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Atorvastatin Tayini icin Yeni Bir Spektrofotometrik Yontem

Ogrencinin Adi ve Soyad: Fatih YIGIT
Damismani: Prof. Dr. Isil AYDIN

Anabilim Dah: Analitik Kimya

1.1. TURKCE OZET
Amac:

Farmasotik formiilasyon ve ilaclarda bulunan Atorvastatin’in miktarsal olarak
tayini i¢in reaktif olarak quinalizarin yardimiyla yiik transfer kompleksi olusturarak
ekstraksiyona gerek kalmaksizin  spektrofotometrik yOontem  gelistirilmesi

amaclanmistir.

Gerec ve Yontem:

Atorvastatin ve reaktif olarak kullanilan Quinalizarin ile metanol ortaminda oda
sartlarmda 573 nm dalgaboyunda maksimum absorbans veren mavi renkli yiik
transfer kompleksi olusturulmustur. Reaksiyonu etkileyecek farkli degiskenler

optimize edilmis ve ¢alisilmistir.

Bulgular:

Atorvastatin’in kantitatif tayininde; olusturulan yiik transfer kompleksinin ¢ok
yogun bir renk vermesi, maksimum renk gelisiminin saglanmasi i¢in ve en uygun
kosullar1 olusturmak i¢in denemeler yapilmistir. Yontemin gelistirilmesi ve
incelenmesi  i¢in;  ¢oziici  yapist  etkisinin = degerlendirilmesi,  reaktif
konsantrasyonunun etkisinin arastirilmasi ve reaksiyonu tamamlamak i¢in gereken
slirenin belirlenmesi ve reaksiyonun stokiyometrisinin degerlendirilmesi gibi siire¢ler

takip edildi.



Sonugc:

Onerilen yontem aym zamanda; sadece bir ¢oziicii i¢indeki, atorvastatin ile
quinalizarin arasindaki yiik transfer reaksiyonu olma avantajina sahiptir ve ayni
zamanda gelistirilebilir olma 6zelligi vardir. Linearitesi, 10-100 pg/mL araliginda
kalibrasyon dogrusu elde edilmis, tespit ve nicelendirme smirlary, sirasiyla
1,49 pg/mL ve 4,98 ng/mL olarak hesaplanmistir. Bu nedenle, onerilen yiik transfer
kompleksi reaksiyonu, kalite kontrol laboratuarlarinda atorvastatinin rutin

analizlerinde pratik ve ekonomiktir.

Anahtar Sozciikler:

Yiik Transfer Kompleksi, Atorvastatin, Quinalizarin, Farmasotik Formiilasyon, UV-

VIS



A New Spectrophotometric Method for the Determination of Atorvastatin

Student’s Surname and Name: YIGIT Fatih
Adviser of Thesis: AYDIN Isil

Department: Analytical Chemistry

1.2. ABSTRACT

Aim:

In order to determine the amount of atorvastatin found in pharmaceutical
formulations and drugs, it is aimed to develop a spectrophotometric method without
the need for extraction by forming a charge transfer complex with the help of

quinalizarin as a reagent.

Material and Method:
A blue-colored charge transfer complex with maximal absorbance at 573 nm
was generated in the room environment in the presence of kinetics with methanol.

Different variables that affect the reaction have been optimized and studied.

Results:

In quantitative determination of atorvastatin; Experiments were conducted to
provide the most favorable conditions to ensure a very dense color and maximum
color development of the generated charge transfer complex. For the development
and analysis of the method; The process of evaluating the effect of the solvent
structure, studying the effect of the reagent concentration and evaluating the time
required to complete the reaction and the stoichiometry of the reaction were

followed.



Conclusion:

The proposed method is also; it has the advantage of being the charge transfer
reaction between atorvastatin and quinalizarin in a solvent only and can be improved.
The linearity of the calibration line was obtained between 10-100 pg / mL, and the
detection and quantification limits were calculated as 1,49 pg/mL and 4,98 pg/mL,
respectively. Therefore, the proposed charge transfer complex reaction is practical

and economical in routine analysis of atorvastatin in quality control laboratories.

Key Words:
Charge Transfer Complex, Atorvastatin, Quinalizarin, Pharmaceutical Formulation,
UV-VIS



2.GIRIS ve AMAC

Atorvastatin, statinler olarak bilinen kolesterol diisiiriiciilerdendir, oncelikle
karacigerde etki eder. Hepatik kolesterol seviyelerinin azalmasiyla, kolesteroliin

hepatik alim1 artar ve plazma kolesterol seviyeleri azaltir.

[Ik olarak 1985 yilinda Warner-Lambert Sirketi'nden Bruce Roth tarafindan
sentezlenen bir ila¢ erken maddesidir. Atorvastatin’in 3 farkl tuz formu bulunur.
Atorvastatin ~ Kalsiyum, Atorvastatin  Lakton ve  Atorvastatin  Sodyum.
Lipitor™ (Atorvastatin Kalsiyum) ismiyle Pfizer firmasi tarafindan piyasaya
sunuldu. Food and Drug Administration (FDA) tarafindan 1996'da onaylandiginda,
Lipitor satiglar1 125 milyar ABD dolarin1 ast1 ve yaklasik on yil boyunca diinyanin
en ¢ok satan ila¢ markalar1 listesine girdi (1). Diinyada yaygin olarak kullanilan,

calismamizda kullanmaya karar verdik.

Quinalizarin kromojenik-renkli selat {iiretme kabiliyeti-ozelligi sayesinde,
komplekslesme  reaksiyonuna  dayanan  bir  spektrofotometrik  yOntem

uygulanabilmektedir (2,3).

Yiik transfer kompleksi (YTK), iyonlasma potansiyeli yeterince diisiik olan
elektron ile iyonlasma potansiyeli yeterince yliksek olan elektron dondrlerinin
etkilesimidir. Bir alicidan dondr’e olan elektronun transferi, yiik transfer islemiyle
miimkiindir (4) ve siklikla Goriintir Bolge Spekrofotometrisindeki genis bandli

elektronik absorbsiyondaki yogun goriiniimii ile karakterize edilir (5).

[lag Analizinde dnemli yer tutan dnemli yontem gruplarindan biri, dogal UV
emilimi ve kimyasal reaksiyonlara dayanan spektrofotometrik yontemlerdir ve
ginlimiizde ilag analiz Olglimleri neredeyse sadece spektrofotometri ile
gerceklestirilmektedir (6). Spektrofotometri, bir maddenin dalga boyu islevi olarak
iletim veya yansitma Ozelliklerinin kantitatif 6l¢limiine dayanir. Bu yontemlerin
avantajlari; diisiik zaman ve iscilik tiikketimidir. Bu yontemlerin kesinligi de oldukca
miikemmeldir. Ozellikle ilaglarm dozaj formunun analizinde uygulanan UV-Gériiniir

Bolge spektrofotometrisinin kullanimi son yillarda hizla artmistir (7). Kolorimetrik



yontemlerin, dokme malzemelerin tahlili i¢cin diizenli olarak kullanildigini da
belirtmek énemlidir.

Caliymamiz; atorvastatin ile quinalizarin arasinda yiik transfer kompleksi
olustururarak, numunede bulunan analitin kabul edilebilir diisiik seviyelerdeki
konsantrasyonlarmin UV-Goriiniir bolgede belirlenmesine olanak saglayan, hassas
ve secici Ozelligi olan spektrofotometrik yontemlere alternatif olusturmay1

amaclamaktadir.



3.GENEL BILGILER
3.1. Atorvastatin

Atorvastatin (ATOR), Statinler olarak bilinen ila¢ sinifinin bir {yesidir.
Kimyasal ismi “[R-(R",R")]-2-(4-Fluorophenyl)-B,5-dihydroxy—5-( 1-methylethyl)-
3—phenyl-4-[(phenylamino) carbonyl] -1H-pyrrole—1-heptanoic acid” dir (Sekil 3.1).
Merck Indeks’in 13.baskisinda (8) ve Martindale the Complete Drug Reference’in
34. baskisinda (9) listelenmistir.

HsC. _CHs
©\ 0 OH OH
COOH
u = N/\/'\/'\/

mlii |Ilii F

Sekil 3.1. Atorvastatin’in Kimyasal Yapisi

Kolesterolii diisiirmek i¢in kullanilir. Atorvastatin, kolalon biyosentezinde
Mevalonat yolu ile hiz belirleyici enzim olan Hidroksimetilgulasil-koenzim A
(HMG-CoA) rediiktazin rekabet¢i bir inhibitoridiir. HMG-CoA rediiktaz, HMG-
CoA'nin mevalonat'a doniisiimiinii katalize eder (Sekil 3.2). Reduktaz reaksiyonunun
ana hatlar1 1960 yilinda tanimlanmis ve 1964'te Konrad Bloch and Feodor Lynen
1964'te Nobel Odiilii'ne layik goriilmiistiir (10).

CoASH
MG o VO ot mg 3 NADPH' nape* g 0
IANL L LN o LN
HO 0 ./ HO*™ O HO O
s TGH W
S-CoA S-CoA OH
HMG-CoA Half-reduced Mavalonate
intermediate

Sekil 3.2. HMG-CoA Reduktaz Reaksiyonu



Atorvastatin, Oncelikle karacigerde etki eder. Azalan hepatik kolesterol
seviyeleri, kolesteroliin hepatik alimini arttirir ve plazma kolesterol seviyelerini
azaltir. {1k olarak 1985 yilinda Parke-Davis Warner-Lambert Sirketi'nden Bruce Roth

tarafindan  sentezlendi. Atorvastatin,  Lipitor” (Atorvastatin  Kalsiyum)

ismiyle Pfizer firmasi tarafindan piyasaya sunuldu. Food and Drug Administration
(FDA) tarafindan 1996'da onaylandiginda, Lipitor satiglar1 125 milyar ABD dolarini
ast1 ve yaklasik on yil boyunca diinyanin en ¢ok satan ilag markalar1 listesine girdi
(1). Lipitor adh ilacin patenti 30 Kasim 2011'de sona erince, Watson
Pharmaceuticals ve India’daki Ranbaxy Laboratories isimli ila¢ firmalar1 tarafindan
jenerik Atorvastatin olarak iiretildi (11).

Statinler, 5 y1l boyunca takip edilen 90.000 denekte, genis ve kapsamli klinik
denemelerde test edilmistir ve biitiin bu c¢alismalarin sonuglar1 tutarli olmustur.
Statinlerle tedavi sayesinde, plazma LDL seviyelerinin % 25-35 diistiigii ve kalp
krizi sikliginin % 25-30 azaldigi tespit edilmistir. Koroner olaylardaki azalma
ylizdesinin, tedavinin daha uzun silirmesi ve statin tedavisinin daha erken baslatilmas1
durumunda daha da etkili olacagr soylenmektedir. Caligmalarin higbirinde
kolesterolii diisiirmenin olumsuz bir etkisi olmamistir. Bunun sebebinin; Statinlerin
dikkat c¢ekici glivenligi, benzersiz etki mekanizmalar1 olmasindan kaynaklandigi
diistiniilmektedir (12- 14).

2 adet yar1 sentetik statin (Simvastatin ve Pravastatin) ve 4 adet sentetik statin
(Fluvastatin, Atorvastatin, Rosuvastatin ve Pitavastatin) dahil olmak {izere 6 adet

Statin pazara sunulmustur (15).

3.1.1. Atorvastatin’in Fiziksel ve Kimyasal Ozellikleri

IUPAC  isimlendirmesi (3R, 5R)  -7-[2-(4-fluorophenyl)-3-phenyl-4-
(phenylcarbamoyl)-5-(propan-2-yl)- 1H-pyrrol-1-yl]-3,5-dihydroxyheptanoicacid’dir.
Molekiil formiilii Cs;3H3sFN,Os ve molekiil agwhigr 558,7 gram/mol’diir.
Atorvastatin, oral yolla alimindan hemen sonra hizla emilir. Bu, uygulanan ilag
dozuna bagl olarak dogru oranl olarak artar.

Atorvastatin’in 3 farkli tuz formu bulunur. Atorvastatin Kalsiyum, Atorvastatin

Lakton ve Atorvastatin Sodyum. Calismamizda Atorvastatin Kalsiyum kullanacagiz.



Atorvastatin  Kalsiyum’un molekiil formiili [Cs3H35FN>Os],.Ca.3H,O  ve
molekiil agirhigr 1209,4 gram/mol’diir. Kirli beyaz renkte kristalize tuz (Sekil.3.3)
halindedir. pH<4.0 olan su c¢ozeltilerinde ¢6ziinmez. Distile su, Fosfat tamponu
(pH=7.4) ve Asetonitril’de ¢ok az ¢oziiniir. Etanol’de az ¢Oziliniir. Metanolde ise

serbestge ¢Ozlnlir.

Sekil 3.3. Toz halindeki Atorvastatin

3.2. Quinalizarin (Reaktif)

Quinalizarin (1,2,5,8-tetrahydroksianthrakinon), C;4HgO¢ formiiliine sahip olan
polifenolik bir bilesiktir (Sekil 3.4). Pigment ve boya endiistrisinde kullanilir. Dort
hidrojen atomunun, dort hidroksil (OH) grubu ile yer degistirilmesiyle tiiretilmis

tetrahidroksiyantrakinon izomerinden biridir.
H o o ‘:l:" .H
O
— | i ]/ H
,-a-"’ff ,-a-"’f-r
O
by ©

Sekil 3.4. Quinalizarin’in kimyasal yapisi
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3.3. Yiik Transfer Kompleksi

Yiik transfer kompleksi (YTK), iyonlagsma potansiyeli yeterince diisiik olan
elektron ile iyonlasma potansiyeli yeterince yiiksek olan elektron dondrlerinin
etkilesimidir. Bir alicidan dondr’e olan elektronun transferi, yiik transfer islemiyle
mimkiindiir (4). Yik Transfer komlekslerinin olusumu, siklikla Goriiniir Bolge
Spekrofotometrisindeki genis bandli elektronik absorbsiyondaki yogun goriiniimii ile
karakterize edilir (5). Ancak, alic1 ve verici tiirlerinin her ikisi i¢inde absorbe eden
spektrumunda boyle bir genis band goriinmez. Organik ve Fotoiletken 6zellikteki
opto-kimyasal sensorlerin redoks prosesleri ¢alismasi sayesinde (YT) Kompleksi
bulunmus (16, 17) ve YTK etkilesimleri, kimyasal ve fiziksel 6zelliklerinden dolay1
biiyiik ilgi gormiistiir (18—19).

Yiik transfer kompleksi (YTK) terimi, ilk 6nce Mulliken tarafindan tanitildi (20-
21) ve genis Olclide Foster (22) tarafindan tartisildi. Mulliken, klasik iyonik, kovalent
ve hidrojen baglanma bilesenlerinin koordinasyon modellerine uymayan belirli
molekiil smniflarinin davranisini agiklamak i¢cin yeni bir tiir eklenti tanimlamay1
amagcladi. Bu tiir eklentiler, bilesenlerinin 6zelliklerinden bazilarin1 biiyiik olclide
korurken, Ornegin ¢Oziiniirlik, diyamanyetik ve paramanyetik duyarlilik gibi
bazilarinda degisiklikler agikca goriiliir. Bagka farkliliklar ise elektrokimyasal
teknikler ile bulunmustur. Bazi kompleksler, normal stokiyometri ve yapi1 kristalleri

olarak izole edilebilir.

3.4. Analitik Metodun Secimi

Bir analitik metot, spesifik matrikste analite spesifik bir teknik uygulanmasidir.
Analizin gereksinimleri, en iyi yontemi belirler. Bir yontem segerken, asagidaki
tasarimin bir kismina veya hepsine 6nem verilmelidir.

Kriterler:

= Dogruluk, Saglamlik,

= Hassasiyet, Operasyon Kapsamu,

= Duyarlilik,
= Segicilik,

Analiz siiresi,

Maliyet.

= Ekipmanin kullanilabilirligi,
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3.5. Validasyon Parametreleri
3.5.1. Spesifiklik

YoOntem; aranan analitin, karigik bir matriks icerisindeki diger maddelerden tam
ve dogru olarak bulunarak ayirabilme o6zelligidir. Matrikste olmasi beklenen
bilesenlere ragmen; yOntemin, bagimsiz olarak aranan maddeyi bulabilme
yetenegidir. Numune i¢indeki varligi tespit edilmis aranan bilesik ile girisim

yapabilen diger analitlerden farkli olarak 6lgme becerisidir (23).

3.5.2. Linearite

Analitik bir prosediiriin dogrusalligi, belirli bir aralik dahilinde analit
konsantrasyonuyla analitin cevabinin orantili olarak gdsterebilmesidir. Yontemin
dogrusallik ¢alismasi; genellikle hedef analit konsantrasyonunun % 80-120'si
araligindaki bes farkli konsantrasyon seviyesinde standart ¢ozeltiler hazirlayarak

gergeklestirilir (24).

3.5.3. Dogruluk

Dogruluk, bir deneyin sonucunun “ger¢ek” veya “beklenen sonug” ile birbirine
ne kadar yakin ve ayni fikirde oldugudur. Elde edilen sonug ile olusturulan sonug
arasindaki “fark”, genellikle 6ngoriilebilir sonuglara boliiniir ve goreceli hata yiizdesi

olarak bildirilir.

Elde edilen sonuc - Beklenen sonug
% Hata= x100
Beklenen sonug

Analitik yontemler, goreceli hatalarmin biiyiikliigline bagl olarak ii¢ gruba
ayrilabilir.
=  Deneysel bir sonu¢ dogru sonucun % 1'1 i¢inde oldugunda, analitik yontem
olduk¢a dogrudur.
= % 1 ile % 5 arasmda bagil hatalara neden olan yontemler orta derecede
dogrudur.
= Ancak % S5'ten daha biiylik goreceli hatalar, diisik dogrulukta yontemler

uretmektedir.
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3.5.4. Kesinlik

Bir 6rnek birkag kez analiz edildiginde, bireysel sonuglar nadiren aynidir. Hatta,
sonuglar genelde rastgele dagilmis durumdadir. Kesinlik, bu degiskenligin bir

Olctistidiir. Bireysel analizler arasindaki uyum ne kadar yakinsa, sonuglar o kadar net

olur.
(a) D7
XX X
i RO X .,
(b)
X
X 20 22X X XXX , X

Sekil 3.5. Serumdaki K* konsantrasyonunun iki bireysel sonucun karsilastirmasi

(a) 'daki veriler (b)' deki verilerden daha kesindir.

Bir yontemin kesinligi, sinyalin 6l¢iilmesindeki belirsizligine ve Orneklerin
tekrarlanabilir sekilde kullannm kolayligi da dahil olmak {izere cesitli faktorlere
baghdir. Kesinlik, verilerin merkezi bir degere yayilmasinin bir 6l¢iisiidiir ve aralik,
standart sapma veya varyans olarak ifade edilebilir. Kesinlik genellikle iki kategoriye
ayrilir: Tekrarlanabilirlik ve yeniden iiretilebilirlik.

Ayni analist tarafindan, laboratuvar ¢alismasmin ayni donemi boyunca yapilan
tiim dlgiimler sirasinda elde edilen kesinlik, tekrarlanabilirlikle yapilir. Ote yandan,
yeniden iretilebilirlik, analistler arasinda veya tek bir analist i¢in farkli laboratuar
oturumlarinda elde edilen kesinliktir. Yeniden {retilebilirlik ek degiskenlik
kaynaklar1 icerdiginden, bir analizin yeniden iiretilebilirligi tekrarlanabilirliginden

daha iyi olamaz (23).

3.5.5. Ol¢iim Limiti (LOQ) ve Dedeksiyon Limiti (LOD)

Olgiim limiti (Bir numune igindeki en diisiik analit miktarmin, uygun bir
hassasiyet ve dogrulukla nicel olarak belirlenebilmesi) ve Tayin limiti (bir numune

icindeki tespit edilebilen, en diisik analit miktar)) ve Uluslararasi Uyum
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Konferansi’na (International Conference of Harmonization-ICH) uygun olarak
analitik prosediirler i¢in “Validasyon Kurallar1” belirlenmistir.

Tayin limitinin hesaplanmasinda kullanilan yontem; En kiicliik Olciilebilen
konsantrasyon degerinin, tekrarlanabilirlik denemeleriyle hesaplanmis “‘Standart
Sapma degerinin ( SD)” 3 katin1 almaktir.

LOQ=3x(SD/a)
Olgiim limitinin hesaplanmasinda kullanilacak yontem ise “Standart sapma degerinin
(SD)” 10 katin1 almaktir (25).
LOQ=3x(SD/a)
a; kalibrasyon egrisinin egimi iken,

SD; korelasyon dogrusunun y eksenininden standart sapmasidir.

3.5.6. Standart Sapma Degeri (SD)

Mutlak standart sapma (SD), bireysel Olclimlerin ortalama degere yayilimini
ifade etmekte ve verilerin ortalama degerinden ‘“ortalama” sapmasmin istatistiksel
Olciisii olarak tanimlanmaktadir. SD, genellikle nispi bir sekilde ifade edilir. Bu
yiizden hesaplamalar “Bagil Standart Sapma degerine (RSD)” gore yapilir.

RSD=SD/X ()E(: Orneklem ortalamasi)

3.6. Farmasotik Analizlerde Analitik Tekniklerin Rolii

Yeni ilaglarin kesfedilmesi, artik sadece kimyagerlerin hayal giiciiyle degil,
kimya, farmakoloji, mikrobiyoloji ve biyokimya bilimlerinin arasindaki
multidisipliner yaklagimla, fikir aligverisinin katkisiyla tiretilebilmektedir (26).

Ilag gelistirme siireci; hastaliklarla savasmak, kontrol altma almak, hasta olup
olmadigini test etmek ya da tedavi degeri gosteren bir ilag molekiiliiniin icadi ile
baslamistir. Aktif farmasotik bilesenler (APIs-Active Pharmaceutical ingredients)
olarak da adlandirilan bu tiir molekiillerin sentezi, karakterizasyonu, bunlarin 6n
giivenlik ve tedavi etkinlik verilerini olusturmak icin yapilan daha detayl
arastirmalar; ila¢ olmaya aday ilaclarlarin tanimlanmasinda 6n kosuldur (27).

Farmasotik arastirma alaninda; toplu ilag malzemeleri, ara tiriinler, ilag¢ tirlinleri,
ilag formiilasyonlari, safsizliklar, ilaglarin bozunma iiriinleri ve ila¢ metabolitlerini
iceren biyolojik numunelerin analitik olarak incelenmesi ¢ok Onemlidir. Resmi

farmasotik analizin baslangicindan itibaren, aktif madde igeriginin simirlarini
13



belirleyerek, toplu ila¢ malzemelerinin kalitesini karakterize etmek amaciyla, ozet
grup incelemeleri olan analitik tahlil yontemleri bu ¢aligmalara dahil edilmistir. Son
yillarda bahsi gecen grup inceleme tahlil yontemleri, spektrometri, kromatografi,
kilcal elektroforezi ve titrimetrinin yani sira, elektroanalitik yontemlerdir.

Bir dosyay1 degerlendirmek icin kullanilan prosediir fikri miilkiyetin gizliligini
garanti eder. Dosya, katilan ulusal yetkili makamlar, iilkeler ve yOnetim kurulu
tarafindan atanmus sertifika prosediiriine uygun aday uzmanlarca degerlendirilir (28).

United States Pharmacopoeia (USP, 2004) ve The European Pharmacopoeia and
Council of Europe (Ph.Eur, 2002) kurumlarinin verilerine dayanarak hazirlanan

mevcut durumu gosterir Tablo 3.1 hazirlanmistir (29).

Tablo 3.1. Ambalajh ila¢ malzemelerinin i¢ceriginin tayini icin 6ngoriilen ¢esitli analitik

yontemlerin oram (30).

. USP Ph. Eur.

Teknik 27 (%) 4 (%)
UV-Goriiniir Bolge Spektofotometrisi 8.5 9.5
Titrasyon 40.5 69.5
Gaz Kromatografisi 2.5 2
HPLC- Sivi Kromagrafisi 44 15.5
Potansiyometrik 10 27
Sivi olmayan ¢ozeltiler 24 36.5
Sivi Karigimlar 5.5 21
Redoks (Iyodometri, Azotometri, vb.) 5.5 6.5
Mikrobiyolojik analizler (antibiyotikler) 2.5 3
Indikator 4.4 6.5
Asit- Baz 29.5 57.5
Diger (Atomic absorbsiyon, Spectroskopi, IR,
Polarimetri NMR, Gravimetri, Fluorimetri, 2 0.5
Polarografi vb.)
Diger (Kompleksometri, Argentometri, vb.) 5.5 5.5
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3.6.1. flac Analizinde Kullanilan Baz1 Analitik Teknikler
% Titrimetrik Teknikler

o
*

¢ Kromatografik Teknikler :
> Ince tabaka Kromatografisi
» Yiksek performans ince tabaka kromatografisi (HPTLC)
» Yiiksek performansli stvi kromatografisi (HPLC)
» Gaz kromatografisi

% Spektroskopik Teknikler:
» Spektrofotometri
» Yakin kizil 6tesi spektroskopi (NIRS)
» Niikleer manyetik rezonans spektroskopisi (NMR)
» Florometri ve fosforimetri

¢ Elekrokimyasal metotlar

* Kinetik analiz yontem

*» Elektroforetik yontemler

*» Akis enjeksiyonu ve sirali enjeksiyon analizi

3.6.2. flac Analizinde Spektrofotometrinin ve Uygun Analitik Yontemin Rolii

[lag analizinde dnemli yer tutan 6nemli yontem gruplarmdan biri, dogal UV
emilimi ve kimyasal reaksiyonlara dayanan spektrofotometrik yontemlerdir.
Gilintimiizde, ila¢ analizindeki Olglimler neredeyse sadece spektrofotometri ile
gerceklestirilmektedir (6). Spektrofotometri, bir maddenin dalga boyu islevi olarak
iletim veya yansitma 6zelliklerinin kantitatif 6l¢iimiine dayanir.

Kesinligi olduk¢a mitkkemmel olan bu yontemlerin avantajlari; diisilk zaman ve
iscilik tiiketimidir. Ozellikle ilaglarin dozaj formunun analizinde uygulanan UV-
Goriinlir Bolge spektrofotometrisinin kullanimi son yillarda hizla artmustir (7).
Kolorimetrik teknikler genel olarak asagidaki hususlara dayanmaktadir:

% Kompleks olusum reaksiyonu.

% Bir katalitik etki.

% Yikseltgenme indirgeme islemi.
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Tiirev spektroskopisi, nitel aragtrma ve tahmin i¢in dalga boyuna gore;
absorbansin birinci veya yiiksek tiirevlerinde kullanir. Tiirevlendirme spektral veri
kavraminin bir¢ok avantaja sahip oldugu ilk kez 1950'lerde gosterildi. Bununla
birlikte, ilk donem teknikle tiretilmis UV-Goriiniir spektrofotometreler kullanilarak
tiirev spektrumlari, tretme karmasikligindan dolayr ¢ok az dikkate alinmistir.
1970'lerin sonlarinda mikrobilgisayarlarin yardimiyla matematiksel yOontemlerin
UV-Goriiniir spektrofotometrelerde kullanimi ile spektrumlarin genellikle hizl,
kolay ve tekrarlanabilir bir sonug iiretmekte ikna edici oldu. Bu, tiirev tekniginin
kullanimini1 6nemli 6lcilide arttirdi. Tiirev yontemi uygulamalarina olan ilgi, sadece
UV spektrofotometrisinde degil, ayn1i zamanda kizilotesi spektrofotometrisinde,
Floresans spektrometresi, atomik absorpsiyon (31), ve florimetride (32) karsilik
bulmustur (33). Tiirev spektrometresi kullanimi tekil durumlar ile smirli degildir,
ancak normal spektrumun kantitatif calismalar1 zor oldugu gibi faydali da olabilir.
Dezavantaj, tiirev teknikleri ile de ilgilidir. Farklilik sinyal-giiriiltii oraninda bir

miktar formiil veya diizenleme gerekir, bdylece farklilik azalir (34).

3.6.3. Farmasotik Analizlerde Yakin Kizilotesi Spektroskopinin (NIRS) Analitik
Yonteminin Rolii

Yakim kizilotesi spektroskopisi (NIRS), cok bilesenli analizlerde hemen her
matriste hizli ve tahribatsiz bir islemdir. Son yillarda, Yakin kizilotesi spektroskopisi,
ilag endiistrisi icerisinde hammadde testi, iirlin kalite kontrolii ve prosesin
izlenmesinde genis bir takdir kazanmistir. Yakin kizil6tesi spektroskopisi tekniginin
bazi iistiinliikleri ve eksiklikleri verilmistir.

Ustiinliikleri sirastyla:

< Olgiim yapabilme ve sonug elde etme siiresi oldukca basit ve hizlidir. Kisa
zamanda analiz sonuglar1 hemen alinabilir.

% Numuneye ait farkli kimyasal ve fiziksel parametre bilesen analizlerinin
validasyon parametreleri analizi ayn1 anda yapilabilmektedir.

% Az miktarda ¢6ziicli i¢indeki numune analiz igin yeterli olacaktir. Numune

yapist bozulmadigindan, istendiginde numunenin daha sonra kullanilmasi

mumkindir.
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% Analiz esnasinda kimyasal madde kullanilmayacagindan, tehlike arzetmez.
Bu yiizden, fazla kimyasal atik olusmaz.

% Analiz esnasinda laboratuar malzemesi ya da ekipmana gereksinimduymaz.
Kullanim maliyetini diisiiren bir faktor oldugundan ucuz bir yontemdir.

Dezavantajlart:

% Titrimetrik yontem ve ince tabakakromatografisi gibi yontemlere gore
pahali kabul edilebilir.

% Kalibrasyon modellerinin gelistirilmesinde ¢esitli zorluklar vardir. Zaman
alic1 olmasinin yani sira referans analizlere bagimhidir.

% NIRS cihazlarmin kendi aralarindaki teknik farklilklar yiiziinden
kalibrasyon yontemleri transferinde sikintilar yaganmaktadir (35).

Ana farmakopeler, genellikle NIR spektrofotometri tekniklerini benimsemistir.
Avrupali ve Birlesik Devletler farmakopeleri, NIR enstriimantasyonunun farmasotik
testlerde uygulama i¢in uygunlugunu vurgulanmistir (36,37). Cok degiskenli veri
analizi ile birlikte NIR spektroskopisi, farmasotik analizde hem kantitatif hem de
kalitatif olarak ilging alg1 yaratir. Saglam tabletlerdeki etken bilesenin dlgiimiinde
kantitatif NIR Ol¢iimlerini gosteren cok sayida yaymn bildirilmistir (38). Arastirma

makalelerine ek olarak, NIR Spektrofotometrinin farmasotik analizde uygulanmasini

gosteren bir¢ok inceleme makalesi yaymlanmistir (39).

3.7. Ultraviyole ve Goriiniir Absobsiyon Spektofotometresinin Teorisi

Absorpsiyon spektroskopisi, 200-750 nm dalga boylar1 araligindaki 1s181n, bir
hiicre i¢indeki ¢ozeltinin absorbansinin l¢limiine dayanmaktadir. Bir molekiildeki
fonksiyonel gruplar1 ve tasityan bilesiklerin kalitatif analizinde yardime1 olmaktadir.
UV-Goriiniir Bolge spektroskopisi ¢ok sayida organik ve inorganik bilesigin
analizinde kullanilmaktadir. Ultraviyole (UV) ve goriinlir (UV- Goriiniir bdlge),
konjuge cift bagl bilesikler hakkinda bilgi saglar (40).

Ultraviyole 151k ve goriiniir 1s1klar, bir elektronun bir yoriingeden digerine, daha
yiiksek enerjiye (elektronik gecis) gecis icin gerekli enerjiye sahiptir. Ultraviyole
veya goriilebilir bolgede bir molekiil 15181 emecektir. Ultraviyole 15181 absorbe ettigi
takdirde UV spektrumu elde edilir, goriiniir 15181 absorbe ettigi takdirde goriiniir bir

spektrum elde edilir. Ultraviyole 151k, dalga boyu 180 ila 400 nm (nanometre)
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arasinda degisen elektromanyetik radyasyondur. Goriiniir 15181 dalga boylari, 400 ila

780 nm arasindadir (Bir nanometre veya 10 A 'dur).

Mor Stesi 15in kaynag

Kirimim
1Zgarasi /( Ayna |

Stil 1 (yarik)

Stil 1 (yarik) —g— Goriiniir bélge 1sin

Filtre E—_—1 kaynag
Ayna 4 Referans hiicresi  padektsr |
&’3 Referans
151N I I
Isin Mercelk |
ballcid

ayna
Ayna 2 Ornek hiicresi
Dedektor 2
Ornek
A\
Ayna 3 131N Mercek 2

Sekil 3.6. Tipik spektrometre bilesenlerinin semasi.

Dalga boyu (A) enerji ile ters orantihidir, Dalga boyu kisaldikca, enerji artar.

Goriintr 151k Ultraviyole 1s18indan daha kiigiik enerjiye sahiptir.

E=hc/A
c: Isik hiza
A:  Dalga boyu

h: Plank’in sabiti
Olgiilen enerji seviyeleri arasidaki bircok gegis tiirii, molekiiler UV- Gériiniir

spektrumunu olusturur. Ultraviole - Gorliniir bolge spektroskopisi pek ¢ok organik ve

inorganik yapimnin tespitinde kullanilir.
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Bos enerji
ik i seviveleri
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T L * Dolu enerji
5 _lo—ox seviveleri

Sekil 3.7 Elektronik gecis seviyeleri ve gecis durumlari

En 6nemli elektronik gecisler sunlardir:

% n—>o* Gegisleri: Ortaklanmamis elektron giftleri iceren yapilardaki (bag
yapmayan orbitalde bulunan elektronlar) gozlenmektedir. Genellikle, gecisler c—c*
gecislerine gore daha az enerji gerektirir ve absorpsiyon pikleri kahir ekseriyeti
150-250 nm araligindaki bolgede yer alir.

* 0—>o*Gegisleri: Bir molekiilde ¢ bag orbitalindeki bir elektron, vakum UV
bolgesindeki bir 1s1n1 absorplayarak antibag orbitaline uyarilir, sonug¢ olarak c—c*
gecisi meydana gelmis olmaktadir. o—o* gecisleri i¢in gereken enerji, diger
gecislere nispeten oldukga yiiksektir.

n—n* ve nm—on* Gegisleri, 200-700 nm dalgaboyu araliginda absorpsiyon
yaptiklarindan Ultraviole - Goriiniir spektroskopisinde siklikla karsilasilan gegis
tiirleridir. Her iki gegcis tiirtide, m* orbitallerini igerdiginden doymamis fonksiyonel
grup iceren organik bilesiklerde gozlenir. Baska bir sdylemle ifade edilirse, bu
doymamis absorplayict merkezler “kromofor” olarak adlandirilirlar (40).

Bu absorpsiyonlar i¢in yaklasik dalga boyu araliginin yani sira, bu gecislere yol
acan kismi bir bag, fonksiyonel grup veya molekiil listesi Tablo 3.2’de gosterilmistir.
UV-Goriiniir bolgesindeki 1518 bir kisim dalgaboyunun absorbsiyonundan sorumlu
belirli bir dalga boyunda absorblanmasindan sorumlu olan organik bilesiklerin
(Ketonlar, Aminler, Azot tiirevleri vb.) 6zel baglarina veya fonksiyonel gruplarina

“Kromoforlar” denir (41).
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Tablo 3.2. Cok Sayida Kromofor’un Absorbsiyon Etkisi

| Kromofor | Ornek | Solvent | Fmaes, MM [ e ] Gecis
. | - . | . .
Alken CeH,-,/C“‘“{:Hz n-Heptan 177 13000 T—7
178 | 10000 | n—on*
Alkin CaHy”Scn | N-Heptan 196 2000 >
225 160 -
o : | 186 | 1000 | n-o
Karbonil /J:' n-Heksan i
H:C™ “CHs 280 16 n—n*
o - | 180 | buyik | n-o
HJC"Q‘H 293 12 n—
o)
Karboksil 4 Etanol 204 41 n—x*
H.C” “OH
5 ‘ ‘
Amido /J;' Su 214 60 n—x*
H:C™ ~NHs
Azo ne ey M | Etanol | 339 5 n—xt
" Nitro | H,c—NO, | izooktan | 280 | 22 | no=
‘7 Nitrozo | N | Etil eter [ e s )
e
e 665 20 n—n*
5 [ .
Nitrat CH. N Dioksan 270 12 n—-x*
£ _'\,O./" ‘\o

Spektrofotometrik yontemlerin temeli, bir maddenin rengiyle elektronik yapisi
arasindaki basit iligkidir. Bir molekiil veya bir iyonun radyasyonu, bir veya daha
fazla kromoforik grup iceren molekiillerde elektronik bir ge¢ise neden oldugunda,
gorlinlir veya ultraviyole bdlgesinde absorpsiyon sergiler. Bir molekiiliin rengi,
absorbsiyon dalgasini, daha uzun dalga boyuna (bathochromic kayma) dogru
degistiren; oksokromik gruplar adi verilen ikame ediciler ile yogunlastirilabilir.
Bir¢cok molekiildeki renk belirleyici faktorler, konjuge ¢ift baglarin elektron verici
veya elektron alic1 gruplar1 vasitasiyla verilmesidir (42).

Absorbsiyon yOnteminin kantitatif uygulanabilirligi, absorbe edilen foton
sayisinin, atom, iyon veya molekiillerin sayist veya konsantrasyonu ile dogru orantil
oldugu gergegine dayanmaktadir. Absorpsiyon spektroskopisi, kantitatif analiz i¢in

farmasotik calisanlarinin kullanabilecegi en kullanigh araglardan biridir.
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Spektrofotometrik yontemlerin 6nemli 6zellikleri ise soyle siralayabiliriz:

% Yiksek segicilik: Bir numunedeki tek arsorbans bilesenin, tespit edilen
madde oldugu bir dalga boyu bolgesini bulmak ile miimkiin olabilir.

% Yiiksek hassasiyet: Daha genis bir aralikta dogrusal kalibrasyon
grafiklerinin olmast. 10°-10® M konsantrasyon araligmdaki pek ¢ok maddenin
dogrusal kalibsayonu miimkiindiir.

% Genis uygulanabilirlik: Cok sayida organik ve inorganik maddenin
ultraviyole ve goriiniir araliklarda absorbe olabilir. Bu nedenle kantitatif tayin i¢in
hassasiyeti uygundur.

¢ Kolaylik ve rahathik: Spektrofotometrik 6l¢iimler modern cihazlarla kolayca

ve hizli bir sekilde gergeklestirilebilirler (43).

3.8 Kimyasal analizlerde Lambert Beer Kanunu
Lambert-Beer yasas1 (Lambert-Beer -Bouguer yasasi ya da sadece Beer yasasi
olarak da bilinir), absorbans ile elektromanyetik radyasyon emicisinin

konsantrasyonu arasindaki dogrusal iligkidir (44).

Genel Lambert-Beer yasas1 genellikle soyle yazilir:

A=a, ‘b ¢
A : Olgiilen absorbans
a, : Dalgaboyuna bagl bir absorbans katsayisi, birimi L/mol.cm
b : Yol uzunlugu,birimi cm

¢ : Analit konsantrasyonu, birimi mol/L

Konsantre molarite birimlerinde c¢alisirken, Beer-Lambert yasasi soyle
yazilmistir:

A=¢g.b.c

Beer-Lambert yasasi, nicel analiz i¢in degerli ve basit bir yontem sunar. Pratikte,
absorbansa kars1 konsantrasyonun ¢izilmesi ile bir kalibrasyon egrisi olusturulur ve
"X" absorbansiyla bilinmeyen konsantrasyon, kalibrasyon egrisinde olgiilen

absorbansa karsilik gelen konsantrasyonun bulunmasiyla belirlenir.
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3.9. Literatiir Taramasi Ozeti

Atorvastatin’in tayini i¢in pek c¢ok farkli teknik kullanilmistir. Bu teknikler;
biyolojik numuneler igerisindeki Atorvastatin miktarmin belirlenmesi i¢in
Elektrospreyli tandem kiitle spektrometreli yiiksek performansl sivi kromatografisi
(45, 46-47), Ekstraktif spektrofotometri (48), Stvi Kromatorafisi (49-53), Yiiksek
performansli ince tabaka kromatografisi (54), Gaz kromatografisi (55) ve Sivi
kromatografisi kiitle spekrometresidir (56).

Bahsi gecen kromatografik yontemler, iilkelerin kalite kontrol laboratuvarlarinin
genellikle cogunda bulunan karmasik ve yiiksek maliyetli enstriimantasyon cihazlar1
ile kullanilmaktadir. Spektrofotometri; basit isletme maliyet etkinligi, yeterince kabul
edilebilen dogruluk, hassasiyet, kesinlik ve genis kapsamli uygulanabilirligi
sayesinde yukarida belirtilen gelismis kromatografi tekniklerine uygun bir alternatif
teknik olarak hizmet verebilir.

Atorvastatin’in dokme ve farmasotik formiilasyonlar i¢cin miktar tayini ile
aralarindaki birka¢ spektrofotometrik yaklagim tarif edilmistir.

Nevin ve arkadaglarinin yaptig1 caligmaya gore (48), dokme ve farmasotik
formiilasyonlarinda atorvastatin tayini i¢in spektrofotometrik yontemi tanimlamistir.
Yontem atorvastatin ile bromo kresol yesili, alizarin kirmizis1 veya bromo fenol
mavisi arasinda optimum dalga boylarinda olgiilebilen “iyon c¢ifti kompleksi”
reaksiyona dayanmaktadir. Beer kanununa gore; bromo kresol yesili ile 5,0-53,0
pg/mL, alizarin kirmizist 7,1-55,8 pg/mL ve bromo fenol mavisi 7,5-56,0 pg/mL
arasindaki konsantrasyonlarda 6l¢iim alinabilmistir. Atorvastatin, birinci mertebeden
tirev spektroskopi yonteminiyle 271,8 nm sinyalde 4,2-69,0 pg/mL konsantrasyon
araligimda dogrusal oldugu bulunmustur.

Singh ve arkadaslarinin yaptig1 ¢aligmaya gore, tablet formundaki Fenofibrat ve
Atorvastatin Kalsiyum’un tahmini i¢in UV-Goriiniir bolgede spektrofotometrik
yontemle kararhiligini Olgmiistiir. Tablet formundaki dozlarinda; Atorvastatin
kalsiyum (ATOR) i¢in dalga boyu (Amax) 247 nm ve 6-16 pg/mL konsantrasyon
araliginda, Fenofibrat (FEN) dalga boyu (Amax) 287 nm ve 2-12 pg/mL
konsantrasyon araliginda dogrusal olarak ¢alismalarinda bulunmustur (57).

Amala ve arkadaglarinin yaptig1 c¢alismaya goére, UV-Goriiniir bolge

spektofotometrisi’nde Onerdigi yontem ile dokme farmasotik formiilasyon i¢indeki
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Atorvastatin  kalsiyumu analiz etmistir. Atorvastatin kalsiyumun maksimum
dalgaboyu olarak 244 nm ve 5 ila 25 pug/mL konsantrasyon araliginda dogrusal
oldugu bulmustur (58).

Quinalizarin; kromojenik-renkli selat iiretme kabiliyeti-6zelligi sayesinde, farkli
metal iyon konsantrasyonlarinin belirlenmesinde iyi bir reaktif olmasini saglamistir.
Bu uygulamanin bir¢ok 6rnegi, Aliminyum (59), Bor (60), Uranyum ve Molibden
(61) ve tespiti icin 1950'lerin basindan beri rapor edilmistir. Giiniimiizde, biyolojik
numunelerde ve suda Talyum ve Manganez tahmini i¢in, Quinalizarinin
komplekslesme reaksiyonuna dayanan bir spektrofotometrik yontem uygulanmistir
(2,3).

Biyolojik olarak parcalanamadigi ve suda yasayan organizmalar i¢in ¢ok toksik
oldugundan i¢in bir¢ok Tekstil endiistrisindeki atik sularda bir ¢esit kirletici madde
olarak Olciilmiistiir. Quinalizarin, kendine 6zgii kimyasal 6zelliklerinden dolay1
asimetrik bir kimyasal yapi sunan bir¢cok tetrahidroksiyantrakinon izomerinden
biridir. Bir asit-baz indikatorii olarak; Notr/asidik ¢ozeltide turuncu, zayif bazda
mavi, gliclii bazda ise mor renkleri verir, bu nedenle sirasiyla bir veya iki hidroksil
grubunun deprotonasyonunu gosterir (62).

Farmasotik tabletlerde iki antiepileptik (pregabalin ve gabapentin) tayini igin
yine spektrofotometrik bir yontemle elde edilmistir (63). Ayrica kanser
arastirmalarinda, gesitli timor hiicrelerinde (meme kanseri) (64), prostat kanserinde
(65), 16semi T hiicrelerinde (66) ve anjiyogenezde (67) etkili olarak kullanilmistir.
Gansiklovir’e (antiviral bir ilag) duyarli ve Gansiklovir sitomegaloviriis’e direngli
insanlarda, umut verici bir ila¢ 6rnegi oldugu 6ne siiriilmiistiir (68). Insan periferal
kan mononiikleer hiicrelerinde, HIV’in biiylimesini inhibe ettigi bildirilmistir (69,
70). 2009'da yapilan calisma ile quinalizarin, bilgisayar destekli sanal tarama ve
biyokimyasal degerlendirme yoluyla protein kinaz CK2'nin gii¢lii ve segici bir
inhibitorii olarak tanimlandi ve HEK-293 ve Jurkat hiicrelerinin <5 uM
konsantrasyonlarinda, endojen CK2'yi inhibe edebilen bir hiicre gegirgen bilesik
oldugu gosterilmistir (66).

Yiik transfer komplekslerinin bir 6zelligi, kompleksin birlesme sabitinin artan
sicaklikla azalmasidir. Bunun etkisi kompleksin ortaklarimi sasirtan termal

hareketlerden kaynaklanmaktadir. Mulliken ayrica, bir elektron verici-Donér (D) ve
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bir elektron alici-akseptdor (A)'dan olusan bir molekiiler kompleks i¢indeki yiik
transferi etkilesimlerinin, D'den A'ya bir yiik transferiyle bir rezonans icerdigini
gostermistir (71,72):
D+A & D" A~ o D"+ A
(kompleks) (radikal anyon)

Yiik transferi kompleksi su anda biyokimyasal, biyoelektrokimyasal ener;ji
transferi  siirecinde (73), biyolojik sistemler, ve ilag-reseptor baglama
mekanizmasinda, 6rnegin ilag etkisi, enzim katalizinde, lipofilik membranlar yoluyla
iyon transferlerinde (74) ve bazi alicilar, kimi ilaglarin saf formlarinda veya
farmasotik preparasyonlarinda ve farmasotik analizlerinde basariyla kullanilmistir
(75). Son zamanlarda, cesitli ilag tiirleri ile ¢esitli bilesiklerde ve farkli elektron
alicilar1 ile baglantili bilesikler arasindaki hizli etkilesimler konusunda genis
kapsamli raporlar bildirilmistir (76). Ote yandan, elektron verici-alici (Electron
Donor acceptor-EDA) etkilesimi, lineer olmayan optik malzemeler ve elektriksel
iletkenlikler (77), ikinci dereceden lineroptik olmayan aktivite (78), mikro
emiilsiyon, ylizey kimyasi (79), foto katalizorleri (80), dendrimerler (81), gilines
enerji depolamasi (82), organik yar1 iletken (83), redoks siire¢leri ¢alismalarmin (84)
yani sira, bircok uygulama alaninda biiylik onem tasimaktadir. Organik tiirleri
kullanan Yiik transfer komplekslerinin 6zel etkilesimlerinden dolayi, yogun olarak
incelenir, ki bu bir elektronun dondrden alictya aktarilmasimin eslik eder (85, 86). Ek
olarak, asidik alicilardan dondriin protonlanmasi, genellikle iyon ¢ifti katma
olusumunun bir yoludur (87, 88).

Kolorimetrik yontemlerin, dokme malzemelerin tahlili i¢in diizenli olarak
kullanildigin1 belirtmek énemlidir. Ornegin, mavi tetrazolyum tahlili kortikosteroid
ila¢ formiilasyonlarmnin belirlenmesinde kullanilir (89). Kolorimetrik yontem; ayrica
kardiyak glikozitlerin belirlenmesi i¢in de kullanilir ve raporlar Avrupa
Farmakopesine sunulur. Dokme ila¢ ve formiilasyonlardaki malzemelerin aktif
farmasotik  bilesenlerin  belirlenmesi  i¢in  spektrofotometri  kullanan cesitli

yaklagimlar bildirilmis ve bu yontemlerin detaylar1 Tablo 3.3’de gosterilmistir.
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Tablo 3.3. Bazi ilaclarin farmasiétik formiilasyonlardaki UV-Goriiniir

spektrofotometrik prosediirlerle kantitatif analizi.

Ila¢ Etken Maddesi Reaktif Amax | Referans
Amiodaron hidroklorit | p-Kloroanilik asit 535 (90)
Aripiprazol Iyoodin 400 1)
Gansiklovir Quinalizarin 560 (92)
Bifonazol 3,4-Diaminotoluen 457 93)
Bifonazol 2,5-Dikloro-3,6-dihidroksi-benzokinon | 517 93)
Desloratidin Alizarin Kizil S (ARS) 528 94)
Desloratidin Quinalizarin 560 94)
Dutasterit Kloranil 525 95)
Gabapentin (GAB) Alizarin Kizil S (ARS) 572 (96)
Gabapentin (GAB) Quinalizarin 571 (96)
Klotrimazol (CLZ) Tetrasiyanoetilen (TCE) 396 97
Klotrimazol (CLZ) 7,7,8,8 Tetrasiyanokinodimetan 842 97)
Modafinil 2,4-Dinitrofenol 475 (98)
Modafinil 1,2-Naftokinon-4-sulfonate 430 (98)
Parasetamol m-Cresol 640 (99)
Pregabalin (PRG) Alizarin Kizil S (ARS) 538 (96)
Pregabalin (PRG) Quinalizarin 528 (96)
Pregabalin (PRG) Ninhidrin 402.6 (100)
p-Nitroanilin Kloroanilik asit 530 (101)
Rasagilin mesilat Bromotiymol Mavi 414 (102)
Rasagilin mesilat Bromokresol Yesil 414 (102)

Ayad ve arkadaglariin yaptig1 ¢alismaya (103) gore; yiik transferinin molekiiler
kompleksleri polar olmayan ¢oziiciilerde olusturulurken, radikal anyon tiirleri polar
coziiclilerde baskindir. Ayrica, yalmiz bir c¢ift elektron igceren bazik bilesiklerin
eklenmesi ile atorvastatin gibi (n—m) tipi ylik transfer komplekslerinin olustugu
sonucuna inanilmaktadir. Bu tip kompleksler, polar ¢oziiclilerde radikal anyon
olusturan “ara molekiiler birlesme bilesigi” olarak Slciilebilir. Bu durumda, radikal

anyonlar toplam yiik transferinden kaynaklanmaktadir.
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4. GEREC VE YONTEM

4.1. Cihaz

Tiim absorpsiyon spektral 6l¢iimleri, Spektral band genisligi, 1 nm'den daha iyi
(190~900 nm) olan, 1 cm eslestirilmis kuvars hiicreli UV-1800 c¢ift 1sinh
spektrofotometre (Shimadzu Ltd.) kullanilarak yapilmistir. Kati olan ytlik transfer
iirlinleri i¢in kizilotesi spektrumlari, Agilent marka Cary 630 FTIR model cihazinda

4000-650 cm™ araliginda kaydedildi.

4.2. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Metanol................... : Merck, Almanya
Etanol..................... : Merck, Almanya
Asetonitril................ : Merck, Almanya
Ultra Saf Su.............. : Panreac, Ispanya
Kloroform................. : Merck, Almanya
Aseton........occovueiea... : Merck, Almanya
Quinalizarin................ : Sigma Aldrich, Almanya
Pikrik Asit................ : Merck, Almanya

2, 3 Dikloro 1, 4 Naftokinon : Merck, Almanya

Bu ¢aligmada kullanilan tiim kullanilan ¢oziiciiler analitik derecedeydi.

Atorvastatin referans standardi olarak kullanilan dékme toz, Abdi Ibrahim Ilag
San.ve Tic.A.S.- Tiirkiye tarafindan saglanmistir. Ureticinin yontemine gore, safligi
9% 92,39 olarak bulundu. Kullanilan Cholvast tabletleri (Biofarma iirlinii, Ttrkiye),
tablet basina 10 mg Atorvastatin farmasotik dozaj formu, etiket icerikli ticari

kaynaktan alind1.
4.2.1. Standartlarin Hazirlanmasi

Analizde kullanilacak standart Atorvastatin, Metanol icerisinde ¢dziilerek nihai

konsantrasyon 500 pg/mL olacak sekilde ilacin standart bir stok ¢ozeltisi hazirlandi.
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4.2.2. Reaktif Cozeltilerinin Hazirlanmasi
Quinalizarin, Pikrik Asit ve 2, 3 Dikloro 1, 4 Naftokinon reaktif ¢ozeltileri
konsantrasyonlart 0,5 mM olacak sekilde, toplam olarak 100 mL hacimsel balonlar

icerisinde hazirland.

4.3. Kalibrasyon Egrisinin Cizimi

Standart ¢alisma ¢ozeltileri 10-100 pg/mL araliginda, 10 mL’lik balon jojelerde
hazirlanmis, daha sonra 3 mL (0,5 x 107 M) kromojenik reaktif olan Quinalizarin
cozeltisi ilave edilmistir. Daha sonra elde edilen karisim, reaksiyonun tesvik edilmesi
icin calkaland1 ve hacim, metanol ile 10mL ye tamamlandi. Balon jojeler, oda
sicakhiginda 30 dakika bekletildi, ardindan mor renkli iirtiniin 573 nm'de emilimi,
sadece Quinalizarin reaktifini iceren bos bir reaktife kars1 6lgiilmiistiir. Atorvastatin
nihai konsantrasyonuna (ug/mL) karsi, absorbans (A) verilerini kullanarak dogrusal
bir regresyon dogrusu grafigi (Sekil 4.1) yapildi. Bilinmeyen bir Ornekteki
atorvastatin miktarmi, ilgili regresyon denklemi veya kalibrasyon egrisinde

absorbansa karsilik gelen konsantrasyon hesaplandi.

1,200 ~
y =0,0097x + 0,0646
1,000 - R?=0,9964
0,800 -
<
£ 0600 -
<
=
o
0]
< 0,400 -
0,200 -
0,000 T T T T T 1
0 20 40 60 80 100 120
Konsantrasyon, pg/mL

Sekil 4.1. Atorvastatin’in kalibrasyon egrisi.
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4.4. Yiik Transfer Kompleksinin Stokiyometrisi

Atorvastatin ve quinalizarin reaktifi arasinda olusan yiik transfer kompleksi
stokiyometrik oranlar1 Job'un yontemine (104) atfedilebilen ve Vosburgh ve Coober
(104) tarafindan degistirilen, siirekli varyasyon yontemi uygulanarak belirlenir.
Maksimum absorbansin optimum dalga boyunda, Job’un siirekli varyasyon yontemi
uygulandi. 0,5x10™ M Atorvastatin standart ¢ozeltisi ve 0,5x10™ M quinalizarin
reaktifi ¢ozeltisi kullanildi. Reaktif ve ila¢ toplam hacmi, 10 mL'de tutuldu. Farkl
ilag ve reaktif oranlar1 karistirarak, lizerinede ¢6ziicii olan metanol ile toplam hacmi
kalibre edilmis balon jojelerde 10 mL'ye tamamamlanarak, seri ¢ozeltiler hazirlandi.
Optimum dalga boylarinda; olusan ¢dzeltilerin absorbsiyonu, benzer sekilde

hazirlanmis reaktif igeren kor ¢oziiciiye karst 6l¢iilmiistiir.

4.5. Farmasotik Formiilasyonlarda (Tabletlerde) Uygulama

Tablet basma 10 mg Atorvastatin igerecek sekilde etiketlenmis Cholvast tablet
formiilasyonu yerel bir eczanedan satm alinmistir. Her bir tabletin kiitlesi bagimsiz
olarak Olclilmiis (her bir tablet i¢in ortalama 152 mg) ve 10 adet tabletin bir agat
yardimiyla toz haline getirilmistir. Toz haline getirilmis Ornekten, 50 mg
atorvastatin'e esdeger bir kismi hassas terazide tartild1 ve 50 mL'lik bir balon jojeye
aktarildi. Uzerine 30 mL metanol eklendi ve karisim 2 dakika calkalandi. Daha
sonra 10 dakika ultrasonik banyoda kati patikiillerin iyice ¢oziinmesi saglandi. Bu
cozelti, galisma konsantrasyon araliklarmi elde etmek i¢cin uygun oranda metanol ile
seyreltildi. Caligma konsantrasyon araliklarini kapsayan ¢ozeltiler, 10 mL'lik hacimli
vial sigelere aktarildi ve Onerilen yontem uygulandi. Tabletlerin nominal icerikleri,
absorbanslar1 yardimiyla korelasyon esitligi veya kalibrasyon grafigi kullanilarak
belirlendi. Farmasotik formiilasyondan (Cholvast tabletlerden) atorvastatin analizi

icin gelistirilen iglem uygulandi.

4.6. Kat1 Yiik Transfer Kompleksini Sentezleme

Atorvastatin ilacinin, quinalizarin reaktifinin ve bunlarn karigimi olan reaksiyon
trtinliniin (kompleksin) kizilotesi spektrumlar1 bdlgesinde gegirgen oldugu bilinen
alkali halojeniirlerden olan potasyum bromiir ile topaklar1 olarak kaydedildi. Bu

amacla, her bir bilesikten yaklasik 10 mg almip, 100 mg Potasyum bromiir ile
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karistirildi ve bir pelet elde etmek i¢in basinglandi. Daha sonra topak, spektrometreye
aktarildi ve spektrumlar, nominal ¢ozliniirliigii 8 cm™ olan, 4000-650 cm™ araliginda
kaydedildi.

Kat1 yiik transfer kompleksinin (reaksiyon iiriinii) sentezi icin. iki ayr1 sisede
atorvastatin ve quinalizarinin esit moldeki doygun ¢ozeltileri metanol ¢oziicii iginde
karigtirilarak hazirlandi. Berrak bir ¢ozelti elde edildikten sonra, diisiik sicaklik ve
basingta, ¢oziicli tamamen ucuruldu. Elde edilen kat1 {iriin preparasyon potasyum

bromiir ile olusturulan topak ile infrared spektrumu alindi.
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5. BULGULAR

5.1. Absorbsiyon Spektrumu

Atorvastatin ilacinin tespiti i¢in Quinalizarin reaktifi kullanildi. Prosediir,
reaktifin metanollii ortamda, Atorvastatin ile yiik transfer kompleksi olusumu
reaksiyonuna baglidir. Reaksiyon, spektrofotometrik olarak oOlgtilebilen, renkli bir
yiik transferi iirtin olusumu ile ilerler.

Farmasotik formiilasyonlarda ve dokme tozda atorvastatin tayini ig¢in
Quinalizarin ile yiik transfer reaksiyonunu inceleyen yontemin, gelistirilmesi ve
incelenmesi iki adimda gergeklestirilmistir:

(a) Hem maksimum hassasiyet hem de segicilik elde etmek icin deney
kosullarmin optimizasyonu. Bu adim, ¢6ziicii yapisinin etkisinin degerlendirilmesini,
reaktif konsantrasyon etkisinin arastirilmasini ve reaksiyonu tamamlamak i¢in
gereken stirenin degerlendirilmesini igerir.

(b) Onerilen reaksiyon mekanizmasmnm dogrulanmas: ile gerceklestirilen
reaksiyonun incelenmesi ve Reaksiyonun (Job’un siirekli degisim ydntemi)
stokiyometrisinin degerlendirilmesi.

Optimum kosullarda, radikal anyonlar (absorblayan tiirler) reaktifin
karistirilmasindan sonra metanol ortaminda olusturulmus ve 573 nm'de maksimum
absorpsiyon gostermistir (Sekil 5.3). Bu nedenle, Onerilen yontem icin en yiiksek
hassasiyeti elde etmek amaciyla tiim diger Olciimler bu dalga boyu kullanildi.
Metanolde, Quinalizarin 490 nm'de maksimum absorbans degeri veririken,
Atorvastatin 248 nm'de maksimum absorbans degeri vermektedir (Sekil 5.1, 5.2).
Yiik aktarma kompleksi iirlinliniin absorbans degeri ile reaktifin absorbans bandi
arasindaki yiiksek fark (83 nm), ortamin i¢ine fazladan ilave edilen reaktifin sadece

kiigiik bir katkisi ile oldugu diisiiniilmektedir.
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Sekil 5.1. Metanole kars1 Atorvastatin’in absorpsiyon spektrumu (25 pg/mL)
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Sekil 5.2. Metanole kars1 Quinalizarin’in absorbsiyon (0,5 x 107 M)
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Sekil 5.3. 1 mL Quinalizarin (0,5 x 10~ M) ile 25 pg/mL Atorvastatin’in yiik transfer

kompleksinin absorbsiyon spektrumu
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5.2. Deney Calismasi Kosullarinin Optimizasyonu

Atorvastatin’in kantitatif tayininde; olusturulan yiik transfer kompleksinin ¢ok
yogun bir renk vermesi ve maksimum renk gelisimini saglamak i¢in en uygun
kosullar1 saglamak amaciyla denemeler yapilmistir. Asagidaki degiskenlerin her

birinin reaksiyon lizerindeki etkisi test edilmistir.

5.2.1. Coziicii Etkisi

Deney kosullarmin optimizasyonunda degerlendirilen ilk parametre kullanilan
¢oziicliniin etkisidir. Bazi ylik transfer reaksiyonlarinda ¢6ziici onemli bir rol oynar.
Ciinkii; toplam yiik transferini kolaylastirabilmesi ve daha sonra absorbsiyon
verebilen tiir olan radikal anyonun, dengelenmesine ve son olarak kompleksin
ayrigmasina izin vermesi gerekir.

Dielektrik sabiti yliksek ¢oziiciiler; hem iyi ¢6zen, hem de radikal anyonlarin
ayrigmasinda etkili olabilendir (104). Bu gercegi hesaba katarak, 6 farkli ¢oziicii ile
deneme yapildi. Su, metanol, etanol, aseton, asetonitril ve kloroform ortaminda 3
farkli reaktif olan Quinalizarin, Pikrik Asit ve 2, 3 Dikloro 1, 4 Naftokinon (DNK)
ile komplekslesme reaksiyonu denendi. Tablo 5.1°de goriilecegi lizere en yiiksek
dielektrik katsayisi, su ve asetonitril olmasina ragmen, en hassas sonu¢ metanol ile
alind1 (Sekil 5.4). Muhtemelen, radikal anyon ile hidrojen baglar1 olusturma yiiksek
kapasitesi nedeniyle Metanoliin, diger c¢alismalarimizda ¢Oziicii  olarak

kullanilmasina karar verildi.

Tablo 5.1. Coziiciilerin Dielektrik Sabitleri (105)

Cozuciler Dielekrik Sabiti,;
Su 80
Metanol 32,60
Etanol 24,55
Aseton 21,40
Asetonitril 38,60
Kloroform 4,80
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Sekil 5.4. Coziicii etkisini gostermek icin; farkh c¢oziiciilerde ¢céziinmiis Atorvastatin ile
3 farkh reaktifin sirasiyla olusturduklart yiik transfer komplekslerininin
absorbsiyonlari.

Atorvastatin konsantrasyonu= (75pg/mL), 1mL reaktif konsantrasyonlari=(0,5mM).

5.2.2. Reaktif Konsantrasyonunun Etkisi

Maksimum hassasiyetin istendigi spektrofotometrik analitik yOntemlerde,
cozeltideki reaktif konsantrasyonu, incelenmesi gerekli onemli bir parametredir.
Ciinkii; analitin, absorbe edici tiirlere maksimum doniistimii, ¢6zeltide mevcut reaktif
miktarma ve ilgili dengeye baglidir. Bu amaca ulagmak icin; atorvastatin’in hacmi
1,5 mL olarak sabit tutulmus (75pg/mL), ilizerine hacmi artirilarak quinalizarin
reaktif ¢ozeltisinden (0,5x10 M) ilave edilmis, geri kalan kismi ¢oziicii olarak
secilen metanol eklenmesiyle (Tablo 5.2) toplam hacmi 10 mL olacak sekilde, olusan
yik transfer kompleksinin absorbansi dl¢limii yapilmustir (Sekil 5.5). Sonuglara
bakildiginda, (0,5x107 M) reaktif ¢ozeltisinden 3 mL ilavesinin rengi tam olarak
istenen yogunluga getirmek i¢in yeterli oldugunu goriildii. Sekil 5.5°de goriilecegi

lizere, absorbansta dikkate deger bir artis, 3 mL'ye kadar devam ederken, bu
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noktadan sonra ilave edilen reaktif miktarmnim, absorbansi ¢ok hafif arttirdig1 ve sabit

kaldig1 goriilmektedir.

0,8 -
0,7 -
0,6 -
0,5 -
0,4 -
0,3 -

Absorbans, A

0,2 -
0,1 -

0,0 T T T T T T T T T T T 1
0 0,5 1 1,5 2 2,5 3 3,5 4 4,5 5 55 6

Eklenen Reaktif Hacmi, mL

Sekil 5.5 Reaktif ve Atorvastatin arasinda olusan yiik transfer kompleksinin optimum

dalga boyunda Quinalizarin hacminin Absorbans’a etkisi.

Tablo 5.2. Reaktif konsantrasyon etkisi deneyinde yiik transfer kompleksi ve kor

numunesinin hazirlanmasi

573 nm'de Reaktif Konsantrasyon etkisi
Atorvastatin-Quinalizarin YTK Hazirlama Ko6r Hazirlama
500pg/mL 0,5x10° M | MeOH 0,5x102 M | MeOH
No | Atorvastatin | Boyar madde | miktar1 | Absorbans | | Boyar madde | miktar
miktar1 (mL) | miktar1 (mL) (mL) miktar1 (mL) | (mL)
1 1,5 0,5 8 0,165 0,5 9,5
2 1,5 1 7.5 0,365 1 9
3 1,5 1,5 7 0,487 1,5 8,5
4 1,5 2 6,5 0,552 2 8
5 1,5 2,5 6 0,610 2,5 7,5
6 1,5 3 5,5 0,679 3 7
7 1,5 3,5 5 0,685 3,5 6,5
8 1,5 4 4,5 0,690 4 6
9 1,5 4,5 4 0,701 4,5 5,5
10 1,5 5 3,5 0,698 5 5
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5.2.3. Bekleme siiresi ve Sicakhik Etkisi

Optimum reaksiyon siiresi, son hacimdeki konsantrasyonlart 75 pg/mL
atorvastatin ve 1,5 x 10~ M quinalizarin reaktifinden olusan bir ¢ézeltinin optimum
dalga boyundaki absorbansinin, ortam sicakligmin arttirilarak siirekli izlenmesi ile
belirlendi. Sicakligin yiikselmesi {izerine, yiik transfer kompleksinin absorbansi,
hipokromik bir kayma ile hafif¢e azalirken, 60 °C'de ¢dziicii olan metanol’iin ugmasi
sonucu Olciim alinamadigindan deney sonlandirildi. Denemenin baslangic
noktasindan itibaren her 30 dakikada bir absorbansi Ol¢iilmiis, absorbans
degerlerindeki azalma devam etmis, 150 dakika sonra absorbans diismesi devam
ettigi i¢in deney burda sonlandirilmistir (Sekil 5.6).

Bu deney 6l¢iimlerinin sonucunda, tiim spektral dl¢timlerin 25°C sicaklikta ve
reaktifle atorvastatinin karistirilmasindan sonra bekleme siiresinin 30 dakika olarak

optimum nokta olarak belirlenmesine karar verildi (Tablo 5.3).

1,00 -
0,90 -
0,80 - ‘M e\
* 4
o70 4 W — ——————X
-
< 0,60 -
%]
&
2 0,50 -
2
-<° 0,40 - =@— 25 °C Absorbans
== 30 °C Absorbans
0,30 - 40 °C Absorbans
020 - === 50 °C Absorbans
’ ==je= 60 °C Absorbans
0,10 -
0,00 T T T T 1
30 60 90 120 150
Bekleme Siiresi, Dk.

Sekil 5.6. Atorvastatin ile quinalizarinin reaksiyonunda absorbansa, zamanmin ve
sicakhigin etkisi

Tablo 5.3. Reaksiyonun optimum kosullari

Optimum Kosullar Deger
Sicaklik ( °C) 25+2
Bekleme Siiresi (dakika ) 30
Reaktif hacmi (mL) 3
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5.2.4. pH Etkisi
Deney c¢alismamizda atorvastatin’in ¢oziiciisii olarak kullandigimiz methanol
(> % 99,9 ) yiiksek saflikta oldugu i¢in ve ortamda hemen hemen hi¢ su

bulunmadigindan pH 6l¢iimii yapilamada.

5.3. Yiik Transfer Kompleksinin Stokiyometrisi

Job’un siirekli varyasyon yontemi (106), metanol ortaminda yilik transfer
reaksiyonunu stokiyometrisini belirlemek icin kullamldi. Incelenen atorvastatin
ilacinin ve quinalizarin reaktifinin, karisimdaki ilacin ve reaktifin konsantrasyonunun
oran1 degisirken, molar konsantrasyonlarinin toplaminin sabit tutularak optimum
dalga boyunda, karisimlarin absorbanslari hazirlanan uygun bir kor ¢ozeltiye karsi
deneyin her noktasi i¢in olgtim yapilmis (Sekil 5.7) gosterildigi gibi, m-alic1 reaktifi
ile reaksiyonunda en iyi absorbansi saglayan (atorvastatin:quianalizarin) molar orani;
0,7 olmustur.

Bu reaksiyon sonucunda mekanizma g6z oniine alindiginda, atorvastatin i¢cinde
var olan karbon atomundaki serbest elektronun, quinalizarin molekiiliiniin eksik yiik

pozisyonuna transfer edilmis oldugu kabul edildi.

1,2 -

1
0,8
0,6
0,4

0,2

Absorbans, A

O T T T T
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1

Mol orani (Vy,/(VatortV Quinatizarin)

Sekil.5.7. Atorvastatin ile quinalizarin arasindaki Job’un siirekli varyasyon yéntemi.

[lag — reaktif kompleksine ait ML, degerindeki, y degerini belirlemek igin
kesigsme noktasindaki ilag mol oranini kullanabiliriz (107).
Y = (naToR/Mouin) = (XaTorR/Xouin) = (Xator/1 =X ouin)

Buna gore; kompleks ligand oran1 ML3 olarak belirlenmistir.
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5.4. Yiik Transfer Kompleks Reaksiyonunun Mekanizmasi

Metanolde ¢Oziilmiis quinalizarin reaktifinin = ¢ozeltisi, 490 nm'de iyi
tanimlanmig bir maksimum ile bir absorbsiyon band1 sergilerken, metanol i¢indeki
atorvastatin  ¢oOzeltisi, 400-700 nm araliginda hicbir absorbans gostermedi.
Metanolde ¢oziilmiis reaktif ¢ozeltisine, atorvastatin eklenmesi sayesinde yeni bir
karakteristik bandin ortaya c¢ikmasiyla, optimum dalga boyunda maksimum
absorpsiyon spektrumunda hemen bir degisiklige neden oldu ve yiik transfer
reaksiyonuna gOre atorvastin ile quinalizarin arasinda olusan kompleksin

reaksiyonunun Sekil 5.8’deki oldugu diistiniilmektedir.

OH O OH O\ 0N on on
H —
“0 : O O
F

OH O
Quinalizarin u Atorvastatin

COOH

O o
2

O

I

Atorvastatin- Quinalizarin Yiik Transfer Kompleksi

Sekil 5.8. Quinalizarin ile Atorvastatinin reaksiyonu
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5.5. Validasyon Yontemi

Onerilen yontemin validasyonu; linearite, hassasiyet, dogruluk, hassasiyet,
saglamlik, kesinlik, tespit edilebilme ve nicelendirme limitlerinin degerlendirmesini
iceren ¢aligmamiz “Uluslararast Uyumlastirma Konferansi” kurallarma (23) gore test

edilmistir.

5.5.1. Linearite

Uluslararast1 Uyumlagtirma Konferans: kararlar1 (23) yontemi kullanilarak
dogrusal regresyon denklemi elde edildi. Atorvastatin i¢in belirtilen konsantrasyon
araliginda yontem, korelasyon katsayisinin dogrusal oldugunu gosterdi. Verilerin
lineer korelasyon analizi sonucunda, asagidaki denklem bulunmustur.

A =0,0097 X + 0,0646
A'nim absorbans oldugu yerde, X ilacin konsantrasyonu (png/mL) gostermektedir.

Diger istatistiksel parametreler de hesaplanmig ve Tablo.5.4" de verilmistir.

Tablo 5.4. Onerilen yontemle Atorvastatin tayini icin analitik parametreler.

Parametreler Deger
Dalgaboyu (A maks) 573
Konsantrasyon araligi (pug/mL) 10-100
Korelasyon katsayisi () 0.9964
Korelasyon denklemi y=0,0097x+0,0646
Egim 0,0097
Kayma degeri 0,0646
Tayin Limiti (ng/mL ) 1,49
Olgiim Limit (ug/mL ) 4,98
Molar absorptivite (L/mol .cm ) 6,05 x 10°

5.5.2. Dedeksiyon Limiti (LOD) ve Tayin Limiti (LOQ)
Uluslararas1 Uyumlastirma Konferans: kararlar1 (ICH) (23) yontemine gore,
Olclilebilen en diisiik konsantrayonun tespit edilmesi islemi “Tayin limiti ve

Dedeksiyon limiti ”olarak hesap edilmistir. Sonuglar Tablo 5.4 'de 6zetlenmistir.
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5.5.3. Kararhhk

Optimum deney kosullar1 belirlendikten sonra, olusturulan yiik transfer
kompleksinin zamana karst kararliligl i¢in deney yapilmistir. Bunun i¢in 3 farkl
konsantrasyonda kompleks olusturulmus, 3 giin boyunca sabah, 6gle ve aksam
absorbans degerleri Tablo 5.5’de gosterilmistir. Deney sonucu, farkli
konsantrasyonlarin tamaminda giini¢i ve giinlerarasi absorbans degerlerinde diigme
egiliminin devam ettigi goriilmiistiir. Bunun; yiik transfer kompleksi yapisminimn,
zamanla bozulmasindan kaynaklandig1 diisiiniilmektedir.

Tablo 5.5 Yiik transfer kompleksi yapr kararhh@mn giinici ve giinlerarasinda

izlenmesi

1.Giin 2.Giin 3.Giin
Sabah | Ogle |Aksam|Sabah| Ogle | Aksam | Sabah | Ogle | Aksam
20 ug/mL, A | 0,262 | 0,260 | 0,258 | 0,255 | 0,252 | 0,250 | 0,235 | 0,230 | 0,226

Kararhhk

60 ug/mL, A | 0,656 | 0,654 | 0,650 | 0,602 | 0,588 | 0,584 | 0,575 | 0,573 | 0,570

100 pg/mL, A | 1,045 | 1,030 | 1,015 [ 0,915 | 0,903 | 0,899 | 0,894 | 0,864 | 0,862

5.5.4. Dogruluk ve Kesinlik

Onerilen yontemin dogrulugu ve kesinligi, saf atorvastatinin linerarite araliginda
bulunan ti¢ farkli konsantrasyon seviyesinin Olglimii ile degerlendirildi, her
konsantrasyon, on kez (n=10) tekrar edilerek 6l¢iimler alind1 ve sonuglar Tablo 5.6'
da sunuldu. Goreceli standart sapma (% RSD) degerinin yiizdesi, yontem ig¢in %
2'den azdi1 ve bu da gelistirmis oldugumuz yontem i¢in kesinlik degerlerinin iyi
oldugunu gdstermektedir. Onerilen ydntemin dogrulugu, yiizde bagil hata (RE%)
% l'den az olarak hesaplandi ve deger Onerilen yontemin dogrulugunu
gostermektedir.

Tablo 5.6. Onerilen yontemle dogruluk ve kesinlik degerlendirmesi

Olgiilen Deger Bulunan Deger” RE® SD RSD | Geri Kazamm
pg/mL pg/mL %0 pg/mL % %
20 20,13 0,63 0,092 0,46 100,63
60 60,39 0,65 0,121 0,20 100,65
100 99,27 0,73 0,111 0,11 99,27

* Tespit edilen 10 farkli degerin anlamu.

PRE — Bagil hata; SD — Standart sapma; RSD — Bagil standart sapma.
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5.5.5. Saglamhk

Onerilen ydntemin saglamligi, (25 °C) reaksiyon sicakligi ortamimdayken,
reaksiyon zamani (30 + 5 dakika), eklenen reaktif hacmi (3,0 + 0,1 mL) gibi prosediir
degiskenlerinde kii¢lik degisikliklerin etkisinin degerlendirilmesi i¢in optimize sartlar
korunarak iki deneme yapilmistir. Elde edilen tekrarlanabilir sonuglar (Tablo 5.7), bu
test degisikliklerinin  hic¢birinin  atorvastatin  Ol¢iimiinde, Onemli derecede

etkilemedigini géstermistir.

Tablo 5.7. Saglamlik testi sonuglari

Degistirilen parametreler Geri Kazammm (%) RSD (%)

Eklenen Reaktif hacmi 3,0 + 0.1 99,8 0,284
3,0-0.1 99,9 0,190

Bekleme siiresi 30+5 99,6 0,482
30-5 100,4 0,524

5.5.6. Atorvastatin Formiilasyonunu ilac icin Uygulama

Onerilen yontem, farmasotik dozaj formlarmdaki atorvastatinin tespitinde igin
kullanilmis ve sonuglar Tablo 5.8' de gosterilmistir. T-testinden % 95 giiven
diizeyinde istatistiksel deger elde edilmistir. Onerilen yiik aktarma komplekslesme
yonteminin, giivenilir ve dogru oldugunu gostermektedir. Geri kazanim degerinin
yiiksek yiizdesi, bu yontemin ila¢ katki maddelerinden kaynaklanan muhtemel

sikintilardan kurtulma avantajina sahip oldugunu gostermektedir.

Tablo 5.8. Onerilen yontemin formiilasyon degeri icin istatistik sonuclar

Ticari Marka Etiket Uzeri Miktari Bulunan Deger” £SD
Cholvast 10mg 10,098 + 0,108
Ho:p=10mg, v=n-1=4 t-test”= 2,132
Ho:pu#10mg  0=0,05 thesaplanan = 2,017
- ' Geri Kazanim = % 100,98
i R

% Bes tespitin ortalama degeri.

P: 9495 giiven diizeyine teorik t tegeri
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5.6. Yiik Transfer Kompleks Reaksiyonun Uriiniiniin Kizilétesi Spektrum ile
Karakterizasyonu

Atorvastatin, Quinalizarin ve yiik transfer kompleks iriiniine ait kizil Gtesi
spektrumlar1 Sekil 5.10, Sekil 5.11 ve Sekil 5.12) 'de gosterilmis ve bant araliklar
(Tablo 5.9)' da verilmistir. Elektron verici olan Atorvastatinden, m-alictya olan
elektron bagis siireci (Sekil 5.8) 'de gosterilen amino grubunun bir azot atomundaki
elektron ¢iftinden meydana gelebilir. Atorvastatin ile alic1 quinalizarin’in, kizilotesi
spektral bantlarinin karsilastirilmasindan, frekanslardaki kaymalarin yani sira, bant
kuvvetlerindeki azalmalar, yiik transfer kompleksi olusumunu agik¢a kanitlamistir.
Degerlerdeki bu kaymalar, kompleks olusumlar {lizerindeki reaktanlarin molekiiler
simetrilerinden ve elektronik yapilarinda meydana gelen degisikliklerden
kaynaklaniyordu (64). Sadece quinalizarinin spektrumu (Sekil 5.11), yapisinda
mevcut olan iki adet C=0 bagimin gerilmesini izah eden parmak izi bolgesi 1438 ve
1226 cm™de bazi spesifik absorbsiyon bantlarini sundu. Quinalizarin, atorvastatin ile
reaksiyona girdikten sonra, bu bantlar neredeyse kayboldu (Sekil 5.12).

C=0 grubunun artik molekiilde bulunmadigida gorildii. Spektrumdaki bu
degisiklik, atorvastatin’in toplam yiik transferinden quinalizarin’in radikal bir anyon
olusumunu gdsterdigini kanitladi.

Tablo 5.9. Atorvastatin, Quinalizarin ve Yiik Transfer Kompleksinin kizilotesi

frekans karaktersitikleri

Bilesik Ismi Frekans Bag Yapist
Atorvastatin 1647vs 0 (C-0)
3362 vs v (- OH)
3235vs 0 (-NH)
2922vs —CH (aromatic)
1580 w C- C (aromatic)
Quinalizarin 1319s 0 (C-0)
1226m v (C-0)
1438vs v (—OH)
Kompleks 3399vs v (- OH)
2930 vs —CH (aromatic)
1654vs 0 (-NH))def

m: medium (orta) ; s: strong(giiglii); v: very cok; w: weak zayif),
def: deforming (bozulmus)

v: stretching (gerilme) ; J: bending(egilme).
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6.TARTISMA

Insanligin baslangicindan beri, hastaliklardan kurtulmak amaciyla ilaglar siklikla
kullanilmaktadir. flaglar canli biinyesine igerdikleri etken maddeleri sayesinde etki
gostermektedir. Bu etken maddeler belirli miktarda alininca canlilarin hastaliklarina
iyi gelmektedir. Asir1 alindiginda ise hastalar1 iyi edecegi yerde tehlikeli boyutlarda
zarar veren kimyasal maddelerdir. Bu nedenle ilaglarda bulunan etken maddenin
analizi olduk¢a 6nem kazanmaktadir.

Yiiksek lisans tez ¢aligmasi kapsaminda, ila¢ piyasasinda genis bir kullanim
alanma sahip olan Atorvastatin ila¢ etken maddesinin tayini i¢in spektrofotometrik
yontemler gelistirildi.

Calismamizda ilk Once Atorvastatin etken maddesinin methanol igerisinde
coziilerek 500 pg/mL stok ¢oOzeltisi hazirlandi. Stok c¢ozeltiden yararlanarak
kalibrasyon egrisi ¢izildi ve sonuglar Sekil 4.1’ de goriilmektedir. Bu kalibrasyon
grafiginin R” degeri 0.9964 ve denklemi y= 0.0097x+0.0646 oldugu tespit edildi.
Bununla birlikte Linearite, 10-100 ug/mL  araliginda elde edilmis,
LOD=1,49 mg/Lve LOQ degeri 4,98 mg/L olarak hesaplanmistir. Bu c¢alismanin
devaminda Yiik transfer kompleksinin stokiyometresi Job YoOntemiyle belirlendi.
Atorvastatin ile quinalizarin arasindaki baglanmanin MLj; seklinde oldugu tespit
edildi ve baglanmanin quinalizarin de bulunan ¢ift bag O’ler iizerinden oldugu
tahmin edilmektedir. Atorvastatin, Quinalizarin ve yiik transfer kompleks iiriiniine ait
kizil 6tesi spektrumlar1 (Sekil 5.10, Sekil 5.11 ve Sekil 5.12) 'de gosterilmis ve bant
araliklar1 (Tablo 5.9)' da verilmistir. BOylece, Atorvastatin ile komplekslestirici
boyar madde olan Quinalizarin’in IR spektrumlar1 incelenerek, etki mekanizmasinin
molekiiler diizeyde aydinlatilmasina calisildi.

Calismada ¢oziicii secimi yapildi. Atorvastatin ile quinalizarin i¢in en iyi
¢oziiciiniin metanol oldugu tespit edildi. Caliymamizda optimum parametreler olarak;
Sicakligm 25 °C, bekleme siiresinin 30 dakika ve reaktif hacmininde 3 mL oldugu
tespit edildi.

Bu tiir calismalarda validasyon c¢alismalari i¢in; hem cihazin, hem de ¢alismanin
performanst i¢in ¢ok Onemlidir. Bizim c¢aligmamizin performansi Tablo 5.4’de
verilmigtir. Onerilen yontemin dogrulugu ve kesinligi, saf atorvastatinin linerarite

araliginda bulunan ti¢ farkli konsantrasyon ( 20, 60 ve 100 mg/L) seviyesinin 6l¢iimii

43



ile degerlendirildi, her konsantrasyon, on kez (n=10) okunarak Ol¢iim yapildi ve
sonuglar Tablo 5.6'da sunuldu. Goreceli standart sapma (% RSD) degerinin yiizdesi,
yontem i¢in % 2'den azdi ve bu da gelistirmis oldugumuz yontem igin kesinlik
degerlerinin iyi oldugunu gosteriyor. Onerilen yontemin dogrulugu, yiizde bagil hata
(RE%) % 1l'den az olarak hesaplandi. Deger oOnerilen yontemin dogrulugunu
gostermektedir.

Calismanin  bir Onemli parametresi ise saglamliktir. Onerilen ydntemin
saglamligi, (25 °C) reaksiyon sicakligi ortamindayken, reaksiyon zamani (30 + 5
dakika), eklenen reaktif hacmi (3,0 + 0,1 mL) gibi prosediir degiskenlerinde kiiciik
degisikliklerin etkisinin degerlendirilmesi i¢in optimize sartlar korunarak iki deneme
yapilmistir. Elde edilen tekrarlanabilir sonuglar (Tablo 5.7), bu test degisikliklerinin
hi¢birinin Atorvastatin 6l¢iimiinde, dnemli derecede etkilemedigini géstermistir.

Calismada oOnerilen yontem, farmasotik dozaj formlarmdaki atorvastatinin
tespitinde icin kullanilmistir. t-testinden % 95 giiven diizeyinde istatistiksel deger
elde edilmistir. Onerilen yiik aktarma komplekslesme yonteminin, giivenilir ve dogru
oldugunu gostermektedir. Geri kazanim degerinin yiiksek ylizdesi, bu yontemin ilag
katkir maddelerinden kaynaklanan muhtemel sikintilardan kurtulma avantajma sahip
oldugunu gostermektedir.

Optimum deney kosullar1 belirlendikten sonra, bir O6nemli parametrede
olusturulan yiik transfer kompleksinin zamana karsi kararliligidir. Bunun igin,
3 farkli konsantrasyonda kompleks olusturulmus, 3 giin boyunca sabah, 6gle ve
aksam olmak iizere absorbans degerleri ( Tablo 5.5) verilmistir. Yaptigimiz
calismalar sonucu, farkli konsantrasyonlarin tamaminda giini¢i ve giinlerarasi
absorbas degerlerinde diisme egiliminin devam ettigi goriilmiistiir. Bunun; yiik
transfer kompleksinin, zamanla yapisinin  bozulmasindan kaynaklandigi

diistinmekteyiz.
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7. SONUC

Bu ¢alismada; Saf halde ve farmasétik formiilasyonlardaki atorvastatin’in tayini
icin spektrofotometrik olarak, basit bir alternatif yontem olarak gelistirildi. Yontem,;
numunede bulunan analitin kabul edilebilir diisiik seviyelerdeki konsantrasyonlarinin
belirlenmesine olanak saglayan, hassasiyet ve secicilik sunmustur. Gelistirilen
yontem, cift 1sml1 spektrofotometre sayesinde diisiik ekipman maliyeti ve ¢alisma
maliyeti ile avantajlara sahiptir. Onerilen yontem ayni1 zamanda; sadece bir ¢dziicii
icindeki, atorvastatin ile quinalizarin arasindaki yiik transfer reaksiyonu olma
avantajina sahiptir ve gelistirilebilir olma 6zelligi de vardir.

Farmasotik formiilasyonlarda bulunan dolgu maddelerinden izolasyonuna gerek
kalmadan, 1sitmaksizin, tampon veya baska c¢oziiciilere ihtiyag duyulmadan
kullanilabilen islemdir.

Linearite, 10-100 pg/mL araliginda elde edilmis, tespit ve nicelendirme sinirlari,
sirastyla 1,49 ve 4,98 pg/mL olarak hesaplanmistir. Bu nedenle, Onerilen yiik
aktarma kompleksi reaksiyonu, kalite kontrol laboratuarlarinda atorvastatinin rutin
analizlerinde pratik ve ekonomik bir secenektir. Buna ek olarak, kizilotesi
spektroskopi sayesinde de, olusan kompleksin, yiik transfer kompleksinin

karakterizasyonu verilmistir.
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