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OZET

Pantoprazol Etkin Maddesinin Farmasotik Preparatlarda Farkh Analitik
Yontemlerle Miktar Tayini

Amag: Bir proton pompa inhibitérii olan pantoprazol etkin maddesinin
farmasdtik preparatlarda belirlenmesi icin kemometrik tekniklerden deneysel tasarim ile
yontem sartlar1 belirlenen yeni bir UV-GB absorbsiyon spektrofotometri, SWP ve DPP
yontemlerinin gelistirilmesi, gecerlilik testlerinin yapilmasi ve ila¢ analizlerinde bu

yontemlerin kullanilabilirliliginin saglanmasi amacglanmaktadir.

Materyal ve Metot: Pantoprazolin UV-GB absorpsiyon spektrofotometri
yonteminde deney kosullart merkezi kompozit tasarim yontemi ile optimize edildi ve
294 nm dalga boyunda absorbans1 dl¢iildii. SWP ve DPP yontemlerinde ise pik akimlari
-740 mV’da olciildii ve yontem sartlar1 optimize edildi. Gelistirilen her ii¢ yontemin
gecerlilik testleri yapildi ve yontemler farkli farmasotik preparatlardan pantoprazoliin

belirlenmesi i¢in kullanildi.

Bulgular: UV-GB absorpsiyon spektrofotometri, SWP ve DPP yontemlerinin
strasiyla 2.5-30 pg/mL, 5-60 pg/mL ve 5-60 pg/mL derisim aralifinda dogrusal; giin i¢i
ve giinlerarasi yapilan deneyler sonucu < %3.52, < %3.65 ve < %3.44 %BSS degerleri
ile kesin ve <1.26, <1.66 ve <0.60 BH degerleri ile dogru oldugu belirlendi.
Yontemlerin LOQ degerleri ise sirastyla 2.16 pg/mL, 1.20 pg/mL ve 0.90 pg/mL olarak
tespit edildi.

Sonug¢: Gelistirilen bu yontemler ile pantoprazol iceren ii¢ farkli farmasotik
preparatta (Pandev, Panref ve Protonex) pantoprazol miktar tayini yapildi. Elde edilen
analiz sonugclar istatistiksel olarak karsilastirildi (F-hesap: 2.011, F-cetvel: 0.05 (3,24) :
3.27, Frhesap<Fcetver oldugundan P>0.05) ve her ii¢ yOntemin rutin analizlerde

kullanilabilecegi sonucuna varildi.

Anahtar Kelimeler: Merkezi kompozit tasarim, pantoprazol, polarografi, UV-

GB absorbsiyon spektrofotometri.
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ABSTRACT

Quantitative Determination of Pantoprazole Effective Substance in

Pharmaceutical Preparations by Different Analytical Methods

Aim: It is aimed to develop and validate a new UV-VR absorption
spectrophotometer, SWP and DPP methods via chemometric techniques to determine
the concentration of proton pump inhibitor, pantoprazole, in pharmaceutical

preparations and monitoring the availability of these methods in drug analysis.

Material and method: In the UV-VR absorption spectrophotometry method of
pantoprazole, the experimental conditions were optimized by the central composite
design method and the absorbance was measured at the wavelength of 294 nm. In the
SWP and DPP methods, peak currents were measured at -740 mV and the process
conditions were optimized. The validity tests of all three methods were performed and
the methods were used to determine pantoprazole from different pharmaceutical

preparations.

Results: UV-VR absorption spectrophotometry, SWP and DPP methods were
linear at 2.5-30 pg/mL, 5-60 pg/mL and 5-60 pug/mL concentration range; within and
between-day experiments were found to be accurate with RSD values of <3.52%,
<3.65% and <3.44%, and with RE values of <1.26, <1.66 and <0.60, respectively. The
LOQ values were 2.16 pg/mL, 1.20 pg/mL and 0.90 pg/mL, respectively.

Conclusion: Pantoprazole content of three different pharmaceutical preparations
(Pandev, Panref, Protonex) containing pantoprazole were determined by these
developed methods. Obtained results were compared statistically (F-calculus: 2.011, F-
ruler: 0.05 (3,24): 3.27, Fcaiculus <Fruer, P>0.05). It is claimed that all three methods

could be used for routine analysis.

Keywords: Central composite design, pantoprazole, polarography, UV-VR

absorbtion spectrophotometry.
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BSS
DCE
DKE
DPP
GIS
GK
HP
LOD
LOQ
PPi
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SIMGELER VE KISALTMALAR DiZiNi

: Bagil Hata

: Bagil Standart Sapma

: Damlayan Civa Elektrot

: Doymus Kalomel Elektrot
: Diferansiyel Puls Polarografi
- Gastrointestinal Sistem

: Geri Kazanim

: Helicobacter Pylori
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1. GIRIS

Gastrointestinal sistemin (GIS) i¢ yiizeyinde saldirgan faktorlerin (mide asidi ve
sindirim enzimleri) etkisiyle meydana gelen agik yaralar, peptik iilser olarak adlandirilir
ve bulunduklar1 bolgeye gore gastrik, duodenal veya Ozofageal iilserler diye
siiflandirilirlar. Peptik iilserlere 6zgii semptomlarin basinda epigastrik agr1 gelir.
Hastalar sag veya sol epikondriyumda lokalize bir agridan yakinirlar. Gastrik ve
duedonum iilserleri sebep olduklari bu agrilarin farkli karakteri ile birbirlerinden
ayrilirlar. Peptik ilser tanist i¢in mide-duedonum grafileri genellikle ilk tercih
edilenlerdir. Ancak siddetli yakinmalara ragmen radyolojik yollarla tespit edilemeyen
ve GIS kanamasinin mevcut oldugu vakalarda ve mide kanseri riskinin ekarte edilmesi
gereken durumlarda endoskopik incelemeler uygulanir. Endoskopik girisim ile alinan
doku 6rnekleri patolojik agidan degerlendirilerek kesin tani konulabilir.

Peptik iilserlerlere bagli belirtilerin  yatistirilmas1  ve ilserli alanlarin
tyilestirilmesi icin ilk segenek olarak mide asit salgisinin inhibisyonu ve buna bagl
olarak da pepsin inaktivasyonu hedeflenir. Bu sayede bircok vakada iyilesme
saglanmakta ve is giicii kayb1 Onlenebilmektedir. Giinlimiizde gastrik asit salgisinin
inhibisyonu amaciyla en ¢ok tercih edilen ilaglar benzimidazol tiirevi ilaglardir. Proton
pompasi inhibitérii (PPI) olarak adlandirilan ve zayif bazik yapida olan pantoprazol ve
bu grupta yer alan diger ilaglar H* iyonunu liimene pompalayan ve HCI olusumunu
saglayan pompanin ¢alismasini geri doniisiimsiiz olarak inhibe ederler.

Pantoprazol, secici ve geri doniisiimsiiz ti¢lincii proton pompa inhibitérii olup,
duodenal ve gastrik iilserlerinde midede tiretilen asit miktarin1 azaltarak gastro6zofageal
reflii, peptik ilser, Helicobacter Pylori (HP) enfeksiyonu ve diger gastrik iliskili

bozukluklarin iyilesmesini saglayan bir ilag etkin maddesidir.



Peptik {iilser tedavisinde ila¢ tedavisinin 6nemli bir yeri vardir. Farmakolojik
preparatlar c¢esitli kalite kontrollerinden geg¢mesine ragmen uygulandiginda etkisi
yetersiz kalabilir. Bu yilizden farmasotik preparatlarda ve biyolojik ortamlarda etkin
maddelerin ya da diger maddelerin miktar analizi, teshisi ve belirlenmesi veya ilag
imalat ve piyasa kontrolleri sirasinda ilag etkin maddelerinin analizi bilimsel agidan
onemlidir. Bu kalitatif ve kantitatif analizlerde ¢esitli yontemler kullanilmaktadir. Bu
yontemlerden birisi ultraviyole (UV) ve goriiniir bolgede (GB) meydana gelen
absorpsiyonu temel alan UV-GB absorpsiyon spektroskopisidir. Bu yontem sadelik, ¢ok
yonlilik, hiz, dogruluk ve maliyet etkinligi acisindan ila¢ analizlerinde siklikla
kullanilmaktadir. Diger yontem ise damlayan civa elektrodun (DCE) kullanildig: bir
voltametri teknigi olan polarografi yontemi olup bu yontem ile etkin maddenin yaninda
kompleks bir karigim olsa dahi etkin bir maddenin analizi girisim olmaksizin yiliksek
hassasiyette yapilabilmektedir. Bu yontemin diger avantajlar1 ise; ucuz olmasi, kolay
uygulanabilir olmasi ve analitlerin 6n saflagtirma islemlerine ihtiya¢ duyulmadan analizi
yapilabilmesidir.

Verimi yliksek deneysel calismalar, deneysel tasarim ve kantitatif degerlendirme
yontemlerine dayanmaktadir. Bu yontemler kemometri adi verilen matematiksel
modeller veya tasarimlar ile uygulanabilir. Merkezi kompozit tasarim yontemi deneysel
tasarim yontemlerinden biridir. Avrupa birliginin getirdigi normlar ¢ergevesinde
cevrenin daha az kirlenmesine neden olan daha ekonomik analitik yontemlerin
gelistirilmesinde merkezi kompozit tasarim yontemi siklikla bagvurulan bir yontemdir.

Ilag etkin madde analizlerinde yontem segimi ve gelistirilmesi yapildiktan sonra
yontemin uygulanabilir oldugunu gostermek icin belirleyicilik/se¢icilik, dogrusallik,
dogruluk, kesinlik, duyarlilik limiti, geri kazanim, saglamlik/dayaniklilik, &rneklerin

stabilitesi gibi parametreleri igeren gecerlilik testleri (validasyon) yapilmalidir. Daha



sonra belirlenen yontemin uygulanabilir oldugu, gercek numunelerde (farmasoétik
preparatlar ve biyolojik sivilar) ila¢ etkin maddelerinin analizi yapilarak gosterilebilir.

Literatiirde, etkin madde olarak secilen pantoprazoliin farmasotik preparatlarda
tek basina ve kombine dozaj formlarinda belirlenmesine yonelik dogrudan veya
kompleks olusumu esasina dayali spektrofotometri, tlirev spektrofotometri, ve
voltametri yontemleri gelistirilmistir. Ancak merkezi kompozit tasarim ile optimum
kosullarinin  belirlendigi UV-GB absorpsiyon spektrofotometri ve polarografi
yontemleri ile pantoprazoliin farmasotik preparatlarda belirlenmesine yonelik ve bir
caligsmaya rastlanmamustir.

Bu ¢aligmada, pantoprazoliin farmasotik preparatlarda miktar tayini icin UV-GB
absorpsiyon spektrofotometri ve polarografi yontemlerinin gelistirilmesi, deneysel
kosullarin merkezi kompozit tasarim yontemi ile optimize edilmesi ve gegerlilik

testlerinin yapilmas1 amaglanmaktadir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Peptik Ulser

Peptik iilser veya iilser canlilarin epitel dokusunda meydana gelen bir tiir hastalik
veya yara olarak adlandirilir. GiS’in i¢ yiizeyi besinlerin sindirimini saglayan saldirgan
faktorler (mide asidi, pepsin gibi sindirim enzimleri ve safra asitleri) tarafindan zarar
gormesini engelleyecek sekilde hassas bir denge gozetilerek tasarim edildiginden bu
faktdrler normal sartlar altinda GIS mukozasinda hasara ve dolayisiyla iilserasyonlara
sebep olmamaktadir. Ancak yukarida bahsedilen hassas dengenin saldirgan faktorler
lehine bozulmas1 bu faktorlerin mukozaya temasma, mukoza biitiinliigiiniin
bozulmasina ve dolayisiyla peptik iilserlere neden olmaktadir. Peptik iilserler yerlesim
yerlerine gore gastrik, duodenal ve 6zofageal iilserler olarak adlandirilmaktadirlar. Mide
fundusundan pilora kadar mide dokusunda gelisen peptik iilserler gastrik iilser, oniki
parmak bagirsaginda gelisenler duodenal iilser, yemek borusunda meydana gelenler ise
Ozofageal iilserlerdir. Peptik iilser hastalarmin biiyiikk kisminda (%60-80) etiyolojik
faktor bilinmemektedir. Ulserin meydana gelmesindeki en 6nemli etkenin mide asidi
uretiminde meydana gelen artis olmasina ragmen HP mikroorganizmas: ile
enfeksiyonun da etkili oldugu gosterilmistir. Ayrica psikolojik ve fiziksel stres de {ilser
etiyolojisinde énemli bir yere sahiptir.! Diinyada peptik iilser cok sik goriilen yaygin bir
hastaliktir. Her 1irk ve her iki cinste de sik goriiliir. Fakat bu hastaliga erkekler kadinlara
gore iki kat daha sik yakalanmaktadir. Tiirkiye Istatistik Kurumu (TUIK) tarafindan
yapilan en son arastirma (2010) verilerine gore, lilkemizde 15 yas ve {lizeri bireylerde en
fazla goriilen ilk bes hastaliktan biri olan mide iilseri %9.6 ile kiigliimsenmeyecek bir
paya sahiptir ve kadinlardaki goriilme oraninin erkeklerden yiiksek oldugu
gozlenmektedir. Peptik iilserin en sik goriilme yas araligi ise 20-60 yas arasidir. Peptik

ilser genellikle epigastrik agri ile belirti verir. Fakat iilser ¢esidine gore agrilarin



karakteri degismektedir. Bulanti, kusma, siskinlik gibi belirtiler gastrik iilserlerde daha
belirgin yakinma olustururlar. Buna ragmen peptik tlser vakalarinin yaklasik %10’u
asemptomatik seyreder ve ilk defa perforasyon veya kanama ile belirti verirler. Peptik
tilser tanis1 genellikle radyolojik yollarla tespit edilebilir fakat kesin tan1 endoskopik
girisim ile alinan doku 6rnekleri patolojik a¢idan degerlendirilerek konulabilir.

Peptik {lserlerlere bagli belirtilerin  yatistirilmast  ve {lserli alanlarin
tyilestirilmesi icin ilk se¢enek olarak mide asit salgisinin inhibisyonu ve buna bagh
olarak da pepsin inaktivasyonu hedeflenir. Bu amagla PPI’ler, H2 reseptdr blokerleri ve
antiasitler kullanilir ve bu sekilde bircok vakada iyilesme saglanarak is giicii kaybi1
onlenebilir. Giiniimiizde peptik iilserin iyilesmesinde en ¢ok PPI olarak adlandirilan
benzimidazol tiirevi ilaglar tercih edilmektedir.

2.2. Proton Pompa Inhibitérleri

Peptik iilserlere zemin hazirlayan en 6nemli saldirgan faktorlerden olan mide
asidi (hidroklorik asit, HCI), midenin fundus bdlgesinde yer alan paryetal hiicreler
tarafindan tretilir ve mide limenine salgilanir. HCI iretimini bloke etmek, mide
asiditesini diisiirmek ve dolayisiyla peptik iilser vakalarini1 azaltmak maksadiyla bir¢ok
ilag gelistirilmis ve kullanima sunulmustur. Mide asidi liretimini en iyi sekilde bloke
eden ilaglar, benzimidazol tiirevi PPI’dir. Bu inhibitérler, paryetal hiicrelerdeki proton
pompasinda bulunan H* veya K" ile stimiile edilen ATPaz’1 inhibe ederek mide
asiditesini diisiiriir. Bu baglamda PPI’ler, hiicre i¢inde karbonik anhidraz reaksiyonu ile
olusan H"”’nin mide limenine pompalamasini dolayisiyla gastrik liimende HCI
olusumunu engelleyerek etki gosterirler. Ayrica PPI’ler peptik iilser olusumunda énemli
rol oynadigi bilinen HP iizerinde gastrik mukozaya infiltre olan polimorfniikleer
16kositlere baglanarak antibakteriyel etkinlik gosterir. Bu sekilde PPI’lerin gosterdikleri

antiinflamatuar etkinliginin de iilser tedavisine katki sagladig1 diisiiniilmektedir.?



Bu PPI’ler igerisinde tedaviye ilk sunulan omeprazoldiir (1988). Daha sonralari
rabeprazol, esomeprazol, pantoprazol, lansoprazol ve deksrabeprazol gibi liyeler onay
alarak gruba katilmis ve modern tibbin hizmetine sunulmustur. Pantoprazol ayni
farmakolojik grupta yer alan diger grup tiyelerinden bir takim iistiinliiklere sahiptir.

2.3. Pantoprazol Etkin Maddesi

Pantoprazol, 5-(difluorometoksi)-2-[(3,4-dimetoksi-2-piridil) metil siilfinil] 1H-
benzimidazol yapisinda olup, 382.165 g/mol molekiil agirligina sahiptir. Kapali formiilii
ise C16H14F2N304S™ seklindedir (Sekil 2.1). Pantoprazol, oda sicakliginda kati hal
formunda, normal sartlar altinda goriinlisii beyaz renkli ve kokusuz toz halindedir.

Erime noktas1 130°C’dir. Etanol ve suda ¢6ziiniir.
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Sekil 2.1. Pantoprazoliin kimyasal yapis1

2.3.1. Pantoprazol Etkin Maddesinin Farmakolojik Ozellikleri

Pantaprozol H*, K*-ATPaz enzimini inhibe ederek midedeki HCI salgisini
baskilar. Inhibisyon doz bagimli olup, bazal HCI sekresyonunu ve gida alimiyla stimule
olan asit sekresyonunu baskilar.?® Biitiin PPI’lerin ve pantoprazoliin proton pompalari
aclik durumunda %35 oraninda aktif iken gida alimi sonrasi bu aktiflik %70’lere
ulastigindan sabahlar ilk dgiinden en az 20-30 dakika 6nce alinmalar tavsiye edilir.*
Genellikle 20 ve 40 mg’lik dozlar1 kullamlir. Ulser ve gastromzofajiyal reflii
vakalarinin ¢ogunda belirtiler iki hafta icerisinde baskilanir. Pantoprazoliin hem oral
hem de intravendz uygulanmasi ile aym etkinlik olusturulabilir.’ Ayrica pantoprazol
etkin maddesi H*, K'-ATPaz enzimi ile reseptor distalinde etkilestigi i¢in gastrin ve

histamin gibi gastrik asit sekresyon stimiilatorlerinden etkilenmezler.®



2.3.2. Pantoprazol Etkin Maddesinin Farmakokinetik Ozellikleri

Absorbsiyon: Pantoprazol, genellikle mide pH’sindan etkilenmemesi igin
sodyum seksihidrat (C1sH14F2N3Na04S.1.5H20) tuzu halinde hazirlanir ve gecikmeli
salim yapan tabletlerden bagirsak ortaminda saliverilir. Pantoprazoliin tek oral doz
uygulanmasi sonrasi plazma doruk derisimine ulasma zamani 2.5-4 saat arasinda olup
bioyararlanimi1 %77 civarindadir. Pantoprazoliin gidalarla birlikte kullanim1 intestinal
emilimi geciktirebilir ancak emilime ugrayan miktar1 etkilemez.3’

Dagilim: Pantoprazoliin dagilim hacmi 0.15 L/kg ve klirensi 0.1 L/saat.kg’dur.
Pantoprazoliin tekrarlayan dozlariyla farmakokinetik profili degismez. Pantoprazol,
plazma proteinlerine, basta albumin olmak iizere % 90 oraninda baglanir.’

Metabolizasyon: Pantoprazol, biiylik Olglide karacigerde sitokrom P450
(CYP450) enzim sistemi ile farmakolojik olarak inaktif metabolitlerine metabolize
edilir. Ana metabolik yolak CYP2C19 ile demetilasyon ve bunu takip eden
siilfasyondur. Mindr metabolik yolak ise CYP3A4 izoenzimleri ile oksidasyondur.®’

Itrah (Eliminasyon): Pantoprazoliin eliminasyonu karaciger stokrom enzimleri
tarafindan gergeklesir. Cok az kismi ise degismeden bobreklerden atilir. ilag etkin
maddesinin metabolitleri ise %71°1 bobreklerden ve %18’1 safra yolu ile viicuttan atilir.
Metabolizasyona ugramamis pantoprazol idrarda bulunmaz. 3’

2.3.3. Pantoprazol Etkin Maddesinin Diger PPI’ler ile Karsilastiriimasi

Pantoprazol, diger PPI’lere gore paryetal hiicrelere ¢ok iyi yayilir ve burada hizli
ve giliclii etkinlik gosterir. Karacigerde daha az oksidatif metabolitlerine doniisiir ve
diger ilaglarla farmakokinetik etkilesmeye girme riski daha diistiktiir. Pantoprazol ayrica
etkinligini azaltmadig1 ve kardiyovaskiiler olay riskinin artmasina sebep olmadigi i¢in

klopidogrel ile es zamanli kullanimina miisaade edilen iki PPI’den biridir (digeri

Rabeprazol’diir). 8°



2.3.4. Pantoprazol Etkin Maddesini iceren Ticari Preparatlar ve Icerikleri

1. Enterik kapl tabletler: Abpax 40 mg (Nobel Saglik), Arinna 20-40 mg
(Tripharma), Gastblok 40 mg (Umut Ilag), Pandev 20-40 mg (Deva), Panocer 40 mg
(ILKO), Panref 20-40mg (Biyofarma), Pandactive 20-40 mg (Pharmactive), Panthec
20-40 mg, (Sanovel), Penzol 40 mg (Pensa Ilag), Protech 20-40 mg (Drogsan),
Protinum 20-40 mg (Ali Raif), Protonex 20-40 mg (Abdi Ibrahim), Pulcet 40 mg (Nobel
flag), Ulcoreks 40 mg (Bilim ilag), Ulsepan 40 mg (World Medicine).

2. IV enjektabl Toz I¢ceren 1 Flakonlar: Gastrol-L 40 mg (Mustafa Nevzat),
Pandev 40 mg (Deva), Pantonix 40 mg (Kog ilag), Progas 40 mg (Defarma), Protaz 40
mg (Avicenna), Ulsepan 40 mg (World Medicine).

2.4. Pantoprazol Etkin Maddesinin Analizi icin Analitik Yontemler

Kumar ve ark.!°, pantoprazoliin saf formda ve farmasétik kat1 dozaj formunda
belirlenmesi i¢in  spektrofotometrik  yontem  gelistirmislerdir. Su igerisindeki
pantoprazoliin 292 nm dalga boyunda maksimum absorbans gosterdigi gdézlenmistir.
Yontemin 0.9998 korelasyon Katsayisi degeri ile 5-70 ug/mL derisim araliginda
dogrusal ve % 99’dan fazla geri kazanim degeri ile dogru oldugu bildirilmistir.
Yontemin pantoprazoliin farmasotik kati dozaj formunda belirlenmesi i¢in uygun
oldugu sonucuna varilmastir.

Shinde ve ark.!!, pantoprazoliin saf halde ve farmasétik kat1 dozaj formlarinda
belirlenebilmesi icin spektrofotometrik yontem gelistirmislerdir. Pantoprozoliin suda
289 nm dalga boyunda maksimum absorbsiyon gosterdigi belirlenmistir. Ydntemin
dogrusal oldugu derisim aralifi 3-21 pg/mL ve korelasyon katsayisi 0.997 olarak
bulunmustur. Gozlenebilme sinir1 (LOD) ve tayin alt sinir1 (LOQ) degerlerinin sirasiyla
1.89 ve 2.98 oldugu tespit edilmistir. Farmasotik dozaj formlarinda pantoprozal

sodyumun vyiizde geri kazaniminin degerlerinin, % 99.7 ile % 100.8 arasinda



degismekte oldugu belirtilmistir. Giin i¢i ve giinlerarasi bagil standart sapma (% BSS)
degerleri sirasiyla 1.40 ve 1.53’diir. Onerilen yéntemin rutin kalite kontrol
uygulamalarinda kullanilmasi i¢in uygun oldugu sonucuna varilmistir.

Pandya ve ark.!?, farmasotik dozaj formlarinda pantoprazoliin belirlenmesi icin
bir spektrofotometrik yontem gelistirmislerdir. YoOntem, ortamin pH’sinin
degistirilmesiyle indiiklenen spektral degisikliklere dayandirilmistir. Referans hiicrede
0.1 N HCI ve ornek hiicrede 0.1 N NaOH igerisindeki pantoprazoliin spektrumu
aliarak fark absorbanslari dl¢lilmiistiir. Bunlar sirasiyla pozitif ve negatif absorbansla
296 nm ve 319 nm dalga boyunda iki karakteristik pik gostermistir. Pantoprazoliin
kalibrasyon egrisinin 5-25 pg/mL derisim araliginda dogrusal oldugu (korelasyon
katsayist 0.997) bulunmustur. Yontem i¢cin LOD degeri 0.0954, LOQ degeri 0.2891 ve
farmasotik dozaj formlarindan yiizde geri kazamim degeri % 99.06 olarak tespit
edilmistir. Yontemin saf ve farmasotik dozaj formundaki pantoprazoliin belirlenmesi
i¢cin uygulanabilir oldugu sonucuna varilmistir.

Adepu ve ark., flurbiprofen ve pantoprazoliin farmasétik kombine dozaj
formunda birlikte belirlenmesinde spektrofotometrik bir yontem gelistirmislerdir.
Flurbiprofen ve pantoprazoliin spektral 6zelliklerini incelemek i¢in ¢oziicti olarak fosfat
tamponu (pH 6.8) secilmistir. Maksimum dalga boylar1 flurbiprofen igin 230 nm,
pantoprazol i¢in 270 nm olarak Sl¢ililmistiir. Bu yontemde flurbiprofen ve pantoprazol
icin yontemin 10-100 mg/mL derisim araliginda (korelasyon katsayisi 0.998) dogrusal
oldugu belirlenmistir. Yontemin LOD ve LOQ degerleri her iki madde igin sirasiyla 4.2
ve 3.7, LOQ degerleri ise 9.3 ve 8.4 olarak tespit edilmistir. Ayrica farmasotik kombine
dozaj formunda flurbiprofen ve pantoprazol igin geri kazanim yiizdeleri sirastyla 99.6
ve 99.46 olarak bulunmustur. Yontemin her iki maddeyi igeren kombine tablet

formiilasyonlarinin analizi i¢in kullanilabilecegi sonucuna varilmistir.



Kumar ve ark.}, saf formda ve farmasotik dozaj formunda, naproksen sodyum
ve pantoprazol sodyumun birlikte belirlenmesi i¢in spektrofotometri yontemi
gelistirmislerdir. Spektrofotometrik yontemde ¢oziici olarak 0.1 M NaOH
kullanilmistir. Sirasiyla 232 nm ve 291 nm dalga boylarinda dl¢iilen absorbans degerleri
ile naproksen sodyum ve pantoprazol sodyumun ikili karisim igerisinde analiz
edilebilmesi icin esitlikler olusturulmus ve ¢oziimleri gerceklestirilmistir. Yontemin
kalibrasyon egrilerinden elde edilen sonuglarina gore, her iki ilag etkin maddesi igin 2-
10 pg/mL derigim araliginda dogrusal oldugu ve korelasyon katsayilarinin 0.995’den
biiyiik oldugu tespit edilmistir. Pantoprazol sodyum i¢in LOD ve LOQ degerleri
sirastyla 0.0042 pg/mL ve 0.0129 pug/mL, naproksen sodyum igin ise 0.011 pg/mL ve
0.0042 pg/mL olarak tespit edilmistir. Naproksen sodyum i¢in geri kazanim degeri %
100.03, pantoprazol sodyum igin ise % 100.2 olarak belirlenmistir. YOntemin
farmasotik dozaj formlarinda naproksen sodyum ve pantoprazol sodyum belirlenmesi
i¢cin uygulanabilir oldugu sonucuna varilmistir.

Chosla ve ark.’®, farmasotik dozaj formlarinda levosulpirid ve pantoprazoliin
birlikte belirlenmesi i¢in birinci tiirev spektroskopi yontemi gelistirmislerdir. Bu
yontemde sifir gecis teknigi kullanilarak pantoprazol i¢in metanolde 269 nm dalga
boyunda, levosulpirid i¢in ise 249 nm dalga boyunda birinci tiirev degerleri Olgtilerek
her iki analit birlikte analiz edilmistir. Yontemin her iki analit i¢in 10-50 pg/mL derisim
araliginda dogrusal (pantoprazol i¢in korelasyon katsayisi> 0.9929 ve levosulpirid i¢in
korelasyon katsayist >0.9948) oldugu bildirilmistir. LOD ve LOQ degerleri ise
pantoprazol i¢in 0.69 ve 2.06 pg/mL, levosulpirid i¢in 0.58 ve 1.69 pg/mL olarak tespit
edilmistir. Giin i¢i ve gilinlerarast yapilan deneyler sonucu, ydntemin sirasiyla
pantoprazol ve levosulpirid i¢in sirastyla % 0.40-1.10 ve % 0.36-1.05 % BSS degerleri

ile kesin ve 0.77-1.50 ve 0.60-1.35 bagil hata (BH) degerleri ile dogru oldugu
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belirlenmistir. Sonug olarak gelistirilen yontemin pantoprazol ve levosulpirid birlikte
farmasotik dozaj formunda belirlenmesi i¢in uygulanabilir oldugu gosterilmistir.

Patil ve ark.'®, farmasotik dozaj formlarinda pantoprazoliin belirlenmesi igin i¢
farkli spektrofotometri (UV-GB, birinci tiirev spektrofotometri ve egri altindaki alan)
yontemi gelistirmiglerdir. Her i{i¢ yOntemin c¢alisma c¢ozeltileri metanol ile
hazirlanmistir. UV-GB absorbans spektrumunda 290 nm, birinci tiirev spektrumunda
282 nm ve egri altindaki alan 286-296 nm dalga boyu araliginda dlgiilmiistiir. Her ii¢
yontem i¢in sirasiyla dogrusal derisim araligi, 5-35 pg/mL (korelasyon katsayisi
0.999934), 10-100 pg/mL (korelasyon katsayisi 0.999973), 5-40 pg/mL (korelasyon
katsayist 0.99996) olarak; LOD degerleri, 0.15, 0.35 ve 0.1 ug/mL olarak ve LOQ
degerleri 0.45, 1.05 ve 0.30 pg/mL olarak bulunmustur. Her {i¢ yontem de valide
edilmis olup pantoprazoliin farmasotik dozaj formunda belirlenmesi i¢in uygulanabilir
oldugu sonucuna varilmastir.

Phadtare ve ark.!’, tablet dozaj formunda bulunan pantoprazoliin belirlenmesine
yonelik spektrofotometrik yontemler gelistirmislerdir. Pantoprazoliin metanol ile
hazirlanan ¢6zeltisinin 267 nm dalga boyunda UV-GB absorbansi (A yontemi), 258 nm
dalga boyunda birinci tiirev spektrumu (B yontemi) ve 262-271 nm dalga boyu
araliginda egri altindaki alan1 (C yontemi) alinarak yontemler gergeklestirilmistir. Her
tic yontem i¢in dogrusal derisim araligi 2-10 pg/mL olarak (korelasyon katsayilari
strasiyla 0.99973, 1.000 ve 0.9997) bulunmustur. A, B ve C yontemleri i¢in sirasiyla;
LOD degerleri 0.0008, 3.3 ve 0.0006, LOQ degerleri ise 0.0026, 10 ve 0.002 olarak
tespit edilmistir. Yiizde geri kazanim degerlerinin de her ii¢ yontem i¢in % 99.50-
100.05 arasinda oldugu belirtilmistir. Yontemlerin, tablet dozaj formunda pantoprazoliin

belirlenmesi i¢in uygun oldugu sonucuna varilmistir.
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Suslu ve ark.'®, tablet dozaj formunda bulunan pantoprazoliin belirlenmesine
yonelik UV-GB ve birinci tlirev spektrofotometri yontemleri gelistirmislerdir.
Pantoprazoliin metanol-su (1:9 h/h) karisiminda, 295 nm UV-GB absorbans spektrumu
ve 303 nm dalga boyunda birinci tlirev spektrumu alinmistir. UV-GB ve birinci tlirev
spektrofotometri yontemlerinin sirastyla 2.50-80 pg/mL ve 0.5-70 pg/mL derisim
araliginda dogrusal oldugu belirlenmistir. LOD degerleri sirasiyla 2.31 ve 0.69 pg/mL,
LOQ degerleri ise 0.5 pg/mL ve 0.15 pg/mL olarak tespit edilmistir. Her iki yonteminde
giin i¢i ve gilinlerarast % BSS degerleri % 2’den kiiciik oldugu ve sirasiyla ve % 101.77
ve % 101.28 geri kazanim degerlerine sahip oldugu gosterilmistir. Sonug olarak her iki
yontemin de tablet dozaj formundaki pantoprazoliin tayininde uygulanabilir oldugu
gosterilmistir.

Kakde ve ark.!®, farmasotik preparatlarda pantoprazol ve domperidon birlikte
belirlenmesine yonelik bir spektrofotometrik yontem gelistirmislerdir. Bu yontemde,
0.1M HCI ¢ozeltisinde domperidonun absorbans gostermedigi 331 nm dalga boyunda
pantoprazol ve 284 nm ve 364.5 nm dalga boylar1 arasindaki fark alinarak domperidon
tespit edilmistir. Yontemin her iki analit i¢in 10-50 pg/mL derisim araliginda dogrusal
oldugu bildirilmistir. Giin i¢i ve gilinleraras1 ylizde geri kazanim degerleri sirasiyla
pantaprazol i¢in >% 99.83 ve domperidon i¢in > % 99.48 olarak tespit edilmis ve
yontemin rutin kalite kontrol uygulamalarinda kullanilabilecegi belirtilmistir.

Baraka ve ark.?°, saf halinde ve farmasétik dozaj formunda pantoprazol sodyum
belirlenmesi i¢in spektrofotometrik yontem gelistirmislerdir. Pantoprazol sodyum 2,4-
dinitrofluorobenzen ile niikleofilik substitusyon reaksiyonu yoluyla sar1 renkli iiriine
doniistiiriilmiis ve maksimum absorbans borat tamponunda (pH 10.5) 431 nm dalga
boyunda Ol¢iilmiistiir. Yontemin dogrusalligt 10-50 pg/mL  derisim araliginda

belirlenmistir (korelasyon katsayist 0.999). LOD degeri 1.85 pg/mL ve LOQ degeri
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5.53 pg/mL olarak hesaplanmistir. Yontem i¢in farmasotik dozaj formundan geri
kazamim degeri % 99.15°dir. Onerilen spektrofotometrik ydntemin, pantoprazoliin
farmasotik formiilasyonda belirlenmesine yonelik rutin kalite kontrol uygulamalarinda
kullanilabilecegi sonucuna varilmaistir.

Basavaiah ve ark.?!, saf halde ve farmasdtik formiilasyonlarda pantoprazol
sodyum  sesquihidrat  belirlenmesinde  iki ayrt  spektrofotometrik  yontem
geligtirmislerdir. Reaktif olarak metil turuncu (A yontemi) ve indigo karmini (B
yontemi) boyar maddeleri ve N-bromosuccinimide (NBS) kullanilmistir. Ydntemler,
asit ortaminda pantoprazol sodyum sesquihidrata fazla miktarda NBS eklenmesini ve
bunu takiben tepkimemis oksidanin, belirlenmis miktarda metil turuncu veya indigo
karmin boyar maddeleri ile reaksiyona sokulmasi suretiyle absorbans Ol¢iimiine
dayandirilmistir. A yontemi i¢in 520 nm ve B yontemi i¢cin 610 nm dalga boyunda
absorbans Ol¢lilmiistiir. Her iki yontemde de, reaksiyona giren NBS miktar1 pantoprazol
sodyum sesquihidrat ile orantili olup, Olgiilen absorbsiyonun pantoprazol sodyum
sesquihidrat derisimi ile dogrusal olarak arttigi bulunmustur. A ve B yontemleri icin
sirastyla derigim araligit 0.1-2.0 pg/mL ve 0.5-6.0 pg/mL olarak ve korelasyon
katsayilar1 0.9959 ve 0.9985 olarak tespit edilmistir. Ayrica her iki yontem i¢in LOD
degerleri 0.02 pg/mL ve 0.08 pg/mL, LOQ degerleri ise 0.06 pg/mL ve 0.25 pg/mL
olarak bildirilmistir. Gegerlilik testleri yapilan ydntemin, pantoprazoliin farmasotik
formiilasyonlarda belirlenmesine yonelik analizlerinde uygun oldugu sonucuna
varilmistir.

Basavaiah ve ark.??, oksidimetrik reaktif olarak permanganat kullanilarak
pantoprazol sodyumun titrimetrik ve spektrofotometrik belirlenmesi i¢in yoOntemler
gelistirmislerdir. Titrasyon yonteminde, H2SO4 ortaminda pantoprazol sodyum asiri

permanganat ile reaksiyona sokulduktan sonra arta kalan permanganat, standart demir
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(IT) ¢ozeltisi ile geri titre edilmistir. Reaksiyona girmemis permanganat miktarindan
pantoprazol sodyum miktari tespit edilmistir. Spektrofotometri yonteminde ise, HoSO4
ortaminda pantoprazol sodyumun asir1 miktarda permanganat ile reaksiyonu sonucu arta
kalan permanganatin 545 nm dalga boyunda maksimum absorbansinin Ol¢iilmesi ile
pantoprazol miktar1 belirlenmistir. Titrimetri ve spektrofotometri yontemleri igin
derigim aralig1 sirastyla, 1.0-7.0 ug/mL ve 15.0-150.0 pg/mL olarak tespit edilmistir.
Spektrofotometri yonteminin LOD ve LOQ degerleri sirasiyla 0.73 pg/mL ve 2.21
pg/mL olarak bulunmustur. Ayrica yontemin kesinligi bagil standart sapma ile verilmis
olup giini¢i ve giinlerarast % BSS degeri 3.09°dan kiiciik olarak bulunmustur. Yontemin
dogrulugu ise bagil hata ile verilmis olup glini¢i ve giinleraras1 % BH degerinin 3.5’den
kiiclik oldugu tespit edilmistir. Sonug olarak, her iki yontemin farmasdtik preparatlarda
pantoprazol sodyumun belirlenmesinde uygulanabilecegi belirtilmistir.

Moustafa 2, geri déniisiimsiiz iki PPI olan lansoprazol ve pantoprazol sodyum
seskihidrat i¢in yiik transfer kompleks olusumuna dayali {i¢ farkli spektrofotometrik
yontem gelistirmistir. Bu PPI ila¢ etkin maddeleri n-donor oldugunda, p-alicis1 olarak
2,3-dikloro-5,6-disiyano-l, 4-benzokinon (DDQ) (birinci yontem) ve s kabul edicisi
olarak da iyot (ikinci ydntem) kullanilmistir. Uciincii bir yontem olarak da iiclii
kompleks olusumuna bagli olarak eozin ve bakir ile kompleks olusumu saglanmistir.
Lansoprazol ve pantoprazol sodyum seskihidratin komplekslesme renkli {iriinleri, DDQ
i¢in 457 nm dalga boyunda (A yontemi), iyot i¢in 293nm ve 359 nm dalga boyunda (B
yontemi) ve {iglii kompleks olusumu i¢in 549 nm dalga boyunda (C yontemi) absorbans
gosterdigi belirlenmistir. Lansoprazol i¢in A, B ve C ydntemlerinin sirasiyla 10-90
pg/mL, 1.48-6.65 ng/mL ve 3.69-16.61 pg/mL derisim araliginda dogrusal oldugu
tespit edilmistir. Ayrica lansoprazol i¢in yiizde geri kazanim degerleri DDQ i¢in %

99.63, iyot i¢in % 99.71, % 99.18 ve iiglii kompleks icin % 99.76; % BSS degerleri ise
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%0.11, 9%0.24, %0.13 ve %0.36 olarak bulunmustur. Ayn1 sekilde pantoprazol sodyum
seskihidrat i¢in, yontemlerin sirasiyla dogrusal oldugu derisim araliklar1 10-60 pg/mL,
17.7-141.6 pg/mL ve 4.3-25.9 pg/mL ve yiizde geri kazanimlar1 DDQ i¢in % 99.51,
iyot icin % 98.97,% 99.84 ve tclii kompleks icin % 99.46 ve % BSS degerleri ise
%0.53, %1.21, %0.65 ve %0.81olarak tespit edilmistir. Sonug¢ olarak her ii¢ yontemin,
lansoprazol ve pantoprazoliin farmasdtik formiilasyonlarinin analizine uygulanabilir
oldugu bildirilmistir.

Reddy ve ark.?*, saf formda ya da farmasotik formiilasyonlarda bromokrezol
yesili kullanilarak pantoprazoliin belirlenmesine yonelik bir spektrofotometrik yontem
gelistirmislerdir. Yontemde, asidik ortamda bromokresol yesili kullanilarak pantoprazol
iyon-¢ift kompleksleri olusturulmus ve bu kompleksler kloroform ile ekstrakte
edilmigtir. Ekstrakte edilen komplekslerin 420 nm dalga boyunda absorbanslar
belirlenmistir. Cozelti ortamina 100 pug/mL derisimdeki pantoprazolden 0.5- 2.5 mL
araliginda eklenerek yontemin kalibrasyon egrisi elde edilmistir. Yontemin kesinligi ise
% BSS ile verilmis olup giini¢i ve giinleraras1 % BSS degerinin % 2’den kiigiik oldugu
tespit edilmistir. Sonug¢ olarak, yontemin pantoprazoliin farmasotik tayini igin
uygulanabilir oldugu belirtilmistir.

Devi ve Basavaiah?, farmasétik preparatlarda pantoprazol sodyum seskuihidrat
belirlenmesi i¢in iki farkli spektrofotometri yontemi gelistirmislerdir. Yontemler, demir
(IID) kloriiriin n6tr ortamda pantoprazol sodyum seskuihidrat ile indirgenmesine ve daha

sonra aciga ¢ikan Fe*?’

nin 1, 10-fenantrolin (A ydntemi) veya 2,2-bipiridil (B yontemi)
ile kompleks olusturmasi temeline dayandirilmistir. Her iki yontemde de kirmiz1 renkli
kompleksler olusturulmus olup A ve B yontemleri i¢in sirastyla 510 nm ve 520 nm

dalga boylarinda absorbans 6l¢iilerek pantoprazol sodyum seskuihidrat miktar1 tespit

edilmistir. A ve B yontemlerinin sirasiyla 0.25-4.0 pg/mL (korelasyon katsayisi 0.9586)
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ve 2.5-50 pg/mL (korelasyon katsayist 0.999) derisim araliginda dogrusal, giin i¢i ve
giinleraras1 yapilan deneyler sonucu < 2.52 ve < 2.18 % BSS degerleri ile kesin ve <
3.52 ve < 3.18 BH degerleri ile dogru oldugu belirlenmistir. LOD ve LOQ degerleri ise
A yontemi i¢in 0.04 pg/mL ve 0.12 pg/mL, B yontemi i¢in 0.32 ug/mL ve 0.97 pg/mL
olarak tespit edilmistir. Onerilen yontemlerin saf halde ve tabletlerde pantoprazol
sodyum seskuihidratin analizi i¢in uygulanabilir oldugu belirtilmistir.

Devi ve ark.?®, farmasotik preparatlarda pantoprozol sodyum sesquihidrat
belirlenmesi i¢in spektrofotometrik yontem gelistirmislerdir. Yontem ndtral ortamda
permanganatla pantoprozol sodyum sesquihidratin kahverengi {irlin olusumuna
dayandirilmistir. Olusturulan bu renkli iirlin i¢in maksimum absorbans degeri 350 nm
dalga boyunda Ol¢lilmiistiir. Yontem 2.5-40.0 pg/mL derisim araliginda dogrusaldir
(korelasyon katsayist 0.998). Pantoprozol sodyum sesquihidrat icin LOD ve LOQ
degerleri sirasiyla 0.49 ve 1.47 pg/mL olarak hesaplanmistir. Giinigi ve giinlerarast BH
degerinin %?2’den daha kii¢iik ve buna karsilik gelen kesinlik degerinin ise (% BSS)
%2.5’den daha kiiclik oldugu tespit edilmistir. Tabletten geri kazanim degerleri ise %
104.27 ile % 111.80 arasinda degistigi ve standart sapmasinin % 1.04-1.48 oldugu tespit
edilmistir. Sonug¢ olarak, yontemin pantoprazoliin tayininde uygulanabilir oldugu
belirtilmistir.

Syed ve Syeda?’, omeprazol, lansoprazol, pantoprazol, rabeprazol ve
esomeprazoliin farmasotik preparatlarda belirlenmesi igin spektrofotometrik yontem
gelistirmiglerdir. Yontem, omeprazol, lansoprazol, pantoprazol, rabeprazol ve
esomeprazoliin demir (II) ile tepkimeye sokulmasi ve sonrasinda 720-730 nm dalga
boyunda maksimum absorpsiyon ile prusya mavisi Uriinii veren ferrisiyaniir ile notr
kosullardaki reaksiyona dayandirilmistir. Belirtilen PPI’ler igin sirasiyla maksimum

absorbans gosterdikleri dalga boylart 720 nm, 730 nm, 720 nm, 720 nm ve 725nm;
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yontemin dogrusal oldugu derisim araliklar1 80-2800, 200-3600, 200-4000, 200-3200 ve
200-3200 ng/mL; korelasyon katsayilart 0.9853, 0.9925, 0.9844, 0.9921 ve 0.9899
olarak tespit edilmistir. Yéntemin, farmasotik preparatlarda bes PPI’nin belirlenmesi
icin uygulanabilir oldugu sonucuna varilmistir.

Erk?®, farmasotik dozaj formlarinda ve insan plazmasinda, camsi karbon elektrot
kullanarak pantoprazoliin belirlenmesi ic¢in diferansiyel puls voltametri yontemi
gelistirmistir. Pantoprozol i¢in en iyi voltametrik cevap, Britton-Robinson tampon
¢ozeltisinde (pH 5.0), camsi karbon elektrotta, 20.0 mV/s tarama hizinda ve 50.0 mV
puls siddetinde elde edilmistir. Yontemin farmasotik dozaj formlarindan pantoprazoliin
belirlenmesi igin, 6.0x10°-8.0x10* M (korelasyon katsayis1 0.9996) derisim araliginda
dogrusal oldugu tespit edilmistir. LOD ve LOQ degerleri sirasiyla 4.0x107 M ve
9.0x107 M olarak bulunmustur. Yontemin farmasétik praparatlardan ve plazmadan
strastyla geri kazanimlart % 99.7- % 100.4 ve % 97.7- % 101.6 olarak tespit edilmistir.
Yontemin farmasotik dozaj formlarinda ve insan plazmasinda pantoprazoliin
belirlenmesi i¢in uygulanabilir oldugu sonucuna varilmstir.

Abeer ve Gehad®, saf form, ilag formiilasyonlar1 ve biyolojik sivilarda
pantoprazol sodyumun belirlenmesi i¢in voltametrik yontem gelistirmislerdir.
Pantoprazol sodyumun elektrokimyasl davranisi, Britton-Robinson elektrolitinde (pH
8.0) camsi karbon elektrotta siklik voltametri, diferansiyel puls ve kare dalga voltametri
teknikleriyle incelenmistir. Pantoprazol sodyum i¢in 833 mV’da difiizyon kontrollii geri
doniistimsiiz anodik oksidasyon piki elde edilmistir. Diferansiyel puls voltametri ve kare
dalga voltametri icin sirasiyla oksidasyon pik akimlarinin dogrusal derisim araliklar
0.5-7.5 uM (korelasyon katsayis1 0.999) ve 0.675-4.375 uM (korelasyon katsayisi
0.992) olarak bulunmustur. LOD ve LOQ degerleri sirastyla diferansiyel puls voltametri

icin 0.0318 ve 0.106 puM, kare dalga voltametri i¢in 0.0076 ve 0.2535 uM olarak
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belirlenmistir. Pantoprazol sodyumun diferansiyel puls voltametri ve kare dalga
voltametri i¢in geri kazanim degerleri, sirasiyla farmasotik dozaj formlarinda % 98.95-
99.79, % 98.64-99.55 araliginda; insan idrarinda % 99.75-100.1, % 99.9-100.2
araliginda tespit edilmistir. Yontemlerin pantoprazol sodyumun farmasotik dozaj
formlar ve insan idrarinda belirlenmesi i¢in uygulanabilir oldugu sonucuna varilmistir.

Altinoz ve Suslu®, farmasotik preparat ve insan plazmasindan pantoprazoliin
belirlenmesi i¢in kare dalga voltametrik yontem gelistirmislerdir. Pantoprazol
sodyumun elektrokimyasal davranisi, Britton-Robinson elektrolitinde (pH 5.0)
Ag/AgCl’ye karst DCE kullanilarak kare dalga voltametri yontemiyle incelenmistir.
Pantoprazoliin pik akimlar1 -987 mV’da Olglilmiistiir. Pantoprazoliin farmasdétik
preparatta belirlenmesi i¢in yontemin dogrusal oldugu derisim aralig1 0.15-25.23 pg/mL
(korelasyon katsayis1 0.9999) olarak tespit edilmistir. LOD ve LOQ degerleri sirasiyla
0.048 pg/mL ve 0.15 pg/mL olarak; geri kazanim ve % BSS degerleri sirasiyla 102.599
ve %1.87 olarak bulunmustur. Pantoprazoliin insan plazmasinda belirlenmesi i¢in
yontemin dogrusal oldugu derisim araligi 0.20-6.67 pg/mL (korelasyon katsayisi
0.9997)°dir. Ayrica LOD ve LOQ degerleri sirasiyla 0.098 pg/mL ve 0.20 pg/mL giinici
ve glinleraras1 derigim degerleri 0.32, 3.81 ve 5.71 pg/mL’dir. Y6ntemin, pantoprazoliin
farmasotik formiilasyonda ve insan plazmalarinda belirlenmesi i¢in uygulanabildigi
sonucuna varilmistir.

2.5. Spektroskopik Yontemler

Spektroskopik yontemler; inorganik ve organik bilesiklerin kalitatif ve kantitatif
tayinlerinde yaygin olarak kullanilmalarinin yaninda, molekiil yapilarinin aydinlatilmasi
alaninda da siklikla bagvurulan atomik spektroskopi ve molekiiler spektroskopiye

dayanan analitik yontemler grubudur.3!
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2.5.1. Spektroskopi

Spektroskopi, madde ile elektromanyetik radyasyonun etkilesimini inceleyen bir
bilim dalidir. Bir numune igerisindeki molekiil, iyonlarin veya atomlarin, bir enerji
seviyesinden diger enerji seviyesine gegisleri sirasinda donme, titresimsel ve elektronik
enerji seviyelerinde olan degisiklikler ile absorblanan veya yayilan 1sinin, 6l¢iilmesi ve
yorumlanmasina spektroskopi denir.®232

2.5.2. Elektromanyetik Isin

Elektromanyetik 1sin/radyasyon uzayda ¢ok biiylik hiz ile hareket eden ve
degisik formlar alabilen bir enerji tiiriidiir. Elektromanyetik 1s1ma iki karaktere sahiptir.
Bunlar, dalga ve tanecik karakterleri olup birbirini tamamlayan unsurlardir.
Elektromanyetik 1s1ma, hem elektrik alan hem de manyetik alan vektoriine sahiptir. Bu
iki alan vektori siniisoidaldir ve radyasyonun yayilma yoniine ve birbirlerine diktir. Bir
1s1n1n madde ile olan iliskisi, bu iki alan vektorii ile olur.32

Elektromanyetik 1stmanin dalga boyu, periyodu, frekansi, hizi, dalga sayisi,
dalgalarin  ¢akigsmasi, kirmimi (difraksiyon), kirilmasi, yansimasi, sagilmasi,
polarizasyonu elektromanyetik 1simanin dalga 0Ozelligi ile agiklanan olaylardir.
Fotoelektrik olay, 1s1nin emisyonu, absorpsiyonu ve durulma siiregleri, kimyasal tiirlerin
enerji durumlari, elektromanyetik radyasyonun tanecik dzelligi ile agiklanmaktadir.>*

2.5.3. Isimin Absorpsiyonu

Farkli dalga boylarinda radyasyon igeren bir 151n demeti, saydam veya seffaf
ortamdan gecirildiginde bazi dalga boylarimin kaybolmasina 1smnin absorbsiyonu denir.3*
Absorpsiyonla 1s1mmin  sahip oldugu enerjisi, etkilestigi ortamdaki atom, iyon
molekiillerine aktarilir ve bu enerjiyi absorpladiklarinda uyarilmis olurlar. Uyarilmis
atom, iyon veya molekiil 10%-10° saniye kadar yasar ve sonra absorpladigi 1sinmn

enerjisini geri vererek tekrar sahip oldugu eski haline ya da temel haline doner. Bu
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doniis genellikle aradaki enerji farkinin 1s1 olarak geri verilmesidir. Madde bu sirada az
da olsa 1sinir. Maddelerin temel hali ile uyarilmig hali arasindaki enerji farki birbirinden
farklidir. Bu yiizden maddelerin kendine has absorpsiyon spektrumlari vardir.
Absorpsiyon spektrumu atomik absorpsiyon ve molekiiler absorpsiyon olarak ikiye
ayrilir.3®

2.5.3.1. Atomik Absorpsiyon

Atomik absorpsiyon, temel halde bulunan veya gaz halindeki atomlarin UV ve
GB’deki 1511 absorblamasi temeline dayanir. Atomik absorbsiyon, sadece atomdaki
elektronlarin (bir veya daha fazla) list enerji seviyelerine yiikseldigi elektronik bir
stirecte gozlenir. Isinlarin atomlar tarafindan absorblanmasinda sadece elektronik
gecisler vardir.®

2.5.3.2. Molekiiler Absorpsiyon

Molekiiliin diisiik enerjili atomik ve molekiiler orbitallerinin, UV, GB ve infrared
isinlart (IR) ile daha yiiksek enerjili orbitallere cikarilmast sonucunda gerceklesir.
Birden fazla atom iceren molekiillerde gozlenen absorpsiyon spektrumlari, atomlarda
gozlenen spektrumlara gore oldukga karmasiktir. Clinkii molekiillerde bulunan enerji
seviyesi, tek basina atomlarda bulunan enerji seviyesinden fazladir. Molekiiller, 1sinla
uyarildiklarinda gerceklesen kuantlagsmis tic tip gecis vardir. Bunlar elektronik gecisler
ve 151n ile olusturulabilen titresim ve donme gegisleridir.

Eropiam = Eetektronik + Etitresim + Edsnme

Bu enerjiler arasindaki biiyiikliik sirasi; Eelektronik™Etitresim>Edsnme seklindedir.
Burada Eelextronik, molekiildeki bag olusturan birkag elektronun enerji seviyesinden
kaynaklanir. Elektronik gecisler, dalga boylar1 200-800 nm arasinda olan UV-GB
1sinlartyla meydana gelir. Etitresim, molekiiler tiirlerde bulunan ¢ok sayidaki atomlar arasi

titresimlerin toplam enerjisini gosterir. Titresim gegisleri, dalga boylar1 1000-1500 nm
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arasinda olan IR isinlariyla meydana gelir. Egsnme ise, molekiil i¢inde c¢esitli donme
hallerinden olusan enerjidir. Donme gegisleri, dalga boylar1 10000-100000 nm arasinda
olan IR 1sinlartyla meydana gelir.

Elektromanyetik 1s1n ile uyarilan bir atom, iyon veya molekiiliin uyarilma 6mrii
cok kisadir. Uyarildiktan sonra molekiil temel hale 1s1mali veya 1simasiz gegisler ile
doner. Isimasiz gecisler; i¢ donilisiim, sistemler arasi gecis ve titresimsel durulmadir.
Isimal1 gegisler; floresans ve fosforesanstir. 3234

2.5.4. Lambert-Beer Kanunu

Bir molekiil tarafindan absorbe edilen 1s1n1n cinsi ve miktari, molekiiliin yapisina
ve 151n ile etkilesen molekiil sayisina baglidir. Isin ile molekiil arasindaki bu etkilesim
Lambert-Beer kanunu ile ifade edilir.

Beer kanununa gore, bir ¢ozelti icinden gegen ve ¢ozelti tarafindan absorplanan
15in miktari, ¢ozeltinin derisimi ile; Lambert’e gore ise bir ¢dzeltiden gegen 1sin
demetinin miktar1 1s1mnin aldig1 yol ile logaritmik olarak orantilidir. Bu iki aciklamaya
bagli olarak asagidaki bagint1 yazilabilir;

A =logPo/P =a.b.c

Burada orant1 katsayisi (a), absorpsiyon katsayis1 veya absorbtivite olarak
adlandirilir. Birimi L/g cm’dir. Derisim molar olarak alindiginda oranti katsayisi1 olarak
¢ yazilir ve molar absorblama katsayis1 veya molar absorptivite olarak adlandirilir.
Birimi L/mol cm’dir.%

2.5.5. UV-GB Absorbsiyon Spektrofotometresi

UV-GB absorbsiyon spektrofotometre, elektromanynetik 1sinin dalga boyunun
bir fonksiyonu olarak numunenin absorbans ya da gegirgenligini 6l¢mek i¢in kullanilan
bir cihazdir. UV-GB absorbsiyon spektrofotometreleri 110 nm ile 1000 nm arasinda

degisen dalga boylarinda ¢alisirlar. Bir UV-GB absorbsiyon spektrofotometrisi bes
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bilesenden olusur. Bunlar; 1s1n kaynagi, numune hiicresi, monokromator, dedektorii ve
sinyal islemcidir (Sekil 2.2). Cihazda bulunan bu kisimlara ilaveten mercekler, aynalar,

151n boliiciiler ve giris ve ¢ikis slitleri vardir.

LUW-vis Spektrofotometresinin blok
SEMas

Folimatidsr Dralza Boyna Seqici Dredebtiorler
Irm Eamag TilotuobTomat Hr Fhomame Fabl Drijital Fhran weya
Sy

Sekil 2.2. Bir spektrofotometre cihazi diyagrami

L.Isin Kaynaklari: UV ve GB’de siirekli 151mn kaynaklar1 olarak doteryum,
tungsten hidrojen ve ksenon lambalar1 kullanilir.

2. Dalga Boyu Seciciler (Monokramatorler): Isin kaynaginin sagladigi
polikromatik 1s1n1, monokromatik 1smna doniistiiren diizeneklerdir. Monokramatdrler
spektral taramalar1 yapabilmek icin tasarlanmis gereclerdir. Yapilarinda silitler,
mercekler, pencereler, optik ag veya prizmalar igerirler. Prizmalarda monokromatik
1s1n eldesi, farkli dalga boylarindaki 1sinin prizmaya girisinde ve cikisinda farkli
oranlarda kirilmasindan kaynaklanir. Bu amagla Corno ve Littrow prizmalar kullanilir.

3. Numune Kaplari: Hiicre veya kiivet olarak adlandirilan numune kaplari da,
caligilan dalga boyu araligindaki 1sinlar i¢in gegirgen olmalidir. Spektrofotometrelerde
kuvars veya erimis silis, corex camu, silikat, plastik, sodyum kloriir kristalleri kullanilir.

4.Dedektiorler: Maddenin 151n kaynagindan gelen 1s1n siddetini dlgmesi amaciyla
kullanilan diizeneklerdir. UV goriiniir bolgede fotovoltaik, fototiip ve fotocogaltici
dedektorler kullanilir. Bu dedektorlerin duyarli olduklart dalga boyu araliklar farklidir.

5.Sinyal Islemcileri ve Gostergeler: Dedektorden alman elektrik sinyalini

yiikselten, sinyali dogru akimdan alternatif akima degistirebilen, sinyalin faz degisimini
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saglayabilen ve sinyaldeki istenmeyen birlesikleri uzaklastirabilen elektronik bir
diizenektir.

Spektrofotometreler yapilarina gore tek 1sinli ve ¢ift 1s1nl1 olmak iizere iki kisima
ayrilir. Tek 1s1n yollu spektrofotometrelerde absorpsiyon ve % gegirgenlik dlgmek icin
once numune bdlmesine referans madde konularak alet ve referans hiicreye gore
sifirlanir. Daha sonra numune hiicresi konur ve Ol¢iim yapilir. Cift 151 yollu
spektrofotometrelerde, 6rnek ve ¢oziiciiden ayni anda gegen 1sin demetleri, dedektor
lizerine yerlestirilmis olan donebilen bir 151k boliicli yardimiyla, ardi ardina gonderilerek
tek seferde absorpsiyon veya % gecirgenlik 6lciilebilir.3+3738

2.5.6. UV-GB Spektroskopisinin Kullanim Alanlari

UV-GB spektroskopisi, kalitatif analiz, kantitatif analiz, fotometrik titrasyonlar,
molekiil agirligi tayini, asit-baz denge sabitlerinin bulunmasi, kompleks formiillerinin
ve kompleks olusum sabitlerinin bulunmasinda kullanilir.

2.6. Elektrokimyasal Yontemler

Elektrokimya, maddenin elektrik enerjisiyle etkilesimi sonucunda meydana
gelen fiziksel veya kimyasal degisimlerini ve ayrica kimyasal enerjinin elektrik
enerjisine doniisiimiinii inceleyen bir bilim dalidir. Elektrokimyasal yontemlerde
elektrot ¢cozelti ortamina elektriksel etki uygulanmaktadir ve bu etki sonucunda ortamin
verdigi yanit incelenmektedir. Elektrokimyanin temelleri yiikseltgenme /indirgenme
reaksiyonlarina dayanmaktadir. Bu temele dayanan bir¢ok analitik yontem vardir. Bu
yontemler  yiikseltgenme/indirgenme  titrimetrisi,  potansiyometri,  kulometri,
elektrogravimetri ve voltametriyi icerir.®
2.6.1. Voltametrik Yontemler ve Voltametri

Voltametrik yontemler, akim, direng, iletkenlik, potansiyel ve elektrik miktarinin

derisim ile degisimini inceleyen elektroanalitik yontemlerin alt birimidir. Bu
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yontemlerin bazilarinda potansiyel sabit tutularak, bazilarinda ise potansiyel farkl
sekillerde degistirilerek madde miktarlarina goére olusan akim miktarlart incelenir.
Voltametri, bir calisma (indikator) elektrotunun polarize oldugu sartlarda akimin,
uygulanan potansiyelin fonksiyonu olarak Ol¢iilmesinden yararlanilarak, analit hakkinda
bilgi veren bir grup elektroanalitik yontemdir. Voltametri, elektrokimyasal bir hiicrede,
polarize olan c¢alisma elektrotu ile referans elektrotu arasina uygulanan potansiyel
degerinin zamanla degistirilerek, ortaya ¢ikan akimin dlgiilmesine dayanmaktadir. Bu
Olcme islemi, ti¢ elektrot iceren elektrokimyasal hiicrelerde calisma elektrotu ile karsit
elektrot, iki elektrot igeren hiicrelerde ise calisma elektrotu ile referans elektrotu
arasinda bir potansiyostat yardimi ile dlgiiliir. Potansiyele karst 6l¢iilen akimin grafige

gecirilmesiyle voltamogramlar elde edilir.%°

Sinyal kaynag
Dogrusal +
taramah o
gesili
uretici
l Yardimc: elektrot
Referans )
- elektrodu /7 | Alam genlime
+ Huere g5nugtamco

Potansiyostatik
kontrol devresi

Galigma elektrodu ? Kaydedici

Sekil 2.3. Ug elektrot iceren bir voltametri sistemi

Sekil 2.3°de dogrusal taramali voltametrik Ol¢limler i¢in kullanilan basit bir
sistem goriilmektedir. Hiicre, analit ve elektrolitin asirisini ihtiva eden destek elektrolit
ad1 verilen c¢ozeltiye daldirilmis {i¢ elektrottan olusmaktadir. Bu ii¢ elektrottan biri
zamanla potansiyeli dogrusal olarak degisen ve polarize olabilen mikroelektrot yani
calisma elektrotudur. Bu elektrotun polarize olma egilimini artirmak i¢in boyutlari
kiiciik tutulur. Bunlar, genellikle teflon veya Kel-F gibi igine bir baglanti teli

yerlestirilmis olan inert bir malzemeden yapilmis bir ¢ubuga preslenerek tutturulmus
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olan kiigiik diiz iletken disklerdir. Bu iletken platin veya altin gibi inert bir metal;
pirolitik grafit, camsi karbon, elmas, karbon nanotiipii, karbon pastasi, karbon elyaf gibi
bir karbon formu; ya da, kalay veya indiyum oksit gibi bir yari-iletken; veya bir civa
filmi ile kaplanmis bir metal veya civa olabilir. Ikinci elektrot, deney siiresince
incelenen c¢ozeltinin bilesiminden etkilenmeyen ve sabit kalan potansiyele sahip
kalomel elektrot veya Ag/AgCl bir referans elektrottur. Ugiincii elektrot ise, elektrigin
kaynaktan ¢ozelti yardimiyla mikroelektrota aktarimini saglayan helezon seklinde bir
platin tel karsit elektrottur. Sinyal kaynagi, degisen R direnciyle seri bagli bir
bataryadan olusan degisken gii¢c kaynagidir. 40(:665-666)

Voltametride bir mikroelektrot igeren elektrokimyasal hiicreye degistirilebilir
potansiyel uyarma sinyali uygulanir. Bu uyarma sinyali yontemin temelini teskil eden
karakteristik akim cevaplart olusturur. Voltametride en ¢ok kullanilan dort uyarma

sinyali dogrusal taramali, kare dalga, diferansiyel puls ve iiggen dalgadir. Bu uyarma

sinyalleri Sekil 2.4’te verilmistir.

e Voltametrinin Voltametrinin
Isim Dalga sekli tipi Isim Dalga Sekli tipi
I

_ Polarografi . 2
() Dogrusal g (b) Diferansiyel i
taramali Hidrodinamik puls ’ Y2 =
S polarografisi

voltametri

Zaman—» Zaman—»

‘ /\
(¢) Kare E Kare dalga (d) Uggen N Déniistimlii
dalga voltametrisi E // \\ voltametri
| \

Zaman—»

Sekil 2.4. Voltametride kullanilan potansiyel uyarma sinyalleri

Klasik voltametrik uyarma sinyali dogrusal taramadir, burada hiicreye uygulanan
dc potansiyeli (2 ya da 3 V’dan fazla) zamanin fonksiyonu olarak dogrusal bir sekilde
artirilir ve bu sirada hiicrede olusan akim, zamaninin (ve dolayisiyla uygulanan

potansiyelin) fonksiyonu olarak kaydedilir. Puls tipi uyarma sinyallerinde akimlar,
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pulslarin émrii siiresince, cesitli anlarda dlgiiliir. Ucgen seklindeki uyarmada potansiyel,
baslangigta bir maksimuma dogrusal olarak artar ve ayni mutlak sayisal verimle orijinal
degerine dogrusal olarak azalarak iki deger arasinda liggen seklinde devreder. Bu islem
zamanin bir fonksiyonu olarak kaydedilen akimla defalarca tekrarlanir.*9-67)

2.6.1.1. Voltametride Elektrot Reaksiyon Cesitleri

Elektroaktif tiirlerin elektrokimyasal oksidasyonu veya rediiksiyonu elektrot-
¢ozelti ara ylizeyinde ¢ok ince bir ¢ozelti tabakasinda (~30 nm) gergeklesir. Bu nedenle
¢ozeltiden elektrot yilizeyine reaksiyona giren tiirlerin siirekli olarak aktarimi gerekir.
Ox (oxidant-yiikseltgen) bir madde elektron aktarimiyla Red (rediiktant-indirgen)
maddesine doniismesi ile elektrot-¢ozelti ara yiizeyinde bazi olaylar meydana gelir.
Bunlar, Ox maddesinin ¢ozeltiden elektrot yiizeyine tasinmasi (difiizyon (rasgele
hareket) veya konveksiyon (karistirma) veya migrasyon (go¢). Ox maddesinin elektrot
yiizeyinde indirgenmesi i¢in elektrot aktarimi ve olusan Red maddesinin ¢ozeltiye
taginmast olaylaridir.

Bir elektrot reaksiyonu sonucu olusan iiriin kararli olmayabilir. Bu durumda,
elektroaktif maddenin elektron transferiyle olusturdugu kararsiz ara {irtin kimyasal
reaksiyonla iiriine doOniigebilir. Ayrica adsorpsiyon kontrollii reaksiyonlar
gerceklesebilir. Adsorpsiyon; c¢oOzeltide bulunan molekiill ve iyonlarin elektrotun
yiizeyine farkli yollarla tutunmasidir. Adsorpsiyon sonucu elektrot yilizeyine baglanan
iyon ve molekiiller ile elektrot ylizeyi arasinda farkl tiirde baglar olugsmaktadir. Elektrot
yiizeyine adsorbe olan tiirler yiiksiiz organik molekiiller, metal katyonlar, inorganik
tirler seklinde bulunabilmektedirler. Difiizyon dikkate alinarak tiiretilen ve doniistimlii
voltamogramdaki pik akimini veren Randless-Sevcik esitliginden (Ip = 2,69.10° n3/

ADoY2 Co v, log ip ve log v arasinda, egimi 0.5 olan bir dogru elde edilir. Burada Ip:

pik akimi1 (A), Do: Ox tiiriiniin difiizyon katsayis1 (cm?/s) v: Tarama hiz1 (V/s), Co: OX
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tiiriniin ana ¢dzelti derisimi (mol/cm®)’dir. Maddenin elektrot yiizeyinde adsorpsiyonu
s6z konusu ise, bu bagmtidan ve dolayisiyla 0.5’den sapmalar meydana gelir ve
genellikle bu durumda grafiklerin egimi 0.5’den biiyiik olur.*!

2.6.1.2. Voltametride Mekanizma Cesitleri

Voltametride mekanizma ¢esitleri, tersinir, yari tersinir ve tersinmez olarak {ige
ayrilir. Tersinir reaksiyonlarda yiizeyde elektron aktarim hizli gergeklesmektedir (Sekil
2.6A). Bir tepkime yavagsa ve potansiyel tarama hizi arttirilirsa tepkimede kararsiz hal
diflizyonu artar. Doniisiimlii voltametri ¢alismalarindan yararlanilarak bir tepkimenin
tersinir olup olmadiginin belirlenmesinde; Epk-Epa= 59/n mV veya Ep-Ep/2= 57/n mV

olmas1, ipa / ipk= 1 olmasi, Ep’nin, ip/v'?’

nin ve dalga seklinin tarama hiz1 ile
degismemesi kriterleri kullanilir. Bu kriterler saglaniyorsa tepkimenin tersinir oldugu
sOylenebilir.

Yar tersinir reaksiyonlarda akim, diflizyon hizi ve elektron aktarim hizi ile
birlikte kontrol edilir. Redoks ¢iftinin elektrot yiizeyindeki derisimlerinin degigsmesinde
difiizyon ve kinetik olaylarinin her ikisi de etkilidir. Bu sebeple difiizyon ve kinetik
esitlikleri birlikte ¢oziilir. Bu tiir mekanizmalarda sistem tersinir ve tersinmez
mekanizmalar arasinda davranig sergiler (Sekil 2.6B). Bir tepkimenin yari-tersinir
oldugunun belirlenmesinde de doniisiimlii voltametri c¢alismalarindan elde edilen
verilerden yararlamlir. Bu amagla, ip/v? tarama hizina baglh olmamasi, ipa / ipk= 1
olmasi, Epk’nin tarama hiz1 ile degismesi (bu degisme genellikle tarama hizinin artmasi
ile negatif degerlere kayma yoniindedir.), Epk-Epa farkinin diisiik tarama hizlarinda
59/n’e yaklasmasi gibi kriterler incelenir. (Yiiksek tarama hizlarinda bu degerden daha
biiyiiktiir ve tarama hizi ile artar.)

Elektrokimyasal olarak bir elektrot tepkimesinin tersinmez oldugunu doniisiimlii

voltametri ¢aligmalarinda ters tarama yoniinde herhangi bir pikin gozlenmemesi gosterir
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(Sekil 2.5C). Ayrica sistemin tersinmez oldugu; Epa - Epk >59/n mV veya Ep-Ep/2=
48/n mV olmasi, Ep tarama hiz1 ile degismesi gibi kriterler ile belirlenir. Tarama hiz1
arttirildikca anodik pikler daha anodik potansiyele, katodik pikler ise daha katodik

potansiyele kaymaktadir.*!
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Sekil 2.5. A) Tersinir B) Yart tersinir C) Tersinmez bir reaksiyon i¢in alinan doniisiimli
voltamogram

2.6.2. Polarografi

Damlayan civa (Hg) elektrotun ¢alisma elektrotu olarak kullanildig1 voltametrik
yonteme polarografi denir. Bu yontemde, civa ¢alisma elektrotuna zamanla dogrusal
olarak degisen bir gerilim programi uygulanarak elektroaktif maddelerin davraniglari
incelenir. Polarografik yontemde elde edilen cevap egrisine polarogram denir. Civa
inert bir metaldir ve iizerinde suyun indirgenerek hidrojen gazi olusumu i¢in gerekli
olan indirgenme gerilimi oldukc¢a biiyiiktiir. Bu 6zelliginden dolay1 civa elektrotunun
indirgenme bolgesindeki c¢alisma araligi oldukga genistir ve bir¢cok indirgenme
tepkimesini incelemek i¢in kullanilabilir. Bununla beraber civa +0.40V’da doymus
kalomel elektrot (DKE) yiikseltgenmeye basladigindan daha pozitif gerilimlerde
calismak miimkiin olmamaktadir. Polarografik yontemin ¢alisma araligr +0.40 V ile-
1.80 V (DKE) arasindadr.*0(-680-682)

Polarografik yontemde calisma, karsilastirma, ve karsit elektrotlar1 igeren iig¢

elektrotlu sistemler kullanilir. Calisma elektrotu olarak damlayan civa elektrotu (DCE),
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genel olarak karsit elektrot olarak platin tel ve karsilagtirma elektrotu olarak da DKE
kullanilir. Polarografide, DCE’de, i¢ ¢ap1 0.03-0.05 mm olan bir mikroelektrotta, bir
civa damlast cam bir kapiler borudan akarak biiyiir ve belli bir biiyiikliige geldiginde
koparak diiser.

Polarografinin ¢alisma prensibi; elektroaktif bir madde igeren ¢ozeltide ¢alisma
ve karsilagtirma elektrotlar1 arasmna zamanla dogrusal olarak degisen bir gerilim

uygulanirken ¢alisma elektrotu ile karsit elektrot arasindan akim 6l¢iiliir.(Sekil 2.6)

58
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Sekil 2.6. Tipik bir polarografi hiicresi

Civa elektrotu diger elektrotlarla karsilastirildiginda birgok avantaja sahiptir.
Bunlar; her yeni damla ile siirekli yeni bir yiizey olusturulabilmesi, tekrarlanabilir civa
damlalar1 ile tekrarlanabilir akimlarin elde edilebilmesi, negatif potansiyellerde
kullanilabilmesi, genis bir potansiyel araliginda uygulanabilmesi, bir¢ok metalin civanin
yiizeyinde indirgenerek civa ile birlikte amalgam olusturabilmesi ve onceki iglemlerden
kalan istenmeyen safsizliklarin civa yiizeyinden uzaklastirilabilmesidir. Bu
avantajlarinin yaninda, bu elektrotlarin civanin kolayca yiikseltgenmesi nedeniyle
anodik sinirin  kiigik olmasi ve civanin saglk agisindan olumsuz etkisi gibi
dezavantajlar1 da bulunmaktadir. Ancak yapilan caligmada polarografinin sayilan
sakincalar1 yaninda avantajlar1 calisilan potansiyel araliginda ve ¢alisma sartlar1 goz

Ontine alindiginda goz ardi edilebilir.
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Damlayan elektrotlardaki difiizyon akimi, yani polarografik dalgay1 olusturan

difiizyon akimu ilkovi¢ denklemi ile verilir. *°
I = 607nFDY2m?/3t1/6C

Ortalama akim I (nA), damla 6mrii t (saniye), kapilerden civanin akis hizi m
(mg/s), analitin difiizyon katsayis1 D (cm?/s), analit konsantrasyonu C (milimol/litre)

2.7. Elektroanalitik Yontemlerin Kullanim Alanlar:

Elektroanalitik yontemler, Kalitatif ve kantitatif analizler, elektrot reaksiyon
mekanizmalarmin belirlenmesi, oksidasyon basamagi, sitokiyometri, reaksiyon hizi ve
yiik transferinin belirlenmesi, kiitle aktarimi ve adsorbsiyon olaylarinin incelenmesi,
standart elektrot potansiyellerinin belirlenmesi, kimyasal ve elektrokimyasal reaksiyon
denge sabitlerinin belirlenmesi, diflizyon katsayilarinin belirlenmesi, elektrot yiizey
alanlarinin tespiti, korozyon g¢alismalari, organik veya inorganik materyallerinin ince
filmlerinin  olusturulmasi, elektrokimyasal polimerizasyon, enerji {iretimi ve
elementlerin geri kazanimi kullanim alanlarina sahiptir.

2.8. Kemometri Yontemi

Kemometri; gelisen bilgisayar, yazilim, istatistik ve uygulamali matematik gibi
alanlarin birlikte kullanimiyla, 06zellikle analitik kimyada kompleks sistemlerin
¢Oziimiine yonelik olusturulan, kimyasal verilerin islenmesini kapsayan bir kimya bilim
dahidir. Kemometrik yontemler, kimyasal verilere etki eden parametreleri, bu
parametrelerin etkisinin ne Ol¢lide oldugunu ve parametreler arasindaki etkilesim
miktarlarin1 belirlemek amaci ile gelistirilmistir. Kemometri, tanimlayict ve agiklayici
istatistik, sinyal isleme, modelleme, deneysel tasarim, optimizasyon, kalibrasyon,
siniflandirma, yap1 tanima, yapay akil yontemleri, bilgi ve sistem kurami, resim isleme
gibi kavram ve uygulama konularindan olusmaktadir. Kemometri analitik kimya

(biyoloji, tip, sanayi vb), organik kimya, fizikokimya, miihendislik, istatistik
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(matematik) olmak iizere bir¢ok bilim dalinda programlama ve hesaplama bilim
dallarinda kullaniimaktadir.*?4

Kemometrik uygulamalar, kompleks hesaplamalar icerir. Hesaplamalar igin
bilgisayar programlarma ihtiya¢ vardir. Kemometrik yontemlerin hesaplamalarinda
genellikle Design Expert, MATLAB ve EXCEL gibi programlar kullanilmaktadir.**

2.8.1. Deneysel Tasarim

Bir analiz i¢in deneysel tasarim olusturulmasinda siklikla kullanilan faktor, yanit
ve seviye gibi bircok terim vardir. Deney sonucunu etkileyen degiskenlere faktor
denilmektedir. Elde edilen sonug, yanit ve faktorlerin aldigi degerler seviye olarak
adlandirilmaktadir. Sicaklik, pH, derisim gibi kontrol edilebilen degisken faktorler
oldugu gibi deneyi yapan kisilerden kaynaklanan farkliliklar gibi kontrol edilemeyen
faktorlerde vardir. Deneyin tasariminda bu kontrol edilemeyen faktor etkilerinin en aza
indirilmesi olduk¢a Onemli bir basamaktir. Kontrol edilemeyen faktorlerin dikkate
alinabilmesi i¢in randomizasyon (randomization) teknigi kullanilabilir ve boylece konu
dis1 degiskenlere kars1 6nlem alinmis olur.

Deneysel tasarimin kimyasal verilere uygulanma sebepleri; deneysel sonucu
etkileyen en 6nemli faktorlerin neler oldugu, incelenmesi ve optimize edilmesi gereken
faktorlerin hangileri oldugu sorularna yanit bulmak ve zaman ve maliyet tasarrufu
yapmaktir. En sik kullanilan kemometrik deneysel tasarim yontemleri full faktoriyel,
fraksiyonel faktoriyel, Placket Burman ve merkezi kompozit tasarimdir. Her bir
faktoriin optimum kosullart bulunmak istendiginde, yaygin olarak merkezi kompozit
tasarim ydntemi uygulanir.**
2.8.1.1. Merkezi Kompozit Tasarim

Merkezi kompozit tasarim, full faktoriyel veya fraksiyonel faktoriyel ve star

tasarimin kombinasyonudur. Merkezi kompozit tasarimda deney sayist agsagidaki esitlik
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kullanilarak belirlenir.
Deney sayist = 2% + 2k + 1 (k:faktér sayisi)

2%, full faktoriyel yada fraksiyonel faktoriyel tasarimdaki deney sayisini, 2k star
tasarim deney sayisini ve 1’de orta seviyedeki deney sayisini belirtmektedir. Merkezi
kompozit tasarim yontemiyle: faktorlerin etkisi ve faktorler arasindaki etkilesim
incelenebilir, tekrarlanan deneyler ile deneysel hatanin olup olmadiginin anlasilabilir,
her bir faktdriin parabolik etkileri incelenebilir ve optimum kosullar bulunabilir.

Merkezi kompozit tasarimda deneysel hatalarin belirlenebilmesi icin, orta
seviyede 4-6 kez tekrar deneyi yapilir. Faktor sayisi ile deney sayist degismektedir.
Merkezi kompozit tasarim yontemi ile deneysel tasarim tablosu olusturulurken
kodlanmis su degerler kullanilir; 2 daki seviyeler (-1) ve (+1), 2 ¥’ dakiler o ve 1° deki
seviye (0) olarak alimir. Merkezi kompozit tasarimda star noktalar (k) dairesel ve
ortagonal olmak iizere iki sekilde hesaplanabilir. 2 faktor i¢in star degerleri asagidaki
gibidir;

Dairesel tasarimda; a« = +1.414
Star degerleri calisma araligindaki alt ve iist sinirlart belirir ve star seviyelerinde

faktorlerin aldig1 degerler asagidaki esitlikle hesaplanir:

aziﬁ

Star seviyelerinin aldig1 degerler asagidaki esitlikle hesaplanir:

x — orta deger

a=4=
“orta deger ile en yakin deger arasindaki fark

Genellikle incelenen faktor degerleri arasindaki fark birbirine esittir. Bu nedenle
orta degerle en yakin deger arasindaki fark, aralik boyutu olarak diisiiniiliir. Faktor
degerlerinden star seviye degerleri bulunarak merkezi kompozit tasarim tablosu
olusturulur.** Verilen seviye degerleri, faktor degerleri arasindaki farkin esit oldugu

degerler icin gegerlidir.
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Merkezi kompozit tasarimda, her deney icin degistirilecek parametrelerin tespit
edilmesinde matematiksel matris olusturulur.

Matrisin olusturulmasindan sonra bilgisayar yardimi ile; olusturulan matrisin
tirevi alinir (X’). Matrisin tiirevi ile kendisi carpilir (X*X’). (X*X’) matrisinin tersi
alinir (X*X°)1. Denemeler sonucunda bulunan yamt degerleri ile (X*X’)1*X?
carpilmast sonucu bulunan bu carpim degerleri b degerleri olarak kodlanir (b = (X *

X)L« X' x y) b degerleri belirlendikten sonra asagidaki denklem olusturulur;

k k k
y:bo+z bi xi+ z bii xlz—i-z bijxixj
1 1 i<j

Burada y: yanit; x1,X2....xkx faktorler; bi...bk regresyon modeli ile belirlenen
katsayilar, bijxixj faktorler arasindaki etkilesim; biixi? ise modelin egriligini tanimlar.
Elde edilen bu kodlarin gercek degerlere doniistiiriilmesiyle, secilen faktorlerin
optimum sartlar1 belirlenmis olur. 44

2.9. Yontem Gelistirme ve Yontem Gecerlilik Testleri (Validasyon)

Analitik kimyada dogru ve giivenilir veri saglamak 6nemlidir. Analitiksel verinin
niteligi, yontem gelistirme ve gegerlilik testleri kalitesi lizerinde direkt bir etkiye
sahiptir. Yontem gelistirme ve gegerlilik testlerinde ilk adim olarak yontem ig¢in kabul
edilebilir sartlar olan minimum kriterler belirlenmektedir.

2.9.1. Yontem Gelistirme

Yontem gelistirmede; sirasiyla yontemin amacini, kapsamini ve uygulamasi,
performans parametreleri ve kabul kriterleri, cihazin performans karakterleri
tanimlanmalidir. Daha sonra calisgan materyaller nitelenmeli ve yontem gelistirilip
belgelenmelidir.

2.9.2. Yontem Gecerlilik Testleri (Validasyon)

Gegerlilik testi (validasyon), {iriinlerin degerlendirilmesinde, secilen yontem ya

da yontemlerin kalitatif veya kantitatif analizlerde uygulanabilir oldugunu gdstermek
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amactyla yapilan testlerin timiidiir. Analitik alanda degisik amaclar i¢in diizenlenen
kurallar, diinyanin degisik bolgelerinde kullanim amaglarina gore farkliliklar
gostermektedir. Validasyon i¢in diinyada kurallar belirleyen gruplarin bazilar1 ICH (The
International Conference on Harmonization), GLP (Good Laboratory Practice), GMP
(Good Manifacturing Practice)), FDA (Food and Drug Administration) ve USP
Farmakope XXIV’ dir.
Analitik bir yontemin gecerliligini (validasyonunu) gostermek amaciyla
kullanilan parametreler:
1. Belirleyicilik/ Secicilik (Specificity/ Selectivity)
2. Dogrusallik (Linearity) ve Calisma araligi (Range)
3. Dogruluk (Accuracuy)
4. Kesinlik  (Precision); Tekrarlanabilirlik  (Repeatability), Arakesinlik
(Intermediate Precision) ve Yenilenebilirlik (Reproducibility)
5. Duyarhilik Limiti (Sensitivity); Teshis Limiti (Gozlenebilme Sinir1) (LOD)
ve Miktar alt Tayini (Tayin Alt Sinir1) (LOQ)
6. Geri kazanim (Recovery)

7. Orneklerin Kararliligi, Stabilite (Stability)
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Deneyde Kullamilan Materyaller

3.1.1. Kimyasal Maddeler

Pantoprazol, standart kimyasal maddesi Sigma-Aldrich’den (Almanya) elde
edildi. Deneylerde ¢ozeltilerin hazirlanmasi amaciyla kullanilan saf su Milli-Q saflikta
olup EASY piire RF cihaz1 kullanilarak elde edildi. Kimyasal madde olarak kullanilan
CH3COOH, H3BO3, H3PO4, NaOH ve Na;HPO4 Sigma-Aldrich’den (Almanya) elde
edildi. Pantoprazol igeren Pandev, Panref ve Protonex isimli ticari farmasotik
preparatlar eczanelerden temin edildi.

3.1.2. Cihazlar ve Araclar

Molekiiler absorbsiyon Ol¢limleri i¢in Thermo Scientifie marka Multiscan GO
51119300 model UV-GB Spektrofotometre (Band araligi 1.0 nm), Lenova model
bilgisayar ve standart 96 Well UV kuvartz mikroplaka (Helima, 370 puL) kullanildu.

Polarografik Ol¢timler igin, civa damla c¢alisma elektrodu, platin-tel karsit
elektrot ve referans elektrot olarak bir Ag/AgCl (KCI 3M, BAS) elektrotu olmak iizere
tic elektrotlu bir hiicre sistemi iceren Gamry Potentiostat Interface 1000, yazilim PHE
200 ve PV 220 cihazi kullanildi.

pH olgiimleri laboratuvar ortam sicakhiginda (22-25°C), standart tamponlar
(Fixanal, Riedel-deHaen, Almanya) ile kalibre edilmis Model 538 pH metre (WTW,
Avusturya) ile yapildi. Istenilen hacimlerde ¢dziicii ve ¢ozelti aktarimi icin Eppendorf
Research serisi 100-1000 uL ve 1000-5000 pL otomatik pipetler kullanildi. Ayrica
caligmada santrifiij (Hettich, RPM x100), terazi (Metler Toledo Ad 104-5), karistirict

vorteks (IKA), etiiv (Memmert) ve ultrasonik banyo (Elma LC30) cihazlar1 kullanildi.
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3.2. Deneyde Kullanilan Yontemler

3.2.1. Spektrofotometrik Yontem Sartlar:

Spektrofotometrik Olglimler, 96’lik kuvartz plate, 230-400 nm dalga boyu
araliginda, 600 nm/dak dalga boyu tarama hizi ve 1 nm spektral bant genisligi
kullanilarak gergeklestirildi. Pantoprazol etkin maddesi iizerine gonderilen 1s1nin, dalga
boylarina karsi verdigi absorbans degerleri grafige gegirilereck UV-GB absorbans
spektrumlari elde edildi.

3.2.2. Polarografik Yontem Sartlar

Polarografik dlgiimler, 0.4 ile -1 V potansiyel araliginda, 100 mV tarama hiz1 ile
dontigiimlii, dogrusal taramali, kare dalga polarografi (SWP) ve diferansiyel puls
polarografi (DPP) yontemleri kullanilarak gergeklestirildi. SWP yonteminde, 25 mV
puls genligi, 15 Hz frekans, 4 mV potansiyel adim c¢alisma parametreleri kullanildi.
DPP yonteminde ise 50 mV puls genligi, 50 ms darbe genisligi, 20 mV/s tarama hizi
calisma parametreleri kullanildi. Biitiin polarografik yontemlerde calisma elektrotu
olarak DCE, referans elektrot olarak Ag/AgCl elektrodu ve karsit elektrot olarak Platin
tel kullanildi. Pantoprazol etkin maddesinin okside oldugu potansiyele karsi, verdigi pik
akim degerlerinin grafige gecirilmesiyle polarogramlar elde edildi.

3.3. Deneylerde Kullamilan Cozeltilerin Hazirlanmasi

3.3.1. Pantoprazoliin Stok, Standart ve Kalite Kontrol Cozeltileri

Spektrofotometrik  Calismalarda: Pantoprazol stok ¢ozeltisi, 100 mg
pantoprazol tartilip 100 mL’lik balon jojeye konularak suda 1000 pg/mL derisimde
hazirland1 ve vorteks ile 30 sn karistirildi. Daha sonra bu stok ¢6zelti 0.08M pH’s1 11.3
olan fosfat tampon (HPO4*/PO.%) ¢ozeltisi ile seyreltilerek 100 pg/mL derisimde ikinci
bir stok ¢6zelti hazirlandi. Vorteks ile 30sn karigtirildi ve hazirlanan ¢ozelti +4°C’de

sakland1. Pantoprazoliin 100 ng/mL derisimde hazirlanan standart stok ¢ozeltisi, 0.08M
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pH’s1 11.3 olan fosfat tampon (HPO4*/PO4s%) ¢ozeltisi ile seyreltilerek 2.5, 5, 10, 15, 20
ve 25 ng/mL derisimlerde standart ¢alisma ¢ozeltileri ve 5,10 ve 15 pg/mL derisimlerde
kalite kontrol ¢ozeltileri hazirlandi.

Polarografik Calismalarda: Pantoprazol stok c¢ozeltisi, 50 mg pantoprazol
tartilip 100 mL’lik balon jojeye konularak 0.25 M pH’s1 5.0 olan asetat tamponunda
(CH3COOH/CH3CO0O") 50 pug/mL derisimde hazirlandi ve vorteks ile 30 sn karistirildi.
Hazirlanan ¢ozelti +4°C’de saklandi. Pantoprazoliin 50 pg/mL derisimde hazirlanan
standart stok ¢ozeltisi 0.25 M pH’s1t 5.0 olan asetat tampon (CH3COOH/CH3COOQO")
¢ozeltisi ile seyreltilerek 5, 10, 20, 30, 40, 50 ve 60 pg/mL derisimlerde standart ¢alisma
cozeltileri ve 5,15 ve 35 pg/mL derisimlerde kalite kontrol ¢ozeltileri hazirlandi.

3.3.2. Spektrofotometri ve Polarografi Yontemlerinde Kullanilan Tampon
Cozeltilerin Hazirlanmasi

0.08M pH’si 11.3 olan fosfat tampon (HPO4>/PO4*) ¢ézeltisi: 0.08M 100mL
fosfat tampon ¢ozeltisi hazirlamak i¢in, 1.136 g NaH2POs yaklasik 90 mL suda
¢oziildiikten sonra pH metre kullanilarak 3M NaOH c¢ozeltisi ile pH’s1 11.3’e ayarland.
Daha sonra hacmi saf su ile 100 mL’ye tamamlandh.

0.25 M pH’st 5.0 olan asetat tampon (CH3COOH/CH3COO") ¢ézeltisi: 0.25 M
100 mL asetat tampon ¢ozeltisi hazirlamak i¢in, 1.14 mL CH3COOH yaklasik 90 mL
suda ¢oziildiikten sonra pH metre kullanilarak 3M NaOH ¢ozeltisi ile pH’st 5.0’a
ayarlandi. Daha sonra hacmi saf su ile 100 mL’ye tamamlandi.

0.04M Britton-Robinson tampon ¢ozeltisi: 0.247 g H3BOs bir miktar saf suda
¢oziildii. Uzerine 0.23 mL CH3COOH ve 0.271 mL HsPOy ilave edildi. Hacim saf su ile

100 mL’ye tamamlandi.
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3.4. Spektrofotometrik Yontemin Optimum Kosullarinin Belirlenmesi

En yiliksek absorbansin gozlenmesinde etkili olan NazHPOj4 derisiminin ve uygun
pH’m belirlenmesi amaciyla, kemometrik tasarim ydntemlerinden biri olan merkezi
kompozit tasarim yontemi uygulandi. Belirtilen kemometrik tasarim igin gerekli

faktorler ve belirlenen araliklar Tablo 3.1°de verildi.

Tablo 3.1. Pantoprazoliin belirlenmesi igin faktorler ve belirlenen araliklar

X1 (1. faktor) Fosfat Tampon Cozeltisi Derigimi 0.08 0.19 0.3
X2 (2. Faktor) pH 11 12.25 135

Belirlenen faktorlerin araliklarina gore Tablo 3.2°de ¢alisma sartlar1 verilen 13
deney yapildi. Veri ve her bir deneme i¢in, pantoprazoliin maksimum absorpsiyon
gosterdigi dalga boyunda absorbanslari belirlendi. Bulunan absorbans degerlerinden
denklemler olusturuldu. Dizayn-expert 8 yazilimi kullanilarak bu denklemler iterasyon

yontemi ile ¢6ziildii. Bu sekilde her bir faktor i¢in optimum degerler tespit edildi.

Tablo 3.2. Uygulanan merkezi kompozit tasarim kapsamindaki deneyler

Deney X1 X2

1 0.30 11.00
2 0.19 10.48
3 0.19 12.25
4 0.03 12.25
5 0.30 13.50
6 0.19 12.25
7 0.34 12.25
8 0.19 12.25
9 0.19 12.25
10 0.19 12.25
11 0.08 11.00
12 0.19 14.01
13 0.08 135

38



3.4.1. Pantoprazoliin Maksimum Absorbans Gosterdigi Dalga Boyunun
Belirlenmesi

Pantoprazol etkin maddesinin spektrofotometrik analizini yapabilmek amaciyla,
oncelikle cesitli pH ve ¢oziiciilerde absorbansi belirlendi. Bunun igin pantoprazol etkin
maddesinin 10 pg/mL derisimde ¢ozeltileri hazirland1 ve uygulanan merkezi kompozit
tasarim kapsamindaki deneylerde belirlenen derisim ve pH’larda ¢ozeltileri hazirlandi.
Hazirlanan her bir ¢ozelti i¢in absorbans degerleri 6l¢iildii. Boylece pantoprazol igin
absorbansin en yiiksek oldugu dalga boyu ve ¢ozelti ortami belirlendi.

3.5. Polarografik Yontemin Optimum Kosullarinin Belirlenmesi

Pantoprazol etkin maddesinin polarografik analizini yapabilmek amacyla,
oncelikle farkli tampon ¢ozeltileri ile (fosfat, asetat, Britton-Robinson) ¢esitli pH ve
¢oziiclilerde polarografik yanit1 belirlendi. Bunun i¢in pantoprazol etkin maddesinin 10
pg/mL derisimde c¢ozeltileri hazirlandi. Hazirlanan her bir ¢ozelti i¢in pik akimi
degerleri 6l¢iildii. Boylece pantoprazol i¢in en iyi oksidasyon dalgasinin gozlendigi pik
akimi gz Oniine alinarak en uygun potansiyel ve ¢ozelti ortami belirlendi.

3.6. Analitik Yontem Validasyonu

1. Belirleyicilik (Secicilik)

Ornek iginde biitiin komponentlerin varliginda, analitin cevabimi dogru bir
sekilde 6lcmeye dzgiinliik-secicilik denir.*® ICH rehberine gore, 6zgiinliik tek bir analit
icin cevabi saglayan yontem icin, segicilik ise birden fazla analit i¢in cevabi saglayan
yontem i¢in kullanilir.

Spektrofotometrik ve polarografik calismalarda pantoprazoliin hazirlandigt
tampon ¢ozeltilerinin, pantoprazoliin absorbansi ve pik akimi {izerinde etkisinin olup

olmadig saptandi.
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2. Dogrusallik / Calisma Arahg

Yontemin dogrusal oldugu araligi belirleme islemidir. Bunun i¢in en diisiik
derisimden en yiiksek derisime kadar bir seri ¢dzelti hazirlanir. Dogrusal aralik
belirlendikten sonra ¢ozelti derisimlerine karsi Olgiilen cevaplar grafik edilerek
kalibrasyon egrisi elde edilir. Kalibrasyon egrisinin analiziyle egrinin dogru denklemi
ve korelasyon katsayist hesaplanir. Kalibrasyon dogrusunun egimi, yontemin dogrusal
oldugu araligin matematiksel bir Ol¢iisiidiir. Calisma araligi ise kabul edilebilir
dogruluk, kesinlik ve dogrusalligin elde edildigi analit derisim genisligidir.*®

Pantoprazoliin derisimi, spektrofotometrik ¢alismalarda, 2.5, 5, 10, 15, 20 ve 25
ng/mL ve polarografik ¢alismalarda, 5, 10, 20, 30, 40, 50 ve 60 pg/mL olacak sekilde
Bolim 3.3.1°de belirtilen yontemler ile calisma ¢ozeltileri hazirlandi. Elde edilen
calisma ¢ozeltilerinin derisimlerine karsi dlgililen absorbans veya pik akim degerlerinin
grafige gecirilmesiyle y=ax+b regresyon esitligine sahip kalibrasyon egrileri tiiretildi.
Korelasyon katsayisi, regresyon egrisindeki kaymanin ve egimin standart sapmasi
hesaplandi.

3. Dogruluk / Kesinlik

Dogruluk, deneysel olarak belirlenmis degerin, kabul edilebilir degere veya
gercek degere olan yakinligi olarak tanimlanir ve bagil ya da mutlak hata ile ifade edilir.
Yontemin dogrulugu ii¢ yolla gosterilebilir. Bunlar; bilinen derisimlere sahip bir seri
Ornegin analiz sonucunun gercek degerle karsilastirilarak, sonucglarin daha Once
belirlenen dogru bir yontemle alinmis sonuglarla karsilagtirilarak, hedef derisim
lizerinde li¢ diizeyde ii¢ deney yapilarak katim yapilmis numune iizerinde calisilarak

gosterilebilir.
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Kesinlik, herhangi bir degerin tekrarlanabilme kabiliyeti veya bireysel test
sonuglarinin birbirine yakinliginin bir derecesidir.*® Bagil standart sapma (% BSS) veya
varyasyon katsayisi (% VK) ile verilir. Kesinlik {i¢ basamakta ifade edilir.

Tekrarlanabilirlik (Repeatability): Aynmi g¢alisma sartlarinda kisa bir zaman
araliginda tekrarlanan analiz sonuglarinin birbirine yakinligidir. Giini¢i kesinlik olarak
da adlandirilir.

Ara kesinlik (Intermediate precision): Ayni calisma sartlarinda laboratuvarlar
arasindaki farklarin (giin degisikligi, analizci degisikligi, cihaz degisikligi gibi) kesinlik
degerlerinin gostergesidir. Glinlerarasi kesinlik, giin degiskenligi kullanilarak yapilan
ara kesinlik calismasidir ve ayni ¢alisma sartlarinda numunelerin farkli giinler (en az {i¢
giin) icerisinde tekrarlayan analiz (en az n=6) sonuglarinin birbirlerine olan yakinlik
Olciisii olarak tanimlanir.

Reproducibility (Yenilenebilirlik): Laboratuvarlar arasindaki kesinligi ifade eder
(laboratuvarlar arasinda yapilan igbirlikli ¢aligsmalar, yontem standardizasyonu).

Pantoprazoliin derisimi, spektrofotometrik ¢aligsmalarda, 5, 15, ve 25 pg/mL ve
polarografik ¢alismalarda, 5, 15 ve 35 ug/mL olacak sekilde Boliim 3.3.1°de belirtilen
yontemler ile kalite kontrol ¢ozeltileri hazirlandi. Bu ¢ozeltilerden giin i¢i analizler i¢in
6’sar ¢Ozelti hazirland1 ve aymi1 giin UV-GB absorbans spektrumlar1 ve polarogramlari
alindi. Giinler aras1 analizleri icin ise bu ¢oOzeltilerden 3 giin boyunca 2’ser kere
hazirland1 ve ¢ farkli glinde UV-GB absorbans spektrumlari ve polarogramlart alindi.
Elde edilen analiz sonuglarinin ortalamasi ve standart sapmalar1 belirlendi. Dogruluk ve
kesinlik sirasiyla bagil hata (BH) ve % bagil standart sapma (% BSS) ile verildi ve
asagidaki esitliklere gore hesaplandi.

BH= [(bulunan-eklenen/eklenen) x 100]

% BSS= [standart sapma/ortalama x 100)]
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4. Duyarhlik (Go6zlenebilme Simir1 (LOD) ve Tayin Alt Simir1 (LOQ))

Analitik yontemin en diisik derisimdeki analitleri saptayabilmesinin bir
Olciisiidiir. Duyarlilik iki basamak olarak diistintilmektedir.

Gozlenebilme Simirt (Teshis Limiti ) (LOD): Bir analitik yontemin gozlenebilme
sinir1, bir numunede incelenen maddenin belirlenebilen en diisiik tayin miktaridir.*®
Tipik olarak LOD pik boyunun giiriiltii oranina 3 oldugu veya % BSS degerinin %20
den kiiciik oldugu derisimdir. Ayrica LOQ= 3.3 /S formiil ile hesaplanabilir. Burada o,
kalibrasyon egrisinin kaymasinin standart sapmasi ve S ise kalibrasyon egrisinin
egimidir.

Tayin Alt Simirr (Miktar Tayin Limiti) (LOQ): Bir analitik yontemin tayin alt
sinir1 analitin, uygun dogruluk ve kesinlikle tayin edilebilecek en diisiik derisimidir.*®
Tayin alt sinir1 degeri, pik yliksekliginin giiriiltii yiiksekligine oranin 10 oldugu veya %
BSS degerinin %10°dan kiiciik oldugu derisimdir. Ayrica LOQ= 10c/S formiil ile
hesaplanabilir.

LOD ve LOQ her iki yontem icin elde edilen kalibrasyon egrilerinden
yararlanilarak asagidaki esitliklere gére hesaplandi.

LOD=3.3 6/S ve LOQ=10 o/S

5. Geri Kazanim

Kimyasal analizlerde ger¢ek degerin 6l¢iilmesi, uygulanan yonteme bagli olarak
degisiklik gosterir. Deneysel islemler sirasinda bazi nedenlerle kayiplar olusur. Bu
kayip miktar oraninin ve belirsizliginin hesaplanmasi gerekir. Yontemin kayip miktari,
geri kazanim orani olarak tanimlanir. Analiz sonucunda elde edilen degerin gergek
degere oran1 geri kazanimdir.

Pantoprazoliin derisimi, spektrofotometrik ¢alismalarda, 5, 15, ve 25 pg/mL ve

polarografik caligmalarda, 5, 15 ve 35 pg/mL olacak sekilde Boliim 3.3.1°de belirtilen
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yontemler ile kalite kontrol ¢ozeltileri hazirlanarak farmasoétik preparatlara eklendi. Geri
kazanim c¢alismalar1 standart ekleme yontemi ile yapildi ve UV-GB absorbans
spektrumlar1 ve polarogramlart alindi. Her iki yontem i¢in % geri kazanim ( % GK)
asagidaki esitlige gore hesaplandi.

% GK= [(bulunan/eklenen)x100]

6. Kararhhk (Stabilite)

Saklanan 6rneklerin analiz siiresince bozunmadan sabit kaldigindan emin olmak
icin yapilan testlere kararlilik (stabilite) denilmektedir. Normal laboratuvar sartlarinda,
saf analit veya analit ¢ozeltisinin sicaklik, 151k, nem ve hava gibi etkilere karsi
stabilitesi, yaymlanmis kosullara gore veya laboratuar testleriyle incelenmelidir.
Stabilite deneylerinde kullanilan sartlar ¢aligma esnasinda kullanilan numunelendirme
ve analizdeki biitiin sartlar1 igermelidir.

Pantoprazoliin derisimi, spektrofotometrik c¢alismalarda, 5, 10 ve 15 pg/mL
Bolim 3.3.1°de belirtilen yontemler ile kalite kontrol ¢ozeltileri hazirlanarak oda
sicakliginda, +4 ve -20°C’de 6, 24 ve 48 saat siireyle bekletildi.ve UV-GB absorbans
spektrumlart alindi. Bulunan degerler, c¢o6zeltilerin hemen Olgiilen degerleri ile
karsilastirilarak % GK degerleri hesaplandi.

3.7. Tablet Cozeltilerinin Hazirlanmasi

Spektrofotometri yontemi igin: Pantoprazol igeren tablet formundaki ii¢ adet
ticari farmasotik preparattan (Pandev 40 mg, Panref 40 mg, Protonex 40 mg) her biri igin
10 adet tablet alinip tartilarak ortalamalar1 alindi. Tabletler havanda ezilerek toz haline
getirildikten sonra her biri i¢in yaklasik 1 tablet miktar1 (40 mg pantoprazol) alinarak
saf su eklendi ve 15 dakika boyunca sonike edildi. Hacim 100 mL’ye tamamlandi. Elde
edilen ¢ozeltiler stiziildii ve istenilen derisimleri 0.08M pH’s1 11.3 olan fosfat tampon

cozeltisi ile seyreltilerek elde edildi. Bu ¢ozeltilerin spektrumlar1 alinarak absorbans

43



degerleri olciildii. Bu sekilde tabletlerdeki pantoprazol etkin madde igerikleri belirtilen
yontemden elde edilen kalibrasyon egrilerinden hesaplandi.

Polarografi yontemi igin: Pantoprazol igeren tablet formundaki ii¢ adet ticari
farmasotik preparattan (Pandev 40 mg, Panref 40 mg, Protonex 40 mg) her biri igin 10
adet tablet alinip tartilarak ortalamalar1 alindi. Tabletler havanda ezilerek toz haline
getirildikten sonra her biri i¢in yaklasik 1 tablet miktar1 (40 mg pantoprazol) alinarak
saf su eklendi ve 15 dakika boyunca sonike edildi. Hacim 100 mL’ye tamamlandi. Elde
edilen ¢ozeltiler siiziildii ve istenilen derisimleri 0.25 M pH’s1 5.0 olan asetat tampon
cozeltisi ile seyreltilerek elde edildi. Bu ¢ozeltilerin polarogramlari alinarak pik akim
degerleri oOl¢iildii. Bu sekilde tabletlerdeki pantoprazol etkin madde igerikleri belirtilen

yontemden elde edilen kalibrasyon egrilerinden hesaplandi.
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4. BULGULAR

4.1. UV-GB Absorpsiyon Spektrofotometri Yontemi

4.1.1. Pantoprazoliin Absorbans Siddetine Coziicii ve pH’nin Etkisi

Pantoprazoliin en yiiksek absorpsiyon siddeti verebilecegi ¢oziicli ve ortami
belirlemek i¢in suda, etanolde ve metanolde 1 pg/mL derisimde stok cozeltileri
hazirlandi. Daha sonra pantoprazoliin belirtilen ¢oziiciiler ile seyreltmeleri yapilarak 10
ug/mL derisimde ¢ozeltileri hazirlandi, ¢esitli dalga boylarinda UV-GB absorbans
spektrumlart kaydedildi ve maksimum absorbans gosterdigi dalga boylarinda absorbans
degerleri okundu. Tablo 4.1°de goriildiigli gibi en yiliksek absorbans siddetinin suda
gozlendigi belirlendi. Ayrica pantoprazoliin en iyi suda ¢6ziindiigli gozlendi. Literatiirde
daha oOnce yapilan calismalarda UV-GB absorpsiyon spektrofotometri yoOntemiyle
pantoprazoliin belirlenmesi i¢in bazik ortamin tercih edildigi tespit edildi**!*%, Bu
bilgiler 1s1¢inda suda hazirlanan pantoprazol (1ug/mL) ¢ozeltisi, bazik ortami
saglayacak sekilde farkli fosfat ve Britton-Robinson tampon ¢ozeltileri ve 0.1 M NaOH
ile seyreltilerek 10 pg/mL derisimde ¢ozeltileri hazirlandi, ¢esitli dalga boylarinda UV-
GB absorbans spektrumlari kaydedildi ve maksimum absorbans gosterdigi dalga
boylarinda absorbans degerleri okundu (Tablo 4.1). Bu tabloda goriildigi gibi
pantoprazoliin su ile ¢ozilip fosfat tampon ¢ozeltisi ile seyreltilerek elde edilen
¢ozeltinin en iyi absorbans degerine sahip oldugu belirlendi. Bundan sonraki biitiin

caligmalarimiz bu ¢oziicii karisim ortaminda yapildi.
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Tablo 4.1. Pantoprazoliin (10 pg/mL) absorbans siddetine ¢oziicii ve pH’nin etkisi

Coziicii pH Absorbans DalgaBoyu(nm)
Su - 0.32 287
Metanol - 0.29 287
Etanol - 0.30 288
0.1M NaOH 13 0.38 291
7 0.31 290
Britton-Robinson 10 0.33 293
tampon ¢ozeltisi 13 0.37 294
7 0.32 290
Fosfat tampon ¢6zeltisi 10 0.37 294
13 0.40 294

Bu sartlar altinda UV-GB absorpsiyon spektrofotometri yonteminde segilen
¢oziliciiniin derisiminin (fosfat tampon ¢ozeltisi) ve pH’nin optimum degerlerinin
belirlenmesi amaci ile merkezi kompozit tasarim yontemi uygulandi.

4.1.2. Pantoprazoliin Belirlenmesinde UV-GB Absorpsiyon
Spektrofotometri Yonteminin Optimum Kosullarinin Merkezi Kompozit Tasarim
Yontemi ile Belirlenmesi

Pantoprazoliin suda ¢oziliip fosfat tamponunda seyreltilerek elde edilen 10
ug/mL ¢ozeltisinin 230-400 nm dalga boyu aralifinda taranarak UV-GB absorbans
spektrumu alindi. Bu absorbans spektrumuna gore 294 nm dalga boyunda bir

maksimum pik gozlendi (Sekil 4.1).
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042
0,39
038
033
0,30
027
o 024
< 021
0,18
015
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Sekil 4.1. 10 pg/mL pantoprazol ¢6zeltisinin UV-GB absorbans spektrumu
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UV-GB absorbsiyon spektrofotometri yonteminin deney kosullart belirlendikten
(Bolim 3.2.1) sonra fosfat tampon ¢dzeltisinin derisimi ve pH’sinin belirlenmesi igin
merkezi kompozit tasarim yontemi uygulandi. Bu amag ile 10 pg/mL pantoprazol iceren
ornekler ile 13 deney yapildi ve 294 nm dalga boyundaki absorbans degerleri belirlendi.
(Tablo 4.2). Belirlenen absorbans degerleri ile matematiksel model olusturuldu. Bu
matematiksel quadropik modelin yiizey cevaplari icin elde edilen sonuglar ANOVA
testine tabi tutuldu (Tablo 4.3). Bu hesaplamalara gore pH ve fosfat tampon ¢ozeltisinin

derigimi agisindan modelin anlamli oldugu belirlendi (p<0.05).

Tablo 4.2. Merkezi kompozit tasarim kapsaminda yapilan deneyler sonucunda bulunan
yanit degerleri

Deney Absorbans (294 nm)
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Tablo 4.3. Matematiksel quadropik modelin ANOV A analiz sonuglari

Kaynak  Kareler Df Ortalama kare F-degeri p-degeri
Toplam olasilik>F

Model 6.677E-003 5 1.335E-0.003 7.69 0.0092

Fosfal ) JosE003 1 1.125E-003 6.48 0.0384

derisimi

pH-pH 2.002E-003 1 2.002E-003 11.53 0.0115

Fosfat

derisimi- 6.250E-004 1 6.250E-004 3.60 0.0996

pH

FOS.fa.lt ., 3.053E-004 1 3.053E-004 1.76 0.2264

derisimi

pH? 2.349E-003 1 2.349E-003 13.53 0.0079

Artan 1.215E-003 7 1.736E-004

Uvum - ssae 004 3 2 451E-004 2.04 0.2505

Eksikligi

Saf Hata  4.800E-004 4 1.200E-004

Toplam  7.892E-003 12

Elde edilen matematiksel modelden yararlanilarak Tablo 4.4’de verilen

denklemler elde edildi. Bu denklemler Design Expert 8 programinda ¢oziildii.

Tablo 4.4. Olusturulan y denklemleri ve Design Expert 8 programindan yararlanilarak
¢Oziilen denklemler

Y =-0.95985- 1.42948 X3+ 0.25819 X, + 0.090909 XX + 0.54752 X;?- 0.011760 X?

dY/d X;1=0.1329-0.20556 X;-0.039250 X,-0.074500 X5=0

dY/d X>=0.031639 -0.071568 X»-0.039250 X1-0.036500 X5=0

Deneysel veriler kullanilarak olusturulan Tablo 4.4’deki denklemlerin ¢6ziimii

ile Tablo 4.5’de verilen X1 (fosfat tampon ¢ozeltisi derisimi) ve X2 (pH) nin optimum

degerleri bulundu ve X1 ve Xz’nin fonksiyonu olarak absorbans yiizey cevap egrileri

elde edildi (Sekil 4.2).
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Tablo 4.5. Pantoprazoliin merkezi kompozit tasarim yontemi ile analizi sonucu bulunan
optimum degerler

X1 Fosfat tampon ¢ozeltisi derigimi (M) 0.08

X, pH 11.3

Absorbans

Sekil 4.2. Fosfat tampon ¢6zeltisi derisimi ve pH nin bir fonksiyonu olarak absorbansin
yiizey cevap egrileri

Bu parametrelere bakildiginda F-testine gore en iyi sonuclarin quadropik
yaklasimla tespit edildigi gozlendi. Deney sonuglarina gore y2 degerinin anlaml
cikmast bu tezi dogrulamaktadir. Her bir parametrenin ANOVA test sonucuna gore X1
(fosfat tampon ¢ozeltisi derisimi) ve X2 (pH) agisindan modelin anlamli oldugu F-testi
ile belirlendi. X1 ve X ile yapilan modellemede 0.43 absorbans degeri matematiksel
olarak hesaplandi. Optimum degerler kullanilarak pantoprazoliin derisimi 10 pg/mL
olacak sekilde UV-GB absorbans spektrumu alindi ve elde edilen absorbans degerleri

Tablo 4.6’da verildi.

49



Tablo 4.6. Teorik ve deneysel absorbans degerleri

Deney Sayis1  Teorik absorbans degeri Deneysel absorbans degeri

1 0.43 0.43

2 0.43 0.42

3 0.43 0.43

4 0.43 0.44

5 0.43 0.42

6 0.43 0.43

7 0.43 0.43

8 0.43 0.44

9 0.43 0.43

10 0.43 0.45
Ortalama 0.432
%GK+SS 100.4+2.13
%BSS 2.13

%GK:%Geri Kazamim, SS:Standart Sapma,%BSS:%Bagil Standart Sapma

Modelleme ile hesaplanan deger ile deneysel ¢alisma sonug¢ degerleri arasinda
%100.4 geri kazanim degeri vardir. Bu da birbirlerine yakin degerler oldugunu gosterir.
Lack of fit degeri ile yontemin var olan sonuclarla arasinda lineerlik olup olmadigi
belirlendi. Ho hipotezine gore lineer bir iligki vardi ve bu iligki bulunan 0.0092 degeriyle
reddedildi. Yontem kiimiilatif olarak F-testine tabi tutuldu. Test sonucunda belirlenen
7.69 degeri yontemin istatistiksel olarak anlamli oldugunu kanitladi. Bu baglamda elde
edilen sonuglara gére modelin ve optimizasyonun istatistiksel olarak anlamli oldugu
tespit edildi. Ayrica modelin ger¢cek Srneklere uygulanabilir oldugu deneysel veriler
karsilastirilarak belirlendi.

4.1.3. UV-GB Absorpsiyon Spektrofotometri Yonteminin Gegerlilik Testi
(Validasyonu)

1. Belirleyicilik (Secicilik)

Pantoprazol ¢ozeltisinin 230-400 nm dalga boyu araliginda dalga boyu taramasi

yapildi ve UV-GB absorbans spektrumlari alindi. Pantoprazoliin su ile hazirlanan ve
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0.08 M fosfat tampon (pH 11.3) ¢ozeltisi ile seyreltilen ¢ozeltisinin, alinan UV-GB
absorbans spektrumunda 294 nm dalga boyunda 1 maksimum pik gézlendi (Sekil 4.3).

Farmasoétik preparattan kaynaklanan herhangi bir interferansa rastlanmadi.

2.5ug/mL
5 ng/mL

20 pg/mL
25 pg/mL
30 pg/mL

340 350 360 370 380 350 400

Sekil 4.3. Pantoprazoliin standart ¢aligma ¢dzeltilerinin (2.5, 5, 10, 15, 20, 25 ve 30
ug/mL) UV-GB absorbans spektrumlari

2. Calisma Aralig1 ve Kalibrasyon Egrisi

Su kullanilarak hazirlanan pantoprazoliin stok ¢ozeltisi, 0.08 M fosfat tampon
(pH 11.3) cozeltisi ile seyreltilerek 7 farkli derisimde (2.5, 5, 10, 15, 20, 25 ve 30
png/mL) standart ¢alisma ¢ozeltileri hazirlandi. UV-GB absorbans spektrumlari alindi ve
294 nm dalga boyunda absorbans degerleri kaydedildi. Pantoprazoliin derisimine kars1
absorbans siddetleri grafige gecirilerek kalibrasyon egrileri elde edildi (Sekil 4.4). Bu
kalibrasyon egrisinin regresyon esitliginin istatistiksel analiz sonuglar1 Tablo 4.7°de

verildi.
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Sekil 4.4. UV-GB absorpsiyon spektrofotometri yontemi ile pantoprazoliin (2.5, 5, 10,
15, 20, 25 ve 30 pg/mL) 0.08 M fosfat tampon (pH 11.3) ¢ozeltisi ortaminda elde edilen
kalibrasyon egrisi

Tablo 4.7. UV-GB absorpsiyon spektrofotometri yontemi ile pantoprazol igin elde
edilen kalibrasyon egrisinin istatistiksel analiz degerleri

Parametreler UV-GB Absorbsiyon Spektrofotometri
Dalga boyu (A:nm) 294
Dogrusal aralik (pg/mL) 2.5-30

Regresyon dogrusu denklemi ~ A=0.0423x-0.0080

Sa 0.00323
Sp 0.00915
Korelasyon katsayisi (1) 0.9997

Sa:Regresyon egrisindeki kaymanin standart sapmasi, Sp: Regresyon egrisindeki egimin standart sapmast

3. Dogruluk ve Kesinlik

Pantoprazoliin  stok c¢ozeltisinden fosfat tampon c¢ozeltisi ile yapilan
seyreltmelerle yiiksek, orta ve diisiik derisimleri temsil eden 5, 10 ve 15 pg/mL
derisimlerde pantoprazol kalite kontrol cozeltilerinin gilini¢i (ayn1 yontem ve ayni
laboratuvar sartlarinda 1 giinde 6 kez) ve giinler aras1 (ayn1 yontemle farkli 3 gilinde 6

kez) UV-GB absorbans spektrumlari alinarak analizleri gerceklestirildi.Analiz
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sonuclarinin ortalamasi ve standart sapmalari belirlendi, degisim katsayilar1 hesaplandi,

elde edilen dogruluk ve kesinlik degerleri Tablo 4.8’de verildi.

Tablo 4.8. UV-GB absorpsiyon spektrofotometri yontemi ile pantoprazol i¢in elde
edilen giini¢i ve giinler arast dogruluk ve kesinlik degerleri

Gilinici Giinler Arasi
Eklenen
Bulunan+SS Bul +SS
(ug/mL) BH  %BSS o nan BH %BSS
(ng/mL) (ng/mL)
5 50+0.14 0.47 2.98 5.0£0.17 1.26 3.52
10 10.0+0.19 0.78 1.91 10.0+0.27 0.39 2.75
15 149+ 0.31 -0.42 2.10 15.0+0.44 0.63 2.93

SS: Standart Sapma, BH: Bagil Hata, % BSS: % Bagil Standart Sapma

4. Gozlenebilme Sinir1 (LOD) ve Tayin Alt Sinir1 (LOQ)

Pantoprazol i¢in LOD ve LOQ degerleri, UV-GB absorpsiyon spektrofotometri
yonteminden elde edilen verilere gore ¢izilen kalibrasyon egrilerinden yararlanilarak,
Bolim 3.6’da belirtilen esitliklere gore hesaplandi. Pantoprazolin LOD ve LOQ
degerleri sirasiyla 0.71 pg/mL ve 2.16 pg/mL olarak tespit edildi.

5. Geri Kazanim

Farmasotik preparatlardan pantoprazol etkin maddesinin geri kazanimi standart
ekleme yontemi kullanilarak yapildi. Pandev, Panref ve Protonex tabletlerin daha 6nce
belirtilen prosediire gore 5 pg/mL derisimlerinde c¢ozeltileri hazirlanarak UV-GB
absorbans spektrumlart alindi. Daha sonra bu hazirlanan c¢ozeltiler {izerine
pantoprazoliin 5, 10 ve 15 pg/mL derisimlerdeki standart ¢ozeltileri ilave edilerek tekrar
UV-GB absorbans spektrumlart alindi. Bu absorbans degerleri, ayni derisimdeki
standart ¢ozeltilerinin absorbans degerleriyle karsilastirilarak elde edilen degerler yiizde

geri kazanim olarak Tablo 4.9°da verildi.
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Tablo 4.9. UV-GB absorpsiyon spektrofotometri yontemi kullanilarak farmasdtik
preparatlara katim yapilan pantoprazol ¢ozeltilerinin geri kazanim degerleri

L. Eklenen Ortalama£SS
Ticari Preparat %GK % BSS
(ng/mL) (mug/mL)
Pandev 5 9.96 +0.17 99.60 1.79
5 ng/mL 10 14.93+0.23 99.50 1.56
15 19.91+£0.27 99.60 1.39
5 9.92+0.19 99.21 1.95
Panref
10 14.90 £ 0.24 99.31 1.64
5 ng/mL
15 19.83+0.13 99.17 0.65
5 9.88 + 0.25 98.81 2.51
Protonex
10 14.80 + 0.25 99.05 1.67
5ug/mL
15 19.81+0.16 99.07 0.79

SS: Standart Sapma, %GK: % Geri Kazanim, % BSS: % Bagil Standart Sapma

6. Kararhlik (Stabilite)

Pantoprazol stok ve standart g¢ozeltilerinin ¢alisma siiresince kararli (stabil)
kaldig: siireyi belirlemek icin pantoprazoliin ii¢ farkli derisimde hazirlanan ¢ozeltileri
oda sicakliginda, +4 ve -20°C’de 6, 24 ve 48 saat siireyle bekletildi. Bu siireler sonunda
cozeltilerin UV-GB absorbans spektrumlar1 alindi. Bulunan bu absorbans degerleri
cozeltilerin hemen oOlgiilen absorbans degerleri ile karsilastirilarak sonuglar yiizde geri

kazanim olarak Tablo 4.10°da verildi.

Tablo 4.10. Pantoprazoliin UV-GB absorpsiyon spektrofotometri yontemi ile belirlenen
kararlilik (stabilite) degerleri

Kararhhk Eklenen 6 Saat 24 Saat 48Saat

(Stabilite) (ng/mL) (% GK=+SS) (% GK=+SS) (% GK=£SS)
5.0 101.79 £1.32 102.37 £0.51 102.7+1.48
Oda Sicakligi 10.0 98.78 £ 1.01 101.83 £0.83 102.14 £0.60
15.0 99.85+0.58 100.56 £+ 1.63 100.78 £2.15
5.0 - 102.08 £ 0.46 101.71 £1.62

+4 °C 10.0 - 99.56 =0.49 99.61 +£1.05
15.0 - 100.09 £ 0.81 98.60 +£1.58

5.0 - 98.62 £ 0.54 98.97 £1.10

-20 °C 10.0 - 98.31+1.78 99.05 £1.24
15.0 - 99.59 + 10.81 101.47 0.33

%GK: %Geri Kazanim, SS: Standart Sapma
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7. Yontemin Farmasotik Preparatlara Uygulanmasi

Geligtirilen ve gegerlilik testleri yapilan UV-GB absorpsiyon spektrofotometri
yonteminin uygulanabilir oldugunu gérmek amaciyla, pantoprazol iceren farmasotik
preparatlarda pantoprazoliin Sekil 4.3’de verilen kalibrasyon grafiginden dogrudan
tayini yapildi. Pantoprazol iceren, film tablet formundaki ii¢ adet ticati farmasdtik
preparat Pandev (40 mg), Panref (40 mg) ve Protonex (40 mg) Boliim 3.2.7°de verildigi
gibi suda ¢oziilerek 1 pg/mL’lik ¢ozeltileri hazirlandi. Daha sonra bu ¢ozeltiler 0.08M
fosfat tampon (pH 11.3) ¢ozeltisi ile seyreltilerek 10 ve 15 pg/mL derisimdeki
¢ozeltileri hazirlandi. Elde edilen ¢ozeltilerin UV-GB absorbans spektrumlart alindi

(Sekil 4.5, Sekil 4.6 ve Sekil 4.7).

.50

e
- 10 pg/mL
15 pg/mL

Sekil 4.5. 10 pg/mL ve 15 pug/mL derisimlerde Pandev ilag ¢ozeltisinin UV-GB
absorbans spektrumu

0,30 10 Mg/mL
15 png/mL

0,20

0,10

0,00
230 240 280 260 270 280 290 300 30 320 330 340 350 380 370 380 390 400

Sekil 4.6. 10 pg/mL ve 15 pg/mL derisimlerde Panref ilag ¢ozeltisinin UV-GB
absorbans spektrumu
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10 pg/mL
15 pg/mL

0,00 —
230 240 250 260 270 280 250 300 310 320 330 340 350 360 370 380 390 400

Sekil 4.7. 10 pg/mL ve 15 pg/mL derisimlerde Protonex ilag ¢ozeltisinin UV-GB
absorbans spektrumu

Olgiilen absorbans siddetleri ile pantoprazol derisimleri belirlendi. Elde edilen

sonuclar Tablo 4.11°de verildi.

Tablo 4.11. Pantoprazol igeren farmasotik prepratlarin UV-GB absorpsiyon
spektrofotometri yontemi ile miktar tayini

o Ortalama=SS
Ticari Preparat N %GK % BSS
(ng/mL)
Pandev (40 mg) 12 39.96+0.89 99.92 2.32
Panref (40 mg) 12 39.67+0.72 99.19 1.83
Protonex(40mg) 12 39.70+0.63 99.26 1.58

N: Analiz sayisi, SS: Standart Sapma, %GK:%Geri Kazanim, , % BSS: Bagil Standart Sapma

4.2. Polarografi Yontemi

4.2.1. Doniisiimlii ve Dogrusal Taramali Polarografi Yontemleri ile Calisma
Potansiyel Araliginin ve Tarama Hizinin Belirlenmesi

Doniistimlii polarografi yontemi ile pantoprazoliin elektrokimyasal davranislarini
incelemek amaciyla, literatiirde daha 6nce yapilan ¢alismalarda voltametrik yontemler
ile pantoprazoliin belirlenmesi icin asidik ortam kullanildigindan g¢aligmalarimizda bu
ortam tercih edildi.?®® Bunun i¢in farkl asidik pH’larda (pH 2.0-6.0) asetat, fosfat ve
Britton-Robinson tampon ¢ozeltileri ile pantoprazoliin 10 pg/mL derisimde ¢6zeltileri

hazirland1 ve doniisiimlii polarogramlar1 kaydedildi. Bu polarogramlardan yararlanilarak
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pantoprazoliin en iyi pik akimi ve pik potansiyelinin asidik ortamda elde edildigi sonucu
desteklendi. Fakat pH 5.0’den diisiikk oldugunda oksidasyon tepe noktasi goézlenmedi.
Bu tepe noktasinin gozlenmemesinin sebebi, yapilan calismalarda pantoprazoliin pH
5’in altinda stabil olmamas1 ve assosiasyona ugrayabilmesi ile aciklanmaktadir.*®4” Bu
bilgiler 1s181nda ve elde edilen polarogramlarin sonucunda en yiiksek pik akiminin elde
edildigi ¢ozelti asetat tampon ¢ozeltisi ve pH degeri ise pH 5.0 olarak tespit edildi. Daha
sonra asetat tampon ¢ozelti ortaminda ¢alisma potansiyel araligi belirlemek igin asetat
tampon (pH 5.0) ¢ozeltisinin 0 mV ile -1000 mV potansiyel araliginda damlayan civa
calisma elektrotu ile doniisiimlii polarogrami alindi (Sekil 4.8’de gosterilen A piki) -
1000 mV ile — 400 mV potansiyel araliginda ilgili ¢oziicliye ait indirgenme veya
yiikseltgenme piki gdzlenmemesi nedeniyle, pantoprazoliin polarografik ¢aligmalar1 igin
asetat tampon (pH 5.0) ¢6zeltisinde uygun potansiyel araligiin -1000 mV ile — 400 mV
oldugu belirlendi. Asetat tampon (pH 5.0) ¢ozeltisinde ile hazirlanan 50 pg/mL
pantoprazol ¢ozeltisinin, 0.1 V/s tarama hiz1 ve — 1000 mV ile — 400 mV potansiyel
aralifinda damlayan civa calisma elektrotuyla alinan doniisiimlii polarogrami (Sekil

4.8’de gosterilen B piki) olarak verilmektedir.

=1,000 us

A

-1,500 us

=2,000 us

Im (4

-2,500 us

=3, 000 us

-3,500 us
-1,000 W -200,0 m -500,0 m —400,0 mv

WD ws Ref )

Sekil 4.8. Asetat tampon (pH 5.0) ¢ozeltisinin (A) ve asetat tampon (pH 5.0) ¢ozeltisi
icinde hazirlanan 50 ug/mL pantoprazol ¢ozeltisinin (B) doniistimlii polarograma.
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Sekil 4.8’de elektrokimyasal davranisi belirlenen pantoprazole ait polarogramda,
bir anodik pik gozlenirken katodik pike rastlanmadi. Asetat tampon (pH 5.0) ¢ozelti
ortaminda anodik pik potansiyeli -740 mV’dur. Polarogramlarda ilgili potansiyel
araliginda herhangi bir katodik pik gozlenmemesi, pantoprazolin bu aralikta
yiikseltgenme olayinin tersinmez olabilecegini gosterdi. Ancak bu sonug tek basina
elektron aktarim basamagiin tersinmez olmasini kanitlamaz. Ciinkii katodik pik
gozlenmesinin bir baska sebebi de elektron aktarim basamaginin ardindan hizli bir
kimyasal reaksiyon gergeklesmesi olabilir.** Ayrica 50 pg/mL pantoprazol derisiminde
farkl1 tarama hizlarinda aliman dogrusal taramali polarogramlarindan yararlanilarak
tarama hizinin pik akimina etkisi incelendi. Bu amag i¢in 0.005 V/s ile 1 V/s arasindaki
tarama hizlarinda doniisiimlii polarogramlar1 alindi ve pik akim ve pik potansiyel

degerleri kaydedildi (Tablo 4.12).

Tablo 4.12. Pantoprazoliin farkli tarama hizlarinda aliman dogrusal taramali
polarogramlarinin pik akim ve pik potansiyel degerleri

Tarama Hizi (V/s) Pik Akimu (- nA) Pik Potansiyeli (V)
0.005 0.973 -0.889
0.010 1.044 -0.964
0.025 1171 -0.775
0.050 1.549 -0.779
0.100 2.276 -0.794
0.200 3.389 -0.814
0.400 5.109 -0.834
0.600 6.303 -0.849
0.800 7.246 -0.864
1.000 8.139 -0.874

50 ug/mL pantoprazol maddesinin asetat tampon (pH 5.0) ¢6zelti ortaminda,

dogrusal taramali polarogramlarindan elde edilen pik potansiyellerinin 0.005 V/s - 1 V/s

58



tarama hizi araliginda degisimleri incelendi. Bu tarama hizi araliginda en keskin
yiikseltgenme piki 0.1 V/s tarama hizinda gozlendi. Bundan sonraki tiim ¢aligmalar 0.1
V/s tarama hizinda gerceklestirildi. Ayrica elde edilen bu polarogramlardan tarama hizi
arttikca pik akimlarinin arttig1 ve pik potansiyellerinin pozitife kaydigi gozlendi, V-I
(Sekil 4.9), VY21 (Sekil 4.10) ve logv-logl (Sekil 4.11) grafikleri ¢izildi. Bu grafiklerin
yiiksek korelasyon katsayis1 (r) ile dogrusal olmasi (V-1 igin r?=0.9990, V*2-1 icin
r’=0.9991 ve logV-logl icin r’=0.9991) akim fonksiyonunun tarama hizina bagh

oldugunu ve bdylece sistemin tersinmez oldugunu gosterdi.*!4

10 -
8 _
— 6 b
- 4
3 y = 0,0071x + 1,2297
= , R? = 0.999
0 T T T 1
0 500 1000 1500

V(mVis)

Sekil 4.9. 50 pg/mL pantoprazoliin asetat tampon (pH 5.0) ¢ozelti ortaminda elde edilen
tarama hizina kars1 dogrusal taramali pik akim grafigi

10 +

8 4
—_ 6 7
<
= 4 -
2 y =0,2477x + 0,2533
= 2 R? = 0,9991
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Sekil 4.10. 50 pg/mL pantoprazoliin asetat tampon (pH 5.0) ¢6zelti ortaminda elde
edilen tarama hizinin karekokiine kars1 dogrusal taramali pik akim grafigi
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Sekil 4.11. 50 pg/mL pantoprazoliin asetat tampon (pH 5.0) ¢bzelti ortaminda elde
edilen tarama hizinin logaritmasina kars1 dogrusal taramali logaritmik pik akim grafigi

4.2.2. Doniisiimlii ve Dogrusal Taramal Polarografi Yontemleri ile
Pantoprazoliin Adsorpsiyon Ozelliginin Belirlenmesi

Elektrot reaksiyonlar1 gerceklesirken ¢ogu organik madde elektrot yiizeyine
adsorbe olabilir. Bu olay elektrot reaksiyonlarint biiylik oranda etkilemektedir. Bir¢ok
voltametrik teknik i¢in gelistirilen esitlikler bu durum s6z konusu oldugunda
gecerliligini kaybeder. Bazi durumlarda ise maddenin bu elektrot ylizeyine olan
adsorbsiyonu bir avantaj haline doniistiiriilip hassas olarak tayin edilebilmesini
miimkiin kilar. Bu nedenle, bu calismada organik bir molekiil olan pantoprazoliin
kullanilan elektrot yilizeyine adsorplanip adsorplanmadiginin bilinmesi gerekir. Bunun
icin kullanilan elektrokimyasal yontemlerden birisi doniisiimlii veya dogrusal taramali
polarografidir. Bu amagla asetat tampon (pH 5.0) ¢o6zeltisi igerisinde hazirlanan 50
pg/mL pantoprazoliin farkli tarama hizlarinda doniisiimlii polarogramlari alindi. Bu
polarogramlardan yararlanilarak tarama hizi ile pik akimi arasindaki degisim incelemek
amaci ile logv-logl grafikleri ¢izildi (Sekil 4.11) ve logl ve logv grafiginde egim 0.38
olarak tespit edildi. Bilindigi gibi Randless-Sevcik esitligine gore difiizyon kontrollii
deneylerde logl ve logv arasinda elde edilen egrinin egimi 0.5’den kiigiik olmalidir ve
eger madde elektrot ylizeyine adsorbe oluyorsa egim 0.5’ten biiyiik olur. Pantoprazoliin
belirlenmesi i¢in ¢izilen grafigin egiminin 0.5’ten kii¢iikk olmasi oksidasyon akiminin

difiizyonel nitelikte oldugunu gostermektedir.*
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4.2.3. Dogrusal Taramalh Polarografi Yontemi ile Pantoprazoliin
Belirlenmesinde Pik Akimi ve Pik Potansiyeline pH’nin Etkisi

Organik maddelerin elektrot reaksiyonlarinin ¢ogunda protonlar gorev aldigi i¢in
bu reaksiyonlardaki akim-potansiyel iliskileri genellikle pH’ya bagimli olur. Bu nedenle
bu bagimliliktan olusabilecek hatalardan kurtulabilmek i¢in polarografik ¢aligmalarda
¢ozeltilerin tamponlanmasi gereklidir. Burada dikkat edilmesi gereken secilecek tampon
¢oOzeltinin ¢alismanin gergeklestirilecegi potansiyel araligini daraltmayacak oOzellikte
olmasidir. Bu baglamda segilen destek elektrolitinde (asetat tampon ¢ozeltisi) pH’ nin
pantoprazoliin pik akimi {izerine etkisini incelemek amaciyla, dogrusal taramali
polarografi yontemi kullanildi. Bunun i¢in 50 pg/mL pantoprazoliin asetat tampon
cozeltisinde farkli pH’larda (pH 3.5, 4.0, 4.5, 5.0, 5.7) ¢ozeltileri hazirlandi. Hazirlanan
bu c¢ozeltilerin polarogramlart alindi. Pantoprazoliin elde edilen polarogramlar
incelendiginde pH degerlerinin, 3.5’den 5.0’a kademeli olarak arttirildiginda
pantoprazoliin oksidasyon pik akiminin arttii, pH degerinin 5.0’dan 5.7’ye kademeli
olarak arttirildiginda ise bu pik akiminin degismedigi gozlendi. Fakat pH 5.0’dan 5.7’ye
arttirlldiginda pantoprazoliin oksidasyon pik akimimin keskinliginin azaldigi gozlendi.
Bu veriler 1s1831nda pantoprazoliin en yiiksek oksidasyon pik akiminin ve en keskin
oksidasyon pikinin elde edildigi pH degeri olan 5.0 optimum pH olarak secildi. Bundan
sonraki biitiin ¢alismalarimiz asetat tampon ¢6zeltisinde pH 5.0°da yapildi.

4.2.4. Dogrusal Taramal Polarografi Yontemi ile Pantoprazoliin
Belirlenmesinde Tampon Derisiminin Etkisi

Secilen destek elektrolitinde (asetat tampon ¢dzeltisi) ve pH’da (pH 5.0) asetat
tampon ¢oOzelti derisiminin, pantoprazoliin pik akimi {izerine etkisini incelemek
amaciyla, dogrusal taramali polarografi yontemi kullanildi. Bunun i¢in farkli

derisimlere sahip asetat tampon ¢ozeltilerinde (0.025 M, 0.050 M, 0.075 M, 0.100 M,
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0.125 M, 0.150 M, 0.250 M, 0.300 M ve 0.400 M) 50 ug/mL pantoprazol ¢ozeltileri
hazirlandi. Hazirlanan bu ¢ozeltilerin  dogrusal taramali polarogramlar1 alindi.
Pantoprazoliin elde edilen dogrusal taramali polarogrami incelendiginde, asetat tampon
¢ozelti derisiminin 0.025 M’dan 0.150 M’a kademeli olarak arttirildiginda
pantoprazoliin oksidasyon pik akimimnin arttigi, asetat tampon ¢ozelti derisiminin 0.150
M’dan 0.400 M’a kademeli olarak arttirildiginda ise bu pik akiminin degigsmedigi
gozlendi. Fakat 0.150 M’dan 0.400 M’a arttirildiginda pantoprazoliin maksimum
oksidasyon pik akim1 gdsterdigi pik potansiyelinin (Ep -740 mV’dan -680 mV’a) pozitif
degere kaydig1 gozlendi. Bu veriler 1s1ginda pantoprazoliin en yiiksek oksidasyon pik
akiminin ve en keskin oksidasyon pikinin elde edildigi toplam asetat tampon ¢ozelti
derisimi olan 0.25 M (0.083 M CH3COOH ve 0.167 M CH3COONa’dan olusan)
optimum derigim olarak secildi. Bundan sonraki biitiin ¢aligmalarimiz 0.25 M asetat
tampon ¢ozelti ortaminda yapildu.

4.2.5. Doniisiimlii Polarografi Yontemi ile Pantoprazoliin Elektrokimyasal
Davramisinin Belirlenmesi

0.25 M asetat tampon (pH 5.0) ¢ozeltisi ile hazirlanan 50 pg/mL’lik
pantoprazoliin 0.1 V/s’lik tarama hiz1 ile alinan ardisik doniisiimlii polarogramlarinda,
tek bir oksidasyon piki gozlendi. Bu oksidasyon piki, literatiirde belirtilen redoks
mekanizmasina uygun olarak ya pantoprazolde bulunan amino grubunun geri
doniisiimsiiz  oksidasyonundan®®®®, ya pantoprazoliin redoks islemiyle dimer
olusturmasindan, ya da pantoprazolde bulunan amin grubunun oksidasyonu sonucu
olusan radikal katyonlardan kaynaklanabilir.>!

Pantoprazoliin yukarida belirtilen elektrokimyasal davranisina dayanarak,
farmasoétik preparatlarda belirlenebilmesi i¢in doniisiimlii, dogrusal taramali, kare dalga

(SWP) ve diferansiyel puls polarografi (DPP) yontemleri kullanilabilir. SWP ve DPP

62



yontemleri, doniisiimlii ve dogrusal taramali polarografi yontemlerine gore daha diisiik
zemin giiriiltiisiine sahip olmasi, daha iyi ayirim saglamasi, hassasiyetin yiiksek olmasi
ve daha hizli olmasi gibi avantajlara sahiptir.***” Bu bilgiler 15181nda calismamizda,
pantoprazoliin farmasétik prepararlarda belirlenmesi igin SWP ve DPP yoOntemleri
segildi.

4.2.6. Kare Dalga Polarografi (SWP) Yontemi

Boliim 3.3.2°de belirtilen optimum yontem sartlarinda -400 mV ile -1000 mV
potansiyel araliginda, 0.1 V/s tarama hizinda, 0.025 M asetat tampon (pH 5.0) ¢ozelti
destek elektrolitinde, damlayan civa c¢alisma elektrotu, Ag/AgCl referans elektrotu ve Pt
karsit elektrotu kullanarak, pantoprazoliin SWP yontemi ile analizi gerceklestirildi.

4.2.6.1. Kare Dalga Polarografi (SWP) Yonteminin Gecgerlilik Testi
(\Validasyonu)

1. Belirleyicilik (Secicilik)

Pantoprazol ¢ozeltisinin -1000 ile -400 mV potansiyel araliginda taramasi yapildi
ve kare dalga polarogramlar1 alindi. Su ile hazirlanan ve 0.25 M asetat tampon (pH 5.0)
¢ozeltisi ile seyreltilen pantoprazol ¢6zeltilerinin (5, 10, 20, 30, 40, 50 ve 60 ug/mL
derigsimlerde) almman kare dalga polarograminda -740 mV’da bir oksidasyon piki
gozlendi (Sekil 4.12). Farmasotik preparattan kaynaklanan herhangi bir interferansa

rastlanmadi.
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Sekil 4.12. Pantoprazoliin (5, 10, 20, 30, 40, 50 ve 60 ug/mL) standart calisma
cozeltilerinin kare dalga polarogramlari

2. Calisma Arahi@: ve Kalibrasyon Egrisi

Su kullanilarak hazirlanan pantoprazoliin stok ¢ozeltisi, 0.25 M asetat tampon
(pH 5.0) ¢ozeltisi ile seyreltilerek 7 farkli derisimde (5, 10, 20, 30, 40, 50 ve 60 pg/mL)
standart ¢alisma ¢ozeltileri hazirlandi. Polarogramlar: alind1 ve -740 mV’da pik akimi
degerleri kaydedildi. Pantoprazoliin derisimine kars1 negatif pik akimi degerleri grafige
gecirilerek kalibrasyon egrileri elde edildi (Sekil 4.13). Bu kalibrasyon egrisinin
regresyon esitliginin istatistiksel analiz sonuglar1 Tablo 4.13’de verildi.
0,8 -
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0,6

0,5
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0,3 - y = 0,0044x + 0,4163
R? = 0,9994

I(-vA)

0,2
0,1+
0

0 20 40 60 80
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Sekil 4.13. SWP yontemi ile pantoprazoliin (5, 10, 20, 30, 40, 50 ve 60 pg/mL ) 0.25 M
asetat tampon (pH 5.0) ¢6zelti ortaminda elde edilen kalibrasyon egrisi
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Tablo 4.13. SWP yontemi ile pantoprazol i¢in elde edilen kalibrasyon egrisinin
istatistiksel analiz degerleri

Parametreler SWP

Potansiyel (E:mV) - 740

Dogrusal aralik (ng/mL) 5-60

Regresyon dogrusu denklemi A=0.0044x +0.4163
Sa 3.523

Sh 0.244

Korelasyon katsayisi (r) 0.999

Sa:Regresyon egrisindeki kaymanin standart sapmasi, Sp: Regresyon egrisindeki egimin standart sapmast

3. Dogruluk ve Kesinlik

Pantoprazoliin stok ¢ozeltisinden 0.025 M asetat tampon (pH 5.0) ¢ozeltisi ile
yapilan seyreltmelerle yiiksek orta ve diisiik derigimleri temsil eden 5, 15 ve 35 pg/mL
derisimlerde pantoprazol kalite kontrol ¢ozeltilerinin giini¢i (ayn1 yontem ve ayni
laboratuvar sartlarinda 1 giinde 6 kez) ve giinler arast (ayn1 yontemle farkli 3 giinde 6
kez) kare dalga polarogramlar1 alinarak analizleri gerceklestirildi. Analiz sonuglarinin
ortalamasi ve standart sapmalar1 belirlendi, degisim katsayilar1 hesaplandi, elde edilen

dogruluk ve kesinlik degerleri Tablo 4.14°de verildi.

Tablo 4.14. SWP yontemi ile pantoprazol i¢in elde edilen giini¢i ve giinler arasi
dogruluk ve kesinlik degerleri

Giinici Giinler Arasi
Eklenen
Bulunan+SS Bul +SS
(ug/mL) BH %BSS o onan BH  9%BSS
(ng/mL) (mg/mL)
5 5.01+0.11 0.15 2.34 5.08+0.18 1.66 3.65
15 15.08 £ 0.27 0.55 1.82 14.96 + 0.33 -0.20 2.23
35 34.89+0.26 -0.30 0.76 34.93+0.32 -0.19 0.92

SS:Standart Sapma, BH: Bagil Hata, % BSS: % Bagil Standart Sapma
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SWP yonteminde pantoprazolin pik akim ve pik potansiyelinin
tekrarlanabilirligini ve yeniden Tretilebilirligini belirlemek amaciyla 30 pg/mL
derisimdeki pantoprazoliin, iicer kez pik akim ve pik potansiyelleri Olgiilerek bu

degerlerin %BSS’lar1 hesaplandi(Tablo 4.15).

Tablo 4.15. SWP yonteminde pik akim ve pik potansiyelinin tekrarlanabilirligi ve
yeniden {iretilebilirligi

Parametreler % BSS
Pik akiminin tekrarlanabilirligi 1.78
Pik potansiyelinin tekrarlanabilirligi 1.01
Pik akiminin yeniden tiretilebilirligi 2.14
Pik potansiyelinin yeniden tiretilebilirligi 2.13

%BSS: % Bagil Standart Sapma

4. Gozlenebilme Sinir1 (LOD) ve Tayin Alt Simir1 (LOQ)

Pantoprazol i¢cin LOD ve LOQ degerleri, SWP yonteminden elde edilen verilere
gore cizilen kalibrasyon egrilerinden yararlanilarak, Boliim 3.6°da belirtilen esitliklere
gore hesaplandi. Pantoprazoliin LOD ve LOQ degerleri sirasiyla 0.40 pg/mL ve 1.20
png/mL olarak tespit edildi.

5. Geri Kazanim

Farmasotik preparatlardan pantoprazol etkin maddesinin geri kazanimi standart
ekleme yontemi kullanilarak yapildi. Pandev, Panref ve Protonex tabletlerin daha 6nce
belirtilen prosediire gore, 25 pg/mL derisimlerinde c¢ozeltileri hazirlanarak kare dalga
polarogramlari alindi. Daha sonra hazirlanan bu ¢ozeltiler iizerine pantoprazoliin 5, 15
ve 35 pg/mL derisimlerdeki standart ¢ozeltileri ilave edilerek kare dalga polarogramlari
alindi. Bu pik akimi degerleri, ayn1 derisimdeki standart ¢ozeltilerinin pik akimi
degerleriyle karsilastirilarak elde edilen degerler yiizde geri kazanim olarak Tablo

4.16°da verildi.

66



Tablo 4.16. SWP yontemi kullanilarak farmasotik preparatlara katim yapilan

pantoprazol ¢ozeltilerinin geri kazanim degerleri

Ticari

Eklenen

Ortalama£SS

%GK % BSS

Preparat (ng/mL) (ng/mL)
Pandev 5 52+0.21 104.0 4.04
25 pg/mL 15 14.6+ 0.28 97.3 1.92

35 35.4+0.73 101.1 2.06

5 49+0.13 98.0 2.65
Panref

15 14.8+0.27 98.7 1.82
25 pg/mL

35 35.6 +£1.02 101.7 2.87

5 51+0.18 102.0 3.53
Protonex

15 14.8+0.25 98.7 1.69
25ug/mL

35 35.2+1.67 100.6 474

SS: Standart Sapma, %GK:%Geri Kazanim, % BSS: % Bagil Standart Sapma

7. Yontemin Farmasotik Preparatlara Uygulanmasi

Gelistirilen ve gecerlilik testleri yapilan SWP yonteminin uygulanabilir

oldugunu gérmek amaciyla, pantoprazol iceren farmasotik preparatlarda pantoprazoliin

Sekil 4.13°de verilen kalibrasyon grafiginden dogrudan tayini yapildi. Pantoprazol

igeren, film tablet formundaki ii¢ adet ticati farmasotik preparat Pandev (40 mg), Panref

(40 mg) ve Protonex (40 mg) Boliim 3.2.7°de verildigi gibi suda ¢oziilerek 1 pg/mL’lik

cozeltileri hazirlandi. Daha sonra bu ¢ozeltiler 0.25 M asetat tampon (pH 5.0) ¢ozeltisi

ile seyreltilerek 20 pg/mL, 40 pg/mL ve 50 pg/mL derisimdeki ¢ozeltileri hazirlandi.

Elde edilen ¢ozeltilerin kare dalga polarogramlart alind1 (Sekil 4.14, Sekil 4.15 ve Sekil

4.16).
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Sekil 4.14. 20 pg/mL, 40 pg/mL ve 50 pg/mL derisimlerde Pandev ilag ¢ozeltisinin
kare dalga polarogrami
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Sekil 4.15. 20 pg/mL, 40 pg/mL ve 50 pg/mL derisimlerde Panref ila¢ ¢6zeltisinin kare
dalga polarogrami
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Sekil 4.16. 20 pg/mL, 40 pg/mL ve 50 pg/mL derisimlerde Protonex ila¢ ¢ozeltisinin
kare dalga polarogrami

Pik akimlar 6lgiilerek pantoprazol derisimleri belirlendi. Elde edilen sonuglar

Tablo 4.17°de verildi.

Tablo 4.17. Pantoprazol igeren farmasotik preparatlarin SWP yontemi ile miktar tayini

Ticari Preparat N OrtalamazS5 %GK % BSS
(ng/mL)
Pandev
(40 mg) 12 39.92+0.687 99.80 1.72
Panref
(40mg) 12 39.88+0.717 99.71 1.80
Protonex
(40mg) 12 39.93+0.674 99.82 1.69

N:analiz sayisi, SS: Standart Sapma, ,%GK:%Geri Kazanim, % BSS: Bagil Standart Sapma

4.2.7. Diferansiyel Puls Polarografi (DPP) Yontemi

Boliim 3.3.2°de belirtilen optimum yontem sartlarinda - 400 mV ile -1000 mV

potansiyel araliginda, 0.1 V/s tarama hizinda, 0.025 M asetat tampon (pH 5.0) ¢ozelti
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destek elektrolitinde, damlayan civa ¢aligma elektrotu, Ag/AgCl referans elektrotu ve Pt
karsit elektrotu kullanarak, pantoprazoliin DPP yontemi ile analizi gergeklestirildi.

4.2.7.1. Diferansiyel Puls Polarografi (DPP) Yonteminin Gegerlilik Testi
(\Validasyonu)

1. Belirleyicilik (Secicilik)

Pantoprazol ¢o6zeltisinin -1000 mV ile -400 mV potansiyel araliginda taramasi
yapild1 ve diferansiyel puls polarogramlart alindi. Su ile hazirlanan ve 0.25 M asetat
tampon (pH 5.0) ¢6zeltisi ile seyreltilen pantoprazol ¢ozeltilerinin (5, 10, 20, 30, 40, 50
ve 60 pg/mL derisimlerde) alinan diferansiyel puls polarograminda -740 mV’da bir
oksidasyon piki gozlendi (Sekil 4.17). Farmasotik preparattan kaynaklanan herhangi bir

interferansa rastlanmada.

0,000 A
500,00 no
= 5 pg/mL
5 10 ug/mL
. 20 pg/mL
=1, 0000 us, 30 Hg/]‘nL
’ 40 pg/mL
50 pg/mL
60 pg/mL
1,500 us
-1,200 W -1,000 W 200,00 m” -S00,0 m' —400,0 m’

WEwed (W

Sekil 4.17. Pantoprazoliin (5, 10, 20, 30, 40, 50 ve 60 ug/mL) standart calisma
cozeltilerinin diferansiyel puls polarogramlari

2. Cahsma Aralig ve Kalibrasyon Egrisi
Su kullanilarak hazirlanan pantoprazoliin stok ¢ozeltisi, 0.25 M asetat tampon
(pH 5.0) ¢ozeltisi ile seyreltilerek 7 farkli derisimde (5, 10, 20, 30, 40, 50 ve 60 ug/mL)

standart ¢alisma c¢dzeltileri hazirlandi. Polarogramlart alindi ve -0.74 V’da pik akimi
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degerleri kaydedildi. Pantoprazoliin derisimine kars1 negatif pik akim1 degerleri grafige
gecirilerek kalibrasyon egrileri elde edildi (Sekil 4.18). Bu kalibrasyon egrisinin

regresyon esitliginin istatistiksel analiz sonuglar1 Tablo 4.18°de verildi.

0,18 A
0,16 -
0,14 -
0,12 -
0,1 A
0,08 - y =0,0011x + 0,1183

0,06 - Rz =0,9989
0,04 +
0,02
O T T T 1
0 20 40 60 80

C (umg/mL)

1(-pA)

Sekil 4.18. DPP yontemi ile pantoprazoliin (5, 10, 20, 30, 40, 50 ve 60 ug/mL) 0.25 M
asetat tampon (pH 5.0) ¢6zelti ortaminda elde edilen kalibrasyon egrisi.

Tablo 4.18. DPP yontemi ile pantoprazol i¢in elde edilen kalibrasyon egrisinin
istatistiksel analiz degerleri

Parametreler DPP

Potansiyel (E:mV) - 740

Dogrusal aralik (pg/mL) 5-60

Regresyon dogrusu denklemi A=0.0011x + 0.1183
Sa 0.473

Sh 0.049

Korelasyon katsayisi (1) 0.998

Sa:Regresyon egrisindeki kaymanin standart sapmasi, Sp: Regresyon egrisindeki egimin standart sapmasi

3. Dogruluk ve Kesinlik

Pantoprazoliin stok ¢ozeltisinden 0.025 M asetat tampon (pH 5.0) ¢ozeltisi ile
yapilan seyreltmelerle yiiksek orta ve diisiik derisimleri temsil eden 5, 15 ve 35 pug/mL
derisimlerde pantoprazol kalite kontrol ¢ozeltilerinin giini¢i (aym1 yontem ve ayni

laboratuvar sartlarinda 1 giinde 6 kez) ve giinler aras1 (ayn1 yontemle farkli 3 giinde 6
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kez) diferansiyel puls polarogramlari alinarak analizleri gergeklestirildi. Analiz

sonuclarinin ortalamasi ve standart sapmalart belirlendi, degisim katsayilar1 hesaplandi,

elde edilen dogruluk ve kesinlik degerleri Tablo 4.19°da verildi.

Tablo 4.19. DPP yontemi ile pantoprazol icin elde edilen giini¢i ve giinler arasi

dogruluk ve kesinlik degerleri

Giinici Giinler Arasi
Eklenen g unanss BulunanSS
+
(ug/mL) ~onan BH  %BSS tlunan BH  9%BSS
(ng/mL) (ng/mL)
5 4.97+0.17 060 344 493+014  -136 2091
15 1504031 030 208 1497036  -020 243
35 3485+107 041 307 3489+077 -030 223

SS:Standart Sapma, BH: Bagil Hata, % BSS: % Bagil Standart Sapma

DPP yonteminde pantoprazolin pik akim ve

pik  potansiyelinin

tekrarlanabilirligini ve yeniden (iretilebilirligini belirlemek amaciyla 30 pg/mL

derisimdeki pantoprazoliin, tiger kez pik akim ve pik potansiyelleri oOl¢iilerek bu

degerlerin %BSS’lar1 hesaplandi (Tablo 4.20).

Tablo 4.20. DPP yonteminde pik akim ve pik potansiyelinin tekrarlanabilirligi ve

yeniden iiretilebilirligi

Parametreler % BSS
Pik akiminin tekrarlanabilirligi 1.78
Pik potansiyelinin tekrarlanabilirligi 1.23
Pik akiminin yeniden iiretilebilirligi 3.16
Pik potansiyelinin yeniden {iretilebilirligi 3.18

%BSS:% Bagil Standart Sapma

4. Gozlenebilme Sinir1 (LOD) ve Tayin Alt Sinir1 (LOQ)

Pantoprazol i¢in LOD ve LOQ degerleri, DPP yonteminden elde edilen verilere

gore cizilen kalibrasyon egrilerinden yararlanilarak, Boliim 3.6°da belirtilen esitliklere

gore hesaplandi. Pantoprazoliin LOD ve LOQ degerleri sirasiyla 0.30 pg/mL ve 0.90

png/mL olarak tespit edildi.

72



5. Geri Kazanim

Farmasotik preparatlardan pantoprazol etkin maddesinin geri kazanimi standart
ekleme yontemi kullanilarak yapildi. Pandev, Panref ve Protonex tabletlerin daha dnce
belirtilen prosediire gore, 25 pg/mL derisimlerinde ¢ozeltileri hazirlanarak diferansiyel
puls polarogramlari alindi. Daha sonra bu hazirlanan ¢dzeltiler {izerine pantoprazoliin 5,
15 ve 35 pg/mL derisimlerdeki standart ¢ozeltileri ilave edilerek diferansiyel puls
polarogramlar1 alindi. Bu pik akimi degerleri, ayni1 derisimdeki standart ¢ozeltilerinin

pik akimi degerleriyle karsilastirilarak elde edilen degerler Tablo 4.21°de verildi.

Tablo 4.21. DPP yontemi kullanilarak farmasotik preparatlara katim yapilan
pantoprazol ¢ozeltilerinin geri kazanim degerleri

Ticari Eklenen Ortalama£SS
%GK % BSS
Preparat (ng/mL) (mg/mL)
Pandev 5 49+0.11 98.0 2.24
25 pg/mL 15 14.9+ 0.23 99.3 1.54
35 35.1+0.93 100.3 2.65
5 51+0.22 102.0 431
Panref
15 14.7 £ 0.34 98.0 2.31
25 pg/mL
35 359+1.24 102.6 3.45
5 4.8+0.20 96.0 4.17
Protonex
15 145+ 0.29 96.7 2.00
25ug/mL
35 35.6+1.12 101.7 3.14

SS: Standart Sapma, %GK:%Geri Kazanim, % BSS: % Bagil Standart Sapma

7. Yontemin Farmasotik Preparatlara Uygulanmasi

Gelistirilen ve gegerlilik testleri yapilan DPP yonteminin uygulanabilir oldugunu
gormek amaciyla, pantoprazol iceren farmasotik preparatlarda pantoprazoliin Sekil
4.18°de verilen kalibrasyon grafiginden dogrudan tayini yapildi. Pantoprazol iceren,
film tablet formundaki {i¢ adet ticati farmasotik preparat Pandev (40 mg), Panref (40

mg) ve Protonex (40 mg) Boliim 3.2.7°de verildigi gibi suda ¢oziilerek 1 pg/mL’lik
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cozeltileri hazirlandi. Daha sonra bu ¢ozeltiler 0.25 M asetat tampon (pH 5.0) ¢ozeltisi
ile seyreltilerek 20 pg/mL, 40 pg/mL ve 50 pg/mL derisimdeki ¢ozeltileri hazirlandi.

Elde edilen ¢ozeltilerin diferansiyel puls polarogramlar: alind (Sekil 4.19, Sekil 4.20 ve

Sekil 4.21).
0,000 A
_S00,0 nA
= 20 pg/mL
1,000 uA 40 pg/mL
50 pg/mL
-1,500 us
-1,200 W 1,000 W —&00,0 mw" 500,00 mv' —400,0 mw"
Wweed (W)

Sekil 4.19. 20 pg/mL, 40 pg/mL ve 50 pg/mL derisimlerde Pandev ilag ¢ozeltisinin
diferansiyel puls polarogrami

0,000 A&

_500,0 na

It (A)

1,000 us

~1,500 us

-1,200 W —1,000 W -200,0 mw -500,0 mv —200,0 v

WFerd W)

Sekil 4.20. 20 pg/mL, 40 pg/mL ve 50 pg/mL derisimlerde Panref ilag ¢dzeltisinin
diferansiyel puls polarogrami

74



0,000 &

200,00 nAa
5 20 pg/mL
40 pg/mL
=1, 000 us 50 Hg/mL
-1, 500 ui
-1,200 W -1, 000 % —-200,0 mw —500,0 mh" —400,0 mv

Wwed (W)

Sekil 4.21. 20 pg/mL, 40 pg/mL ve 50 pg/mL derisimlerde Protonex ilag ¢ozeltisinin
diferansiyel puls polarogrami

Pik akimlart 6lgiilerek pantoprazol derisimi belirlendi. Elde edilen sonuglar

Tablo 4.22°de verildi.

Tablo 4.22. Pantoprazol igeren farmasétik prepratlarin DPP yontemi ile miktar tayini

Ticari Preparat N OrzigKSS %GK % BSS
Pandev
(40 mg) 12 40.44£1.317 101.10 1.31
Panref
(40mg) 12 39.95+0.675 99.88 1.69
Protonex
(40mg) 12 40.08+0.697 100.02 1.74

N: analiz sayisi, SS: Standart Sapma, %GK:%Geri Kazanim, % BSS: Bagil Standart Sapma

3.4. Farmasotik Preparatlarda Onerilen Yéntemlerden Elde Edilen
Verilerin Istatistiksel Olarak Karsilastiriimasi

UV-GB absorpsiyon spektrofotometri, kare dalga polarografi ve diferansiyel puls
polarografi yontemlerinin karsilastirilmasi amaciyla F-testi yapildi. Butest sonucunda
her lic yontemin istatistiksel olarak aralarinda herhangi bir farkin olmadigi goriildi

(Tablo 4.23).
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Tablo 4.23. Farmasotik preparatlarda pantoprazoliin belirlenmesi igin uygulanan

yontemlerin birbirleriyle karsilastirilmasi

Parametreler uv SWP DPP

% GK 99.92 99.8 100.1

SD 0.89 0.687 1.317

% BSS 2.32 0.688 1.316
F-testi (3.27)? 2.011

%GK:%Geri Kazanim, SD: Alt1 tekrarlanan belirlemenin standart sapmasi, %BSS: Bagil standart sapma,
2 Teorik degerler, p = 0.05 te teorik degerler, Ho hipotezi: kabul edilen {i¢ yontem arasinda istatistiksel

olarak anlamli fark yok, Fi> F¢: Ho hipotezi kabul edildi (P> 0.05)
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5. TARTISMA

Peptik iilserler, GIS i¢ yiizeyinde saldirgan faktorlerin (mide asidi, pepsin gibi
sindirim enzimleri ve safra asitleri) irritan etkisiyle meydana gelen acgik yaralardir.
Peptik iilserler asagidaki mekanizma ile meydana gelir. GIS' in i¢ yiizeyi cesitli
koruyucu faktorler (mukus, bikarbonat, epitel biitiinliigli, doku kanlanmasi gibi) ile
besinlerin sindirimini saglayan saldirgan faktorlere karst korunur. Bu koruyucu
faktorlerin iiretiminde veya devamliliginin saglanmasinda meydana gelen bir araz
ve/veya eksojen bir takim saldirganlara asiri maruziyet ile saldirgan faktorlerin
tiretiminde artis meydana gelir. Bu artis sonucu kurulu olan hassas denge bozulur. Bu
dengenin bozulmasi ile saldirgan faktorlerin hassas mukoz tabakaya temasi gergeklesir,
bu temasi izleyen sinirlart belli muskularis mukozayr asan ve submukoza veya
muscularis propriaya kadar derinlesebilen doku kayb1 gergeklesmeye baslar ve bu doku
kaybmin gerceklesmesi ile lilserasyon meydana gelir. Peptik {ilserler bulunduklari
bolgeye gore gastrik, duodenal veya dzofageal iilserler diye smiflandirilirlar.®? Ulsere
neden olan faktorler arasinda mide asidi iiretiminde meydana gelen artis 6nemli bir
faktor olarak kabul edilse de iilserli hastalarin sadece %25’inde mide asidi salgisinin
normalin lizerinde oldugunun tespit edilmis olmasit ve bununla birlikte gastrik asit
sekresyonunu azaltan bazi ilaglarin indometazinle indiiklenen tilserleri 6nleyemediginin
gosterilmesi gastrik asit sekresyonundaki artisin tek basina peptik iilser olusumunu veya
tek basia bu sekresyonun baskilanmasinin peptik iilser tedavisini agiklayamayacagini
isaret etmektedir.! Peptik iilserli hastalarm %75’inin HP ile enfekte oldugunun tespit
edilmis olmasi ve eradikasyonunun hastaligin niiks riskini ve komplikasyonlarini
onemli oranda azaltabildiginin gosterilmesi, bu mikroorganizmay: bilinen en Snemli
etiyolojik faktor haline getirmistir. Yapilan ¢alismalar muhtelif sebeplerle

gastroprotektif mukus salgisini kontrol eden prostaglandin E-2 (PGE-2) iiretimini
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baskilayan uzun siireli non-steroid antiinflamatuar ilag¢ (NSAII) kullaniminin peptik
iilserlere zemin hazirladigini diisiindiirmektedir. Oyle ki NSAIl kullanan hastalarin
%60’ min bir takim GIS yakinmalarma sahip oldugu, %10’unda ise ciddi GIiS
tilserlerinin ve %3-4’likk bir kisminda ise hastaneye yatirilmayr gerektirecek ciddi
komplikasyonlarin gelistigi bilinmektedir. Ancak PGE-2 seviyelerini etkilemeyen ve
hatta diisiirmesine ragmen anti-lilser etkinlik gosteren ilaglarin tespit edilmis olmasi
PGE-2 inhibisyonunun peptik iilser olusumunu tek basina izah edemeyecegini
gdstermistir.>>>* Ayrica bazi1 deneysel iilser modellerinde denekler yogun strese maruz
birakildiginda GIS iilserlerinin olusumunin indiiklendigi gozlenmistir. Insan viicudunun
da yogun fiziksel (kafa travmasi, viicut da genis yaniklar ve yogun bakimda kalma gibi)
ve psikolojik strese maruz kaldigi durumlarda ciddi GIiS’de peptik iilserler
olusabilmektedir. Ayrica {ilser hastalar1 fazla miktarda strese maruz kaldiginda
yakinmalar1 siddetlenmektedir.>

Peptik iilser, hem erkeklerde hem de kadinlarda irk ayrimi olmadan diinyada
siklikla goriilen bir hastaliktir. Fakat erkeklerin hayat boyunca yakalanma riski
kadinlara gore iki kat daha fazladir. Her on kisiden birinin hayat1 boyunca en az bir defa
peptik iilser sikayeti yasadigi bilinmektedir. Yasin ilerlemesine bagli olarak goriilme
siklig1 da artar. Bu oran duodenal iilserlerde 20-50 yas iken mide iilserinde 40-70 yas
arasidir. Ayrica 20 yas altindakilerde de yaygin olarak peptik {ilser goriilmemektedir.
Peptik iilserlere 6zgii semptomlarin basinda epigastrik agr1 gelir. Hastalar sag veya sol
epikondriyumda lokalize bir agridan yakinirlar. Gastrik ve duedonum {ilserleri sebep
olduklar1 bu agrilarm farkli karakteri ile birbirlerinden ayrilirlar. Ornegin duodenal
ilserler gida alimiyla yatisan aclik donemi agrilarina sebep olurken gastrik iilserlere
bagl agrilar gida alimiyla genellikle siddetlenir. Yine antiasitler duodenal {ilserlere

bagl agrilar1 genellikle yatistirirken gastrik iilser vakalarinin 6nemli bir kisminda bu
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etkiyi gosteremezler.! Peptik iilser tanisi i¢in mide-duedonum grafileri genellikle ilk
tercih edilenlerdir. Ancak siddetli yakinmalara ragmen radyolojik yollarla tespit
edilemeyen ve GIS kanamasinin mevcut oldugu vakalarda ve mide kanseri riskinin
ekarte edilmesi gereken durumlarda endoskopik incelemeler uygulanir. Endoskopik
girisim ile alman doku Ornekleri patolojik agidan degerlendirilerek kesin tani
konulabilir. Peptik iilserin iyilestirilmesinde ilk olarak mide asit salgisinin inhibisyonu
gerekmektedir. Bu amag igin proton pompa inhibitorleri, H2 reseptdr blokerleri ve
antiasitler kullanilir. PPI’ler paryetal hiicrelerdeki proton pompasinda bulunan H* veya
K* ile stimiile edilen ATPaz’1 inhibe ederek mide asiditesini diisiiriir. Ayrica PPI’ler,
HP’yi inhibe ederek antibakteriyel etki gosterir.>® Rabeprazol, omeprazol, esomeprazol,
pantoprazol, lansoprazol ve deksrabeprazol benzimidazol tiirevi PPI’dir. Siibstitiiye bir
benzimidazol olan pantoprazol, gastrik pariyetal hiicrelerde aktif formuna doniiserek
H*, K™-ATPaz enzimini spesifik ve geri doniissiiz bir sekilde inhibe ederek mide
liimenine HCI sekresyonunu baskilar. Pantoprazol ile gerceklesen enzim inhibisyonu
doza baghdir ve hem oral hem de intravendz uygulamasi mevcut olup genellikle 20 ve
40 mg’lik dozlar1 kullanilir. Pantoprazoliin oral yoldan tek doz kullanimi sonrasi,
plazma doruk derisimine ulasma zamani 2.5-4 saat arasinda de8ismektedir. Karacigerde
ilk gecis etkisinden minimum etkilenir ve dolayisiyla oral biyoyararlanimi %77
civarindadir. Pantaprozol plazma proteinlerine % 90 oraninda baglanir, karacigerde
inaktif metabolitlerine doniisiir ve karaciger stokrom hiicreleri ile elimine edilir.>”
Peptik iilser, gelisiminde en dnemli faktorlerin stress ve yanlis beslenme oldugu
diistiniilerek hastalarin yumusak diyet iceren yasam tarzi degisikligi ile tedavi
edilebilecegi bildirilmektedir. Enerji ve diger besin dgeleri yoniinden yeterli ve dengeli
bir diyet, ii¢ ana 06giin igeren diizenli yemek saatlerini igeren bireyin beslenme

aligkanliginin ayarlanmasi, diyetin posa, probiyotik ve antioksidan vitaminleri icermesi,
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diizenli uyku ve dinlenne bunlardan birkagidir. Yasam tarzi degisikliklerine ragmen
peptik iilserlerin tedavisi saglanamayan hastalarda ilag baslanmas1 onerilmektedir. FDA
ve WHO kilavuzlarinda bireysellestirilmis tedavi prensibinin uygulanmasi gerektigi ve
kisiye 6zel ilag ve dozunun belirlenmesi gerektigi bildirilmektedir.? Bireysellestirilmis
tedavi, hastada tan1 konulduktan sonra hastaligin asamasina gore tedavinin planlanmasi
ve uygulanmasini mimkiin kilar. Bu sekilde tedaviye baslamadan oOnce, hastaligin
ozellikleri belirlenerek uygulanacak tedaviye karst alinacak cevaplar belirlenmelidir. Bu
cevaplari saptayabilmek yani ilacin biyolojik etkisinin belirlenebilmesi i¢in, siiphesiz ki
farmasotik preparatlarda ve biyolojik sivilarda ilag etkin maddelerinin analizlerinin
gerceklestirilebilmesi gerekmektedir. Buna ilaveten hem imalat ve hem de piyasa
kontrolleri sirasinda ilag etkin maddelerinin miktarlarinin dogru olarak belirlenmesi
ilacin terapdtik etkisi, glivenirligi ve kalitesi agisindan 6nemlidir. Ciinkii eksik etkin
madde iceren ilaglar gereken yarar1 gostermez, fazla etkin madde igeren ilaglar ise yan
etkilere sebep olmaktadir. Bu baglamda, peptik iilserin medikal tedavisinde son yillarda
bliylik atilimlar yapilmis ve bu durum ilag¢ etkin maddelerinin farmasotik preparatlarda
ve biyolojik sivilarda analitik yontemler kullanilarak analiz edilebilmesi ile
iliskilendirilmistir. >

Yukarida bahsedilen bu ila¢ analizlerinde kullanilabilecek iyi bir yontem
secimini yapabilmek icin analitik yontemler hakkinda yeterli bir bilgi ve donanima
sahip olmak gerekir. Ayrica ¢alisilacak konu hakkinda iyi bir literatiir bilgisine de sahip
olmak gerekmektedir. Tabii ki nasil bir analitik yontemin secilmesi gerektigini hakkinda
kesin bir sey soOylenemez, her kosul altinda secgilecek birden fazla yol vardir.
Uygulanacak analitik yontemin sec¢imi ig¢in, ilk olarak Ol¢lilmesi istenen degerler

belirlenmeli ve buna ulagsmak i¢in en giivenilir ve hizli yol arastirilmalidir.
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Enstriimental analiz yontemleri, bir 6rnekte bulunan bir bilesenin cinsi veya
derisimi ile orantili sinyal iireten cihazlarla yapilan analizleri igerir ve spektroskopik,
elektrokimyasal, kromatografik ve termal analiz yontemleri olarak dort sinifta ayrilir.

Farkli tipte 1s1nlarla maddenin etkilesimini inceleyen bilim dalina spektroskopi
denir. Atom, molekiil veya iyonun elektromanyetik radyasyon ile etkilesimi sonucunda
donme, titresimsel ve elektronik enerji seviyelerinde olan degisiklikler spektroskopinin
temelini olusturmaktadir.323® Spektroskopi yontemleri ikiye ayrilir. Bunlar atomik ve
molekiiler spektroskopidir. Atomik spektroskopide elektronlarin bir enerji seviyesinden
diger enerji seviyesine gecisi (elektronik gecisi) incelenir. Molekiiler spektroskopide ise
bu gecise ilaveten donme ve titresim enerji seviyeleri arasinda bulunan gecis de
incelenir. Elektronik gecis enerjisi; molekiiliin gesitli dis orbitallerindeki elektronlarla
iligkin enerji, titresim enerjisi; atomlar arasi titresimlere iligkin enerji, donme enerjisi ise
molekiil agirlik merkezi etrafinda donmesine iliskin enerjidir. Atomik ve molekiiler
spektrokimyasal yontemler, absorpsiyon, emisyon ve sacilma gibi birtakim etkilesimleri
icermektedir. Bu etkilesimlerin sonuclar1 gz Oniine alinarak cesitli spektroskopik
yontemler ve cihazlar gelistirilmistir.>

UV-GB absorpsiyon spektrofotometri yontemi, ultraviyole ve goriiniir bolgede
meydana gelen absorpsiyonu temel alir ve bu absorbsiyon genellikle bag elektronlarinin
uyarilmas: ile meydana gelir. UV-GB absorpsiyon spektrofotometri yonteminde,
maddenin 1g1n1 absorplama derecesini Olgerek derisimi saptamak igin, absorbans ile
derisim arasindaki iligskiyi veren Lambert-Beer esitliginden yararlanilir ve kantitatif
analizler basta olmak iizere kalitatif analizlerde, fotometrik titrasyonlarda, molekiil
agirhg tayinlerinde, asit-baz denge sabitlerinin tayininde, kompleks formiillerinin ve
kompleks olusum sabitlerinin tayininde kullanilir. Bu yontem rutin analizler, farmasdtik

ve kalite kontrol analizleri, su ve ¢evre analizleri, ila¢ ve gida analizleri, biyokimyasal
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calismalar, akademik ve arastirma faaliyetleri i¢in siklikla tercih edilmektedir. Ciinkii
sadelik, cok yonliilik, hiz, dogruluk ve maliyet etkinligi bakimidan diger analitik
yontemlerden daha iistiindiir. Maddenin UV-GB’deki 151n1 absorplamasini incelemek
icin UV-GB absorpsiyon spektrofotometresi adi verilen bir diizenek kullanilir ve baslica
151k kaynagi, monokromator, drnek kabi, dedektor ve okuyucudan olusur.

UV-GB absorpsiyon spektrofotometri yontemi ile ilag etkin madde analizleri
dogrudan yapilabildigi gibi, duyarlilik ve segiciligin diisiik oldugu durumlarda etkin
madde analizi, bir veya daha fazla reaktif ile olusturduklari kompleks bilesiklerin
spektrofotometrik O6l¢iimlerine dayali olarak veya absorbans spektrumunun egimi ile
ilgili bilgi veren omuz ile; doniim noktalar1 daha net goézlenen ve bilesigin daha kolay
ve daha kesin olarak tanimlamasma saglayan tiirev spektrofotometri yontemi ile
gerceklestirilebilmektedir.3!

Elektroanalitik yontemler, elektrot ¢ozeltisine elektriksel bir etki yapildiginda
ortamin bu etkiye gosterdigi cevabin 6l¢iildiigli yontemlerdir. Elde edilen cevap ortamin
0zelligi konusunda bilgi verir ve genellikle potansiyel, akim ve zaman parametreleri
elektrokimyasal yOntemlerde incelenir. Potansiyel-akim, parametreleri arasindaki
iligkiler voltametri yontemleriyle belirlenmektedir. Voltametrik yontemde {i¢ elektrotlu
hiicre sistemi bulunur. Bu elektrotlar, zamanla potansiyeli degistirilen ¢alisma elektrotu
(karbon, civa, platin ve altin vb), potansiyeli deney siiresince sabit kalan genellikle
Ag/AgCl veya doymus kalomel referans elektrotu ve genellikle platin tel karsit
elektrotudur. Voltametri analizlerinde maddenin indirgenmesi (katodik akim) ve
yiikseltgenmesi (anodik akim) sonucu olusan akim o6l¢iiliir. Voltametrik analizlerde
kullanilan kat1 ¢aligma elektrotlarinda elektrot yilizeyi, maddelerin yiizeye tutunmalari
sebebiyle kirlenmekte ve tekrar edilebilir ylizeylerin siirekli olusturulmasi, elektrot

temizleme ve parlatma islemlerinin zahmetli ve zaman alici olmasindan dolay1
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zorlagmaktadir. Caligma elektrodu olarak civa kokenli elektrotlar kullanildiginda siirekli
yeni ylizeyler olusturacagt ve Onceden civa vyiizeyinde kalan safsizliklar
uzaklastirilasacagl i¢in yukarida bahsedilen problemler ortadan kaldirilabilir. Ayrica
civa elektrodun negatif potansiyellerde kullanilabilmesi, genis bir potansiyel araliginda
uygulanabilmesi, civanin hidrojen iyonunun indirgenmesine gosterdigi yiiksek asiri
gerilim ve civanin yiizeyinde bircok metal indirgenip amalgam olusturabilmesinden
olusan avantajlar1 vardir. Bu ylizden giinlimiizde yaygin olarak kullanilmaktadir. Fakat
dezavantajlart da vardir. Bunlar, civanin kolayca yiikseltgenmesinden dolayr anodik
siirin kiigiik olmasi, yontemde faradayik olmayan artik akimin duyarliligr diistirmesi
(10° M veya daha biiyiik) ve civanin sagliga olumsuz etkisinin olmasidir.>®

Damlayan civa (Hg) elektrotunun c¢aligma elektrotu olarak kullanildigi
voltametrik yonteme polarografi denir. Bu yontemde, civa ¢aligma elektroduna zamanla
dogrusal olarak degisen bir gerilim programi uygulanarak elektroaktif maddelerin
davranislar incelenir. Polarografik yontemde elde edilen cevap egrisine polarogram
denir. Polarografik yontemde ¢alisma elektrodu olarak damlayan civa elektrotu, genel
olarak karsit elektrot olarak platin tel ve karsilastirma elektrodu olarak da doymus
kalomel elektrot kullanilir.

Farmasotik preparatlardaki etkin maddelerin, kimyasal, farmakolojik ve
farmakokinetik ozelliklerindeki degisiklikler, bu maddelerin yiikseltgenme veya
indirgenme davranigina baglidir. Elektrokimyasal bir yontem olan voltametri, ilag etkin
maddelerinin belirlenmesinde sagladigi {stlinliiklerden dolayr gilinlimiizde bir¢ok
uygulamada kullanilmaktadir. Ozellikle bu yéntemler ile farmasétik preparatlarda ve
biyolojik sivilarda diisiik derisimlere ihtiyag duyulan (107%-10"? M) ilag etkin
maddelerinin ve metabolitlerinin direkt analizleri yapilabilmektedir. Ayrica voltametri

yontemleri ile ilag¢ etkin maddelerinin elektrot yiizeyindeki yiikseltgenme ve indirgenme
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davraniglar1 incelenerek ilaglarin metabolizmalar: tespit edilebilir ve farmakolojik etki
mekanizmalar agiklanabilir. Ayrica bu elektrokimyasal yontemler HPLC, LC-MS, GC-
MS gibi bir¢ok kromatografik yonteme gore daha kolay, daha ucuz ve herhangi bir
ayirmaya gerek kalmadan analiz gerceklestirebilme imkani saglamaktadir.

Kemometri, kompleks sistemlerin ¢éziimii igin olusturulan, kimyasal verilerin
islenmesini kapsayan bir kimya bilim dalidir. Kemometri, karmagsik analitik verilerden
istatistik, uygulamali matematik ve bilgisayar kullanilarak maksimum kimyasal bilgi
edinmesi yoniinden analitik kimyada sik¢a tercih edilir. Kemometrik yontemlerin
uygulanmasinin gelismesinde analitik kimyanin rolii biiyiiktiir. Clinkii yeni enstriimantal
yontemlerle olusturulan veriler karmasiktir. Verilerin degerlendirilmesi ve agiklanmasi
icin uygulanilan bazi kemometrik yontemler vardir. Kimyasal problemlerin ¢6ziimii igin
uygun kemometrik yontemlerin kullanilmasi, bu yOntemlerin simrlarini  ve
varsayimlarinin tam olarak anlasilmasiyla miimkiindiir. Kimyasal veriler bir ya da
bircok degiskene bagli olabilir. Genellikle c¢ok degiskenli verilerin analizinde
kemometrik yontemler kullanilmaktadir. Kemometri, deneysel yontem tasarimini,
modellemeyi, yapt tanimayi, sinyal islenmesini, kalibrasyonu, optimizasyonu
siniflandirmayi, yapay akil yontemlerini, resim islemede bilgi ve sistem kurami
uygulamalarii kapsar.

Deneysel tasarim, kemometrik tekniklerden biri olup deneysel sonucu etkileyen
en onemli faktorlerin neler oldugu, verilerin incelenmesi ve optimize edilmesi gereken
faktorlerin hangileri oldugu sorularina cevap verir ve aynt zamanda daha az deney
yaparak, daha az ¢oziicii ve zaman kaybiyla matematiksel modelleme teknikleri
kullanarak deneyin optimum sartlarinin belirler. Merkezi kompozit tasarim yontemi,
deneysel tasarim yontemlerinden biridir ve yaygin olarak uygulanir. Merkezi kompozit

tasarim yontemi ile deneysel faktorlerin etkileri, aralarindaki etkilesim, deneysel hatalar
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ve optimum deney kosullari incelenebilir. Avrupa standartlarina uygun ¢evrenin daha az
kirlenmesine neden olan ekonomik analitik yontemlerin gelistirilip, gegerlilik testlerinin
yapilmasi deneysel tasarim yontemleri ile gergeklestirilebilecegi i¢in glinlimiizde
fazlaca tercih edilmektedir.*®

Analitik yontem se¢imi ve yontemin optimizasyonu yapildiktan sonra gelistirilen
bu yoOntemin uygulanabilir oldugunu gdstermek i¢in belirleyicilik, dogrusallik,
gozlenebilme ve tayin alt siniri, dogruluk, kesinlik, geri kazanim ve kararlilik gibi
parametreleri iceren gecerlilik testlerinin (validasyon) yapilmasi1 gerekmektedir.
Gegerlilik testlerinde bilesimi tam olarak bilinen standart maddeler kullanilir.
Kullanilan standart maddeler, analizi yapilacak analit ile ayn1 kimyasal 6zelliklere sahip
olmalidir.

UV-GB absorpsiyon spektrofotometri yontemi ile farmasotik preparatlarda
pantoprazolii, Kumar ve ark.? suda 292 nm ve yine Shinde ve ark.!! suda 289 nm dalga
boyunda absorbans spektrumlarini alarak belirlemislerdir. Bazi ¢alismalarda ise
pantaparozoliin amfoter yapida oldugu ve bazik ortamda daha keskin pik verdigi
belirtilmistir. Bu ¢alismalarda, Panya ve ark.!? 0.1 N NaOH c¢ozeltisinde 296 nm ve 319
nmde, Adepu ve ark.Pfosfat tamponunda (pH 6.8) spektrofotometrik denklem
yontemini kullanarak 270 nmde ve Kumar ve ark.}* 0.1 M NaOH ¢ézeltisinde 291 nm
dalga boyunda, absorbans spektrumlari alinarak pantaprozolin UV-GB absorbans
spektrofotometri yontemi ile dogrudan belirlenmesi ger¢eklestirilmistir.

Farmasotik preparatlarda tiirev spektrofotometri yontemi ile pantoprazol, Chosla
ve ark.® metanolde 269 nm, Patil ve ark.® metanolde 282 nm, Phadtare ve ark. !
metanolde 258 nm, Suslu ve ark.'® metanol-su karistminda (1:9 h/h) 303 nm ve Kakde
ve ark.1® 0.1 M HClI igeren metanolde 331 nm dalga boyunda birinci tiirev spektrumlart

alinarak belirlenmistir.
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Farmasotik preparatlarda pantoprazoliin belirlenmesi i¢in kompleks olusumuna
dayali UV-GB absorbans spektrofotometri yontemi ¢alismalarinda ise, Baraka ve ark.?
pantoprazolii borat tamponunda (pH 10.5) 2,4-dinitrofluorobenzen ile niikleofilik
substitusyon reaksiyonu yoluyla sari renkli tiriine doniistiirmiis ve olusan {iriin 431 nm
dalga boyunda; Basavaiah ve ark.?! asidik ortamda pantoprazol asir1 miktarda NBS ile
reaksiyona sokulmus ve bunu takiben arta kalan NBS’in metil turuncu veya indigo
karmin boyar maddeleriyle reaksiyona sokulmasi sonucu sari renkli iiriine
doniistiiriilmiis ve olusan iiriinler sirasiyla 520 nm ve 610 nm dalga boyunda; Basavaiah
ve ark.?2 HySO4 ortamimda pantoprazol asir1 miktarda permanganat ile reaksiyona
sokulmus ve bunu takiben arta kalan permanganatin 545 nm dalga boyunda; Moustafa?
pantaprozoliin asidik ortamda DDQ, iyot ve eozin-bakir ile yiik transfer kompleksleri
olusturulmus ve olusan triinlerin sirastyla 457 nm, 293 ve 359 nm, 549 nm dalga
boyunda; Reddy ve ark.?* pantaprozoliin asidik ortamda bromokrezol yesili ile ile iyon-
¢ift kompleksi olusturulmus ve olusan iriiniin 420 nm dalga boyunda; Devi ve
Basavaiah?® notral ortamda, demir (IIT) kloriir pantaprazol ile indirgenmis ve daha sonra

2+

aciga c¢ikan Fe“"’nin 1, 10-fenantrolin ve 2,2-bipiridil reaksiyonu sonucu kirmizi renkli
tirtinlere doniistiiriilmiis ve olusan iriinler sirasiyla 510 nm ve 520 nm dalga boyunda;
Devi ve ark.?® pantaprozoliin nétral ortamda permanganatla ile reaksiyonu sonucu
olusan kahverengi {iriiniin 350 nm dalga boyunda; Syeda ve Syeda?’ pantaprozoliin
notral ortamda Fe® ve daha sonra ferrisiyaniir reaksiyonu sonucu olusan prusya mavisi
tirtiniin 720 nm dalga boyunda UV-GB absorbans spektrumlari alinarak pantoprazoliin
analizi gerceklestirilmistir.

Elektrokimyasal yontemlerden biri olan voltametri yontemi ile farmasdotik

preparatlarda pantoprazol, Erk?® Britton-Robinson tampon ¢dzeltisinde (pH 5.0) cams1

karbon elektrotta, 1000 mV’da diferansiyel puls voltametri ile; Abeer ve Gehad?
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Britton-Robinson tampon ¢ozeltisinde (pH 8.0) camsi karbon elektrotta 833 mV’da
doniisiimlii, kare dalga ve diferansiyel puls voltametri ile; Suslu ve Altinoz®® Britton-
Robinson tampon ¢ozeltisinde (pH 5.0) asili civa damla elektrotta -987 mV’da kare
dalga voltametri ile belirlenmistir.

Pantaprozoliin farmasotik preparatlarda belirlenmesine yonelik  yukarida
bahsedilen ¢alismalardan farkli olarak bu ¢alismada kemometrik tekniklerden biri olan
deneysel tasarim ile yontem sartlar1 belirlenen yeni bir UV-GB absorbsiyon
spektrofotometri yontemi ve yine literatiirde bulunmayan yeni kare dalga polografisi ve
diferansiyel puls polografisi yontemleri gelistirildi ve gecerlilik testleri yapildi.
Belirtilen yontemlerden elde edilen sonuglarin kisaca 6zeti asagida verildi.

Bu calismada, UV-GB absorbsiyon spektrofotometri yontemi ile pantoprazoliin
belirlenmesi amaciyla 230-400 nm dalga boyu araliginda ¢esitli ¢oziictilerde dalga boyu
taramasi yapildi ve UV-GB absorbans spektrumlari alindi. En i1yi absorbansin fosfat
tampon ¢ozeltisi ile elde edildigi belirlendi (Tablo 4.1) ve bu ¢ozeltide pantoprazoliin
UV-GB absorbans spektrumu alindi (Sekil 4.8). Yontemin optimum kosullarnin
belirlenmesi amaci ile deneysel sonucu etkileyen fosfat tamponu derisimi ve pH
parametreleri goz oniinde bulundurarak, her iki sartin optimum degerlerini bulmak i¢in
merkezi kompozit tasarim yontemi uygulandi. Her bir parametrenin maksimum ve
minimum degerleri saptandi ve bu degerler fosfat tamponu derigimi i¢in 0.08 M-0.3 M
ve pH i¢in ise 11-13.5 olarak belirlendi. Bu degerler 2 faktorlii merkezi kompozit
tasarimina gore 13 deneyden olusan bir set halinde belirlendi ve 294 nm dalga
boyundaki absorbans degerleri UV-GB absorpsiyon spektrofotometrede dlgiildii (Tablo
4.2). Elde edilen absorbans degerlerini kullanarak Tablo 4.3’de matematiksel quadropik
modelin ylizey cevaplari i¢in elde edilen sonuglarin ANOVA test sonuglar1 verildi. Bu

matematiksel modelden yararlanilarak Tablo 4.4’de verilen denklemler elde edildi. Elde
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edilen absorbans degerlerine gore Design Expert 8 programi yardimiyla optimum sartlar
ve bu sartlar sonucu elde edilmesi gereken cevap degeri matematiksel model olarak
ifade edildi. Bu parametrelere bakildiginda F-testine gore en iyi sonuglarin quadropik
yaklagimla tespit edildigi gozlendi. Deney sonuclarma gore y2 degerinin anlamli ¢ikmasi
bu deney faktorlerini dogrulamaktadir. Daha sonra her bir parametre ANOVA testine
tabi tutuldu ve bu hesaplamalara gore fosfat tamponu derisimi karesi, ve pH
parametreleri agisindan modelin anlamli oldugu F-testi ile belirlendi. Deney sonuglarina
gore optimum sartlar 0.08 M fosfat tampon ¢6zelti derisimi ve 11.3 pH olarak belirlendi
(Tablo 4.5). Bu degerler ile yapilan modellemede 0.43 absorbans degeri matematiksel
olarak saptandi. Daha sonra yapilan deneysel ¢alismada da bu degere ¢ok yakin degerler
bulundu. Geri kazanim % 100.4 olarak hesaplandi (Tablo 4.6). Yontemin var olan
sonuglarla lineer ilgisinin bulunup bulunmadigi lack of fit degeri ile saptandi. Ho
hipotezine gore lineer bir iliski vardi ve bu iligski bulunan 0.0092 degeriyle reddedildi.
Metot kiimiilatif olarak F-testine sokuldu ve elde edilen 7.69 degeri yontemin
istatistiksel agidan anlamli oldugunu kanitlandi. Tiim bu sonuglar 1s181inda istatistiksel
olarak modelin ve optimizasyonun anlamli oldugu ve deneysel verilerle
karsilastirildiginda da modelin gercek 6rneklere uygulanabilir oldugu sonucuna varildi.
Yontemin optimum kosullart merkezi kompozit tasarim ile belirlendikten sonra,
pantoprazoliin su ile hazirlanan ve 0.08 M fosfat tampon c¢ozeltisi (pH 11.3) ile
seyreltilen ¢ozeltisinin alinan UV-GB absorbans spektrumunda 294 nm dalga boyunda
1 maksimum pik gozlendigi belirlendi (Sekil 4.3). Daha sonra su kullanilarak hazirlanan
pantoprazoliin stok ¢ozeltisi, 0.08 M fosfat tampon (pH 11.3) ¢ozeltisi ile seyreltilerek 7
farkli derisimde (2.5, 5, 10, 15, 20, 25 ve 30 pg/mL) standart c¢alisma g¢ozeltileri
hazirlandi. UV-GB absorbans spektrumlari alindi ve 294 nm dalga boyunda absorbans

degerleri kaydedildi (Sekil 4.3). Farmasotik preparattan kaynaklanan herhangi bir
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interferansa rastlanmadi. Pantoprazoliin derisimine karsi absorbans siddetleri grafige
gecirilerek kalibrasyon egrileri elde edildi (Sekil 4.4). Bu kalibrasyon egrisinin
regresyon esitliginin istatistiksel analiz sonuglarina gore regresyon dogrusu denklemi
A=0.0423x-0.0080 (A: Absorbans, x: derisim) ve korelasyon katsayisi (r) 0.9997 olarak
(Tablo 4.7); yontemin LOD degeri 0.71 pg/mL; LOQ degeri ise 2.16 pg/mL olarak
tespit edildi. Yontemin giini¢i ve giinler arasi kesinligi i¢cin % BSS ve dogrulugu icin
BH degerleri sirasiyla % 3.52 ve % 1.26’dan kiiciik olarak belirlendi (Tablo 4.8).
Yontemin uygulanabilirliginin aragtirllmast amaciyla secilen 3 adet film tablet
formundaki ticari farmasdtik preparat, Bolim 3.6’da anlatildig1 gibi hazirlanarak iki
farkli derigimleri halinde gelistirilen yontem ile UV-GB absorbans spektrumlari alindi
(Sekil 4.5-6-7). Ayrica ¢ farkli farmasotik preparat icin yapilan geri kazanim
calismasinda % 98.81-99.60 araliginda geri kazanim degerleri elde edildi ve bu da
yontemin dogrulugunun bir gostergesi olarak kabul edildi (Tablo 4.9). Gelistirilen UV-
GB absorpsiyon spektrofotometri yontemi ile Pandev, Panref ve Protonex isimli
farmasotik preparatlarda yapilan analizlerde % 99.19 ile % 99.92 arasinda sonuglar elde
edildi ve analiz bulgulan etiketli miktarlarla uyumlu olarak bulundu (Tablo 4.11).

Bu calismada, pantoprazoliin elektrokimyasal davramiglarini incelemek ve
optimum deneysel parametreleri belirlemek (pH, destek elektrolitin derisimi ve tarama
hizi) amaciyla, Oncelikle dogrusal taramali ve doniisiimlii polarografi yontemleri
kullanildi. Bu amagla 6nce ¢esitli ¢oziiciilerde potansiyel penceresi belirlenmek igin
farkl1 asidik pH’larda (pH 2.0-6.0) asetat, fosfat ve Britton-Robinson tampon ¢ozeltileri
ile pantoprazoliin 10 pg/mL derisimde ¢ozeltileri hazirlanarak 0 mV ile -1000 mV
potansiyel araliginda doniisimlii polarogramlart alindi. Bu polarogramlardan
yararlanilarak pantoprazoliin en iyi pik akim1 ve pik potansiyelinin elde edildigi ¢ozelti

asetat tampon ¢ozeltisi ve pH degeri ise pH 5.0 olarak tespit edildi. Daha sonra asetat
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tampon ¢ozelti ortaminda ¢alisma potansiyel araligi belirlemek i¢in asetat tampon (pH
5.0) ¢ozeltisinin 0 mV ile -1000 mV potansiyel araliginda doniigiimlii polarogrami
alind1 (Sekil 4.8°de gosterilen A piki) ve -1000 mV ile -400 mV potansiyel araliginda
ilgili ¢Oziicliye ait indirgenme veya yiikseltgenme piki gozlenmedi. Ayni potansiyel
araliginda pantoprazol igeren ¢ozeltinin donlisimlii polarogrami alindiginda ise
pantoprazole ait, -740 mV’da bir anodik pik gozlendi (Sekil 4.8’de gosterilen B piki).
Ayrica bu polarogramda katodik bir pik gozlenmedi. Bu da pantoprazoliin
yiikseltgenmesinin tersinmez olabilecegini gdstermektedir. Ancak, polarogramda
katodik pik gozlenmemesi sadece elektron aktariminin tersinmezliginden kaynaklanmaz
ayni zamanda bunu takiben hizli kimyasal bir reaksiyondan da kaynaklanabilir.

50 pg/mL pantoprazolin DCE’de 0.005-1V/s araliginda degisik tarama
hizlarinda alinan dogrusal taramali polarogramlarinda, tarama hizinin artmasi ile pik
akiminin artti1 ve pik potansiyelinin de pozitife kaydig: tespit edildi (Tablo 4.12). Pik
potansiyelinin yiiksek tarama hizlarinda pozitife kaymast da, anodik pikin
tersinmezligini gostermektedir. Bunun yaninda V-I (Sekil 4.9), VY2-1 (Sekil 4.10) ve
logv-logl (Sekil 4.11) grafiklerindeki yiiksek korelasyon katsaysi ile dogrusal olmasi 48
(V-1 icin r?=0.9990, VY21 igin r?=0.9991 ve logV-logl icin r?>=0.9991) akim
fonksiyonunun tarama hizina bagli oldugunu ve boylece sistemin tersinmez oldugunu
gostermektedir. Pantoprazoliin elektrot ylizeyine adsorplanip adsorplanmadiginin
belirlenmesi i¢in de doniistimlii ve dogrusal taramali polarografi yontemleri kullanildi
Bu amagla asetat tampon (pH 5.0) ¢ozeltisi igerisinde hazirlanan 50 pg/mL
pantoprazoliin farkli tarama hizlarinda donilisiimlii polarogramlart alindi. Bu
polarogramlardan yararlanilarak tarama hizi ile pik akimi arasindaki degisimi incelemek
amaci ile logv-logl grafikleri ¢izildi (Sekil 4.11) ve logl ve logv grafiginde egim 0.38

olarak tespit edildi. Bu egim degeri pantoprazoliin difiizyon kontrollii olarak elektrot
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yiizeyine adsorbe olmadigini gostermektedir. 50 pg/mL pantoprazol derisiminde farkl
tarama hizlarinda (0.005 V/s - 1 V/s) alinan dogrusal taramali polarogramlarindan
yararlanilarak en keskin yiikseltgenme pikinin 0.1 V/s tarama hizinda gozlendigi
belirlendi (Tablo 4.12). Organik maddelerin elektrot reaksiyonlarinin ¢ogunda protonlar
gorev aldig i¢in bu reaksiyonlardaki akim-potansiyel iligkileri genellikle pH’ya bagimli
olur. Bu nedenle bu bagimliliktan olusabilecek hatalardan kurtulabilmek igin
polarografik ¢aligmalarda ¢ozeltilerin tamponlanmasi gereklidir. Bu amag ile, 50 pg/mL
pantoprazoliin asetat tampon ¢ozeltisinde farkli pH’larda (pH 3.5, 4.0, 4.5, 5.0, 5.7)
hazirlanan ¢6zeltilerinden alinan dogrusal taramali polarogramlarindan yararlanilarak en
keskin oksidasyon pikinin elde edildigi pH degeri 5.0 olarak tespit edildi. Ayrica segilen
destek elektrolitin derisiminin pantoprazoliin pik akimi {izerine etkisi incelendi ve bu
amag ile 50 pg/mL pantoprazoliin farkli derisimlere sahip asetat tamponunda (0.025,
0.050, 0.075, 0.100, 0.125, 0.150, 0.250, 0.300 ve 0.400 M) hazirlanan ¢ozeltilerinden
alman dogrusal taramali polarogramlarindan yararlanilarak en keskin oksidasyon
pikinin elde edildigi toplam asetat tampon ¢ozelti derisimi 0.25 M (0.083 M CH3COOH
ve 0.167 M CH3COONa) olarak bulundu.

Elektrokimyasal davranisi ve optimum kosullart belirlenen pantoprozoliin kare
dalga polarografi yontemi ile belirlenebilmesi igin Oncelikle -1000 ile -400 mV
potansiyel araliginda taramasi yapildi ve kare dalga polarogramlar1 alindi. Su ile
hazirlanan ve 0.25 M asetat tampon (pH 5.0) ¢ozeltisi ile seyreltilen pantoprazol
cozeltilerinin (5, 10, 20, 30, 40, 50 ve 60 pg/mL derisimlerde) alinan kare dalga
polarograminda -740 mV’da bir oksidasyon piki gozlendi (Sekil 4.12). Farmasotik
preparattan kaynaklanan herhangi bir interferansa rastlanmadi. Bu polarogramlardan
yararlanilarak pik akim degerlerine karsi pantoprazoliin dogrusal oldugu derisimleri (5-

60 pg/mL) grafige gegirilerek kalibrasyon egrileri elde edildi (Sekil 4.13). Bu
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kalibrasyon egrisinin regresyon esitliginin istatistiksel analiz sonuglaria gore regresyon
dogrusu denklemi A=0.0044x-0.4163 (A: Absorbans, x: derisim) ve korelasyon
katsayist (r) 0.9990 olarak; yontemin LOD degeri 0.40 pg/mL; LOQ degeri ise 1.20
pug/mL olarak tespit edildi. Yontemin giini¢i ve giinler arasi kesinligi i¢cin % BSS ve
dogrulugu i¢cin BH degerleri sirasiyla % 3.65 ve % 1.66’dan kiiglik olarak belirlendi
(Tablo 4.14). Yontemin uygulanabilirliginin arastirilmasi amaciyla segilen 3 adet film
tablet formundaki ticari farmasotik preparat Boliim 3.6.’da anlatildigi gibi hazirlanarak
iki farkli derisimleri halinde gelistirilen yontem ile kare dalga polarogrami alindi.
Ayrica lU¢ farkli farmasétik preparat igin yapilan geri kazanim ¢alismasinda % 97.3-
104.0 araliginda geri kazanim degerleri elde edildi ve bu da yontemin dogrulugunun bir
gostergesi olarak kabul edildi (Tablo 4.16). Gelistirilen kare dalga polografi yontemi ile
Pandev, Panref ve Protonex isimli farmasotik preparatlarda yapilan analizlerde % 99.71
ile % 99.80 arasinda sonuglar elde edildi ve analiz bulgular etiketli miktarlarla uyumlu
olarak bulundu (Tablo 4.17).

Diferansiyel puls polarografi yonteminde de dncelikle pantoprazol ¢ozeltisinin -
1000 mV ile -400 mV potansiyel araliginda taramasi yapildi ve diferansiyel puls
polarogramlar1 alindi. Su ile hazirlanan ve 0.25 M asetat tampon (pH 5.0) ¢ozeltisi ile
seyreltilen pantoprazol ¢ozeltilerinin (5, 10, 20, 30, 40, 50 ve 60 pug/mL derisimlerde)
alian diferansiyel puls polarograminda -740 mV’da bir oksidasyon piki gézlendi (Sekil
4.17). Farmasotik preparattan kaynaklanan herhangi bir interferansa rastlanmadi. Bu
polarogramlardan yararlanilarak pik akim degerlerine kars1 pantoprazoliin dogrusal
oldugu derisimleri (5-60 pg/mL) grafige gecirilerek kalibrasyon egrileri elde edildi
(Sekil 4.18). Bu kalibrasyon egrisinin regresyon esitliginin istatistiksel analiz
sonuglarina gore regresyon dogrusu denklemi A=0.0011x-0.1183 (A: Absorbans, x:

derisim) ve korelasyon katsayisi (r) 0.9980 olarak (Tablo 4.18); yontemin LOD degeri
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0.30 pg/mL; LOQ degeri ise 0.90 pg/mL olarak tespit edildi. Yontemin giinigi ve gilinler
arast kesinligi i¢cin % BSS ve dogrulugu icin BH degerleri sirasiyla % 3.44 ve %
0.60’dan kiiciikk olarak belirlendi (Tablo 4.19). Yontemin uygulanabilirliginin
arastirilmasi amaciyla secilen 3 adet film tablet formundaki ticari farmasotik preparat
Bolim 3.6.°da anlatildig1 gibi hazirlanarak iki farkli derisimleri halinde gelistirilen
yontem ile diferansiyel puls pologrami alindi. Ayrica ti¢ farkli farmasotik preparat igin
yapilan geri kazanim calismasinda % 98.9- %102.6 araliginda geri kazanim degerleri
elde edildi ve bu da yontemin dogrulugunun bir gostergesi olarak kabul edildi (Tablo
4.21). Gelistirilen diferansiyel puls polografi yontemi ile Pandev, Panref ve Protonex
isimli farmasdtik preparatlarda yapilan analizlerde % 99.8 ile %101.1 arasinda sonuglar
elde edildi ve analiz bulgulari etiketli miktarlarla uyumlu olarak bulundu (Tablo 4.22).
Bu c¢alismada, farmasoétik preparatlarda pantoprozoliin belirlenmesine yonelik
gelistirilen UV-GB Absorbsiyon Spektrofotometri, Kare Dalga Polarografi ve
Diferansiyel Puls Polarografi yontemlerinin giini¢i ve gilinler arast %BSS ve BH
degerleri % 4.0’den kiiciik olmast ile kesinligi ve dogrulugu oldukea yiiksektir. [laveten
yontemlerin farmasotik preparatlardan geri kazanim degerleri de yiiksektir. Ayrica her
iic yontem i¢in bulunan LOD ve LOQ degerleri ile yontemler, farmasotik prepratlarda
pantaprozoliin belirlenmesi ic¢in yeterli hassasiyettedir. Son olarak, farmasdétik
preparatlarda pantaprozoliin miktar analizleri i¢in uygulanan her {i¢ yontemin birbiriyle
karsilagtirilmas1 amaciyla da F-testi yapilmistir. Bu test sonucunda gelistirilen
yontemlerin istatiksel olarak aralarinda herhangi bir farkin olmadigi gorilmiistir (F-
hesap: 2.011 ve F-cetvel: 0.05 (3, 24): 3.27; Fhesap < Fcetvel oldugundan P>0.05)

(Tablo 4.23).
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6. SONUC VE ONERILER

Peptik iilser diinyada ¢ok sik goriilen yaygin bir hastalik olup her irkta ve her iki
cinste goriiliir. Oyle ki her on kisiden birinin hayat1 boyunca en az bir defa peptik iilser
sikayeti yasadigi bilinmektedir ve iilkemizde en fazla goriilen ilk bes hastalik
arasindadir. Hastaliklarin ilaglar ile tedavi edilebilmesi i¢in ilaglarin farmasotik
preparatlarda ve biyolojik sivilarda analizine duyulan ihtiya¢ her gecen giin artmaktadir.
Bu baglamda, daha az deney yaparak daha az ¢oziicii ve zaman kaybiyla matematiksel
modelleme teknikleri kullanarak optimum sartlar1 belirleyecek deneysel tasarim
yontemleri ile c¢evrenin daha az kirletilmesini saglayan daha ekonomik analitik
yontemlerin gelistirilmesine ihtiya¢ duyulmaktadir.

Bu calismada, peptik tilser tedavisinde proton pompa inhibitdrii olarak kullanilan
pantoprazolin  farmasotik preparatlarda belirlenmesine literatiirde bahsedilen
caligmalardan farkli olarak kemometrik tekniklerden biri olan deneysel tasarim ile
yontem sartlar1 belirlenen yeni bir UV-GB absorbsiyon spektrofotometri yontemi ve
yine literatiirde bulunmayan yeni kare dalga polarografisi ve diferansiyel puls
polarografisi yontemleri gelistirildi ve gecerlilik testleri yapildi. Calismanin sonunda ise
gelistirilen ve gecerlilik testleri yapilan her ii¢ yontemin pantoprazoliin farmasdtik
preparatlarda miktar tayini i¢in uygulanabilir oldugu gosterildi. Sonug olarak, herhangi
bir 6n isleme ihtiya¢g duymayan bu {i¢ yontemin ¢ok sayida analizi kisa siirede ve az
numune ihtiyact ile yapilabilmesi acisindan literatiirde bulunan diger yontemlere

alternatif olabilecegi diistiniilmektedir.
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