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OZET

Siislii, 1., Astim Tedavisinde Kullamilan Zafirlukastin Elektrokimyasal ve
Kromatografik Yontemler ile Farmasiotik Preparatlardan ve Biyolojik
Materyallerden Analizi, Hacettepe Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii, Analitik
Kimya Programi, Doktora Tezi, Ankara, 2004. Zafirlukast, kronik astimin
onlenmesinde ve tedavisinde kullanilmaktadir. Bu ¢alismada, farmasétik preparatlardaki
zafirlukastin tayini igin basit, hizli, giivenilir ve tamamen valide edilmis kare dalga
(OSWYV), kare dalga adsorptif styirma (OSWAdASV) ve diferansiyel puls adsorptif siyirma
voltametrisi (DPAdSV) gibi voltametrik yontemler ve yilksek performansh sivi
kromatografisi (HPLC) yontemi gelistirilmistir. Zafirlukastin elektrokimyasal davramslar
doniisiimlti  voltametri, kronoamperometri ve dogrusal taramali voltametri ile
aragtirilmistir. Bu  yOntemlerde deneysel ve cihaz parametrelerinin  etkisi
degerlendirilmistir. Zafirlukastin analizi igin en iyi destek elektrolit olarak pH’s1 8.00 olan
0.10 M borat tamponu bulunmustur. HPLC yonteminde, zafirlukastin aymrminin
optimizasyonu igin hareketli fazi igerigi, pH’s1 ve akis hizimin etkisi arastirilmistir. Analiz,
Nucleosil Cig (5 um, 250 x 4.6 mm, i.,) kolonda, oda sicakhiginda ve asetonitril:asetat
tamponu (pH 3.00; 10 mM) (70:30, h/h) iceren hareketli fazda, 0.8 mL/dk akis hizinda
yapilmstir. UV dedektor dalga boyu 240 nm’ye ayarlanmistir. OSWV, OSWAASV,
DPAdSV ve HPLC yéntemleri igin gozlenebilme simirlan sirasiyla 50.00 ng mL™, 5.00 ng
mL?, 15.00 ng mL" ve 25.00 ng mL" olarak bulunmustur. Gelistirilen yontemler
validasyon parametrelerinin degerlendirilmesiyle valide edilmistir. Yontemler farmasotik
preparatlardaki zafirlukastin tayinine uygulanmistir. Elde edilen sonuglar kaynaklardaki
spektrofotometrik yontem verileri ile kargilagtiriimis ve aralarinda istatistiksel olarak
anlamh fark bulunmamustir. Onerilen HPLC ydntemi ayrica zafirlukast eklenmis insan

plazmasina da uygulanmugtir.

Anahtar Kelimeler: Zafirlukast, kare dalga voltametrisi, kare dalga adsorptif siyirma
voltametrisi, diferansiyel puls adsorptif siyirma voltametrisi, yitksek performansh sivi
kromatografisi, farmasétik preparat, biyolojik materyal.
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ABSTRACT

Siislii, I., Analysis of Zafirlukast, Using in the Treatment of Asthma in
Pharmaceutical Preparations and Biological Materials by Electrochemical and
Chromatograhic Methods, Hacettepe University Health Sciences Institute, Ph. D.
Thesis in Analytical Chemistry, Ankara, 2004. Zafirlukast is used to prophylaxis and
treatment of chronic asthma. In this study a simple, rapid, reliable and fully validated
voltammetric methods such as square wave (OSWYV), square wave adsorptive stripping
(OSWAJASV) and diferansiyel puls adsorptive stripping voltammetry (DPAdSV) and high
performance liquid chromatographic method (HPLC) were developed for the
determination of zafirlukast in pharmaceutical preparations. The electrochemical behaviour
of zafirlukast was investigated using cyclic voltammetry, chronoamperometry and linear
sweep voltammetry. The effect of experimental and operational parameters were evaluated
in these methods. The 0.10 M borate buffer of pH 8.00 was found to be best as a
supporting electrolyte for assay of zafirlukast. In HPLC method, the effects of the
composition, pH and flow rate of mobile phase were investigated for the optimization of
zafirlukast separation. The analysis was performed on a Nucleosil C;3 (5 um, 250 x 4.6
mm, i.d.) column at room temperature and mobile phase containing acetonitrile:acetate
buffer (pH 3.00; 10 mM) (70:30, v/v), at flow rate of 0.8 mL/min. The UV dedector was
set at wavelength of 240 nm. Piribedil was used as an internal standard. The retention time
of piribedil and zafirlukast were 3.9 and 5.7 min, respectively. These conditions were used
for analysis of zafirlukast in pharmaceutical and biological materials. The detection limits
of OSWV, OSWAdSV, DPAJSV and HPLC methods were found as 50.00 ng mL™, 5.00
ng mL"”, 15.00 ng mL" and 25.00 ng mL", respectively. The developed methods were
validated by evaluation of validation parameters. The methods were applied to the
determination of zafirlukast in pharmaceutical preparations. The results obtained were
compared with a spectrophotometric method reported in literature and no significant

difference was found statistically. The proposed HPLC method also was applied to
zafirlukast spiked human plasma.

Keywords: Zafirlukast, square wave voltammetry, square wave adsorptive stripping
voltammetry, differential puls adsorptive stripping voltammetry, high performance liquid
chromatography, pharmaceutical preparation, biological material.
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Olgtilen btiyiikliikler parantez iginde verilmistir. (I = akim, E=
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programi, b) elde edilen akim-zaman egrisi
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CV voltamogramindan

Styirma tekniklerinde potansiyel-zaman profili
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(a)’daki uyarma sinyali (b)’deki puls taramas: ile (c)’deki kare

dalga uyarma sinyalini verecek sekilde toplanmaktadir. Akim
cevabi A;, 1 potansiyelindeki akimdan 2 potansiyelindeki akim
cikarilarak bulunur
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Ayiriciligin kapasite faktorii ile degisimi

Eltisyon izotermleri ve pik sekilleri

Pik simetri oranmnin hesaplanmasi

HPLC cihaz kisimlarinin sematik gosterimi
Normal-faz ve ters-faz kolonlarinin yapist

10 ug mL" zafirlukast ¢ozeltisinin UV spektrumu
Zafirlukastin IR spektrumu

OSWV yonteminde frekans degisiminin etkisi (adim yliksekligi : 5
mV, Puls Genligi : 25 mV)

OSWV yonteminde 6.00 ve 10.00 pg mL™'’de adim yiiksekligi
degisiminin etkisi (f : 50 Hz, puls genligi : 25 mV)

OSWV yonteminde puls genligi degisiminin etkisi (f : 50 Hz,
adim yiiksekligi : 4 mV)

Zafirlukastin kare dalga voltamogramlari a) Destek elektrolit, b) 1.00
ugmL?, ¢) 1.20 pgmL™, d) 1.39 pg mL7, €) 1.58 pg mL™" zafirlukast

OSWAJSV yonteminde biriktirme potansiyelinin etkisi (biriktirme
stiresi : 20 s, f: 50 Hz, adim yiiksekligi : 4 mV, puls genligi : 25 mV)

OSWAJSV yonteminde frekans degisimi etkisi (biriktirme stiresi : 20
s, biriktirme potansiyeli : -1000 mV, adim yiiksekligi : 4 mV, puls
genligi : 25 mV)
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25 mV)

OSWAGJSYV yoénteminde puls genligi degisiminin etkisi (biriktirme
stiresi : 20 s, biriktirme potansiyeli : -1000 mV, f: 70 Hz, adim
yiksekligi : 4 mV)

Zafirlukastin kare dalga adsorptif siyirma voltamogramlar: a) Destek
elektrolit, b) 52.00 ng mL™, ¢) 70.00 ng mL”, d) 83.00 ng mL™, ¢)
130.00 ng mL™, f) 167.00 ng mL"! zafirlukast

IV.12. DPAdSV yonteminde biriktirme potansiyelinin etkisi (biriktirme stiresi

: 20 s, tarama hizi : 30 mV/s, puls genligi : 25 mV)
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DPAJSV yonteminde tarama hiz1 degigiminin etkisi (biriktirme siiresi :
20 s, biriktirme potansiyeli : - 950 mV, puls genligi : 25 mV)

DPAdSV yo6nteminde puls genligi degisimi (biriktirme siiresi : 20 s,
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Zafirlukastin diferansiyel puls adsorptif siyirma voltamogramlari
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Hareketli faz pH’sinin zafirlukastin ayirimina etkisi

Hareketli faz pH’sinin zafirlukastin PSO’na etkisi
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I. GIRIS ve AMAC

Zafirlukast, astim ataklarim Snlemek amaciyla kullanilan, 6zellikle 16kotrien
D4 olmak tizere lokotrien C4 ve E4 reseptorlerinin de etkisini inhibe eden l6kotrien
reseptér antagonistidir (1-3). Zafirlukast, giindliz ve gece gorillen astim
semptomlarim1  azaltir, asttm alevlenme doénemlerinin sikligim  azaltir. Cesitli
alerjenlerin, ekzersizin, soguk havamin, aspirinin ve kiikiirt dioksitin bronslari

daraltici etkilerine karg1 koruma saglar. (4-7).

Kaynaklarda zafirlukastin farmasotik preparatlardan ve biyolojik materyalden
analizi, yliksek performansli sivi kromatografisi (8-10) ve tiirev spektrofotometrisi
(10) ile yapilmus oldugu bulunmustur.

Zafirlukastin kaynaklarda herhangi bir elektroanalitik ydntem ile tayinine

rastlanmamustir.

Zafirlukastla yapilmasi planlanan cahsmalarin ilk asamasinda biyolojik
materyalde bulunabilecek en diigiik miktar: tayin edebilecek olan yontemlerin
gelistirilmesi amaglanmigtir, Bunun igin basitligi, yitksek duyarliligi, segiciligi ve
uygulamada degisiklife agik olmasi nedenleri ile 6zel bir yeri olan elektrokimyasal
yontemlerden kare dalga voltametisi, kare dalga adsorptif siyirma voltametrisi ve
diferansiyel puls adsorptif siyirma voltametrisi ve son zamanlarda yiksek
performans, yliksek iz ve yiiksek ayiricilikli analizler igin kullamlan yiiksek
performanslhi sivi kromatografisi kullamlmigtir. Bu amagla gelistirilecek olan

yontemlerle =zafirlukastin  farmasttik preparatlardan  analizinin  yapiimasi
planlanmustir.

Geligtirilen yontemlerde zafirlukastin analizi i¢in ¢esitli deneysel ve cihaz
parametreleri aragtirilarak optimum kosullar saptanacaktir. Gelistirilen y6ntemlerin
gegerliligi dogruluk, kesinlik, segicilik, duyarlilik, saglamlik ve tutarliik gibi
validasyon parametreleri ile degerlendirilecektir. Validasyon parametrelerinin uygun
degerler arasinda oldufunu saptadiktan sonra kaynaklardaki valide olmus bir



spektrofotometrik analiz yontemi (10) ile kargilastirnilip sonuglar istatistiksel olarak

degerlendirilecektir.

Ayrica zafirlukastin déniiglimlii voltametri, kronoamperometri ve dogrusal
taramali voltametri ile akim karakteri, difiizyon katsayis1 ve olasi indirgenme

mekanizmasi gibi 6zelliklerinin de incelenmesi planlanmstir.

Caligmalarimizin  ikinci asamasinda biyolojik materyalden zafirlukastin
tiiketilmesi ve yliksek performansli sivi kromatografisi kullanilarak zafirlukastin
ng mL"! diizeyinde analizinin gerceklestirilmesi amaglanmistir.



II. GENEL BIiLGILER

IL.1. Astim ve Tedavisinde Kullanilan flaclar

Astim, birgok hiicrenin ve 6zellikle de mast hiicrelerinin, eozinofillerin ve T-
lenfositlerinin rol oynadigi, kronik bir inflamatuvar hastaliktir. Bu enflamasyon,
duyarl: kimselerde, 6zellikle geceleri ve / veya sabahin erken saatlerinde olmak lizere
tekrarlayan hiriltili solunum, nefes darlifi, gogiiste sikigma hissi ve Okstiriik
ataklarina neden olur (11). Astim, alerjenlerle ve kirlilik yapan maddelerle temasin

artmasinin da yer aldif1, gevre faktorleri ile baglantili olarak siklikla goriilmektedir.

Astim ndbetlerini tetikleyen faktérlerin alerjen niteliginde olup olmamasina

gbre astim ikiye ayrlir (12):

* Alerjik (ekstrinsik) astim
* [diyosenkratik (intrinsik) astim

Alerjik astimda hastanin 6zge¢misinde ve / veya soyge¢misinde rinit, tirtiker,
ekzema gibi alerjik hastalik ykiisti bulunur. Idiyosenkratik astimda ise hastamn
Ozge¢misinde alerji 6ykiisii kural olarak yoktur, hastalik genelde orta yaslarda baslar.
Bunlarin % 10 kadarinda aspirin ve diger bazi antiinflamatuvar analjezik ilaglar
alerjik olmayan bir mekanizma ile astim krizini tetikler. Ancak biitiin hastalar bu iki
tipten birine uymayabilir ve hastalarin bir bolimii kismen bir tipin ve kismen de
diger tipin ozelligini gbsterir. Genel bir kural olarak, hastalifin erken yasta basladig:
hastalarda genelde alerjik astim, ge¢ baglayan astimda ise nonalerjik veya bu iki tipin

bir karmasi egemendir.

Astim, bagka bir hastalifa bagli olmayan (primer), tersinir bronkospazmin
neden oldugu hava yollar1 tikanmasi halidir. Hava yollarimin tikanmasina katkida
bulunan 3 mekanizma vardir (13-15):



1. Brons duvarindaki diiz kaslarin  kasilmasi

bronkokonstriiksiyon,

2. Damar digina protein ve su sizmasina bagli olarak gelisen mukoza 6demi,

3. Mukus salgisinin artmasi.

Hava yollarmin tikanmasi, hastalarin yaklagik 1/3°tnde alerjiye bagh

Astimda rol oynayan enflamasyon hiicreleri ve enflamasyon mediatérleri
Tablo II.1°de verilmistir (16-20).

spazmdan ileri gelir. Geri kalanlarda ise brong diiz kaslar1 hiperreaktif durumdadir ve
alerjenik olmayan ¢esitli nonspesifik etkenler bronkospazmi artirarak solunum
giicliigiine neden olurlar. Allerjen niteligindeki etkenler arasinda, solunum yolu
enfeksiyonlar: (6zellikle viral enfeksiyonlar), hava kirligi ve havadaki diger cevresel
irritanlar, meslek nedeniyle maruz kalmman kimyasal madde tozlari, buharlan ve
gazlar, egzersiz, soguk hava, sistemik alinan ilaclar ve kimyasallar (aspirin ve baz1
antiinflamatuvar ilaglar, B-blokdorler, siilfit tuzlart ve kiikiirt dioksit) sayilabilir (12).

Tablo II.1. Astimda rol oynayan hiicreler ve mediat6rier

Enflamasyon hiicreleri | Enflamasyon mediatorleri
Mast hiicreleri Histamin

Eozinofiller Lokotrienler

Makrofajlar Prostaglandinler
T-lenfositleri Trombositleri aktive edici faktér
Epitel hiicreleri Bradikinin

Nétrofiller Adenozin

Trombositler Sitokinler

Fibroblastlar Anafilatoksinler

Bazofiller Tagikininler

Noronlar Endotelinler

Monositler Bitytime faktorii
B-lenfositleri Serbest oksijen radikalleri
Endotel] hiicreleri




Giniimiizde astim tedavisinde baglca iki yaklagim vardir (12):

* Astim ataklarin1 gidermek i¢in gerektiginde kullanilan ilaglar

* Astim ataklarini Snlemek igin devamli kullanulan ilaglar

Birinci grup inhalasyon veya agizdan verilen B-mimetik ilaglar, sadece
inhalasyonla verilen ipratropium gibi bronkodilatorler ve sistemik verilen

glukokortikoitleri kapsar. Siddetli nébetlerin gegirilmesi i¢in intravenéz teofilin

verilebilir.

Ikinci grupta ise agiz yolundan verilen ve B-mimetik ilaglara gore zayif
bronkodilator etkinlik gbsteren teofilin ve tiirevleri ile mast hiicreleri stabilizatdrii

olan kromoglikat ve benzerleri, gii¢lii dnleyici ilaglar olan glukokortikoitler bulunur.

Astim tedavisinde kullamilan ilaglar bes gruba ayrlirlar (15, 21-23):

1. P - adrenerjik reseptorleri aktive eden ilaclar (P - mimetikler)

Brons diiz kaslarimin B reseptorlerini uyararak brons ve brongiyalleri
gevsetirler ve iki gruba ayrilirlar.

a) Selektif etkili olmayanlar: Adrenalin, Izoproterenol (izoprenalin), Efedrin

b) Selektif etkili olanlar: Orsiprenalin siilfat (Metaproterenol), Terbutalin,
Salbutamol (Albuterol), Salmeterol Ksinofoat, Formoterol, Fenoterol.

2. Metilksantinler ( Fosfodiesteraz inhibitirleri)
Ksantin tiirevi diiiretik bir ilag¢ olarak ilk kez ¢ikarilan teofilin, bronkodilatr

etkisi nedeni ile brongiyal astimda, astim ataklarini ©nlemek amaciyla
kullamlmaktadir.

3. Antimuskarinik ilaclar
Brong diiz kaslarimin ve mukoza salgi bezlerinin kolinerjik reseptorlerini

bloke ederler ve bronkodilatasyon yaparlar. Bu amagla Ipratropium bromiir
kullanmlmaktadir.



4. Mast hiicreleri stabilizatirleri (non spesifik antiinflamatuvar bilesikler)

Trakea ve brons mukozasi ile iist solunum yolu mukozasindaki mast
hiicrelerinin membramni stabilize ederler. Hiicre icinde siklik AMP  diizeyini
yitkselterek Ca**un iceri girisini ve hiicre iginden mobilizasyonunu inhibe ederler.
Bu grupta Kromolin sodyum (Disodyum kromoglikat), Ketotifen, Nedokromil
sodyum, Metotreksat, Siklosporin yer alir.

5. Glukokortikoidler (Kortikosteroitler)

Antikor olusumunu inhibe ederek mukozadaki 6demi azaltirlar, akut astim
ataklarinin olugumunu Snlerler. Bu amagla Beklometazon dipropionat, Triamsinolon
asetonid, Flunisolid, Flutikazon, Budesonid, Prednisol ve Metil prednisolon yer
almaktadar.

IL.1.1. Astimda Kullamilan Likotrien Reseptior Antagonistleri

Sistenil lokotrienler (LT) (LTC4, LTD4, ve LTE4), astimda onemli
enflamasyon mediatorleridir (21). LT, hiicre aktivasyonu sirasinda 5-lipoksijenaz
enziminin ve membrana bagh bir S5-lipoksijenaz proteninin etkisiyle, hiicre
membranindaki arasidonik asitten sentezlenmektedir (15, 21, 22, 24-27) (Sekil IL.1).
LTA,, stabil degildir, ya hidrolize ugrayarak LTB4’e yada glutatyonla konjligasyon
sonucu LTCs’e doniiglir. LTC,, hiicre disina aktarilarak y glutamil-transferaz
enziminin etkisiyle LTD4’e metabolize edilir. LTD, ise sistenil-glisin dipeptidaz
enzimi tarafindan LTEs’e metabolize olur. Lokotrien sentezi oldukg¢a hizhdir ve
sonunda insan akcigerinde artik metabolize edilemeyen LTE,4, bu organda birikir.
Akciger disinda ise LTE4 dolasimdan, hi¢ degisiklige ugramayarak % 85°i safrayla
ve % 15’1 idrarla uzaklastirilir (28-30).
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Sekil I1.1. Lokotrien biyosentezi

I1.1.1.1. Lokotrienlerin Astimdaki Rolii

Yaklagik 50 yil kadar once antijene karsi duyarli duruma gegmis kobay
akcigerinin uyanldif1 zaman, diiz kaslan kasan bir madde saliverildigi gosterilmistir
(31, 32). Bu madde onceleri, 1938°de Feldberg ve Kellaway tarafindan “yavas
reaksiyona giren madde”, daha sonra da “anafilaksinin yavas reaksiyona giren
maddesi” (SRS-A) olarak adlandinlmigtir (25, 26, 31, 32). SRS-A’nin insan
bronsiyollerini aktif bir sekilde daralttify g6sterilmis, sonra bu maddenin astimlilarin
akcigerinden bol miktarda salindigimin ortaya konulmas: sonucu SRS-A’nin astimda



rol oynadig diigtiniilmiistiir. SRS-A’nin yapist uzun yillar aydinlatilamamis ve 1970
yillarinda aragidonik asit metabolitlerinin bir karigimi oldugu bulunmustur. Bugiin
gergekte SRS-A’nin ayni zamanda peptit 16kotrienler veya siilfidopeptit 16kotrien
adlartyla bilinen 3 sisteinil lokotrienin karisimi (LTC4, LTD4, LTCE4) oldugu
bilinmektedir (22).

Sisteinil 16kotrienler, degisik enflamasyon siireclerinde rol oynamakta ve
hava yollarinin tikanmasina (daralmaya) neden olan 3 mekanizmanin her birinde rol
oynamaktadir (5, 20, 21, 24, 33, 34). Astim hastalarinin viicut sivilarindaki sisteinil
16kotrien diizeylerinin, astim hastas1 olmayanlara gore yiiksek oldugu bulunmugtur
(15, 35).

Cys LT, ve Cys LT, olmak iizere baglica 2 sisteinil 16kotrien reseptorii

mevcuttur.

Astimda 16kotrien reseptdr antagonisti olarak zafirlukast, montelukast ve
zileuton kullaniimaktadir. Tez ¢alismasi i¢in bu ilaglardan zafirlukast se¢ilmistir.

I1.2. Zafirlukast

Zafirlukast, oral yoldan kullanilan ve LTD,’{in etkisini inhibe eden 18kotrien
reseptor antagonistidir (LTRA;). Zafirlukast, Cys LT; reseptérlerine kompetetif
olarak baglanir (3, 4, 20, 24, 33, 34, 36-39).

I1.2.1. Fiziksel ve Kimyasal Ozellikleri
Zafirlukast, 4 - (5 - siklopentiloksikarbonilamino - 1-metilindol - 3 - ilmetil)

3 - metoksi -o- toylsiilfonilbenzamid yapisindadir. Molekiiler formiilii C3;H33N3OgS
seklindedir. Agik formiilii ise Sekil I1.2°de gsterilmisgtir.



Sekil I1.2. Zafirlukastin kimyasal yapisi

Zafirlukast sar1 renkte, kokusuz bir tozdur. Molekiil agirligr 575.2°dir ve
ergime noktast 220 °C’dir. Suda ¢6ziinmez, metanolde az ¢ozimiir, tetrahidrofuran,

dimetil stilfoksid ve asetonda ¢6ziiniir.

Zafirlukastin pKy, degeri 9.7°dir (26).

20 mg zafirlukast igeren “Accolate®”

kapli beyaz tabletler seklinde satilmaktadir. Her tablet kroskarmeloz sodyum, laktoz,

preparati, lizerinde dozu yazili olan film

mikrokristalin seliiloz, povidon, magnezyum stearat, metil
hidroksipropilmetilselliiloz ve titanyum dioksit igerir.

I1.2.2. Farmakolojik Ozellikleri

I1.2.2.1 Farmakodinamik Ozellikleri

Zafirlukast, oral yoldan kullanilan ve anaflaksinin yavag reaksiyona giren
maddesinin (SRS - A) bilegenleri olan LTC4, LTDs ve LTE, reseptérlerinin

antagonisti olup segici ve gili¢lii bir peptiddir. Zafirlukast, spesifik olarak 16kotrien
reseptorlerine etkilidir (1, 2, 4, 12).
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B-agonist tedavisiyle yeterince kontrol altina alinamayan astim hastalarinda
zafirlukast, bir ilk basamak koruyucu tedavi ilacidir. Akcigerlerde ¢ok sayida

proenflamatuvar hiicrenin ve enflamasyon bilesenlerinin etkilerini azaltir (Sekil I1.3)

(24, 25, 40, 41).
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Sekil I1.3. Zafirlukastin etki mekanizmasi

Zafirlukast, LTD; etkisiyle olusan bronkokonstriksiyon etkiyi inhibe eder (38,
42 - 44). Alerjenlerin (bitki polenleri, kedi / kdpek tiiyii gibi) etkisiyle olusan bronko
konstriksiyon etkisine karsi koruma saglar (5, 20, 21, 25, 37, 45-49). Antijenle
karsilastiktan sonra akciger fonksiyonunun baslangi¢ degerlerine dénmesi igin gecen
stire, zafirlukast kullanan hastalarda plasebo verilenlere kiyasla ¢cok daha kisadir (46,
48). Ayrica zafirlukast, ekzersizin, soguk havamn, aspirinin, kiikiirt dioksitin ve
trombositleri aktive edici faktoriin (PAF) bronkokonstrisiyon etkisini engeller (4 - 6,

20, 25, 27, 37, 38, 50-56).

Zafirlukast, semptomatik hastalarda semptomlar1 diizeltir, giindiiz ve gece

gériilen astim krizlerini azaltir, akciger fonksiyonlarim diizeltir, B-agonistlere

duyulan ihtiyaci doza bagli olarak azaltir ve astim alevlenme doénemlerinin
azalmasin saglar (4, 20, 25, 34, 40, 57-59).
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Zafirlukastin polen mevsimi boyunca alerjik nezlesi (alerjik rinit) ve
bronsiyal astim1 olan hastalarda nezle ve astim belirtilerini azalttig1 goriilmiistir (3,
21).

Siddetli nefes darlig1 olan kronik obstriiktif akciger hastalarinda 2 saat i¢inde
akciger fonksiyonlarini diizelttigi gézlenmistir (25, 33, 60).

Yetigkin sistik fibrozisi olup zafirlukast kullanan hastalarda klinik olarak
iyilesme goriilmiis ve hastalar tarafindan iyi tolere edildigi belirtilmistir (34).

Ayrica siddetli sistemik iirtikerde de kullamlmaktadir (61, 62).

Accolate® tabletin alim ile zafirlukastin etkileri cabuk baslar ve uzun siirer.
Astim krizlerindeki diizelme, zafirlukast tedavisinin ilk haftasinda ve ¢cogu zaman da
ilk 3 - 4 giin icerisinde ortaya ¢ikar (20, 25, 63-68).

Diisiik doz inhale kortikosteroitlere ve koruyucu tedaviye ihtiyag duyulan
hastalarda inhale steroitlere alternatif bir ilactir (2, 23, 40, 57, 65, 69-73).

Zafirlukast, giinde iki defa agizdan alinan bir ilag oldugundan, inhalasyon
seklinde idame tedavisi bakimindan uyum ve uygulama sorunlarinin sdz konusu
oldugu hastalarda 6zellikle tercih edilmektedir (62, 74-76).

Astim ilaglarinin ne derece etkili olduklar1 rutin olarak ekspirasyon akim hiz
dorugu testi (PEFR, peak expiratory flow rate) degerleri gibi klinik parametreler
tizerindeki etkileri Olgiilerek degerlendirilmektedir. Daha gelistirilmis testlerle
Olgiilen bir saniyedeki zorlu ekspirasyon hacmi (FEV, forced expiratory volume in
one secoond) ve zorlu vital kapasite (FVC, forced vital capacity) degerleri de bu
amagla kullanilmaktadir. Ancak bu degerler hastalifin yol agmus olabilecegi fiziksel,
duygusal ve sosyal zararlar1 herhangi bir seklide temsil etmemektedir. Saglikla ilgili
yagam Kkalitesi degerlendirilmeleri, hastamn saglik durumunun tam olarak
yorumlanmasim1 saglar. Giiniimiizde bu nedenle klinik c¢aligmalarda ve
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uygulamalarda, astima 6zgii gesitli yasam kalitesi degerlendirilmelerine (aktiviteler,
semptomlar, duygular ve ¢evre) yer verilmektedir. Yapilan iki ¢aligmada, zafirlukast
kullanan hastalarda baslangica kiyasla elde edilen ortalama diizelmeler, her dort
yasam kalitesi alaninda da plasebodan anlamli sekilde daha fazla oldugu gériilmiistiir
(77, 78).

11.2.2.2. Farmakokinetik Ozellikleri

Zafirlukastin farmakokinetiginin, doza veya kullamim siiresine bagh olarak
degismedigi gozlenmistir. Tedaviye giinde 2 defa 20 mg ile baglanmasi ve daha sonra

dozun, terapétik cevaba gore ayarlanmasi Onerilmektedir.

Zafirlukastin farmakokinetigi gen¢ ve astimi olmayan saglikli erkekler, yasl
ve astimli hastalar, karaciger ve bobrek fonksiyonu bozuk olanlar ve bebegini
emziren anneler de dahil olmak iizere ¢ok ¢esitli denek ve hasta gruplarinda
degerlendirilmistir (39). Astimli erigkinlerdeki ve adolesan ¢agindaki genglerde
farmakokinetigi, saglikli erigskin erkeklerdekine benzer bulunmustur (39). Adolesan
¢agindaki hastalarda ve hafif dereceli bobrek fonksiyonu bozuk olan hastalarda doz
ayarlanmasina gerek yoktur (39). Ge¢misinde orta veya ciddi bébrek bozuklugu olan
ve karaciger sirozu dahil karacifer bozuklugu olan hastalarda énerilmemektedir (38).
Hafif bobrek bozuklugu olan hastalar ile normal hastalar arasinda zafirlukastin
farmakokinetigi bakimindan onemli farkliliklar yoktur. Anne siitiine gectigi icin
bebegini emziren annelere verilmemelidir (39). Zafirlukastin gebe kadinlardaki ilag
emniyeti heniiz belirlenmemigtir. Gebelik sirasinda tedaviye devam edilmesinden
kaynaklanabilecek riskler, elde edilebilecek faydalar kargisinda degerlendirilmeli ve
zafirlukast, gebelik sirasinda yalmz agikga ihtiyag duyuldugu takdirde
kullamlmalidir. Zafirlukastin 12 yasindan kiiciikk ¢ocuklardaki ilag emniyeti ve
etkinligi heniiz saptanamamastr.

Viicut agirhfma goére gereken diizeltme yapildifinda, zafirlukastin
farmakokinetigi bakimindan kadinlarla erkekler arasinda anlamli fark belirmemistir.
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I1.2.2.2.1. Absorpsiyon

Zafirlukast, oral kullantmi sonrasinda hizla ve tamamen emilir (28).
Maksimum plazma derisimi (Cpax) ilacin alinmasindan yaklasik 3 saat sonra elde
edilir. Yarilanma 6mrii (t1,) 10 saattir. Plazmadaki kararli plazma derisimleri, ginde
2 dozla tedavi sirasinda 3. giinde ulagilir. Zafirlukastin plazma derisimi/zaman egrisi
altindaki alan (AUC) degeri 20-80 mg arasindaki dozlarda doza bagimlidir ve tek -
doz farmakokinetigi verilerinden tahmin edilebilir (21, 26, 39).

Yaglilarda, karaciger yetmezligi olan veya alkole bagli siroz hastalarnda
zafirlukast kullamlmasi, ortalama Cpa ve AUC degerlerinin ayni zafirlukast dozu
verilen saglikli insanlardakinin yaklagik 2 katina ¢iktig1 goriilmiistiir (26, 39).

Zafirlukastin besinlerle birlikte alinmasi, AUC degerleriyle izlenen
biyoyararlanim oranindaki degisiklikleri artirmug ve hastalarin bilyiik béliimiinde (%
75’inde) bu oram1 % 40 dolayinda azaltmistir. Bu nedenle besinlerle birlikte
alinmamasi Snerilmektedir (21, 39).

11.2.2.2.2. Dagilma

Zafirlukastin yaklagik % 99°u, 0.25 - 4.0 pg mL’ arasinda defisen
konsantrasyonlarda, plazma proteinlerine ve 6zellikle de albumine bagh durumdadir.
Dagilim hacmi yaklagtk 70 litredir. Farelerde yapilan bir galismada kan-beyin
engelini minumum diizeyde gectigi bildirilmektedir (39).

11.2.2.2.3. Metabolizma

Zafirlukast, genis kapsamli olarak metabolize edilir. Zafirlukast, Sitokrom
P450 2C9 (CYPC9) yoluyla hidroksil metaboliti seklinde metabolize olur. Insan
plazmasindaki zafirlukast metabolitlerinin, zafirlukastin 90°da biri kadar aktiviteye

sahip oldugu bulunmustur. Verilen dozun % 10’u zafirlukastin metabolitleri olarak
idrarla viicuttan atilir (21,39).
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11.2.2.2.4. Eliminasyon

Zafirlukastin oral klirensi yaklagik 20 L/h’dir. Viicuttan baglica uzaklastirma
yolu digkidir. Idrarda degisiklige ugramamus zafirlukast bulunmaz. Metabolitler
viicuttan idrarla ve digkiyla uzaklastirilir (39).

I1.2.2.3. Klinik Kullanimi ve Dozu

Zafirlukast, yetiskin ve 12 yagin lizerindeki ¢ocuklarda astimin 6nlenmesinde
ve kronik tedavisinde kullanilmaktadir. Astim ataklarmnin &nlenmesi amaciyla

kullamldigindan siirekli olarak kullamimalidir (24).

Onerilen doz giinde 2 defa 20 mg’dir. Hepatotoksisite gelisebileceginden bu

dozun {izerine ¢ikilmamalidir.

Yaghlarda (> 65 yas) zafirlukast klirensi azalir ve Cpyy degerleriyle AUC
degeri genc eriskinlerdekinin hemen hemen 2 katidir. Bununla birlikte bu yas
grubundaki birikim, astiml1 yetigkin hastalarda yapilan ¢oklu galismalarla goriilenden
fazla degildir.

11.2.2.4. Yan Etkileri ve Ila¢ Etkilesimleri

Zafirlukast iyi tolere edilir (2, 20, 24, 26, 59, 79). Farenjit, bas agnsi,
gastrointestinal bozukluklar (bulanti, kusma ve ishal) ve astimin siddetlenmesi en
¢ok bildirilmis olan yan etkilerdir (20, 21, 24). Bu belirtiler genellikle hafif olup
zafirlukast kullanan deneklerle plasebo verilen denekler arasinda istatistiksel olarak
fark bulunmamgtir. Bag agris1 ve farenjit, genellikle hafif olmus ve tedavinin yanda
birakilmasini gerektirmemistir.

Diger yan etkiler ise enfeksiyon, rinit, grip sendromu, &kstiriik, bronsit, sirt
agrisi, karm agnsi ve gastroenterittir (20).



15

Nadiren {irtiker ve angioddem igeren asir1 duyarlilik reaksiyonlan ve
kabarciklar dahil deri d6kiintiileri de bildirilmistir (21, 24).

Zafirlukastin kullamldig: klinik caligmalar sirasinda ender olarak serum
alanin transaminaz diizeylerinin % 1 oraninda yiikseldigi gézlemlenmistir. Bu
yiikselme, tedaviye devam edilmesi sirasinda ya da tedavinin durdurulmasindan
sonra ortadan kalkmugtir (21).

Kontrol gruplarina plasebo verilen klinik caligmalarda, zafirlukast kullanan
ileri yastaki hastalarda enfeksiyon goriilme oramnm arttig goriilmiistiir. Oncelikle
solunum sisteminde goriilen bu enfeksiyonlar, genellikle hafif olmus ve zafirlukast
tedavisinin durdurulmasini gerektirmemistir.

Zafirlukast, astim ve alerji tedavisinde rutin olarak uygulanan diger ilaglarla
birlikte verilebilir. Inhale veya oral kortikosteroitler, inhale veya oral
bronkodilattrler, antibiyotikler ve antihistaminikler, olumsuz bir etkilesime yol
acmaksizin zafirlukast ile birlikte kullanilabilir.

Zafirlukast herhangi bir etkilesim olmaksizin dogum kontrol ilaglariyla
birlikte kullanilabilmektedir. Serumdaki etinil estradiol ve endojen hormonlarin

(follikiil stimiile edici hormon ve progesteron) konsantrasyonlarna etki

gbzlenmemistir.

Asetil salisilik asitle (aspirin) birlikte kullamilmasi, plazmadaki zafirlukast
diizeylerinin yaklasik % 45 oraninda artmasiyla sonuglanabilir. Boyle bir etkilesimin
klinik 6nem tasima olasilif1 uzaktir (39).

Eritromisin ile birlikte kullanilmasi, zafirlukast plazma diizeylerinin % 40
kadar azalmasiyla sonu¢lanmigtir (21, 39). '
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Teofilin ile birlikte kullamlmasi, zafirlukast plazma diizeylerinin yaklagik %

30 azalmasiyla sonuglanabilir ama plazma terfanadin diizeylerinde degisme

goriilmemistir (21, 39).

Warfarin ile birlikte zafirlukast kullamilmasi, R-warfarinin farmakokinetigini
etkilememis, buna karsihk S-warfarinin biyoyararlaninu artmig, klirensi azalmistir.
Ayrica maksimum protrombin zamaninin % 35 kadar uzamasina neden olmustur. Bu
nedenle zafirlukastin warfarin ile birlikte kullamlacagi hastalarda protrombin

zamaninin izlenmesi 6nerilir (39, 80, 81).

Zafirlukastin terfanadin ile birlikte giivenle kullanilabilecegi bildirilmigtir
(39, 82).

I1.3. Zafirlukastin Analiz Yontemleri

Kaynaklarda zafirlukastin kromatografik ve spektrofotometrik olmak tizere 4
tane analiz yéntemi bulunmaktadir.

Ficarra ve arkadaglar tarafindan zafirlukastin analizi icin ters faz HPLC
yontemi gelistirilmis ve valide edilmigtir. Analiz iki ayr1 laboratuvarda
gerceklestirilmigtir. Laboratuvar A’da Vydac ters faz C;s kolonda (25 cm x 4.6 mm
i.c., partikiil bilyiikligii 10 pm), 24, 26 ve 28°C’ de ve dizi diyot dedektorle
gerceklestirilmigtir. Laboratuvar B’ de ise Vydac ters faz Cyg Sil X-10 kolonda (25
cm X 4.6 mm ig., partikiil biiyiikliigi 10 um), 24°C’de ve UV dedektorle
gergeklestirilmistir. Standart zafirlukast, Accoleit® tabletten tiketme islemi ile elde
edilmistir. Bunun i¢in 10 tablet toz edilmis ve 30°C de 3 kez 50 mL asetonitril ile 30
dakika magnetik kangtiricida tiiketilmistir. Cozetiler toplanmis ve vakum altinda
ucurulmustur. Artik metanol ile isleme tabi tutulmus ve beyaz bir ¢okelti elde
edilmigtir ve maddenin saflif1 erime noktasi, ince tabaka kromatografisi ve HPLC
yontemi ile kontrol edilmistir. Stok zafirlukast ve i¢ standart olarak kullamlan flavon
asetonitrilde hazirlanmigtir. Analiz, asetonitril:su (80:20, h/h) hareketli faz
kullamilarak 1 ml/dakika akig hizinda ve UV dedekidrle 245 nm dalga boyunda
gerceklestirilmigtir. Sicaklik 24°C’ ye ayarlanmistir. Analiz sonucunda 3.22
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dakikada zafirlukast, 3.78 dakikada flavon elde edilmistir. Yontem 0.02-0.12 mg
mL" araliginda dogrusaldir, geri kazanim degerleri % 99.02 - 100.25 arasinda
bulunmustur. Analizde tutarhilik testi i¢in deneysel planlama yontemi kullanilmus ve
organik ¢oziicli yiizdesi, dalga boyu, sicaklik ve akis hizi ¢alisilmistir. Ara kesinlik
testi, tekrarlanabilirlik ve tretilebilirlik Sigtimleri ile yapilmistir. Bunun i¢in analizler

farkli analizci tarafindan, farkli cihazda ve farkli giinde yapilmagtir (8).

Bui ve arkadaslan tarafindan plazmadan zafirlukastin tayini i¢in normal faz
HPLC yontemi gelistirilmistir. Tiketme iglemi i¢in Cys (Large reservoir Bond Elute)
kolon kullanilmustir. Analiz, (5 um, 150 x 4.6 mm i.¢.) Zorbax CN analitik kolonda,
(5 pm, 12.5 x 4.6 mm i.¢.) Zorbax CN 6n kolonda ve oda sicakliginda yapilmustir.
Hareketli faz olarak tetrahidrofuran:hekzan:suda % 90 glasiyel asetik asit (300:700:1,
h/h/h) ve i¢ standart olarak da ICI 198 707 kullanilmustir. Akis hizi 0.9 mL/dakikadur.
Floresans dedektor 250 nm uyarma ve 452 nm emisyon dalga boyuna ayarlanmustir.
Stok zafirlukast ¢ozeltisi asetonitrilde, i¢ standart ise tetrahidrofuranda
hazirlanmugtir. Tiiketme iglemi i¢in, 1 mL i¢ standart eklenmis plazma 6rnegi 1 mL
asetonitril ile kangtnlms ve 1000 g’de 5 dakika santrifiij edilmistir. Berrak
santrifligat almmis ve 5 mL 0.01 M trietil amonyum fosfat eklenmistir. Cyg Kkartus,
metanol (2 x 1 mL) ve su (2 x 1 mL) ile sartlandiriimagtir. Dilile siipernatant
kolondan gecirilmis ve atilmugtir. Zafirlukast, 0.5 mL ile 3 kez
tetrahidrofuran:asetonitril:trietil amin (10:90:0.2, h/b/h) kullanilarak polipropilen
tiipe eliie edilmistir. Coziicii azot atmosferi altinda 40 °C’de ucurulmus ve artik,
hareketli faz ile ¢oziilerek 0.45 pm filtreden siiziilmiis ve HPLC sistemine enjekte
edilmigtir. Analiz sonucu zafirlukast 9 - 10 dakikada, i¢ standart ise 10 - 11 dakikada
eliie olmuglardir. Yontemin dogrusallik araligi 0.75 - 200 ng mL™"dir. Plazmadan
geri kazanim degeri % 92 olarak bulunmugtur. Yoéntem daha sonra 20 mg tek doz
zafirlukast kullanan saglikli goniilliiniin plazmasina da uygulanmus ve 24 saat
boyunca plazma konsantrasyonlar1 izlenmistir (9).

Radhakrishna ve arkadaglari da zafirlukastin tabletten tayini icin HPLC ve
tirev  spektrofotometrisi yontemi gelistirmiglerdir. Stok zafirlukast ¢ozeltisi
asetonitril:su (80:20, W/h) kangiminda hazirlanmustir. HPLC analizleri Symmetry
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Shield RP18 (5§ pm, 250 x 4.6 mm ig.,) kolonda, 300 mL 0.01 M potasyum
dihidrojen fosfat:700 mL asetonitril kartsimimnin o-fosforik asitle pH’s1 3.5’a
ayarlanarak hazirlanmig hareketli faz ile 1.0 mL/dk akis hizinda ve 223 nm’lik dalga
boyunda dizi diyot dedektoér kullanilarak gergeklestirilmistir. I¢ standart olarak
5-metil 2-nitrofenol kullamilmustir. Zafirlukast 6rnekleri ayr ayr1 60 = 1 °C’de 12
saat, 0.1 N NaOH ve 0.1 N HCI ile muamele edilmigtir. Asitle muamelede bircok
bozunma {irlinii, bazla muamelede ise sadece bir tane bozunma {iriinii olugmustur.
Her iki durumda da bozunma pikleri zafirlukast pikinden ayrilmistir. Ayrica hareketli
fazda iki zafirlukast ¢zeltisi hazirlanmis, biri 24 saat UV 1518a (254 nm) digeri de 12
saat boyunca 60 °C’de birakilmistir. Bu ¢6zeltilerde herhangi bir bozunma iiriiniine
rastlanmamistir. Zafirlukastin bu yontemle analizinde dogrusallik araligi 30 - 175
pg mL ™ dir. Yontemin ayrica kesinlik, dogruluk, tekrarlanabilirlilik ve geri kazamm
gibi validasyon parametreleri degerlendirilmis ve yontem farmas6tik preparata da
uygulanmugtir. Geri kazanim degerleri % 99.1 -100.8 olarak bulunmugtur (10).

Tiirev spekrofotometrisi yonteminde 3. tiirev kullamilmigtir ve dalga boyu
olarak 251.1 nm segilmistir. Yontem 3.2 - 16 pg mL” aralifinda dogrusaldir ve

farmasotik preparata uygulandiginda ve geri kazanim degerleri % 98.23 - 101.64
arasinda bulunmustur (10).

11.4. Elektroanalitik Ydéntemler

Elektroanalitik kimya, analit ¢ozeltisi bir elektrokimyasal hiicrenin pargasi
oldugunda c¢ozeltinin elektrokimyasal ozelliklerine dayanan bir grup kantitatif
analitik yontemi kapsar. Elektroanalitik yOntemler, ¢ok diisiik tayin smirlarina
ulagabilirler ve elektrokimyasal yontemlerin uygulanabildidi sistemler hakkinda, ara
yiizeylerdeki ylik aktariminin stokiyometrisi ve hizi, kiitle aktarim hizi, adsorpsiyon
ve kemisorpsiyonun derecesi, kimyasal reaksiyonlarin iz ve denge sabitleri gibi
bilgileri de verir (83).
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Elektroanalitik ydntemler ii¢ ana grupta toplanabilir:

1. Potansiyel, akim, direng, iletkenlik, si8a (kapasitans) ve elektrik miktan gibi
degiskenler ile derisim arasindaki iligkilerin incelenmesine dayanan voltametrik

yontemler, Srnegin, kulometri ve polarografi.

2. Elektriksel ol¢timler ile volumetrik analizde doniim noktasi tayinine dayanan
voltametrik yontemler, 6rnegin, potansiyometrik, amperometrik ve kondiiktometrik

titrasyonlar.

3. Elektrolitin bilesenlerinin elektrik akimi ile faz degistirmesine dayanan
yontemler, 6rnegin, elektrogravimetri, elektroliz.

Elekroanalitik yontemlerin bagka bir smiflandima sekli Sekil IL.4°de
verilmistir (83).

Elekeroanshigk §
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Sekil IL.4. Yaygin olarak kullanilan elektroanalitik yontemlerin siniflandiriimas:.
Olgiilen bitytikliikler parantez iginde verilmigtir. (I = akim, E= potansiyel,
R = diren¢, G = iletkenlik, Q = yiik miktari, t = zaman, Hacim = standart
¢ozelti hacmi, agirlik = elektrokimyasal olarak biriktirilen tiiriin agirhig:)
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Elektroanalitik yontemler bu simiflandirma sistemine gore, ara yiizeyde
gergeklesen yontemler ve tiim analiz ortaminda gergeklesen ydntemler olarak ikiye
ayrilirlar. Ara ylizeylerde gergeklestirilen yéntemlerin daha genel bir kullanim alam
vardir. Ara ylizey yontemleri, elektrot yiizeyleri ve bu yiizeylere hemen bitisik olan
ince ¢ozelti tabakasi arasindaki ara yiizeyde olusan olaylara dayanmaktadir. Tiim
analiz ortami yontemleri, aksine ¢ozeltinin tamaminda olusan olaylara dayalidir ve

ara ylizey etkilerinden kaginmak igin her yola bagvurulur.

Ara ylizey yontemleri, elektrokimyasal hiicrelerin akimin varliginda veya
yoklugunda isleyisine gore statik ve dinamik olmak iizere iki ana simfa ayrilirlar,
Potansiyometrik ol¢timleri iceren statik yontemlerin hizlar1 ve segicilikleri nedeniyle

ayr1 bir dnemleri vardur.

Elektrokimyasal hiicrelerdeki akimlarin énemli bir rol oynadifi dinamik ara
ylizey Ol¢limlerinin cesitli tipleri vardir. Bu yontemlerden hiicrenin potansiyeli
kontrol edilen yontemlerde diger degiskenlerin Slgiimleri yapilmaktadir. Genellikle
bu yontemler duyarhdirlar, oldukga genis galigma araliklari vardir (103-10% M).
Aynca bu analizlerin ¢ogu mikrolitre, hatta nanolitre seviyesindeki numune
miktarlaryla gerceklestirilebilir. Gozlenebilme simirlar: pikomol seviyesinde olabilir.

Sabit akimh dinamik ydntemlerde veriler toplanirken hiicredeki akim sabit
tutulur.

Elektrokimyasal yontemlerin gergeklestirildigi cihaz sematik olarak I1.5°de
verilmigtir.
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Sekil IL.5. Elektrokimyasal islemlerin gergeklestirildigi diizenek

11.4.1. Voltametri

Voltametri, bir indikatér veya ¢alisma elektrodunun polarize oldugu sartlar
altinda, uygulanan potansiyelin bir fonksiyonu olarak akimin &lgiilmesinden
yaralanarak analit hakkinda bilgi edinilen bir grup analitik yontemi kapsar. Genel
olarak voltametride kullamlan c¢alisma elektrotlari, polarizasyonu artirmak igin,
ylizey alanlar1 birka¢ milimetre kare ve baz1 uygulamalarda ise birkag mikrometre
kare veya daha kiigiik olan mikroelektrotlardir.

Voltametri, gesitli ortamlarda meydana gelen yiikseltgenme - indirgenme
olaylarinin, ylizeydeki adsorbsiyon olaylarimin ve kimyasal olarak modifiye edilmis
elektrot ylizeylerindeki elektron aktarim mekanizmalarin aydinlatilmasinda yaygin
olarak kullanilmaktadir.

Voltametride kullanilan elektrotlar iki grupta incelenir:
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1. Polarize edilemeyen (referans) elektrotlar; potansiyeli dis etkilerle
degismeyen elektrotlar (doymus kalomel elektrot (DKE) ve giimiis/giimiis kloriir
(Ag/AgCl) elektrot gibi).

2. Polarize edilebilen (galigma) elektrotlar; potansiyeli dis etkilerle
degistirilebilen elektrotlar (civa, platin, altin, grafit elektrotlar) (84).

Kullamilan elektrotlarin cinsine, uygulanan akim ve potansiyelin siddetine,
sabitlifine ve dengenin bozulma hizina bagli olarak ¢esitli voltametrik yontemler
gelistirilmistir. Eger calisma elektrotu damlayan civa elektrotu ise ydntem
polarografi adm alir. Asih duran civa damlasi veya bir kat1 elektrot kullanilirsa sabit
elektrot voltametrisidir. Doniistimlii voltametride (CV) asili duran civa elektrotu
veya bagka bir kat1 elektrota uygulanan potansiyel kontrol edilir ve hiicreden kiiciik
bir akim geger. Bu nedenle doniigiimlii voltametri, bir potansiyel kontrollii
voltametrik yontemdir.

I1.4.1.a Voltametride Uyarma Sinyalleri (83)

Voltametride, bir mikroelektrot igeren elektrokimyasal hiicreye degistirilebilir
bir potansiyel uyarma sinyali uygulanir. Bu uyarma sinyali yontemin dayandig
karakteristik bir akim cevabi olusturur. Voltametride en ¢ok kullamlan uyarma
sinyallerinin doérdiiniin dalga sekli Sekil I.6’da verilmistir. Klasik voltametrik
uyarma sinyali, hiicreye uygulanan dofru akim potansiyelinin zamamn bir
fonksiyonu olarak (genellikle 2-3 V arasinda), Sekil 1.6.a’da gosterilen dogrusal bir
taramadir. Sonra hiicrede olugan akim, zamamn bir fonksiyonu olarak ve bdylece
uygulanan potansiyelin bir fonksiyonu olarak kaydedilir.

Sekil I1.6.b ve I1.6.c’de iki puls tipi uyarma sinyali gériilmektedir. Akimiar bu
pulslarin 6mrii stiresince gesitli zamanlarda olgiiliir. Potansiyel I11.6.d’de goriilen
tiggen seklindeki dalga ile iki deger arasinda devreder. Once bir maksimuma kadar
dogrusal olarak artar ve sonra aym egimle orijinal degerine dogrusal olarak azalir. Bu
islem, akimin zamanin bir fonksiyonu olarak kaydedilirken defalarca tekrarlanabilir.
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A Dalga sekd Voltmmetrinin Tipd
gy Dofrusal Polarografi
Taramal E Dogrusal-taramah
voltarnetri
Zaman —e
by Diferansivel E ; Diferansivel pule
Puls voltametrisi
Zamar: —

‘ Kare 4
¢} Kare Ddloa E W?;’r:’ii
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) Tegen /! \\
7 ’\,\
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Sekil IL.6. Voltametride kullarulan potansiyel uyarma sinyalleri

I1.4.1.1. Polarografi

Polarografi, 1927 yihnda Cek bilim adami J. Heyrovsky tarafindan
geligtirilmig ilk voltametrik yéntemdir. Bundan 40 yil 6éncesine kadar dogru akim
polarografisi (DC, normal polarografi) ile sinirli kalan bu yéntem, son gelismelerle
¢ok bagvurulan duyarli ve giivenilir bir duruma gelmistir. Onemli bir eser analiz
yontemi olan polarografi ile periyodik cetvelde yer alan elementlerin biiyiik bir kismui
ile indirgenebilen veya yiikseltgenebilen fonksiyonel gruba sahip elektroaktif olan
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organik molekiillerin dogrudan analizi yapilabilmektedir. Elektroaktif olmayan
organik molekiiller ise kompleks olusturma, nitrolama, nitrozolama, N veya S
oksitleme, kondenzasyon ve Katilma tepkimeleri ile dolayli yolla analiz edilebilirler
(85).

Polarografide calisma elektrodu olarak damlayan civa elektrodu (DCE)
kullanulir. Bu elektrot 0.05 - 0.08 mm ig ¢apl: bir kilcal cam borudur. Bu kilcalin bir
ucu 1 - 50 mL kadar ¢ozelti bulundurulan bir hiicreye daldirilir. Diger ucu 30 - 80 cm
yiiksekligindeki bir boru yardimiyla civa haznesine baglanir. Kilcalin yukarisinda
bulunan civa stitununun hidrostatik basinciyla civa, ¢ozelti icerisine damlalar halinde
diiger. Son gelistirilen bir sistemle damla Omrii mekanik damla diigtiriiclist
yardimiyla istenilen sekilde ayarlanabilmektedir. DCE’un potansiyeli, bir referans
elektrota karst degistirilir. Referans elektrot genellikle Ag/AgCl veya doymus
kalomel elektrottur (DKE). DCE ile referans elektrot arasina bir potansiyometre
yardimiyla bir potansiyel uygulamir. Akim, ¢alisma elektrotu ile karsit elektrot
arasinda akar. Karsit elektrot olarak platin kullanilir. Hiicreden gegen akim bir
galvanometre ile oOl¢liliir. Olgiilen akimin uygulanan potansiyele karsi grafigi
polarogram adini alir (85, 86). Sekil II.7°de normal polarografide gézlenen akim -
potansiyel egrisi goriilmektedir.
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Sekil IL.7. Polarografide gozlenen akim-potansiyel iligkisi

Polarografide akim, calisma elektrodu ilizerinde maddelerin indirgenmesi
veya ylikseltgenmesi sonucu olugur. Indirgenmeden dolayr olusan akima katodik
akim, yiikseltgemeden dolay1 olusan akima ise anodik akim denir. Katodik akimin
isareti pozitif, anodik akimin igareti ise negatif olarak kabul edilmistir. Sekil I1.6.’da
verilen polarogramdan goriildiigii gibi yiikseltgenmenin veya indirgenmenin
bagladif1 potansiyele bozunma potansiyeli (Ep) denir. Bozunma potansiyelinden
sonra ¢ok az bir potansiyel degismesine karsilik olusan akimda hzli bir artis
gozlenir. Belli bir potansiyelden sonra akimin sabit kaldigi bir plato bblgesine
ulagiimaktadir. Bu akima simr akim denir. Elektrot {izerinde heniiz tepkime olmadig

zaman kii¢tik de olsa bir akim gozlenir. Bu akima arfik akim denir. Bu akimn iki
nedeni vardir:

1. Cozelti i¢inde analiz edilecek maddeden daha elektroaktif safsizliklarin
indirgenmesi veya ylikseltgenmesi ile olusan faradaik akim,
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2. Elektrot yiizeyine adsorbe olan maddenin elektrot-elektrolit ara
yiizeyindeki (civa damlasiin yiiklenmesi) elektriksel ¢ift tabakanin kapasitansina
etki etmesi sonucu olusan kapasitif akimdir.

Sinir akim ile artik akim arasindaki akim fark: dalga yiiksekligidir. Bu dalga
yiiksekligi, elektroaktif maddenin derisimi ile dogrusal olarak artar. Polarografide
akimin artmaya bagladipn ilk potansiyel bozunma potansiyelidir. Indirgenme
bozunma potansiyelinden sonra baglar. IIk &nce elektrot yiizeyindeki maddeler
indirgenir ve akim artmaya baglar. Cozeltideki maddeler derisimin “0” oldugu
elektrot yiizeyine difiizyonla gelmeye baslar, indirgenir ve akim artar. Elektrot
tepkimesinin hiz1 ¢ozeltideki maddenin diflizyon hizina esit oluncaya kadar akim
artar. Elektrot tepkimesinin hizzm maddenin difiizyon hizi smmrlar. Buna diflizyon
simr akimi  denir. Bu 6zelliZi nedeniyle polarografi nicel analizlerde
kullamilabilmektedir. Akimin sinir akimi degerinin yarisina esit oldugu potansiyel
yar1 dalga potansiyelidir. Yan dalga potansiyeli E, ile gbsterilmektedir. Eq» degeri
genellikle elektroaktif maddenin derisimine bagh degildir ve standart yari hiicre
potansiyeli ile yakindan iligkilidir. Yan dalga potansiyelinin her madde i¢in
karakteristik olmasi  Ozelliginden dolay1 polarografi nitel analizlerde
kullamlabilmektedir (87).

DCE’un avantajlari yaninda bazi dezavantajlar1 da vardir. Bu avantajlar ve

dezavantajlar asagida kisaca Gzetlenmistir.

1. Crvanin kimyasal agidan inert olusu ve civa iizerinde hidrojen asin
geriliminin ¢ok biiyiik olmasi1 nedeniyle, bu elektrotla bir ¢cok indirgenme tepkimesi
incelenebilir. Ormegin, Cd®*, Zn** gibi normalde H"den daha zor indirgenen -
katyonlar, civa f{izerinde H' indirgenmesinden daha pozitif potansiyellerde
indirgenirler.

2. DCE’da her damla yeni ve temiz bir yiizey olusturdugundan elde edilen
akim onceki damlalardaki elektroliz olaylarinin etkisinde kalmaz. Elektrot yiizeyinin

kirlenmesi s6z konusu degildir.
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3. Damlayan civa yeterli karismay: sagladigindan belirli bir potansiyelde
goriilen akim degSismeleri olmamaktadir.

4. Cozelti igerisinde damlayan civa, her damlada aym biiyiikliige erismekte ve
dolayis ile bir 6nceki damladan bagimsiz olarak ayni akim iiretilebilmektedir.

5. Boyutlan diisiik oldugundan mikro hiicreler ile diisiik hacimlerde
caligilabilmekte ve yilizey alam hesaplanabildiginden matematiksel islemler
yapilabilmektedir.

6. Yiizeyin kiiglik olmasi nedeniyle elektrokimyasal degismeye ugrayan
madde miktan ¢ok az olduundan tekrarlanabilirlilik yiiksektir.

7. Civamn en biiyiik dezavantaji, anot olarak kullanildig: potansiyel araliginin
¢ok dar olmasidir. DKE’a gore +0.4 V’dan daha pozitif potansiyel degerlerinde
metalik civa ¢oziinmektedir.

8. DCE’nun bagka bir dnemli dezavantaji ise, klasik yontemin duyarliligini
yaklastk 10° M’a simirlayan faradaik olmayan artik akim veya yiikleme akimidir.
Daha diisiik derisimlerde artik akim difiizyon akimim asabilir ki bu da difiizyon
akiminin dogru Sl¢iimiinii engeller. Bu sinirlama, puls yontemlerinin gelistirilmesi ile
biiylik 6l¢iide agilmustir,

9. Civanin diger bir dezavantaji da toksik olusudur. Polarografide ¢ok saf civa
kullamlmas1 gerekir. Bu nedenle damitma ile temizlenmesi esnasinda buharlasir.
Civa buharlan ise ¢ok zararlidir.

Polarografik deneyler oksijensiz ortamlarda gergeklestirilmelidir. Ciinkii
biitiin ¢dziiclilerde oksijen az veya gok ¢dziiniir. 25 °C’de suda ¢oziinmiis oksijenin
derisimi 10° M’dur. Cozlinmiis oksijen molekiilii DCE {izerinde indirgenir. Bu
indirgenme iki basamaklidir. Birincisi -0.05 V’da perokside indirgenmesi, ikincisi ise
-0.9 V’da gbzlenen peroksidin suya indirgenme tepkimesidir. Bu potansiyeller
ortamin pH’s1 ile degisir. Asidik ortam igin bu tepkimeler asagidaki gibidir.

0, + 2H;0" + 2¢¢ —p H,0, +2H,0
H,0, + 2H;0" + 2¢¢ —» 4H,0
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Bu tepkimelerin olusumu ile polarografide 0.0 ve -1.0 V aras: gibi bir ¢ok
indirgenme tepkimesinin gézlendigi bolge kapatilmus olur. Bunu 6nlemek icin deney
oncesinde ¢ozeltiden N, veya argon gazi gibi bir inert gaz gegirilerek ¢oziinmiis

oksijen ortamdan uzaklastirlir.

Tersinir elektrot tepkimelerinde polarogramin ylikselen kisminda akim-
potansiyel iligkisi igin kullamlan gegerli esitlik (tepkime {iriinli ¢oziinebilir veya

amalgam olusturabilirse), Nerst esitligidir ve bu esitlik asagida verilmisgtir.
E=Ei;n-RT/nF).In[(-i4a/ (k- 1)] Esitlik I. 1

E = Uygulanan potansiyel (volt)

E1» = Yar dalga potansiyeli (volt)

R = Gaz sabiti (8.315 joule mol™. K

T = Mutlak sicakhik (°K)

n = Aktarilan elektron sayisi

F = Faraday sabiti (96500 coulomb)

i = Uygulanan potansiyeldeki akim (nA)
iga= Anodik sinir akimi (LA)

igx = Katodik sinir akimi (uA)

Bir maddenin elektroda gégii ti¢ sekilde olabilir (88):

1. Konveksiyon (mekanik karigtirma) ve isisal karigtirma: Karigtirma veya
elektrodun yiizeyinden gegen ¢ozeltinin akisi sonucunda mekanik hareketi
kapsamaktadir. Cozeltinin sabit hiz ve sicaklikta homojen olarak karigtirilmasidir.

2. Elektrostatik ¢ekim (iyonik gog): Uygulanan potansiyelin elektrotlan
yiiklemesi sonucu, elektrotlarin ¢ozeltideki iyonlar elektrostatik kuvvet uygulayarak
cekmesi veya itmesidir.

3. Difiizyon: Maddenin derisik oldugu bolgeden (ana ¢ozeltiden), seyreltik
oldugu bolgeye (elektrot yiizeyine) hareketidir.
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Analiz durgun bir ortamda yapilirsa konveksiyon, sabit sicaklikta yapilirsa
1s1sal karigim Onlenebilir. Iyonik goeli onlemek icin ise elektroaktif maddenin
aktanm sayisini azaltmak gerekir. Cozeltiye incelenecek madde derisiminin en az
yiz kati fazla ve egdefer iletkenligi yiiksek olan bir tuz cozeltisi eklenirse,
elektroaktif maddenin aktarim sayisi sifira yaklagir (85). Eklenen bu tuz ¢ozeltisine
destek elektrolit adi verilir. Bunlar tuz, asit veya bazlarin uygun ¢6zeltileri olabilir.
Destek elektrolit eklenmesinin bir diger yaran da ¢6zeltinin direncini diisiirerek IR

potansiyelini azaltmaktir.

Polarografide konveksiyon ve iyonik gd¢ yok edilerek veya etkileri en aza
indirilerek maddenin elektrota difiizyonla ulagmas: saglanir.

Polarografik Akimlar
Smir akiminin olugmasina neden olan olaylara gére polarografik akimlar
difiizyon, adsorpsiyon, kinetik ve katalitik kontrollii sinir akimi olmak {izere cesitlere

ayrilir (Tablo I1.2) (87).

Tablo IL.2. Siir akim gesitleri ve farkli parametreler ile degisimi

Akim Civasiitun | Derigsim Tampon pH Sicaklik
@) yiiksekligi © bilesimi katsayisi
() (1/3)(dvdy)
Difiizyon (ig) K.h"™ k.C Bagimsiz | Bagimsiz % 1.6
Kinetik (i) K.h° k.C Bagimli | Bagimhi % 5-20
Adsorpsiyon (i,) K.h' Sinirh Bagimsiz | Bagumsiz Degisken
Katalitik (ixas) | Degisken | Siurli Bagimh Bagimh -

*k = sabit bir terim
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1. Difiizyon Kontrollii St Akimz : (89)

Elektroliz, karigtinlmayan durgun ortamda ve destek elektrolit eklenerek
yapilirsa, konveksiyon ve iyonik g6¢ Onleneceginden akim yalniz difiizyonla gelen
madde miktarina bagl olur. DCE’ye uygulanan potansiyel, polarogramin sinir akimi
bolgesinde ise ve elektron aktarim hiz1 elektrot yiizeyine gelen elektroaktif maddeyi
hemen indirgeyecek veya yiikseltgeyecek kadar biiyiik ise, akim elektrot yiizeyine
diftizyonla gelen madde miktar1 ile belirlenir. Bu durumda akim difiizyon
kontrolliidiir denir. Simr akimi bslgesinde potansiyel uygulanir uygulanmaz elektrot
ylizeyindeki iyon veya molekiiller hemen elektrolizleneceginden elektrot yiizeyine
cok yakin bir bolgede elektroaktif madde derisimi sifir olacaktir. Ana ¢6zelti elektrot
yiizeyindeki bu derisim fark: ile madde elektrot yiizeyine dogru difiizlenecektir.

Maddeler daha derisik olduklari bslgeden daha seyreltik olduklan bélgeye
Fick kanunlan ile difiizlenirler. Fick’in 1. kanuna gére birim yiizeye diflizlenen
madde miktar1 agagidaki diferansiyel esitlikle ifade edilir.

Q(x,)=D [ Cx.t)/ x| Esitlik 1.2

x = Elektrot yiizeyinden olan uzaklik

t = zaman
ve Fick’in 2. kanunu ise:

8 C(x,t) / 8t= D [6* C(x,t) / 8x7] Esitlik 1.3

seklindedir. Elektrot yiizeyinde olusan akim, birim yiizeye gelen madde miktar1 ile
orantilidir. Akim asagidaki esitlikle ifade edilebilir:

i =nFA q(0,%) Esitlik I.4
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q (0,t), elektrotun birim yiizeyine t aninda gelen madde miktaridir. Fick kanunlar
olarak ifade edilen diferansiyel denklemlerin genisleyen kiiresel elektrot igin ¢oziillip

q degerinin esitlik 2.4’de yerine konmasiyla asagidaki esitlik elde edilir.

i=0.732nF (C - C x=0) D'? m** ¢"¢ Esitlik IL.5

Bu esitlikteki terimlerin agiklamalan asagidaki gibidir.

i = Damla 6mrii sonundaki akim (A)

n = Aktarilan elektron sayisi

F = Faraday sabiti

C = Ana ¢bzeltideki elektroaktif madde derisimi (mol/cm®)

Cx =0y = Elektrot yiizeyindeki elektroaktif madde derisimi (mol/cm®)
D = Difiizyon katsayis1 (cm®/s)

m = Civanin akis hizi (g/s)

t = damla 6mrii (s)

Esitlik IL5, polarogramin her bolgesinde gegerlidir. Simr akimi bélgesinde
elektron transfer tepkimesi ¢ok hizhi olacagindan C = o) = 0’dir. Bu deger Esitlik
I1.5°de yerine konursa agagidaki esitlik elde edilir.

ig= 0.732nF C D2 m?3 {6 Esitlik IL6

Esitlik I1.6, Ilkovig esitligi olarak bilinir. Bu esitlikteki akim (i) damla
Omriiniin sonundaki diflizyon kontrollii sinir akimdir. Damla dmrii (t) sabit bir degere
sahiptir. Damlamn olusmaya baglama ve kopma zamam arasinda akim artar. Bu arti§
t ile orantihdir. Ortalama akim damla mrli sonundaki maksimum akimin 6/7°si
kadardur. Ilkovig esitligi ortalama akim igin yazilirsa katsay1 0.627 olarak degisir.

ig= 0.627nF C D2 m?? '8 Esitlik I.7
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Bir polarografik deneyde civa siitun yiiksekligi (h) sabit tutulursa civanm akis
hizi (m) ve damla 6mrii (t) de sabit kalir. Deney sabit sicaklikta yapilirsa diflizyon
katsayis da sabit olacagindan Ilkovig esitligi asagidaki gibi yazilabilir.

ig=kC Esitlik I8

Bu esitlikte C ana ¢6zelti derigimi oldugu i¢in polarografi nicel analizlerde
kullamlabilmektedir. Yukarida verilen Esitlik II.8, koordinat sistemiﬁin sifir
noktasindan gegen bir dogru denklemidir.

Polarografide kullamilan DCE ¢ok kiigiik yiizeyli bir elektrottur. Bu tiir
elektrotlara mikroelektrot adi verilir. Mikroelektrot fizerinde ¢ok az miktarda madde
elektrokimyasal degisiklige ugradigs i¢in aym ¢ozelti ile deney istenildigi kadar
tekrarlanabilir.

2. Kinetik Kontrollii Stnir Akymu:

Elektron aktarim basama@indan 6nce kimyasal tepkime s6z konusu ise ve
elektroaktif A maddesi, elektroinaktif Y maddesinden olusuyorsa asagidaki dengeler

s6z konusudur.

ki
Y &A

k>
A+ne € B

Eger indirgenen madde (A) derigimi Y ile smurh ise, olusan akim da Y
derigimi ile simrhdir ve akim kinetik kontrolliidiir. Bu durumda difiizyon ne kadar
hizhh olursa olsun elektrot yiizeyindeki A derisimi, Y’nin derisimi ve k; (veya K
denge sabiti) ile kontrol edilir.

Bu akim Y derigimi ile dogrusal olarak degigir ve k; ile ky’ye bagh oldugu
i¢in sicaklik, pH ve iyonik siddet gibi fakttrierden gok etkilenir.
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3. Katalitik Kontrollii Alam:

Bazi durumlarda elektrokimyasal degisiklige ugrayan B maddesi ortamdaki
elektroinaktif Z ile tepkimeye girerek yeniden A maddesini olusturabilir. Katalitik

mekanizma ad1 verilen bu mekanizma asagidaki gibi yazilabilir.

ki
A+ne €& B

ko
B+Z &% A

B itirtinti Z ile tepkimeye girip A’y1 yeniden olusturur. Elektroaktif A maddesi

tekrar indirgenecegi i¢in diflizyon kontrollii akimdan ¢ok daha biiyiikk akim
gbzlenecektir (84).

Katalitik akim ortam sartlarindan ¢ok etkilenir. Cilinkii 7’ nin katalitik etkisi
ile k hiz sabitleri ortam sartlarindan ¢ok etkilenen iki parametredir.

Normal olarak tersinmez olan ve oldukca negatif potansiyellerde gozlenen
hidrojen iyonunun indirgenme dalgasi bazi maddelerin katalitik etkisi ile pozitif
potansiyellere kaydinilir. Katalitik hidrojen dalgasi adi verilen bu dalgamin akim,
katalitik akim ile aym ozellikleri gosterir. Ornegin piridin molekiilleri H' ile
birleserek piridinyum iyonuna doniisiir. Piridinyum iyonundaki proton, serbest
protondan daha kolay indirgenir ve katalitik hidrojen dalgasina yol acar. Elektrotta
meydana gelen tepkime her ne kadar piridinyum iyonunun indirgenmesi gibi
goriinfiyorsa da aslinda H' iyonunun indirgenmesidir. Piridin sadece katalizor etkisi
gostermektedir. Bu nedenle olusan dalgaya katalitik hidrojen dalgas: adi verilmisgtir.
Akimin biiyiikliigii piridin derisimine baglidur.
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4. Adsorpsiyon Akim:

Cozeltide bulunan maddeler elektrot yiizeyine adsorbe olunca hem kapasitif
akim, hem de faradaik akim etkilenir. Faradaik akiminin etkilenmesi iki farkl sekilde
olabilir (89):

a) Elektroaktif madde veya iiriin adsorbe olabilir. Boyle bir durumda normal
dalganin yaninda ikinci bir dalga g6zlenir. Adsorpsiyon dalgast ad1 verilen bu dalga
reaktif ve {irlintin adsorplanmasina bagli olarak normal dalgadan sirasiyla daha
negatif veya daha pozitif potansiyelde gozlenebilir. Ayrica smir akimi bélgesinde

maksimum, minumum ve bagka diizensizliklere yol agabilir.

b) Cozeltilerde reaktif ve iiriiniin diginda bir maddenin adsorplanmas: halinde

dalgada kayma, boliinme ve deformasyon gibi diizensizlikler meydana gelebilir.

Adsorpsiyon akimi madde derisiminden bagimsizdir. Diisiik derisimlerde
elektrot yiizeyini kaplayacak kadar madde olmadigindan akim diflizyon kontrolliidiir.
Belli bir derisimden sonra iki dalga gozlenir. Adsorpsiyon kontrollii akimlarda
sicaklik arttik¢a akim azalir.

Faradaik ve Kapasitif (Yiik) Akimlar

Elektroliz, elektrot yiizeyindeki tepkimeleri igerir. Her bir tepkimenin hiz1 ve
dolayistyla akim, kismen elektron tagima tepkimeleri, kismen de ¢6zeltinin elektrot
ylizeyine tasima hiz1 ile kontrol edilir. Elektron tagima hzinn, kiitle tasima hizindan
¢ok az oldufu durumlarda ¢bzelti homojen bir goriiniimde olup ana ¢o6zelti ile
elektrot ylizeyindeki elektroaktif madde derisimi aymdir. Elektron aktanm hizi,
elektroaktif maddenin tipine, derigimine, elektrotun tipine ve potansiyeline baghdir.
Analizi istenilen elektroaktif maddenin elektrot-elektrolit ara yiizeyinde, tagman
elektron tarafindan olugturulan akima “faradaik akim” denir. Ortalama faradaik akim
Ilkovig esitligi ile ifade edilebilir.
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Elektrot yiizeyinde net bir faradaik akimin yam sira, faradaik olmayan
akimlar da bulunmaktadir. Elektrot yiizeyine adsorbe olan maddenin elektrot-
elektrolit ara ylizeyindeki elektriksel ¢ift tabakamn kapasitansina etki etmesi sonucu
olusan akima “kapasitif akim” denir. Kapasitif akim, elektrot potansiyeli veya
elektrotun biiyiikliiziiniin degismesi sonucu olugur. Bir damla siiresince potansiyelde
goriilen degisim ¢ok az oldugu i¢in polarografide goriilen kapasitif akimin nedeni
elektrot ylizey alanindaki degismedir.

ic= 0.00569 x (¢ - E) m**t? Esitlik IL.9

ic = Kapasitif akim

k = Cift tabakanin birim yiizey i¢in kapasitans: (s13as1)
¢ = Sifir yiik potansiyeli (sifir yiik noktasi)

E = Elektrot potansiyeli

m = Civann akis hiz1 (mg/s)

t = Damlama stiresi (damla/s)

Elektroanalitik ybntemlerde, analizin duyarliligin1 siirlayan kapasitif akim

etkisinin en aza indirilmesi gerekir.

I1.4.1.2. Doniisiimlii Voltametri ve Dogrusal Taramah Voltametri (CV,
LSV) (90, 91)

Bu yoéntemlerde kullamlan sistem polarografide oldugu gibidir. Tek fark
mikroelektrot yiizeyinin sabit olmasidir. Normal polarografide, potansiyel tarama
hizi (v), damla 6mriine gére gok yavastir. Ornegin 5 mV/s tarama mzinda damla
sliresi 1 s ise bir damla omrii esnasinda potansiyeldeki degisme 5 mV kadardir.
Tarama hizi bir damla 6mrii igin 100-200 mV/s civarinda tutulursa ve belli bir
potansiyelden sonra ilk tarama yoniinde tarama yapilirsa bu voltametrik yéntem
doniisiimlii voltametri (CV) adim alir.

CV’de uygulanan potansiyelin zamanla degisim grafigi Sekil I1.8’de
gosterilmigtir. Potansiyel taramasi E; ve E, arasinda yapilirsa yontem dogrusal
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taramalt voltametri (LSV) adum alir. Eger E; potansiyeline ulagildiktan sonra ayni
tarama yoOniine gére ters yonden tarama yapilirsa yontemin adi doniigimlti
voltametridir. Ters taramada potansiyel E;’de sonugclanabilecegi gibi farkli bir E3
potansiyeline de gotiiriilebilir.

potansiyel 54

23]
ot

tx
w3

ZAMan

Sekil I1.8. CV°de uygulanan potansiyelin zamanla degismesi

CV’de akim, potansiyele karsi grafige gecirildiginde elde edilen e3riye
déniistimlii voltamogram denir.

Tarama hiz1 pratikte 100 mV/s’den birkag yliz V/s’ye kadar degistirilebilir.
Cok yiiksek tarama hizlarinda (birkag bin V/s) ¢ift tabaka yiiklenmesi ve IR diigmesi
problemleri ortaya ¢ikar. Ancak mikroelektrot kullamldigi zaman bu tiir problemler

€nh aza iner.

CV’de tarama Mhizlann degistirilerek pik akimlarimin tarama hiz ile
degismesinden akimun Kkarakteri (adsorpsiyon, diflizyon) ve elektron aktarim
tepkimesinden dnce veya sonra kimyasal tepkimelerin olup olmadig belirlenebilir.
Ayrica ileri ve geri tarama piklerinden tepkimenin mekanizmas: hakkinda fikir
edinebildigi gibi ileri taramadan kinetik veriler de bulunabilir. CV verileri ile bir
elektrot tepkimesinin tersinirlik testi yapilabilir.
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I1.4.2. Kronoamperometri (CA)

Bir potansiyel basamak teknigi olan CA’de, caligma elektrotunun potansiyeli
ani olarak degistirilir ve durgun ortamda akim - zaman iligkisi incelenir. Zamanin

karekokii ile azalan bir akim olusur.

Bir elektrot yiizeyinde,
ke
O +ne” 4 R
kp

reaksiyonunun yiiriidigiinii ve baslangicta ¢6zeltide yalmz O maddesinin
bulundugunu varsayalim. CA’de ¢ozeltiye daldirilan ¢alisma elektrotuna uygulanan
potansiyel - zaman grafigi Sekil I1.9.a°da gosterildigi gibidir. Once calisma
elektrotuna herhangi bir indirgenmenin olmadigi E; potansiyeli uygulanir. Sonra
potansiyel ani olarak E;’ye degistirilir. E; potansiyeli, indirgenme difiizyon kontrollti
olacak sekilde segilir. Ej; difiizyon siir akiminin plato bolgesinden, E;; elektroaktif
maddenin indirgenmedigi ve artik akimin oldugu herhangi bir potansiyel secilir.

El

Sekil I1.9. CA’de a) calisma elektrotuna uygulanan potansiyel programi, b) elde
edilen akim-zaman egrisi
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E; potansiyelinde reaksiyon olmaz, E, potansiyelinde ise akim difiizyon
kontrollidiir. Sekil I1.9.b’de CA’de elde edilen akim-zaman egrisi goriilmektedir.

E: ve E;, potansiyeli secilirken 6nce maddenin DC polarogrami veya CV’si
almir. Akimin heniiz gozlenmedigi artik akim bolgesindeki potansiyel baglangic
potansiyeli (E;) olarak segilir. Normal polarogramin plato bdlgesinde veya CV’nin
pik potansiyelinin daha 6tesinde bir potansiyelde E; potansiyeli olarak alimir. E; ve
E, potansiyellerinin secimi Sekil 11.10°da gosterilmigtir. Potansiyel E, degerinde
belirli bir siire sabit tutulur. Bu potansiyelde olusan akimin zamanla degisimi
asagidaki Cottrell esitlifinde verildigi gibidir.

i= mFAD"ACy)/ (x'?1"?) Esitlik I1.10

i=Akim (A)

n = Aktarilan elektron sayisi

F = Faraday sabiti (99.485 C/eq)

A = Elektrot alani (cm?)

D' = Difiizyon katsayisi (cm®/s)

Co = Maddenin konsantrasyonu (mol/cm? )

t=zaman (5)

Bu esitlige gore akim, t'? ile ters orantih olarak degisir (Sekil I1.10).

i i)
(a)

m/\
!
i
r .

b oEm R g B

ﬁw.uwmmm)

No
™

Sekil IL.10. CA’de E; ve E; potansiyellerinin se¢imi
a) DC polarogramindan, b) CV voltamogramindan
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Cottrell esitligine gére akim, t"?’ye gore grafige gecirildigi zaman orijinden
gecen bir dogru elde edilir. Bu grafik yardimiyla bir elektrot reaksiyonunun diflizyon
kontrollii olup olmadif: test edildigi gibi elektroaktif maddenin diftizyon katsayist ve
aktarilan elektron sayisi da bulunabilir. Ancak deneyin giivenilir olmasi igin zaman
araligimn genis tutulmas: gerekir. 100-300 ms’lik zaman aralifi bu deney i¢in

yeterlidir. Pratikte 1 ms - 10 s arasindaki zaman aralifinda tarama yapilir.

11.4.3. Siyirma Voltametrisi

Siyirma yOntemleri baglangic basamag: yaygin ve karakteristik olan g¢ok
sayidaki elektrokimyasal yontemi kapsar. Elektroanalitik yontemler icinde en duyarls
yontemdir. Biitiin bu islemlerde, analit genellikle karistirilan bir ¢6zeltide 6nce bir
mikroelektrot {izerine biriktirilir. Hassas bir gekilde olgiilen bir siire sonunda,
elektroliz ve kanistirma durdurulur ve birikmis analit voltametrik yontemlerden biri
ile tayin edilir. Analizin bu ikinci basamaginda analit mikroelektrot {izerinden
¢Oziiliir veya siyrilir; bu nedenle bunlara siyirma yontemleri denir. Anodik siyirma
yontemlerinde (ASV), mikroelektrot, biriktirme basamag: sirasinda bir katot olarak;
analitin ilk haline tekrar yiikseltgendigi siyirma basamaginda ise, anot olarak
davranir. Katodik swywma yonteminde (KSV), mikroelektrot, biriktirme basamagi
sirasinda bir anot olarak; styirma basamaginda da katot gibi davramir. Biriktirme
basamaginda, analit elektrokimyasal olarak bir dnderistirilme islemine ugrar; yani
mikroelektrot ylizeyindeki analit derigimi ¢6zeltideki derisiminden g¢ok daha fazladur.

Siyirma yontemleri eser element tayininde 6nemli bir yer tutar, ¢linkii
elektrolizdeki Onderistirme basama@ sayesinde eser miktardaki bir element tayin
edilebilir. Bu yontemlerle 10 - 10° M arasinda analiz yapilabilir.

Elektrot ylizeyine herhangi bir sekilde biriktirilen maddenin analizi igin
styirma analiz yontemi kullanilabilir. Yéntem iki ayri boliimden olugmaktadir. Tlk
adimda analiz ¢bzeltisi igindeki organik maddelerin g¢alisma elektrotu iizerine
elektrokimyasal yolla veya adsorbe edilerek birikmesi saglanir. Analizi yapilacak
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maddenin ¢Ozeltiden indirgenmesi ya da yiikseltgenmesi sonucu biriktirilir
(elektrokimyasal yol) veya ¢ozeltide bulunan madde sabit potansiyelde herhangi bir
kimyasal degisiklige ufratilmadan dogrudan dogruya elektrot yiizeyine fiziksel
adsorpsiyonla biriktirilir (Adsorptif Syiwma Voltametrisi (AdSV)). Ikinci adim olan
styirma adiminda ise elektrot {izerinde biriktirilmis olan organik madde voltametrik
yontemlerden biri ile siyrilir. Siyirma adiminda siniis dalga, puls, diferansiyel puls

veya kare dalga gibi potansiyel-zaman dalga sekilleri kullanilmaktadir (89, 92, 93).

Elektrot tizerine biriken maddelerin miktari, maddelerin ve ¢o6zeltinin
ozelligine, elektrot materyaline ve boyutuna, potansiyele, zamana, pH’ya, iyonik
giice, maddenin elektroda tagmmmasina, sicaklifa, biriktirme siiresi ve ¢dzeltinin
kanistinlma hz1 gibi faktorlere baghdir. Adsorpsiyon katsayist 10° cm’den biiyiik
olan maddeler i¢in AdSV yontemi kullanilir. Maksimum biriktirme i¢in en uygun
kosullar pik biiytikliigi denenerek saptanir. Maddenin elektrot tizerine adsorbe
edilerek biriktirilmesi adiminda, elektrot potansiyeli, analizi yapilacak organik
maddenin indirgenme potansiyelinden daha pozitif potansiyelde belli bir siire sabit
tutulur. Bu siire boyunca analiz edilecek organik maddeler elekirot yiizeyine adsorbe
olarak birikir. Bu stire boyunca ¢6zelti karigtirilir. Elektrot alam kiiciik ve biriktirme
stiresi kisa oldugu i¢in elektrot yiizeyine adsorbe edilerek biriktirme adimmda akimimn
degismedigi varsayilir. Biriken organik maddelerin elektrot yiizeyine ulasma hizlari,
organik maddelerin derisimine, elektrot c¢ozeltisinin diflizyon ozelliklerine ve
kullamlan elektrotun alamina bagli olarak degisir. Tekrarlanabilir, dogru sonuglar
alabilmek igin organik maddelerin elektrot yiizeyine adsorbe olarak
biriktirilmelerinde sartlar (elektrot yiizeyi, alani, karistirma hizi, biriktirme stiresi ve
sicaklik) analiz boyunca degismeyip aym kalmalidir (89, 94-96).

Biriktirme adimndan sonra karigtirma durdurularak bir siire ¢6zeltinin
durulmas: beklenir. Siyirma adiminda elektrot potansiyeli diizgiin degisirken
elektrotta adsorbe olarak birikmis organik maddeler tepkime potansiyellerine
ulagtiklarindan akim olugtururlar, siyirma akimi elektrot potansiyelinin fonksiyonu
olarak okunmaktadir. Bu akim organik maddenin elektrottaki ve ¢ozeltideki derigimi
ile dogru orantihidir. AdSV ile analizde, maddeyi elektrot yiizeyine adsorbe ederek



41

biriktirme, dinlenme ve siyirma adimlari izlenir. Siyirma adiminda indirgenme,

yiikseltgenme veya desorpsiyon olusmasi s6z konusudur (Sekil 11.11).

Birfitirme basamag

Potansiyel

Sryama basamag
T =

Zaman

Sekil I1.11. Siyirma tekniklerinde potansiyel-zaman profili

Biriktirme basamag: sirasinda ¢ozeltiyi karistirmak, analiz edilecek maddenin
elektrot yiizeyine ulagma hizim artirir. Ancak karigtirmanin kontrol edilen bir mzda
olmas1 gerekir. Cozeltide ve elektrot ylizeyinde tepkimeler tersinir oldugundan
dolay1 elektrot yiizeyinde biriktirilen maddenin siyima isleminden sonra tekrar
¢ozeltiye gecmesi gerekir. Bu ise karigtirma hizi ve biriktirme siiresi ile dogrudan
orantihdir. Karistirma, ¢ok yavas olursa daha az madde birikir ve Uriiniin geri
kazanilma verimi artar. Ancak bu durum duyarlilifin azalmasina ve daha uzun bir
zaman harcanmasimna yol agar. Siyirma voltametrisinde bazen ¢6zeltiyi hig
karigtirmadan, yalmz diflizyonla madde gogii saglanarak ta biriktirme yapilabilir.
Cok hizhh bir karigtirma geri kazanma verimini diiglirebilir. Ayrica karistirma
isleminin homojenligini bozar, ¢ozeltinin sagilmasmna neden olabilir. Karigtirma,
¢ozeltide bosluk olusturmayacak ve asili duran civa elektrotunu yerinden
oynatmayacak bigimde sabit hizda tutulmahdir. Biriktirme basamaginda karistirma
hizinin ve siiresinin ayarlanmas: hem maddenin geri kazanilmasi hem de duyarlilikla
ilgili parametreler oldugundan bu iki parametrenin optimum degerlerinin
belirlenmesi gerekir. Elektrot yilizey alammin biiyiitiilmesi de akimi dolayisiyla
duyarlili: da artiracaktir (89, 95).
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Biriktirme siiresinin belirlenmesi de siyirma voltametrisinde en Onemli
parametrelerden biridir. Analizin duyarlilig1 biriktirme zamani ile dogru orantilidir.
Teorik olarak, elektrot yiizeyinde ne kadar ¢cok madde biriktirilirse duyarlilik da o
kadar yiiksektir. Cozeltideki maddenin tamaminin elektrot yiizeyine toplanmasi
durumunda maksimum duyarlilik elde edili. Ancak uzun siire madde
biriktiriimesinin sakincalari da olabilir. Elektrot yiizeyinde ¢ok madde birikmesi
sonra maddenin geri kazaniilmasina engel olabilir. Uzun bekleme sonucunda elektrot
yiizeyine istenmeyen tepkimelerin meydana gelmesine neden olabilir. Uriin karasiz

olabilir ve elektroinaktif bir hale doniisebilir.

Biriktirme esnasinda elektrota uygulanan potansiyel, pik ytiksekligini etkiler.
Bunun i¢in normal siyirma voltametrisi ile analizi yapilacak maddenin yar1 dalga
potansiyelinden birka¢ yliz milivolt daha yiiksek potansiyelin uygulanmasi gerekir.
Clinkli normal siyirma voltametrisinde maddeler elektrot yiizeyine bir kimyasal
tepkime ile biriktirilirler. AdSV’de ise uygulanacak potansiyelin herhangi bir
kimyasal tepkimeye yol agmayacak degerde tutulmasi gerekir. Bu nedenle AdSV’de
bu potansiyel artik akim bolgesinden se¢ilmelidir.

Styirma  voltametrisinde karigimdaki maddelerin  ayni anda analizi
miimkiindiir. Biriktirme potansiyeli 6zellikle karisim analizlerinde 6nemlidir. Birkag
tane metal iyonu igeren bir ¢ozeltiden biriktirme yapilirken siyirma esnasinda tayin
edilecek maddenin pikini kapatacak maddenin biriktirilmesinin engellenmesi gerekir.
Girisim yapabilecek bilegsenler bilinmeli ve biriktirme potansiyeli buna gore
secilmelidir. Cok sayida maddenin bulundugu bir ¢ézeltide ne kadar negatif bir
biriktirme potansiyeli uygulanirsa girisim yapma ihtimali de o kadar artirilmis olur .

Siyirma voltametrisi yontemlerinde damlayan civa elektrot kullaniimaz.
Cilinkii civayla amalgam halindeki metal tirtin damla kopmas: ile ¢6zeltiye geri
taginmug olur. Bunun i¢in siyirma yontemlerinde asili duran civa damlasi veya bir
kat1 elektrot kullamilir.
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AdSV yonteminde, asili duran civa elektrotu (ADCE) en ¢ok kullamlan

caligma elektrotudur. Ayrica camsi karbon, mum emdirilmis grafit ve platin gibi kat1
elektrotlarda kullamimaktadir (89, 95).

Civa film elektrotu (CFE) yiizey alan/hacim oram biiyiik ve yiksek
duyarlilikta bir elektrottur. Ayni zamanda civa filminden yiizeye dogru difiizyon ¢ok

hiz1 oldugundan iyi bir ayirim saglar. Civa filmine destek olarak en ¢ok karbon
elektrotlar kullanilir (89).

Bir maddenin siyirma voltametrisi ile analiz edilebilmesi i¢in asagidaki
Ozellikleri tagimas1 gerekir:

1. Biriktirme basamaginda {iriiniin civa elektrotta ¢6ziinmesi veya
coztinmemesi gerekir. Eger ¢6ziiniirse ¢6zeltiye geri diftizlenir.

2. Cozinmeyen bir {irlin olusuyorsa ¢ok fazla seyrelmelerde bile
¢oziinmemelidir. Ama yilksek direngli bir tabaka olusturmamalidir.

3. Biriken madde tekrar oksitlenme kabiliyetinde olmalidir. Boylece bir
styirma piki olugabilir. Yani elektrot tepkimesinin tersinir olmasi gerekir.

4. Biriktirilen maddenin kararli olmasi ve ¢ozelti tarafindan tutulmast
gereklidir.

AdSV voltametrisi yonteminde ve DP ile ASV 6zelliklerinin bir araya geldigi
diferansiyel puls anodik siyirma voltametrisinde (DPASV), biriktirme yapildiktan
sonra styirma adiminda diferansiyel puls sinyali kullanilir (95, 97).

Diferansiyel puls adsorptif siyirma voltametrisi (DPAdSV) yénteminde sinyal
kolaylikla yorumlanabilecek “Gauss Egrisi” seklinde piklerden olugsmaktadir (89).

I1.4.4. Kare Dalga Voltametrisi (SWY)
Kare dalga polarografisi, ilk defa 1930 yilinda Kemula tarafindan

adsorpsiyon olaylarimin incelenmesi igin diigliniilmiis, ancak analitik kullanim 1952
yilinda Fujinaga ve arkadaslar: tarafindan fark edilmigtir. Kare dalga voltametrisine



hem teorik hem de cihaz gelistirilmesi bakimindan en biiyiik katki Barker tarafindan
yapilmugtir.

SWV’de sabit elektrotlarda teorik ve uygulama bakimindan gelisimi 1985
yilinda Osteryoung (OSWYV) tarafindan gergeklestirilmistir. OSWV’nin sabit
elektrotlarda potansiyel-zaman dalga sekli Sekil I1.12°de goriilmektedir.

Kare dalga voltametrisinde, Sekil I1.12.b’deki pulsun Sekil II.12.a’daki
basamak sinyali tizerine bindirilmesiyle elde edilen uyarma sinyali gériilmektedir.

Dalga sekli, simetrik kare dalgalardan olugan merdiven gériiniisiindedir.

Bir kare dalganin tamamlanma siiresi (her basamagin boyu) periyod adim alir
ve 1 ile gosterilir. Yaklasik 5 ms civarindadir. Birbirini takip eden kare dalgalar
arasindaki ytikseklik farkina adim yiiksekligi (sinyalin potansiyel basamagi) denir ve
AE; ile gosterilir. Genelde AE; 10 mV’dur. Her bir dalganin alt ve {ist noktalar
arasindaki farkin yanisi kare dalga yiiksekligi olarak bilinir ve Egw seklinde gosterilir.
Pulsun buyiikliigti 2 Esw ise, genelde 50 mV’dur. Sistemin bu sartlar altinda
calistirilmas: 200 Hz’ lik puls frekansina kargilik gelir ve bu durumda 1 V’ luk bir
tarama 0.5 s’de yapilir. Cogu zaman 7 yerine 1/ 7°a esit olan frekans kullamlir ve file

gosterilir.
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Sekil IL12. Bir kare dalga voltametrisinde uyarma sinyalinin olusumu.
(a)’daki uyarma sinyali (b)’deki puls taramasi ile (c)’deki kare
dalga uyarma sinyalini verecek sekilde toplanmaktadir. Akim

cevabi A;, 1 potansiyelindeki akimdan 2 potansiyelindeki akim
¢ikarlarak bulunur
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Tersinir bir indirgenme tepkimesinde bir pulsun boyutu, ileri tarama sirasinda
olusan {irliniin, geri tarama sirasinda yiikseltgenmesini saglamaya yetecek kadar
biiyiiktiir. OSWV’de akim olgiimleri ileri ve geri pulslarin sonuna dogru t kadar bir
zaman arahiginda yapilir. Ileri puls icin 6lgiilen akim i, geri puls igin 6lgiilen akim i
olmak iizere her bir kare dalgamin net akim: Al = i; - i2’ye esittir ve ileri fark akimi
olarak adlandirilir (Sekil I1.13). Genelde voltamogramlari elde etmek i¢in bu
akimlarin farki (Ai) grafige gecirilir. Bu fark derisimle dogru orantihidir, pik
potansiyeli de polarografik yar dalga potansiyeline karsilik gelir. Ol¢lim son derece
hizli yapildigindan birkag voltametrik taramanin sinyal ortalamas: alinarak analizin

kesinligini artirmak miimkiindiir. Kare dalga voltametrisinin tayin simrlar 107-10®
M arasindadir.

Akim, pA

_s | ] 1 L 1 1
200 100 0 -100 -200 -300 -400 -500
n(E— Euz), mV

Sekil I1.13. OSWV’de tersinir bir tepkime i¢in net akim

OSWV’de deneysel parametreler belirli araliklarda segilir. Frekansin artmasi
ile veya buna bagh olarak periyodun azalmasi ile kare dalga pik akimi ve dolayisiyla
duyarlilig1 artar. 1000 Hz’den daha yiiksek frekansla yapilan ¢aligmalar ¢ok biiylik
dikkat ve hassasiyet gerektirir. 200 Hz duyarlihk ve kararlilik agisindan analitik
amagh caligmalar i¢in problemsiz bir frekans olarak g6zlenmigtir. Sonug olarak
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frekans genellikle 10 < < 1000 Hz veya periyod 1 < 1 < 100 ms araliginda segilir.
Adim ytiksekligi ise aktarilan elektron sayisina (n) bagh olarak AE; = 10/n mV
esitliginden segilir. OSWV°de tarama hizi, frekans ve periyod ile adim yiiksekligine
bagli olarak belirlenir ve etkin tarama hizi (ETH) olarak adlandirilir. ETH asagidaki

esitlikle belirienir.
ETH =fx AE;= 1/ 1 x AE, Esitlik I1.11

AE; kadar bir potansiyel aralifinda tarama yapmak igin sadece 1 (AE; / AEy)
kadar bir zaman gereklidir. Uygun frekanslarin segimi ile deney siireleri ¢ok
azaltilabilir. Ornegin n=1 iken AE; = 10 mV ve f = 200 Hz (t = 1/200) ise
ETH = 2 V/s’dir. 500 mV’luk (AE;) bir potansiyel araligini tarayabilmek icin gerekli
olan siire sadece 0.25 s’dir. Bundan dolayr SWV hizli taramali teknik olarak
tanimlanir.

Oksijenin indirgenmesi tamamiyla tersinmez oldugu i¢in kare dalga sekli bu
indirgenmeye cevap vermez. Bundan dolayr analiz ¢ozeltiden oksijen
uzaklastiriimadan yapilabilir.

ILS. Kromatografi

Kromatografi, birbirine yap: olarak benzeyen maddeleri ayirmak icin
kullanilan bir ¢ok farkli y6ntemi igerir. Biitiin kromatografik ayirmalarda numune,
gaz veya s1vi olan hareketli faz ile tasinir. Bu hareketli faz bir kolonda veya kat1 bir
yiizeyde sabitlestirilmis kendisi ile karigmayan bir sabit faz icinden ge¢meye
zorlanir. Kanigimdaki bilesenler, hareketli faz yardimiyla sabit faz {izerinde degisik
hizlarda hareket etmeleri veya stiriiklenmeleri sonucu birbirlerinden ayrilirlar. Sabit
faz tarafindan kuvvetli tutulan numune bilegenleri, hareketli fazin akigiyla ¢ok yavas
hareket ederler. Buna karsilik, sabit faz tarafindan zayif tutulan numune bilesenleri
hizl: hareket ederler. Bu hareket hzlarmin farklilii sonucu, numune bilesenleri
birbirlerinden nitel ve/veya nicel olarak analiz edilebilen farkl: bantlar veya bolgeler
seklinde ayrlirlar (83).
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Kromatografik yontemler iki sekilde siniflandirilabilir. Birincisinde, hareketli
ve sabit fazlarin fiziksel olarak temasi esas alinir. Kolon kromatografisinde, sabit faz
ince bir kolonda tutturulur ve hareketli faz bu sabit faz iginde geger. Diizlemsel
kromatografide ise, sabit faz diiz bir plaka lizerine veya kagidin gozenekleri arasina
tutturulur ve bu durumda hareketli faz sabit faz arasindan yergekimi etkisiyle hareket
eder (83).

Kromatografinin daha temel bir siniflandirmasi kullanilan hareketli faz tipine
gore, siv1 ve gaz kromatografisi seklinde yapilabilir. S1vi kromatografisinde hareketli
faz siv1, gaz kromatografisinde ise gazdir. Sivi kromatografisi, kolonlarda ve diiz

yiizeylerde, gaz kromatografisi sadece kolonlarda gerceklestirilir.

Kromatografik yontemlerde sabit faz, hareketli faz ve numune arasindaki
etkilesimlere bagli olarak c¢esitli mekanizmalar kullanilir. Bu mekanizmalara
dayanarak kromatografi, adsorpsiyon, dagilma, iyon degistirme ve molekiiler eleme
kromatografisi seklinde siniflandirilir (98).

Adsorbsiyon (Tutunma) Kromatografisi

Organik ¢oziliciilerde ¢oziinen farkli polaritedeki maddelerin ayrilmasi esasina
dayanir. Silikajel ve alumina gibi adsorban maddelerin yiizeyleri polar oldugundan,
maddeleri dipol-dipol, dipol indirgenmis dipol ve hidrojen bag: gibi etkilesmelerle
tutmaktadir. Bir maddenin tutunma giicii, molekiiliindeki fonksiyonel grup tiiriine ve
sayisina baglidir (99).

Dagilma (Partisyon) Kromatografisi

Numunedeki madde veya maddelerin, sabit ve hareketli faz arasinda
dagilmasi esasina dayanir. Bu kromatografi tiirlinde uygun bir analiz yapabilmek icin
maddenin belli bir ¢dziiclide ¢6ziinmiis olmas1 gerekir. Maddenin apolar veya polar
olmasmna gére maddenin polaritesine yakmn bir sabit faz secilir. Ornegi olusturan
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bilesenlerin iyi ayrilabilmesi icin sabit faz ile hareketli faz polaritesi farkli olmalidir.
Dagilma kromatografisinde sistemin aymrim giicti, sabit faz, hareketli faz ve
maddenin polaritesine bagli olarak degisir. HPLC ile ila¢ analizi yapabilmek i¢in
yaygn olarak dagilim kromatografisi uygulanir (83, 100).

Karisimdaki bilesenlerin sabit ve hareketli faz arasindaki dagilimlarinin farkl:
olmasi esasina dayanarak ayirim gergeklesir. Bir A bileseni i¢in sabit ve hareketli faz

arasindaki dagilima,

Aharekeﬂi ;! Asabit

dengesine gbére olusur. Tepkimenin K denge sabiti dagilma katsayisi olarak

adlandirilir ve A bilesenin iki fazdaki derisim oranina esittir.
K=Cs/Cu Esitlik [1.12

Bu esitlikte Cs, A bileseninin sabit fazdaki molar derisimi, Cy ise A
bileseninin hareketli fazdaki molar derigimidir. K degerinin biiyiik olusu, bilesenin
sabit fazda iyi tutuldugunu ve bu yiizden kolon boyunca yavas ilerledifini gsterir.
K degerinin kiigiik olmas: ise bileseninin hareketli faza olan ilgisinin fazla oldufunu
veya A bileseninin kolon boyunca hizh ilerledigini gosterir. Bir karigimda bulunan
bilesenlerin K degerlerinin farkli olusu, bunlarin kolon boyunca birbirlerine gore
farkli hizlarda ilerlemelerine neden olur. Béylece bilesenler kolonun sonlarina dogru

birbirlerinden ayrilarak kolondan farkli zamanlarda ¢ikarlar ve ayirimlan

gergeklegmis olur.

Dagihm kromatografisinin bir tiirli olan iyon ¢ifti kromatografisinde ise
hareketli faza iyon ¢ifti reaktifi ilave edilerek, iyonlasan maddelerin alikonma
stireleri arttirilir. Hareketli faza ilave edilen iyon c¢iftleri polaritesi diisiik olan sabit
faz tarafindan adsorplamir. Iyonize olmus maddeler bu iyon giftleri ile iyonik
etkilesime girerek kolonda tutunurlar. Maddelerin alikonmalari ilave edilen iyon ¢ifti
reaktifinin derigimi ile degisir. Iyon cifti reaktiflerinin Cg ve Cjs sabit fazlan ile
etkilegimi gliclli oldugundan bu teknikle en ¢ok kullanilan sabit fazlardir (101).
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Iyon Degistirme Kromatografisi

Sabit fazdaki iyonlarla numunedeki aym yiikteki iyonlarin karsilikh yer
degistirmesi esasina dayanir. Maddenin mutlaka iyonik halde olmas:i veya
iyonlasmasi gerekir. Ornekteki iyonik bilesenlerin reginelere olan ilgileri ve kolonun
secimliligi, ortamin pH degerine, iyon siddetine, iyonlan yiikiine ve biiylikliigiine,
kullanilan recinenin gbzenekli yapisina, ¢Oziiciiniin cinsine, ¢6ziicli derisimine ve
sicakliga baghdir. Kullamlan iyon degistiriciler kati regineler oldugu gibi bir kat:
ylizeyine film halinde tutturulmus siv1 halindeki reginelerde olabilir. Iyon degistirme
kromatografisinde kullanilacak hareketli faz, diger kromatografi tiirlerinde
kullamilanlarla aym1 genel ozelliklere sahip olmalidir. Yani hareketli faz, ornek
maddesini ¢6zmeli, uygun alikonma siirelerini saglamali ve Ornekte bulunan
bilesenlerle segimli olarak etkilesmelidir. Genelde kullanilan hareketli faz, belirli bir
pH degerine tamponlanmis sulu ¢odzeltidir (102).

Bu yontem Ozellikle metal iyonlarmin, inorganik iyonlarm, proteinlerin,
peptidlerin  ve  aminoasitlerin  aynlmasinda  kullanilir. Iyon degistirme
mekanizmasinda hareketli fazin pH’s1 ve iyonik giicii alikonma siiresi iizerinde,

hareketli fazin organik ¢oziicii igerigine oranla daha fazla etkilidir.
Eleme Kromatografisi

Eleme kromatografisi, molekiil agirlik farki ¢ok biiyiik olan bilesenleri iceren
karigimlar1 ayirmak igin kullanilir. Eleme kromatografisinde sabit faz yiizeyi ile
etkilesim olmamaktadir. Dolgu maddesinin gézenek biiylikligli ve numunede
bulunan molekiillerin boyutu alikonma stiresini etkiler. Biiyiik molekiiller porlara
sigmayarak hareketli faz ile birlikte hizla siiriklenir ve kolonu Once terkederler.
Kiiciik molekiiller porlari dolduran hareketli faza difiize olurlar. Bunlarin ortalama
hizlarn porlarda gecirdikleri zamana baglidir. Orta biiyliklikkteki molekiiller ise
sadece bazi porlara difiize olurlar, bu nedenle ortalama bir hizla hareket ederler. Bu
yontem Ozellikle kromatografik aymwma sirasinda bozunmasi veya degisiklige
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ugramasi istenmeyen polimerleri, yada protein ve enzim gibi biyolojik molekiillerin

birbirinden ayrilmasi igin kullamlir (103).
I1.5.1. Sivi1 Kromatografisi

Stvi kromatografisi diizlemsel yiizeylere ve kolonlara uygulanabilen bir
kromatografi tilirtidiir. Sivi kromatografisi normal-faz sivi ve ters-faz sivi olmak

tizere iki farkl: teknikle uygulanabilir.
Normal-Faz Stvi Kromatografisi

Normal-faz ayirma tekniginde polar sabit faz (silika veya aliimina) ve non-
polar veya diisiik polariteye sahip hareketli faz (n-hekzan, etil eter, kloroform)
kullamilmaktadir. Farklh polaritelerdeki maddelerden olusan karisimlar normal faz
teknigine gore aywrmak miimkiindiir. Polaritesi yiikksek olan maddeler, polar olan
sabit faz ile daha fazla etkilesmekte, buna bagli olarak kolonu daha gec terk ederler.
Non-polar bilegenler ise hareketli faz ile daha ¢ok etkilestikleri igin polar bilesenlere
gore daha az tutunurlar ve kolonu daha 6nce terk ederler (Sekil I1.14). Hareketli fazin

polaritesineki artis eliisyon zamaninin azalmasi ile sonuglanir (83).
Ters-Faz Sivi Kromatografisi

Ters-faz teknifinde sabit faz non-polar (Cogu zaman bir hidrokarbondur),
hareketli faz ise polardir (su, metanol veya asetonitril). En polar bilesenler kolonu
daha once terk ederler, hareketli fazin polaritesindeki artig eliisyon zamammin
artmasma neden olur ($ekil I1.14). Farkh sayida, tipte veya yerlesimde alkil
fonksiyonel gruplu kangimlann ayirimi igin en uygun tekniktir. En biiylik avantaji
genis uygulama alamina sahip olmasidir. Iyonik maddeler de iyonizasyonlar

engellenerek bu teknik ile ayrilabilir. Iyonlasmay: engellemek amactyla tamponlar
kullanilir (83).
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Ters-faz siv1 ve normal-faz sivi kromatografisinde, madde polaritesinin sabit

faz polaritesine yakinhifina gore kolonda alikonulur ve hareketli faz polaritesine
yakin olan maddeler kolonu 6nce terk eder (Sekil I1.14) (Tablo I1.3).

Tablo IL.3. Normal-faz ve ters-faz siv1 kromatografilerinin karsilagtirilmasi

Kolon Normal-faz Ters-faz

Sabit Faz Polaritesi Yiiksekten ortaya Ortadan yiiksege

Coziicii Polaritesi Ortadan diistige Yiiksekten ortaya

Ornek Cikis Yeri Az polar 6nce Polar dnce

Hareketli Fazin Eliisyon zamani azalir Ellisyon zaman artar
Polaritesindeki Artig Ayirim giicii artar Ayinim giicii azalir
(a) ®)
Normal-faz kromatografi Ters-faz, kromatografi

Diigiik-polarlikta hareketli faz

L AA

Yiiksek-polarlikta hareketli faz

AA

——Zaman —>» ———— Zaman—
Orta polarlikta hareketli faz, Orta polarlikta hareketli faz
——Zaman —> «—e— Zaman ~——>

Coziinenin polarlik sirasi: A> B> C

Sekil I1.14. Normal-faz ve ters-faz kromatografisinde polarlik ve ellisyon

stireleri arasindaki iligki
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llag analizlerinde, ters-faz siv1 kromatografisi, normal-faz sivi kromatografiye

tercih edilir. Bunun nedenleri asagida belirtilmistir:

1. Normal faz kromatografide, sivi fazin kontrolii ¢ok 6nemli ve kritiktir.
Hareketli faz bilegimindeki kiigiik degisiklikler kromatogramda belirgin farkliliklara
neden olabilir.

2. Dengeye ulagma normal faz kromatografide ¢ok yavastir.

3. Normal faz kromatografide polar maddelerin eliisyonu ¢ok yavagtr ve
yayvan piklere sebep olur.

4. Apolar ¢oziiciiler cok pahalidir, ayrica nemden uzak tutmak zordur.

Ters-faz sivi kromtografisinin birgok uygulamalarinda, degisik oranlarda
metanol, asetonitril ve tetrahidrofuran gibi sivilar igeren sulu ¢ozeltiler gibi olduk¢a
polar hareketli fazlarla eliisyon yapilir. Bu durumda, kolon dolgusunun bozulmasi ve
pargalanmasina sebep olan siloksanin hidrolizinden dolayi, pH degerinin yaklasik
7.5’dan daha biiytik degerlere cikmamasina dikkat edilmelidir (83).

Yiiksek Performansh Sivi Kromatografisi (HPLC)

Yiiksek performans; yiksek hiz ve yiiksek ayiricilign ifade eder. Sivi
kromatografisi yonteminin 6zel bir uygulamasi olan yiiksek performansh st
kromatografisi (HPLC) yonteminde, sabit faz olarak kullamlan par¢acik boyutlarinin
(< 20 mikron) 6nemli Sl¢tide kiigiiltiilmesi sonucu hareketli faz ile etkilegen sabit faz
yiizey alam biiyilir ve boylece kolonun etkinlidi arttirilmis olur. Cok siki olarak
doldurulmus kolondan hareketli fazin belirli bir hizla gegebilmesi igin bir basing
uygulanmasi gerekir. Bu yliksek verimdeki kolonlarmn ve oldukga yiiksek basinglarin

(6000 psi’a kadar) kullamldign HPLC en yaygin bigimde uygulanan kromatografi
tirtidiir (104).
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HPLC’nin diger s1v1 kromatografi tiirlerinden {istiinliikleri sunlardar:

1. HPLC kolonu, rejenerasyon olmaksizin pek ¢ok kez kullanilabilir.

2.Boyle kolonlarda gerceklestirilen ayirma, eski yontemlerle elde edilenden
cok daha gesitlidir.

3. Bu teknik kullanicinin becerisine daha az bagimlidir ve tekrarlanabilirlik
daha yiiksektir.

4. Nicel analiz amaglari i¢in de kullanilabilir.

5. Analiz siiresi ¢ok kisadir.

6. Duyarhik cok yiksektir, 10 pg lik bir 6mek bile, floresans veya
elektrokimyasal dedektorler kullamlarak tayin edilebilir.

HPLC giiniimiizde kimya, biyokimya, biyoteknoloji, farmakoloji, tip kimyast,
bitki kimyasi, tarim ve kimya miihendisligini igeren alanlarda ayirma ve analiz igin
vazgecilmez bir ara¢ olarak kabul edilmektedir. Bilhassa dier kromatografik
tekniklere uygun olmayan bilegiklerin ayrilmast ve analizi igin uygundur. Cevre
sicakliginda 1sisal olarak kararsiz bilesikleri ve yiiksek polarhiktaki bilesikleri
herhangi bir tiirevlendirme olmaksizin ayirabilir ve analiz edebilir.

IL.5.1.1. Kromatografide Temel Parametreler

IL5.1.1.a Ahkonma Zamani ve Kapasite Faktorii

Numunedeki bilesenlerin sabit ve hareketi fazla etkilegimlerine gére kolonda
farkli hizlarda hareket ederler ve bunun sonucunda kolonu farkli zamanlarda terk
ederler. Kolondan ¢ikan bilesenlerin derigimlerinin uygun bir ySntemle &lgiilerek
zamana veya hareketli fazin hacmine kars1 ¢izilen grafige kromarogram denir (Sekil
I.15).

Numunenin enjeksiyonundan sonra dedektdre ulasmas: i¢in gegen zamana
alikonma zamar: denir (tg). Alikonma zamam terimi yerine alikonma hacmi de
kullanibir ($ekil II.15). Bir maddenin alikonma hacmi (VR) bir bilesenin sabit fazdan
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eliie olmasi i¢in gerekli olan hareketli faz hacmi olup alikonma zaman ve hacimsel
akis hiz1 (F)’ndan hesaplanabilir.

Vg =1tgrF Esitlik I1.13

Alikonma hacmi, temel kromatografik parametre olan dagilim katsayisi K ile
asagidaki esitlik geregi dogrudan iligkilidir.

Vr=Vn +KV; Esitlik 11.14

Bu esitlikte Vp, kolondaki hareketli faz hacmi, V; kolondaki sabit faz hacmidir.

Dagilma katsayis1 (K) ise;
K=Cs/Cym Esitlik IL.15

olarak tamimlanir. Bir maddenin alikonma hacmi, 6lii hacim (V) terimini igerecek
bigimde de tamimlanabilir. Kapasite faktérii (k’) olarak bilinen bu kavram esitlik
[.16°da verilmisgtir (Sekil I1.15).

k> =(Vr-Vg)/Vq Esitlik I1.16
Eliisyon sirasinda hacimsel akis hiz1 (F) sabitse esitlik;
Kk’ =(tr - to) / 1o Esitlik I1.17

bigiminde yazilabilir. Kolon ile herhangi bir etkilesmeye girmeyen maddeler &li
hacim veya bosg hacim (V,)’ de eliie edilirler. Esitlik I1.16 ve I1.17°de V, ve ty siras:

ile 6lii hacim ve 6lii zaman olarak tanimlanmusgtir.
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Sekil I1.15. HPLC elde edilen kromatogram ve kapasite faktoriiniin hesaplanmasi

Kapasite faktorii dagilimdaki derisimlere bagh olup dagilhm katsayis: ile
iligkilidir.

k’> = Sabit fazdaki madde kiitlesi/hareketli fazdaki madde kiitlesi Esitlik [1.18
k’ = Sabit fazdaki madde derigimi/hareketli fazdaki madde derisimixV¢/Vy,  Esitlik [1.19

K =K x VgV Esitlik I1.20

Bu son egitlikten goriilecegi gibi; bir maddenin alikonma derecesi her iki
fazin kimyasal yapilari, sicakliklari ve hacimlerindeki degisikliklere baglidir.

Kapasite faktorii her maddenin kendine 6zgiidiir ve bir karisimi olusturan
bilesikleri segici olarak ayrran kromatografik sistemin segiminde gz oniinde tutulan
en Snemli parametredir. Uygun bir hareketli faz-sabit faz ¢ifti secildiginde belirli bir
karisimdaki her bir bilesen igin farkli kapasite faktorii degerleri elde edilir ve bu
degerler ayrilan maddelerin nitel tayinleri i¢in kullanilir,
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IL5.1.1.b. Segicilik

Iki maddeye ait kapasite faktorii orani segicilik (o) veya ayirim faktorii olarak
adlandinlir ve agagidaki esitlikle verilir.

o =k’»/k’ Esitlik 11.21

Bu esitlikte, k’; kisa alikonma zamanli maddenin, k’; ise daha uzun alikonma
zamanli maddenin kapasite faktérii olarak tanimlanmigtir. Segicilik, esas olarak sabit
faz 6zelliklerine baglidir ancak hareketli faz bilesimi de segiciligi etkiler (57).

IL.5.1.1.c. Kolon Etkinligi

Kolon etkinligi, pik genisligi ile ilgilidir. Etkinligi yiiksek olan kolonlar, dar
pikler verirler ve bu kolonlarla maddeleri ayirmak daha kolaydir. Bagarili bir
kromatografinin asil amaci verimli bir ayinm ve dar bir kromatografik bant elde
etmektir. Kolon etkinliinin dl¢iisii kolonun esdeger teorik tabaka sayisi (N)'dir ve
asagidaki esitlikle verilir;

N =16 (tr / W) Esitlik I1.22
Bu egitlikte w, eliisyon pikinin yiksekliginin % 10*undaki genigligidir.
Etkinlik; kolon uzunlugunun, partikill boyutunun ve akiy hizinin bir

fonksiyonudur. Bu parametrelerin degisimi kolonun basmncim da etkiler. Bunun

yaninda kolon uzunlugu ve akis hizinin degisimi alikonma zamamm da degistirir.
IL.5.1.1.d. Ayineihk

Kromatografik islemlerde kolon etkinligi ve ¢oziicii etkinliginin ortak etkisi

aymricihik kavramuyla ifade edilir. Aywriciik (R: Rezoliisyon), genel olarak asagidaki
esitlikle verilmektedir:
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R =2 (trz - tr1) / (W + ) Esitlik I1.23

Aymriciliging kapasite faktorii (k”), segicilik (o) ve kolon etkinligi (N)
terimleriyle iliskisi asagidaki esitlikle ifade edilebilir.

R = (1/4) [(a-1) / o] [k / (k+1)] N*2 Esitlik I1.24

Kromatografide iki pikin nicel anlamda birbirinden ayrildigim kabul etmek
icin R > 1 olmas: gerekir. R = 1.5 olmasi halinde iki pik birbirinden tamamen
ayrilmus sayilir.

Aymcilik kontrolii:

Secicilik faktorii (o) : Genel olarak secicilik arttikca ayiriciifin da artmasi
beklenir. Fakat belli bir secicilik degerinden sonra toplam ayiricilikta gercek bir
iyilesme olmadan farkhi alikonma siirelerine sahip madde pikleri elde edilebilir.
Secicilik diginda kalan terimler sabit kabul edilerek segicilige karg1 ayiricilik grafige
isaretlendiginde bu davramis agikga goriilmektedir (Sekil I1.16). Kromatografik
ayirimin bagan ile gergeklesmesi i¢in o > 1 olmalidir, & = 1 oldugunda iki bilesik
ayrilamaz. Segicilik, hareketli ve sabit fazin bilesimi ile degisir. Birbirine yakin
piklerde segicilik 1’e yakindir.
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Sekil I1.16. Ayiriciligin segicilikle degisimi

Etkinlik Faktorii (N) : Etkinlik faktSrii; akis hizi, kolon uzunlugu veya dolgu
maddesinin tanecik boyutu ile degisir. Etkinlik faktérii, pik genisligi ile ilgilidir.
Ayincilik arttikea pik genisligi diiger. Ayiricilik, N’in karekokiiniin bir fonksiyonu
oldugu i¢in N”deki biiyiik artilar ayincilikta kiigiik degisiklikler meydana getirir.

Kapasite Faktorii (k’) : Kapasite faktoriiniin aymmcilik {izerine etkisi bu
kavramdan tiiretilmis olan segiciligin etkisine benzer. Kapasite faktorii disindaki
biitlin terimler sabit kabul edildiginde kapasite faktoriiniin toplam ayiriciliga etkisi
Sekil I1I.17°de goriilmektedir. k> = 0 oldugunda herhangi bir ayirma islemi
gergeklesmez. Ayrica k* degeri arttikga k*/(k>+1) degeri bire yaklagir ve kapasite
faktoriindeki artigin toplam ayiricihifa etkisi kalmaz. Kapasite faktérii i¢in en uygun

degerler 1 ile 10 arasindadir ve daha gok hareketli faz Ozelliklerine gore degisir
(104).
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0 2 4 6 8 10 12 14
Kapasite faktorii (k)

Sekil I1.17. Ayiriciligin kapasite faktorii ile degisimi
I1.5.1.1.e. Pik Simetrisi

Bir bilesen kolondan ne kadar erken ¢ikarsa o bilesene ait kromatografi piki o
kadar keskin olarak elde edilmektedir. Kolondan ge¢ ¢ikan maddenin piki ise
genislemektedir. Kromatografik bant genislemesinin nedenleri olarak, numunenin
kolona yeterince hizh verilmemesi, kolon iginde derisimi yliksek bolgelerden
derigimi diisiik bolgelere difiizyonla madde aktarilmasi, kolon i¢inde molekiillerin
farkli yollar izlemesi ve bilesenlerin hareketli ve sabit faz arasinda dagilimlarinin

dengeye ulagamamasi sayilabilir.

Analitin hareketli fazdaki denge derisimi (Cp,) sabit fazdaki denge derigimine
(C;) kars1 grafige gegirildiginde bir dizi izoterm elde edilir. Sekil I1.18.a’daki izoterm
dogrusal olup egimi dagiim katsayisini verir. Biitiin C,, degerlerinde K sabit oldugu

icin kromatografik bant biitiin derisimlerde aym hizda hareket eder ve simetrik bir
eliisyon piki elde edilir.
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Sekil I1.18. Eliisyon izotermleri ve pik sekilleri

Disbiikey izoterm (Sekil I1.18.b), kolonda fazla miktarda madde oldugunu
gosterir. Bu durumda sabit fazdaki madde-madde etkilesmeleri madde-¢oziicii
etkilesmelerinden daha baskindir. Bu durum K degerinin artmasina ve dogrusal
olmayan izoterm elde edilmesine neden olur. Eliisyon egrisinin 6niinde bir alan
olusur. Bu duruma 6n kuyruklanma denir ve ayrilan maddenin alikonma siiresi
derisimle artar.

Eger molekiiller arasi kuvvetler maddeyi sabit faz yiizeyinde bir katman
olusturacak bicimde tutuyorsa izoterm igbiikkey olur (Sekil I.18.c) ve eliisyon
egrisinde pik kuyruklanmasi goriiliir, bdylece artan madde derisimiyle alikonma
zaman1 azalir. Dogrusalliktan sapma nicel analizi gliglestirdigi ve alikonma
siirelerinin nitel analizde kullanimim engelledigi igin kromatografik kosullar simetrik
elisyon piki saflanacak sekilde diizenlenir. Pik simetri oram (PSO)’min



62
hesaplanmasi, madde eliisyon pikinin Gauss egrisi olup olmadifinin denetlenmesi
agisindan 6nemlidir. Pik simetri orani,

PSO=(CB/AC) x 100 Esitlik 11.25

olarak verilir. CB ve AC uzunluklar1 Sekil 11.19.’da tamimlanmustir. Iyi bir ayirma

isleminde, pik simetri oraninin % 70 ile % 100 arasinda olmas: istenir (105).

Dedektor Cevah

Hacim veya Zaman

Sekil I1.19. Pik simetri oraninin hesaplanmasi

I1.5.1.1.f. Hareketli Faz Bilesiminin Ayirima Etkisi

Siv1 kromatografisinde iyi bir ayirim i¢in uygun ¢oziicii ¢ifti segilerek aynlan
maddenin kapasite fakt6rii 1 ile 10 arabginda degistirilebilir. Iki veya daha fazla
sayida madde aym kapasite faktorii ile eliie edilirse hareketli faz segiciligi yeterli
degildir ve degistirilmesi gerekir. Segiciligin iyilestirilmesi i¢in kullamlabilecek
¢bziicli sayis1 sl olmasmna rafmen bazi kosullarda organik diizenleyici tipi
degistirilerek yeterli segicilik elde edilebilir. Hareketli faz ¢ozeltilerine ayirim
kalitesini arttirmak amaciyla ilave edilen maddeler, diizenleyici olarak adlandirihr.
Ters-faz tekniginde genellikle diizenleyici olarak organik ¢dziiciiler, tamponlar ve
iyon ¢ifti olusturucular gibi maddeler kullanilir. Hareketli fazin pH’s1 dikkatlice
ayarlanarak zayif asit ve bazlarin segiciligi optimize edilebilir. Bazik numunelerde
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piklerdeki kuyruklanmay: azaltmak amaciyla hareketli faza trietilamin, protein
ayinmlarinda trifloroasetik asit ilave edilir. Izomer ve aromatik maddelerin
ayirmminda segiciligi degistirmek amaciyla hareketli faza siklodekstrin ilave edilir.
Iyonlasmay: ve piklerdeki kuyruklanmay: engellemek igin hareketli fazlara fosforik
asit de ilave edilebilir (106).

I1.5.1.1.g. Madde Coziicii Etkilesmeleri

Madde ve ¢oziicii arasindaki molekiiler etkilesme bes ana mekanizma

araciligtyla olusabilir. Bu etkilesmeler;

1. Dagilma: Dagilma kuvvetleri molekiilde gegici ve ani bir dipol olusumuyla
baglar, bunu komsu molekiillerin polarize olmalar1 ve molekiiller aras: etkilesmeye

neden olan dipol olusumu izler.

2. Dipol-dipol etkilesmeleri: Devamli dipol o6zellik gosteren maddeler
arasinda goriliir. Bagin elektronlarini bir atom daha fazla kullanir ve bu bag polardir
(C-CI). Eger molekiilde simetri varsa bag polar degildir (CCL;). Dipol momentine
sahip olan molekiillerde yiik dagilim: homojen degildir.

3. Hidrojen bag: olusumu: Hidrojen bad: etkisi bir proton vericiyle bir proton
alici arasinda olusur ve etkilesmenin biiyiikliigli molekiillerin bulundugu ortamin
asitligine ve bazligina baglidur.

4. Dielektrik degismeler: Dielektrik etkilesmeler madde molekiilleriyle
yiiksek dielektrik sabitli s1v1 arasindaki elektrostatik ¢ekimden kaynaklanur.

5. Coulomb elektrostatik etkilesmeler: Coulomb kuvvetleri aym yiikli

maddeler arasindaki ¢ekme ve farkli yiiklii maddeler arasindaki itme kuvvetlerinden
olusmaktadir.



Ayrlan madde ile ¢oziicli molekiilleri arasindaki toplam etkilesme bes
mekanizmanin bir birlesimidir. Ayrilan madde ve ¢dziicli i¢in bu etkilerin tamami
polarite kavramiyla 6zetlenir. Polar sabit fazlarda alikonmay: belirleyen temel faktor
ayrilan madde ile sabit faz arasindaki etkilesme, apolar sabit fazlarda ise ¢ozlicli
etkileridir. Cozlictiniin, diger bir deyisle hareketli fazin kromatografik ayirma glicti
polaritesiyle iligkilidir. Ters-faz sivi kromatografisinde polaritenin (P’) kapasite
faktorii (k*)’ne etkisi agagidaki esitlikle verilir.

K2/ k=10 FFD Esitlik I1.26

Bu esitlikle 1 ve 2 alt indisleri siras: ile ilk ve ikinci durumu belirlemek amaciyla
kullanilmistir. Genel olarak polaritede bir birimlik degisme kapasite faktoriinde
yaklagik 10 kat degisim yaratir (104, 105).

I1.5.1.2. HPLC Cihaz Béliimleri

Sekil 11.20°de sematik olarak gosterilen HPLC cihazi baslica ii¢ boliimden

olusur:

1. Coziicli dagitma bslimii
2. Ayirma kolonu
3. Dedektor ve kaydedici sistem
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Sekil I1.20. HPLC cihazi kisimlarinin sematik gosterimi

I1.5.1.2.a. Pompalar

HPLC cihazinda, kolon giris ve ¢ikisi arasinda yiiksek basmng olusturmasi
gerekir. Bu basing kolon girigsine bir pompa yoluyla uygulanan basing ile saglanir.
Coziicii pompalama sistemi belki de HPLC sisteminin en Onemli kismdir.
Pompanin performansi, analitik sonuglardaki tekrarlanabilirligi, nicel degeri,
gbzlenebilme smr vb. degerleri biiyiik Sigiide etkiler. Hareketli fazin kolon boyunca
akisini saglamak igin kullanilirlar. Akigin sabit ve deneylerin tekrarlanabilir olmas:
icin hareketli fazin pompalanma hiz1 sabit olmalidir.

Bir HPLC pompalama sistemi su 6zellikleri tagimalidir (83):

1. 400 atm’e kadar basing {iretimi,

2. Puls icermeyen basing ¢ikisi,

3. 0.1 - 10 mL/dakika araliginda akis hizlari,

4. % 0.5 veya daha iyi bir bagil tekrarlanabilirlilikle akis kontrolii,
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5. Korozyona dayamkli par¢alar (paslanmaz g¢elik veya teflondan yapilmig
sizdirmazlik).

Pompalar iki tiptir :

a. Sabit basin¢ pompalari

b. Sabit hacim pompalar:
11.5.1.2.b. Hareketli Faz Hazneleri

Bir HPLC cihazi, bir veya daha fazla, her biri 200-1000 mL c¢6ziicii iceren
camdan veya gelikten yapilmig hareketli faz hazneleri igerir. Bu hazneler cogu zaman
kolonda veya dedektdr sisteminde bozucu etkilere neden olan ¢ozlinmiis gazlarin

(6zellikle oksijen ve azot) giderilmesi i¢in bir bliim ile donatilmigtir.

Hareketli fazin bilegimi, alikonmay: ve segiciligi en ¢ok etkileyen faktordiir.
Hareketli fazin kromatografik dzelliklerini etkileyen faktorler asagida verilmistir.
1. Ayrimu etkileyen ¢6ziicii 6zellikleri: Ellisyon giicii ve segicilik

2. Isletime bagh 6zellikler: Viskozite, bastirilabilirlik, dedektérle gegimlilik,
kolon ile gegimlilik, numune ile etkilesmeler, saflik ve icinde ¢oziinmiis gaz orani.
3. Giivenirlik 6zellikleri: Buharlasabilme 6zelligi.

Sabit bilesimde tek bir ¢6ziicli kullamilarak yapilan bir aywrma izokratik
eliisyon olarak adlandirilir. Siklikla aywrma etkinligi gradient eliisyon ile biiyiik
Olgtide artirlir. Burada polariteleri birbirinden farkli iki veya ti¢ ¢Oziicli sistemi
kullanilir. Eliisyon basladiktan sonra belli bir programa gore bazen siirekli olarak
bazen de bir seri basamaklar seklinde ¢6ziiciilerin orami degistirilir. Modern HPLC
cihazlan, iki veya daha fazla hazneden aldifi ¢oziiciileri bir karistirma odasinda
stirekli olarak degisen hizlarda bir araya getiren sistemlerle donatilmigtir (83).

Biitiin ¢oziiciiler az veya ¢ok oksijen tagirlar ve hava kabarcigi olusumuna

neden olurlar. Bu durum ise pompada diizensiz hareketlere ve zemin bozukluklarina,
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dedektdrde girisimlere ve yanlis okumalara neden olur. Bu hava kabarciklarin
giderilmesi amaciyla ultrasonik banyoda bekletme, vakumla stizme (0.45-0.6 pm
¢apinda membran veya teflon filtreler kullamlir) ve ¢oziictiden inert gaz (He, Ny)

gecirme islemleri uygulanr (105).

Hareketli faz sulu ve/veya tamponlu ise kimyasal bozunmanmn yam sira
mikrobiyolojik iireme sonucunda kolonu tikayabilir. Bu nedenle, HPLC analizleri

sirasinda taze hazirlanmug hareketli faz kullanilir.
I1.5.1.2.c. Enjektorler

HPLC analizlerinde o&lgiimlerin kesinligini belirleyen faktér, numunenin
kolon dolgu maddesine uygulanmasimn tekrarlanabilirligidir. Asin numune
yiiklenmis kolonlarda goriilen bant genislemesi de kesinligi etkiler. Bu ylizden
kullanilan hacim ¢ok kiigiik olmalidir ve sistemin basincini diisiirmeden numunenin

sisteme girisinin saglanmas1 gereklidir.

Manuel enjeksiyon valfleri: Enjeksiyon valfleri yiiksek basingh bir ortama
numune aktarmak amaciyla kullamlan sistemlerdir. Enjeksiyon valfinin numune
yiikleme ve enjeksiyon olmak iizere iki konumu vardir. Yikleme konumunda loop
basmgli ortamdan izole edilir ve bir Hamilton ejekt6r yardimn ile istenilen numune
miktar1 “Joop”a doldurulur. Enjeksiyon konumunda loop tekrar yiiksek basinghi

ortama dénerek numuneyi sisteme aktarir.

Programlanabilen otomatik enjeksiyon sistemleri : Numune “loop”unu
doldurmak i¢in hassas motor ile hareket ettirilen siringalar kullanilir. Enjektorle
¢ekilen hacim kontrol edilerek istenilen miktarda numune loopa doldurulur. Kiigiik
miktarlardaki numune enjeksiyonlan gergeklestirilebilmekte ve numune kayiplar
minimum olmaktadir. Istenilen sayida enjeksiyon yapmak miimkiindiir.
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11.5.1.2.d. Analitik Kolonlar

HPLC cihazinda kullanilan kolonlar, yliksek basinci korumak i¢in paslanmaz
celikten yapilmiglardir. Bunlar bagtan basa diizgiin bir i¢ ¢apa sahiptirler ve ticari
olarak degisik biiyiikliklerde mevcutturlar.

Bir kromatografik sistemin performansi, kolonda gerceklestirilen ayirma ile
yani, kolon dolgu maddesinin segilmesi ve kullanilmasiyla tayin edilir. fyi bir kolon
dolgu maddesi kararli olmalidir ve hem hareketli faz ¢6ziiciilerine hem de 6rnek
¢ozeltilere kars: inert olmalidir. Genis ylizey alanina, diizgiin olarak dagilms ve
hareketli faza kolay erigebilir agik yapisal yiizeye sahip olmalidir. Yiiksek basing ve
yiiksek akig hizlarindan etkilenmemelidir.

Kolon verimi; kolon dolgu maddesi, ortalama pargacik capi, kolonu
doldurmak igin kullanilan teknikler, kolonun i¢ ¢api ve kolonun i¢ yiizeyinin
geometrisi gibi pek c¢ok faktor tarafindan tayin edilir. Paslanmaz ¢elik kolonlarin,
malzeme 6zellikleri agisindan en uygun kolonlar oldugu ortaya gikmustir.

Dolgu maddesini yani sabit fazi tasiyan kolonlar genellikle paslanmaz
celiktir, 4-10 mm i¢ ¢apinda ve 10-30 cm boyunda olabilirler. Dolgu maddesi
taneciklerinin ¢ap1 5-10 um kadardir ve sistemin performansim biiyik &lglide
belirleyen niteliktir. Tanecikler, gézenekli veya pellikiiler yapida olabilir. Gozenekli
yapilar preparatif amagcla, pellikiiler olanlar analitik amagla kullanilir. Tanecik ¢ap:
kiiclik ve go6zenekli yapilar hem analitik hem de preparatif amacgli kullanilir.
Preparatif ayirimda kullamlan, tamamen g6zenekli yapiya sahip dolgu maddesi
yliksek kapasite gdsterir. Analitik amagla kullanilan dolgu maddesinde kiitle aktarim:
daha hizls, etkinlik daha yiiksek, kolonun yeniden dengelenmesi ise ¢ok hizhidur.

Enjeksiyon sistemi-kolon ve kolon-dedektdr arasindaki baglanti borularinin
uzunlufunun miimkiin oldugu kadar kiiglik tutulmasi istenir. Kolon ¢ikisma ve
dedektor sistemine baglanmug borularin en iyisi, hareketli fazla 6nemsiz diciide

seyrelmeye izin veren minimum §lii hacme sahip olanidir. Bu &rnek seyrelmesini
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engelleyen, 0.025-0.05 cm i¢ c¢apa sahip (¢elik ve teflon) baglanti borularinin
kullaniimasiyla basarilir.

Maddenin polar veya apolar olmasina gére maddenin polaritesine yakin bir
sabit faz segilmelidir. Ornegi olusturan bilesenlerin iyi ayrilabilmesi icin sabit faz ile
hareketli faz polaritesi farkli olmalidir. Silika, aliimina gibi katilar sahip olduklar:
- OH gruplan nedeniyle polar bilesenlerdir ve normal-faz sivi kromatografisinde
kullanilir (Sekil I1.21). Igerdigi SiOH gruplar1 nedeniyle zayif asidik dzellik gdsteren
silikajel, bazik oOzellik gosteren bilesikleri bazlik kuvvetlerine goére tutar. Yani
kuvvetli bazlar, silikajel kolonlarda zayif bazlara oranla daha kuvvetli tutulurlar.
Silikajel dogrudan dolgu maddesi olarak kullamildigi gibi bir kat1 yiizeyine film
halinde kaplanabilir. - OH grubu yerine - Ci3Hj3s gibi bir hidrokarbon baglamrsa kata
yiizey apolar Ozellik kazanmir (Sekil I1.21). Asidik Szellik gosteren bilesiklerin
aynlmasimi saglayan, yani bazik o6zellik tasiyan bir kolon dolgu maddesi de
aluminadir. Bu dolgu maddesi de kati bir ylizeye film halinde kaplanarak kullanilir
(104, 105). '

Kolonlarin 6mrli kullamima goére degisir. Kolon 6mriinii uzatmak icin bu
kolonlardan 6nce &n kolon kullamlabilir. Bu 6n kolonun gérevi, sadece partikiil
haldeki maddeleri ve ¢6ziicii igindeki yabanci maddeleri tutmak degil, aym zamanda
numune i¢inde bulunan ve sabit faza tersinmez olarak baglanan bilesenleri de
tutmaktir. On kolondaki dolgu maddesinin bilesimi, analitik kolondakine ¢ok benzer
olmalidir. Bununla birlikte, basing diigiisiinii en aza indirmek igin tanecik boyutu
genelde daha biiyiiktiir. On kolon kirlendigi zaman ya tekrar yeni dolgu maddesi ile
doldurulmali ya da aym tipte bir yenisi ile degistirilmelidir.
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Sekil I1.21. Normal-faz ve ters-faz kolonlarimin yapis1

11.5.1.2.¢. Dedektorler

Dedektériin gorevi hareketli faz ile gelen numunenin cinsine goére ve
bilegenlerin derigimi ile orantili olarak elektriksel bir cevap tliretmektir. HPLC
sisteminin en énemli pargalarindan biridir. Ideal bir dedektsr asagidaki 6zelliklere
sahip olmalidir (83):

1. Yeterli duyarhlik,

2. Iyi bir kararlilik ve tekrarlanabilirlilik,

3. Genis bir dogrusal caligma aralig1,

4. Yiiksek giivenirlilik ve kullanim kolaylig,

5. Hizli aynlan pikleri kaydetmek icin hizli cevap zamani,

6. Dedektor sinyali madde derisimi ile dogrusal olarak degismeli

7. Bant genislemesini 6nlemek amaciyla minumum i¢ hacim,
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8. Cozeltilere kargi inert olmal,

9. Puls’suz veya puls diisliriicii ile birlikte kullanilmalidir. Ciinkii puls
olusumu sisteme zemin gliriiltiisii olarak yansir ve bu da sinyal/giiriilt{i oran1
ve alt tayin sinirimin diismesine neden olur.

10. Bakimu ve tamiri kolay olmals,

11. Hareketli fazdaki akis hizi, sicaklik ve fazin bilesimindeki degigsimlere

kars1 bir dereceye kadar duyarsiz olmalidir.
HPLC’ de kullarilan dedektérler iki grup altinda toplanirlar (104):

a. Maddeye Yonelik Dedektorler

Hareketli faz icindeki maddenin 6zelliklerini tayin ederler ve en yaygmn
kullanilan tiirleri agsagida verilmigtir:

1. Fotometrik dedektérier (UV, GB, IR fotometreleri)

2. Floresans dedektorler

3. Elektrokimyasal dedektérier

4. Ayirim sonras! tepkime dedektorleri

5. Radyoaktivite dedektorleri

6. Elektron yakalayici dedektérler

7. Kiitle spektrometreleri

b. Tiim Cozeltiye Yonelik Dedektorler

Cozeltinin icindeki maddeye degil, maddenin i¢inde bulundufu ¢ozeltiye
spesifik dedektorlerdir ve agagidaki sekilde simiflandirlabilir:

1. Refraktif indeks dedektorleri
2. Dielektrik sabiti dedektérleri
3. Kondiiktivite dedektorleri

4. Yogunluk dedektorleri
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Ultraviyole ve Goriiniir Blge (UV/GB) Dedektorii

UV-GB absorpsiyon dedektorii, kolondan ayrilarak dedektdre ulasan
bilegenlerin ultraviyole bélgede yaptig1 absorbansin Slgiimiine dayanir. Tek bir dalga
boyunda calisan dedektorler kullanilabildigi gibi bir monokromattr ile cesitli
dalgaboylarin1 secerek calisan dedektorler de vardir. Tek dalga boyunda calisan
dedektorlerde 151k kaynagi olarak genellikle 254 nm’de is1ma yapan Hg lambasi,
cesitli dalga boylarini 6lgebilen dedektérlerde ise doteryum lambasi kullanilir.

En ¢ok kullamlan dedektor tipi UV/GB dedektdrlerdir. Birgok organik
bilesigin absorbsiyonu yiiksek oldugundan yiiksek duyarlilikta Sl¢tim yapilabilir,
boylece duyarlilik ve segicilik artirilir. Sicaklik ve akis hizi degisikliklerine fazla
duyarli degildir, bu nedenle gradient eliisyon i¢in idealdir. Bant genisletme etkisi

Dizi diyot dedektér (DAD) bir tiir UV/GB dedektoriidiir. Optik sistemi,
déteryum lambasindan gelen polikromatik 15181, akis hiicresinin iizerine yollar. Bu
151k daha sonra optik ag iizerinde dagilir ve ¢ok sayida diyottan olusan foto diyot
dizisi lizerine diiger. DAD 200-700 nm dalga boyu araligimi 0.1 s araliklarla tespit
edebilmektedir. Analiz edilecek maddelerin maksimum dalga boylan farkh
oldugunda DAD’ler birden fazla dalga boyunda &lglim alabilir. Kromatografik
piklerin saflik kontrolinde veya birden fazla pikten olusup olusmadiklarimin
tayininde oldukc¢a sik kullamlir. Bu amacla, piklerin eliisyonu sirasinda birkag
spektrum kayit edilerek, spektrumlar iist fiste konup karsilastirilabilir. Biitlin dalga
boylarinda spektrumlar iist iiste ¢akisiyorsa madde piki saftir. Eger enjekte edilen
piklerin sayisindan daha az pik elde edilmigse saflik kontrolleri yararli ipuglar: verir.
DAD’1n 6zellikleri agagidaki sekilde siralanabilir (104):

1. Aymi anda spektrumun biitlin dalga boylarinda piklerin 8l¢limii yapilabilir.
2. Tek bir enjeksiyonla maksimum dalga boylar1 saptanabilir.

3. Birden fazla dalga boyunda kromatogramlarmn ve kromatogramlardaki
piklerin UV/GB spektrumlan alnabilir.
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4. Kromatografik olarak ayrilamamig piklerin nicel analizi yapilabilir
(Referans dalga boyu kullanilarak maddelerin ayrilmasi saglanir).

5. Spektrumlarin ¢akistirilmas: yontemi ile pik safliginin tespiti yapilabilir.

6. Pik kimliginin dogrulanmas: yapilabilir (Madde pikinin daha o6nce
belirlenen spektrumu, o madde oldugundan siiphelenilen pikin spektrumu ile
kargilagtirlarak nitel analiz yapilir).

Floresans Dedektor

Floresans, madde tarafindan absorbe edilen 1s18in daha uzun bir dalga
boyunda geri yayilmasidir. Absorbsiyon daha uzun dalga boyunda geri emisyona
ugratan molekiillerin, UV/GB 1smimim absorbe eden molekiillere orami daha
kiictiktiir ve bu nedenle floresans absorbsiyondan ¢ok daha segici bir tayin aracidir.
Floresans ozellikleri tasiyan bilesiklerin  analizinde ise spektrofotometrik
dedektorlere oranla duyarlifi daha fazla olan floresans dedektorlerin kullaniimas:
miimkiindiir. Bu dedektor ile 107 g/mL gibi cok disiik gozlenebilme sinirlarina
inilebilmektedir. Luminesans &zelligine sahip olan ilaglarin, aminoasitlerin tayini
yapilabilir yada bazi biyokimyasal bilesikler floresans bir madde ile tepkimeye

sokulup, yeni bir floresans iiriin olusturulur.

Floresans dedektorde bilesikler, hiicreden hareketli faz icerisinde ¢6ziinmiis
halde gegerken {izerine uygun dalga boyunda monokromatik 1gin génderilir. Bilesik
tarafindan absorbe olan bu 1sin daha sonra bagka bir dalga boyunda geri verilir.
Floresans &l¢iimde bu emisyon analiz igin degerlendirilir. Dalga boyu segicileri
filtreler veya monokromatorler olabilir. Monokromatérler genellikle saptama amaci

icin uygun ayiricih@ verirler. Floresans dedektérlerde hem eksitasyon hem de
emisyon dalga boylar: istenildigi gibi ayarlanabilmektedir (104).

Elektrokimyasal Dedektor

Elektroaktif bilesiklerin tayininde kullamlan, 10™"'- 10™? g/ml degerinde
g6zlenebilme smmirina ulagilan ¢ok hassas bir dedektdrdiir. Fenoller, aminler,
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merkaptanlar, peroksitler, piirinler ve heterosiklik bilesikler elektrokimyasal olarak
okside olabilirler. Aldehitler, ketonlar ve nitro bilesikleri ise elektrokimyasal olarak
indirgenebilirler. Indirgeme modu sistemden oksijenin uzaklastirilmasim gerektirdigi
icin daha az kullamhr. Indirgenme veya yiikseltgenme ile olusturulan akim bilesigin
derisimine karsilik gelir. Dedektor iletken bir hareketli faz gerektirdiginden
ayirmalar tampon iceren hareketli faz ile ters faz kolonlarinda gergeklestirilir
(104).

Diger Dedektorler

Iletkenlik dedektorleri kolondan ¢ikan iyonik haldeki bilesenlerin 6l¢iimiinde
kullamlir. Bu dedektor organik sistemler i¢in pek uygulanabilir degildir. Daha ¢ok

sulu sistemlere uygundur.

Tiim bilegenleri 6lgebilen, yani se¢imli olmayan kirilma indisi dedektérii ile
yapilan Olgiimlerde, kirilma indisi sicaklikla degistifinden, ¢ok iyi bir sicaklik
kontrolii yapiimalidir. Cok yonliiliigii mitkemmeldir, fakat duyarlilifi az oldugundan
eser analizler i¢in ideal degildir.

Kolondan ¢ikan sivi, iki metal levha elektrot arasindan gegirilerek ve bu
levhalar arasindaki siga olgiilerek de lglim yapilabilir. Bu tiir dedektérlere dielektrik

dedektorleri denir.



II. DENEYSEL KISIM

I11.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Zafirlukast

Piribedil

Asetonitril

Sodyum asetat

Glasiyel asetik asit

Borik asit

Sodyum hidroksit
Hidroklorik asit

Fosforik asit

Nitrik asit

Etanol

Metanol

Aseton

n - hegzan

Etil asetat

Diklorometan

Dietil eter

Potasyum dihidrojen fosfat
Disodyum hidrojen fosfat
Tetrametilamonyum kloriir
Tetrametilamonyum iyodiir
Tetrametilamonyum bromiir
Tetraetilamonyum iyodiir
Potasyum klorlir

Civa

Azot gaz1

Mili-Q su
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(C31H33N306S, Dr. Reddy’s Laboratuvarr)
(C16H18N4O,, Servier)
(CH3CN, Merck)
(CH3COONa, Merck)
(Glacial CH;COOH)
(H3BOg4, Merck)

(NaOH, Merck)

(HCI, Merck)

(H3PO4, Merck)

(HNO3, Merck)
(CHsOH, Merck)
(CH;0H, Merck)
(CH3COCH3;, Merck)
(CsHg, Merck)
(CH3COOC;Hs, Merck)
(CH,Cl,, Merck)
(C,H5s0C,Hs, Merck)
(KH,PO4, Merck)
(Na;HPO4.2H,0, Merck)
((CH3)4NCL BDH)
((CH3)4NI, Sigma)
((CH3)4NBr, BDH)
((C;Hs)4NI, BDH)

(KCl1, Merck)

(Hg, BDH, Analar)

(N2, Habag)

(Biitiin analizlerde bu su kullanilmigtir)



I11.2. Kullamilan Cihazlar

e Voltametrik Analiz Cihazi
e HPLC Cihaz1

e UV Dedektor

e UV Spektrofotometre

o Erime Noktas1 Tayin Cihaz
e IR Spektrofotometre

e HPLC Kolonu

e pH metre

e pH metre Kombine Elektrot
e Hassas Terazi

e Terazi

e Ultrasonik Banyo

e Vorteks karigtiric

e Santrifijj

e Otomatik mikropipet

e Etiiv

e HPLC saflikta su cihazi

II1.3. Kullanilan Cam Malzemeler

e (Cam pipet

e Balon joje

e Beher

e Santrifiij Tlipii
e Havan

e Enjektor

e Vial

e Eppendorf tlip
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(BAS 100 B/W)

(Thermo Separation Products System)
(UV 2000)

(Agilent 8453)

(Biichi 535)

(Bruker Vector 22)

(Nucleosil Cys 100A (150 x 4.6 mm i.d, 5 um)
(Metler Toledo MA 235)

(Orion)

(Mettler Toledo AG 285)

(Shimadzu Libror EB-330 H)
(Bandelin, Sonorex, RK 514 BH)
(Niive, NM 110)

(Niive, NF 1215)

(Biohit 10-100 pul ve 100-1000 pl)
(Nuve, FN 400)

(Barnstead NanoPure Diamond)

(1-10 mL’lik, Pyreks)
(5-1000 mL’lik, Pyreks)
(Cesitli hacimlerde, Pyreks)
(Borasilikat cam)

(Cam)

(50 uL, Hamilton)

(Cam)

(Plastik)
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II1.4. Farmasotik Preparatlar

Bu ¢ahsmada kullamlan Accolate® Tablet Astra Zeneca A.S.’den temin

edilmistir.
111.5. Kullanilan Standart Maddenin Safhiinm Arastiriimasi

Zafirlukastin saflif1, erime noktasi tayin edilerek, UV ve IR spektrumlar:
alinarak kontrol edilmisgtir.

IIL.6. Cozeltilerin Hazirlanmasi

Stok Zafirlukast Cozeltisi (1000 pg mL™): 25 mg standart zafirlukast tartilip
10 mL asetonitril ile ¢6zdiikten sonra yine aym ¢oziicii ile 25 mL’ye tamamlanmigtir
ve 4°C’de buzdolabinda saklanmstir. Standart zafirlukast ¢ozeltileri, bu stok
cOzeltinin istenen derisime voltametrik yontemler icin destek elektolit ile, HPLC

yontemi igin ise hareketli faz ile seyreltilerek hazirlanmgtir.

Stok Piribedil Cozeltisi (1000 ug mL™): 25 mg standart piribedil tartilip 10
ml metanol ile ¢ozdikten sonra yine aym ¢6ziicii ile 25 mL’ye tamamlanmgtir ve
4°C’de buzdolabinda saklanmustir. Standart piribedil ¢ozeltileri, bu stok ¢dzeltinin

istenen derigime hareketli faz ile seyreltilerek hazirlanmistir.

Ic standart segimi igin kullamlan maddelere ait stok ¢ozeltiler 1000
pg mL" derigiminde ve metanol iginde hazirlanmistir ve istenen derisime hareketli
faz ile seyreltilmisgtir.

Michaelis Borat Tamponu: 12.4 g borik asit, 100 mL 1 M NaOH ¢6zeltisinde
¢ozdiikten sonra su ile bir litreye tamamlanmis ve 0.1 M HCI veya 0.1 M NaOH
¢ozeltisi kullanilarak istenilen pH’ya ayarlanmigtir (107).
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Britton Robinson Tamponu (BR): 2.47 g borik asit, 2.7 mL fosforik asit ve 2.3
mL glasiyel asetik asit kanigtirilip su ile ¢6ziindiikten sonra bir litreye tamamlannmus
ve 0.1 M NaOH ¢ozeltisi kullanilarak istenilen pH’ya ayarlanmagtir (107).

Michaelis Fosfat Tamponu: 9.08 g KH,PO,4 ve 11.87 g Na,HPO4.2H,0 ayn
ayn tartilip su ile ¢ozdiikten sonra su ile bir litreye tamamlanmis ve uygun
miktarlarda kangtirilarak istenilen pH’ya ayarlanmistir (107).

Mcllvaine Sitrat Tamponu: 21.0 g sitrik asit, 200 mL 1.0 M NaOH
¢ozeltisinde ¢Ozdiikten sonra su ile bir litreye tamamlanmis ve 0.2 M Na,HPO,
¢Ozeltisi kullanilarak istenilen pH’ya ayarlanmgtir (107).

0.2 M Na>HPO, Cozeltisi: 35.6 g Na,HPO4.2H,0 tartihp su ile ¢ozdikten

sonra hacim bir litreye tamamlanmistir.

0.01 M Sodyum Asetat Tamponu: 0.205 g NaAc tartilip su ile ¢dzdiikten sonra
hacim 250 mL’ye tamamlanmistir.

0.1 M HCI Cozeltisi: Balon joje igerisine bir miktar su konulduktan sonra
tizerine 8.44 mL derisik % 37.5°lik HCI ¢ozeltisi eklenmis ve su ile bir litreye
tamamlanmustar.

1 M NaOH Cazeltisi: 40.0 g NaOH tartilarak su ile ¢dzdiikten sonra hacim bir
litreye tamamlanmistir. Daha seyreltik NaOH ¢ozeltileri 1 M NaOH ¢ozeltisinin
seyreltilmesi ile hazirlanmigtar.

2 F HNOj3 Cozeltisi: Balon joje i¢ine bir miktar su konulduktan sonra {izerine
138.9 mL derisik HNOs ¢ozeltisi eklenmis ve su ile bir litreye tamamlanmstur.

0.05 F (CH3)NBr Cozeltisi: 7.70 g tetrametilamonyumbromiir ¢6zeltisi
tartilip su ile ¢dzdiikten sonra hacim bir litreye tamamlanmigtr.
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0.05 F (CH3)NCI Cozeltisi: 5.48 g tetrametilamonyumkloriir ¢dzeltisi tartilip

su ile ¢6zdiikten sonra hacim bir litreye tamamlanmistir.

0.05 F (CH3) NI Cozeltisi: 10.06 g tetrametilamonyumiyodiir ¢6zeltisi tartilip

su ile ¢dzdiikten sonra hacim bir litreye tamamlanmistir.

0.05 F (CoHs),NI Cozeltisi: 12.86 g tetraetilamonyumiyodiir ¢ozeltisi tartilip
su ile ¢6zdiikten sonra hacim bir litreye tamamlanmigtir.

0.5 F KCI Cozeltisi: 37.28 g KCI tartilip su ile ¢zdiikten sonra hacim bir
litreye tamamlanmugtir.

HPLC Yontemi i¢in Hareketli Fazin Hazirlanmasi: Hareketli faz, asetonitril
ve pH 3.00, 0.01 M sodyum asetat tamponundan olugmaktadir (70 : 30, h/h). Asetat
tamponunun hazirlanmas: igin; 0.205 g sodyum asetat tartilmus, balon jojede bir
miktar su ile ¢6ziilmis ve 250 mL’ye su ile tamamlanmugtir. Cozeltinin pH’s1
glasiyel asetik asit ile 3.00’e ayarlanmig ve asctonitril ile kangtirlmastir. Hareketli
faz, 0.45 pm filtreden siiziildiikten sonra 15 dakika ultrasonik banyoda tutulmus ve
HPLC sisteminde kullanilmustr.,

I11.7. Farmasitik Preparat Cozeltilerinin Hazirlanmasi

10 adet tablet tartihip bir havanda toz haline getirilmistir. Iyice kanstirildiktan
sonra bir tablete esdeger miktarda tartilan toz, 50 mL’lik balon jojeye almarak 25 mL
asetonitril eklenmis ve ultrasonik banyoda 15 dakika bekletilerek ¢oziinmesi
saglanarak hacim asetonitril ile 50 mL’ye tamamlanmigtir. Bu ¢6zeltiden belli bir
miktar tiipe alimp santrifiij edilmigtir.

IIL.8. Sentetik Preparat Cozeltilerinin Hazirlanmasi:

10 adet tablet agirhgi kadar kroskarmeloz, mikrokristalin selilloz, laktoz,
misir nigastasi, magnezyum stearat ve titanyum dioksitten belirli miktarlarda tartilip,
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bu karigima 200 mg zafirlukast (bir tablet 20 mg zafirlukast icermektedir) eklenerek
sentetik tablet olusturulmustur. Bir tablete esdeger miktarda tartilan toz, 50 mL’lik
balon jojeye alinarak 25 mL asetonitril eklenmis ve ultrasonik banyoda 15 dakika
bekletilerek ¢Oziinmesi saglandiktan sonra hacim asetonitril ile 50 mL’ye
tamamlanmugtir. Bu ¢zeltiden belli bir miktar tiipe alinarak santrifiij edilmistir.

II1.9. Kullamlan Malzeme ve Maddelerin Temizligi

IIL9.1. Civanin Temizlenmesi

Civa igerisindeki kirliliklerin elektrot tepkimesini engellemesi ve hidrojen
agir1 gerilimini azaltmasi gibi sakincalari oldugundan temizlenmesi gereklidir. Bu
nedenle civa alt tarafinda igne deligi bulunan ve huniye yerlestirilmis olan Whatman
41 nicel stizgec kagidi igerisinden temiz bir erlene gegirilerek, tizerindeki kaba kirler
uzaklastirilmistir. Daha sonra yikama sisesine aktarilan civa iizerine &nce su, daha
sonra 2 F HNO; ¢ozeltisi konulup, ikiser giin araliksiz emdirilen hava akim ile
calkalanmgtir. Buradan alinan civa mikron ¢apinda delikleri bulunan kiigiik bir
platin elek ve bir metre uzunlugunda 4 cm ¢apinda boru igerisinden gegirilmistir.
Cam boru i¢ine dnce 2 F HNO;, daha sonra su konulmustur. Civa cam borunun
istiine yerlestirilen elekten cok kiiciik parcalara ayrilarak geger. Cam boruda
ilerlerken bu kiiciik civa pargalarinin yiizeyi dnce asit, sonra su ile temizlenmistir.
Civa, borunun altindaki musluktan, igne deligi bulunan ve huniye yerlestirilmis olan
slizge¢ kagidina ve oradan da temiz bir erlene alinmigtir.

Civanin yeterince temizlenip temizlenmedigini anlamak icin civa siddetle
calkalanip brrakilir ve galkalama ile olusan kabarciklarin 10-15 s kararli kalmasi
gerekir. Civanin, temizliginin baglangicindan bu asamaya kadar hava ile temas
ederek buharlagmasim ve oksit tabakasi olusturmasimi énlemek igin yiizeyinin su ile
kapl olmasina dikkat edilmigtir. Temizlenen civa, su ile iyice yikamp igerisinde asit
kalmamas: saglandiktan sonra, nicel huniye yerlestirilen ve dibinde igne deligi
bulunan stizge¢ kagidindan beg kez gegirilerek kurutulmustur. Temiz ve kuru civanin
lizerinden azot gaz1 gegirilerek oksijeni uzaklagtirilmig ve teflon kaplarda agz kapal
olarak saklanmistir (108).
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I11.9.2. Cam Malzemelerin Temizlenmesi

Kullamlan cam malzemeler ¢esme suyu, deterjanli su ile yikandiktan sonra
¢esme suyu ile durulanmistir. Daha sonra 2 F HNO; ¢dzeltisi i¢cinde en az bir gece

bekletilmis ve tekrar distile su ile yikanarak oda sicakliginda kurutulmustur.
I11.9.3. Elektrokimyasal Hiicrenin Temizlenmesi

Elektrokimyasal hiicre de cam malzemeler gibi (B6lim I119.2.)
temizlenmistir. Analizler sirasinda ise sirasiyla distile su, asetonitril:su (2:1, h/h) ve

distile su ile ytkamalar yapilmigtir.

I11.9.4. HPL.C Kolonunun Temizlenmesi

HPLC sisteminde kullamlan kolon, ¢alisma 6ncesi deiyonize su ve 20 dk
hareketli faz, ¢aliyma sonrasinda ise 20 dk su ve 20 dk metanol gegirilmesi ile
temizlenmistir. Kolonun yikama agamalarinda akis hizi 1mL/dk’dar.

IIL. 9.5. Azot Gazx

Polarografik deneylerde hiicre icindeki ¢dziinmiis oksijenin damlayan civa
iizerinde indirgeneceginden ortamdaki oksijenin uzaklagtirilmas: gerekmektedir. Bu
nedenle hiicreye ince, uzun, kiigiik bir teflon boru daldirilip hiicreden azot gaz:
gegirilmistir. Nicel analizlerde hiicre icerisindeki ¢6zeltinin buharlagmasim &nlemek
i¢in azot gazimin hiicreye gelmeden 6nce igerisinde destek elektrolit ¢ozeltisi bulunan
yikama sigesinden gegirilerek nemlenmesi saglanmigtir. Deney siiresince de ¢bzelti
tizerinden stirekli azot gazi gegirilerek oksijenin yeniden ¢ozelti igerisinde ¢6ziinmesi

engellenmigtir.
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IIL. 10. Analiz Yontemlerinin Gelistirilmesi

I11.10.1. Voltametrik Ydontemler
I11.10.1.1. Elektrokimyasal Hiicre Diizenegi

Voltametrik caligmalar BAS model 100B/W Model cihaz ile yapilmistir.
Referans elektrot olarak Ag/AgCl elektrot, calisma elektrodu olarak damlayan civa
elektrodu (DCE), karsit elektrot olarak platin elektrot kullanilmigtir.

I11.10.1.2. Deneyin Yapihisi

Destek elektrolit olarak segilen pH 8.00 borat tamponundan 2 mL almarak
elektrokimyasal hiicreye konulmus ve 12 dakika siire ile azot gaz1 gegirilmistir. Bu
siire sonunda azot gazi ¢6zelti lizerine gonderilmistir. Kare dalga voltametrisi
(OSWV) yoéntemi igin 1000 mV’luk potansiyel uygulanarak destek elektrolitin
voltamogram: alinmugtir. Kare dalga adsorptif siyirma voltametrisi (OSWAdSV) ve
diferansiyel puls adsorptif styirma (DPAdSV) igin sirasiyla 1000 mV ve 950 mV’luk
biriktirme potansiyelleri uygulanmig ve her iki yontem i¢in 20 s siire boyunca ¢bzelti
devaml: kangtirilarak civa damlasi iizerinde maddenin birikmesi saglanmigtir. Daha
sonra kanstirma islemi durdurulup 10 s beklenerek ¢ozeltinin dengeye gelmesi
saglanmig ve OSWAdASV ve DPAdSV yontemi igin destek elektrolitin
voltamogramlar1 alinmigtir. Hiicreye mikropipet yardimiyla plL diizeyinde standart
zafirlukast ¢6zeltisinden eklenmis ve zafirlukastin destek elektrolitte oldugu gibi
OSWV, OSWAAJSV ve DPAdASV voltamogramlar: alinmastir.

111.10.1.3. Yontemlerin Optimizasyonu

Zafirlukast’in voltametrik yontemlerle analizi i¢in OSWV, OSWAdSV ve
DPAdASV yontemleri uygulanmustir. Bu yontemlerde deneysel ve cihaza ait
parametreler degistirilerek uygun sartlar aragtinlmigtir. Bu amagla ilk nce uygun
tampon tipi, pH’s1 ve derisimi denenmistir. Cihaza ait optimum parametreler
aragtirthirken, OSWV yonteminde, frekans, adim yiiksekligi ve puls genligi,
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OSWAJSV yonteminde biriktirme potansiyeli ve siiresi, frekans, adim yiiksekligi ve
puls genligi, DPAdSV y6nteminde ise biriktirme potansiyeli ve siiresi, tarama hiz1 ve
puls genligi degistirilmistir. Bu cihaza ait parametrelerin denenmesinde zafirlukast
derigimi, OSWV yontemi igin 6 ve 10 ug mL™, OSWAdSV yo6ntemi i¢in 100 ve 200
ng mL™ ve DPAdSV y6ntemi icin ise 100 ve 300 ng mL™" olarak almmustir.

I11.10.1.4. Doniisiimlii Voltametri Deneyleri

Bu yontemde caligma elektrotu olarak asili duran civa elektrotu, referans
elektrotu Ag/AgCl, karsit elektrot olarak platin tel kullamlmustir. Elektrokimyasal
hiicreye 2 mL pH 8.00 borat tamponu konup ¢6zeltiden 15 dk azot gaz1 gecirilmigtir.
Bu siirenin sonunda azot gaz ¢ozeltinin {izerine gonderilmeye baglanmstir.
10 - 1000 mV/s tarama hizlarinda 10.00 pg mL™ derigiminde zafirlukast ¢ozeltisinin
dontistimlii  voltamogramlar1 alimmustir. Her tarama 6Oncesinde civa damlasi
yenilenmigtir. Cizilen log (pik akimi)na kars1 log (tarama hizi) grafiginden akimin
karakteri bulunmustur.

I11.10.1.5. Kronoamperometri Deneyleri

Bu yontemde ¢ahisma elektrotu olarak asili duran civa elektrotu, referans
elektrotu Ag/AgCl, karsit elektrot olarak platin tel kullanilmustir. Elektrokimyasal
hiicreye 2 mL pH 8.00 borat tamponu konup ¢dzeltiden 15 dk azot gaz1 gecirilmistir.
Bu siirenin sonunda azot gazi ¢ozeltinin iizerine gonderilmeye baslanmistir.
1200-1400 mV’Iluk potansiyel araliginda standart olarak kullamlan 1 x 10° M
derisiminde potasyum ferrosiyaniir ve zafirlukastin ayri ayr1 kronoamperometrik
voltamogamlan ¢izilmistir. Zamamn karekokiine karsi pik akimi grafiklerinin
egimlerinden aktarilan elektron sayis: ve difiizyon katsayis1 bulunmusgtur.

II1.10.1.6. Dogrusal Taramah Voltametri Deneyleri

Bu y6ntemde calisma elektrotu olarak ultramikro elektrot (cams: karbon),
referans elektrotu Ag/AgCl, karsit elektrot olarak platin tel kullamimgtir.



84

Elektrokimyasal hiicreye 4 mL pH 8.00 borat tamponu konup ¢ozeltiden 15 dk azot
gazi gecirilmigtir. Bu siirenin sonunda azot gazi ¢ozeltinin {izerine gonderilmeye
baslanmistir. 1200 - 1400 mV’luk potansiyel aralifinda standart olarak kullanilan
1 x 10% M derisiminde potasyum ferrosiyaniir ve zafirlukastin ayr1 ayr1 dogrusal

taramali voltamogramlar1 alinmugtir. Zafirlukast ve potasyum ferrosiyaniiriin sinir
akimlar1 bulunmustur.

111.10.2. Kromatografik Ydntem
111.10.2.1. Kromatografik Calisma Sartlar

Kromatografik caligmalar Termo Separation Products model HPLC cihazi ile
yapilmigtir. Analiz, Nucleosil Cig 100A (5 pm, 150 x 4.6 mm ig.,) kolonda

asetonitril : pH 3.00, 0.01 M sodyum asetat tamponu (70:30, h/h) kullanilarak 0.8
ml/dak akis hizinda ve 240 nm’de gergeklestirilmistir.

I11.10.2.2. Deneyin Yapilis:

Analiz Oncesi kolondan sirasiyla su ve hareketli faz gegirilerek kolonun
dengelenmesi saglanmstir. Bunun i¢in giiriiltiinin en aza indigi zemin degeri elde
edilinceye kadar hareketli faz gecirilmis ve analiziere baglanmigtir. Enjeksiyon hacmi
20 pL.’dir.

Calisma sonunda kolon, boliim I11.9.4°de anlatildid1 gibi temizlenmistir.

I11.10.2.3. Yéntemin Optimizasyonu

En iyi aymmm saglanmasi amaciyla kromatografik kosullar optimize
edilmistir. Bu amagla zafirlukastin ters-faz yiiksek performansh sivi kromatografisi
ile aymriminda; hareketli faz tipi (asetat, fosfat ve sitrat tamponu), hareketli fazin
icerdigi organik ¢6zlicii oram (% 25, 30, 35 ve 40 oramnda asetonitril), pH’s1 (3.00,
3.50, 4.00 ve 4.50) ve akis mzinin (0.5, 0.8 ve 1.0 mL/dk) etkileri incelenmistir. Bu
galismalar sirasinda zafirlukast derisimi 500.00 ng mL " dir.
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ITL.11. Gelistirilen Yontemlerin Validasyonu

Yontem validasyonu igin stabilite, dogrusallik, duyarlilik, kesinlik, dogruluk,
tekrarlanabilirlilik, saglamlik, tutarlilik, cihaz tekrarlanabilirligi, 6zglinliik ve geri
kazanim parametreleri degerlendirilmistir (109 - 124).

Stabilite

Zafirlukastin asetonitrildeki ¢6zeltisinin (1000 pg mL'l) stabilite ¢aligmasi
yapitmistir. Bunun icin oda sicakliinda ve buzdolabinda saklanan zafirlukast
gozeltilerinden taze olarak hazirlanan 10 pg mL™"’lik standart zafirlukast ¢6zeltisinin
iki ay boyunca UV spektrumlar1 alimustir.

Dogrusallik

OSWV, OSWAASV ve DPAdSV yontemleri igin swrasiyla 0.15 - 10.16
ug mL™, 30.00 - 394.00 ng mL™' ve 38.00 - 412.00 ng mL™! araliginda olacak sekilde
standart zafirlukast ¢ozeltileri, stok ¢ozeltiden (1000 ug mL™) uygun miktarlarda
almip pH 8.00 borat tamponu ile seyrelmesiyle hazirlanmigtir. Dogrusallik aralifim
saptamak i¢in iginde destek elektrolit bulunan -elektrokimyasal hiicreye artan
miktarlarda standart c¢ozeltilerden eklenmis ve her bir eklemeden sonra
voltamogramlar: kaydedilmigtir. Derigime karsi pik akimlar grafife gecirilerek
kalibrasyon egrileri ¢izilmigtir. Kalibrasyon ¢ozeltileri giinliik hazirlanmis ve analiz
sirasinda 12 ayn kalibrasyon egrisi olusturulmustur. Kalibrasyon egrilerine ait
regresyon denklemleri ve Kkorrelasyon katsayilan hesaplanmigtir. Korrelasyon
katsayisinin nem kontrolii ve elde edilen dogrularin dogrusalliktan ayriligin 6nem
kontrolii testleri yapilmistir (Ek 1).

HPLC yontemi igin 25.00 - 900.00 ng mL™ araliginda olacak sekilde standart
zafirlukast ¢bzeltileri, stok ¢6zeltiden (1000 pg mL™) uygun miktarlarda alinarak ve
her bir ¢zeltinin igine i¢ standart olarak 10 pg mL™ standart piribedil ¢ozeltisinden
20 pL eklendikten sonra hareketli faz ile 1000 pL’ye tamamlanarak hazirlanmigtar,
Bu ¢ozeltilerin HPLC sistemine enjekte edilerek kromatogramlarn alinmigtir.
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Kalibrasyon egrisi, zafirlukast derigimine kars: zafirlukast pik alaninin (A;) piribedil
pik alanmna oram (Ap) grafige gegirilerek olusturulmustur. Kalibrasyon ¢ozeltileri
glinltik hazirlanmig ve analiz sirasinda sekiz ayn Kkalibrasyon egrisi olusturulmustur.
Kalibrasyon egrisine ait regresyon denklemi ve Korrelasyon katsayis1 hesaplanmigtir.
Korrelasyon katsayisimnin $nem kontrolii ve elde edilen dogrularin dogrusalliktan

ayrilisin 6nem kontrolii testleri yapilmustir.

Gelistirilen her bir yontemin dogrusallifi; nominal (olmasi gereken)
derisimlere karsi, kalibrasyon verileri kullamilarak bulunan derisimlerin grafige
gecirilmesiyle ve ayrica istatistiksel olarak korrelasyon katsayisimin 6nem kontrolii

ve elde edilen dogrularin dogrusalliktan ayrilisin 6nem kontrolii testleri yapilarak
kontrol edilmistir (Ek 1).

Duyarhhk

Gozlenebilme smirt (LOD), sinyal/giiriiltii (S/G) oram1 3 oldugunda
saptanabilen en kiigiik zafirlukast derisimi olarak alinmigtir (114, 115).

Alt tayin sinin1 (LOQ), belirlenen kabul Sl¢iitlerinde olmak iizere kalibrasyon
egrisinde yer alan en diigiik derigsim de@eri olarak tammlanmaktadir. Kalibrasyon
egrilerindeki en diistik derigsimler icin, % bagil standart sapma (BSS), % 15 ve
% bagl hata % 20’nin altinda bulundugundan, kalibrasyon egrisindeki en diigiik
derisim degeri LOQ olarak kabul edilmistir (109 - 113).

Kesinlik ve Dogruluk

Kesinlik ve dogruluk ¢alismalar igin giin i¢i ve giinler aras1 olmak iizere ayr
ayn calisilmistir. Bu amagla dogrusallik araligma giren ii¢ farkli derigim seviyesinde
(alt tayin stmrina yakin, orta ve iist tayin sinirina yakin) tekrarl analizleri yapilmugtar.
OSWYV yonteminde 3.77, 5.46, 9.84 ug mL™*, OSWAJSV yonteminde 48.00, 167.00
375.00 ng mL"’, DPAASV yonteminde 48.00, 167.00 375.00 ng mL” ve HPLC
yonteminde ise 40.00, 400.00 ve 800.00 ng mL™ derisiminde ¢ozeltilerin analizleri
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yapilmigtir. Giin i¢i ¢alismalarda; ii¢ derisim seviyesinde ve her derisim i¢in yedi ayri
¢ozelti hazirlanmig, hazirlanan bu ¢ozeltiler ayni giin i¢inde analiz edilmigtir. Glinler
arast caligmalarda; ard arda yedi ayn giinde ve ii¢ derisimde yeni hazirlanan
cozeltilerin analizleri yapilmistir. Kesinlik, bulunan degerlerin ortalamasi, standart
hatas1 (SH), standart sapmasi (SS) ve % bagil standart sapmasi (BSS) ile verilmistir.
Dogruluk ise, eklenen zafirlukast miktar1 ile bulunan =zafirlukast miktarinin

karsilagtiriimas: ve bulunan % bagil hatas: ile verilmistir (EK 2).

Tekrarlanabilirlilik

Yontemlerin tekrarlanabilirlilik ¢aligmalar igin gelistirilen yontemlerde
dogrusallik aralimma giren bir derisim seviyesinde (OSWV icin 6.25 pg mL™,
OSWAAdSV ve DPAASV igin 130.00 ng mL™” ve HPLC igin 400.00 ng mL™) on iki
ayn ¢ozelti hazirlanms ve bunlarin aym giin iginde tekrarli analizleri yapilmistir.
Sonuglar istatistiksel olarak degerlendirilmistir.

Saglamlik ve Tutarhhk

Yontemlerin  saglamlik ¢aligmalar1 igin belirlenen optimum deney
kosullarinda kiiglik degisiklikler yapilarak analizler yapilmistir. Bu amagla OSW
yonteminde destek elektrolitin pH’si ve ilk potansiyel; OSWAASV ve DPAdSV
yontemlerinde destek elektrolitin pH’s1, biriktirme potansiyeli ve siiresi; HPLC
yonteminde ise hareketli fazin pH’s1, akig hizi, asetonitril orami ve ¢alisilan dalga
boyunda degisiklikler yapilmustir. Tutarlilik c¢aligmalarinda ise farkli analizci
tarafindan ¢6zeltilerin analizleri yapilmugtir. Elde edilen sonuglar istatistiksel olarak
degerlendirilerek analiz sonuglarina etkisi arastirilmustir. Bunun igin gelistirilen
yontemlerde dogrusallik aralifina giren bir derigim seviyesinde (OSWYV igin 6.25 pg
mL™, OSWAdSV ve DPAdSV igin 130.00 ng mL™! ve HPLC igin 400.00 ng mL™)
yedi ayri ¢6zelti hazirlanmig ve bunlarin aym giin i¢inde analizleri yapilmistir.
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Cihaz Tekrarlanabilirligi

Zafirlukastin voltametrik yOntemlerle analizinde cihaz tekrarlanabilirligi,
OSWYV icin 6.25 pg mL™~, OSWAdSV ve DPAdSV igin 130.00 ng mL" zafirlukast
igeren ¢ozeltinin 7 ayn kez voltamogramlarinin alinmasiyla elde edilen zafirlukasta
ait pik akimlann ve pik potansiyellerinin ortalama degerleri hesaplanarak
bulunmustur. HPLC yonteminde ise 400.00 ng mL™" zafirlukast ve 200.00 ng ml!
piribedil igeren ¢6zeltinin 7 kez tekrarli enjeksiyonu ile elde edilen pik alanlarinin ve

alikonma zamanlarinin ortalama degerleri alinarak bulunmustur.
Ozgiinliik ve Geri Kazamm

Béliim II1.8°de anlatildig: sekilde hazirlanan 20 mg zafirlukast igeren sentetik
tablet ¢6zeltilerinden voltametrik yontem igin destek elektrolitle, HPLC yéntemi i¢in
hareketli faz ile seyreltilerek hazirlanmis (OSWV igin 6.25 ug mL™', OSWAJSV ve
DPAdSV i¢in 130.00 ng mL™” ve HPLC igin 400.00 ng mL™” olacak sekilde) 7 ayr1
¢ozeltinin analizleri yapilmigtir ve geri kazamm degerleri hesaplanmistir (Ek 3).

Ayrica yontemin Ozgiinliigiinii gOstermek amaciyla standart ekleme
yontemleri yapiumistir. Bunun igin voltametrik yontemlerde destek elektrolit
¢Ozeltisine, boliim II1.7°de anlatildif1 sekilde hazirlanan tablet ¢ozeltilerinden belli
bir miktar eklenmis voitamogramlar kaydedilmistir. Sonra OSWV yoéntemi i¢in
50.00 pg mL™" ve OSWAASV ve DPAdSV yontemleri i¢in 1.00 pg mL™""lik standart
zafirlukast ¢ozeltisinden dogrusallik sinurlart icerisinde olacak sekilde artan
derisimlerde eklemeler yapilarak voltamogramlar kaydedilmistir. Olgiilen pik
akimlar1 degerleri eklenen =zafirlukast derigimlerine karsi grafie gecirilerek

kalibrasyon egrisi ¢izilmis ve regresyon denklemi ile korrelasyon katsayisi
hesaplanmigtir.

HPLC yonteminde ise viallere boliim II1.7°de anlatildif: sekilde hazirlanan
tablet ¢ozeltilerinden belli bir miktar eklenmis ve tizerlerine 10.00 pg mL™ standart
zafirlukast ¢ozeltisinden dogrusallik simirlann igerisinde olacak sekilde artan
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derisimlerde eklemeler yapilmistir. Daha sonra bu ¢ozeltiler hareketli faz ile
1000 pL’ye seyreltilmis ve kromatogramlari alinmistir. Hesaplanan alan orami
degerleri eklenen zafirlukast derisimlerine kars: grafige gegirilerek kalibrasyon egrisi

¢izilmis ve regresyon denklemi ile korrelasyon katsayis1 hesaplanmstir.
ITL.12. Yontemlerin Farmasdtik Preparatlara Uygulanmasi

Gelistirilen voltametrik ve kromatografik yontemler, Tiirkiye piyasasindaki
Accolate® tabletlere uygulanmustir. Voltametrik yontemler i¢in, boliim IIL7.’de
anlatildig1 gibi asetonitrilde hazirlanmus tablet ¢6zeltilerinden dogrusallik siirlar:
i¢inde olacak sekilde (OSWYV ic¢in 6.25 pg mL”, OSWAJSV ve DPAASV i¢in
130.00 ng mL" derigiminde) destek elektrolit ile uygun seyreltmeler yapilmistir.
Elektrokimyasal hiicre igerisindeki destek elektrolit iizerine uL diizeyinde eklemeler
yapilmis ve voltamogramlar kaydedilmistir. Olglilen pik akimlari degerlerinden
kalibrasyon yontemi ile tablet i¢indeki zafirlukast miktari bulunmustur

HPLC yo6nteminde de béliim II1.7.’de anlatildig: gibi asetonitrilde hazirlanmig
tablet ¢ozeltilerinden dogrusallik simirlan iginde olacak sekilde (400.00 ng mL™
derigiminde) alinmig ve 200 ng mL™ olacak sekilde i¢ standart eklenerek, hareketli
faz ile seyreltmeler yapilmig ve hazirlanan ¢6zeltiler HPLC sistemine enjekte
edilmistir. Hesaplanan alan oranlan degerlerinden tablet icindeki kalibrasyon
yontemi ile zafirlukast miktar1 bulunmustur

Geligtirilen OSWV, OSWAAdSV, DPAdSV ve HPLC yo6ntemleri ile
kargilagtirma yonteminin (3. tiirev spektrofotometri yontemi) (10) farmas6tik
preparatlara uygulanmasi sonucu elde edilen degerlerin istatistiksel olarak
karsilagtiriimas: tekrarli Slgiimlerde varyans analizi testi ile yapilmustir (Ek 4). Bu
bes yontem ile elde edilen analiz sonuglan arasinda fark olup olmadig aragtirilmigtir.
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II1.13. Biyolojik Materyal Analizi

II1.13.1. Tiiketme Yontemi ve Coziicii Secimi
Zafirlukastin plazmadan analizi HPLC yontemi ile yapilmigtir. Bu amagla;

e Degisik organik ¢oziiciiler (hegzan, diklorometan, etil asetat, dietil eter,
kloroform) kullanilarak sivi-sivi tiiketme iglemi,

e Proteinlerin ¢oktiiriilmesine (etanol, metanol, asetonitril, aseton ve
trikloroasetik asit (TCA)) dayanan sivi-sivi tiikketme iglemi,

e Cesitli tipte kartuslar (C;3 ekstra ayirma kartusu, Cg oktil modifiye silika ve
Cis oktadesil modifiye silika) kullamlarak kati-stvi tiikketme islemi

denenmistir.

I11.13.2. Biyolojik Materyalden Analiz Yéntemi

Hacettepe Universitesi kan bankasindan alman bos (zafirlukast igermeyen)
plazma {izerine standart zafirlukast ve piribedil ¢ézeltilerinden uygun miktarlarda
eklenerek plazma ornekleri hazirlanmustir ve bu ¢dzeltilerin HPLC ile analizleri

yapilmugtir.

Plazmadan zafirlukast ve piribedilin analizi, plazma proteinlerinin
¢Oktiirlilmesine dayanan sivi-siv1 titkketme ydntemi ile yapilmigtir. Bu amagla, 500 pL
plazmaya artan miktarlarda zafirlukast standart gozeltisinden ve 30 pL piribedil
(1 ug mL'l) gozeltisinden eklenmis ve bu karistm 10 s vortekslenmistir. Uzerine
1000 pL etanol eklenerek 1 dakika vortekslenmis ve daha sonra 15 dakika 5000
rpm’de santrifiij edilmistir. Berrak kisimdan 10 pL. alimp 1000 pl.’ye hareketli faz ile
seyreltilmis ve HPLC’ye 20 pL enjekte edilmistir.



91

I11.13.3. Biyolojik Materyalden Analiz Yionteminin Validasyonu

Yontem validasyonu icin dogrusallik, duyarlilik, kesinlik, dogruluk, ve geri

kazamim parametreleri degerlendirilmistir (109 - 124).

Dogrusallik

Plazmaya artan derisimlerde standart zafirlukast cozeltisinden ve 30 pL
piribedil (1 pg mL") ¢ozeltisinden eklenerek, 49.69 - 477.50 ng mL” derigim
araliginda kalibrasyon ¢ozeltileri hazirlamistir. Bu ¢ozeltiler HPLC sistemine enjekte
edilerek kromatogramlart alinmistir. Zafirlukast derisimine karg: zafirlukast pik
alaninin (A;) piribedil pik alanina orani1 (Ap) grafige gegirilerek kalibrasyon egrileri
cizilmistir. Kalibrasyon ¢ozeltileri giinliik hazirlanmis ve analiz sirasinda yedi ayri
kalibrasyon egrisi olugturulmustur. Kalibrasyon egrisine ait regresyon denklemi ve
korrelasyon katsayis1 hesaplanmistir. Korrelasyon katsayisimin 6nem kontrolii ve elde

edilen dogrunun dogrusalliktan ayriligin 6nem kontrolii testleri yapilmigtir.

Yontemin dogrusallifi; plazmaya eklenen kalibrasyon c¢ozeltilerinin
nominal (olmasi gereken) derisimlerine kargi, kalibrasyon verileri kullamlarak
bulunan derisimlerinin grafige gegirilmesiyle ve ayrica iswtisﬁksel olarak
korrelasyon katsayisinin 6nem Kontrolii ve elde edilen dogrularin dogrusalliktan
ayrilisin 6nem kontrolii testleri yapilarak kontrol edilmistir (Ek 1).

Duyarhhik

LOD, sinyal/giiriiltii (S/G) oramt 3 oldugunda saptanabilen en kiigiik
zafirlukast derigimi, LOQ ise, belirlenen kabul 6l¢iitlerinde olmak iizere kalibrasyon
egrisinde yer alan en diigiik derigim degeri olarak alinmistir.

Kesinlik ve Dogruluk

Kesinlik ve dogruluk ¢aligmalari i¢in giin i¢i ve glinler arasi olmak iizere ayn
ayr1 calisitlmigtir. Bu amacla dogrusallik araligina giren {i¢ farkl: derisim seviyesinde
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(alt tayin smrma yakm, orta ve iist tayin smurma yakin) plazmaya eklenen
standartlarin (72.73, 254.78 ve 407.52 ng mL ™) tekrarl analizleri yapilmustir. Giin i¢i
calismalarda; ti¢ derisim seviyesinde ve her derigim igin yedi ayr1 eklenmis plazma
cozeltileri hazirlanmis, hazirlanan bu ¢ozeltiler aym giin iginde analiz edilmistir.
Ginler arasi ¢aligmalarda; ard arda yedi ayr1 giinde ve ii¢ derisimde yeni hazirlanan
eklenmis plazma ¢ozeltilerinin analizleri yapilmigtir. Kesinlik, bulunan degerlerin
ortalamasi, SH’si, SS’s1 ve % BSS’si ile verilmistir. Dogruluk ise, eklenen
zafirlukast miktar1 ile bulunan zafirlukast miktarinin kargilastirilmas: ve bulunan
% bagil hata ile verilmigtir (EK 2).

Geri Kazanim

Yontemin % geri kazamimu (tilketme verimi), ti¢ ayri derisim seviyesinde
(72.73, 254.78 ve 407.52 ng mL™) plazmaya eklenmis zafirlukastin pik alam aym
derigsimde hareketli fazda hazirlanan zafirlukast standardimin pik alanina oram olarak
hesaplanmigtir. Ayrica plazmaya eklenmis zafirlukastin pik alani aym derisimde
plazmaya uygulandig1 sekilde suda tiiketme islemi yapilarak elde edilen zafirlukastin
pik alanina oram olarak hesaplanmistir (Ek 3).
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IV. BULGULAR
IV. 1. Saflik Kontrolii Bulgular:
IV. 1. 1. Erime Noktasi

Yapilan tayin sonucu zafirlukastin erime noktasimn 220 °C oldugu
g6zlenmistir.

IV. 1. 2. IR Spektrumu

Zafirlukastin KBr ile hazirlanan diskinin 4000 cm™ ile 400 cm™ arasindaki IR
spektrumu Sekil IV.1°de goriilmektedir.

IV. 2. Zafirlukastin UV Spektrumu

Asetonitril:su  (80:20, Wh) iginde hazirlanan 10.00 pg mL™ zafirlukast
¢ozeltisinin 200 nm ile 350 nm dalga boylan arasindaki UV spektrumu alinmis ve
240 nm’de maksimum pik g6ézlenmistir (Sekil IV.2)

Absorbans (A)

B ] v T T H I T v T T 1' T T ; T T H T l T T O - ‘ T T T T ‘
200 210 220 230 240 250 260 270 280 Dalga boyu
(nm)

Sekil IV.2. 10 ug mL™! zafirlukast ¢6zeltisinin UV spektrumu
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IV. 3. Gelistirilen Voltametrik Yontemlere Ait Analiz Bulgular:

Zafirlukastin su, metanol, asetonitril gibi gesitli ¢ozliciilerdeki ¢oziiniirliigii
incelenmis ve en uygun ¢o6ziicli olarak asetonitril secilmistir. Bu nedenle stok
zafirlukast ¢Ozeltisi asetonitril ile hazirlanmis ve gerekli seyreltmeler degisik
pH’lardaki tampon sistemleri ile yapilmugtir.

IV. 3. 1. Destek Elektrolitin Belirlenmesi

OSWYV yontemi ile yapilan caligmalarda, ilk olarak en uygun destek elektrolit
aragtirilmigtir. Bunun igin zafirlukast i¢in belirli bir derisim araliginda (0.25 - 10 pg
mL™) destek elektrolite eklemeler yapilarak fosfat (pH 5-9), asetat (pH 5-7), Mc-
ilvaine sitrat (pH 5-9), Britton Robinson (BR, pH 5-12) ve borat (pH 7-10) tamponlar
denenmis ve pik akimui degerleri Slgiilmiistiir. pH 8.00 ve pH 9.00°da denenen tampon
sistemleri ve elde edilen akimlar Tablo IV.1’de verilmistir.

Tablo IV.l. Zafirlukast ¢6zeltisinin pH 8.00 ve pH 9.00°da farkli destek
elektrolitlerde OSWV pik akimi degerleri

Mc-ilvaine | Mc-ilvaine
Zafirlukast BR BR Sitrat sitrat Borat Borat

Derigimi pH 8.00 | pH 9.00 pH 8.00 pH 9.00 pH 8.00 pH 9.00

(ug mL™")
0.25 42.60 21.17 44.46 19.83 29.08 32.49
0.50 95.24 64.30 116.73 39.51 79.94 66.88
0.74 150.13 | 111.87 134.07 66.55 118.03 103.25
0.98 190.80 | 153.67 180.50 96.90 161.17 131.55
1.46 279.23 | 238.07 239.13 147.01 220.15 201.13
1.92 348.45 | 309.17 338.45 199.00 315.27 254.25
2.38 424.35 | 364.80 453.53 240.24 376.63 318.00
3.49 576.97 | 497.75 497.17 404.90 542.83 499.03
4.55 742.03 | 672.17 595.43 521.35 726.97 649.65
5.56 841.13 | 790.47 735.13 640.50 788.55 835.70
6.52 1097.50} 874.40 1031.50 733.73 1081.00 | 1120.33
8.33 1258.60 | 1189.50 | 1255.33 931.75 1240.00 | 1430.00
10.00 1595.50 | 1469.50 | 1503.50 1157.00 1615.67 | 1730.00
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Borat tamponuna eklenen tetraalkilamonyum tuzlarinin, zafirlukastin pik akimi

tizerindeki etkileri incelenmistir. Denenen tuzlar ve derigimleri Tablo IV.2’de

verilmigtir.

Tablo IV.2. Analiz sirasinda denenen tuzlar ve derigimleri

Tuzlar

Destek elektrolit icindeki derisimi (M)

1 M KCI]

5.00x 10%,2.50x 10™. 1.25 x 107

0.05 M Tetra butil amonyum iyodiir

2.50x 107,1.25% 107, 0.63 x 107

0.05 M Tetra n-butil amonyum iyodiir |2.50 x 10~,1.25x 107, 0.63 x 10~

0.1 M Tetra etil amonyum iyodiir

2.50x 10°,1.25x 107, 0.50 x 10°

0.1 M Tetra metil amonyum iyodiir

2.50% 10°,1.25% 10°,0.50 x 107

0.1 M Tetra metil amonyum bromiir

2.50x107,1.25x 107,0.50 x 10”

Secilen pH 8.00 borat tamponu derisiminin pik akimina etkisinin incelenmesi

icin gesitli derisimlerde borat tamponlari kullamlarak 0.25 - 5.56 pug mL™ derisim
araliginda zafirlukastin pik akimlan Sl¢iilmiis ve sonuglar Tablo IV. 3°de verilmistir.

Tablo IV.3. Degisik derigimlerde

pH 8.00 borat tamponlari ile elde edilen

pik akimlari

Zafirlukast Derisimi | g5 | 0.025M | 005M 0.10M | 020 M
(g mLY) Borat Borat Borat Borat Borat

0.25 25.56 30.36 36.56 33.25 35.07

0.50 4735 76.41 76.60 67.82 66.58
0.74 8458 | 121.30 118.00 121.95 107.10
0.98 10590 | 148.10 139.75 162.00 | 130.80
1.46 13710 | 19355 19320 202.85 170.70
1.92 18475 | 239.10 | 242.65 25120 | 217.20
238 239.15 | 300.70 | 295.10 312.10 | 260.40
3.49 38550 | 43045 | 42325 43130 | 393.30
455 52030 | 572.50 | 487.80 563.10 | 481.20
5.56 58955 | 663.50 | 667.85 662.65 | 550.40
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IV. 3. 2. Optimum Cihaz Parametrelerinin Belirlenmesi

IV.3.2.1. OSWV Yintemi

Bu yontemde optimum cihaz parametrelerinin bulunmasi igin iki farklt
derisimde frekans (15 - 300 Hz), adim yiiksekligi (2 - 12 mV) ve puls genligi (5 - 45
mV) degisiminin zafirlukasta ait pik akimi tizerindeki etkileri incelenmistir (Sekil
IV.3 - Sekil IV.5).

2000 -
A
. 1600 - A
< A
= .
= 1200 - A -
= * 6.
E a . 6.00 ppm
% 800 - b * 4 10.00 ppm|
_1 *
o A .
A A
400 *
. o
0 T : ; r )
0 20 40 60 80 100
Frekans (Hz)

Sekil IV. 3. OSWYV yonteminde frekans degisiminin etkisi (adum yiiksekligi : 5mV,
puls genligi : 25 mV)
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Sekil IV. 4. OSWYV yonteminde adim yiiksekligi degisiminin etkisi (f : 50 Hz,
puls genligi : 25 mV)
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Sekil IV.5. OSWYV yonteminde puls genligi degisiminin etkisi (f : 50 Hz,
adim yiiksekligi : 4 mV)

Bu yontemde optimum cihaz parametreleri olarak frekans 70 Hz, adim
yitksekligi 4 mV ve puls genligi 25 mV se¢ilmistir.
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Belirlenen ve 0.10 M, pH 8.00 borat tamponunda zafirlukasta ait kare dalga
voltamogramlar1 Sekil IV.6’da gosterilmistir.

*&3& 4 3 (1

+7 3k

5B

+5B0

+520

w50 T T 1 T ] T 7
-185 -140 -115 -120 -1,35 -1.80 -t138 -t4D0 -i45

Potansivel (V) (AgfAgCle karsi)

Sekil IV. 6. Zafirlukastin kare dalga voltamogramlar: a) Destek elektrolit,
b) 1.00 pgmL™, ¢) 1.20 pgmL™, d) 1.39 pgmL™, e) 1.58 pg mL*
zafirlukast

1V.3.2.2. OSWAdASYV Yintemi

Bu yontemde optimum cihaz parametrelerinin bulunmasi igin iki farkli
derigsimde biriktirme potansiyeli (-600 - (-1100 mV)), frekans (15 - 300 Hz), adim
yiiksekligi (2 - 12 mV) ve puls genligi (5 - 45 mV) degisiminin zafirlukasta ait pik
akimlan {izerindeki etkileri izlenmisgtir (Sekil IV.7 - Sekil IV.10).



Pik Akimi (nA)

180 ~
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Sekil IV.7. OSWAASV ydnteminde biriktirme potansiyelinin etkisi (biriktirme
stiresi : 20 s, f : 50 Hz, adim yiiksekligi : 4 mV, puls genligi : 25 mV)
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100

Sekil IV.8. OSWAASV ydnteminde frekans degisimi etkisi (biriktirme siiresi : 20 s,

biriktirme potansiyeli : -1000 mV, adim yiiksekligi : 4 mV, puls
genligi : 25 mV)
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Sekil IV. 9. OSWAASV yonteminde adim yiiksekligi degisiminin etkisi (biriktirme
stiresi : 20 s, biriktirme potansiyeli : -1000 mV, f : 70 Hz, puls
genligi : 25 mV)
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Sekil IV.10. OSWAJSV yo6nteminde puls genligi degisiminin etkisi (biriktirme
stiresi : 20 s, biriktirme potansiyeli : -1000 mV, f : 70 Hz, adim

yiiksekligi : 4 mV)
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Bu yontemde optimum cihaz parametreleri olarak -1000 mV’luk biriktirme
potansiyelinde, frekans 70 Hz, adim yiiksekligi 4 mV ve puls genligi 25 mV

secilmistir.

Belirlenen optimum cihaz parametrelerinde ve 0.10 M, pH 8.00 borat
tamponunda zafirlukasta ait kare dalga adsorptif siyirma voltamogramlarn Sekil
IV.11°de gosterilmistir.

_,.890 1 1 1 ) 1 1 1

+B254

+760-

Alam (nA)

+565+ T i T I 1 I T
110 -115 -1.20 -1.256 -130 -1235 -140 -145 -1.50

Potansivel (V} (Ag‘AgCle karg)

Sekil IV, 11. Zafirlukastin kare dalga adsorptif siyirma voltamogramlari a) Destek
elektrolit, b) 52.00 ng mL™, ¢) 70.00 ng mL", d) 83.00 ng mL™,
e) 130.00 ng mL™, f) 167.00 ng mL™ zafirlukast
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IV.3.2.3. DPAASV Yontemi

Bu yo6ntemde optimum cihaz parametrelerinin bulunmasi i¢in iki farkl
derigimde, biriktirme potansiyelinin (-850 - (-1100) mV), tarama hizi (10 - 60 mV/s)
ve puls genligi (20 - 100 mV) degisiminin zafirlukasta ait pik akimlar {izerindeki
etkileri incelenmisgtir (Sekil IV.12 - Sekil IV.14).

50 1
~ 401 A 4 A
g i A A
é‘ 30 ¢ 100 ppd
% 20 - A 300 ppb
=
=2 .
10 1 . PY ¢ .
0 L L T T ¥ 1
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Biriktirme Potansiyeli (mV) (Ag/AgCl'e karsi)

Sekil IV.12. DPAASV yonteminde biriktirme potansiyelinin etkisi (biriktirme
stiresi : 20 s, tarama hizi : 30 mV/s, puls genligi : 25 mV)
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Sekil I'V.13. DPAASV yonteminde tarama hizi degigiminin etkisi (biriktirme
stiresi : 20 s, biriktirme potansiyeli : - 950 mV, puls genligi : 25 mV)
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Sekil IV.14. DPAdSV yo6nteminde puls genligi degisimi (biriktirme siiresi : 20 s,
biriktirme potansiyeli : - 950 mV, tarama hizi : 30 mV/s)

Bu yontemde optimum cihaz parametreleri olarak -950 mV’luk biriktirme
potansiyelinde, tarama hiz1 i¢in 30 mV/s ve puls genligi icin 60 mV secilmistir.

Belirlenen optimum cihaz parametrelerinde ve 0.10 M, pH 8.00 borat
tamponunda zafirlukasta ait diferansiyel puls adsorptif styirma voltamogramlart Sekil
IV. 15°de gosterilmistir.

Zafirlukastin pik akimina biriktirme siiresinin etkisi arastirilmistir, OSWAdJSV
ve DPAdSV yontemleri i¢in biriktirme siirelerine ait ¢alisma sonucu Tablo IV.4’de
gosterilen kalibrasyon egrileri elde edilmistir.



Alom (nd)

+85

*=§2

440 <145 -1.20  -1.25

Potansivel (V) (AgfAg/Cle karst)

130 135 140 -145

Sekil IV. 15, Zafirlukastin diferansiyel puls adsorptif siyirma voltamogramlar:

a) Destek elektrolit, b) 130.00 ng mL™, ¢) 231.00 ng mL", d) 310.00

ngmL?, €) 375.00 ng mL", f) 394.00 ng mL™" zafirlukast
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Tablo IV.4. Degisik biriktirme siirelerinde OSWAdSV ve DPAdSV yontemlerine ait

kalibrasyon egrileri ve dogrusallik sinirlart

Biriktirme
Siiresi

OSWAGASYV ydintemi

DPAASYV yontemi

10s

y = 1.2822x - 40.154, r = 0.9969
(130.00 - 394.00 ng mL™)

y = 0.0484x - 1.8166, r = 0.9970
(70.00 - 433.00 ng mL™)

20s

y=12616x - 31.975, r = 0.9992
(30.00 - 375.00 ng mL™)

y=0.1630x - 5.5761, r = 0.9999
(38.00 - 412.00 ng mL™)

30s

y =1.2839x - 109.78, r = 0.9986
(74.00 - 333.00 ng mL™)

y=0.2517x - 5.9666, r = 0.9987
(34.00 - 412.00 ngmL™)
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IV. 3. 3. Voltametrik Yontemlerin Validasyonu

Kalibrasyon Egrileri ve Dogrusallik Arahklar:

Her ii¢ yontemde zafirlukast derigimine karsi pik akimlar grafige gecirilerek
kalibrasyon egrileri elde edilmistir (Sekil IV. 16 - Sekil IV. 18).

1300
y = 100.82x + 205.58
R* =0.9987

—
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8
o

500 l ! ¥ ] 1 4 T
3 4 5 6 7 8 9 10 11

Derisim (ug mL™”)

Sekil IV.16. Zafirlukastin OSWV yontemi ile analizinde elde edilen kalibrasyon
egrisi
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600 1 R? = 0.9994
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Sekil IV.17. Zafirlukastin OSWAdSYV yo6ntemi ile analizinde elde edilen kalibrasyon
egrisi
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54 »*
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Pik Yiiksekligi (nA)

Sekil IV.18. Zafirlukastin DPAdSV yontemi ile analizinde elde edilen kalibrasy
egrisi
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Bu egrilerin dogrusalliktan ayrilis ve Kkorrelasyon katsayilarmin &nem
kontroliine ait istatistiksel degerlendirme sonuglar1 ise Tablo IV. 5 - Tablo IV.7°de
gosterilmistir.

Tablo IV.5. Zafirlukastin OSWV yontemi ile analizinden elde edilen kalibrasyon

egrisinin korrelasyon katsayis: ile dogrusalliktan ayrilis 6nem Kontrolii
i¢in yapilan istatistiksel hesaplamalar*

Korelasyon katsayisinin énem kontrolii
n r Sr tu tT
15 0.9993 0.01 96.09 2.16
Dogrusalliktan ayrilis 6nem kontrolii
RKT YOAKT |RAKT |RAKO |RKO Fy Fr
733748.83 734710.64 |961.81 73.99 733748.83 |9917.50 4.67

* Terimler Ek 1°de agiklanmistir.

Tablo IV.6. Zafirlukastn OSWAdSV yontemi ile analizinden elde edilen

kalibrasyon egrisinin korrelasyon katsayisi ile dogrusalliktan ayrilis

6nem kontrolii i¢in yapilan istatistiksel hesaplamalar*

Korrelasyon katsayisinin nem kontrolii

T Sr ty tr
19 0.9997 3.430x 107 291.46 2.11
Dogrusalliktan ayrilis Gnem kontrolii
RKT YOAKT |RAKT |RAKO |RKO Fu Fr
8054403.17 805789.33 |386.17 22.72 805403.17 |35455.33 445

* Terimler Ek 1°de agiklanmistir.
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Tablo IV.7. Zafirlukastin DPAdSV yontemi ile analizinden elde edilen kalibrasyon

egrisinin korrelasyon katsayisi ile dogrusalliktan ayrilis 6nem kontrolii

i¢in yapilan istatistiksel hesaplamalar*

Korelasyon katsayisinin 6nem kontrolii
n r Sr th tr
20 0.9993 8.819x 10~ 11331 2.10
Dogrusalliktan ayrilis nem kontrolii
RKT YOAKT |RAKT |RAKO |[RKO Fy Fr
192431 1926.71 2.41 0.13 192431 14403.51 4.41

* Terimler Ek 1°de agiklanmustir.

Her {i¢ yonteme ait kalibrasyon egrisinin 6zellikleri Tablo IV. 8.”de verilmistir.

Tablo IV.8. Onerilen voltametrik yontemlere ait kalibrasyon egrilerinin 6zellikleri

(n=12)
OSWY yintemi OSWAASYV yiontemi | DPAdASV yontemi

Regresyon denklemi* y =100.82x +205.58 | y=1.6058x-23.565 | y=0.0756x+ 0.7935
Egimin standart hatasi 045 3.91 0.32
Kesigimin standart hatasi 1.81 0.44 0.03
Korrelasyon katsayist (r) 0.9993 0.9997 0.9993
Tammlayicilik katsayisi (r°) 0.9986 0.9994 0.9986
Dogrusallik Arahg (ng mL™) 324.00 - 1016.00 30.00 - 394.00 38.00 - 412.00
Gozlenebilme Simri (ng mL™) 50.00 5.00 15.00
Alt Tayin Siun (ng mL™) 146.00 30.00 38.00

*y = bx + a; x : ng mL” biriminde derisim, y : pik akim degerleri (nA), a : kesisim, b : egim.

Yontemlerin dogrusallifinin kontrolii i¢in kalibrasyon egrilerini olugturan
derisimlerde hazirlanan standart ¢ozeltilerin analizleri yapilip kalibrasyon egrileri
denklemleri ile sonuglar hesaplanmig ve olmasi gereken (nominal) derigsimlere kargi
grafige gecirilmigtir (Sekil IV. 19 - Sekil IV.21).
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Sekil IV. 19. Zafirlukastin OSWYV yoOntemine ait yéntem dogrusalligi kontrol grafigi
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Sekil IV, 20. Zafirlukastin OSWAdSV yontemine ait yontem dogrusalligi kontrol
grafigi
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Sekil IV. 21. Zafirlukastin DPAdSV yontemine ait yontem dogrusallifi kontrol
grafigi

Duyarhhk

Zafirlukastin her ii¢ voltametrik yontemde gdzlenebilme sir1 (LOD) ve alt
tayin siir1 (LOQ) degerleri Tablo IV.8°de verilmistir.

Dogruluk ve Kesinlik
Zafirlukastin voltametrik yodntemlerle analizinde dogruluk ve kesinlik

caligmalarina ait giin i¢i ve giinler aras1 degerlendirme sonuglar: Tablo IV.9 - Tablo
IV.11°de verilmistir.

Tekrarlanabilirlilik

Onerilen her iig yontem icin tekrarlanabilirlilik sonuglar1 Tablo IV.12’de
verilmistir.
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Tablo IV.9. OSWYV yénteminin, giin i¢i® ve giinler arasi® kesinlik ve dogruluk analiz

bulgulari (n = 6)
Zafirlukast 1 Giin i¢i* Giinler arast’
miktart (g ml") g iktar % Bagl | Bulunan miktar % Bagi
(ugmL™) hata (ug mL™) hata
3.78 0.27 3.83 1.59
3.74 -0.80 3.72 -1.33
3.80 0.80 3.70 -1.86
3.76 -0.27 3.84 1.86
3.77 3.67 -2.65 3.78 0.27
3.67 -2.65 3.85 2.12
x:3.73+£0.02 x:3.79+£0.03
SS : 0.06 SS : 0.07
BSS : % 1.61 BSS:% 1.85
5.50 0.73 5.49 2.51
5.54 1.47 5.45 -2.46
5.40 -1.10 5.55 1.55
5.40 -1.10 5.56 1.62
5.43 -0.55 5.40 -0.66
5.46 5.43 -0.55 5.42 -1.34
X :5.45+0.02 X :5.48 £0.03
SS:0.05 SS:0.07
BSS : % 0.92 BSS: % 1.28
9.76 -0.81 9.69 -1.52
9.71 -1.32 9.68 -1.63
9.86 0.20 9.80 -0.41
9.82 -0.20 9.65 -1.93
0.84 9.84 0.00 9.72 -1.22
9.79 -0.51 9.80 -0.41
x:9.80£0.02 X:9.72+0.02
SS:0.05 SS :0.06
BSS : % 0.51 BSS : % 0.62

x : Ortalama + standart hata, SS : Standart sapma, BSS : Bagil standart sapma ve
% bagil hata hesaplamalan Ek 2°de verilmigtir.
* : Giin i¢i ¢aligmalar; ii¢ derigim seviyesinde alt1 ayn ¢6zelti kullanilarak aym giinde
yapinustir.
® : Giinler arasi ¢alismalar; iig derigim seviyesinde alt1 ayn ¢6zelti kullanilarak 6 ayr
giinde yapilmugtir.
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Tablo IV.10. OSWAJSV yonteminin, giin i¢i® ve giinler aras:® kesinlik ve dogruluk
analiz bulgulari (n = 6)

Zafirlukast . Giin ici Giinler arasi
miktar: (ng mL.") Bulunan miktar % Bagil | Bulunan miktar % Bagil
(ng mL7) hata (ng mL™") hata
45.73 -4.73 46.30 -3.54
47.13 -1.81 47.44 -1.17
48.48 1.00 46.56 -3.00
46.80 -2.50 47.51 -1.02
48.00 46.74 -2.63 49.19 2.48
47.98 -0.04 46.79 -2.52
X :47.14%0.40 x:47.30+0.42
SS:0.97 SS:1.04
BSS : % 2.07 BSS : % 2.21
170.24 1.94 169.20 1.32
166.22 -0.47 170.70 222
167.17 0.10 165.49 -0.90
165.63 -0.82 170.82 2.29
168.11 0.67 167.70 0.42
167.00 168.82 1.09 169.90 1.74
x:167.70 £ 0.70 x:168.97£0.84
SS:1.71 SS:2.05
BSS : % 1.02 BSS: % 1.21
372.75 -0.60 366.14 -2.36
373.95 -0.28 371.90 -0.83
376.71 0.46 369.62 -1.43
375.85 0.23 373.72 -0.34
375.00 379.04 1.08 375.35 0.09
373.80 -0.32 37491 -0.02
x:375.35+0.95 x:371.94+1.44
SS:2.32 SS:3.54
BSS : % 0.62 BSS : % 0.95

X : Ortalama + standart hata, SS : Standart sapma, BSS : Bagil standart sapma ve
% bag1l hata hesaplamalar1 Ek 2°de verilmigtir.
?: Giin i¢i galigmalar; ii¢ derigim seviyesinde alt1 ayr ¢ozelti kullamlarak aym giinde
yapilmustir.
® . Giinler arasi galigmalar; {i¢ derisim seviyesinde alt1 ayr1 ¢zelti kullamlarak 6 ayr
giinde yapilmigtir.
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Tablo IV.11. DPAJSV yonteminin, giin igi® ve giinler arast® kesinlik ve dogruluk
analiz bulgulari (n = 6)

Zafirlukast . Giin ici Giinler aras:
Miktar1 (ng mL") Bulunan miktar % Bagil | Bulunan miktar % Bagil
(ng mL™h hata (ng mL™) hata
57.90 1.58 57.34 0.60
59.25 3.95 57.72 1.26
56.68 -0.56 58.54 2.70
57.58 1.02 57.67 1.18
57.00 56.13 -1.53 60.02 5.30
58.65 2.89 59.99 5.25
Xx:57.70 £0.48 X:58.40 £ 0.64
SS:1.17 SS:1.58
BSS : % 2.03 BSS : %2.70
166.53 -0.28 168.84 1.10
168.42 0.85 169.20 1.32
169.97 1.78 164.28 -1.63
165.34 -0.99 170.93 2.35
170.67 2.20 168.22 0.73
167.00 168.42 0.85 166.86 -0.08
x:168.22 £0.82 x : 168.06 +0.93
SS:2.01 SS:2.28
BSS :% 1.20 BSS : % 1.35
377.26 0.60 375.84 0.22
373.30 -0.45 371.92 -0.82
374.62 -0.10 372.59 -0.64
376.20 0.32 383.10 2.16
375.00 378.58 0.96 376.69 0.45
369.59 -1.44 374.32 -0.18
Xx:37493+131 X :375.74 £ 1.65
SS:3.21 SS : 4.04
BSS : % 0.86 BSS : % 1.08

X : Ortalama + standart hata, SS : Standart sapma, BSS : Bagil standart sapma ve
% bagil hata hesaplamalan Ek 2°de verilmistir.
*: Giin i¢i cahigmalar; ti¢ derisim seviyesinde alt1 ayn ¢6zelti kullamlarak aym giinde
yapilmigtir.
® . Giinler aras1 galismalar; fi¢ derisim seviyesinde alti ayn ¢bzelti kullanilarak 6 ayr
giinde yapilmugtir.
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Tablo IV.12. Onerilen yéntemlerin tekrarlanabilirligine ait analiz bulgular
(Eklenen zafirlukast derisimi OSWYV ydntemi i¢in 6. 25 ug mL”,
OSWAdSV ve DPAASV yontemleri igin 130.00 ng mL™) (n = 12)

OSWYV yintemi OSWAJSYV yitntemi DPAdSYV yintemi
Bulunan % Geri | Bulunan % Geri | Bulunan % Geri
(ngmL") Kazamm | (ugmL") Kazamm | (ugmL")  Kazamm
6.29 100.64 128.33 98.72 131.10 100.85
6.43 102.88 129.14 99.34 129.78 99.83
6.34 101.44 132.81 102.16 132.42 101.86
6.43 102.88 130.79 100.61 132.55 101.96
6.21 99.36 133.68 102.83 134.89 103.76
6.33 101.28 131.00 100.77 127.15 97.81
6.32 101.12 132.68 102.06 133.20 102.46
6.36 101.76 131.75 101.35 132.45 101.88
6.37 101.92 129.35 99.50 129.99 99.99
6.44 103.04 130.19 100.15 133.32 102.55
6.35 101.60 129.54 99.65 130.41 100.32
6.30 100.80 129.54 99.65 128.12 98.55
X :6.35+0.02 x :130.73 £0.49 x:131.28 £ 0.66

SS:0.07 SS:1.69 SS:2.28

BSS:% 1.10 BSS:% 1.29 BSS:% 1.74

GA :6.31-6.39 GA :129.65-131.81 | GA :129.83 - 132.73

X : Ortalama = standart hata. SS : Standart sapma. BSS : % Bagil standart sapma.
GA : Giiven Araligs (o : 0.05) (Ek 2 ve 3).

Saglamhik ve Tutarhlik

Saglamhk ve tutarlibik caligmalarina ait sonuglar ve istatistiksel olarak
karsilagtirma sonuglari Tablo IV.13 - Tablo IV.16’da verilmistir.
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Tablo I'V.13. OSWYV ydnteminin saglamliina ait analiz bulgular (n = 7)

Bulunan BSS Kargilastirma
(ng ml™) (%) Sonuclari
Standart (6.25 ug mL™) 6.20 = 0.03 1.13
pH 7.90 6.28 £ 0.03 1.27 ty = 4.00
pH 8.10 6.26 = 0.03 1.28 tg = 3.00
Ik potansiyel (-1100 mV) 6.24 =+ 0.03 1.28 ty =9.50
[k potansiyel (-900 mV) 6.31 £ 0.03 1.27 ty = 6.00

X : Ortalama * standart hata. BSS : % Bagil standart sapma. (n:7 serbestlik derecesinde
t; degeri 2°dir) (ty : hesapla bulunan t degeri, t7 : tablodan bulunan t degeri) (Ek 2 ve 5).

Tablo IV.14. OSWAASV yonteminin saglamlifina ait analiz bulgular1 (n =7)

Bulunan BSS Karsilagirma

(ng ml™) (%) Sonuclan
Standart (130.00 ng mL™) 131.24 % 0.49 0.99
pH 7.90 129.10+ 0.54 1.10 tg =4.00
pH 8.10 130.23 £ 0.55 1.11 ty =3.00
Biriktirme potansiyeli (-1100 mV) | 129.95%0.58 1.19 ty = 7.00
Biriktirme potansiyeli (-900 mV) 130.32 £ 0.61 1.24 ty =4.00
Biriktirme siiresi (15 s) 130.49 + 0.57 1.16 ty = 8.00
Biriktirme siiresi (25 s) 130.51 = 0.60 1.21 tg =9.00

X : Ortalama * standart hata. BSS : % Bagil standart sapma (n:7 serbestlik derecesinde
t, degeri 2°dir) (ty : hesapla bulunan t degeri, tr : tablodan bulunan t degeri) (Ek 2 ve 5).




Tablo IV.15. DPAdSV y6nteminin saglamlifina ait analiz bulgular (n =7)
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Bulunan BSS Karsilastirma

(ng mI™) (%) Sonugclar
Standart (130.00 ng mL™) 130.30 = 0.55 1.12
pH 7.90 130.70 = 0.60 1.21 tg = 18.00
pH 8.10 129.64 £ 0.57 1.16 ty =7.50
Biriktirme potansiyeli (-1050 mV) 131.92 £ 0.60 1.21 ty =5.00
Biriktirme potansiyeli (-850 mV) 129.74 + 0.57 1.16 ty = 10.00
Biriktirme stiresi (15 s) 130.14 + 0.62 1.25 tg =11.00
Biriktirme stiresi (25 s) 130.83 £ 0.63 1.27 ty =7.00

x : Ortalama + standart hata. BSS : % Bagl standart sapma (n:7 serbestlik derecesinde
1, degeri 2°dir) (ty : hésapla bulunan t degeri, ty : tablodan bulunan t degeri) (Ek 2 ve 5).

Ozgiinliik

Yontemlerin 6zgiinltigii, bsliim I11.8.°de anlatildig1 gibi hazirlanan ve 20 mg
zafirlukast iceren sentetik preparatlarin gelistirilen her {i¢c voltametrik yontemle analizi
yapilarak degerlendirilmis ve elde edilen veriler Tablo IV.17°de verilmistir. Bu
analizlerde standart zafirlukast ¢6zeltisinde oldugu gibi OSWV ydnteminde -1326
mV’da, OSWAASV ydnteminde -1312 mV’da ve DPAJSV yontemi i¢in -1232 mV’da
zafirlukasta ait pikler elde edilmig ve herhangi bir girisimin olmadif1 gézlenmistir.
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Tablo IV.16. Farkl analizciye ait analiz sonuglar (Eklenen zafirlukast derigimi OSW
yontemi i¢in 6.25 ug mL™, OSWAdSV ve DPAJSV yéntemleri igin
130.00 ngmL Yy (n=7)

ty=7.00>tr=2.00
p>0.05

1= 6.00 > tr = 2.00
p>0.05

OSWYV yintemi OSWAJSYV yintemi DPAJASY yintemi
1. Analizci | 2. Analizci | 1. Analizci | 2. Analizci | 1. Analizci | 2. Analizci
Bulunan Bulunan Bulunan Bulunan Bulunan Bulunan
(ngml?) | (ugml™) | (gml") | (mgml?) | @mgml™) | (ngmL?)
6.25 6.31 132.12 130.07 128.45 127.86
6.21 6.20 132.96 129.73 131.63 128.92
6.18 6.25 130.88 131.13 132.29 131.65
6.31 6.17 131.88 130.54 131.30 129.67
6.10 6.32 131.69 131.50 130.11 127.28
6.19 6.25 130.04 131.66 129.05 130.97
6.13 6.20 129.17 127.27 129.25 129.53
X:6.24 £0.02 x :130.27 £ 0.57 x:129.41 £0.59
SS: 0.06 SS:1.51 SS:1.57
BSS : % 0.96 BSS:% 1.16 BSS :% 1.21
GA :6.19-6.29 GA : 128.87 - 131.67 GA :127.96 - 130.86

ty = 6.00 >t =2.00
p>0.05

X : Ortalama + standart hata. SS : Standart sapma. BSS : % Bagil standart sapma.

GA : Giliven Araligi (o

(Istatistiksel degerlendirmeler 2 analizciye aittir)

: 0.05) (n:7 serbestlik derecesinde t; degeri 2°dir) (Ek 2 ve 5)
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Tablo IV.17. Sentetik tablet preparatlarinin analiz bulgulan
(Eklenen zafirlukast miktari: 20 mg) (n = 7)

OSWYV Yintemi OSWAJSY Yontemi | DPAASV Yontemi
Bulunan % Geri | Bulunan % Geri | Bulunan % Geri
Kazanim Kazanim Kazanim
20.03 100.15 20.28 101.40 20.20 101.00
20.20 101.00 19.96 99.80 20.17 100.85
19.89 99.45 20.04 100.20 20.03 100.15
20.12 100.60 19.92 99.60 19.72 98.60
20.01 100.05 20.36 101.80 19.97 99.85
19.94 99.70 20.08 100.40 19.90 99.50
19.92 99.60 20.12 100.60 19.83 99.15
x:20.02+0.04 x:20.11 £0.06 x:19.97 £ 0.06
SS:0.11 SS:0.16 SS:0.17
BSS : % 0.55 BSS : % 0.80 BSS : % 0.85
GA :19.92-20.12 GA :19.96 - 20.26 GA :19.82 - 20.12

X : Ortalama + standart hata. SS : Standart sapma. BSS: % Bagil standart sapma.
GA : Giiven Aralii (o : 0.05) (Ek 2 ve 3).

Geri Kazamm

20 mg zafirlukast iceren sentetik tablet ¢ozeltisine ait geri kazamm degerleri
sirastyla Tablo IV.17°de verilmisgtir.

IV.3.4. Farmasitik Preparatlarin Analiz Bulgulan
20 mg zafirlukast iceren Accolate® tabletlerin analizleri gelistirilen ti¢

voltametrik ydntemle ve karsilagtirma yontemi (10) ile yapilmis olup veriler Tablo
IV.18’de gosterilmistir.
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Tablo IV.18. Accolate® tablete ait analiz bulgular: (20 mg zafirlukast / tablet) (n=7)

GA :19.93 -20.13
tg : 9.00 > t1: 2.00
p>0.05

GA :20.01 -20.31
tg : 15.00 > t1: 2.00
p>0.05

GA :19.67 - 20.01
ty : 7.00 > t1: 2.00
p>0.05

OSWYV yiontemi OSWAdASY DPAdASY Karsilastirma
yontemi Yontemi yontemi (10)
Bulunan (mg) Bulunan (mg) Bulunan (mg) Bulunan (mg)
20.14 20.08 19.93 19.83
20.06 20.32 19.90 20.30
20.22 19.96 20.20 19.81
19.99 19.98 20.03 20.03
20.00 20.12 20.00 20.51
19.94 20.32 19.60 21.10
20.03 20.36 20.07 20.18
X :20.03£0.04 | x:20.16%0.06 x :19.84 +0.07 x:20.25+0.17
SS:0.10 SS:0.17 SS:0.19 SS:045
BSS : % 0.50 BSS : % 0.84 BSS : % 0.96 BSS : % 2.22

GA :19.83 - 20.67

x : Ortalama + standart hata. SS : Standart sapma. BSS: % Bagil standart sapma.
GA : Giiven Arah (o : 0.05)
ty : Hesapla bulunan t degeri. tr : Teorik t degeri. p : Yamlma diizeyi (Ek 2, 3 ve 5).
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IV.4. Doniisiimlii Voltametri Bulgular

Zafirlukast ¢Ozeltisinin artan tarama hizlarinda ¢ekilen doéniisiimlii
voltamogramlan Sekil IV.22°de verilmistir.

Alam {na)

A8 114 12 13 44 45 18 17T -1@

Potansivel (V) (Ag/AgCle karst)

Sekil IV.22. 10.00 pg mL" zafirlukast ¢ozeltisinin pH 8.00 borat tamponunda
a) 100, b) 200, c) 300 ve d) 400 mV/s tarama hizlarinda gekilen
doniistimli voltamogramlar

IV.5. Dogrusal Taramah Voltametri Bulgulan

1 x 10° M derisiminde zafirlukast ve potasyum ferrosiyaniir ¢dzeltisinin
ultramikro elektrotta (cams: karbon) dogrusal taramali voltamogramlar1 Sekil IV.23
ve Sekil IV.24°de verilmigtir.
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Potansiyel (W} (Ag/AgCle karg)

Alom (nA)
l

Sekil IV.23. 5 mV/s tarama hizinda ve ultramikro elektrotta 1 x 10> M
derisimindeki zafirlukastin dogrusal taramal1 voltamogrami

+4.,1

A1 & 41 o2 A3 94 ds 4w

Potansiyel (V) {(Ag/AgCle kargr)

Sekil IV.24. 5 mV/s tarama hizinda ve ultramikro elektrotta 1 x 10> M
derisimindeki potasyum ferrosiyaniiriin dogrusal taramal:
voltamogrami
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IV.6. Gelistirilen Yiiksek Basmch Sivi Kromatografisi Yontemine Ait
Analiz Bulgulan

Sekil IV.2’de =zafirlukastin UV spektrumu goriilmektedir. Zafirlukastin
maksimum dalga boyu 240 nm’de g6zlendigi igin HPLC analizlerinde UV dedektdrde
bu dalga boyu kullanilmstir,

IV.6.1. Kromatografik Kosullarin Optimizasyonu

Zafirlukast, apolar yapida bir bilesik olup analizi ters-faz yiiksek performansli
stv1 kromatografisi yontemi ile yapilmistir. Yontemin optimizasyonu igin hareketli
fazin bilegimi, organik ¢6ziicii orani, pH’s1 ve akis hizinin zafirlukastin kromatografik
davramg: iizerindeki etkileri incelenmistir. Her bir parametrenin etkisi incelenirken
diger kosullar sabit tutulmustur. Zafirlukastin HPLC ile analizinde, Nucleosil Cyg (5
um, 250 x 4.6 mm, i.¢.) kolon kullanilmigtir.

IV.6.1.1. Tampon Secimi

Zafirlukastin ters-faz HPLC yontemi ile analizinde ilk olarak uygun tampon
secilmistir. Bunun i¢in pH’s1 3.00 olan 0.01 M, asetat, fosfat, sitrat tamponlar1 ve
asetonitril kangimindan (30:70, h/h) olusan hareketli fazlar denenmistir. Sonugta,
asetonitril iceren ve pH’s1 3.00 olan 0.01 M asetat tamponundan (30:70, h/h) olusan

hareketli faz sistemi se¢ilmigtir.
1V.6.1.2. Organik Coziicii Etkisi

Organik ¢oziicli etkisinin incelenmesi i¢in metanol : asetat tamponu ve
asctonitril : asetat tamponu ikili sistemleri kullamlmigtir. Bu amagla pH’s1 3.00 olan
0.01 M asetat tamponu ve degisik oranlarda metanol veya asetonitril eklenerek
hareketli fazlar haznlamm$t1rt Eklenen asetonitril hacmine gére kapasite faktorii,

ahkonma zamam ve PSO orammmm degigimi Sekil IV.25 ve Sekil IV.26’da
gosterilmigtir.
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Sekil V.25, Hareketli fazdaki asetonitril oraninin zafirlukastin ayirimina etkisi
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Sekil IV.26. Hareketli fazdaki asetonitril oraninmin zafirlukastin PSO’na etkisi
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IV.6.1.3. Hareketli Faz pH’sinin Zafirlukastin Ayirnmina Etkisi

Bu ¢aligma i¢in asetonitril:0.01 M asetat tamponu (70:30, h/h) iceren ¢ozelti
hareketli faz kullanilmistir. Hareketli faz akis hiza ise 0.8 mL/dk’dir. Asetat
tamponunun pH’s1 3.0 - 4.5 arahiinda degistirilmis ve buna bagli olarak kapasite
faktorii, alikonma zamani ve PSO’na etkisi incelenmistir (Sekil IV.27 - Sekil IV.28).
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Sekil I'V.27. Hareketli faz pH’sinin zafiriukastin ayirmmina etkisi
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Sekil I'V.28. Hareketli faz pH’simin zafirlukastin PSO’na etkisi
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IV.6.1.4. Asetat Tamponu Derisiminin Zafirlukastin Ayirimina Etkisi

Bu calisma icin pH’st 3.00 olan 0.01 M, 0.05 M ve 0.10 M asetat
tamponu : asetonitril (30:70, b/h) ¢dzeltileri hareketli faz olarak denenmistir. Sonugta
kapasite faktorli ve alikonma zamani arasinda fark bulunmamistir. Bundan sonraki

caligmalarda da 0.01 M asetat tamponu kullanilmastir.

1V.6.1.5. Hareketli Faz Akis Hizinin Zafirlukastin Ayirimina Etkisi

Hareketli faz akis hizimin zafirlukast ayirimina etkisinin incelenmesinde
asetonitril:0.01 M asetat tamponu (pH 3.00) (70:30, h/h) kargimu hareketli faz olarak
kullanilmigtir ve kapasite faktorii, alikonma zamam ve PSO degisimi incelenmistir.
(Sekil IV.29 - Sekil 1V.30).
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Sekil IV.29. Hareketli faz akig hizimin zafirlukastin ayirimina etkisi
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Sekil IV.30. Hareketli faz akis hizinin zafirlukastin PSO’na etkisi

IV.6.2. i¢ Standart Secimi

Zafirlukastim HPLC yontemi ile analizinde kullanilacak i¢ standardin segimi
icin diflunisal, ketorolak, diklofenak sodyum, lidokain, piribedil, sertakanazol, kinin
ve verapamil hidrokloriir denenmistir. Bulunan optimum kromatografik kosullarda
zafirlukasta ve piribedile ait kromatogram Sekil IV.31°de verilmistir.
Zafirlukastin plazmadan analizleri yapilirken diger denenen i¢ standartlar ile
plazmadan gelen pikler arasinda pik drtiigmeleri meydana geldiginden dolay: ve diger
i¢ standartlara gore alikonma zamanimin daha uzun olmasi nedeniyle piribedil i¢

standart olarak se¢ilmistir.
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Sekil IV.31. 400 ng mL™! zafirlukast ¢ozeltisine ait kromatogram
(P; Piribedil, Z; Zafirlukast)
IV.6.3. HPLC Yonteminin Validasyonu
Kalibrasyon Egrisi ve Dogrusallik Aralig
Kalibrasyon egrisi, zafirlukastin derisimine karg1 zafirlukast pik alaninin (Az)

piribedil (i¢ standart) pik alanina (Ap) orami grafige gegirilerek elde edilmistir (Sekil
Iv.32).
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Sekil IV.32. Zafirlukastin HPLC y6ntemi ile analizinde elde edilen kalibrasyon egrisi

(Piribedil gozeltisi 200 ng mL™)

ait istatistiksel degerlendirme sonugclari ise Tablo IV. 19°da g&sterilmistir.

Bu egrinin dogrusalliktan ayrilis ve korrelasyon katsayisinin énem kontroliine

Table IV.19. Zafirlukastin HPLC yontemi ile analizinden elde edilen kalibrasyon

egrisinin korrelasyon katsayisi ile dogrusalliktan ayrlis 6nem kontrolii

i¢in yapilan istatistiksel hesaplamalar*

Korrelasyon katsayisinin dnem kontrolii

n r Sr ty tr

13 0.9999 0.003 331.64 2.20
Dogrusalliktan ayrilis 6nem kontroli

RKT YOAKT |[RAKT |RAKO |[RKO Fy Fy

16.46 16.47 0.002 0.00018 | 16.46 90465.38 | 4.84

* Terimler Ek 1°de agiklanmmstir.
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Zafirlukastin HPLC yontemi ile analizine ait kalibrasyon egrisinin 6zellikleri
Tablo IV.20’de verilmistir.

Tablo IV. 20. Onerilen HPLC y6ntemine ait kalibrasyon egrisinin dzellikleri (n=8)

HPLC Yéntemi
Regresyon denklemi* y =0.0037 x - 0.0247
Egimin standart hatasi 2.27x107
Kesigimin standart hatasi 3.53x10°
Korrelasyon katsayisi (r) 0.9999
Tammlayicihk katsayisi (r) 0.9999
Dogrusallik Araligi (ng mL™") 25.00 - 900.00
Gozlenebilme Simr (ng mL™) 10.00
Alt Tayin Smir1 (ng mL™) 25.00

*y = bx + a; x : ng mL” biriminde derisim, y : alan oram degerleri, a : kesisim,

b : egim.

Yontemin dogrusalligimin Kontrolii icin kalibrasyon egrisini olusturan
derigsimlerde hazirlanan standart ¢6zeltilerin analizleri yapilip kalibrasyon egrisi
denklemi ile sonuglar hesaplanmis ve olmasi gereken (nominal) derigimlere kars:
grafige gecirilmistir (Sekil IV. 33).

Duyarhhk

Zafirtukastin HPLC yonteminin LOD ve LOQ degerleri Tablo IV.20’de
verilmistir.
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Sekil IV. 33. Zafirlukastin HPLC ydntemine ait yontem dogrusalligi kontrol grafigi

Dogruluk ve Kesinlik

Bu yontemde de dogruluk ve kesinlik ¢aligmalarmna ait giin ici ve giinler arasi
degerlendirme sonuglart Tablo IV.21°de verilmistir. Giin igi yapilan ¢alismalar aym
glin, giinler arasi1 yapilan ¢aligmalar ise farkl: giinlerde yapilmustir.
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Tablo IV.21.HPLC yonteminin, giin i¢i® ve giinler arast® kesinlik ve dogruluk analiz

bulgulari (n = 7)
Zafirlukast . Giin ici Giinler aras:
Miktari (ng mL") Bulunan miktar % Bagil | Bulunan miktar = % Bagil
(ng mL™) hata (ng mL?) hata
40.77 1.93 41.81 4,53
3945 -1.38 41.81 4.53
41.34 3.35 39.11 -2.23
41.62 4.05 39.11 -2.23
40.00 39.88 -0.30 39.11 -2.23
39.54 -1.15 39.11 -2.23
39.07 -2.33 41.81 4.53
x:40.24 +£0.38 x:40.27 £ 0.54
SS:1.00 SS:1.44
BSS : % 2.49 BSS : % 3.58
400.69 0.17 401.27 0.32
399.73 -0.07 401.27 0.32
401.09 0.27 403.97 0.99
401.33 0.33 398.57 -0.36
400.37 0.09 400.65 0.16
400.00 399.34 -0.17 400.66 0.17
401.97 0.49 400.73 0.18
X : 400.65 £ 0.35 x : 401.02 £+ 0.60
SS:0.92 SS:1.59
BSS : % 0.23 BSS : % 0.40
799.65 -0.04 803.97 0.50
801.44 0.18 801.27 0.16
800.86 0.11 801.27 0.16
801.15 0.14 798.57 -0.18
800.00 799.19 -0.10 801.27 0.16
800.40 0.05 801.27 0.16
801.99 0.25 798.57 0.18
x : 800.67 £ 0.37 x : 800.88 + 0.70
SS : 0.99 SS:1.86
BSS:%0.12 BSS : 9% 0.23

X : Ortalama + standart hata, SS : Standart sapma, BSS : Bagil standart sapma ve
% bagil hata hesaplamalan Ek 2°de verilmigtir.
* Giin i¢i caligmalar; ii¢ derigim seviyesinde yedi ayn ¢6zelti kullamlarak aym glinde
yapilmustr,
® Giinler aras1 galigmalar; ti¢ derisim seviyesinde yedi ayr ¢ozelti kullamlarak 7 ayr
glinde yapiimgtir.
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Tekrarlanabiliriilik

Tablo IV.22°de tekrarlanabilirlilik c¢alismalarindan elde edilen sonuglar

verilmigtir.

Tablo IV.22. Onerilen HPLC y6nteminin tekrarlanabilirligine ait analiz bulgular
(Eklenen zafirlukast derisimi 400.00 ng mL™") (n = 12)

Bulunan % Geri Kazanim
399.11 99.78
401.35 100.34
397.61 99.40
397.89 99.47
402.60 100.65
399.21 99.80
403.81 100.95
401.23 100.31
400.22 100.06
401.37 100.34
401.35 100.34
402.15 100.54

X : 400.66 £ 0.55
SS:1.89

BSS: % 0.47

GA :399.45 - 401.87

X : Ortalama + standart hata. SS : Standart sapma. BSS : % Bagl standart sapma.
GA : Giiven Araligi (o : 0.05) (Ek 2).
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Saglamhk ve Tutarhhk

Saglamlik ¢alismalan icin optimum kosullarda kiigiik degisiklikler yapilarak,
tutarhilik calismalart icin ise farkli analizci tarafindan ¢6zeltilerin  analizleri
yapilmustir. Elde edilen sonuglar Tablo IV.23 ve. Tablo I'V.24°de verilmistir.

Tablo IV. 23. HPLC yonteminin saglamliina ait analiz bulgular1 (n = 7)

Bulunan BSS Karsilastirma

(ng ml™") (%) Sonugclar
Standart (400.00 ng mL™) 401.08 £ 0.65 0.43
pH 2.90 40121 £1.23 0.81 tg = 10.00
pH 3.10 401.02 +0.86 0.57 ty = 10.00
Akis Hiz1 (0.7 mL/dk) 401.05 = 0.98 0.65 t = 10.00
Akis Hizi (0.9 mL/dk) 400.33 = 0.86 0.57 ty = 13.00
Asetonitril Oran1 (% 68) 400.58 % 0.55 0.36 t = 15.00
Asetonitril Oram (% 72) 401.03 = 0.61 0.40 ty = 6.00
Dalga Boyu (237 nm) 400.31 = 0.95 0.63 ty = 13.00
Dalga Boyu (243 nm) 400.60 + 1.03 0.68 ty = 10.00

X : Ortalama + standart hata. BSS : % Bagil standart sapma (n:7 serbestlik derecesinde
t; degeri 2°dir) (t4 : hesapla bulunan t degeri, tr : tablodan bulunan t degeri) (Ek 2 ve 5).
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Tablo IV.24. Farkli analizciye ait analiz sonuglar: (Eklenen zafirlukast derigimi
400.00 ngmL™") (n=7)

1. Analizei 2. Analizei Istatistiksel Degerlendirme
Bulunan Bulunan Sonuclar:
(ng mL™) (ng mL™)
399.11 404.15
401.35 398.53 x :400.73 £ 0.98
397.61 397.56 SS:2.59
397.89 399.85 BSS : % 0.65
402.60 404.19 GA : 398.33 - 403.13
399.21 399.82 ty = 12.00 > t=2.00 (p > 0.05)
403.81 401.03

x : Ortalama * standart hata. SS : Standart sapma. BSS : % Bagil standart sapma.
GA : Giiven Arahg (o : 0.05) (n:7 serbestlik derecesinde t; degeri 2°dir) (Ek 2 ve 5)
(Istatistiksel degerlendirmeler 2.analizciye aittir)

Ozgiinliik

Yontemin 6zglinltigii icin 20 mg zafirlukast igeren sentetik preparatlann
geligtirilen HPLC ydntemi ile analizi yapilarak degerlendirilmis ve elde edilen veriler
Tablo IV. 25°de verilmistir. Bu analizlerde standart zafirlukast ¢6zeltisinde oldugu
gibi 3.9 dk’da piribedil ve 5.7 dk’da ise zafirlukasta ait pikler elde edilmistir.

Geri Kazanim

20 mg zafirlukast iceren sentetik tablet ¢ozeltisine ait geri kazanim degerleri
Tablo IV. 25°de verilmistir.
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Tablo IV.25. Sentetik tablet preparatlarinin analiz bulgulari
(Eklenen zafirlukast miktar1 : 20 mg) (n=7)

Bulunan % Geri Kazamim
19.80 99.00
20.15 100.74
20.36 101.80
19.84 99.19
20.14 100.72
20.29 101.45
20.00 100.00

x :20.08 £ 0.08
SS:0.21

BSS : % 1.05

GA :19.88 - 20.28

x : Ortalama + standart hata. SS : Standart sapma. BSS : % Bagl standart sapma.
GA : Gliven Arahif (o : 0.05) (Ek 2, 3).

IV.6.4. Farmasitik Preparatlarm Analiz Bulgular:

20 mg zafirlukast iceren Accolate® tabletlerin analizleri gelistirilen HPLC ve
karsilagtirma yontemi (10) ile yapilmis olup veriler Tablo IV.26°da gosterilmistir.
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Tablo IV.26. Accolate® tablete ait analiz bulgular1 (20 mg zafirlukast / tablet) m=7)

HPLC yontemi Karsilagtirma yontemi (10)
Bulunan (mg) Bulunan (mg)
20.09 19.83
20.04 20.30
19.99 19.81
20.02 20.03
20.10 20.51
20.06 21.10
19.97 20.18
x :20.04 £ 0.02 x:20.25+0.17
SS : 0.05 SS:045
BSS : % 0.25 BSS :%2.22
GA :19.99 - 20.09 GA : 19.83 - 20.67
ty = 6.50 > tr =2.00, p>0.05

x : Ortalama + standart hata. SS : Standart sapma. BSS: % Bagl standart sapma. GA : Giiven
Araligy (o : 0.05) (Ek 2,3,5). ty : Hesapla bulunan t degeri. t; : Teorik t degeri. p : Yanilma
diizeyi.

IV.7. Biyolojik Materyalden Analiz Yonteminin Bulgular

Zafirlukastin biyolojik materyalden Nucleosil C;g 100A (5 um, 150 x 4.6 mm
i.¢.,) kolonda, asetonitril : pH 3.00, 0.01 M sodyum asetat tamponu (70:30, h/h)
kullanilarak 0.8 ml/dak akis hizinda ve 240 nm’de gergeklestirilmistir.
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IV.7.1. Tiiketme Ydnteminin Secimi

Plazmadan zafirlukastin tiiketilmesi amaciyla bog plazma, suya ve plazmaya
eklenmis zafirlukast ¢ozeltilerine degisik tiiketme islemleri uygulanarak en uygun
tiikketme yontemi bulunmugtur. Tablo IV.27°de degisik tiikketme ¢oziiciileri ile yapilan
zafirlukast ve i¢ standardin alikonma zamanlari, su ile plazmadan elde edilen sonuglar
karsilastirilarak elde edilen % geri kazanim sonuglari, bos plazmadan gelen ortiicii pik

olusumu ve denenen tiiketme islemleri verilmistir.

Tablo IV.27. Zafirlukastin plazmadan analizi i¢in denenen tiiketme iglemleri

Tiiketme Islemi Zafirlukast % Geri Ortiicii*

R

Piki Kazanim Pik

Etanol 99.72 -

Metanol 99.19 -

Asetonitril 96.89 -

+| +| +| +

Aseton 67.33 +

TCA - . -

n-Hegzan - -

Diklorometan - -

n-Hegzan: Diklorometan (7:3, h/h) - -

Kloroform - -

n
i
1
Etil Asetat - - +
"
n

Dietil eter - -

Cis ekstra ayirim kartusu
(100 mg/mL) (M&W)

Cs oktil modifiye silika
(100 mg/mL) (730 021)

Cs oktadesil modifiye silika
(100 mg/mL) (730 001)

* Zafirlukastin alikonma zamanindaki ortiicii pik dikkate alinmigtir
*% (+) pik var, (-) pik yok.
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Belirlenen optimum gartlarda zafirlukastin plazmadan tiiketilmesi sonucu elde
edilen kromatogram Sekil IV, 34°de gosterilmistir.

3 -3
mAU ] :
1 Z £

2 1
E

P El
1 I 3
i ‘\ 3
3

I SSUE | S — SNS—— - |

{ 1 2 3 4 3 ) E T 05 B
Alkonma Zamam {dk)

Sekil IV. 34. 254.78 ng mL" derisiminde zafirlukast eklenmis plazma
¢Ozeltisine ait kromatogram (P; Piribedil, Z; Zafirlukast)

1V.7.2. Biyolojik Materyalden Analiz Yonteminin Validasyonu

Kalibrasyon Egrisi ve Dogrusalik Arahg

Kalibrasyon egrisi, plazmadaki zafirlukastin derisimine kars1 zafirlukast pik

alammn (Ayz) piribedil (i¢ standart) pik alammna (Ap) oram grafige gecirilerek elde
edilmigtir. (Sekil IV. 35).
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Sekil IV.35. Zafirlukastin HPLC yontemi ile plazmadan analizinde elde edilen
kalibrasyon egrisi (Piribedil : 200 ng mL™)

Bu egrinin dogrusalliktan ayrilis ve korrelasyon katsayisinin 6nem kontrolline
ait istatistiksel degerlendirme sonuglari ise Tablo IV. 28°de g&sterilmistir.

Tablo IV.28. Zafirlukastin HPLC yontemi ile plazmadan analizinde elde edilen
kalibrasyon egrisinin korrelasyon katsayisi ile dogrusalliktan ayrlis

6nem kontrolii i¢in yapilan istatistiksel hesaplamalar*

Korrelasyon katsayisinin dnem kontrolii
n T Sr tu tr
13 0.9995 0.0112 89.24 231
Dogrusalliktan ayrilis 6nem kontrolii
RKT YOAKT |RAKT |RAKO |RKO Fu Fr
3.23 3.24 0.01 0.0013 3.23 2584.00 |5.32

* Terimler Ek 1°de agiklanmisgtir.
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Zafirlukastin HPLC y6ntemi ile plazmadan analizine ait kalibrasyon egrisinin
Ozellikleri Tablo IV. 29°da verilmistir.

Tablo IV. 29. Zafirlukastin plazmadan HPLC ile analiz yontemine ait kalibrasyon

egrisinin 6zellikleri (n=8)

HPLC Yéntemi
Regresyon denklemi* y =0.0042 x - 0.0589
Egimin standart hatasi 122x 10™
Kesigimin standart hatasi 0.01
Korrelasyon katsayisi (r) 0.9995
Tanimlayicilik katsayisi (r°) 0.9990
Dogrusallik Aralig (ng mL™) 49.69 - 437.50
Gozlenebilme Simr1 (ng mL™) 19.23
Alt Tayin Smir1 (ng mL™) 49.69

*y = bx + a; x : ng mL"' biriminde derisim, y : alan oram degerleri, a : kesigim, b : egim.

Yontemin dogrusalligimin  kontrolii i¢in kalibrasyon egrisini olusturan
derisimlerde hazirlanan standart ¢ozeltilerin analizleri yapilip kalibrasyon egrisi
denklemi ile sonuglar hesaplanmis ve olmasi gereken (nominal) derigimlere kars:
grafige gecirilmistir (Sekil IV. 36).
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Sekil IV.36. Zafirlukastin HPLC yontemi ile plazmadan analizinde yontem
dogrusallig kontrol grafigi

Duyarhhk

Zafirlukastin biyolojik materyalden HPLC y6ntemi ile analizi ile elde edilen
LOD ve LOQ degerleri Tablo IV.29°da verilmistir.

Dogruluk ve Kesinlik

Bu yontemde de dogruluk ve kesinlik ¢aligmalari igin ti¢ farkli derigimde
yapilan kesinlik ve dogruluk calismalarna ait giin igi ve giinler aras1 degerlendirme
sonuglar1 Tablo IV.30.’da verilmisgtir.
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Tablo IV.30. Zafirlukastin plazmadan HPLC ile analiz ydntemine ait giin igi® ve
giinler aras® kesinlik ve dogruluk analiz bulgulart (n = 7)

Zafirlukast 1 Giin ici Giinler arasi
Miktar: (ng mL") Bulunan miktar % Bagil | Bulunan miktar % Bagil
(ng mL?h hata (ng mL?) hata
74.33 2.20 74.53 247
74.25 2.09 74 .48 2.41
73.50 1.06 74.05 1.81
71.55 -1.62 71.07 -2.28
72.73 72.16 -0.78 71.48 -1.72
72.83 0.14 71.09 -2.25
74.59 2.56 72.53 -0.27
X:73.324+0.44 x:72.75 £ 0.60
SS:1.17 SS:1.59
BSS : % 1.60 BSS:%2.19
256.01 0.48 252.02 -1.08
255.52 0.29 255.09 0.12
254.57 -0.08 25343 -0.53
255.55 0.30 255.46 0.27
254.78 254.79 0.003 258.16 1.33
254.17 -0.24 250.25 -1.79
256.39 0.63 256.03 0.49
X :255.29£0.30 x:25435+£1.00
SS:0.80 SS:2.65
BSS : % 0.31 BSS : % 1.04
408.94 0.35 404.10 -0.84
407.99 0.12 405.55 -0.48
408.60 0.27 407.67 0.04
407.13 -0.10 410.03 0.62
407.52 407.29 -0.07 407.08 -0.11
409.99 0.61 408.03 0.13
409.19 0.41 407.34 -0.04
X : 408.45 + 0.39 x:407.11£0.71
SS:1.04 SS:1.88
BSS : % 0.25 BSS : % 0.46

x : Ortalama + standart hata, SS : Standart sapma, BSS : Bagil standart sapma ve
% bagil hata hesaplamalart Ek 2°de verilmigtir.
? Giin i¢i ¢aligmalar; {i¢ derigim seviyesinde yedi ayr ¢ozelti kullanilarak aym giinde
yapilmusgtir.
® Giinler aras1 galismalar; ii¢ derisim seviyesinde yedi ayr1 ¢ozelti kullamilarak 7 ayn
giinde yapilmustir.
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Geri Kazanim

Zafirlukastin plazmadan analizinde geri kazamm ¢aligmalar: ti¢ ayr1 derisimde
iki gekilde yapilmistir. Birincisinde plazmaya eklenmis zafirlukastin pik alaninin aym
derisimde hareketli fazda hazirlanan zafirlukast standardimn pik alanina oranmndan
tiiketme verimi hesaplanmstir. Ikincisinde ise plazmaya eklenmis zafirlukastin pik
alaninin, aym derisimlerde plazma yerine suda tiiketme islemi uygulanarak elde edilen
zafirlukastin pik alanina oranindan tiiketme verimi hesaplanmig ve her iki ¢alismaya

ait sonuglar Tablo IV.31°de verilmistir.

Tablo IV.31. Zafirlukastin plazmadan analizinde tiiketme verimi (n = 6)

Eklenen Standartla Karsilastirma Suya Eklenerek
Zafirlukast Sonucu Bulunan Yapilan Tiiketme
Derisimi (%) Geri Kazanim Sonucu Bulunan
(ng mL™) (%) Geri Kazanim
X :95.01=0.69 X :94.85+0.59
72.73 SS:1.69 SS:1.45
BSS:%1.78 BSS : % 1.53

t5=9.00>tr=0 (p> 0.05)

x: 98.73 £ 0.42 X :98.42 +0.53
254.78 SS : 1.04 SS:1.31
BSS : % 1.05 BSS : % 1.33

ty = 6.00> ty=0 (p > 0.05)

X:99.91 +0.52 X: 99.28 + 0.63
407.52 SS:1.28 SS : 1.54
BSS : % 1.28 BSS : % 1.55

tg=7.00>tr=0 > 0.05)

X : Ortalama + standart hata, SS : Standart sapma, BSS : Bagl standart sapma.
(n:6 serbestlik derecesinde t, degeri 0°dir) (tg : hesapla bulunan t degeri, tr : tablodan
bulunan t degeri) (Ek 2, 3 ve 5).
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V.SONUC ve TARTISMA

Bu tezde astim tedavisinde kullanilmak iizere gelistirilen ve yeni bir 16kotrien
reseptdr anatgonisti olan zafirlukastin farmas6tik preparattan ve biyolojik
materyalden analizi icin voltametrik yontemlerden OSWV, OSWAdSV ve DPAdSV
yontemleri, kromatografik yontemlerden de HPLC yontemi gelistirilmigtir.
Zafirlukastin elektrokimyasal davramglar1 incelenerek, gelistirilen voltametrik
yontemlerin  validasyon ¢alismalari  yapilmis ve farmas6tik preparatlara
uygulanmustir. Geligtirilip valide edilen HPLC y6ntemi ise farmas6tik preparatlara ve
biyolojik materyale uygulanmasgtir.

Tez caligmasinda kullamlan zafirlukastin saflifinin aragtirilmas1 amaciyla
erime noktas: tayini yapilmus ve dlgiilen (220 °C) deger kaynakta bildirilen degerle
(220 °C) uyumlu bulunmustur. Zafirlukastin cekilen IR spektrumunda (Sekil IV.1)
madde yapisina uygun titregsim pikleri gozlenmistir. Elde edilen verilere gore
calisilan standart maddenin yeterli saflikta oldugu sonucuna varilmistir.

Zafirlukastin gesitli ¢oziiciilerdeki ¢6ziiniirliikleri incelenmis, su ve metanol
gibi organik ¢oziiciilerde kismen ¢6ziindiigli, asetonitril, aseton, kloroform ve
tetrahidrofuranda tamamen ¢oziindiigii goriilmiistiir. Sonugta ¢dziicli olarak
asetonitril secilmistir. Stok zafirlukast ¢Ozeltisi asetonitrilde hazirlanmis, gerekli
seyreltmeler voltametrik yontemlerde destek elektrolit ile, HPLC yonteminde ise
hareketli faz ile yapilmustir.

V.1. Voltametrik Yontemlerin Optimizasyon ve Validasyon Sonuglarn
V.1.1. Voltametrik Yéntemlerin Optimizasyon Sonuglar

Zafirlukastin voltametrik yontemler ile analizinde daha duyarlt ve hizl
yontemler olduklar i¢in OSWV, OSWAJSV ve DPAdSV yontemleri kullanilmistir.
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Zafirlukastin siyirma analizi yontemlerinde, 20 s’lik biriktirme siiresinde
maddenin elektrot yiizeyine adsorbe oldugu diisiiniildiigiinden bu siyirma yontemleri
OSWAJSV ve DPAASV yontemleri olarak isimlendirilmistir.

Calismalarda ilk olarak en uygun destek elektrolitin belirlenebilmesi amaciyla
zafirlukastin belirli bir derisim aralifinda (0.25 - 10.00 pg mL™") cesitli tampon
sistemleri denenmis ve pik akimi degerleri 6l¢iilmiistiir. Bu ¢aligmalar daha hizh bir
yontem oldugu igin OSWV yontemi ile yapilmis ve zafirlukasta ait pik akimimn en

yitksek oldugu ve pik seklinin en diizgiin oldugu destek elektrolit secilmigtir
(Tablo IV.1).

pH 5.00 ve 6.00’larda denenen tampon sistemlerinde zafirlukast’a ait piklerin
¢ok genis oldugu ve simetrik olmadifi goézlenmis ve kiiglik derisimlerde pik
goriillmemigtir. pH 7.00°deki tampon sistemlerinde ise pH 5.00 ve pH 6.00’ya gore
kigiik derisimlerin gdzlenebildigi fakat piklerin ¢ok simetrik olmadif: tespit
edilmistir. pH’s1 8.00 olan fosfat, Mc-ilvaine sitrat, BR tamponlarinda zafirlukast’a
ait pikin yiiksek derigimlerde destek elektrolitten gelen pik ile birlestigi, bu nedenle
maddeye ait pikin ¢ok simetrik olmadifr goriilmiigtir. Sadece pH 8.00 borat
tamponunda piklerin simetrik oldugu bulunmustur. pH 9.00 fosfat, Mc-ilvaine sitrat,
BR ve borat tamponlarinda madde pikinin destek elektrolitten gelen pik ile birlestigi
ve bu pH’daki tamponlarin analiz igin uygun olmadifina karar verilmistir. pH 10.00
Borat ve pH 11.00, pH 12.00 olan BR tamponlari da denenmis, fakat yiiksek pH’larin
referans elektroda zarar verebilecegi gtz oniine alinarak bu pH’lar analiz islemleri

i¢in secilmemisgtir.

pH 8.00 ve pH 9.00°da denenen tampon sistemleri ve elde edilen akimlar
Tablo IV.1’de verilmigtir. Elde edilen verilere pH 8.00 ortaminda elde edilen
zafirlukast’a ait pik akimlarimn pH 9.00 ortamindakine gore daha yiiksek oldugu ve
pH 8.00 borat tamponunda maddeye ait piklerin daha simetrik oldugu goriilmiistiir.
Bu nedenle destek elektrolit olarak pH 8.00 borat tamponu seg¢ilmistir.
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Olas: adsorpsiyonu azaltmak, negatif potansiyel simirim artirmak ve iyonik
siddeti azaltmak amaciyla pH 8.00 borat tamponuna farkli miktarlarda gesitli
tetraalkilamonyum tuzlar1 ve KCl eklenerek, pik akiminda degisiklik olup olmadid1
incelenmigtir (Tablo IV.2). Sonugta tetra tuzlar eklendiginde dogrusallik araligmin
daraldig, KC1 eklendigi zaman ise zafirlukasta ait pik akimlarinda, sadece pH 8.00
borat tamponu igeren ortamda elde edilen pik akimlar1 arasinda fark gézlenmemistir.

Bundan dolay: destek elektrolite herhangi bir tuz eklenmemesine karar verilmistir,

Bu agamaya kadar yapilan 6n ¢alismalar 0.20 M pH 8.00 borat tamponu ile
yapilmistir. Bundan sonraki agsamada ise borat tamponu derisiminin pik akim
tizerine etkisi arastinlmigtir (Tablo IV. 3). Elde edilen sonuglara gére denenen farkl
derisimlerdeki tamponlarda zafirlukasta ait pik akimlarinda ¢ok fazla bir farklilik
olmadigi, ancak 0.10 M borat tamponunda pik akimlarimn digerlerine gore biraz
daha yiiksek oldugu goriilmiis ve bundan sonraki c¢alismalarda destek elektrolit
olarak 0.10 M pH 8.00 borat tamponu kullanilmasina karar verilmigtir.

Optimum cihaz parametrelerinin belirlenebilmesi amaciyla:

OSWV yonteminde iki farkli derisimde frekans (15 - 300 Hz), adm
yiiksekligi (2 - 12 mV) ve puls genligi (5 - 45 mV) degisiminin zafirlukasta ait pik
akimlan tizerindeki etkileri aragtirilmstir (Sekil IV.3 - Sekil IV.5). Frekansin 15 - 90
Hz, adim yiiksekliginin 2 - 5 mV ve puls genliginin 5 - 35 mV arasinda pik akimi ile
dogru orantili oldugu goriilmiigtiir. Bu nedenle pik akimu ile birlikte pik seklinin
diizgiinlligii de goz oniine alnarak optimum cihaz parametreleri olarak; frekans igin
70 Hz, adim ytiksekligi i¢in 4 mV ve puls genligi igin 25 mV secilmistir. Bu sartlarda
zafirlukastin kare dalga voltamogramlarindan OSWYV piki -1326 mV’da gdzlenmigtir
(Sekil IV.6).

OSWAJSYV yéntemi igin ise iki farkli derisimde ve 20 s biriktirme siiresinde,
frekans (15 - 300 Hz), adim yiiksekligi (2 - 12 mV) ve puls genligi (5 - 45 mV)
degisiminin zafirlukasta ait pik akimlari lizerindeki etkileri izlenmigtir (Sekil IV.7 -
Sekil 1V.10). Biriktirme potansiyelinin -800 ile -1000 mV arasinda, frekansin
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15 - 100 Hz, adim yiiksekliginin 100.00 ng mL"’de 2 - 4 mV, 200.00 ng mL"de
2 - 5 mV arasinda, puls genliginin 5 - 30 mV arasinda pik akimu ile dogru orantili
oldugu goriilmiistiir. Pik akim ile birlikte pik seklinin diizgiinliigii de goz 6niine
alinarak optimum cihaz parametreleri olarak -1000 mV’luk biriktirme
potansiyelinde, frekans i¢in 70 Hz, adim yiiksekligi icin 4 mV ve puls genligi i¢in 25
mV  secilmistir. Bu sartlarda zafirlukastin kare dalga adsorptif siyrma
voltamogramlarmdan OSWAJSYV piki -1312 mV’da gériilmiistiir (Sekil IV.11).

DPAdSV yontemi i¢in ise iki farkli derisimde ve 20 s biriktirme siiresinde,
tarama hizi (10 - 60 mV/s), ve puls genligi (20 - 100 mV) degisiminin zafirlukasta ait
pik akimlar tizerindeki etkileri gosterilmistir (Sekil IV.12 - Sekil IV.14). Biriktirme
potansiyelinin -850 ile -950 mV arasinda, tarama hizimin 10 - 30 mV/s, puls
genliginin 20 - 60 mV arasinda zafirlukastin pik akimu ile dogru orantilidir. Pik akim1
ile birlikte pik seklinin diizgiinliigli de g6z Oniine alinarak optimum cihaz
parametreleri olarak -950 mV’luk biriktirme potansiyelinde, tarama hizi i¢in 30 mV/s
ve puls genligi i¢in 60 mV segilmistir. Bu sartlarda zafirlukastin diferansiyel puls
adsorptif styirma voltamogramlarindan DPAdSV piki -1232 mV’da gézlenmistir
(Sekil IV.15).

OSWAJSV ve DPAJSV yontemleri i¢in 10, 20 ve 30 s biriktirme siirelerinde
zafirlukastin kalibrasyon egrileri ¢izilmigtir (Tablo IV.4). Biriktirme siirelerine bagli
olarak 20 s’de her iki yéntemin de LOQ degerlerinin daha diisiik oldugu gériilmiis ve
bu nedenle biriktirme siiresi olarak 20 s se¢ilmigtir.

V.1.2. Voltametrik Yontemlerin Validasyon Sonuclan

Stabilite ¢aligmasi icin 2 ay boyunca stok zafirlukast ¢6zeltisinden (1000 pg
mL™) hazirlanan 10 pg mL™lik standart zafirlukast ¢ozeltisinin UV spektrumlars
alinmistir. Bu siire i¢inde zafirlukastin maksimum absorpsiyon g&sterdigi 240 nm
dalga boyunda bir kayma veya absorpsiyon siddetinde bir azalma g6zlenmemistir.
Boylece zafirlukastin asetonitrildeki ¢ozeltisinin en az iki ay kararh oldufunu
sOyleyebiliriz. Aym zamanda 6 saatlik analiz siiresince OSWYV ydnteminde
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zafirlukastin pik potansiyelinde ve pik akiminda, HPLC yonteminde ise zafirlukastin
pik alaninda ve alitkonma zamaninda hi¢bir degisiklik olmadig: goriilmiisttir.

Her iic yontemde de kalibrasyon egrilerinin olusturulmasi ve dogrusallik
araliklarinin belirlenmesi i¢in zafirlukastin derisimine karsi gbzlenen pik akimlari
grafife gecirilmistir. OSWV yontemi ile 0.15 - 3.07 ve 3.24 - 10.16 pug mL™"
(2.61 x 107 - 5.34 x 10° M) ve (5.63 x 10 - 1.77 x 10° M), OSWAASV yontemi ile
30.00 - 394.00 ng mL" (5.22 x 10 - 6.85 x 107 M) ve DPAJSV yontemi ile 38.00 -
412.00 ng mL" (6.61 x 10 - 7.16 x 10”7 M) aralipinda dogrusal olan kalibrasyon
egrileri elde edilmistir (Sekil IV. 16 - Sekil IV.18). Her {i¢ y6ntem igin
dogrusalliktan ayrilisin 6nem kontrolii yapilmustir (125) (Tablo IV.5 - Tablo IV.7).
OSWV yoéntemi i¢in Fy = 9917.50 > Fr = 4.67, OSWAASV yoéntemi igin
Fy = 35455.33 > Fr=4.45 ve DPAASV yo6ntemi icin ise Fy = 14403.51 > Fr =4.41
(p < 0.05) degerleri elde edilmis ve bu sonuglara gore dogrusalliktan ayriligin
Onemsiz oldugu bulunmustur. Ayrica korrelasyon katsayilarinin 6nem kontrolii
yapilarak bu katsayilarin istatistiksel olarak 6nemli degerler oldugu bulunmustur
(125) (OSWV yontemi igin ty = 96.09 > tr = 2.16, OSWAASV yodntemi igin
ty = 291.46 > tt = 2.11 ve DPAASV yéntemi i¢in ise ty = 113.31 > t7 = 2.20,
p < 0.05).

Onerilen voltametrik yontemlere ait kalibrasyon egrilerinin 6zellikleri Tablo
IV.8’de verilmistir.

Yontemlerin dogrusallif: grafik yontemi ve istatistiksel olarak saptanmigtir.
Grafik yonteminde standart ¢o6zeltilerin olmasi gereken derisimlerine karsi
kalibrasyon denkleminden bulunan derigimleri grafige gecirilmistir. (Sekil IV.19 -
Sekil IV.21). Bu grafiklerde korrelasyon katsayilari (r), OSWV, OSWAdSV ve
DPAdSV yontemleri igin sirasiyla 0.9993, 0.9997 ve 0.9993 olarak bulunmustur.
Ayrica egimler 1.0000, 0.9992, 0.9996 olarak bulunmustur. Egimlerin ve korrelasyon
katsayilarinin yaklagik olarak 1 bulunmasi, ¢izilen kalibrasyon egrilerinin bir dogru
oldugunu géstermektedir (111).
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Zafirlukastin her {i¢ voltametrik yontemde LOD degerini belirlemek i¢in S/G
orammin 3 oldufu deger segilmistir (114, 115). Buna goére zafirlukastin LOD
degerleri OSWV yonteminde 50.00 ng mL™~ (BSS=% 8.44), OSWAJSV yonteminde
5.00 ng mL™” (BSS=% 9.51) ve DPAASV y6nteminde 15.00 ng mL™ (BSS=% 10.01)
olarak bulunmustur (n =7).

LOQ degeri, BSS i¢in % 15 ve % bagil hata i¢in 20 simrlarim gegmemek
sartiyla kalibrasyon egrisindeki en diisiik derisim degeridir (109-113). LOQ degerleri
sirastyla OSWV, OSWAdSV ve DPAdSV ydntemleri i¢in 146.00 ng mL" (BSS= %
4.57), 30.00 ng mL" (BSS = % 2.55) ve 38.00 ng mL"' (BSS= % 3.35) olarak
bulunmustur (n=7).

Bulunan LOD ve LOQ degerlerinin diisiik olmasi geligtirilen her fi¢
voltamerik ydntemin oldukg¢a duyarli oldugunu gdstermektedir.

Bir yontemin kesinlii, sonuglarin tekrarlanabilirliinin gostergesidir.
Hazirlanan standart numunelerin yapilan tekrarli analizleri sonucunda saptanan BSS
terimi ile tanimlanir (112, 114-116). Bir yontemin dogrulugu; test sonuglan ile kabul
edilen referans deger arasmdaki uyumlu yakinliktir. Dogruluk, 6lgiilen ortalama
derigimler ve karsilik gelen olmasi gereken derigsimler arasindaki % bagil hatanin
hesaplanmas ile belirlenir. Kesinlik ve dogruluk icin kaynaklarda kabul edilebilirlik
Olgtitii olarak BSS i¢in % 15, % bagil hata i¢in % 20 Snerilmektedir (109-113).

Zafirlukastin voltametrik yontemlerle tayininde OSWV yéntemi igin 3.77,
5.46 ve 9.84 ng mL"', OSWAJSV yontemi icin 48.00, 167.00 ve 375.00 ng mL ve
DPAdASV yontemi igin 57.00, 167.00 ve 375.00 ng mL™” derisimlerde giin ici ve
giinler aras: tekrarli analizler yapilmugtir (122, 123). Giin i¢i ¢aligmalarda 3 farkh
derisim seviyesinde alt1 tane hazirlanan standart ¢6zeltilerin analizleri aym giin
yapilmais, elde edilen bulgularin % BSS degerleri OSWV yéntemi i¢in % 0.51-1.61,
OSWAASV yontemi igin % 0.62-2.07 ve DPAASV yontemi igin % 0.86-2.03 olarak
bulunmustur. Giinler arasi1 galigmalar ise; ii¢ farkh derigim seviyesinde ardigik alt:
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ayr giinde hazirlanan ¢6zeltilerin analizi ile yapilmis ve elde edilen bulgularin %
BSS degerleri OSWV yo6ntemi i¢in % 0.62-1.85, OSWAdSV yontemi icin % 0.95-

2.21 ve DPAdSV yontemi igin % 1.08-2.70 olarak bulunmustur (Tablo IV.9 - Tablo
IV.11).

Geligtirilen her li¢ ydntemde de giin i¢i ve giinler arasi i¢in % 2.70’in altinda
kalan BSS degerlerinin elde edilmis olmas: yontemlerin kesinligini, % bagil hata
degerlerinin 4.73’den az olmasi ise yontemlerin dogrulugunu gostermektedir.
Kesinlik ve dogruluk icin kaynaklarda bildirilen kabul edilebilirlilik o6l¢iitlerinden
cok daha diisiik degerler elde edilmistir.

SS, dagilimdaki her bir degerin ortalamaya uzaklifini, diger bir deyisle
dagilimin ne yayginlikta oldugunu gésteren bir Slciidiir. SS biiylidiikce dagilim
yayginlasir (125). Bu tanim dikkate alinirsa her ii¢c ydntem igin de elde edilen giin ici

ve gilinler arasi c¢alisma sonuglan, tekrarlanabilirligin yiiksek oldugunu
gostermektedir (Tablo IV.9 - Tablo IV.11).

Geligtirilen yontemlerin tekrarlanabilirliliginin tespiti i¢in, OSWV yontemi
icin 6.25 pug mL "> de, OSWAJSV ve DPAdSV yontemleri igin 130.00 ng mL™"’de
hazirlanan 12 ayn ¢6zeltinin tekrarli analizleri yapilmus ve sonuglar Tablo IV.12°de
verilmigtir (118-124). % BSS degerlerinin % 1.74’den diisiik olmas: iic yonteminde
tekrarlanabilir oldugunu g6stermektedir.

Saglamlik caligmalar: i¢in optimum kosullarda planli ve kasith olarak kiigiik
degisiklikler yapilarak analiz sonuglarina etkisi incelenmistir (118-124). Bu
galismalar OSWV yontemi icin 6.25 pg mLde, OSWAASV ve DPAdSV
yontemleri i¢in 130.00 ng mL™""de gerceklestirilmistir. Her bir degisiklikle yapilan
analiz sonuglar1 optimum kosullarda bulunan analiz sonuglar ile istatistiksel olarak
karsilagtirilmigtir. Tiim kargilagtirmalarda ty degeri tr degerinden biiylik oldugu igin
analizler arasinda fark olmadi sonucuna varilmigtir (Tablo IV.13 - Tablo IV.15).
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Her {i¢ yontemde zafirlukastin analizinde farkli analizci etkisi aragtinlmig ve
bulunan degerler istatistiksel olarak karsilagtinlmistir (118-124) Bu caligmalar
OSWV yontemi igin 6.25 pg mL7'°de, OSWAdJSV ve DPAASV yontemleri igin
130.00 ng mL™""de gergeklestirilmistir. Elde edilen bulgular arasinda istatistiksel
olarak fark bulunmamasi yontemlerin tutarli oldugunu gostermektedir (OSWV
yontemi i¢in ty = 7.00 > tp = 2.00, OSWAdSV yontemi i¢in ty = 6.00 > tr = 2.00 ve
DPAdSV yontemi igin ise ty = 6.00 > tr = 2.00; p> 0.05) (Tablo IV.16).

Cihaz tekrarlanabilirligi ise OSWV yonteminde 6.25 pg mL™, OSWAdSV ve
DPAdSV yontemlerinde 130.00 ng mL™' zafirlukast igeren g¢ozeltinin tekrarls
analizleri ile gergeklestirilmistir (118-124). Zafirlukasin OSWV, OSWAdSV ve
DPAdSYV yontemleri igin pik akimlar sirasiyla 843.44 + 0.54, 183.66 = 0.29, 10.62 +
0.03 pik potansiyelleri ise sirastyla -1327.43 £ 0.57, -1311.43 + 0.57 ve -1233.71 +
1.11 olarak hesaplanmigtir.

Yontemlerin 6zgiinliigii, boliim I11.8°de anlatildigy gibi hazirlanan ve 20 mg
zafirlukast iceren sentetik preparatlarin gelistirilen her {i¢ voltametrik yOntemle
analizi yapilarak degerlendirilmistir. Elde edilen veriler Tablo IV.17°de verilmistir.
Bu analizlerde standart zafirlukast ¢ozeltisinde oldugu gibi OSWV yonteminde
-1326 mV’da, OSWAJSV yoénteminde -1312 mV’da ve DPAJSV yontemi i¢in -1232
mV’da zafirlukasta ait pikler elde edilmigtir.

Ayrica her {i¢ yontem igin yontemin dzgiinliigii, standart ekleme ydnteminin
tablet ¢ozeltilerine uygulanmas: ile gosterilmistir. Standart ekleme yontemi ile elde
edilen kalibrasyon egrileri, OSWV yontemi i¢in y = 100.92 x + 1081.20, OSWAdSV
yontemi i¢in y = 1606.4 x + 220.33 ve DPAdSV yontemi i¢in y = 0.0758 x + 13.204
seklindedir. Bu denklemlerin egimlerinin olusturulan kalibrasyon egrilerinin egimleri
ile aym olmasi matriks bilesenlerinin girisim yapmadifini gdstermistir. Aym
derisimlerde zafirlukast igeren standart, sentetik ve farmasotik preparata ait
voltamogramlar (Sekil V.1 - Sekil V.3) incelendiginde segilen kosullarda girigim
olmadi saptanmugtir. Béylece yontemlerin segiciligi kanitlanmigtr.
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Geri kazanirhilik i¢in yapilan diger bir ¢calisgmada 20 mg zafirlukast iceren
sentetik tablet preparatindan geri kazamim caligmalar yapilmigtir. Geri kazamm
degerleri; OSWV, OSWAAdSV ve DPAdSV yontemleri icin sirasiyla % 99.45 -
101.00, % 99.60 - 101.80 ve % 98.60 - 101.00 olarak hesaplanmigtir (Tablo IV.17)
(n =7).
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Sekil V.1. 6.25 pg mL™" derigiminde standart, tablet ve sentetik ¢ozeltisine ait OSWV
voltamogramlari
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Geligtirilen voltametrik yontemlerin, gecerli (valide) oldugu tiim validasyon
parametrelerinin  kabul edilebilir sinirlarda bulunmas: zafirlukastin farmasétik
preparatlardan analizi i¢in uygulanabilir oldugunu gostermektedir. Gelistirilen
yontemin gegerli olabilmesi i¢in diger bir yol da yontemin prepratlara uygulanmas:
ile elde edilen sonuglarin kaynaklarda gegerli olan bagka bir yontem ile
kargilastirilarak aralarinda istatistiksel olarak fark bulunmadigimin gésterilmesidir.
Bu nedenle geligtirilen yontemler Tiirkiye piyasalarinda bulunan ve 20 mg
zafirlukast/tablet iceren Astra Zeneca firmasma ait Accolate® tabletletdeki
zafirlukastin miktar tayini i¢in uygulanmustir. Elde edilen sonuglar kargilagtirma
yontemi (10) ile elde edilen analiz sonuglar1 ile Wilcoxon Eslestirilmis iki Ornek
Testi kullanilarak istatistiksel olarak karsilastirilmigtir (125). Sonugta gelistirilen her
bir yontem ile karsilagtirma yontemi arasinda fark olmadigi bulunmustur. (OSWV
yontemi icin tg = 9.00 > tr = 2.00, OSWAASV ydéntemi icin ty = 15.00 > tt=2.00 ve
DPAASV yontemi icin ise tg = 7.00 > tr=2.00, p > 0.05). Ayrica her {i¢ voltametrik
yontem de kendi aralarinda tek yonlii varyans analizi uygulanarak birbirleriyle
kargilagtirilmis ve aralarinda fark olmadig: bulunmustur (Fy = 2.67 < Fr = 3.89,
p > 0.05) (Tablo IV.18).

V.2. Déniisiimlii Voltametri (CV) Sonuglar:

10.00 pg mL" derisiminde zafirlukastin déniisiimlii voltamogramlan Sekil
IV.22°de verilmistir. Tarama hiz1 arttikca zafirlukastin pik akimi da artmaktadir.
Yaklagik -1450 mV civarinda goriilen ikinci pikin akimimin ise derisimle artmadig:
goriilmiistir. Bu nedenle bu pikin destek elektrolit i¢indeki safsizliktan geldigi
distiniilmektedir. Tarama hizi artig1 ile zafirlukastin pik potansiyelinde degisiklik
olmamustir.

Akimin karakterini belirlemek amaciyla tarama hizimin logaritmasina (log v)
kars1 pik akiminin logaritmas: (log ip) grafikleri ¢izilmistir. (Sekil V.4). Bu grafigin
egiminin 0.5°e yakin olmasi akimun difiizyon kontrollii oldugunu géstermektedir
(126). Ancak zafirlukastin siyirma analizi yéntemlerinde (OSWAJSV ve DPAJSV)
20 s’lik biriktirme siiresinde madde elektrot ylizeyine adsorbe olmaktadir. Ancak
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cesitli tarama Mhizlarinda zafirlukastin doniisimlii voltamogramlar: almirken
maddenin elektrot yiizeyine adsorbe olamadigi ve adsorbsiyon hizinin ¢ok diisiik
oldugu diisiiniilmektedir. Ciinkii analiz ¢ok kisa siirede gerceklestirilmekte ve bu

stirenin, maddenin elektrot yiizeyine adsorbe olmasi i¢in yeterli olmamaktadur.

-6,00

-6,40 1

log ip

-6,80 -

7,20 1

o

0,50

y = 0.5464x - 7.894

1,00 1,50 2,00

R? =0.9983

2,50 3‘00 3,p0

-7,60

logv

Sekil V.4. Katodik pik icin elde edilen log i, ye kars: log v grafigi

Tersinirlik testleri CV verileri ile yapilmistir ve asagidaki sonuglar elde

edilmistir.

Ao

ip, v'? ile orantilidir ve i, -
E,X - E,*=59 /n kogulu saglanmaktadir.
E,, tarama lz ile degismemektedir.
Tarama iz arttikca pik sekli degismemektedir.
ip / v, tarama hiz: ile degismemektedir.

V1/2

grafigi orijinden gegmektedir.

Elde edilen bu sonuglara gore zafirlukastin indirgenme tepkimesinin

tersinirlige yakin oldugu sonucuna varilmstur.

V.3. Dogrusal Taramah Voltametri ve Kronoamperometri Sonuclari

Camsi karbon elektrot kullamlarak 1 x 10> M derisiminde zafirlukast ve

potasyum ferrosiyaniiriin = dogrusal taramali

voltamogramlarn  alinmustir.
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Voltamogramlardan standart olarak kullanilan potasyum ferrosiyaniir ve zafirlukastm
sinir akimlar bulunmustur (Sekil IV.23, Sekil IV.24).

1 x 10% M derisiminde zafirlukastin ve potasyum ferrosiyaniiriin asili duran
civa elektrotta kronoamperometrik voltamogramlar1 alinarak Cottrell egimleri
bulunmustur. Potasyum ferrosiyaniiriin diftizyon katsayis1 ve aktarilan elektron sayist
bellidir, bu nedenle zafirlukastin diflizyon katsayis1 ve elektron sayisimi bulmak igin
standart madde olarak kullanilmustir.

Ayrica elektrot tepkimelerinde aktarilan elektron sayisi Baranski ve
arkadaslannin gelistirdigi bir yonteme gore de hesaplanmistir (127). Bu yontemde
zafirlukastin ve potasyum ferrosiyaniiriin ultramikro elektrotta sinir akimlar:
Olciilerek asagidaki esitlikler yardimiyla zafirlukastin aktarilan elektron sayis1 ve
diftizyon katsayisi bulunmustur.

ns SZA is Cs
n:
2 .
S% ia Ca
D S% i%a
DA =
§%, i%

D4 = Calistian maddenin diflizyon katsayisi (cm%/s)

n = Caligilan maddenin aktarilan elektron sayisi

ng = Standart maddenin elektron sayis1 (potasyum ferrosiyaniir i¢in 1)
Sa = Calisilan maddenin Cottrell egimi

Sg = Standart maddenin Cottrell egimi

ia = Caligilan maddenin sinir akimi (A)

is = Standart maddenin sinir akimi (A)

Ca = Caligilan maddenin konsantrasyonu (mol/cm®)

Cs = Standart maddenin konsantrasyonu (mol/cm?)
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Kronoamperometrik ve dogrusal taramali voltametri deneyleri 6 kez tekrar
edilmis ve her bir sonucun ortalamasi alinarak zafirlukast igin aktanlan elektron
sayisi ve difiizyon katsayis1 hesaplanmistir. Sonuglar hesaplanirken potasyum
ferrosiyaniir i¢in aktarilan elektron sayis1 olarak 1 ve difiizyon katsayis1 0.65 x 107
cm?/s (sulu ortamda) olarak almmustir (128). Zafirlukast igin aktarilan elektron sayis1
2 olarak bulunmustur. Difiizyon katsayisi ise Cottrell esitliginden (Esitlik I1.10) ve
Baranski yontemi ile hesaplanmigtir (Tablo V.1).

Tablo V.1. Zafirlukast i¢in hesaplanan elektron sayisi ve diftizyon katsayilari (n = 6)

Hesapla Bulunan Aktarilan Elektron Sayisi 1.84+0.15

Cottrell Esitligi ile Hesaplanan Difiizyon Katsayis1 (cm’/s) 1.85x10° +1.51 x 10®

Potasyum Ferrosiyaniiriin Stir Akimlar: 491x10°£340x 10™

Zafirlukastin Sinir Akimlart 2.01x10° £3.02x10™

Baranski Yontemi ile Hesaplanan Difiizyon Katsaysi (cm’/s) | 1.75x 10° £5.75x 10°%

Olas1 Mekanizma Onerisi

Zafirlukastin elektrokimyasal olarak indirgenmesiyle ilgili kaynaklarda bir
bulguya rastlanmamugtir. Zafirlukast molekiilii siilfonil (SO,) grubu igermektedir.
Muhtemelen indirgenme mekanizmasimnimn, 2 elektron transferi ile benzen molekiiliine
bagli siilfonil grubundan olabilecegi diiglinlilmektedir. Aktarilan elektron sayisi
dogrusal taramali voltametri yéntemi ile ultramikro elektrot kullamlarak 2 olarak
bulunmusgtur (129 - 132).
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V.4. HPLC Yinteminin Optimizasyon ve Validasyon Sonuclar

V.4.1. Farmasitik Preparattan Analiz Yénteminin Optimizasyon

Sonuclan

Zafirlukastin HPLC ile analizinde UV dedektor kullanilmigtir. Calisma dalga
boyunun belirlenmesi amaciyla zafirlukastin UV spektrumu ¢ekilmistir. Zafirlukastin
maksimum dalga boyu 240 nm’de gozlendigi i¢in HPLC analizlerinde de bu dalga
boyu kullanilmastir (Sekil IV.2).

Ters-faz sivi kromatografi tekniginde sabit faz apolar, hareketli faz ise
polardir. Bu kromatografi, normal fazin tam tersi bir uygulama oldugu i¢in ters faz
olarak adlandinlir. Ters-faz ayim teknigi giiniimiizde en ¢ok kullamlan ayirim
teknigi olup farkli sayida, tipte veya yerlesimde alkil fonksiyonel gruplu karigimlarm
ayirimu igin  tercih edilmektedir. HPLC’de ayirimlarin gerceklestirilmesi i¢in en
Onemli parametre uygun hareketli fazin saptanmasidir. Bu yiizden uygun ¢oziicti
secimi, icerigi (hareketli fazin polaritesi) ve hazirlanmasi 6nem kazamr. Ters-faz
hareketli fazlar genellikle su ve organik ¢oziicti karigimlarindan olusmaktadir. Ters-
faz kromatografisinde kullanilan zay:if ¢6ziicti sudur ve en polar ¢oziictidiir. Kuvvetli
¢Oziicli olarak da en ¢ok metanol, asetonitril ve tetrahidrofuran kullanmilmaktadir.
Segiciligi degistirmek i¢in ¢oziicii tiirlint degistirirken, ¢ozlictiniin giicline de dikkat
edilmelidir. Hareketli faz ¢6zeltilerine, ayirim kalitesini artirmak amaci ile ilave
edilen maddeler modifier olarak adlandirilir. Ters-faz tekniginde genellikle modifier
olarak tamponlar kullamilmaktadir. Bu tamponlar iyonik maddelerin bulundugu
ortamda iyonlagmayi engellemek i¢in kullanilir.

Zafirlukast, apolar yapida bir bilesik olmasi kolonda uzun siire alikonacag:
ve kromatografik piklerinde kuyruklanma olabilecegi nedeni ile ters-faz yiksek
basingli s1v1 kromatografisi ile analizi yapilmigtir (133,134).

Zafirlukastin ters-faz HPLC yOntemi ile analizinde optimizasyon
caligmalarinda zafirlukast derisimi 500.00 ng mL™dir. flk olarak uygun tampon
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secilmistir. Bunun i¢in pH’s1 3.00 olan 0.01 M, asetat, fosfat sitrat tamponlar ve
asetonitril karisgitmindan (30:70, h/h) olusan hareketli fazlar denenmistir. Sonugta
zafirlukastin pik alam, asetat tamponu ile daha yiikksek bulunmustur ve asetat
tamponu ile ¢alisilmasina karar verilmistir.

Hareketli faz bilesimindeki organik ¢oziicli tipi ve oramimn, zafirlukast
aymrmmina etkisi hareketli faz bilesimine degisik oranlarda asetonitril veya metanol
organik ¢oziiciileri ilave edilmesi ile incelenmistir. Asetonitril (polarite indeksi 5.1)
metanolden (polarite indeksi 5.8) daha apolar bir ¢6ziiciidiir. Kuvvetli ¢oziicii olarak
kullanilan metanol ve asetonitril polarite indeksleri arasinda her ne kadar kiiciik bir
fark olsa da ¢6ziiciilerin birbirlerine gore gligleri ayiricilikta 6nemlidir. Ters-faz sivi
kromatografisinin ayirim giicti, hareketli fazin polaritesinin azalmasina bagli olarak
artar. Bunun igin metanol:asetat tamponu ve asetonitril:asetat tamponu ikili
sistemleri kullamlmistir. Bu amagla pH’st 3.00 olan 0.01 M asetat tamponu ve
degisik oranlarda metanol veya asetonitiril eklenerek hareketli fazlar hazirlamistir.
Metanol ve asetat tamponundan olusan hareketli faz sisteminin kullamidig:
analizlerde alikonma zamaninin arttig1 ve pik simetri oraninin kabul edilebilir sirlar
disinda oldugu goriilmiistiir. Bu nedenlerle, diisiik polariteli asetonitril zafirlukastin
kromatografik ayirimindaki hareketli fazda kullanilacak organik ¢6ziicii olarak
secilmisgtir.

Hareketli fazdaki asetonitril oramimin zafirlukastin aymmma etkisinin
incelenmesi i¢in pH’s1 3.00 olan asetat tamponuna hacimce % 60, 65, 70 ve 75
oranlarinda asetonitril eklenmistir. Asetonitril oram arttikga zafirlukastin kapasite
faktorii degeri ve alikonma zamani azaldigi (Sekil IV.24), pik simetri oraninm ise
Once azaldif ve sonra arttif1 gézlenmistir (Sekil IV.25). lyi bir ayirm i¢in PSO’nin
% 70 ile % 100 arasinda olmas: istendiginden (104 - 106) hareketli fazda hacimce %
70 oraninda asetonitril olmasi durumunda kapasite fakt6rii degeri 1.76 ve PSO
% 100 olarak bulunmusg ve bu oran kullamiimugtir.

Hareketli faz pH’simin zafirlukastin ayirimina etkisi olacagindan hareketli
fazin pH’s1 da 6nemlidir. Diigiik pH’larda protonlanmig olan formlar, sabit faz ile
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etkilesmekte, alikonma artmakta, yiiksek pH’larda tamamen iyonlagma oldugu i¢in
kolon i¢indeki sabit faz tarafindan tutulamamaktadir. Hareketli fazin pH’simn
belirlenmesi i¢in asetat tamponunun pH’st 3.0, 3.5, 4.0 ve 4.5 olarak degistirilmistir.
Zafirlukastin kapasite faktorii degeri ve alikonma zamani pH’nin artmasi ile azalmis,
buna karsilik PSO % 100 - 128.57 arasinda degigmistir (Sekil IV.26 - Sekil IV.27).
Kolondaki agik silanol uglarimm 6nemli kismi, pH’s1 3.00 olan hareketli fazda non-
iyonize formdadir, b6ylece zafirlukastin silanol uglar ile etkilesmesi engellenmis ve
PSO en yiiksek degere ulagmistir (135, 136). Buna gore hareketli fazin pH’s:
(kapasite faktorii degeri 1.84 ve PS0 % 100) pH 3.00 olarak secilmistir.

Hareketli fazin tampon derisiminin etkisinin incelenmesi i¢in pH’s1 3.00 olan
0.01 M, 0.05 M ve 0.10 M asetat tamponu:asetonitril (30:70, h/h) ¢ozeltileri hareketli
faz olarak denemistir. Sonugta kapasite faktorii ve alikonma zamam arasinda fark
bulunmamigtir. Bundan sonraki g¢aligmalarda da 0.01 M asetat tamponu
kullanilmustar.

Hareketli faz akis hizinin zafirlukast ayirimina etkisinin incelenmesinde akig
hiza 0.5, 0.8 ve 1.0 ml/dk olarak degistirilmistir. Akis hizinin artmasiyla zafirlukastin
kapasite faktoriiniin arttigi, alikonma zamaninin azaldigi ve PSO orammnin azaldi:
g6zlenmistir (Sekil IV.28 - Sekil IV.29). Akig hiz1 0.8 ml./dk oldugunda kapasite
faktorii degeri 1.76 ve PSO’nmun % 100 oldugu bulunmustur. Bu nedenle galigmalarda
0.8 ml/dk akis hizinda ¢alisilmastir,

Kolonlarda kullanilan sabit fazlar, dolgu maddesine bagli farkl fonksiyonel
gruplardan olugmaktadir. Aym fonksiyonel gruplara sahip olmasina ragmen
tireticileri farkli olan dolgu maddelerinin secicilikleri de farkli olmaktadir. Bu
farklilik dolgu maddelerinin yiizeylerine, bag tiplerine, dolgu maddelerinin farkl
olmasi gibi 6zelliklere baglidir. Dolgu maddesi olarak ters-faz sivi kromatografisinde
¢ogunlukla silikajel kullaniimaktadir. Bu dolgu maddeleri degisik sekil, partikiil ve
por c¢apmna sahiptirler. Silika bazli dolgu maddesi igeren kolonlarda kullamlan
hareketli fazin pH’s1 7.5°u agmamalidir. Aksi takdirde silika bazli dolgu maddesi
¢ozlinmektedir. Zafirlukastin HPLC ile analizinde Nucleosil Cig (5 um, 250 x 4.6
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mm, i.¢.) ¢elik kolon kullanilmistir. Bu kolon, silikajel {izerine baglanms (-CysH;7)
gruplarina sahip ve Cig olarak isimlendirilen dolgu maddesi igermektedir.

Zafirlukastin farmasotik preparattan tayini icin HPLC-UV  dedektorii
kullamlarak Nucleosil Cig (5 pum, 250 x 4.6 mm, i.¢.) kolonda, % 70 oramnda
asetonitril iceren ve pH’s1 3.00 olan 0.01 M asetat tamponundan olusan hareketli faz
sistemi ile 0.8 ml/dk akis hizinda ve 240 nm dalga boyunda gerceklestirilmigtir.
Caligmalar oda sicaklifinda (25 °C) yapilmusgtir.

Kromatografik ¢alismalarda dogruluk ve kesinlifin saglanabilmesi igin ic
standart kullanimui gerekmektedir. Bu nedenle piribedil, atenolol, labetolol, nadolol,
ketorolak ve diflunisalin belirlenen kromatografik kosullardaki davraniglarn ve
alikonma zamanlari incelenmistir. Piribedil, zafirlukastin piki ile girisim yapmayacak
uygun alikonma zamanina sahip oldugu i¢in ve daha sonraki analizlerde bosg
plazmadan gelen pikler ile 6rtiismedigi igin i¢ standart olarak segilmistir.

Zafirlukastm analizi igin belirlenen bu sartlarda; zafirlukastin alikonma
zamam 5.70 dk olarak bulunmustur. I¢ standart olarak kullanilan piribedilin
alikonma zamam ise 3.90 dk’dir (Sekil IV.30).

V.4.2. Farmasitik Preparattan Analiz Yénteminin Validasyon

Sonug¢lan

Zafirlukastin HPLC yontemi ile analizinde zafirlukast derigimi, zafirlukast
pik alanmin piribedil alanina orammn grafife gegirilmesi sonucu 25.00 - 900.00
ng mL"' araliginda dogrusal kalibrasyon egrisi elde edilmistir (Piribedil derigimi
200.00 ng mL"°dir) (Sekil IV. 31). Bu yontem igin dogrusalliktan ayrilism dnem
kontrolii yapilmistir (125) (Tablo IV.19). Sonugta Fy = 90465.38 > Fr = 4.84,
p < 0.05) degerleri elde edilmis ve bu sonuglara gore dogrusalliktan ayriligin 6nemsiz
olduguna karar verilmistir. Ayrica korrelasyon katsayisinin 6nem kontrolii yapilarak
bu katsaymin istatistiksel olarak 6nemli bir deger oldugu bulunmustur (125)
(tg = 331.64 > tr =2.20, p <0.05).
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Yontemin dogrusallifs grafik yontemi ve istatistiksel olarak saptanmustir,
Grafik yOnteminde standart c¢Ozeltilerin olmasi gereken derisimlerine karsi
kalibrasyon denkleminden bulunan derisimleri grafige gecirilmistir. (Sekil IV.32).
Tanimlayicilik katsayist (r%), 0.9999 olarak bulunmustur. Bu deger, ¢izilen
kalibrasyon egrisinin bir dogru oldugunu gostermektedir.

Zafirlukastin HPLC y6ntemi ile analizinde LOD degeri, (S/G = 3) 10.00 ng
mL! (BSS = % 9.50) olarak bulunmustur (n = 7).

LOQ degeri, kalibrasyon egrisindeki en diisik derisim degeri olarak
alinmigtir ve bu deger 25.00 ng mL™ (BSS=% 8.50) olarak bulunmustur (n = 7).

Zafirlukastin HPLC y6ntemi ile tayininde kesinlik ve dogrulugun bulunmasi
icin 40.00, 400.00 ve 800.00 ng mL™ derisimlerde giin ici ve giinler aras: tekrarli
analizler yapilmuistir. Giin i¢i ¢aligmalarda 3 farkli derigsim seviyesinde yedi tane
hazirlanan standart ¢ozeltilerin analizleri aym giin yapilmis, elde edilen bulgularm
% BSS degerleri % 0.12 - 2.49 olarak bulunmustur. Giinler arasi ¢alismalar ise; iig
farkli derisim seviyesinde ardistk yedi ayr gilinde hazirlanan cozeltilerin analiz
edilmesi ile yapilmus ve elde edilen bulgularin % BSS degerleri % 0.23 - 3.58 olarak
bulunmugtur (Tablo IV.21).

Giin i¢i ve giinler arasi igin % 3.58’in altinda kalan % BSS degerlerinin elde
edilmis olmas1 ydntemin kesinligini, % bagil hata degerlerinin 4.53°den az olmast ise
yontemin dogrulugunu gostermektedir. Kesinlik ve dogruluk icin kaynaklarda
bildirilen kabul edilebilirlilik &l¢iitlerinden ¢ok daha diigiik degerler elde edilmistir.

Bu yontemde elde edilen giin i¢i ve giinler aras1 ¢alisma sonuglarna gére
standart sapma degerinin 1.86’dan diisiik olmasi bu yontemin tekrarlanabilirligin
yiiksek oldugunu géstermektedir (Tablo IV.21).

Geligtirilen yéntemin tekrarlanabilirliliginin tespiti igin; 400.00 ng mL™"de
hazirlanan 12 ayn ¢ozeltinin tekrarli analizleri yapilmustir. % bagil standart sapma
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degerinin % 0.47 olarak bulunmasi bu ydntemin tekrarlanabilir oldugunu
g6stermektedir (Tablo IV.22)

Saglamlik ¢aligmalar igin optimum kosullarda hareketli fazin pH’s1, akis iza
ve iceriginde planli ve kasitl kiiglik degisiklikler yapilarak analiz sonuglarina etkisi
incelenmistir. Bu ¢aligmalar 400.00 ng mL 7" de gerceklestirilmistir. Her bir
degisiklikle yapilan analiz sonuglar1 optimum kosullarda bulunan analiz sonuglan ile
istatistiksel olarak karsilastirilmistir. Tiim karsilastirmalarda ty degeri tr degerinden
biiyiikk oldugu icin analizler arasinda fark olmadifi sonucuna varilmustir Tablo
1v.23).

Zafirlukastin HPLC yontemi ile analizinde farkli analizci etkisi arastirilmis ve
bulunan degerler istatistiksel olarak karsilagtirlmistir (118-125). Bu calismalarda
400.00 ng mL™"de gergeklestirilmistir. Elde edilen bulgular arasinda istatistiksel
olarak fark bulunmamasi yoOntemlerin tutarlh oldugunu gostermektedir
(ta = 12.00 >t =2.00; p > 0.05) (Tablo IV.24).

Enjeksiyon tekrarlanabilirligi, 400.00 ng mL" zafirlukast ve 200.00 ng mL"!
piribedil iceren ¢ozeltinin tekrarli analizleri ile gerceklestirilmistir. Zafirlukastin ve
i¢ standart i¢in pik alanlar1 sirasiyla 40247.33 + 3.62 ve 27611.42 = 3.80, ahkonma
zamanlar ise 5.72 = 0.40 ve 3.93 £ 0.70 olarak hesaplanmustir.

Yontemin Szgiinltigii caligmalari, boliim I11.8°de anlatildig: gibi hazirlanan ve
20 mg zafirlukast iceren sentetik preparatlarin analizi ile yapilmistir (Tablo IV.25).
Bu analizlerde standart zafirlukast ¢6zeltisinde oldugu gibi 3.9 dk’da piribedil ve 5.7
dk’da ise zafirlukasta ait pikler elde edilmistir.

Ayrica yontemin 6zgiinliigii, standart ekleme yonteminin tablet ¢ozeltilerine
uygulanmasi ile gosterilmistir. Standart ekleme yontemi ile elde edilen kalibrasyon
egrisi, y = 0.0037 x + 0.3798 seklindedir. Bu denklemin egiminin olusturulan
kalibrasyon egrisinin egimi ile ayn1 olmasi ve zafirlukast ve i¢ standartdan baska pik
gbzlenmemesi, matriks bilesenlerinin girisim yapmadifini gdstermistir. Hareketli
faz, standart, zafirlukast igermeyen sentetik, zafirlukast iceren sentetik, ve zafirlukast
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iceren farmas6tik preparata ait kromatogramlar (Sekil V.5 - Sekil V.9)
incelendiginde segilen kogullarda girisim olmadig1 saptanmistir.

Boylece segiciligi kamtlanmis olan HPLC yontemi ile ayrica 20 mg
zafirlukast igeren sentetik tablet preparatindan geri kazamim g¢aligmalar: yapilmigtir.
% geri kazanim degerleri % 99.84 - 100.49 olarak hesaplanmistir (Tablo IV. 25).

3 3
mAT
2 F 3
1 1
g v &

) 1 2 3 4 5 € E B ) B

l:‘liil. 3 2;31!131]1 L {&}

Sekil V.5. Hareketli faz enjeksiyonuna ait kromatogram
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Sekil V.6. 400 ng mL™ zafirlukast ¢ozeltisine ait kromatogram
(P; Piribedil, Z; Zafirlukast)
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Sekil V.7. Zafirlukast icermeyen sentetik preparata ait kromatogram
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Sekil V.8. 400 ng mL" zafirlukast igeren sentetik preparat ¢ozeltisine ait
kromatogram (P; Piribedil, Z; Zafirlukast)
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Sekil V.9. 400 ng mL™" zafirlukast igeren tablet ¢ozeltisine ait kromatogram
(P; Piribedil, Z; Zafirlukast)

Gelistirilen HPLC yonteminin, gegerli (valide) oldugu, tiim validasyon
parametrelerinin  kabul edilebilir simirlarda bulunmas: zafirlukastin farmasotik
preparatlardan ve biyolojik materyallerden analizi icin uygulanabilir olduunu
gOstermektedir. Geligtirilen yontemin gegerli olabilmesi i¢in diger bir yol da
yontemin prepratlara uygulanmasi ile elde edilen sonuclarin kaynaklarda gegerli
olan bagka bir yontem ile karsilastinilarak aralarinda istatistiksel olarak fark
bulunmadigimin gosterilmesidir. Bu amagla Astra Zeneca firmasmna ait 20 mg
zafirlukast etken maddesini iceren Accolate® prepratindan zafirlukastin miktar tayini,
hem HPLC-UV hem de kaynaklardaki 3. tiirev spektrofotometrik (10) ySntemi ile
gerceklestirilmistir. Bunun i¢in Wilcoxon Eslestirilmis ki Ornek Testi kullanlimigtir
(125). Sonugta gelistirilen HPLC yoéntemi ile kargilastirma yoOntemi arasinda
istatistiksel fark olmadifn bulunmustur (tg = 6.50 > tr = 2.00, p > 0.05)
(Tablo IV.26).

Geligtirilen {i¢ voltametrik yontem, HPLC yontemi ve kargilastirma ydntemi
(10) ile elde edilen sonuglar Tekrarh Olglimlerde Varyans Analizi Testi ile

karsilagtirilmis ve bu beg yontem arasinda fark olmadify bulunmustur (125)
(Fy=1.43 < Fr=2.78, p> 0.05).
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V.5.1.Biyolojik Materyalden Analiz Yonteminin Optimizasyon Sonuglar

Zafirlukastin biyolojik materyalden analizinde de, Nucleosil C;g 100A (5 um,
150 x 4.6 mm i.c.,) kolonda, asetonitril : pH 3.00, 0.01 M sodyum asetat tamponu
(70:30, h/h) kullanilarak 0.8 mL/dak akis hizinda ve 240 nm’de gergeklestirilmigtir.
Calismalar oda sicaklipinda (25 °C) yapilmustir.

Plazmadan zafirlukastin tiiketilmesi amaciyla bos plazma, suya ve plazmaya
eklenmis zafirlukast ¢ozeltilerine degisik tiiketme islemleri uygulanarak en uygun
tiiketme yontemi bulunmustur. Uygun tiikketme ¢oziiciisli, zafirlukast ve i¢ standardin
alikonma zamanlarinda o&rtiicti pik olusumu ve su ile plazma sonuglar

karsilastinlarak % geri kazanim degerlerinin hesaplanmasia gére belirlenmigtir
(Tablo IV.27)

Zafirlukastin plazmadan tiiketilmesi amaciyla etanol, metanol, asetonitril,
aseton, trikloroasetik asit, n-hegzan, diklorometan, n-hegzan:diklorometan (7:3, h/h),
etil asetat, kloroform ve dietil eter denenmigtir. Ayrica cesitli kartuslarda kati-faz
tilkketme iglemleri uygulanmistir. Organik c¢oziiciilerle yapilan sivi-sivi tiiketme
islemlerinde zafirlukast elde edilememistir. Kati faz tiiketme iglemlerinde ise
zafirlukast elde edilmig, fakat bos plazmadan gelen pikle aym yerde pik vermistir.

Uygun tiketme ¢oziiciisli, zafirlukast ve i¢ standardin alikonma
zamanlarinda Ortiicii pik olusumu, su ile plazma sonuglar1 kargilastirilarak % geri
kazanim degerlerinin hesaplanmasina gore belirlenmistir. Etanol, metano]l ve
asetonitrilde geri kazamim degerleri yiiksek bulunmustur (etanol ile % 99.72, metanol
ile % 99.19 ve asetonitril ile % 96.89). Pik seklinin diizgiinliigii de géz Oniine
alinarak zafirlukastin plazmadan tiiketilmesinde proteinlerin ¢Sktiirtilmesine dayanan
tiikketme isleminde etanol tiikketme ¢6ziiciisii olarak secilmistir.

Etanol ile titkketme islemleri 1 M NaOH, 1 M HCl, 1 M asetik asit ve % 20
sodyum meta bisilfit iceren ortamlarda ayr1 ayn denenmigtir. NaOH’li ortamda
hareketli faz ile seyreltme isleminde yeniden ¢o6kme olustugu igin analiz
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yapilamamgtir. HCl, asetik asit ve sodyum meta bistilfit iceren ortamlarda ise
sirasiyla % 83.58, 97.22 ve 93.54 geri kazamim degerleri elde edilmigtir. Geri
kazanim degerleri azaldig i¢in bu maddeler tiiketme ortamina konulmamustir.

Zafirlukastin gelistirilen voltametrik yontemlerle biyolojik materyalden
analizi yapilamamigtr,. HPLC ile plazmadan zafirlukastin analizinde denenen
tilketme islemleri ile elde edilen plazma ve aym sekilde tiikketilen bos plazma
omekleri OSWSV yontemi ile analiz edilmigtir. Zafrilukastin indirgenme

potansiyelinde bos plazmadan gelen biiyiik pik oldugu igin plazmada zafirlukast
pikleri goriilememistir.

Belirlenen optimum sartlarda zafirlukastin plazmadan tiiketilmesi sonucu
3.90 dk’da piribedile ve 5.70 dk’da zafirlukasta ait pikler gézlenmistir (Sekil IV. 33).

V.5.2. Biyolojik Materyalden Analiz Yonteminin Validasyon Sonuclar:

Zafirlukastin biyolojik materyalden HPLC yontemi ile analizinde zafirlukast
derigimi, zafirlukast pik alaninin piribedil alanina oraninin grafige gegirilmesi sonucu
49.69 - 437.50 ng mL" araliginda dogrusal kalibrasyon egrisi elde edilmistir (Sekil
IV. 34). Bu yontem i¢in de dogrusalliktan ayrilisin Snem kontrolii yapiimstir (125)
(Tablo IV.29). Sonugta Fyy = 2584.00 > Fr = 5.32, p < 0.05) degerleri elde edilmis ve
bu sonuglara gore dogrusalliktan ayrilisin 6nemsiz olduguna karar verilmistir. Ayrica
korrelasyon katsayismm énem kontrolii yapilarak bu katsayimmn istatistiksel olarak
dnemli bir deger oldugu bulunmugtur (125) (ty = 89.24 > t =2.31, p <0.05).

Yontemin dogrusallifi grafik yontemi ve istatistiksel olarak saptanmgtir.
Grafik yonteminde standart ¢ozeltilerin olmasi gereken derisimlerine kars:
kalibrasyon denkleminden bulunan derigimleri grafife gecirilmistir. (Sekil IV.35).
Tamimlayicilik katsayist (%), 0.9990 olarak bulunmustur. Tablo IV.29°da gdzlenen
sonuglar, zafirlukast i¢in belirlenen araliklarda ¢izilen kalibrasyon egrisinin bir dogru
oldugunu gostermektedir.
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‘ Zafirlukastin plazmadan HPLC yontemi ile analizinde LOD (S/G = 3) 19.23

ng mL" (BSS = % 11.11), LOQ, kalibrasyon eprisindeki en diisiik derigim degeri
olarak alinmistir ve bu deger 49.69 ng mL! (BSS = % 9.25) olarak bulunmustur
n=7).

Zafirlukastin HPLC yontemi ile plazmadan tayininde kesinlik ve dogrulugun
bulunmasi igin 72.73, 254.78 ve 407.52 ng mL™ derisimlerde giin igi ve giinler aras1
tekrarl1 analizler yapiimistir. Giin i¢i ¢alismalarda 3 farkli derisim seviyesinde yedi
tane hazirlanan standart ¢ozeltilerin analizleri aym giin yapilmis, elde edilen
bulgularin BSS degerleri % 0.25 - 1.60 olarak bulunmustur (Tablo IV.30). Giinler
aras1 ¢aligmalar ise; li¢ farkli derisim seviyesinde ardigik yedi ayr1 giinde hazirlanan
cozeltilerin analiz edilmesi ile yapilmug ve elde edilen bulgularin bagil standart
sapma degerleri % 0.46 - 2.19 olarak bulunmustur (Tablo IV.30).

Geligtirilen HPLC y6nteminde giin i¢i ve giinler arasi i¢in % 2.19’un altinda
kalan BSS degerlerinin elde edilmis olmas1 yontemin kesinligini, % bagil hata
degerlerinin 2.56’dan az olmasi ise ydntemin dogrulugunu gostermektedir. Bu
degerler, yontemin kesinliginin 6lgiitii olarak maksimum kabul edilebilen % 15 BSS
ve yontemlerin dogrulugu i¢in kabul edilebilen iist simr degeri % 20’nin altinda
oldugu goriilmiistiir. Ayrica giin i¢i ve giinler arasi ¢alisma sonuglarina gére SS
degerinin 2.65°den diigiik olmasi bu yOntemin de tekrarlanabilirlifin yiiksek
oldugunu gostermektedir (Tablo IV.30).

Sekil V.10 - Sekil V.12°de bos plazma, plazmaya eklenmis zafirlukast ve
suya eklenmis zafirlukast ¢6zeltilerine ait kromatogramlar verilmigtir.
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Sekil V.10. Bos plazmanm tiiketilmesiyle elde edilen kromatogram
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Sekil IV.11. Plazmaya eklenerek tiiketme islemi sonucu elde edilen 254.78 ng mL™
derigiminde zafirlukasta ait kromatogram (P; Piribedil, Z; Zafirlukast)
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Sekil V.12, Suya eklenerek tiiketme islemi sonucu elde edilen 254.78 ng mL
derigiminde zafirlukasta ait kromatogram (P; Piribedil, Z; Zafirlukast)

Zafirlukastin plazmadan analizinde bos plazmada zafirlukastin ve piribedilin
alikonma zamanlarinda herhangi bir pik gdzlenmemistir. Bu da gelistirilen yéntemin

6zgiin oldugunu géstermektedir.

Plazmaya, 72.73, 254.78 ve 407.52 ng mL" gibi t¢ farkl: derisimde eklenen
zafirlukastin % geri kazamm caligmalar1 yapilarak uygulanan tiiketme igleminin
verimi incelenmigtir. Calismalar iki sekilde yapilmistir. Birincisinde plazmaya
eklenmis zafirlukastin pik alammin aym derigimde hareketli fazda hazirlanan
zafirlukast standardinin pik alamna oranlann Kargilagtirilarak tiiketme verimi
hesaplanmistir. Ikincisinde ise plazmaya eklenmis zafirlukastin pik alanmn, aym
derigimlerde plazma yerine suda tiiketme islemi uygulanarak elde edilen zafirlukastin
pik alanina oranindan tiikketme verimi hesaplanmig ve her iki ¢aligmaya ait sonuglar
Tablo IV.31°de verilmigtir. Sonugta her iki ¢aliyma sonucu tiiketme verimi % 94.85 -
99.91 arasinda bulunmus ve plazmadan gelen herhangi bir girisim olmadif
goriilmiigtiir. Her iki ¢alisma sonucu elde edilen % geri kazanim degerleri, Wilcoxon
Eslestirilmis Iki Omek Testi ile karsilagtmlms ve ty degerleri tT degerlerinden biiyiik
oldugu i¢in c¢alismalar arasinda fark olmadifi sonucuna varilmigtir (Tablo IV.31).
Ayrica ii¢ farkli derisime ait geri kazanim degerlerinin % BSS degerlerinin % 1.78°1
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gecmemesi, yontemlerin kesinligini gostermektedir. Ayrica aym geri kazamim SS
degerlerinin  1.69°dan  diisiik olmas1 yontemin tekrarlanabilirliliginin yliksek
oldugunu gostermektedir.

Bu tezde, astim tedavisinde kullanilan zafirlukastin, elektrokimyasal
yontemlerden OSWV, OSWAdSV ve DPAdJSV yontemleri ve kromatografik
yontemlerden HPLC yéntemi ile farmaséotik preparatlardan ve ayrica HPLC yontemi
ile de biyolojik materyallerden analizi gergeklestirilmistir. Gelistirilen {i¢ voltametrik
yontem, HPLC yontemi ve karsilastirma yontemi (10) ile elde edilen sonuglarin
istatistiksel degerlendirilmeleri neticesinde validasyon parametrelerinin uygun
degerde bulunmasi, kaynaklardaki karsilagtirma yontemi ile arasinda istatistiksel fark
olmamasi; bu yontemlerin valide yntemler oldugunu gostermektedir. Bu ySntemler,
zafirlukastin farmasétik preparatlardan tayini igin dogru, kesin, duyarli, segici,
tekrarlanabilir yontemler olup rutin analiz laboratuvarlarinda kalite kontrol amaciyla

kullanilmasi tnerilebilir.

Bir yontemin duyarlilifi birim derisim artigina karsihik gozlenen sinyalin
biiyiikliigtine baghdir. Bu deger kalibrasyon egrisinin egimi ile verilmektedir. Egim
ne kadar biiyiikse yontemin duyarlilif: da o kadar yiiksektir. Alt tayin simirimin kiictik
olmasi da yontemin duyarlihfimn biiyllk oldugunun gostergesidir. OSWV,
OSWAAdSV ve DPAdJSV yontemlerine ait kalibrasyon dogrusunun egimleri sirasiyla
100.82, 1.6058, 0.0756°cir. Ayrica alt tayin smirlan OSWV, OSWAJdSV ve
DPAdSV yontemi igin 146.00 ng mL™, 30.00 ve 38.00 ng mL" ve kargilastirma
yontemi (10) igin ise 3.6 pg mL™"dir. Bu sonuglara gére OSWAASV yontemi diger
voltametrik yOntemlere gore ve her {ic voltametrik yontem de karsilastirma
yontemine gére daha duyarli bulunmugtur.

HPLC yonteminin duyarhlifimn bir gostergesi olarak da kalibrasyon
eprisinin egimi 0.0037 olarak bulunmustur. LOQ degeri ise 25.00 ng mL™dir.
Karsilashrma yonteminde dogrusallik araliy 3.2 - 16.00 pg mL7 olarak
bulunmugtur. Bu sonuglara gére HPLC yontemi gelistirilen ii¢ voltametrik
yontemden ve kargilagtirma yonteminden (10) daha duyarli olmasmna raSmen
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kromatografik ybntemlerin pahali cihaz ve kolon, kromatografik saflikta ¢6ziicii gibi
kimyasal maddeler ve gesitli tiiketme iglemleri gerektirebilmeleri nedeni ile daha
ucuz ydntemler olmalarindan dolay: voltametrik yontemler tercih edilebilir.

Kaynaklarda verilen biyolojik materyal ile zafirlukastin HPLC yontemi ile
analizinde (9) dogrusallik aralign 0.75 - 200 ng mL™" olup alikonma zamanlar:
zafirlukast i¢in 9 dk, i¢ standart olarak kullamilan flavon igin ise 10 dk’dir.
Plazmadan geri kazanim degeri ise % 92 olarak bulunmustur. Tez ¢aliymamizda
gelistirlen HPLC yonteminde zafirlukastin ve piribedilin plazmadan tiiketilmesi
sonucu alikonma zamanlari 3.90 dk ve 5.70 dk’dir. Plazmadan geri kazamm
degerleri ise % 94.85 - 99.91 arasinda bulunmustur. Zafirlukast, gelistirilen HPLC
yontemi ile plazmadan daha kolay ve daha kisa siirede tiiketilmektedir. Tiiketme
verimi daha yiiksek ve analiz siiresi de daha kisadir.

Ayrica bu tezde bos plazmaya ilave edilen zafirlukast diizeylerinin,
zafirlukast kullanan hastalarin plazma diizeyleri (maksimum plazma konsantrasyonu
300.00 ng mL™) (21, 26, 39) ile uyumlu olmasi, bu yontemin astim hastalarinin
plazma diizeylerinin saptanmasinda da kullanilabilecegini g6stermektedir. Sonugta,
gelistirilen HPLC yonteminin, zafirlukastin plazmadan tayini i¢in dogru, kesin,
duyarli, segici ve tekrarlanabilir bir yontem oldugu da gériilmektedir.
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EKLER
EK 1. Korrelasyon Katsayis1 Onem Kontrolii (125)

Bulunan korrelasyon katsayisinin 6nemli bir katsayr m1 yoksa tesadiife baglh
bir katsay1 m1 oldugu test edilmigtir.

Testin yapiminda islemler:
1. Ho: Korrelasyon katsayisi tesadiife bagli bir degerdir (r = 0).
2. Test istatistiginin hesaplanmasi:

T

ty=
Sr
1/2
1-1
S = (Korrelasyon katsayisinin standart hatast)
n-2

3. Yamlma olasilig1 olarak o = 0.05 secilmistir.

4. Serbestlik derecesi=n - 2

5. o = 0.05 diizeyinde ve 4. Madde de bulunan serbestlik derecesinde tablo t
degerine bakalir.

6. Karsilagtirma: Hesapla bulunan t (ty) degeri tablo t (t;) degerinden biiyiikse Hy
hipotezi reddedilir, kii¢iikse kabul edilir.

7. Karar: Korrelasyon katsayisi 6nemli bir degerdir, tesadiifen bulunmus bir deger
degildir (t = Hesapla bulunan deger, p < 0.05) veya korrelasyon katsayisi énemli

bir deger degildir, tesadiifen bulunmus bir degerdir (t = Hesapla bulunan deger,
p > 0.05).
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Dogrusalliktan Ayrilis Onem Kontrolii (125)

1. Kareler toplamlar: bulunur:

a) Regresyon Kareler Toplami (RKT):
2
( Zx)(Zy)
XXy -
n

(Zx )
x> -
n
b) Y Ortalamadan Ayrilis Kareler Toplami (YOAKT):

(Zyy

YOAKT = Xy” -
n
c) Regresyondan Ayrilis Kareler Toplami = RAKT = YOAKT - RKT

2. Serbestlik dereceleri bulunur:
a) Regresyon Serbestlik Derecelesi (RSD) = 1
b) Y Ortalamadan Ayrilis Serbestlik Derecesi = YOASD =n-1
c) Regresyondan Ayrilig Serbestlik Derecesi = RASD = YOASD — RSD
3. Kareler ortalamalar bulunur:
a) Regresyon Kareler Ortalamas1 = RKT / RSD
b) Regresyondan Ayrilig Kareler Ortalamasi = RAKO = RAKT / RASD
4. Ho = Derisim ile pik akim degerleri veya detektor cevabi arasindaki iliski
dogrusal degildir.
5. Yamima olasiligs o = 0.05 secilmistir.
6. Fy=RKO/RAKO
7. p = 0.05 diizeyinde RSD ve RASD serbestlik derecelerindeki tablo F (Fr)
degerleri bulunur.
8. Kargilastirma: Hesapla bulunan F (Fy;) degeri tablo F (Fr) degerinden biiyiikse H
hipotezi reddedilir, kii¢iikse kabul edilir.
9. Karar: Derisim ile pik akimi degerleri veya derisim ile detekidr cevab arasindaki
iligki dogrusaldir (F = Hesapla bulunan, p < 0.05) veya dogrusal degildir (F =
Hesapla bulunan, p > 0.05).
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EK 2. Bagl Standart Sapma ve % Bagil Hata Hesaplama Ydntemi (125)

Standart sapma

Bagil Standart Sapma (BSS) = x 100
Aritmetik ortalama

(Olmas1 gereken miktar — Bulunan miktar)
% Bagil Hata = x 100
Olmas: gereken miktar

EK 3. % Geri Kazanim Hesaplama Yéntemi

Bulunan miktar
% Geri Kazamim = x 100
Olmas1 gereken miktar
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EK 4. Tekrarh Olgiimlerde Varyans Analizi (125)

Yontemlerin - kargilagtinlmasinda, yontemler arasinda fark bulunup
bulunmadigim kontrol etmek icin Tekrarli Olglimlerde Varyans Analiz testi
uygulanir. Zafirlukastin tabletlerinden OSW, OSWSV, DPSV, HPLC ve
karsilastirma yOntemiyle elde edilen sonuglarin karsilastiriimasi bu test ile
yapilmustir.

1. Kareler toplamlar: bulunur
a) Genel kareler toplam1 (GnKT)

¥x )
GnKT=Zx2-( :

n
b) Gruplar arasi kareler toplami (GAKT)

=x;)? (Zx )
GAKT= 2

4 n
c¢) Denekler aras1 kareler toplami (DAKT)

(Her bir satir toplami) 2 (=x)?
DAKT =X -
Her bir satirdaki 6lgiim say1s: n

e) Etkilesim (hata) kareler toplami1 = HKT = GnKT - GAKT - DAKT

2. Serbestlik derecelerinin bulunmasi

a) Genel serbestlik derecesi => GnSD =njxk - 1

b) Gruplar aras: serbestlik derecesi = GASD =k - 1
c) Denekler arasi serbestlik derecesi = DASD =n; - 1
d) Hata serbestlik derecesi = HSD =(n;- 1) x (k- 1)

3. Kareler ortalamasmin bulunmasi

a) Gruplar aras1 kareler ortalamas1 = GAKO = GAKT / GASD
b) Denekler aras: serbestlik derecesi = DAKO = DAKT / DASD
c¢) Hata kareler ortalamasi => HKO = HKT / HSD
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4. Ho= Yontemler arasinda fark yoktur.

H; = En az bir 6l¢tim digerlerinden farklidir.

5. Yanilma olasilif1 p = 0.05 segilmisgtir.

6. F=GAKO/HKO

7. o = 0.05 diizeyinde GASD ve HSD serbestlik derecelerindeki tablo F degerleri

bulunur.

8. Karsilastirma: Hesapla bulunan F (Fy) degeri tablo F (Ft) degerinden biiyiikse Hg
hipotezi reddedilir, kiigiikse kabul edilir.

9. Karar: Yontemler arasinda fark yoktur (F = Hesapla bulunan, p < 0.05) veya
yontemlerden en az biri farklidir (F = Hesapla bulunan, p > 0.05).
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EK 5. Wilcoxon Eslestirilmis iki Ornek Testi (125)

Yontemlerin karsilastirlmasinda, iki yontemle elde edilen sonuglar arasinda
fark bulunup bulunmadigim kontrol etmek igin Wilcoxon Eslestrilmis iki Ornek testi
uygulanur.

Her grup icin “lki yontem arasinda fark yoktur” seklinde kurulan Hg
hipotezini denemek igin, ilk dnce iki yontemle bulunan sonuglar arasindaki farklar
almir ve farklar kiigiikten biiyiige dogru mutlak deger olarak siralanmir. Fark isareti
sira numaralarinin &niine konur. Sonugta art1 ve eksi isaretlerin hangisi daha az ise
onlarin sira numaralar1 toplanarak Ty degeri hesaplamir. 0.05 yamilma olasilig:
diizeyinde ve n serbestlik derecesinde Tt degeri bulunur. Ty > Tt ise Ho kabul edilir,

Ty < Tt ise Hp reddedilir ve iki yontem arasinda fark olup olmadig: gosterilir.
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