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1. GİRİŞ 
 

1.1. GİRİŞ VE AMAÇ 

  

        Diflukortolon valerat (DİF) enflamasyonlu deri hastalıklarında kullanılan 

topikal bir kortikosteroiddir. Klorkinaldol (KLO) ise topikal olarak enfekte ciltlerde 

ve vajinal enfeksiyonlarda kullanılan antimikotik ve antifungal etkili bir maddedir. 

Diflukortolon valerat (DİF) + klorkinaldol (KLO) kombinasyonu ise genel olarak 

bakteri ve/veya mantarla enfekte olmuş deri hastalıklarında kullanılmaktadır. 

 

           Türkiye ilaç piyasasında, DİF + KLO kombinasyonunu içeren iki adet krem 

preparatı, DİF + izokonazol nitrat kombinasyonunu içeren iki adet krem preparatı ve 

DİF’ı tek başına içeren iki adet merhem preparatı bulunmaktadır. KLO’ün ise DİF 

ile ikili kombinasyonundan başka promestrien ile ikili kombinasyonunu içeren bir 

vajinal tableti de Türkiye ilaç piyasasında yer almaktadır. 

 

         Bu sayılan formülasyonlar içinden iki adet krem preparatının içerisinde karışım 

halinde birlikte yer aldığı görülen DİF ve KLO’ün aynı anda miktar tayinleri için, 

rutin analizlerinde kullanılabilecek hızlı, kolay ve duyarlı analiz yöntemleri 

geliştirmek tez çalışmasının temel amacı ve başlığı olarak seçilmiştir. Türkiye 

dışında DİF + KLO kombinasyonunu içeren çok sayıda preparatın tedavide 

kullanıldığı da saptanmıştır. Bu nedenle de geliştirilecek yöntemlerin geniş bir alanda 

ilaç analizlerinde kullanımı sağlanmış olacaktır. 

 

          Yapılan literatür çalışmalarında  kaynaklar bölümünde de gösterildiği şekilde 

DİF için farmasötik preparatlarda tek başına bulunduğunda veya koruyucu maddeler 

yanında miktar tayini için yüksek basınçlı sıvı kromatografik (YBSK) yöntemlerin 

geliştirildiği gözlenmektedir (Amin ve Schneider 1978, Gagliardi ve Ark. 2002, 

Maeda ve Ark. 1987, Maeda ve Ark. 1988).  

 

KLO için ise; farmasötik preparatlarda tek başına bulunuyorken polarografik 

(Bosch ve Ark., 1987) ve gaz kromatografik olarak (Degen ve Schweiser, 1977), 
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kloroksin varlığında ise spektrofluorimetrik flow-injection yöntemiyle (Peres-Ruiz 

ve Ark. 1996)  miktarının tayin edildiği daha önce yapılmış çalışmalarda 

gözlenmiştir. 

 

       Görüldüğü gibi farmasötik preparatlarda DİF + KLO’ün birarada bulunuyorken 

aynı anda miktar tayinleri için geliştirilmiş bir yöntem bulunmamaktadır. Dolayısıyla 

bu konuda yapılacak çalışmalar tamamen orijinal olacaktır. 

  

           Ayrıca bu seçilen formülasyonların krem şeklinde olması çalışmanın 

zorluğunu da beraberinde getirmektedir. Bu tür preparatlarda çalışılırken etken 

maddelerin içerisinde bulundukları krem bazının etkisinin de hesaba katılması ve 

dolayısıyla etken maddelerin ortamdan ekstre edilmeleri gerekebilmektedir ki bu 

işlem hem uzun hem de  zahmetli bir işlem olup, sonuçlar açısından hassasiyetin de 

düşmesine neden olmaktadır. Amacımız böyle bir ekstraksiyon işlemi gerekmeden 

DİF + KLO’ün seçilen preparatlarda aynı anda miktar tayinlerinin yapılabilmesini 

sağlamaktır. 

 

        Bu yüksek lisans tezi kapsamında  ikili karışım halinde bulunan DİF + KLO’ün 

aynı anda miktar tayinleri için yapılacak çalışmalarda spektrofotometrik analizler 

temel alınmış ve gerek ölçülen absorbans değerlerini kemometrik teknikler ile 

değerlendirerek ve gerekse de spektrum oranları türev spektrofotometri yardımıyla 

karışım içerisindeki bu iki etken maddenin hiçbir ayırma işlemi gerekmeksizin 

miktar tayinlerinin yapılabilmesi için yöntemler geliştirilmesi amaçlanmıştır. 

Kemometrik yöntemler olarak; klasik en küçük kareler yöntemi (CLS), ters en küçük 

kareler yöntemi (ILS), temel bileşen regresyonu (PCR) ve kısmi en küçük kareler 

(PLS) tekniklerinin uygulanması planlanmıştır. Elde edilen sonuçların 

karşılaştırılması amacıyla  ayrıca bir YBSK yöntemi geliştirilmesi ve geliştirilen tüm 

yöntemlerin DİF + KLO içeren seçilmiş farmasötik preparatlara uygulamasının 

sağlanması amaç olarak belirlenmiştir. 

 

 

 
 



 3

1.2. KİMYASAL VE FİZİKSEL ÖZELLİKLER 
 
1.2.1. Diflukortolon Valerat (DİF) 

 

Formül :  
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Kapalı formül : C27H36F2O5 

  

Kimyasal yapısı :  

 6α,9α – difloro-3,20 diokso-11β,21-hidroksi-16α–metilpregna-1,4-dien-21-il 

valerat. 

 

Fiziksel özellikleri : 

 DİF beyaz renkte, kokusuz ve kristalize bir tozdur. Pratik olarak suda 

çözünmez. Diklorometan ve dioksan’da kolaylıkla çözünürken, metanolde az, eterde 

çok zayıf çözünürlüğe sahiptir. Işıktan bozunur. Molekül ağırlığı 478.57 gram’dır. 

Erime noktası 195 0C’dir. 
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UV spektrumu : 

 DİF’ın metanol - su (3:1) karışımındaki çözeltisinin UV spektrumunda 239.7 

nm’de bir maksimum görülür. 9.6 μg/ml DİF çözeltisinin 239.7 nm’deki absorbansı 

0.431’dir (Şekil 1.1).  

 

 

 

 

 
Şekil.1.1. DİF’ın metanol – su (3:1) karışımındaki 9.6 μg/mL çözeltisinin UV 

spektrumu. 

 

 

 

Genel Farmakolojik Etkisi :  

Enflamasyonlu deri hastalıklarında kullanılan topikal bir kortikosteroiddir. 

 

Tanım : 

 DİF, glukokortikoid aktivitesinden dolayı çok çeşitli deri hastalıklarında 

topikal olarak kullanılır. Genellikle % 0.1 veya % 0.3 oranında krem veya pomat 

olarak hazırlanmaktadır. Enflamasyonlu deri hastalıklarında ekzema, dermatit, 

psöriazis ve aşırı kaşıntı ya da tahrişten kaynaklanan deri kızarıklıklarında endikedir. 

Dalga boyu (nm) 

Absorbans 
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Farmakolojik etkileri : 

DİF, derideki enflamasyonu azaltıcı etki gösteren sentetik bir 

kortikosteroiddir. Deriye uygulandığında deri hücreleri tarafından absorbe edilir. 

Hücreden serbest bırakılan bazı kimyasal maddelerin salınımını engelleyerek etki 

gösterir. Bu kimyasal maddeler immün sistem için çok önemlidir ve alerji veya 

irritasyon reaksiyonlarında serbest bırakılarak damarların genişlemesine ve 

dolayısıyla enfekte bölgenin kızarmasına, kaşınmasına, yanmasına neden olurlar. 

Deride serbest bırakılma oranları düşürüldüğünde, DİF enflamasyonu azaltarak 

kaşıntıyı tedavi eder. Preparatlar genellikle % 0.1 veya % 0.3 oranında hazırlanır.  

 

Endikasyonları : 

• Discoid Lupus Eritemtosus (DLE) diye bilinen enflamasyonlu deri hasarı  

• Psöriazis 

• Şiddetli ekzema 

• Şiddetli enflamasyonlu deri hasarı 

• Kaşıntı, yanma ve kızarıklıklarla genellikle genital bölgede, bileklerde ve 

sırtta oluşan deri hastalıkları 

• Nörodermatit 

gibi semptomların giderilmesinde kullanılır. 

 

Doz : 

 Hastalıklı deri üzerine ince bir tabaka halinde ve yayarak sürülür. Günde 2 

veya 3 kez, iyileşme görülmeye başlandığında ise günde 1 kez uygulanır. 

 

Kontrendikasyonları : 

• Akne rosasea 

• Akne vulgaris 

• Virüslerle, mantarlarla veya bakterilerle enfekte olmuş deri üzerine 

• Ağız etrafındaki enflamasyonlarda 

• 4 yaşın altındaki çocuklarda 

• Hamilelerde ve emziren bayanlarda kullanılmamalıdır.  
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Yan etkileri : 

 7 günden fazla kullanıldığında diğer kortikosteroidler gibi deriden çok fazla 

absorbe olduğundan deri incelmesine ve adrenal salgılamanın baskılanmasına neden 

olur. 

 

Saklama koşulları : 

 Oda sıcaklığında ve ışıktan uzakta muhafaza edilmelidir. 
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1.2.2. Klorkinaldol (KLO) 

 

Formül :  
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Kapalı formül : C10H7Cl2NO 

 

Kimyasal yapısı :  

 5,5-dikloro-2-metilkinolin-8-ol 

 

Fiziksel özellikleri : 

 KLO, sarımsı kahve renkte ve kokusuz kristalize bir tozdur. Pratik olarak 

suda çözünmez. 1 kısım KLO 100 kısım etanolde, 20 kısım kloroformda, 33 kısım 

eterde ve asetonda çözünür. Demir III klorür ile mavi-yeşil renk verir. Erime noktası 

110-114 0C’dir. Molekül ağırlığı 227.98 gram’dır. 

 

UV spektrumu : 

 KLO’ün metanol - su (3:1) karışımındaki çözeltisinin UV spektrumunda, 

205.3, 250.7 nm ve 318.8 nm’de üç adet maksimum, 270.3 nm ise bir adet omuz 

görülür. 4 μg/ml KLO çözeltisinin bu dalga boylarındaki absorbans değerleri 

sırasıyla 205.3 nm’de 0.979, 250.7 nm’de 1.141, 270.3’te 0.231 ve 318.8 nm’de 

0.089’tür (Şekil 1.2). 
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Şekil.1.2. KLO’ün metanol – su (3:1) karışımındaki 4 μg/mL çözeltisinin UV 

spektrumu. 

  

 

 

Genel Farmakolojik Etkisi :  

%3’lük konsantrasyonları topikal olarak enfekte ciltlerde ve vajinal 

enfeksiyonlarda kullanılır. Antimikotik ve antifungal etkilidir. 

 

Tanım : 

 KLO özellikle enfekte deri hastalıklarında ve vajinal enfeksiyonlarda 

kullanılır. Genellikle % 3 oranında krem veya 200 mg’lık vajinal tablet olarak 

hazırlanmaktadır. KLO, yumuşak bakterilerin ve küf mantarlarının, dermatofitlerin 

ve mayaların çoğalmasını inhibe ederek bu tür enfeksiyonlara karşı etki gösteren bir 

ajandır. 

 

Farmakolojik etkileri : 

KLO, sağlam deriden perkütan olarak çok düşük miktarda absorbe edilir. 

Organizmaya penetre olduktan sonra hızla tamamına yakın kısmı idrardan 

Dalga boyu (nm) 

Absorbans 
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glukuronid olarak itrah edilir. Maddenin metabolitlerine dönüşmesi sadece 

konjugasyon yolu ile olduğu için aynı zamanda verilen P450 enzimleri ile 

etkileşmez.  

 

Endikasyonları : 

• Ekzema  

• Psöriazis 

• Dermatit 

• Vajinal enfeksiyon tedavisi 

• Mantar enfeksiyonları 

• Yumuşak bakteri enfeksiyonları gibi semptomların giderilmesinde 

kullanılır. 

 

Doz : 

 Krem formu hastalıklı deri üzerine ince bir tabaka halinde ve yayarak sürülür. 

Günde 2 veya 3 kez, iyileşme görülmeye başlandığında ise günde 1 kez uygulanır.  

 

Kontrendikasyonları : 

• Akne rosasea 

• Akne vulgaris 

• Ağız etrafındaki enflamasyonlarda 

• Östrojene bağlı kanser hikayesi olanlarda 

• 4 yaşın altındaki çocuklarda 

• Hamilelerde ve emziren bayanlarda kullanılmamalıdır.  

 

Yan etkileri : 

 7 günden fazla kullanıldığında deride ülseratif etkilerin meydana gelmesine 

neden olur. Deride pigmentasyon değişikliği, irritasyon ve incelme gözlenebilir. 

 

Saklama koşulları : 

 Oda sıcaklığında muhafaza edilmelidir. 
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1.3. TÜRKİYE’DE DİF İÇEREN PREPARATLAR 

 

• NERİSONA-C ® Krem (Intendis) 

 Diflukortolon valerat ……………..1 mg 

 Klorkinaldol   ……………………10 mg / 1 gr krem 

 

• IMPETEX ® Krem (Roche) 

 Diflukortolon valerat ……………..1 mg 

 Klorkinaldol   ……………………10 mg / 1 gr krem 

 

• TRAVOKORT ® Krem (Intendis)  

 Diflukortolon valerat …. …………1 mg 

 İsokonazol  nitrat  ……………….10 mg / 1 gr krem 

 

• TRAVAZOL ® Krem (Bilim)       

 Diflukortolon valerat …………….1 mg 

 İsokonazol  nitrat  ………………10 mg / 1 gr krem 

 

• TEMETEX ® Krem/Merhem (Roche) 

 Diflukortolon valerat…………….1 mg  / 1 gr krem 

 

• TEMETEX FORTE ® Merhem (Roche) 

 Diflukortolon valerat…………….3 mg / 1 gr krem 
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1.4. TÜRKİYE’DE DİF İÇEREN PREPARATLAR İLE İLGİLİ BİLGİLER 

 

1.4.1. NERISONA-C ® krem 

 

Farmakolojik etkileri :  

 Nerisona-C ® krem, endike ve iltihabi belirtilerin ön planda olduğu, 

bakteriyal ve/veya mikotik enfekte deri hastalıkların başlangıç ve ara tedavisi için 

uygundur. Ayrıca söz konusu iltihabi ve alerjik deri hastalıklarında bakteriyal ve 

mikotik enfeksiyonların proflaksisi için uygundur. 

 

Kullanılırken dikkat edilmesi gereken noktalar : 

• Tüberküloz ve virütik enfeksiyon varlığında kontrendikedir. 

• 4 yaşından küçük çocuklarda ve gebeliğin ilk 3 ayında kullanılmamalıdır. 

• Göze kaçmamasına dikkat edilmelidir. 

 

Yan etkileri : 

 Geniş alana ve uzun süreli uygulama sonucunda ; 

• Deride atrofi 

• Telenjiektaziler 

• Striae 

• Deride akne formunda değişiklikler 

• Kortikoid kullanımına bağlı sistemik etkiler görülebilir. 

Gebe ve emziren kadınlarda uzun süreli ve geniş alanda kullanımları 

sonucunda yeni doğanlarda bazı yan etkiler görülebilir (hamileliğin son 

haftalarındaki uygulamalar sonucu böbreküstü bezi fonksiyon bozuklukları gibi ). 

 

1.4.2. IMPETEX ® krem 

 

Farmakolojik etkileri : 

 Topikal kortikosteroid tedavisine cevap veren, bakteri ve/veya mantarlarla 

enfekte deri hastalıklarında kullanılır. Antimikotik ve kortikosteroid etkilidir. 

Nummuler ekzema, dishidrotik ekzema, variköz durumlarındaki ekzema, bakterisid, 
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ekzematid, piyoderma, follikülit, impetigo, eritrasma, dermatofit maya, maya benzeri 

mantarlara bağlı dermatomikozlarda kullanılır. Ayrıca bakteri ve mantar 

enfeksiyonlarına karşı profilaksi arzulanan enflamatuar ve alerjik deri hastalıklarının 

tedavisinde önerilir. 

 

Kullanılırken dikkat edilmesi gereken noktalar : 

• Gözlerde kullanılmamalıdır. 

• İrritasyon görüldüğünde kullanımı durdurulmalıdır. 

• Zorunlu olmadıkça hamilelerde ve emziren bayanlarda kullanılmamalıdır. 

• Bebeklerde ve 4 yaşından küçük çocuklarda 3 haftadan fazla 

kullanılmamalıdır. 

  

Yan etkileri : 

 Impetex ® krem vücudun büyük bir bölümünde uzun süre uygulandığında 

diğer kortikosteroidlerde olduğu gibi bir takım lokal yan etkilere neden olabilir. 

Örneğin, deride atrofi, telanjiyektazi, çatlaklar, akne oluşumu, eritem, irritasyon 

ayrıca absorbsiyona bağlı olarak sistemik etkiler (adrenal supresyon) görülebilir. 

Absorbsiyonun artması sistemik yan etkilere neden olabilir. 
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1.5. DÜNYADA DİF İÇEREN TİCARİ PREPARATLAR 

 

Preparatın Adı                 Ülkesi 

Neriquinol                Avustralya 

Travocort                Avustralya 

Travocort       Belçika 

Bi-Nerisona       Brezilya 

Nersalic         Kanada 

Nersalic          Fransa 

Nerisona-C         Fransa 

Nerisona-C        Almanya 

Travocort         Almanya 

Nerisona-C        Hong-Kong 

Travocort         Hong-Kong 

Travocort          İrlanda 

Isocort             İsrail 

Multiderm            İsrail 

Corti-Fluoral            İtalya 

Dermoflogil   İtalya 

Dermobios   İtalya 

Impetex   İtalya 

Nerisona-C   İtalya 

Travocort   İtalya 

Bi-Nerisona   Meksika 

Scheriderm   Meksika 

Nerisona-C   Hollanda 

Nerisona-C   Portekiz 

Travocort   Portekiz 

Travocort   Güney Afrika 

Nerisona-C   Singapur 

Travocort   Singapur 

Claral Plus   İspanya 
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1.6. TÜRKİYE’DE KLO İÇEREN  PREPARATLAR 

 

• NERİSONA-C ® Krem (Intendis) 

 Diflukortolon valerat …………….1 mg 

 Klorkinaldol   …………………...10 mg / 1 gr krem 

 

• IMPETEX ® Krem (Roche) 

 Diflukortolon valerat …………….1 mg 

 Klorkinaldol   …………………...10 mg / 1 gr krem 

 

• COLPOSEPTINE ® Vajinal Tablet (Merck) 

 Klorkinaldol ……………………..1 mg 

 Promestriene   ………………….10 mg / 1 gr krem 
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1.7. TÜRKİYE’DE KLO İÇEREN PREPARATLAR İLE İLGİLİ BİLGİLER 

 
        İçerisinde KLO ve DİF bulunan NERİSONA-C ® Krem (Intendis) ve 

IMPETEX ® Krem (Roche) için bilgiler yukarıda 1.4.1 ve 1.4.2 bölümünde 

Türkiye’de DİF içeren preparatlar ile ilgili bilgiler başlığı altında verilmişti. 

 

1.7.1. COLPOSEPTINE ® vajinal tablet 

 

Farmakolojik etkileri : 

 Antibakteriyel ve östrojenik etkilidir. Östrojen eksikliğine bağlı olarak 

gelişen vajinal atrofilerin tedavisinde etkilidir. 

  

Kullanılırken dikkat edilmesi gereken noktalar : 

• Gebelerde kullanılmamalıdır. 

• Östrojene bağlı kanser hikayesi olanlarda kullanılmalıdır. 

 

Yan etkileri : 

 Uzun süreli kullanımda diğer kortikosteroidlerde olduğu gibi deri incelmesi, 

elastikiyet kaybı ve yüzeysel damar dilatasyonu gibi yan etkiler ortaya çıkabilir. Bu 

nedenle kullanım süresi çok uzun tutulmamalıdır. Geniş yüzeylerde uzun süreli 

kullanıldığında sistemik absorbsiyon meydana gelebilir. 
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1.8. DÜNYADA KLO İÇEREN TİCARİ PREPARATLAR 

 

Preparatın Adı    Ülkesi 

Neriquinol    Avustralya 

Ultraquinol    Avustralya 

Bi-Nerisona    Brezilya 

Locoidol    Danimarka 

Locoidol    Finlandiya 

Nerisona-C    Fransa 

Nerisona-C    Almanya 

Proctospre    Almanya 

Colposeptine    Hong Kong 

Nerisona-C    Hong Kong 

Locoid C    İrlanda 

Multiderm    İsrail 

Impetex    İtalya 

Nerisona-C    İtalya 

Locoid C    Hollanda 

Nerisona-C    Hollanda 

Bi-Nerisona    Meksika 

Locoidol    Norveç 

Locoid C    Portekiz 

Nerisona-C    Portekiz 

Trophoseptine    Portekiz 

Locoid C    Güney Afrika 

Nerisona-C    Singapur 

Amplidermis    İspanya 

Claral Plus    İspanya 

Quinortar    İspanya 

Sterosan-Hydrocortisone  İsveç 

Proctospre    İsviçre 

Locoid C    İngiltere 
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1.9. ÜZERİNDE ÇALIŞMA YAPILAN ETKEN MADDELERİN MİKTAR  

       TAYİNLERİ KONUSUNDAKİ LİTERATÜR ÇALIŞMALARI 

 

1.9.1. DİF için yapılmış çalışmalar 

 

         Gagliardi ve ark. (2002) Purospher RP ve C18 kolonu, izokratik veya 

gradient elüsyon ile  asetonitril – su (25:75)  ve  asetonitril – su (60:40) sistemleri 

yardımıyla 200 – 350 nm arasında photodiode-array dedektör kullanılarak  DİF’ı da 

kapsayan 51 adet kortikosteroidin YBSK yöntemiyle miktar tayinlerinin 

yapılabileceğini göstermişler ayrıca  geliştirilen yöntemlerin kozmetik preparatlara 

uygulamalarını da yapmışlardır. DİF için asetonitril – su (25:75)  mobil fazı 

kullanılarak yapılan çalışmalarda % geri kazanımlar sırasıyla kremlerde % 92.5 ± 

2.4, şampuanlarda % 95.8 ± 2.4 ve losyonlarda % 98.1 ± 2.7 olarak bulunmuştur. 

Yöntemdeki YAS değerinin ise 0.3 μg/ml olduğu çalışmada belirtilmektedir. 

         Maeda ve ark. (1987) Japonca olarak yazılmış çalışmalarında; içerisinde DİF 

da bulunan 11 kortikosteroidi (prednisolon, triamsinolon asetonid, fluokinolon 

asetonid, hidrokortizon butirat, fluosinonid, difluprednat, deksametazon valerat, 

betametazon valerat, prednisolon valerat-asetat, beklometazon dipropiyonat ve 

diflukortolon valerat) ve koruyucu olarak ilave edilen 4 paraben’in (metil, etil, n-

propil ve n-bütilparaben) merhemlerde YBSK ile aynı anda miktar tayinlerinin 

yapılabileceğini göstermişlerdir.  Yöntemde C18 kolonu ve mobil faz olarak metanol 

– su (50:50 ve 60:40) sistemleri kullanılmış ve dedeksiyon  254 nm’de yapılmıştır. İç 

standart olarak sek-bütil paraben seçilmiştir. Çalışma aralıklarının kortikosteroidler 

için 0.01 - 0.25 mg/mL, parabenler için ise 0.002 - 0.05 mg/mL olduğu saptanmıştır. 

Yöntemdeki bağıl standart sapmanın % 1.3 den daha küçük olduğu çalışmada 

belirtilmektedir. 

 
         Japonca olarak yazılmış bir diğer çalışmalarında Maeda ve ark. (1988); 

içerisinde DİF da bulunan 11 kortikosteroidin (prednisolon, triamsinolon asetonid, 

fluokinolon asetonid, hidrokortizon butirat, fluosinonid, difluprednat, deksametazon 

valerat, betametazon valerat, prednisolon valerat-asetat, beklometazon dipropiyonat 

ve diflukortolon valerat) ve 4 paraben’in (metil, etil, n-propil ve n-bütilparaben) 
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YBSK ile merhem preparatlarının içerisinde aynı anda miktar tayinlerini yaptıklarını 

ifade etmektedirler. Yöntemde önce SepPak silika jel kartuş üzerinde  yağda çözünür 

yardımcı madddeler 10 mL hekzan - kloroform (70:30) çözeltisi ile yıkanarak 

ayrılmaktadır. Sonra kortikosteroidler ve parabenler 10 mL etilasetat ile kartuştan 

alınmakta ve C18 kolonu üzerinde metanol – su (50:50 ve 60:40) mobil faz sistemleri 

kullanılarak  YBSK ile aynı anda miktar tayinleri yapılmaktadır. Yöntemde UV 

dedeksiyon 240 nm ve iç standart olarak sek-bütil paraben seçilmiştir. Yöntemdeki 

geri kazanım değerleri ve bağıl standart sapmaların sırasıyla % 98.4 – 103.2 ve % 0.2 

– 2.4 arasında bulunduğu çalışmada belirtilmektedir. 
 
  Amin ve Schneider (1978) yaptıkları çalışmada dört farmasötik preparat 

içerisindeki DİF ve hidrofilik yardımcı maddeler ile etinilestradiol ve hidrofobik 

yardımcı maddelerin aynı anda miktar tayinlerini YBSK, GK ve İTK ile tayin 

etmişlerdir. YBSK ile yardımcı maddeler yanında etken maddeler için daha iyi 

sonuçlar alındığını gözlemişlerdir. YBSK yöntemindeki bağıl standart sapma DİF 

için % 1.9 olarak bulunmuş, yağlı preparat içerisinde ise bu etken maddenin % 3.2 

bağıl standart sapma ile tayin edilebileceği çalışmada gösterilmiştir. 
 
 
1.9.2. KLO için yapılmış çalışmalar 

 

 Bosch ve arkadaşları (1987) tarafından yapılan bir çalışmada KLO’ün asidik 

ortamda elde edilen katodik dalga üzerinden polarografik olarak miktar tayininin 

yapıldığı ve bu yöntemin bir farmasötik preparata başarı ile uygulandığı 

gösterilmiştir. Sonuçlarda iyi bir doğruluk yüzdesi sağlandığı ve bağıl standart 

sapmanın da ± 0.013 olduğu çalışmada belirtilmektedir. 

 

 Degen ve Schweiser (1977) klortalidon ve KLO’ün biyolojik materyallerde 

ekstraktif alkilasyondan sonra gaz-sıvı kromotografisi ile miktar tayinlerinin 

yapılabildiğini göstermişlerdir. Bu çalışmada esas sülfalepsinin miktar tayinidir ve 

çalışma sırasında bu etken maddenin metabolitleri olan klortalidon ve KLO’ün de 

miktar tayini yapılmıştır. KLO tayininin yapılışı KLO’ün iç standart olarak 

kullanıldığı çalışmada belirtilmektedir. Çalışmada %3 OV-101 (1,4 m X 2 mm i.d.) 

kolonu ve elektron yakalama detektörü kullanılmış, taşıyıcı gaz olarak ise argon-
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metan (19:1) karışımı 60 ml/dk hızda geçirilmiştir. Kolon sıcaklığı 235 0C, detektör 

sıcaklığı 350 0C ve enjektör sıcaklığı 250 0C olarak seçilmiştir. Çalışmada plazma 

içerisinde KLO’ün bağıl tutunma zamanı 2.6 dak. olarak bulunmuştur. Bu çalışma 

idrar, plazma ve kanda gerçekleştirilmiş ve sırası ile % geri kazanımlar %101.1 ± 

3.6, %100.4 ± 6.2  ve %100.7 ± 3.9 olarak bulunmuştur. 

 

 Peres-Ruiz ve ark. (1996) tarafından yapılan çalışmada KLO’ün 

spektrofluorimetrik olarak miktar tayininin yapılabildiği gösterilmiştir. Yöntemde 

hem KLO’ün hem de kloroksin’in Cd (II) iyonları ile floresans veren kompleksler 

oluşturması temel alınmıştır. Yöntemde, stok çözeltiler 6 M asetik asit içerisinde 

hazırlandıktan sonra kullanılırken su ile seyreltilmişlerdir. Tampon çözelti olarak 

asetik asit - sodyum asetat tamponu kullanılmış ve pH = 4.2 olarak seçilmiştir. 

Eksitasyon (uyarma) dalga boyu 395 nm, emisyon (yayma) dalga boyu 550 nm 

olarak seçilmiştir. Tüm çalışma akış enjeksiyon (flow-injection) sisteminde 

gerçekleştirilmiş ve şartlar optimize edilmiştir. Çalışma aralığının KLO için 2.0 -

13.2 μg/ml, kloroksin için ise 2.2 - 13 μg/ml arasında olduğu, yöntemdeki bağıl 

standart sapmanın KLO için % 0.29, kloroksin için ise % 0.81 olduğu saptanmıştır. 

Yöntem çeşitli farmasötik preparatlara uygulanmış ve hem KLO’ün tek başına 

olduğunda hem de kloroksin ile birlikte bulunduğunda miktar tayinleri için yöntemin 

başarı ile kullanılabileceği ifade edilmiştir. Farmasötik preparatlardaki % geri 

kazanım değerlerinin % 96.4 ile %102.2 arasında değiştiği çalışmada anlatılmaktadır. 
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2. GEREÇ ve YÖNTEM 

2.1.    KULLANILAN YÖNTEMLER 

2.1.1. Spektrum oranları türev spektrofotometri  

Bu yöntem zero-order (orijinal) absorbsiyon spektrumların birbirine 

bölümünün türevinin çizdirilerek karışım analizlerinin yapılması esasına dayanır. 

Yöntemde, bir karışımın absorbsiyon spektrumu alınır ve karışımın içinde bulunan 

bileşiklerden birinin standart çözeltisinin absorbsiyon spektrumuna bölünür (oran 

spektrumu). Sonra bu spektrumun 1. türevi çizdirilir. Gerekirse diğer derece türevleri 

de çizdirilir. Karışımdaki diğer bileşiğin miktarı bir kalibrasyon grafiği yardımıyla 

hesaplanır.  

 

Yöntemi daha iyi açıklayabilmek için  M ve N gibi iki bileşenden meydana 

gelmiş bir karışım varlığını ve bunlar için kullanılan dalga boyu aralığında her dalga 

boyu için Beer kanununun geçerli olduğunu kabul edelir. Karışım absorpsiyonu için 

aşağıdaki eşitlik yazılabilir :  

 

                  A k λ1 = ε Mλ1 . C M +  εNλ1 . C N                                   (1) 

 

Burada A k λ1 karışımın λ1’deki absorbsiyonu, ε Mλ1 ve ε Nλ1 , M ve N’nin 

molar absorpsiyon katsayıları, CM ve CN ise M ve N’nin molar konsantrasyonlarıdır. 

 

Eğer  (1) eşitliği M’in standart çözeltisinin absorbsiyon spektrumuna 

bölünecek olursa ( C0
M ) aşağıdaki eşitlik yazılabilir : 

 

                A k λ1                   CM               ε Nλ1 . CN 

                                =                     +                                          (2) 

          ε Mλ1 . C0
M                        C0

M                     ε Mλ1 . C0
M 
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Bu denklem aşağıdaki gibi basitleştirilebilir : 

 

              A k λ1                                         ε Nλ1  
                                 =      CM   +  CN       (3)  

              ε Mλ1                                         ε Mλ1  
 

Eğer   A k λ1/ ε Mλ1, ε Nλ1 / ε Mλ1 fonksiyon olarak grafiğe geçirilirse bir doğru 

elde edilir ki bunun eğimi CN, kesim noktası ise CM  olur. Her dalga boyu için ε Nλ1 / 

ε Mλ1 oranını bulabilmek  için M ve N standart ekimolar çözeltileri hazırlanır ve 

bunların absorbansları ölçülerek her dalga boyu için bunların oranları hesaplanır 

(Blanco ve ark.,1995). Ayrıca sözü edilen M+N karışımında N’nin tayini için   ( 2 ) 

nolu eşitliğin türevi alınır. 

 

   d          A k λ1                          CM             d      ε Nλ1 . C N 

       (                       ) =  0 +  (             )                                                (4) 

  dλ     ε Mλ1 . C0
M                                C0

M              dλ        ε Mλ1 . C0
M 

 

 

Böylece CM/C0
M değeri sıfır olur. (4) eşitliği karışımın spektrum oranları türev 

spektrumudur ve yalnızca CN ile C0
M’e bağlıdır; fakat CM’nin karışımdaki 

konsantrasyonuna bağlı değildir. C0
M sabit olduğuna göre karışımdaki CN bulunabilir 

(Salinas ve ark.,1990) 

 

Bunun için işlem olarak saf N’nin değişik konsantrasyonlardaki çözeltilerinin 

spektrumları alınır ve hafızaya kaydedilir. Sonra C0
M konsantrasyonunda olarak 

M’nin standart çözeltisi hazırlanır ve bunun alınan absorbsiyon spektrumuna 

hafızadaki N’nin spektrumları bölünür. Bu amaç için bir bilgisayar programı 

kullanılır. Böylece elde edilen “oran spektrumun”nun türev spektrumu çizdirilir ve 

genellikle maximum ve minimuma karşılık gelen dalga boyunda türev absorbans 

değerleri okunur. Bu değerler CN’e karşı grafiğe geçirilerek bir kalibrasyon grafiği 
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hazırlanır. Sonra işlem M + N karışımına uygulanıp daha önce N için hazırlanan  

kalibrasyon grafiği yardımıyla karışımda N’nin miktarı tayin edilir. Karşımdaki 

M’nin miktar tayini için yukarıdaki benzer işlem tekrar edilir.  

 

Eğer bölücü (divisor) standart konsantrasyon artırılıp eksiltilirse, elde edilecek 

türev absorbans değerleri de buna bağlı olarak artar veya eksilir. Fakat maksimum ve 

minimum dalga boyları değişmez. 

 

Bu yöntemi karışım analizlerinde kullanılabilmesine ek olarak en önemli iki 

avantajı şunlardır.  

1. İstenmeyen bölgelerdeki maksimum ve minimumların yerlerinin 

değişmesi. 

2. Okunacak türev oran absorbans değerlerinin normal türev 

spektrumlarındakine göre yüksek değerlerde olmasıdır. 

 

        İkili karışımlar için oran spektrumunun 1. türevinin alınması yeterli 

olmaktadır. Fazla bileşenli karışımlar için daha büyük türev dereceleri 

gerekmektedir. 
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2.1.2. Kemometrik Yöntemler 

         1972’de ismi konulan kemometri, kimyasal verilerin analizlenmesi 

yardımıyla optimum ölçüm işlemleri ve yöntemlerinin seçimi ve tasarlanması, ve 

maksimum kimyasal bilgi edinilmesi için matematik ve istatistik yöntemlerin 

kullanıldığı bir alan olarak tarif edilmektedir. Bu özellikleri nedeniyle de analitik 

kimyada çok yaygın olarak kullanılmaktadır. Kemometrinin en çok kullanıldığı 

analiz yöntemlerinin başında spektroskopi gelmektedir. Spektroskopik yöntemler ise 

günümüzde pek çok amaçla analizciler tarafından kullanılmaktadır. Özellikle UV-

Visible spektroskopi çok fazla kullanım alanına sahip olup üzerinde çalışılan numune 

için hem kalitatif hem de kantitatif açıdan bilgiler elde etmemizi sağlar. Kantitatif 

analitik spektroskopi açısından önemli olan analiz edilecek maddenin miktarıdır. 

Miktar tayinleri için öncelikle kalibrasyon işleminin gerçekleştirilmesi gerekir. 

Kalibrasyon işlemlerinde cihazdan elde edilen analitik sinyallerin analiz edilen 

maddenin konsantrasyonu ile orantılı olması esastır. Kalibrasyon işlemleri yıllardır 

kullanılmasına rağmen bilgisayar teknolojisinin ve gelişmiş cihazların 

kullanılmasıyla büyük bir atılım göstermiş (Cowe ve Mcnicol, 1985; Fredericks ve 

Ark., 1985; Thomas, 1994) olup, günümüzde ticari olarak satılan pek çok analiz 

cihazının içerisinde bunların çözümü için geliştirilen programlar standart olarak yer 

almaktadır. 

 

         Spektrokimyasal analizlerde değişik pek çok kalibrasyon yöntemleri 

geliştirilmiştir (Atkinson, 1985;  Beebe ve Kowalski, 1987; Booksh Ve Kowalski, 

1994; Box, 1980; Cook ve Weisberg, 1982; Geladi ve Kowalski, 1986; Haaland ve 

Thomas, 1988; Hawkins, 1993; Miller, 1991; Roecker, 1991; Stromberg, 1993; 

Wentzell ve Ark., 1997). Bu yöntemler içerisinde klasik olanı tek değişkenli  

kalibrasyondur, ki bunda basit lineer regresyon yöntemleri kullanılır ve ölçülen 

cevaplarda herhangi bir başka girişimin olmadığı kabul edilir. Bundan sonra pek çok 

girişimin hesaba katıldığı kompleks kimyasal karışımların analizi için çok değişkenli 

kalibrasyon yöntemleri geliştirilmiştir. Analiz edilecek madde ile elde edilen analitik 

sinyal arasındaki ilişkinin non-lineer olduğu (doğrusal olmayan) çok sayıda 

multivariate (çok değişkenli) kalibrasyon yöntemi de geliştirilmiştir (Frank, 1990; 
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Dutter ve Huber, 1981; Lawrence ve Arthur, 1990; Ratkowsky, 1990; Sekuliç ve 

Ark., 1993; Stromberg ve Ruppert, 1989). Analiz için hangi kalibrasyon yönteminin 

seçileceği bu tekniklerin temeline göredir. Bu nedenle değişik tipteki kalibrasyon 

tekniklerinin teorik temelleri ve bunların avantaj ve dezavantajları aşağıda 

gösterilmiştir: 

 

2.1.2.1. Tek Değişkenli Kalibrasyon Yöntemleri 

 
         Tek değişkenli  kalibrasyon yöntemleri 0. derece kalibrasyon yöntemleri 

olarak sınıflandırılır (Booksh ve Kowalski, 1994) ve bu yöntemlerde 

spektrofotometre gibi cihazlarda spesifik bir dalga boyunda analiz edilecek maddenin 

konsantrasyonu için ölçüm yapılır. Tek değişkenli  kalibrasyon tekniği cihazdan elde 

edilen cevabın hiçbir başka girişim olmaksızın sadece incelenen bileşiğe bağlı 

olmasını gerektirir. Burada miktar tayini iki basamaklı bir işlemdir. Bunlardan 

birincisi kalibrasyon, ikincisi tahmindir. Birinci basamakta konsantrasyonları belli 

bir numune serisi için ölçümler yapılır. Bu kalibrasyon serisi genellikle kalibrasyon 

seti veya çalışma seti olarak adlandırılır. Bu kalibrasyon serisi, cihazdan analiz 

edilecek maddenin konsantrasyonuna bağlı olarak alınan cevaplara göre bir 

kalibrasyon modelinin kurulması için kullanılır. İkinci basamak ise konsantrasyonu 

bilinmeyen numune için cihazdan alınan cevabın ölçülmesi ve daha önce kurulmuş 

olan kalibrasyon modeli yardımıyla numune konsantrasyonunun tahmin edilmesidir.  

 

        Aşağıdaki bölümde koyu alt harfler vektörleri,  italik alt harfler scaları (sabit 

sayıları)  ve koyu üst harfler ise matrisleri göstermektedir.Bütün vektörler kolon 

vektörleri olarak ifade edilmiştir. 

 

       Bir tek değişkenli  kalibrasyon yöntemi için cihazdan sabit bir dalga boyunda 

alınan cevap r, c ile gösterilen analit konsantrasyonu ile orantılıdır ve bu aşağıdaki 

kalibrasyon fonksiyonu ile ifade edilir : 

 

         r = f ( c) + er                                                              (5) 

        Burada er; cihazdan gelen cevap ile meydana gelen hatayı ifade eder. 

Spektroskopide f(c) ile gösterilen bağıntı,  Beer kanununa göre doğrusal olduğu 
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kabul edilir ki maksimum absorbsiyon yapılan dalga boyunda analit için okunan 

cihaz cevabının analit konsantrasyonu ile orantılı olduğunu ifade eder. Burada 

cihazdan elde edilen cevap olarak absorbans ölçümleri anlaşılacaktır. Kalibrasyon 

modeli seçiminde cihaz cevabı ile analit konsantrasyonunun arasında doğrusal bir 

ilişkinin olduğunu kabul eden iki bilinen yöntem vardır. Bunlar, klasik ve ters tek 

değişkenli  kalibrasyon yöntemleri olarak adlandırılırlar.  

 

2.1.2.1.1. Klasik  Tek  Değişkenli  Kalibrasyon Yöntemleri 

 

        Klasik tek değişkenli kalibrasyon yöntemi Beer kanununu temel alır ve 

istatistiksel model olarak aşağıdaki gibi ifade edilir : 

 

ai = b0 + b1.ci + ei                                             (6)  

 

       Burada ai ve ci,  m sayıdaki kalibrasyon standardı için i. numunenin sırasıyla 

cihaz cevabı ve analit konsantrasyonlarıdır. ai’de meydana gelen ölçüm hatası ise ei 

ile gösterilir. İdealde, cihaz cevabında hiç hata olmadığı kabul edilir ve bu durumda 

(6) denklemi bir doğru olur. b0 ve b1, bu doğrunun sırasıyla kesim noktaları ve 

eğimidir. Fakat gerçek uygulamalarda her zaman cihaz cevabıyla ilgili veya 

konsantrasyon değerlerinden kaynaklanan değişik cinsten hatalar gelmektedir. Bu 

nedenle kantitatif spektrokimyasal analizdeki alışılmış işlemlerde cihaz cevabı analit 

konsantrasyonunun m kalibrasyon standart serisi için grafiğe geçirilir. En iyi doğru 

en küçük kareler yöntemi kullanılarak b0 ve b1’in hesaba katıldığı verilerin grafiğe 

geçirilmesiyle elde edilir. Şekil 2.1 sentetik numunenin konsantrasyonuna karşı 

okunan absorbans ölçümlerinin grafiğe geçirilmesini göstermektedir  
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Şekil 2.1. Regresyon grafiği. 

 

Şekil 2.1’de doğrunun her noktasından düşeysel sapmaların her bir analit için 

cihaz cevabında oluşan hatayla bağlantılı olduğu düşünülür ve residual olarak 

adlandırılır. En küçük kareler yöntemi, klasik tek değişkenli kalibrasyon yönteminde 

her noktadaki farkların (residuallerin) karelerinin toplamını (SS) minimize eder. Bu 

veri serisinin SS’si, m sayıda kalibrasyon numunesi için 2 eşitliğinde yeniden bir 

düzenlemeyi getirir. 

        SS’yi minimize etmek için buradaki her iki parametreye göre kısmi türevi 

alınıp 0’a eşitlenmelidir ki bu işlemi yapmak ve sonra denklemi çözmekle SS 

otomatik olarak minimize olmaz, SS’nin kısmi ikinci türevinin matrisinin 

determinantının pozitif olması da gerekir böylece maksimum yerine minimum elde 

edilir. 
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SS = ∑
=

m

i 1
e   2  i                      =   ∑

=

m

i 1
 (ai – b0 – b1 . ci ) 2                                                                    (7) 

 

σ SS / σ b0 = 2 ∑
=

m

i 1

(ai – b0 – b1 . ci ) . (-1) = 0                                                      (8.a) 

σ SS / σ b 0   = 2 ∑
=

m

i 1
(ai – b0 – b1 . ci ) . (-ci) = 0                                                   (8.b)   
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      8.a  ve  8.b ‘den 2  ve –1’in düşürülmesi sonucunda b0  ve  b1 aşağıdaki 

eşitliklerin çözümü ile elde edilebilir : 

∑
=

m

i 1

(ai – b0 – b1 . ci ) = 0                                                                                       (9.a) 

∑
=

m

i 1
 (ci . ai – ci . b0 – b1.  ci 

2) = 0                                                                            (9.b) 

        

Bu eşitlikler şu hali alır : 

mb0 + b1  ∑
=

m

i 1
ci =  ∑

=

m

i 1
ai                                                                                     (10.a) 

b0 ∑
=

m

i 1

ci +  b1 ∑
=

m

i 1

  ci 
2 =   ∑

=

m

i 1

ci .  ai                                                                            (10.b) 

                                

       Bu eşitliklerin çözümü b0 ve b1’in en küçük karelere göre değerlerinin 

bulunmasına yardım eder.            

                  ∑
=

m

i 1
ci . ai  -  (∑

=

m

i 1
ci ) (∑

=

m

i 1
ai  ) / m                                                      

   b   ̂   1  =                                                                                                                    (11.a) 

                               ∑
=

m

i 1
ci 2- (∑

=

m

i 1
ci )2 / m                                             

ve 

  ̂b 0 = a 
-
a  -  b̂  1 . c 

-
c                                                                                                       (11.b) 

 

      Burada a 
-
 ve c 

-
 cihaz cevapları analit konsantrasyonlarının m sayıdaki 

kalibrasyon numunesi için ortalama değerleridir. Buna göre kalibrasyon eşitliği 

aşağıdaki biçimde ifade edilir : 
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â =  b̂   0  +  b̂  1 . c                                                                                                       (12) 

 

      Buna göre bilinmeyen numunedeki konsantrasyon aşağıdaki eşitlikten 

çözülebilir : 

 

c u = (a u - b̂  0 )  /  b̂1                                                                                                       (13) 

 

       Burada cu bilinmeyen analit konsantrasyonunu ve au ise bu numune için cihaz 

cevabını göstermektedir.  

2.1.2.1.2. Matris Cebirin Basit Lineer Regresyonda Kullanılması 

     En küçük kareler yöntemi aynı zamanda matris cebir ile de ifade edilebilir. 

Klasik tek değişkenli  kalibrasyon için tasarlanmış model matris notasyonuna göre 

aşağıdaki gibi yazılabilir : 

a = Cβ + ea                                                                         (14) 

      Burada a, cihaz cevaplarının m x 1 vektörü, C analit konsantrasyonunun m x 

2 matrisi, β ise regresyon parametrelerinin (b0 ve b1) 2 x 1 vektörü ve ea ise a’da 

meydana gelen veya modele uymayan residualdeki hataların m x 1 matrisidir. 

9.a. ve 9.b’de verilen normal eşitlikler aşağıdaki şekilde matris formunda 

ifade edilebilirler. 

 ( C′ . C). β = C′ . a                                                            (15) 

 

 

 



 30

             16’nin en küçük karelere göre çözümü ise; 

 

                                                                                                                                            β  ̂               = ( C′  . C) –1. C′ . a   

                                                               (16)    

   Burada β̂ ; modele uymayan residuallerin karelerinin toplamıyla birlikte b0 ve 

b1 parametrelerinin en küçük karelere göre tayin edilmiş değeridir. Bu parametreler 

tayin edildiğinde 13 eşitliği yardımıyla kolayca bilinmeyen numunenin 

konsantrasyonunu belirtir. 

2.1.2.1.3. Ters  Tek  Değişkenli  Kalibrasyon Yöntemleri 

         Ters  tek değişkenli  kalibrasyon yöntemi bir ters işlem olarak adlandırılır ve 

Beer kanununun tersini kabul eder. Buna göre istatistik modeli olarak aşağıdaki 

gibidir : 

 

ci = p0 + p1. ai + ei                                                                  (17) 

 

         Burada ei; referans değer olan  ci’deki hatayı kabul eder. Kalibrasyon 

basamaklarında model parametreleri (p0 ve p1) daha önceki bölümde açıklanan en 

küçük kareler yöntemi ile tayin edilir. Aşağıdaki eşitlikler, kalibrasyon doğrusundaki 

eğim ve kesim noktalarının tayini için kullanılır.  

                        

        ∑
=

m

i 1
c i .  a i  - (∑

=

m

i 1
c i ) . (∑

=

m

i 1
a i ) / m 

p̂  1 =                                                               (18) 

              ∑
=

m

i 1

 a i 2 – (∑
=

m

i 1

a i )2 / m              
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                               ̂p  0 =  c ̄  +  ̂p  1. a ̄ 

        Burada a ̄   ve c ̄   sırasıyla ortalama, m sayıdaki kalibrasyon numunesi için cihaz 

cevabı ve analit konsantrasyonunun ortalama değerleridir. Buna göre kalibrasyon 

eşitliği aşağıdaki şekilde yazılabilir : 

c   =  p̂  0   +    ̂p  1 . a                                                                                                       (19) 

         Tahmin basamağında bilinmeyen numunenin konsantrasyonu aşağıdaki 

eşitlikten hesaplanabilir : 

 

 ̂c   u = p  0 + p̂  i . a u                                                                                                         (20) 

 

      Burada   c    ̂ u   bilinmeyen analit konsantrasyonu,  au ise bu numune için alınan 

cihaz cevabıdır.               

      Tek değişkenli kalibrasyon yöntemleri, seçici ölçümlerin bulunduğu veya 

analite hiçbir girişimin olmadığı hallerde büyük bir basitlik sağlar. Bununla birlikte 

tek bir ölçüme dayalı analizlerin yetersizliği bunların kullanımını sınırlı hale getirir. 

Girişimin hiç olmadığı sistemlerle gerçek uygulamalarda çok nadiren karşılaşılır ve 

girişim yapan etkenlerin konsantrasyonu da genellikle bilinmez. En kötüsü ise 

numune içinde girişim yapan bileşiğin miktarı her zaman aynı değildir. Ayrıca küçük 

konsantrasyonlardaki veri ile hazırlanan   kalibrasyonlar için seçilen dalga boylarında 

okunan cihaz cevapları içinde gürültü miktarı da büyük etkendir. Bir başka problem 

ise her ölçümde sabit bir baseline’nın olmamasıdır.  

       Klasik ve ters yöntemle elde edilen sonuçlar bir numune için birbirinden 

farklı olabilir. Ama bu fark çok anlamlı değildir. Bir tek değişkenli kalibrasyon 

yönteminin seçimi kalibrasyon standartlarının referans değerleri veya cihaz 

cevaplarının daha hassas olması durumuna göredir. 
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2.1.2.2.Çok Değişkenli  Kalibrasyon Yöntemleri 

       Modern spektroskopik cihazlar, içinde birden fazla bileşik içeren bir numune 

için bir dakika içinde yüzlerce spektrum alabilecek kadar hızlı hale getirilmişlerdir. 

Tek değişkenli kalibrasyon yöntemleri bu tip veriler için uygun değildir. Çok 

değişkenli analizler çok sayıdaki matematik işlemlerden meydana gelmiştir ve her 

numune için cihazdan bir veya daha fazla cevabın ölçüldüğü kimyasal analizlere 

uygulanabilir (Beebe ve Kowalski, 1987; Gnanadesikan, 1977; Jochum ve Schrott, 

1984; Kisner ve Ark., 1983; Mardia ve Ark., 1979; Rencher, 1995) . 

         Spektroskopide çok değişkenli kalibrasyon yöntemleri, birden fazla bileşen 

içeren numunelerin çok sayıdaki dalga boyunda ölçülen cihaz cevaplarını içeren 

verilerle ilgilenir. Çok değişkenli  kalibrasyon yöntemleri tek değişkenli kalibrasyon 

yöntemlerindeki problemleri yok edebilir. Çünkü verilen bir numune için analit 

konsantrasyonunun tahmininde verilerin pek çok parçası kullanılır. Örneğin; 

cihazdaki noise (gürültü) sinyallerinin ortalaması alınmak suretiyle azaltılabilir. 

Ayrıca çok değişkenli kalibrasyon yöntemiyle numunedeki girişim yapan maddelerin 

miktarı da tayin edilebilir.  

       Geçen son yıllarda kemometrideki gelişmeler  kompleks kimyasal 

karışımların analizi için pek çok multivariate (çok değişkenli) kalibrasyon 

yönteminin gelişmesine yol göstermiştir. Günümüzde modern bilgisayarlar bu işlemi 

daha kolaylıkla yapabilir hale gelmiştir. Günümüzde spektrokimyasal analizde en 

çok kullanılan yöntemler klasik en küçük kareler, ters en küçük kareler, ki bunlar 

bazen çoklu lineer regresyon (MLR) olarak ifade edilir,  kısmi en küçük kareler ve 

temel bileşen regresyonudur (Beebe ve Kowalski, 1987; Booksh ve Kowalski, 1994; 

Haaland ve Thomas, 1988; Lorber ve Ark.,1987; Martens ve Naes, 1984; Naes ve 

Martens, 1984; Sjostrom ve Ark., 1983; Thomas, 1994) . Klasik en küçük kareler ve 

ters en küçük kareler yöntemleri univariate (tek değişkenli) kalibrasyonlarda 

kullanılan modellerin üzerine kurulmuştur ve genellikle K ve P matris yöntemleri 

olarak da adlandırılırlar. Bununla birlikte kısmi küçük kareler ve temel bileşen 

regresyonu yöntemleri cihaz cevap matrislerinin iki daha küçük matrise parçalandığı 

modelleme yöntemleridir. 
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2.1.2.2.1. Klasik En Küçük Kareler Yöntemi (CLS) 

       Klasik küçük kareler yöntemi spektroskopide klasik Beer kanununa uygulanır 

ki burada her bir dalga boyundaki absorbans değeri bileşenin konsantrasyonu ile 

doğru orantılıdır. Model hatalarının aynen klasik tek değişkenli yönteminde 

söylendiği gibi ölçülen cihaz cevaplarından kaynaklandığı düşünülür. Matris 

notasyonunda; n dalga boyunda spektrumu bulunan l sayıda kimyasal bileşiği içeren 

m kalibrasyon numunesi için aşağıdaki biçimde ifade edilebilir. 

A = CK + EA                                                                          (21)   

       Burada A, kalibrasyon spektrumunun m x n  matrisi; C, konsantrasyonların m 

x l matrisi;  K, absorbtivitenin l x n   matrisi ve EA spektral hatalar veya modele 

uymayan residuallerin m x n matrisidir. Burada K matrisi birim konsantrasyon ve 

birim ışık yolunda saf bileşiğin 0. derece spektrumlarını ifade etmektedir. En küçük 

kareler yöntemi K matrisinin tayininde kullanılır. K’ nın en küçük karelere göre 

tayini aşağıdaki şekilde ifade edilebilir.  

                                                                                                 K = (C′  C) –1 C′ . A                                                              (22) 

       Bu şekilde K  matrisi elde edildiğinde spektrumdan bilinmeyen numunenin 

konsantrasyonu aşağıdaki eşitlikten hesaplanabilir. 

Ĉ   = (K K′ ) –1  ̂   K        . a                                                             (23) 

       Burada a, bilinmeyen numunenin spektrumu,  Ĉ  ise tahmin edilen bileşen  

konsantrasyonlarının vektörüdür.  

 

 

Klasik  en küçük kareler yöntemi’nin avantajları : 

 

1. Hesaplaması son derece hızlıdır. 
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2. Az sayıdaki bileşenden meydana gelmiş karışımlar için uygun bir yöntemdir. 

3. Kalibrasyonda dalga boyu seçimi çok önemli değildir. Bileşenlerin sayısından 

daha fazla sayıda dalga boyunun seçilmesi yeterlidir. Tüm spektrumdaki dalga 

boylarının tamamı da seçilebilir. 

4. Mümkün olduğu kadar çok sayıda dalga boyunun yöntemde kullanılması 

spektrumdaki gürültü piklerinin minimuma indirilmesi için istenir. 

 

Klasik  en küçük kareler yöntemi’nin dezavantajları : 

 

1. Kalibrasyon karışımları için mutlaka her bir bileşenin numunenin içerisinde 

yer alması ve konsantrasyonlarının bilinmesinin gerekli olmasıdır. 

2. Birbirleriyle etkileşen bileşenleri içeren karışımlar için uygun değildir. 

3. Cihazdan okunan cevapların miktarı belli bileşenlere ait olması nedeniyle 

baseline etkisi son derece önemlidir. 

 

2.1.2.2.2. Ters En Küçük Kareler Yöntemi (ILS) 

         Klasik en küçük kareler yönteminin temel gereği, girişim yapan türlerin 

tümünün ve konsantrasyonlarının model içerisinde yer almasıdır. Bu  ters en küçük 

kareler  yöntemi ile, ki Beer kanununun tersini kullanır, elimine edilmiştir. Ters en 

küçük kareler yönteminde analitin konsantrasyonu absorbans ölçümlerinin 

fonksiyonu olarak modellendirilmiştir. Modern spektroskopik cihazların çok stabil 

olması ve çok iyi sinyal/gürültü oranı sağlaması nedeniyle hataların büyük kısmı 

bunların spektrumlarındaki ölçümlerden değil, kalibrasyon numunelerinin 

hazırlanmasından kaynaklandığına inanılır.  n dalga boyunda ölçümün yapıldığı m 

adet kalibrasyon numunesi için ters en küçük kareler  modeli aşağıdaki şekilde ifade 

edilir :  

C = AP + EC                                                                         (24) 

         Burada C ve A klasik en küçük kareler yöntemindeki gibidir.  P spektral 

şiddetlere göre l  bileşen konsantrasyonlarının bilinmeyen kalibrasyon katsayılarının 

n x l matrisidir. EC  ise modele uymayan konsantrasyonlardaki hataların m x l 
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matrisidir. Kalibrasyon basamağında ters en küçük kareler konsantrasyonlardaki 

residuallerin karelerinin toplamını minimize eder. Ters en küçük kareler yönteminin 

en büyük avantajı tek bir maddenin analizine indirgenebilmesidir. Çünkü ters en 

küçük kareler modeli analizde yer alan kimyasal bileşenlerin sayısına göre değişmez. 

Bu indirgenmiş model aşağıdaki gibi verilebilir : 

C= AP + Ea                                                                                 (25) 

      C analiz edilen analitin konsantrasyonlarının m x 1 vektörü, P kalibrasyon 

katsayılarının n x 1 vektörü ve ec modele uymayan farkların (residual) m x 1 

vektörüdür. Kalibrasyon basamağında P’nin en küçük karelere göre tayini aşağıdaki 

şekilde olur :  

P = (A′  A) –1 A′  . C                                                                         (26) 

       P tayin edilen kalibrasyon katsayılarıdır. P tayin edildiğinde analit 

konsantrasyonu aşağıdaki eşitlik yardımıyla tayin edilebilir : 

Ĉ = a′  . P                                                                                                          (27) 

      Burada Ĉ; tayin edilen konsantrasyon, a bilinmeyen numunenin 

spektrumudur. 

 

      Girişim yapanların konsantrasyonunun bilinmediği durumda bir bileşenin 

miktar tayini için ters en küçük kareler yöntemi  en tercih edilen yöntemdir. 

  

Ters en küçük kareler yönteminin avantajları : 

 

1. Hesaplaması oldukça hızlıdır. 

2. Sadece bizim için önemli olan bileşenler hakkında bilgi sahibi olmamız çok 

kompleks karışımlarda çok değişkenli kalibrasyon yönteminin uygulanması için 

yeterlidir. 
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Ters en küçük kareler yönteminin dezavantajları : 

 

1. Dalga boyu seçimi oldukça zor ve zaman alıcıdır. 

2. Seçilecek dalga boyu sayısı kalibrasyon numunesi sayısı ile sınırlıdır. 

3. İyi bir kalibrasyon yapabilmek için mümkün olduğu kadar çok sayıda 

standart numune kullanılması gereklidir. 

4. Kalibrasyon numunelerinin hazırlanması ve bu numuneler üzerinden 

kalibrasyon ölçümlerinin yapılması zor ve zaman alıcıdır.      

 

Pek çok dalga boyu seçimi stratejisi örneğin, basamaklı dalga boyu seçimi veya 

uygun kombinasyonların seçimi ters en küçük kareler modelinde iyi verim alınmasını 

sağlar. Eğer dalga boyları iyi seçilmemişse üst üste oturan veriler iyi bir sonuç 

alınmasını engeller.  

  

2.1.2.2.3. Temel Bileşen Regresyon Yöntemi (PCR) ve Kısmi En Küçük Kareler    

                Yöntemi (PLS) 

          Temel  bileşen regresyonu ve kısmi en küçük kareler  modelleme tekniklerinde 

veriler orijinal verilerin lineer kombinasyonlarının yeni değişkenlerine parçalanır. Bu 

yeni değişkenler temel bileşenler veya faktörler olarak adlandırılırlar. Temel  bileşen 

regresyonu basitçe temel bileşen analizinin (PCA) ardından regresyon uygulamasıdır. 

İçinde yeni değişkenlerin yaratılması iki boyutlu sistem ile gerçekleştirilebilir. Eğer 

cihaz cevabı iki dalga boyunda (n=2) m sayıdaki numune için birbirlerine karşı 

grafiğe geçirilirse, yeni bir aks meydana gelir ki bunun yönü verilerin maksimum 

değişebilirliğini gösterir. Bu yeni aks, birinci temel bileşen veya birinci eigen (öz) 

vektör olarak adlandırılır. Eğer  bütün numuneler bu yeni aksın üzerine düşüyorsa, 

bütün değişimler sadece bir eigen vektör kullanılarak ifade edilebilirler. Aksi 

takdirde; ikinci bir eigen vektör bulunabilir ki, bu birinci eigen vektöre diktir. İkinci 

eigen vektör veri seti içerisinde birinciye uymayan residuallerin maksimum miktarını 

ifade eder. Eğer iki dalga boyundan fazlası cihaz cevap matrisinin içerisinde yer 

alıyorsa; cismin yapıldığı uzay çok boyutlu olur ve çok sayıda eigen vektör bulunur. 

Her birisi kalan değişebilirliğin mümkün olan maksimumunu içerir veya her birisi 
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diğerlerine ortogonal olur. Genel olarak numune sayısına eşit ya da ondan daha az 

sayıda temel bileşen veya faktör oluşturulabilir. 

      Temel bileşen regresyonu ve kısmi en küçük kareler teknikleri tüm 

spektrumu içeren yöntemler olduğu için klasik en küçük kareler yönteminin tüm 

spektrum avantajlarını da taşır. Bununla birlikte bütün bileşenlerin 

konsantrasyonlarının bilinmesi gerekmemektedir. Çünkü kısmi en küçük kareler 

yöntemi, temel  bileşen regresyonu  ve klasik en küçük kareler yöntemi  dalga boyu 

seçme problemi olmaksızın bir bileşenin analizini yapabilir.  

     Kısmi en küçük kareler yöntemi ve temel  bileşen regresyonu spektrum 

matrisinin iki daha küçük matrise parçalanmasındaki teknik nedeniyle birbirlerinden 

ayrılırlar. Temel bileşen regresyonu yönteminde parçalanma analit 

konsantrasyonundan bağımsız olarak yapılır. Buna karşılık kısmi en küçük kareler 

yönteminde konsantrasyon bilgileri ekstraksiyon faktörleri için kullanılır.  

       Kısmi en küçük kareler yöntemi  ve temel  bileşen regresyonu  için model 

aşağıdaki gibi ifade edilir : 

A = TB + EA                                                                         (28) 

       Burada A 2.1.2.2.2.’de anlatıldığı gibidir. B ise temel vektörlerin veya 

yüklenmiş (loaded) spektrumun h x n matrisi, T ise h yükleme vektörüyle tanımlanan  

yeni koordinat sisteminde absorpsiyon şiddeti ve skorların m x h matrisidir. EA, 

faktör modeline uymayan spektral residuallerin m x n  matrisidir. Klasik en küçük 

kareler yöntemi ile diğer faktör yöntemleri arasındaki fark yükleme vektörü B’nin 

içinde saf bileşenin spektrumunu değil orijinal kalibrasyon spektrumlarının doğrusal 

kombinasyonlarının yer almasıdır. İlaveten yeni koordinat sistemindeki şiddetler 

klasik en küçük kareler yönteminde olduğu gibi doğrudan C ile sınırlandırılmamıştır. 

Fakat T’deki skorlar bileşenlerin konsantrasyonlarıyla orantılıdır.   
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      Bazı verilerin sayısı (h) kalibrasyon basamakları içerisinde bir algoritma 

kullanılarak tayin edilir. Yeni koordinat sistemindeki spektral şiddetler, ters en küçük 

kareler modelinde olduğu gibi analit konsantrasyonuna bağlanabilir: 

C = TV + Ec                                                                          (29) 

      Burada C, bileşen konsantrasyonlarının m x 1 vektörü, V, bileşen 

konsantrasyonlarıyla spektral şiddetleri bir araya getiren katsayıların h x 1 vektörü ve 

Ec , analiz  edilen bileşiğin referans değerindeki hataların m x 1 vektörüdür. 

       V’ye göre en küçük kareler çözümü 27 eşitliğinin ters en küçük kareler 

yöntemindeki çözümüne benzer. Burada T matrisinin kolonları ortogonaldir. 

Diagonal (T ′ T) matrisi ihmal edilir ve v vektörü aşağıdaki gibi hesaplanır.   

v̂ h =  (T′ T)–1 T′  C                                                                                         (30) 

         Burada v̂ h, V’nin en küçük kareler değeridir. T ve B matrisleri istenen model 

elde edilene kadar basamaklar halinde (her defasında bir vektör) hesaplanır. Daha 

önce de söylendiği gibi kısmi en küçük kareler yöntemi  ve temel  bileşen 

regresyonu, T ve B matrislerinin yaratılması yönündeki farklılıklarla ayrılırlar. Temel  

bileşen regresyonu modelinde NIPALS (Non-lineer Iterative Partial Least-squares) 

algoritması, ki bu Wold (1966) tarafından kullanılmıştır, geliştirilir. 

       Kısmi en küçük kareler yöntemi ve temel bileşen regresyonu gibi kalibrasyon  

yöntemlerine dayalı faktörlerin klasik en küçük kareler  ve ters en küçük kareler  gibi 

çok değişkenli kalibrasyon yöntemlerindeki pek çok eksikliği gidermesine rağmen bu 

yöntemler matematik açıdan spektral matrisin çözümü ve baz vektörlerin elde 

edilmesi açısından çok karmaşıktır. 

 Temel bileşen regresyonu yönteminin avantajları : 

 

1. Dalga boyu seçimi için özel kurallar gerekmez. Herhangi bir sayıdaki dalga 

boyu ki genellikle spektrumun tamamı veya geniş bir bölgesi kullanılabilir.  
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2. Çok sayıda dalga boyu seçimi gürültü piklerinin etkisinin minimuma 

indirilmesi için yararlıdır. 

3. Temel bileşen analizi (PCA) yöntemindeki veriler ile sadece bizi ilgilendiren 

bileşiğin kalibrasyonu için gerekli katsayıların hesaplanmasına imkan tanır. 

4. Çok karmaşık karışımlar için uygulanabilir bir yöntemdir. Çünkü yalnızca 

ilgilenilen bileşen için gerekli bilgiler yeterlidir. 

5. Bazen bu yöntem orijinal kalibrasyon karşımlarında var olmayan diğer 

bileşenlerin miktarlarının tayini içinde kullanılabilir. 

 

Temel bileşen regresyonu yönteminin dezavantajları : 

 

1. Hesaplamalar klasik yöntemden çok yavaştır. 

2. Hazırlanan modeller anlaşılır olmaları ve yorumlanabilmeleri bakımından 

oldukça karmaşıktır. 

3. Temel bileşen analizinde elde edilen vektörler ilgilenilen bileşiğe tam karşı 

gelmeyebilir. 

4. Genellikle doğru bir kalibrasyon elde edebilmek için çok sayıda standart 

numune gereklidir. 

5. Kalibrasyon numunelerinin hazırlanması zordur ve bileşen 

konsantrasyonlarındaki ko-lineariteden kaçınmak gerekir. 

 

2.1.2.3. Istatistiksel değerlendirme 

        Her ayrılan numunenin konsantrasyonu onun orijinal değeriyle karşılaştırılır 

ve tahmin hatası her ilave edilen faktör için PRESS (Tahmin hatalarının karelerinin 

toplamı) tayin edilir. PRESS, ölçümün kalibrasyon verilerine ne kadar uyduğunu 

ifade eder.  

PRESS =  ∑
=

m

i 1

 (ĉ i  – ci )                                                                              (31) 

         Burada ci,  i. numunenin referans (bilinen) konsantrasyonu; ĉi ise i. 

numunenin m kalibrasyon standardı için tahmin edilen konsantrasyondur. 
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       Mutlaka PRESS değerinin minimum olması gerekmez. Bununla birlikte bu 

değer kısmi en küçük kareler yöntemi  faktörlerinin optimal seçimi için kullanılır. 

Çünkü minimum olursa sonuçların üst üste uyması, tahminde daha zayıf sonuçların 

elde edilmesine neden olur.  

      Kalibrasyondaki standart  hata (SEC) uygunluk fonksiyonu olarak kullanılır 

ve en küçük kareler modelinde bilinen konsantrasyonlara göre hesaplanır. SEC , 

SE’nin bir türevidir.  

 

          ∑
=

m

i 1
( ĉ i – c i ) 2  

SE =                                                                                          (32) 

                     Df 

 

 

              ∑
=

m

i 1
( c ̂ci – c i ) 2 

SEC =                                                                                                         (33)                           

                       m – 2 

 

     Burada ci ve ĉi sırasıyla bilinen ve bulunan  analit konsantrasyonunu ifade eder. m 

ise  numune sayısıdır.  Eğer lineer bir model kabul ediliyorsa, ki bunda iki parametre 

(eğim ve kesim) söz konusudur, bu durumda serbestlik derecesi (Df ) m-2’ye eşit 

olur.  

      Yöntemlerin başarısı validasyon setlerindeki tahmin modellerine bağlıdır ve bu 

tahminin standart hatası (SEP) olarak verilir. 
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               ∑
=

m

i 1
( c ̂ci – c i ) 2 

SEP =                                                                                                             (34) 

                           m  

 

     Burada m kalibrasyon numunelerinin sayısını ifade eder. 

   

Kemometri teorik bölümü başlıca Özdemir, 1999 (Doktora Tezi) olmak üzere 

Haaland ve Thomas, 1988; www.galactica.com./regression ve 

www.mathworld/wolfram.com/leastsquarefitting.html adresindeki bilgilerden 

yararlanılarak hazırlanmıştır.  

 

2.1.3. Kromatografi ve Yüksek Basınçlı Sıvı Kromatografisi (YBSK)  

 

Kimyasal karışımı oluşturan farklı yapıdaki maddelerin birbirleri ile 

karışmayan, mobil (hareket eden) faz ile (gaz veya sıvı) sabit (duran) (katı veya sıvı) 

iki faz arasındaki partisyon (dağılım) dengelerine dayanarak ayrılmasını ve aynı 

zamanda bu maddelerin kalitatif ve kantitatif analizini sağlayarak geniş kullanım 

alanı bulan bir ayırma yöntemidir. 

 

1892’de Reed tarafından ortaya atılmış olan ilk teoride, kolon yardımı ile bir 

karışımın ayrılabileceği söylenmiştir. 1906 yılında Tswett adlı araştırmacı kolon 

kromatografisi kullanarak klorofili pigmentlerine ayırmıştır. Adsorban olarak 

CaCO3’ın kullanıldığı bu ayırım ile ilk kez katı-sıvı kromatografisi kullanılmıştır. 

1938’de Türk asıllı Rus araştırmacı olan Izmailov ince tabaka kromatografisini 

keşfetmiş ve bu yöntemin 1950 yılında Stahl tarafından pratikte kullanılış şekli 

tanıtılmıştır. 1941’de Martin-Synge kolon dağılma kromatografisi esaslarından 

behsetmiş ve sıvı-sıvı kromatografisi ortaya çıkmıştır. 1952’de Martin-James gaz-

sıvı kromatografisini geliştirmiş ve diğer yöntemlerden farklı olarak hareketli  fazda 

http://www.galactica.com./regression
http://www.mathworld/wolfram.com/leastsquarefitting.html
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gaz kullanılmış ve bu çalışma Nobel ödülüne layık görülmüştür. 1967 yılında Huber 

ve Hulsman adlı araştırmacılar kolon teknolojisini geliştirerek yüksek performanslı 

pompa sistemleri ve duyarlı dedektörlerin kullanılması ile yüksek performanslı sıvı 

kromatografisinin temellerini ortaya atmışlardır. 

1966-69 yılları arasında ince partiküllü dolgu maddeleri, dar kolonlar ve 

kolona yüksek basınç uygulayarak sıvı kromatografisi daha da geliştirilmiştir. 

Sıvı kromatografisi terimi; 

• Sıvı-sıvı (partisyon, dağılma) 

• Sıvı-katı (adsorbsiyon) 

• Moleküler eleme (jel filtrasyon, jel permeasyon) 

• İyon değiştirme kromatografisini içine alan geniş bir kavramdır. (Kılıç ve 

Köseoğlu, 1999) 

Kromatografi bir ayırma tekniği yani maddelerin farklı göç etmelerine 

(migrasyon) dayalı bir yöntemdir. Burada numune bileşimindeki maddeler durgun 

faz tarafından seçilip ayrılarak tutulurlar. Ayırım, numune bileşenlerinin birbiri ile 

karışmayan fazlardaki denge dağılımının farkına dayanır. Numune bileşenleri 

hareketli fazda bulunur ve kromatografik sistemde göç ederler. Denge dağılımı 

göçün hızına bağlıdır. Durgun fazı tercih eden bileşikler hareketli fazı seçenlerden 

daha yavaş ilerlerler. Bundan dolayı denge dağılımındaki farklılıkların bir sonucu 

olarak ilerleme (göç hızlarındaki) farkı bileşenlerin ayrılmasına neden olur.  

 

Bunların sonucu olarak kromatografi şöyle sınıflandırılabilir : 

 

2.1.3.1. Adsorpsiyon kromatografisi   

Katı bir madde polar adsorban (Silikajel, Al2O3 vb.) tarafından maddelerin 

adsorbe edilmeleri esasına dayanır (Örneğin İnce Tabaka Kromatografisi). 
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2.1.3.2.Partisyon (dağılma) kromatografisi   

Katı bir maddenin birbirleriyle karışmayan iki sıvı arasındaki partisyonu 

(dağılması) esasına dayanır. Burada da bir sabit, bir hareketli faz vardır. Durgun faz 

ilk olarak gaz kromatografisinde kullanılanlara göre hazırlanmıştır. Katı bir tutucu 

tanecikleri üzerine sıvı (viskoz bir sıvı) maddenin kaplanması sonucu elde edilen 

durgun fazın kullanıldığı sistem sıvı-sıvı kromatografisi olarak adlandırılmaktadır.  

Günümüzde daha yeni teknikler de kullanılmaktadır. Bu tekniklerde durgun 

faz, inert olarak katı bir desteğe kimyasal bağla bağlanmıştır. Böylece daha iyi 

ayırım veren uzun ömürlü dolgu maddeleri hazırlanmıştır. Bunlara, bağlı faz 

kromatografi (Bonded Phase Chromatography) (BPC) adı verilmektedir. 

 

 Normal faz (Normal phase) Sabit faz polaritesi > Hareketli faz polaritesi 

BPC 

Ters faz (Reversed phase) Hareketli faz polaritesi > Sabit faz polaritesi 

 

2.1.3.3.İyon tutucu kromatografi   

Dolgu maddelerinin iyonik kısmı ile mobil faz arasındaki iyonların değişimi 

(tutulması) esasına dayanır. Stirendivinilbenzen kopolimerlerden oluşan ve 

fonksiyonel gruplar ilave edilmiş reçineler bu amaçla kullanılır. Bunların sülfonik 

asit, kuaterneramin türevi olanları da mevcuttur.  

 

 

Kromatografiyi faz tiplerine göre kısaca şematik olarak özetlersek : 

 

a) Gaz-Sıvı (GLC) 

1) Gaz 

b) Gaz-Katı (GSC) 
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a) Sıvı-Sıvı - (LLC) – Partisyon kromatografisi (Dağılma kromatografisi) 

2)Sıvı 

b) Sıvı-Katı – (LSC) – Adsorbsiyon kromatografisi 

 

Sıvı kromatografisi sabit faz üzerinden ayırımın gerçekleştiği ve hareketli 

fazın sıvı olduğu bir kromatografi sistemidir. 

 

YBSK’da ise mobil faz kolona yüksek bir giriş basıncı ile verilir (4000 psi). 

Basınçlı bir pompa ile mobil faz kolona gönderilir. Sabit faz sıvı veya katı olabilir. 

Önemli olan geniş bir yüzey alanına sahip olmasıdır.  

 

YBSK’da   

I - Çözücü 

II – Dolgu maddesi çeşitlerine göre pratikte 6 tip ayırma mekanizması vardır : 

  

1. LSC (Sıvı-katı adsorbsiyon kromatografisi) 

2. LLC (Sıvı-sıvı partisyon kromatografisi) 

3. IEC (İyon değiştirme kromatografisi) 

4. GFC-GPC (Jel filtrasyon-jel permeasyon kromatografisi) 

5. IPC (İyon çifti kromatografisi) 

6. PLC (Preperatif sıvı kromatografisi) 

Yüksek basınçlı pompa sistemlerinin ve yüksek duyarlıkta dedektörlerin 

kullanılması yanında kolon teknolojisindeki gelişmelerin de sonucu olarak 

kromatografik tekniklerin en eskisi olarak bilinen kolon kromatografisinin yerini, 

1965’ten sonra analizin çok kısa sürede tamamlanması, ayırımın yeterince fazla 

olması ve az miktarda maddeye gereksinim göstermesi gibi özelliklerinden dolayı 

yüksek basınçlı sıvı kromatografisi (YBSK) almıştır. 
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YBSK, kompleks karışımları yüksek bir duyarlılıkla bileşenlerine ayıran ve 

her bir bileşiğin de kalitatif ve kantitatif analizini sağlayan bir tekniktir. Molekül 

ağırlığı 50 – 20 milyon arasında olan bütün organik bileşiklerin analizi bu sistemle 

gerçekleştirilebilir. Elde edilen sonuçların kesin ve tekrarlanabilir olması bu yöntemi 

üstün kılmaktadır (Kılıç ve Köseoğlu, 1999; Kılıç ve Ark., 1997; Christian, 2004; 

Yıldız ve Genç,1993). 

 

2.1.4. Kromatografik Yöntemlerin Karşılaştırılması 

1960-1970’li yıllardan sonra gaz ve YBSK, klasik kromatografinin yerini 

almıştır. 1965’lerden sonra gaz kromatografisi en fazla kullanılan yöntem olmuştur.  

 

Gaz kromatografisinin bazı avantajları vardır. Bunlar :  

1. Aynı kolon pek çok kez kullanılabilir. 

2. Zaman birimine düşen tabaka sayısı fazladır, zaman kısadır. 

3. Ayrılma iyi olmaktadır. 

4. Kantitatif analizlerin kesin sonuç vermesi ve yine kütle spektrometrisi 

gibi yöntemlerle birlikte kullanılabilmektedir. 

 

Dezavantajı ise; 

• Mutlaka uçucu maddelerle çalışılma zorunluluğudur. Madde ya doğrudan 

uçucu olmalıdır ya da kullanılan numunenin uçucu türevleri hazırlanmalıdır. Gaz 

kromatografisinin kullanım alanları kısıtlıdır. Çünkü bileşiklerin bir çoğu uçucu 

değildir, bunların uçucu türevlerini hazırlamak zordur ve bu türevler kolaylıkla 

bozulabilmektedir. 
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YBSK yöntemi ile gaz kromatografisi yöntemi karışılaştırılacak olursa; 

1. Gaz kromatografisinde analizi yapılacak maddenin uçucu olması veya uçucu 

türevinin hazırlanması gerekir. YBSK’da ise böyle bir zorunluluk yoktur, sadece 

maddenin hareketli fazda çözünmesi yeterlidir.  

2. GK’da molekül ağırlığı 2-500’e kadar olanlar, YBSK’da ise 50-2 milyona 

kadar olanların analizi yapılabilir. 

3. YBSK’da kolonda çözücü sistemi değiştirilerek birçok maddenin analizi aynı 

anda yapılabilir. GK’da ise farklı maddelerin analizi için kolon değiştirilmelidir. 

4. YBSK’da yüksek ısıda bozunan maddelerin de analizi yapılabilir. Ancak 

GK’da yüksek ısıda bozunan maddeler incelenemez. 

5. GK’da teorik plaka sayısını arttırmak için genelde kolon boyu arttırılır. Bu da 

ayırım süresini arttırır. YBSK’da ise dolgu maddesinin partikül büyüklüğü 

değiştirilebilir ve teorik plaka sayısını arttırmak için “recycle” denilen olay olarak 

maddeyi kolondan birkaç kez geçirmek mümkündür. 

6. GK’da çözücünün resolusyona etkisi ya hiç yoktur ya da azdır. YBSK’da ise 

bu önemlidir. GK’da taşıyıcı gazın seçimi, dedektör tipine bağlıdır. Azot veya 

Helyum kullanımı ayırımı etkilemez. YBSK’da hareketli fazın seçimi ve bileşimi 

ayırımı etkiler. 

7. Preparatif analizlerde GK’ya oranla YBSK daha başarılıdır. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 47

2.2. Yüksek Performanslı Sıvı Kromatografi Cihazlarının Yapısı ve Kısımları : 
 
 
 

 
 
 
Şekil 2.2. Bir YBSK cihazının şeması.  

 

 

2.3. Hareketli Faz Hazneleri ve Çözücü Muamele Sistemleri : 

 

Hazne : Camdan veya çelikten yapılabilir. 200-1000 mL hacminde çözücü 

içermeye elverişlidir. Hazne çoğu zaman gaz giderici ve süzme düzeneği denilen 

ancak ana parça olmayan cihazlarla donatılmış olabilir. Gaz giderici, kolonda ve 

dedektörde gaz oluşturarak bant genişlemesi, dedektör performansına etki gibi 

bozucu etkilere sebep olan çözünmüş gazların giderilmesini sağlar (Kılıç ve 
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Köseoğlu, 1999; Christian, 2004; Kissinger ve Heinman, 1996; Adamovics, 1997; 

Synder ve Ark., 1997). 

 

Gaz giderme düzeneği : Vakum pompa sistemi, damıtma sistemi, çözücüyü 

ısıtıp karıştıran bir sistem, çözünmüş gazları inert bir gazın küçük kabarcıkları 

yardımıyla üfleyen bir sistem ve süzme düzeneğinden oluşan bir yapıya sahip 

olabilir. Süzme düzeneği, çözücü içinde bulunabilecek toz ve partiküllerin pompaya 

veya enjeksiyon sistemine zarar vermemesi için kullanılır.  

 

İzokraktik elüsyon : Sabit bileşimde tek bir çözücü veya çözücü karışımı 

kullanılarak yapılan ayırma yöntemidir.  

 

Gradiyent elüsyon : Ayırma etkililiği izokraktik elüsyona göre daha fazla olan 

bu yöntemde iki veya üç çözücü kullanılmaktadır ve bu çözücülerin polariteleri 

birbirinden farklıdır. Ayırım başladıktan sonra çözücülerin oranı ve cinsleri belli bir 

programa göre değiştirilir. Böylece karışım halinde bulunan maddelerin 

birbirlerinden kolayca ayrılmaları sağlanmış olur. 

 

Modern YBSK cihazlarında, çözücülerin hacimsel oranları üstel ya da 

doğrusal olarak değiştirilebilecek şekilde iki veya daha fazla hazneden aldığı 

çözücüleri bir karıştırma odasında sürekli olarak değişen hızlarda bir araya getiren 

sistemler görmek mümkündür (Kılıç ve Köseoğlu, 1999; Christian, 2004; 

Adamovics, 1997; Synder ve Ark., 1997). 

 

2.4. Pompalama Sistemleri 

 

 Bir YBSK pompalama sisteminde; 

 

• 400 atm’e kadar basınç üretimi 

• Puls içermeyen basınç çıkışı 

• 0.1-10 mL/dakika aralığında akış hızları 

• % 0.5 veya daha iyi bağıl tekrarlanabilirlikte akış kontrolü 
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• Korozyona dayanıklı parçalar (Paslanmaz çelik veya teflondan 

yapılmış sızdırmazlık) şartlarının sağlanmış olması gereklidir.  

 

Ayrıca YBSK pompaları tarafından üretilen basıncın patlama tehlikesi 

oluşturmaması da önemlidir. Böylece sistemin parçalarından herhangi birinde 

meydana gelebilecek çatlak çözücünün dışarı sızmasından ibaret kalacaktır. Bu gibi 

kaçakların yangın tehlikesi oluşturma riskinden dolayı dikkatli olunmalıdır. 

Pompa çeşitleri : 

1. Pistonlu Pompalar 

2. Sürgülü Pompalar 

3. Pnömatik Pompalar 

 

2.4.1. Pistonlu Pompalar 

En yaygın olarak kullanılan pompa sistemidir. Motor kontrollü bir pistonun 

ileri ve geri hareketiyle çözücünün pompalandığı küçük bir silindirden oluşmuştur. 

Sırasıyla açılıp kapanan iki küresel motor musluğu, çözücünün silindir içine giriş 

çıkışını kontrol eden parçadır (Kılıç ve Köseoğlu, 1997; Kılıç ve Köseoğlu, 1999). 

 

 

Şekil 2.3. YBSK’da pistonlu pompa.  
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2.4.2. Sürgülü Pompalar  

Vizkoziteden ve geri basınçtan bağımsız bir akış üreten sürgülü pompalar, bir 

kademeli motordan güç alan vidalı güdüm mekanizması ile kumanda edilen 

sızdırmaz bir sürgüsü olan silindirik kaptan ibarettir. Sınırlı çözücü kapasitesi (∼ 250 

mL) ve çözücü değiştirilmesi gerektiğinde karşılaşılan güçlükler sakıncalı taraflarıdır 

(Kılıç ve Köseoğlu, 1997). 

 

2.4.3. Pnömatik Pompalar  

Pahalı olmayan, pulssuz, ancak kapasitesi sınırlı olan bu tür pompalarda çıkış 

basıncı düşük olup, çıkış hızı çözücü viskozitesine ve kolon geri basıncına bağlıdır. 

gradiyent elüsyona uygun değildirler (Kılıç ve Köseoğlu, 1997). 

 

2.4.4. Akış Kontrolü ve Programlama Sistemleri  

YBSK cihazlarında bilgisayarla kontrol edip, pompa çıkışına yerleştirilmiş 

geri tepme tıkacı boyunca basınç düşmesini belirlemek suretiyle akış hızını tespit 

eden sistemler mevcuttur. Ayrıca cihazlar çözücü bileşimini sürekli ya da basamaklı 

olarak değiştiren sistemlere de sahiptir.  

 

2.5. Numune Enjeksiyon Sistemleri  

Sıvı kromatografik ölçümlerin kesinliği, kolon dolgu maddesine aşırı 

yükleme yapmadan dolayısıyla bant genişlemesine neden olmadan, ayrıca sistemin 

basıncını düşürmeden numune sevkinin tekrarlanabilmesiyle bağlantılıdır. İlk ve en 

basit numune verme düzeneği elastomerik septumlardan şırınga ile enjeksiyon 

sistemiydi. Bu sistem basit olmasından dolayı avantajlı olmasına rağmen 

tekrarlanabilirlik oranının düşük olması nedeniyle yeni yöntemlerin gelişmesine 

sebep olmuştur. 

Sıvı kromatografisinde numune vermek için kullanılan en yaygın yöntem 

değiştirilebilir nitelikte numune giriş sarımlarının kullanılması yöntemidir. Bu 



 51

sarımlarda numune hacmi 5 μL’den 500 μL’ye kadar olabilir. Ayrıca mikronumune 

enjeksiyon muslukları da mevcuttur. 

 

 

 

 

Şekil 2.4. Sıvı kromatografide numune sarımı. 

 

 

2.6. Dedektörler  

Sıvı kromatografik yöntemlerin gelişmesinde yaşanan en büyük güçlüklerden 

biri ideal dedektör bulabilmektedir. 

Sıvı kromatografide kullanılan dedektörler iki başlık altında toplanabilir : 

 

a) Yığın Özellikli Dedektörler : Bunlar analit tarafından değiştirilen yığın 

özelliklerine cevap verirler. Hareketli fazın kırılma indisi, dielektrik sabiti, 

yoğunluğu gibi özelliklerinin değişimi sonucu ölçüm yapılır. 
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b) Analit Özellikli Dedektörler : UV absorbansı, floresans şiddeti gibi 

analitin sahip olduğu ama hareketli fazın sahip olmadığı özelliklere cevap veririler. 

Bu özelliklerdeki değişimler ölçülerek sonuç elde edilir. 

 

 

 

Çizelge 2.1. Sıvı kromatografik dedektörlerin performanslarının karşılaştırılması. 

 

Sıvı Kromatografik Dedektörler Belirleme Sınırı 

Absorbans 10 pg 

Floresans 10 fg 

Elektrokimyasal 100 fg 

Kırma indisi 10 ng 

İletkenlik 500 fg 

Kütle spektrometre 1 pg 

FT-IR 100 ng 

Işık saçma 500 ng 

Optikçe aktiflik 1 ng 

Element seçici 10 ng 

Fotoiyonlaşma 1 pg-1 ng 

 

 

 

Bilimsel araştırmalarda en çok kullanılan dedektör tipleri; UV absorbans, 

floresans, kırılma indisi, elektrokimyasal ve kütle spektrometrisi dedektörleridir.  
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2.6.1. Absorbans Dedektörleri 

 

 
 

Şekil 2.5. YBSK için UV dedektör hücresi. 

 

 

 

Bu tip dedektörlerde kromatografik kolondan çıkan elementlerin takip ettiği 

akış hücresinin hacimleri, kolon dışı bant genişlemesini en aza indirmek amacıyla 

olabildiğince düşük tutulmaktadır. Örneğin; hacimler 1-10 μL ve hücre uzunluğu 2-

10 mm arasında sınırlandırılmıştır. Bu tipteki hücrelerin büyük kısmı yaklaşık 60 

psi’den daha büyük basınçlarda çalışamazlar, basınç düşürme düzeneğine gereksinim 

duyarlar. Absorbans dedektörlerinin çoğunluğu çift ışın yolludur. Bu ışınlardan birisi 

elüent hücresinden geçerken diğeri şiddetinin azaltılması amacıyla bir filtreden 

geçirilir. Daha sonra bu iki ışın şiddetinin karşılaştırılması amacıyla birbirlerine 

uyumlu fotoelektrik dedektörler kullanılır. 

 

Kromatogram, dönüştürülmüş iki sinyalin oranının logaritmasının zamana 

karşı çizilen grafiğinden meydana gelir. 
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Ayrıca tek ışın demetli cihazlar da vardır. Burada çözücü sisteminin şiddet 

ölçümleri bir bilgisayarın hafızasında depolanır ve sonunda absorbans hesabı için bu 

değer tekrar kullanılır. 

 

Absorbans Dedektörleri :  

 

a) Filtreli UV Absorbans Dedektörü 

b) Monokromatörlü UV Absorbans Dedektörü 

c) İnfrared Absorbans Dedektörü 

 

 

2.6.1.1. Filtreli UV Absorbans Dedektörü 

Işın kaynağı olarak civa lambasının kullanıldığı filtreli fotometreler en basit 

UV absorbans dedektörleridir. En yaygın kullanılan filtreli UV absorbans 

dedektörleri 254 nm dalga boyundaki ışını filtreden izole etme özelliğine sahip 

olanlardır. Ancak 250, 313, 334 ve 365 nm dalga boyundaki ışınların da kullanımı 

vardır. Bu tip dedektörlerin kullanımı kullanılan dalga boyundaki ışınlardan birini 

absorblama özelliğine sahip analitlerle sınırlıdır. Bir kolondan elde edilen 

absorblayıcı türlerin teşhisinde ışın kaynağı olarak girişim filtreli döteryum veya 

tungsten telli ışın kaynaklarının da kullanımı vardır.  

 

2.6.1.2. Monokromatörlü UV Absorbans Dedektörü 

Piyasada sadece UV ışınları kullanılan veya hem UV hem de görünür bölge 

ışınlarını kullanan optik ağlı spektrofotometreden oluşan dedektörler vardır. Bu 

dedektörlerde kromatogramın tamamı tek bir dalga boyundan alınabildiği gibi 

zamanla elüent pikleri birbirinden yeterince ayrıldığında her bir pike ait madde için 

uygun dalga boyu seçilmesi mümkündür. Filtre seçimi çoğunlukla bilgisayar 

kontrolü ile yapılır. En güçlü UV spektrofotometrik dedektörler fotoiyod dizisi 

dedektörleridir. Bu cihazlar yaklaşık 1 saniyede spektrumun tamamı için gerekli 

verileri toplayabilir ve üç boyutlu bir grafik halinde türlerin teşhis ve kantitatif tayin 

için gerekli şartların seçimine yardımcı olacak bir spektrum sunar (Kılıç ve 

Köseoğlu, 1997; Synder ve Ark., 1997; Christian, 2004). 
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2.6.1.3. İnfrared Absorbans Dedektörü 

İki tip infrared absorbans dedektörü vardır. Bunlar : 

a) Dalga boyu taramasının üç tane yarı dairesel filtre kanatları ile yapılan ve 

çalışma aralığı 2.5 - 14.5 μm veya 4000 - 690 cm-1 olan dedektörler (Kılıç ve 

Köseoğlu, 1997). 

b) Fourier dönüşümlü cihaza benzer infrared dedektörlerdir. Bunların yapısı 

daha karmaşıktır. İnfrared dedektör hücreleri kullanılan NaCl pencereler hariç yapılış 

bakımından UV ışınlı hücrelere benzemektedirler.  

Hücre uzunlukları 3.2-1 mm ve hücre hacmi 1.5-10 μL arasında 

değişmektedir. 

İnfrared dedektörlerin kullanımdaki dezavantajı, birçok kullanışlı çözücünün 

düşük geçirgenliğidir. Örneğin; su ve alkollerin geniş infrared absorbsiyon bantları, 

bu dedektörlerin birçok uygulamada kullanımını engellemektedir (Kılıç ve Köseoğlu, 

1997; Christian, 2004). 

 

2.6.2. Floresans Dedektörler 

Floresans dedektörlerin çoğunun yapısı florometre ve spektroflorometrelere 

benzer şekilde tasarlanmıştır. Bu tip dedektörlerde floresans, uyarıcı ışına 900 açı ile 

yerleştirilmiş bir dedektör yardımıyla gözlenir. Daha gelişmiş cihazlardan floresans 

ışımasını izole etmek için optik ağ monokromatör kullanılır. Yine çoğunlukla uyarıcı 

ışın kaynağı olarak civa lambası ve yayılan ışınların belli bandını izole etmek için de 

filtre kullanılır. Gelişmiş cihazlarda kaynak olarak ksenon lambası kullanılır. 

Floresans dedektörlerde ayarlanabilir lazer ışın kaynağı kullanılarak duyarlılığı ve 

seçiciliği arttırma çalışmaları yapılmaktadır (Kılıç ve Köseoğlu, 1997; 

Christian,2004). 

Floresans dedektörlerin üstünlükleri duyarlı olmalarıdır. Bu özelliklerinden 

dolayı floresans özelliği bulunan numunelerdeki bileşiklerin ayrılması ve tayini için 

sıvı kromatografi de kullanılmaktadır. 
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2.6.3. Kırılma İndisi Dedektörü 

Kırılma indisi dedektöründe çözücü kolonun yolu üzerinde bulunan hücrenin 

bir yarım bölmesinden geçer, elüat ise daha sonra diğer bölmesinden geçer. Bu iki 

bölme bir cam plakayla ayrılmıştır. Bu cam plaka, iki çözeltinin kırılma indisi 

birbirinden farklı ise gelen ışının kırılmasını sağlayacak açıda yerleştirilmiştir. 

Fotoduyarlı dedektörün yüzeyine gelen ışın demetinin yolundan sapması çıkış 

sinyalinin değişmesine sebep olur ve bu değişiklik yükseltilerek kaydedildiğinde 

kromatogram elde edilir. Kırılma indisi dedektörleri hemen hemen bütün 

analizlenecek maddelere cevap verebilmesi, güvenilirliği, akış hızından 

etkilenmemesi nedeniyle avantajlıdır. 

Ancak bu tip dedektörlerle çalışılırken sıcaklığın sabit tutulması gereklidir. 

Sıcaklığa oldukça duyarlıdırlar ve hassasiyetleri diğer dedektörlere göre daha 

düşüktür. 

 

 

 

 

Şekil 2.6. Diferansiyel kırılma indisi dedektörünün şeması. 
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2.6.4. Buharlaştırmalı Işık Saçma Dedektörleri 

Son yıllarda YBSK için geliştirilmiş olan bu tip dedektörlerde kolondan çıkan 

çözelti sisleştirici denilen yapı içinden geçirilerek azot veya hava akımı ile ince bir 

sis haline dönüştürülür. Sis halindeki çözücü sıcaklık kontrollü sürükleme borusuna 

gönderilir. Oradan lazer ışın demetinin içinden geçirilir. Akış yönüne dik olarak 

saçılan ışınlar bir silisyum fotoiyod dizi dedektör yardımıyla ölçülür. Bu tip 

dedektörlerin diğerlerine göre üstünlüğü buharlaşmayan bütün analitlere aynı cevabı 

vermesidir. Ayrıca kırılma indisi dedektörlerine göre duyarlılığı daha fazladır (Kılıç 

ve Köseoğlu, 1997). 

 

2.6.5. Elektrokimyasal Dedektörler 

Elektrokimyasal dedektörler polarografik, kondüktometrik, kulometrik ve 

amperometrik olarak bölümlere ayrılabilir. Bunlardan amperometrik dedektörler 

daha çok kullanılmaktadırlar. Amperometrik dedektörlerde kontrollü potansiyelde 

elekrokimyasal değişikliğe uğrayan bileşikler elektrod yüzeyinde oksidasyon ya da 

redüksiyona uğradığında elektroddaki elektron akımı zamanın fonksiyonu olarak 

kaydedilir. 

Bu tip dedektörlerin kullanılabilmesi için hareketli fazın elektriği iletmesi 

gerekmektedir. Organik çözücüler kullanıldığında hareketli faza mutlaka akımı 

iletmek üzere bazı maddeler katılmalıdır. Uygulanan potansiyelde çözücülerin 

elektrokimyasal olarak inaktif olması gerekir. Bu dedektörde en büyük problem 

elektrot (camsı karbon) yüzeyinin kirlenmesidir. 

Optik dedektörler kadar kullanımı yaygın olmasa da duyarlılık, basitlik ve 

kullanış açısından daha avantajlıdır. 
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Şekil 2.7. YBSK için amperometrik ince tabakalı dedektör hücresi. 

 

 

 

2.6.6. Kütle Spektrometrik Dedektörler 

YBSK ile kütle spektrometriyi birbirine bağlamada ortaya çıkan temel 

problem, YBSK’nın büyük çözücü hacimleri ile çalışması ve kütle spektrometrisinin 

de vakum gerektirmesidir. Bu problemi çözmek amacıyla çeşitli ara bağlantılar 

geliştirilmiştir. Bunlardan piyasada mevcut olan bir tanesinde kolondan çıkan elüat 

iki kısma ayrılır ve çok az bir kısım kütle spektrometreye gönderilir. Akış hızları 10 - 

50 μL/dakika olan yeni mikro gözenekli kolonların kullanılmaya başlaması ile 

birlikte sıvı kromatografi sistemleri doğrudan kütle spektrometrik dedektöre bağlanır. 

Termosprey olarak adlandırılan yeni ve ümit veren bir bağlantı şu an piyasada 

bulunmaktadır. 
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YBSK yönteminde kullanılan dedektörler: 

     Analiz edilecek maddelerin karakterlerine göre değişik dedektör tipleri 

geliştirilmiştir. Bunların en çok kullanılanları : 

a) UV dedektör, (DAD = diode array dedector) 

b) Elektrokimyasal dedektör 

c) Floresans dedektör 

d) Mass (kütle) spektrum dedektörü 

e) Refraktif indeks dedektörü 

 

2.7. Kolonlar 

Kolonlar genellikle içi paslanmaz çelik borulardan oluşan sistemlerdir. Ancak 

bazen kalın cidarlı cam borular da kullanılır. 

 

2.7.1. Analitik Kolonlar 

Sıvı kromatografi kolonları düz veya sarmal olabilirler. Kolon etkinliğindeki 

kayıp dolayısıyla sarmal konfigürasyona daha az rastlanmaktadır. Kolon boyu 

genellikle 10-30 cm arasında olup, kolonların birbirine eklenmesi yoluyla boylarının 

uzatılması sağlanabilir. Kolonların iç çapı 4-10 mm, kolon dolgu maddelerinin 

tanecik büyüklüğü ise genellikle 5-10 μm oranındadır. Günümüzde en sık kullanılan 

kolon 25 cm uzunluğunda, 4.6 mm iç çapında ve 5 μm tanecik büyüklüğüne sahip 

kolondur. 

Son yıllarda hız ve minimum çözücü sarfiyatı bakımından diğer kolonlara 

göre üstünlük sağlayan daha küçük boyutlarda yüksek hız ve yüksek performanslı 

kolon üretimi de söz konusudur. Bu kolonlar ile 15 saniye içinde 8 farklı tipte 

maddenin birbirinden ayrılması mümkündür (Kılıç ve Köseoğlu, 1997; Christian, 

2004; Kissinger ve Heinman, 1996; Adamovics, 1997). 
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2.7.2. Koruyucu Kolonlar 

Analitik kolonu koruyarak daha uzun süre kullanımını sağlayan, analitik 

kolonun önüne yerleştirilen kısa kolondur. Görevi, partikül halindeki maddeleri, 

çözücü içindeki yabancı maddeleri, numune kabı içinde bulunan ve durgun faza geri 

dönüşümsüz olarak bağlanan maddeleri tutmak, hareketli fazı durgun faz ile 

doyurarak analitik kolondaki çözücü kaybının en aza inmesini sağlamaktır. 

Emniyet kolonun tanecik boyutu basınç düşüşünü en aza indirmek amacıyla 

genellikle büyüktür. Emniyet kolonundaki dolgu maddesi analitik kolondaki dolgu 

maddelerinin benzeridir. Emniyet kolonu kirlendiği zaman yenisiyle değiştirilmek 

suretiyle daha pahalı olan analitik kolonun korunması sağlanır (Kılıç ve Köseoğlu, 

1997; Christian, 2004) 

 

2.7.3. Kolon Termostatları 

Kolonların sıcaklığını kontrol etmek gerekli olmakla birlikte genellikle 

kolonlar oda sıcaklığında kullanılırlar. Ancak kolon sıcaklığı sabit tutulduğu zaman 

elde edilen kromatogramların daha iyi olduğu gözlenmiştir. Buna dayalı olarak, 

kolonların sıcaklığının 100-1500C’ye kadar her sıcaklıkta sabit tutabilen kolon 

ısıtıcıları ve kolonların bağlı bulunduğu sabit sıcaklıktaki bir su banyosu tarafından 

beslenen su ceketi kullanımı mümkündür. 

 

2.8. Kolon Dolgu Maddeleri ve Özellikleri 

YBSK cihazında kullanılan kolonlar, yüksek basıncı korumak için paslanmaz 

çelikten yapılmışlardır. Bunlar baştan başa düzgün bir iç çapa sahiptirler ve ticari 

olarak değişik büyüklüklerde mevcutturlar. Bir kromatografik sistemin performansı, 

kolonda gerçekleştirilen ayırma ile yani kolon dolgu maddesinin seçilmesi ve 

kullanılması ile tayin edilir. İyi bir kolon dolgu maddesi kararlı olmalıdır ve hem 

hareketli faz çözücülerine hem de örnek çözeltilere karşı inert olmalıdır. Geniş bir 

yüzey alanına düzgün olarak dağılmış ve hareketli fazla kolay etkileşebilen açık 

yapılı bir yüzeye sahip olmalıdır. Yüksek basınç ve yüksek akış hızlarından 

etkilenmemelidir. 
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Kolon verimi, kolon dolgu maddesi, ortalama parçacık çapı, kolonu 

doldurmak için kullanılan teknikler, kolonun iç çapı ve kolonun iç yüzeyinin 

geometrisi gibi pek çok faktör tarafından tayin edilir. Paslanmaz çelik kolonların, 

malzeme özellikleri açısından en uygun kolonlar olduğu ortaya çıkmıştır. Analitik 

uygulamalarda 2.1, 3.2 ve 4.5 mm iç çapa sahip kolonlar 10-30 cm arasındaki 

uzunluklarda kullanılırlar.  

 

Enjeksiyon sistemi-kolon ve kolon-dedektör arasındaki bağlantı borularının 

uzunluğunun mümkün olduğu kadar küçük tutulması istenir. Kolon çıkışına ve 

dedektör sistemine bağlanmış boruların en iyisi, hareketli fazla önemsiz ölçüde 

seyrelmeye izin veren minimum ölü hacme sahip olanıdır. Bu örnek seyrelmesini 

engelleyen, 0.025 - 0.050 cm iç çapa sahip (çelik ve teflon) bağlantı borularının 

kullanılması ile başarılır.  

 

YBSK çalışmalarında sabit faz olarak genellikle silikajel kullanılır. İçerdiği 

SiOH grupları nedeniyle zayıf asidik özelllik gösteren silikajel, bazik özellik 

gösteren bileşikleri bazlık kuvvetlerine göre tutar. Silikajel doğrudan dolgu maddesi 

olarak kullanıldığı gibi katı yüzeyine film halinde kaplanabilir. Asidik özellik 

gösteren bileşiklerin ayrılmasını sağlayan, yani bazik özellik taşıyan bir kolon dolgu 

maddesi de aluminadır. Bu dolgu maddesi de katı bir yüzeye film halinde kaplanarak 

kullanılır. 

 

Elementel türlendirme amacı ile kullanılan dolgu maddesi ise genellikle 

anyon ve katyonları tutan iyon değiştirici reçinelerdir. Bu reçinelerin kullanılması 

durumunda örnekte iyon halinde bulunan türlerin birbirinden ayrılması sağlanabilir. 

Kullanılan iyon değiştirici reçinelerin, doğrudan kolona doldurulabilen katı 

reçinelere olan ilgilerine etki eden birçok faktör vardır. Bunlar, iyonların yükü ve 

büyüklüğü, pH, iyon şiddeti, kullanılan reçinenin gözenekliliği, çözücü cinsi, çözücü 

derişimi ve sıcaklıktır. Birkaç bileşenden oluşan bir karışımdaki her bileşen, farklı bir 

net yüke sahiptir ve bu yüzden kolondan ayrılması için farklı bir iyonik kuvvet 

gerektirir. İyonik kuvvet tamponun veya tampona eklenen tuzun artan derişimi ile 
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artabilir. Bu, örneğin kolonda alıkonmasını azaltabilir ve bileşikler farklı tuz 

derişimlerinde kolondan daha kolay ayrılırlar. 

 

Örnek bileşenlerinin ayrılması, tamponun pH’ının değiştirilmesi ile 

sağlanabilir. pH, molekülün pH’sına yaklaştığında molekül kendi yükünü kaybeder 

ve iyon değiştiriciden kurtulur. Katyon değiştirmede, örnekler kendi pH değerlerinin 

altında bir pH’da tutulduğunda, tamponun pH’sının artmasıyla örnek kolondan daha 

çabuk ayrılır.  

 

İyon değiştirme, iyonik türlerden birinin diğeriyle yer değiştirmesini içerir. 

Sabit faz, iyon değiştirici R+ vermek için , net pozitif yük taşıyan katı bir matriksten 

oluşur. Eğer anyon içeren hareketli faz kullanılırsa R+ (iyon değiştirici taraf) negatif 

karşı iyonu kendine doğru çeker, böylece örnek anyonları (X-), karşı iyonlarla (Y-) 

ter değiştirir.  

 

  R+ Y- + X- = R+ X- + Y- 

 

Bu yöntem anyon değişimi içerdiğinden, anyon değiştirme olarak bilinir. 

 

Yüzey, iyon değiştirici R- vermek için, net negatif yük taşıdığı zaman katyon 

değiştirme olayı meydana gelir. Karşı iyonlar (Y+) ve örnek iyonlarının (X+) ikisi de 

katyondur ve iyon değiştirme şu şekilde olur : 

 

 R-Y+ + X+ = R-X+ + Y+ 

 

Anyon ve katyon değiştirici reçinelerde gerçekleşen ayırma mekanizmaları 

Şekil 2.8’de görülmektedir. 
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Şekil 2.8. Anyon ve katyon dağıtıcı reçinelerde gerçekleşen ayırma 

mekanizmaları. 

 

 

 

İyon değiştirme kromatografisinde, kromatografik destek maddesi, hareketli 

fazda iyonik çözeltilerle yer değiştirme yeteneğine sahip iyonlar içerir. İyon 

değiştiricilerin iki tipi, bazik ve nötral maddeler için katyon değiştiriciler, asidik ve 

nötral maddeler için anyon değiştiricilerdir. 

 

İyon değiştiriciler kimyasal özellik ve boyut farklılıklarına kadar, yapısal 

farklılıklarına göre de sınıflandırılırlar. 

 

I. Mikrogözenekli veya jel yapısındaki reçineler : Bu reçineler mikro 

gözenekler içeren, çapraz bağlı yapısal bir ağdan oluşmaktadır. Çok küçük 

gözeneklere sahip olduğundan polar olmayan çözücü sistemlerinde, şişme çok 

düşüktür. Büyük hacimlardeki iyonların tutunması çok yavaştır ve çoğu kez 

tersinmezdir. 
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II. Makrogözenekli reçineler : Bu reçineler mikrogözenekli reçinelere ek olarak, 

geniş büyüklükte gözenekler de içerir. Bunlar büyük iç yüzey alanlarına ve yüksek 

gözenekliliğe sahiptir. Büyük gözenekler, farklı büyüklükteki iyonların iyon 

değiştirici fonksiyonel gruplara kolayca ulaşmasını sağlayan kanallar içerir. 

 

III. Pelikular reçineler : Bu reçineler, cam boncuklardan oluşmuş iç kısma, iyon 

değiştirici ince bir reçine filminin kaplanması ile hazırlanır. İç kısmın çapı çok 

küçüktür ve bu yüzden çözücülerin çok küçük miktarları için uygundur. 

 

IV. Yüzeysel gözenekli reçineler : Cam boncuklardan oluşmuş iç kısım, üzerine 

iyon değiştiricinin bağlandığı silika mikroküreciklerinin ince tabakası ile çevrilir.  

 

 

 
 

(a) Mikrogözenekli reçineler 

(b) Makrogözenekli reçineler 

(c) Pelikular reçineler 

(d) Yüzeysel gözenekli reçineler 

 

Şekil 2.9. Reçine tipleri. 
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 YBSK destek maddeleri hem silika temelli maddeleri hem de türevlendirilmiş 

hidrofilik ve hidrofobik polimerleri kapsar. 

 

 a) Polimer temelli iyon değiştiriciler : Polimer temelindeki iyon değiştirici 

reçinelerin polimerik iskeleti polistirene çapraz bağlanmış divilbenzenden 

sentezlenir. Bu iskelet genellikle bir stirendivinilbenzen (DVB) polimeri, 

polimetakrilat polimeri, metakrilik asit divinilbenzen (MA-DVB) polimeri veya 

akrilik asit divilbenzen (A-DVB) polimeridir.  

 

Çapraz bağlanmanın miktarı, divilbenzen miktarı ile kontrol edilir. Genellikle 

her 11 mol stiren için 1 mol divilbenzen kullanılır. Çapraz bağlı polimerik zincirlerin 

oluşturulması için yaygın biçimde p-divinilbenzen kullanılmakta birlikte, m-

divilbenzen de aynı işlevi görür. Polistirendivilbenzen reçinesinin gözenekliliği ve 

mekanik kuvveti, çapraz bağlanma derecesinin bir fonksiyonudur. Yüksek dereceli 

çapraz bağlı reçineler (% 8-10) yüksek basınçta kullanılabilir, fakat küçük çaplı 

reçineler (% 2-8), büyük moleküllerin matrikse geçmesine izin verir ve çözünürlüğü 

arttırırlar. Fakat mekanik kararlılıkları düşüktür. Bu destek maddelerin avantajı pH = 

2 - 12 aralığında kararlı olmalarıdır. 

 

Katyon değitiriciler, polimere asidik fonksiyonel gruplar eklenerek, anyon 

değiştiriciler ise bazik fonksiyonel gruplar eklenerek elde edilirler. En çok kullanılan 

fonksiyonel gruplar katyon değiştiriciler için –SO3
- (sülfonat), anyon değiştiriciler 

için kuarter amin (-N+(CH3))3 trimetilamonyum; -N+ (CH3)2C2H4OH (dimetil 

hidroksietil amonyum) formundaki iyon değiştiricilerdir. Örneğin bir 

stirendivinilbenzen polimeri sülfirik asitle tepkimeye girdiğinde –SO3H bağlı katyon 

değiştirici oluşturur.  

 

b) Silika temelli iyon değiştiriciler : Silika temelinde iyon değiştiren 

matriksler hidrofiliktir ve polimerik tabaka oluşması için kullanılan çapraz 

bağlayıcılar yüzünden düşük hidrofobik tutunma gösterirler. Küçük parçacık 

büyüklükleri ve sık dağılımları yüksek kaliteli bir ayırma sağlar. Gözenekli 

yüzeylerinden dolayı, hareketli faza önemli bir temas yüzeyi sağlarlar. Kimyasal ve 
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mekanik olarak kararlı olan silika matriksleri, yüksek akış hızı gerektiren yüksek 

basınca karşı iyi direnç gösterirler. pH = 2.5-7 aralığındaki sulu tamponlar ve pek 

çok organik çözücüler, matrikste şişme veya büzülme olmaksızın kullanılabilirler. 

Bunlar mikro ve makro reçineler arasında bir yerde düşünülür ve iyon değiştirme fazı 

ince polimerik ağa monomerik bağlanmış olabilir. Silika temelindeki reçinenin 

avantajı, polistiren temelindeki iyon değiştirici reçineden mL kolon hacmi başına 

daha büyük değiştirme kapasitesine sahip olmasıdır. Bununla birlikte silika bazlı 

iyon değiştiricilerin birkaç sınırlaması vardır. Bunların bazik koşullar altında 

kullanımları sınırlıdır ve yüksek iyonik şiddet kolon ömrünü azaltır. 

 

İyon değiştirici reçineler, polimere bağlanan asidik veya bazik fonksiyonel 

grupların kuvvetine göre de sınıflandırılırlar. Bu sınıflandırma kuvvetli bazik 

(kuvvetli anyon değiştirici), oldukça bazik, zayıf bazik, kuvvetli asidik (kuvvetli 

katyon değiştirici) ve zayıf asidik şeklindedir. Fonksiyonel grubun bazikliği veya 

asidikliği arttıkça ters yüklü örnek iyonlarını çekme gücü artar. Çizelge 2.2’de çeşitli 

anyon ve katyon değiştirici reçineler görülmektedir. 
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Çizelge 2.2. Çeşitli iyon değiştirici reçineler. 

 

 
Sınıflandırma 

 
Fonksiyonel Grup 

 
Polimerik destek 

 
Kuvvetli bazik 

(Kuvvetli anyon değiştirici) 

 
Tetraalkil-amonyum hidroksit 

 
S-DVB 

  
- CH2N(CH3)3

+Cl- 
 
S-DVB 

  
- CH2N(CH3)3

+OH- 
 
S-DVB 

  
Tetraalkil-amonyumklorür 

 
S-DVB 

 
Oldukça bazik 

 
- N(CH3)2 

 
S-DVB 

 
Zayıf bazik 

 
- NH2 

 
S-DVB 

  
- NH2 

 
S-DVB 

Kuvvetli asidik 
(Kuvvetli katyon değiştirici)

 

 
- SO3

-H+ 
 
S-DVB 

 
 

Zayıf asidik 

 
- SO3

-Na+ 
 
S-DVB 

  
- COO-H+ 

 
S-DVB 
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Çizelge 2.3. Düşük molekül ağırlıklı (≤ 1000) örnekler için seçilmesi gereken faz. 
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Çizelge 2.4. Yüksek moleküllü (polimerler) örnekler için seçilmesi gereken sabit faz. 
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2.9. Sistem Uygunluk Testleri (SUT) 

 Kromatografik yöntemlerin bir parçasıdır. SUT yöntemin kabul edilebilir 

doğrulukta ve kesinlikte olduğunu belirtir. Gerekli işlem ve hesaplamalar yöntem 

geliştirilmesi ve validasyon işlemlerinin tamamlanmasından sonra veya işlemler 

sırasında yapılır.  

 Örneğin SUT’nin bir parçası olan alıkonma zamanının tekrarlanabilirliği 

(%BSS) validasyon sırasında yapılır (Kılıç ve Köseoğlu,1997; Christian, 2004; Riley 

ve Rosanske, 1996). 

 Amerikan Farmakopesi XXIV Tarafından Tanımlanan SUT  

Parametreleri  

1. Teorik Tabaka (Plaka) Sayısı (N) 

2. Kuyruklanma Faktörü (T) 

3. Kapasite Faktörü (k') 

4. Seçicilik Faktörü () 

5. Ayırım Gücü (Resolution) (Rs) 

6. Pik Yüksekliği veya Alanının %BSS’ı 

Bu kriterlerden en az iki tanesinin gerekli şartları sağlaması yöntemin sistem 

uygunluğunu göstermektedir (Riley ve Rosanske,1996; USP 24). 
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2.9.1. Teorik Tabaka Sayısı (N) 

 Kolonun en önemli parametresidir. Kolondan çıkan pikin sivri ve dar olması 

ve piklerin birbirlerinden iyi ayrılması ile ilgilidir. N’nin sayısal değeri analizi 

yapılan maddenin cinsine bağlı olduğu gibi deney koşullarına örneğin akış hızı, 

sıcaklık, kolon kalitesi, dolumun tek biçimliliği gibi çeşitli faktörlere de bağlıdır.  

 Tavsiye edilen değer N > 2000’dir. 

 N = 16 [     ] 

tR : Maddenin alıkonma zamanı 

W : Elde edilen pikin taban genişliği 

2.9.2. Kuyruklanma Faktörü (T) ve Asimetri Faktörü (As) 

 Bu faktör pikin asimetrik olması ile ilgilidir. Çalışmalarda daima simetrik 

pikler tercih edilmelidir. Simetrik olmayan piklerde : 

1. Doğru olmayan tabaka sayısı ve ayırım gücü sonuçları, 

2. Kararlı olmayan miktar tayinleri, 

3. Gözlemlenemeyen pik kuyruklanmaları, 

4. Alıkonmanın tekrarlanabilirliğinin düşük olması gibi sorunlarla  

karşılaşılır. 

 Pik asimetrisi (As) taban yüksekliğinin % 10’u civarında, kuyruklanma 

faktörü (T)’de %5’i civarında ölçülür (Şekil 3.13). Bu durumlarla karşılaşmamak için 

As’nin 0.95 – 1.2 arasında T’nin de T ≤ 2 olması istenir. 

tR 

W 
2 



 72

 

Şekil 2.10. Asimetri ve kuyruklanma faktörü. 

 

2.9.3. Kapasite Faktörü (k') 

 Analizi yapılan maddelerin alıkonma zamanları veya alıkonma hacimleri 

yardımı ile hesaplanır. Kolonun performansı ve alıkonmanın uzun süreli 

tekrarlanabilirliği ile ilgilidir.  

 

k' =      =  

tr/Vr : Maddenin alıkonma zamanı/hacmi 

t0/V0 : Hareketli fazın alıkonma zamanı/hacmi  

 Elde edilen k' değerinin genel çalışmalarda 2 - 8 eser madde miktar tayininde 

1 - 3 ve stabilite belirleyici çalışmalarda k' > 4 olması istenir. 

 

tr – t0 
    t0 

Vr – V0 
   V0 
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2.9.4. Seçicilik Faktörü () 

 Bağıl alıkonmayı ifade eder.  

 

 =  

 

t1 : 1 nci maddenin alıkonma zamanı 

t2 : 2 nci maddenin alıkonma zamanı 

t0 : Hareketli fazın alıkonma zamanı 

 

İki pikin elde edildiği sistemlerde (ikili karışım veya madde ve iç standardın 

kullanıldığı karışımlar için) kullanılır. Genel olarak  > 1 olması istenir. 

 

2.9.5. Ayırım Gücü (Resolution) (Rs) 

 Ayırım kantitatif kromatografi çalışmalarının başlıca gerekliliğidir. 

Genellikle 5 veya daha az madde içeren numunelerde Rs > 1.5 kolaylıkla 

sağlanabilir.  

 Rs > 1.5 maksimum kesinliğin göstergesidir. Rs bir kolonun eksikliğini 

günler arası ayırım şartlarındaki değişiklikleri gösterir.  

 

 

 

 

t2 – t0 
t1 – t0 
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Şekil 2.11. İkili karışımlarda ayırım gücü parametreleri. 

 

 

t1 : 1 nci maddenin alıkonma zamanı 

t2 : 2 nci maddenin alıkonma zamanı 

W1 : 1 nci maddenin taban genişliği 

W2 : 2 nci maddenin taban genişliği 

 

Rs =   

 

2 (t2 – t ) 
W1 + W2 
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 Genel ayırımlarda Rs > 2.0, miktar tayini çalışmalarında Rs > 1.5, biyolojik 

sıvılarda yapılan çalışmalarda Rs > 1.2 değerleri kabul edilebilir değerlerdir. 

2.9.6. Pik Alanı veya Yüksekliğinin Tekrar Edilebilirliği (%BSS) 

 En az 6 defa tekrarlanan deneyler sonucu elde edilen pik alanı veya 

yüksekliklerinin bağıl standar sapmalarının (%BSS) hesaplanması ile elde edilir.  

 Genel ayırımlarda %BSS < %1.5, biyolojik sıvılarda yapılan çalışmalarda 

%BSS < %5.0, eser madde miktar tayininde %BSS değeri %5 - 15 kabul edilebilir 

değerlerdir. 

  

Kromatografi ve Yüksek Basınçlı Sıvı Kromatografisi (YBSK) ile sistem 

uygunluk testleri (SUT) bölümü Lalezar Yenilmez’in “Yüksek Performanslı Sıvı 

Kromatografisi ve İlaç Analizlerindeki Uygulamaları” başlıklı Tezsiz Yüksek Lisans 

Dönem Ödevi’nden hareketle hazırlanmıştır (Yenilmez, 2006) 
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2.10. KULLANILAN KİMYASAL MADDELER VE ORİJİNLERİ 

1. Klorkinaldol…………………… GlaxoSmithKline 

2. Diflukortolon valerat……………GlaxoSmithKline 

3. Metanol…………………………Merck 

Bu etken maddeler ayrıca bir saflaştırma işlemi uygulamaksızın doğrudan 

deneylerde kullanılmıştır 

2.11. KULLANILAN CİHAZLAR 

1. UV-Visible spektrofotometre : SHIMADZU UV – 1601 

2. Manyetik Karıştırıcı     : IKAMAK RH Jonke & Kunkel IKA Labortechnik 

3. IR spektrofotometre                : JASCO FT/IR – 420 Fourier Transform Infrared  

    Spektrofotometer 

4. Erime noktası tayin cihazı      : BUCHI SMP – 20 

5. Terazi                                      : SHIMATZU LIBROR AEG – 220 

6. HPLC Cihazı                         : G1379 A seri numaralı Gaz Giderici, G1311 A seri  

    numaralı Dörtlü Pompa, G1313 A seri numaralı Enjektör ve G1315B seri numaralı  

    DAD Dedektöründen oluşan Agilent marka HP1100 Kromatografi Sistemi 

2.12. KULLANILAN BİLGİSAYAR PROGRAMLARI  

1. Matlab 6.1 

2. Minitab 12.1 

3. UV-PC 1601 

4. Microsoft Excel 2000 

5. Brereton Multivariate Calibration 

6. Pentium (R) 4 CPV 2.93 6 hz S12 MB RAM 
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2.13. KULLANILAN BİLGİSAYAR KONFİGÜRASYONU 

Pentium M Processor 740, 1700 MHz, 512 MB RAM Dizüstü Bilgisayar 

2.14. ÜZERİNDE ÇALIŞMA YAPILAN FARMASÖTİK PREPARATLAR 

2.14.1. NERISONA-C ® Krem (Intendis) 

 Diflukortolon valerat………1 mg 

 Klorkinaldol ……………….10 mg / 1 gr krem 

 

2.14.2. IMPETEX ® Krem (Roche) 

 Diflukortolon valerat………1 mg 

 Klorkinaldol ……………….10 mg / 1 gr krem 

 

2.15. STANDART MADDELERİN STOK ÇÖZELTİLERİ 

2.15.1. Spektrum oranları türev spektrofotometri 

Diflukortolon valerat : metanol - su (3:1 h/h) karışımı içerisinde 200 mg / 100 

ml çözeltisi 

Klorkinaldol : metanol - su (3:1 h/h) karışımı içerisinde 200 mg / 100 ml 

çözeltisi 

2.15.2.  Kemometrik yöntemler 

Diflukortolon valerat :  metanol - su (3:1 h/h) karışımı içerisinde 200 mg / 

100 ml çözeltisi 
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Klorkinaldol : metanol - su (3:1 h/h) karışımı içerisinde 200 mg / 100 ml 

çözeltisi 

2.15.3.  YBSK  

Diflukortolon valerat :  metanol içerisinde 50 mg / 100 ml çözeltisi 

Klorkinaldol : metanol içerisinde 50 mg / 100 ml çözeltisi  

Efedrin hidroklorür : metanol içerisinde 50 mg / 100 mL çözeltisi 

pH = 5.5 fosfat tamponunun hazırlanması:  12 gram NaH2PO4  900 mL suda çözülür. 

Üzerine 0.2 M NaOH çözeltisinden ilave edilerek pH’ı 5.5 e ayarlanır. Daha sonra 

hacim 1000 mL’ye suyla tamamlanır. 
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3. BULGULAR 

3.1. KULLANDIĞIMIZ ETKEN MADDELERİN SAFLIK KONTROLLERİ 

 Deneylerde kullanılan standart maddeleri saflık kontrolleri için; erime 

noktaları, UV spektrumları ve IR spektrumları alınmış ve referanslarla 

karşılaştırılmıştır. 

3.1.1. DİF için saflık kontrolü 

Erime noktası : 195 °C. Bu değer referans değerle uyumludur (The Merck 

Index 30th Edition). 

UV spektrumu : DİF’ın metanol - su (3:1) içerisindeki çözeltisinin 200 – 300 

nm arasındaki spektrumu Şekil 3.1’de görülmektedir. Bu spektrumda 239 nm’de 

maksimum görülmektedir.  

IR spektrumu : KBr diski halinde basılmış DİF’ın 400 – 4000 cm-1 arasındaki 

IR spektrumunda 1748, 1666, 1624, 1608, 1213, 989, 916,  ve 721 cm-1 de temel 

pikler görülmüş (Şekil 3.2) ve bu da referansla uyum göstermiştir (British 

Pharmacopoeia 1999 Volume I). 

3.1.2. KLO için saflık kontrolü 

  Erime noktası : 112 °C. Bu değer referansla uyumludur (Clarke, E.G.C. Isolatıon 

and Identıfıcatıon of Drugs,’s). 

 

 UV spektrumu : KLO’ün metanol - su (3:1) içerisindeki çözeltisinin 200 – 350 nm 

arasındaki spektrumu Şekil 3.3’de görülmektedir. Bu spektrumda  205, 250 ve 318 

nm’lerde üç adet maksimum ve 270 nm’de bir adet omuz gözlenmektedir. 

IR spektrumu : KBr diski halinde basılmış KLO’ün 400 – 4000 cm-1 

arasındaki IR spektrumunda temel pikler 1608, 1149, 1024 ve 770 cm-1’de 

görülmektedir (Şekil 3.4). Bu da referansla uyum göstermiştir (Clarke, E.G.C. 

Isolatıon and Identıfıcatıon of Drugs,’s) 
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Şekil 3.1. Metanol - su (3:1) içerisinde 9.6 μg/mL DİF çözeltisinin absorpsiyon 

spektrumu. 

 

 

Dalga boyu (nm) 

Absorbans 
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Şekil 3.2. DİF’ın IR spektrumu. 

Dalga sayısı (cm-1) 

% geçirgenlik  
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Şekil 3.3. Metanol - su (3:1) içerisinde 4 μg/mL KLO çözeltisinin absorpsiyon 

spektrumu. 

 

 

Dalga boyu (nm) 

Absorbans 
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Şekil 3.4. KLO’ün IR spektrumu.

Dalga sayısı (cm-1) 

% geçirgenlik  
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3.2. KEMOMETRİK TEKNİKLERLE SPEKTROSKOPİK VERİLERİN   

DEĞERLENDİRİLMESİ YÖNTEMLERİ İLE ELDE EDİLEN 

SONUÇLAR 

3.2.1. Kemometrik çalışmalar 

Klorkinaldol (KLO) ve Diflukortolon valerat (DİF)’ın metanol – su (3:1) 

karışımı içerisindeki çözeltilerinin 200-350 nm arasındaki UV spektrumları (Şekil 

3.5) çizdirildiğinde 200-300 nm’ler arasında KLO ve DİF’ın spektrumlarının girişim 

yaptığı görülmektedir. Dolayısıyla karışımlarda her iki etken maddenin aynı anda 

hiçbir ayırma işlemi gerekmeksizin miktar tayinlerinin doğrudan bu spektrum 

aralığında absorbans değerlerinin ölçülmesi ile yapılması mümkün değildir. Şekil 

3.5’de 300-350 nm arasındaki bölgede KLO’ün sanki DİF’ın girişimi olmaksızın 

doğrudan absorbans değerlerinin ölçülmesi ile tayini yapılabilecek gibi görünmesine 

karşılık çok düşük değerlerde de olsa DİF’ın bu bölgede absorpsiyon yaptığı 

dolayısıyla bu işlemin gerçekleştirilemeyeceği anlaşılmıştır. Bu nedenle 

karışımlarında KLO ve DİF’ın, ki seçilen farmasötik preparat içerisinde karışım 

halinde bulunmaktadırlar, miktar tayinlerinin bu iki maddenin karışımlarının 

çözeltilerinde okunan absorbans değerlerinin kemometrik yöntemler kullanılarak 

değerlendirilmesi ile yapılabileceği düşünülmüştür. Bu amaçla CLS, ILS, PCR ve 

PLS-1 yöntemleri uygulanmış ama yalnızca PCR yöntemi kullanılarak iyi sonuçlar 

alınmış, diğerlerinde ise anlamsız sonuçlar elde edilmiştir. 
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Şekil 3.5. Metanol - su (3:1) içerisinde a) 4 μg/mL KLO çözeltisinin, b) 9.6 μg/mL 

DİF çözeltisinin absorpsiyon spektrumları. 

 

 

 

 

 

 

 

a

b

Dalga boyu (nm)

Absorbans 
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3.2.2. PCR yöntemi 

Bu yöntem iki basamaktan oluşur. 1. basamakta eigen (öz) vektörler veya 

absorbans – data matrisi faktörleri tayin edilir. 2. basamak ise çoklu lineer regresyon 

yardımıyla konsantrasyon data matrisinin regresyonudur. 

 

AProj = Vc
T . A 

 

Burada; 

  

AProj : Yeni koordinatları içeren (projeksiyonlarda) matris 

A      : Standart çalışma setinin absorbans matrisi 

Vc
T   : Baz vektörleri içeren matristir. 

 

Buna göre; 

 

C = F . AProj 

 

F : Standartlardan hazırlanan çalışma setindeki lineer denklem sistemi için 

kalibrasyon katsayılarını içeren matristir. 

 

Bu kalibrasyon matris sistemi kullanılarak bilinmeyen numunenin çeşitli dalga 

boylarında okunan absorbans değerleri yardımıyla bilinmeyenlerin konsantrasyonu 

hesaplanır. Kalibrasyon matrisinin hesaplanmasında eigen values (öz değerler), yeni 

koordinatları içeren skor’lar (scores) ve yükleme (loadings) faktörleri hesaplanır.  

 

3.2.2.1. DİF + KLO karışımında DİF ve KLO’ün PCR yönteminin    

                  spektrofotometrik analizlerde kullanılması ile miktar tayini: 

 

     Yapılan çalışmalara göre bu yöntemden iyi sonuç alabilmek için 230 -348 

nm aralığında Δλ = 2 nm aralıkla 60 dalga boyunda absorbans değerlerinin ölçülmesi 

gerektiği bulundu. 
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Bu karışımda her iki maddenin de miktar tayini için bu maddelerin 

konsantrasyonlarını içeren metanol - su (3:1) içerisindeki karışım çözeltilerinin 

çalışma setine (Çizelge 3.1) temel bileşen regresyonu yöntemi paket programlar 

kullanılmak suretiyle uygulanmıştır. Kalibrasyon seti hazırlanırken kullanılan 

karışım konsantrasyonları Çizelge 3.1’de görülmektedir. 

 

Yapılan çalışmalarda 18 karışım numunesinde 3 temel bileşenin alındığında 

hem DİF hem de KLO için en iyi sonuçların elde edildiği bulundu. Bu yöntemde 

lineer kalibrasyon aralığının DİF için 0.88 – 3.00 μg/mL, KLO için ise 1.0 – 11.2 

μg/mL olduğu saptandı.  

 

Yöntemde tayin alt sınırı DİF ve KLO için sırasıyla 0.86 μg/mL ve 1 μg/mL, 

yakalama sınırı ise DİF için 0.32 μg/mL ve KLO için 0.30 μg/mL olarak 

bulunmuştur.  YAS hesaplamasında Ribone ve ark. 2001 ın çalışmasındaki işlemler 

temel alınmıştır. Bu işlemler : YAS = 3    ε        b      den hesaplanmıştır. Burada     ε     

enstrümental gürültü ölçümü ve b ise tayin edilecek bileşiklerin saf haldeki regresyon 

katsayıları vektörüdür.        ε     =  √ ε1
2 +  ε2

2 +  ε3
2 +....+ εn

2    dir. 

 

Bu paket programlar içerisinde en iyi sonucu alabilmek için ortalama merkezli 

(mean center) ve standardize edilmiş veriler denenmiş, bunların içerisinde konulan 

konsantrasyona en uygun analiz sonuçlarının aşağıda gösterilen formüle göre 

standardize edilmiş verilerle ulaşıldığı gözlenmiştir: 

 

        x – x ̄ 

Z =    

         SD 

 

Burada z standardize edilmiş değer, x veri, x̄  ortalama, SD ise standart 

sapmadır. Yine kullandığımız paket programlarla çalışma (kalibrasyon) setindeki 

konsantrasyonlara (Çizelge 3.1) karşılık gelen score matrisleri ve okunan 

absorbanslara karşılık gelen loading (yükleme) matrisleri kurulmuştur. Sonra aynı 
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işlem bilinmeyen konsantrasyonlarda bu iki etken maddeyi içeren karışımlara 

uygulanmış ve elde edilen veriler kalibrasyon regresyonu yardımıyla hesaplanmıştır.  

 

Standart çözeltilerden hareketle hazırlanan sentetik karışımlara yöntem 

uygulandığında elde edilen ortalama % geri kazanım ve bağıl standart sapma (% 

BSS) değerleri Çizelge 3.2’de gösterilmiştir. Buna göre ortalama % geri kazanım ve 

bağıl standart sapma (% BSS) değerleri sırasıyla KLO için % 100.05 ve % 0.64, DİF 

için ise % 100.29 ve % 1.48 olarak bulunmuştur.  
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Çizelge 3.1. DİF ve KLO için PCR yönteminde kullanılan kalibrasyon seti. 

 
 
 

Karışım No KLO 
μg/mL 

DİF 
μg/mL 

1 1.00 0.88 

2 1.00 2.60 

3 1.00 3.00 

4 4.00 0.88 

5 4.00 1.20 

6 4.00 2.60 

7 4.00 3.00 

8 6.00 0.88 

9 6.00 1.20 

10 6.00 2.60 

11 6.00 3.00 

12 11.20 0.88 

13 11.20 2.60 

14 11.20 3.00 
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Çizelge 3.2. KLO ve DİF’ın standart karışımları  için PCR yöntemiyle elde edilen 

ortalama % geri kazanım sonuçları. 

 

 

KONULAN 
µg/ml  

BULUNAN 
µg/ml  

GERİ KAZANIM 
(%) KARIŞIM  

NO 

DİF KLO DİF KLO DİF KLO 

1 1.20 1.00 1.19 0.99 99.75 99.73 

2 1.20 4.00 1.22 4.03 101.83 100.77 

3 1.20 6.00 1.16 5.96 99.56 99.37 

4 1.20 10.00 1.19 9.99 99.90 99.99 

5 0.88 4.00 0.86 3.97 97.99 99.20 

6 1.20 4.00 1.23 4.04 102.89 101.06 

7 2.60 4.00 2.61 4.01 100.26 100.15 

8 3.00 4.00 3.01 4.00 100.18 100.12 

      * x ̄ 100.29 100.05 
    ** SS 1.48 0.64   
    ***% BSS 1.48 0.64 

 

*  x ̄  : Ortalama 
** SS : Standart sapma 
*** BSS : Bağıl standart sapma 
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3.2.3.  Kemometrik yöntemlerle elde edilen sonuçlara göre SEP, SEC ve PRESS 

değerlerinin hesaplanması 

3.2.3.1. DİF + KLO karışımları için SEP, SEC, PRESS, r, eğim ve kesim 

değerlerinin bulunması için gerçekleştirilen işlemler 

 

   Temel bileşen regresyonu yönteminde elde edilen veriler değerlendirilmiş ve 

aşağıdakiler hesaplanmıştır : 

 

a) SEP : Tahmindeki standart hata : 

 

                 ∑
=

m

i 1
( ĉ i – ci ) 2 

      SEP =  

                             m  

 

formülü yardımıyla hesaplanmış ve elde edilen değerler Çizelge 3.3’de gösterilmiştir.  

 Burada ci i. numunenin referans (bilinen) konsantrasyonu, ĉi ise i. numunenin 

bulunan konsantrasyondur. 

 

b)   SEC : Kalibrasyondaki standart  hata : 

 

              ∑
=

m

i 1
( ĉ i – ci ) 2 

SEC =                                                                                                                                 

               m – 2 

formülü yardımıyla hesaplamış ve elde edilen değerler Çizelge 3.3’de gösterilmiştir. 

 Burada ci i. numunenin referans (bilinen) konsantrasyonu, ĉi ise i. numunenin 

m kalibrasyon standardı için tahmin edilen konsantrasyondur. 
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c)  PRESS : Tahmin hatalarının karelerinin toplamı: 

          PRESS = ∑
=

m

i 1

 (  ĉ i – ci ) 2 

formülü yardımıyla hesaplamış ve elde edilen değerler Çizelge 3.3’de gösterilmiştir. 

Burada ci i. numunenin referans (bilinen) konsantrasyonu, ĉi ise i. numunenin 

m kalibrasyon standardı için tahmin edilen konsantrasyondur. 

Ayrıca, konulan ile bulunan değerler grafiğe geçirildiğinde elde edilen 

doğrunun korelasyon katsayısı (r), eğimi ve kesimi de aynı çizelgelerde 

gösterilmiştir. 

Yöntemde hesaplanan SEP, SEC, r, kesim, eğim ve PRESS değerleri Çizelge 

3.3’te gösterilmiştir. 

 

 

 

Çizelge 3.3. DİF + KLO karışımı analizinde uygulanan PCR yöntemindeki 

parametreler. 

 

  SEP SEC r Kesim  Eğim PRESS 

KLO 0.0301 0.0274 0.9999 0.0094 0.9983 0.0064 

DİF 0.0326 0.0296 0.9986 0.008 1.0061 0.0053 

 

 

 

 

r’nin 1’e yakın olması konulan ile bulunan miktarlar arasındaki doğrusal 

ilişkinin çok iyi olduğunu göstermektedir. 
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3.2.4. ANOVA testi 

DİF + KLO karışımlarının metanol – su (3:1) içerisindeki çözeltilerinin gün 

içi absorbans değerleri okunarak (2’şer saat aralıkla 5 kez) ve günler arası değerleri 

(3 gün boyunca) okunarak  temel  bileşen regresyonu yöntemleri uygulanmış ve 

bunların sonucunda DİF + KLO karışımlarında hesaplanan DİF ve KLO miktarları 

ANOVA testi ile karşılaştırılmış ve elde edilen sonuçlar Çizelge 3.12’de 

gösterilmiştir. Bu çizelge sonuçlarına göre hesaplanan F değerlerinin serbestlik 

derecesi 2 ve 27’ye göre çizelge değeri olan 3.35 değerinden küçük olduğu 

gözlenmiştir.  

 

3.2.5. PCR yönteminin farmasötik preparatlara uygulanması  

3.2.5.1. Seçicilik 

 

     İçerisinde DİF ve KLO bulunan NERISONA-C ® krem ve IMPETEX ® krem 

preparatlarına uygulamasının yapılması için de çalışmalar yapılmıştır. Amacımız  

etken  maddelerin miktarını tayin etmek olduğu için öncelikle bu preparatlardaki 

yardımcı maddelerin ve krem bazının yöntemi etkilemediğinin saptanması gerekir. 

Bu nedenle NERISONA-C ® ve IMPETEX ® krem preparatlarının hazırlanan 

çözeltilerine standart olarak ayrı ayrı DİF ve KLO ilave edilerek miktar tayini 

yapılmış ve elde edilen sonuçlara göre yardımcı maddelerin yöntemi etkilemediği 

bulunmuştur (Çizelge 3.4). 
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Çizelge 3.4. Preparatlara etken madde ilave edildikten sonra PCR yöntemi ile 

hesaplanan DİF ve KLO miktarları.   

 

 

KONULAN  BULUNAN  GERİ KAZANIM (%) 
KARIŞIM 

NO 
DİF 

µg/ml  
KLO 
µg/ml  

DİF 
µg/ml  

KLO 
µg/ml  DİF KLO 

1 0.10 1.00 0.09 1.00 99.90 100.10 

2 0.10 1.00 0.09 0.99 98.90 99.80 

3 0.20 2.00 0.19 2.00 99.90 100.10 

4 0.20 2.00 0.20 1.99 100.10 99.90 

5 0.30 3.00 0.30 3.00 100.10 100.20 

6 0.30 3.00 0.29 2.99 99.80 99.90 

7 0.40 4.00 0.39 3.95 99.90 98.90 

8 0.40 4.00 0.40 4.00 100.20 100.10 

9 0.50 5.00 0.50 4.99 100.10 99.80 

10 0.50 5.00 0.50 5.00 100.10 100.10 

      x ¯  99.90 99.89 

    SS 0.37 0.38   

    % BSS 0.37 0.38 
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3.2.5.2. İşlem:  

 

        Yardımcı maddelerin etkisinin olmadığı anlaşıldıktan sonra seçilen 3 adet  

NERISONA-C ® ve IMPETEX ® krem içeriğinden ayrı ayrı 1 er gr tartılmış ve 50 

mL’lik balonjojede metanol - su (3:1) içerisinde çözülmüştür. 30 dakika 

karıştırıldıktan sonra süspansiyon, Whatman No:42 kağıdından süzülerek süzüntüden 

alınan 1.25 mL’lik kısım 25 mL’lik balonjoje içerisinde metanol – su (3:1) çözeltisi 

ile işaret çizgisine kadar tamamlanmıştır. Yöntem bu çözeltilere uygulandıktan sonra 

elde edilen sonuçlar Çizelge 3.5 ve 3.6’da gösterilmiştir. 
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Çizelge 3.5. NERISONA-C ® preparatına PCR yöntemi uygulandığında DİF ve 

KLO için elde edilen sonuçlar (mg/1 g krem) ( Preparat üzerinde yazılı olan 

miktarlar : 1 mg DİF + 10 mg KLO / 1 g krem ). 

DENEY NO DİF 
(mg) 

KLO 
(mg) 

1 0.95 9.97 

2 0.97 10.03 

3 0.97 10.06 

4 0.95 10.08 

5 0.95 10.1 

6 0.97 10.07 

7 0.97 10.06 

8 0.95 10.05 

9 0.97 10.07 

10 0.95 10.06 

x ¯  0.96 10.06 

SS 0.01 0.04 

%BSS 1.04 0.39 

* G.A.(p=0.05 için) ± 0.01 ± 0.02 

 

* GA = Güven aralığı (GA = x ̄   ± t x SS / √n) 
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Çizelge 3.6. IMPETEX ® preparatına PCR yöntemi uygulandığında DİF ve KLO 

için elde edilen sonuçlar (mg/1 g krem) ( Preparat üzerinde yazılı olan miktarlar : 1 

mg DİF + 10 mg KLO / 1 g krem ). 

 

DENEY NO KLO 
(mg) 

DİF 
(mg) 

1 11.32 1.13 

2 11.16 1.06 

3 10.98 1.12 

4 11.02 1.19 

5 11.17 1.16 

6 10.98 1.13 

7 11.32 1.16 

8 11.02 1.12 

9 10.98 1.19 

10 11.16 1.13 

x ¯  11.11 1.14 

SS 0.13 0.04 

%BSS 1.17 3.51 

GA (p=0.05 için) ± 0.08 ± 0.02 
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3.3. SPEKTRUM ORANLARI TÜREV SPEKTROFOTOMETRİ İLE 

YAPILAN MİKTAR TAYİNİ   ÇALIŞMALARI 

        DİF + KLO karışımında DİF ve KLO’ün miktar tayinleri için spektrum 

oranları türev spektrofotometri yöntemi kullanılmıştır.  

 

3.3.1. DİF + KLO karışımında DİF’ın miktar tayini : 

 

DİF + KLO karışımının metanol - su (3:1) içerisindeki çözeltilerinin 200 – 350 

nm arasındaki 0. derece türevi yani orijinal absorbsiyon spektrumları Şekil 3.6’da 

görülmektedir. Yaptığımız çalışmalarda DİF’ın bu karışımda miktar tayinini 

yapabilmek için DİF + KLO karışımlarının metanol - su (3:1) içerisindeki 

spektrumları KLO’ün aynı çözücü içerisindeki spektrumlarına bilgisayar yardımıyla 

bölünmüştür. Bölücü olarak 4 μg/mL KLO’ün metanol - su (3:1) içerisindeki 

spektrumu seçilmiştir. Elde edilen bölüm spektrumları Şekil 3.7’de görülmektedir. 

Daha sonra bu bölüm spektrumlarının 1., 2. ve 3. türev  spektrumları çizdirilmiş ve 

spektrumlar karşılaştırıldığında, 1. türev spektrumunda daha belirgin ve düzgün 

pikler görüldüğü için çalışmalar 1. türev spektrumlarında gerçekleştirilmiştir. Bu 

nedenle  Şekil 3.7’deki bölüm spektrumlarının 1. türev spektrumları çizdirilmiştir 

(Şekil 3.8). Bölüm spektrumlarını çizdirirken de  çeşitli dalga boyları denenmiş ve 

Δλ = 2 nm’de smoothing (düzleme) yapılarak en iyi spektrumun alındığı 

bulunmuştur. 1. türev spektrumunda DİF için üç adet minimum (238.1, 261.2 ve 

276.9 nm) ve bir maksimum (229.9 nm) olduğu gözlenmiştir (Şekil 3.8).  

 

          229.9 ve 238.1 nm’lerde oran spektrum 1. türev spektrumunda değişik miktarda 

DİF içeren standart karışımları için analitik sinyaller ölçülerek ve Çizelge 3.7’de 

gösterilen regresyon eşitlikleri kullanılarak yöntemdeki geri kazanım değerleri 

hesaplanmıştır (Çizelge 3.8). Buna göre ortalama % geri kazanım değerinin 238.1 

nm için % 99.86, % bağıl standart sapma değerinin de % 1.98 olduğu aynı çizelgede 

gözlenmektedir. Ortalama % geri kazanım değerinin 229.9 nm’de %92.40, % bağıl 

standart sapma değerinin de %16.19 olduğu görülmüştür. 
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Yapılan çalışmalarda bu yöntemle DİF + KLO karışımı içerisinde DİF’ın 

miktar tayini için 0.88 – 3 μg/mL aralığında doğrusal olarak konsantrasyonla analitik 

sinyaller arasında bir bağıntı olduğu saptanmıştır. Korelasyon katsayısının bu 2 dalga 

boyu için hesaplanan regresyon eşitliği için 0.9972 – 0.9879 arasında olduğu 

bulunmuştur (Çizelge 3.7) ki bu, konsantrasyon ile analitik sinyaller arasında 

doğrusal olarak iyi bir bağıntının bulunduğunu göstermektedir. 

 

Yöntemde DİF için tayin alt sınırı 0.88 μg/mL (doğrusal aralığın alt sınırı) 

alınmıştır. Yakalama sınırı ise 0.32 μg/mL olarak hesaplanmıştır. Yakalama sınırı 

için 3 SS/m eşitliğinden yararlanılmıştır (SS = Standart sapma, m = kalibrasyon 

eğrisinin eğimi). 
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Şekil 3.6. Metanol - su (3 : 1) içerisinde a) 8.72 μg/mL KLO ve 0.88 μg/mL DİF, b) 

8.72 μg/mL KLO ve 1.2 μg/mL  DİF, c) 8.72 μg/mL  KLO ve 3 μg/mL  DİF 

karışım çözeltilerinin orijinal absorpsiyon spektrumları. 

 

 

 

 

 

c

a 
b 

Dalga boyu (nm)

Absorbans 
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Şekil 3.7. Metanol - su (3 : 1) içerisinde a) 8.72 μg/mL KLO ve 0.88 μg/mL DİF, b) 
8.72 μg/mL KLO ve 1.2 μg/mL  DİF, c) 8.72 μg/mL  KLO ve 3 μg/mL  DİF 
karışım çözeltilerinin bölüm spektrumları (Bölücü metanol - su (3:1) içerisindeki 4 
μg/mL  KLO çözeltisinin spektrumu (Smoothing Δλ = 2 nm, Scaling factor : 10)). 
 
 
 

 
 
 
Şekil 3.8. Metanol - su (3 : 1)  içerisinde a) 8.72 μg/mL KLO ve 0.88 μg/mL DİF, b) 
8.72 μg/mL KLO ve 1.2 μg/mL  DİF, c) 8.72 μg/mL  KLO ve 3 μg/mL  DİF 
karışım çözeltilerinin 4 μg/mL  KLO’ün metanol - su (3:1) içerisindeki çözeltisinin 
spektrumuna bölümünden sonraki 1. türev spektrumları (Δλ = 2 nm, Scaling factor : 
10). 
 

a 

c 
b 

c 

b 

a 

Dalga boyu (nm)

Absorbans 

Dalga boyu (nm)

Absorbans 
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Çizelge 3.7. KLO ve DİF'ın 1DD (spektrum oranları 1. türev spektrofotometri) kullanılarak oluşturulan kalibrasyon grafikleri için hesaplanan 
istatistiksel sonuçlar. 

           

REGRESYON EŞİTLİKLERİ 
BİLEŞENLER λ (nm) 

m (± SH) n (± SH) 
r 

KONSANTRASYON 
ARALIĞI  

(µg/ml ) 

DİF 229.9 6.7 x 10-2± 2.77 x 10-4 8.25 x 10-2± 4.60 x 10-5 0.9879 0.88 - 3 

DİF 238.1 - 5.26 x 10-2± 1.59 x 10-3 - 3.39 x 10-2± 2.65 x 10-4 0.9972 0.88 - 3 

KLO 203.2 9.05 x 10-2± 4.70 x 10-3 1.58 x 10-1± 5.00 x 10-4 0.9961 1 - 11.2 

KLO 211.5 - 9.58 x 10-2± 3.40 x 10-3 - 2.35 x 10-1± 3.00 x 10-4 0.9975 1 - 11.2 

KLO 257.3 - 5.54 x 10-2± 8.20 x 10-4 - 1.53 x 10-1± 8.00 x 10-5 0.9982 1 - 11.2 

KLO 269.7 2.30 x 10-2± 5.90 x 10-4 - 3.53 x 10-2± 5.90 x 10-5 0.9925 1 - 11.2 

m = eğim. n = kesim. y = mx + n. r = korelasyon katsayısı. SH = standart hata 
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* GA : Güven Aralığı (p = 0.05)  (GA = x ̄   ± t x SS / √n) 

 
 
Çizelge 3.8. KLO ve DİF'ın standart karışımlarında 1DD (spektrum oranları 1. türev spektrofotometri) yöntemi ile elde edilen ortalama % geri kazanım 
sonuçları. 

KONULAN  KLO DİF 

GERİ KAZANIM (%) GERİ KAZANIM (%) 
KARIŞIM  

NO KLO 
µg/ml  

DİF 
µg/ml  203.2 nm 211.5 nm 257.3 nm 269.7 nm 229.9 nm 238.1 nm 

1 8.72 0.88 93.01 97.08 91.49 101.80 119.57 98.27 
2 8.72 0.92 91.62 97.08 89.22 102.01 93.28 97.30 
3 8.72 1.00 90.22 94.45 86.94 102.32 90.29 102.58 
4 8.72 1.20 93.01 97.08 91.49 101.36 100.12 98.00 
5 8.72 1.80 93.01 97.08 91.49 99.87 94.11 97.66 
6 8.72 2.00 95.79 98.39 91.49 104.84 104.10 101.31 
7 8.72 2.80 91.62 94.45 91.49 99.87 99.41 103.40 
8 8.72 3.00 101.37 103.67 102.88 98.39 100.75 99.22 
9 1.00 1.00 129.28 122.13 120.94 101.65 55.97 99.13 

10 2.00 1.00 148.41 96.03 90.25 100.65 60.45 97.28 
11 4.00 1.00 96.41 93.95 99.73 98.15 70.89 102.09 
12 8.80 1.00 100.45 102.73 101.93 99.09 94.78 102.01 
13 9.00 1.00 98.22 99.16 99.67 102.08 94.78 99.18 
14 9.48 1.00 95.81 97.78 98.82 98.94 100.75 99.63 
15 9.88 1.00 98.08 98.47 98.84 99.83 85.82 99.99 
16 10.40 1.00 102.50 102.48 101.53 102.73 85.82 98.14 
17 10.52 1.00 100.20 100.12 100.38 100.97 94.78 101.56 
18 10.80 1.00 103.23 101.87 101.45 101.78 100.75 101.86 
19 11.00 1.00 99.15 98.98 97.80 100.91 100.75 101.17 
20 11.20 1.00 101.72 99.26 101.37 99.82 100.75 97.43 

x ̄ 101.16 99.61 97.46 100.90 92.40 99.86 
SS 13.83 5.97 7.54 1.64 14.96 1.98 

% BSS 13.67 5.99 7.74 1.63 16.19 1.98 
n = 20 

* GA ± 5.35 ± 2.31 ± 2.92 ± 0.63 ± 5.79 ± 0.77 
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3.3.2. DİF + KLO karışımında KLO’ün  miktar tayini: 

DİF + KLO karışımının metanol - su (3:1) içerisindeki çözeltilerinin 200 – 350 

nm arasındaki 0. derece türevi yani orijinal absorbsiyon spektrumları Şekil 3.9’da 

görülmektedir. Yaptığımız çalışmalarda KLO’ün bu karışımda miktar tayinini 

yapabilmek için DİF + KLO karışımlarının metanol - su (3:1) içerisindeki spektrumları 

DİF’ ın aynı çözücü içerisindeki spektrumlarına bölünmüştür. Bölücü olarak 9.6 μg/mL 

DİF ın metanol - su (3:1) içerisindeki spektrumu seçilmiştir. Elde edilen bölüm 

spektrumları Şekil 3.10’da görülmektedir. Daha sonra bu bölüm spektrumlarının 1., 2. 

ve 3. türev spektrumları çizdirilmiş ve spektrumlar  karşılaştırıldığında 1. türev 

spektrumunda daha belirgin ve düzgün pikler görüldüğü için çalışmalar 1. türev 

spektrumlarında gerçekleştirilmiştir. Bu nedenle Şekil 3.10’daki bölüm spektrumlarının 

1. türev spektrumları çizdirilmiştir (Şekil 3.11). Bölüm spektrumlarını çizdirirken de  

çeşitli dalga boyları denenmiş ve Δλ = 2 nm’de smoothing (düzleme) yapılarak en iyi 

spektrumun alındığı bulunmuştur. 1. türev spektrumunda KLO  için üç tane maksimum 

(203.2, 247.3 ve 269.7 nm) ve iki minimum (211.5 ve 257.3 nm) olduğu gözlenmiştir 

(Şekil 3.11). 

           203.2, 211.5, 257.3 ve 269.7 nm’lerde oran spektrumu 1. türev spektrumunda 

değişik miktarda KLO içeren standart karışımları için analitik sinyaller ölçülerek 

yöntemdeki geri kazanım değerleri hesaplanmıştır (Çizelge 3.8). Buna göre 203.2, 

211.5, 257.3 ve 269.7 nm’lerdeki ortalama yüzde geri kazanım değerleri sırasıyla 

%101.16, 99.61, 97.46, 100.9 ve % bağıl standart sapma değerleri yine sırasıyla % 

13.67, 5.99, 7.74 ve 1.63 olarak bulunmuştur. 

           Yapılan çalışmalarda bu yöntemle DİF + KLO karışımı içerisinde KLO’ün  

miktar tayini için 1 – 11.2 μg/mL aralığında konsantrasyonla analitik sinyaller arasında 

doğrusal bir bağıntı olduğu saptanmıştır. Bu dalga boylarında yapılan ölçümlerdeki 

sonuçlara göre hazırlanan regresyon eşitlikleri Çizelge 3.7’de gösterilmiştir. Korelasyon 

katsayısının bu 4 regresyon eşitliği için 0.9925 – 0.9982 arasında olduğu bulunmuştur   

(Çizelge 3.7). 
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Yöntemde KLO için tayin alt sınırı 1 μg/mL olarak alınmış, yakalama sınırı ise 

0.30  μg/mL olarak hesaplanmıştır. Yakalama sınırı için 3 SS/m eşitliğinden 

yararlanılmıştır (SS = 5 adet köre ait standart sapma, m = kalibrasyon eğrisinin eğimi) 
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Şekil 3.9. Metanol - su (3:1) içerisinde a) 1 μg/mL DİF ve 4 μg/mL KLO, b) 1 μg/mL 

DİF ve 8.8 μg/mL KLO, c) 1 μg/mL DİF ve 10.8 μg/mL KLO karışım çözeltilerinin 

orijinal absorpsiyon spektrumları.  
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Şekil 3.10. Metanol - su (3:1) içerisinde a) 1 μg/mL DİF ve 4 μg/mL KLO, b) 1 μg/mL 
DİF ve 8.8 μg/mL KLO, c) 1 μg/mL DİF ve 10.8 μg/mL KLO karışım çözeltilerinin 
bölüm spektrumları (Bölücü metanol - su (3:1) içerisindeki 9.6 μg/mL  DİF çözeltisinin 
spektrumu (Smoothing Δλ = 2 nm, Scaling factor : 1)). 
 
 
 
 

 
 
Şekil 3.11. Metanol - su (3:1) içerisinde a) 1 μg/mL DİF ve 4 μg/mL KLO, b) 1 μg/mL 
DİF ve 8.8 μg/mL KLO, c) 1 μg/mL DİF ve 10.8 μg/mL KLO karışım çözeltilerinin 
9.6 μg/mL  DİF’ın metanol - su (3:1) içerisindeki çözeltisinin spektrumuna bölümünden 
sonraki 1. türev spektrumları (Δλ = 2 nm, Scaling factor : 1). 
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3.3.3. ANOVA testi 

DİF + KLO karışımlarının metanol – su (3:1) içerisindeki çözeltilerinin gün içi 

absorbans değerleri okunarak (2’şer saat aralıkla 5 kez) ve günler arası değerleri (3 gün 

boyunca) okunarak 1DD yöntemi uygulanmış ve bunların sonucunda DİF + KLO 

karışımlarında hesaplanan DİF ve KLO miktarları ANOVA testi ile karşılaştırılmış ve 

elde edilen sonuçlar Çizelge 3.12’de gösterilmiştir. Bu çizelge sonuçlarına göre 

hesaplanan F değerlerinin serbestlik derecesi 2 ve 27’ye göre çizelge değeri olan 3.35 

değerinden küçük olduğu gözlenmiştir.  

 3.3.4. 1DD yönteminin farmasötik preparatlara uygulanması 

3.3.4.1. Seçicilik 

İçerisinde DİF ve KLO bulunan NERISONA-C ® krem ve IMPETEX ® krem 

preparatlarına uygulamasının yapılması için de çalışmalar yapılmıştır. Amacımız  etken  

maddelerin miktarını tayin etmek olduğu için öncelikle bu preparatlardaki yardımcı 

maddelerin ve krem bazının yöntemi etkilemediğinin saptanması gerekir. Bu nedenle 

krem preparatlarının çözeltilerine standart olarak DİF ve KLO ayrı ayrı ilave edilerek 

miktar tayini yapılmış ve elde edilen sonuçlara göre yardımcı maddelerin yöntemi 

etkilemediği bulunmuştur (Çizelge 3.10). 
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Çizelge 3.9. Preparatlara etken madde ilave edildikten sonra 1DD (spektrum oranları 1. 

türev spektrofotometri) ile hesaplanan DİF ve KLO miktarları. 

 

KONULAN  BULUNAN  GERİ KAZANIM (%) 
KARIŞIM  

NO 
DİF 

µg/ml  
KLO 
µg/ml  

DİF 
µg/ml  

KLO 
µg/ml  DİF KLO 

1 0.10 1.00 0.10 0.99 100.10 99.90 

2 0.10 1.00 0.09 1.00 99.90 100.10 

3 0.20 2.00 0.19 1.99 99.80 99.80 

4 0.20 2.00 0.20 1.99 100.20 99.90 

5 0.30 3.00 0.30 3.00 100.10 100.10 

6 0.30 3.00 0.29 3.00 99.90 100.20 

7 0.40 4.00 0.39 4.00 98.70 100.10 

8 0.40 4.00 0.39 3.99 99.80 99.90 

9 0.50 5.00 0.50 5.01 100.20 100.10 

10 0.50 5.00 0.51 4.99 100.10 99.80 

      x ¯  99.88 99.99 

    SS 0.44 0.15   

    % BSS 0.44 0.15 
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3.3.4.2. İşlem 

Yardımcı maddelerin etkisinin olmadığı anlaşıldıktan sonra seçilen 3 adet  

NERISONA-C ® IMPETEX ® krem içeriğinden ayrı ayrı 1 gr tartılmış ve 50 mL’lik 

balonjojede metanol - su (3:1) içerisinde çözülmüştür. 30 dakika karıştırıldıktan sonra 

süspansiyon, Whatman No:42 kağıdından süzülerek süzüntüden 1.25 mL’lik kısım 25 

mL’lik balonjoje içerisinde metanol – su (3:1) karışımı ile işaret çizgisine kadar 

tamamlanmıştır. Yöntem bu çözeltilere uygulandıktan sonra elde edilen sonuçlar 

Çizelge 3.11 ve Çizelge 3.12’de gösterilmiştir. 
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Çizelge 3.10. NERISONA-C ® preparatına 1DD (spektrum oranları 1. türev 

spektrofotometri) yöntemi uygulandığında DİF ve KLO için elde edilen sonuçlar (mg/1 

g krem) (Preparatın üzerinde yazılı olan miktarlar : 1 mg DİF + 10 mg KLO/1 g krem). 

 

DENEY NO KLO 
(mg) 

DİF 
(mg) 

1 10.32 1.26 

2 10.10 1.03 

3 10.67 0.95 

4 10.53 1.03 

5 10.10 1.27 

6 9.84 1.19 

7 10.10 1.03 

8 10.32 0.95 

9 10.25 1.10 

10 9.84 1.12 

x ¯  10.23 1.09 

SS 0.29 0.13 

%BSS 2.83 11.93 

GA (p=0.05 için) ± 0.21 ± 0.09 
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Çizelge 3.11. IMPETEX ® preparatına 1DD (spektrum oranları 1. türev 

spektrofotometri) yöntemi uygulandığında DIF ve KLO için elde edilen sonuçlar (mg/1 

g krem) (Preparatın üzerinde yazılı olan miktarlar : 1 mg DİF + 10 mg KLO/1 g krem). 

 

DENEY NO KLO 
(mg) 

DİF 
(mg) 

1 10.53 1.06 

2 10.71 1.06 

3 10.36 1.26 

4 10.71 1.26 

5 10.71 1.23 

6 10.71 1.22 

7 10.36 1.22 

8 10.53 1.22 

9 10.58 1.26 

10 10.36 1.22 

x ¯  10.56 1.20 

SS 0.15 0.08 

%BSS 1.42 6.67 

GA (p=0.05 için) ± 0.11 ± 0.05 
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3.3.5. ANOVA testi 

DİF + KLO karışımlarının metanol – su (3:1) içerisindeki çözeltilerinin gün içi 

absorbans değerleri okunarak (2’şer saat aralıkla 5 kez) ve günler arası değerleri (3 gün 

boyunca) okunarak 1DD yöntemi uygulanmış ve bunların sonucunda DİF + KLO 

karışımları için 3 gün aynı saat aralıklarında karşılaştırılarak bulunan miktarlar ANOVA 

testi ile karşılaştırılmış ve elde edilen sonuçlar Çizelge 3.12’de gösterilmiştir. Bu 

çizelge sonuçlarına göre hesaplanan F değerlerinin serbestlik derecesi 2 ve 27’ye göre 

çizelge değeri olan 3.35 değerinden küçük olduğu gözlenmiştir. 3 gün içerisinde 
1DD’nin hazırlanan çözeltilere uygulanmasında elde edilen sonuçların (p = 0.05 olarak) 

birbirlerinden istatistiksel olarak anlamlı farkının bulunmadığı ve bu süre içerisinde 

yöntemin geçerli olduğu anlaşılmaktadır. Bu aynı zamanda stabilitenin de göstergesidir. 
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Çizelge 3.12. Önerilen yöntemler için DİF + KLO karışımlarında ANOVA testi sonuçları. 
 
 

1DD PCR YBSK 
Parametreler 

KLO DİF KLO DİF KLO DİF 

Günler arası  
varyans   0.05    0.06  0.06 0.07 0.05 0.09 

Gün içi  
varyans  0.16  0.20 0.19 0.20 0.16 0.29 

F oranı  3.20  3.32 3.18 2.74 3.21 3.28 

Ortalama değer 
(μg/mL)  4.01  1.17 4.17 3.60 41.80 63.80 

Günler arası % BSS  0.05  0.12 0.07 0.13 0.08 0.16 

Gün içi % BSS  0.04  0.09 0.02 0.08 0.03 0.09 

 
 

Günler arası ve gün içi sonuçları 2 ve 27 serbestlik derecesinde hesaplanmıştır. Bu serbestlik derecesinde ve %95 güven aralığında F oranı 

3.35’tir. 
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3.4. YBSK İLE YAPILAN ÇALIŞMALAR 

 

Yöntemi optimize etmek için yapılan çalışmalar sonucunda, en iyi ayrımın 

ACE C18 ters faz kolonu (250 mm x i.d. 4.6 mm, 5 μm) üzerinde hareketli (mobil) 

faz olarak metanol – fosfat tamponu (pH : 5.5; 0.1 M) (95:5 h/h) ve 20 μL enjeksiyon 

hacmi kullanılarak 1 mL/dak akış hızı ile elde edildiği saptanmıştır. DAD (Fotodiyot 

dizisi) dedektörü kullanılarak dedeksiyon 220 nm’de yapılmıştır. İç standart olarak 

çeşitli maddeler denemiş ve en uygun piki veren efedrin hidroklorür seçilmiştir. 

Yöntemde alıkonma zamanları (retention time) efedrin hidroklorür (iç standart) için 

2.54 dakika, DİF için 3.44 dakika ve KLO için 4.46 dakika olarak bulunmuştur 

(Şekil 3.12). 
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Şekil 3.12. a) Efedrin hidroklorür (IS) (200 μg/mL)’ün, b) DİF (100 μg/mL)’ ın ve c) 

KLO (100 μg/mL)’ün geliştirilen YBSK yöntemindeki kromatogramı. 
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 Miktar tayini işlemlerinde kalibrasyon grafiklerinden yararlanılmıştır. Bu 

grafikler için pik alanları ölçülmüş ve kromatogramda etken maddeler için ölçülen 

pik alanları iç standart için ölçülen pik alanlarına bölündükten sonra elde edilen alan 

oranı değerleri konsantrasyona karşı grafiğe geçirilmiştir (N = 10). Böylece elde 

edilen doğrusal kalibrasyon eğrisinin denklemleri :  

 

KLO için; 

y = 0.6866x + 5.2983 (r = 0.9975) 

DİF için; 

y = 0.1489x + 0.5142 (r = 0.9991) olarak bulunmuştur.  

(Burada x, μg/mL cinsinden konsantrasyonu, y ise pik alanı madde/pik alanı iç 

standart oranını göstermektedir.) 

  Yöntemde çalışma aralıkları DİF için 2.40 – 300.00 μg/mL. KLO için ise 

0.72 – 240.00 μg/mL olduğu saptanmıştır. Yöntemde KLO ve DİF için tayin alt 

sınırı sırasıyla 0.72 μg/mL ve 2.40 μg/mL olarak alınmış, yakalama sınırı ise 

sırasıyla 0.22  μg/mL ve 0.76 μg/mL olarak hesaplanmıştır. Elde edilen sonuçlar 

Çizelge 3.13’da gösterilmiştir. Tayin alt sınırı doğrusal aralığın alt sınırı olarak 

alınmış, yakalama sınırı ise 3 SS/m formülünden hesaplanmıştır. 
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Çizelge 3.13. Kromatografik koşullar optimize edildiğinde KLO ve DİF için elde 

edilen doğrusal parametreler. 

  DİF KLO 

Doğrusal çalışma aralığı  
(μg/mL) 2.40 - 300 0.72 - 240 

Eğim 0.1489 0.6866 

Kesişim 0.5142 5.2983 

Korelasyon katsayısı 0.9991 0.9975 

*YAS (μg/mL) 0.76 0.22 

**TAS (μg/mL) 2.40 0.72 

 

 

* YAS : Limit Of Detection (Yakalama alt sınırı) 

** TAS : Limit Of Quantitation (Tayin alt sınırı) 
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Yöntemde sistem uygunluk testleri araştırılmış elde edilen sonuçlar Çizelge 

3.14’ de gösterilmiştir. 

Standart çözeltilerden hareketle hazırlanan sentetik karışımlara yöntem 

uygulandığında elde edilen ortalama % geri kazanım ve bağıl standart sapma 

değerleri Çizelge 3.15’te gösterilmiştir. Buna göre ortalama % geri kazanım ve % 

bağıl standart sapma değerleri sırasıyla KLO için %101.03 ve % 2.23, DİF için 

%100.21 ve %2.19 olarak bulunmuştur (Çizelge 3.15). 
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Çizelge 3.14. DİF ve KLO için geliştirilen YBSK yönteminde sistem                        

uygunluk testi sonuçları. 

 

Parametreler DİF KLO 

Teorik tabaka sayısı 2109 3530 

Kapasite faktörü 5.86 7.85 

Seçicilik faktörü 1.45 1.33 

Ayırım gücü 4.51 4.97 

Asimetri  faktörü 0.96 0.95 
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Çizelge 3.15. Sentetik karışımlara YBSK yöntemi uygulandığında elde edilen 

ortalama % geri kazanım sonuçları. 

 

KONULAN BULUNAN GERİ KAZANIM (%) 

KARIŞIM  
NO 

DİF 
(µg/ml)  

KLO 
(µg/ml)  

DİF 
(µg/ml)  

KLO 
(µg/ml)  DİF KLO 

1 66.00 1.00 64.05 0.98 97.04 98.00 

2 150.00 4.32 153.89 4.44 102.59 102.85 

3 240.00 20.40 248.31 20.95 103.46 102.74 

4 300.00 64.80 296.79 66.07 98.93 101.97 

5 40.00 148.80 39.73 153.93 99.32 103.46 

6 100.00 200.00 99.96 199.36 99.96 99.68 

7 3.00 240.00 3.01 236.40 100.16 98.50 

   x ¯  100.21 101.03 

   SS 2.19 2.25  

 

 

  % BSS 2.19 2.23 

. 
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3.4.1. ANOVA testi 
 

DİF + KLO karışımları için gün içi absorbans değerleri okunarak (2’şer saat 

aralıkla 5 kez) ve günler arası değerleri okunarak kromatografik yöntemler 

uygulanmış ve bunların sonucunda DİF + KLO karışımları için 3 gün aynı saat 

aralıklarında karşılaştırılarak bulunan miktarlar ANOVA testi ile karşılaştırılmış ve 

elde edilen sonuçlar Çizelge 3.12’de gösterilmiştir. Bu çizelge sonuçlarına göre 

hesaplanan F değerlerinin serbestlik derecesi 2 ve 27’ye göre çizelge değeri olan 

3.35 değeri incelendiğinde, her iki etken maddenin miktarlarında 3 gün içerisinde 

önemli bir düşme gözlenmemiştir. 

3.4.2. YBSK yönteminin farmasötik preparatlara uygulanması   

3.4.2.1. Seçicilik 

İçerisinde DİF ve KLO bulunan NERISONA-C ® krem ve IMPETEX ® 

krem preparatlarına uygulamasının yapılması için de çalışmalar yapılmıştır. 

Amacımız  etken  maddelerin miktarını tayin etmek olduğu için öncelikle bu 

preparatlardaki yardımcı maddelerin ve krem bazının yöntemi etkilemediğinin 

saptanması gerekir. Bu nedenle krem preparatlarının çözeltilerine standart olarak 

DİF ve KLO ayrı ayrı ilave edilerek miktar tayini yapılmış ve elde edilen sonuçlara 

göre yardımcı maddelerin yöntemi etkilemediği bulunmuştur (Çizelge 3.16). Ayrıca 

optimize edilen şartlarda DİF, KLO ve iç standardın piklerini etkileyecek piklere 

rastlanmamıştır (Şekil 3.15). 
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Şekil 3.15. (a) Krem preparatı, (a) efedrin hidroklorür (IS), b) DİF  ve c) KLO   (b) plasebo’nun kromatogramı.  
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Çizelge3.16. Preparatlara etken madde ilave edildikten sonra YBSK yöntemi ile 

hesaplanan DİF ve KLO miktarları. 

 

KONULAN  BULUNAN  GERİ KAZANIM (%) 
KARIŞIM 

NO 
DİF 

µg/ml  
KLO 
µg/ml  

DİF 
µg/ml  

KLO 
µg/ml  DİF KLO 

1 0.10 1.00 0.09 1.00 99.90 100.10 

2 0.10 1.00 0.09 0.99 98.90 99.80 

3 0.20 2.00 0.19 2.00 99.90 100.20 

4 0.20 2.00 0.20 1.99 100.10 99.90 

5 0.30 3.00 0.30 3.00 100.10 100.10 

6 0.30 3.00 0.29 2.99 99.80 99.90 

7 0.40 4.00 0.39 3.99 99.90 99.90 

8 0.40 4.00 0.41 4.00 100.20 100.10 

9 0.50 5.00 0.50 4.95 100.10 98.90 

10 0.50 5.00 0.49 5.01 99.90 100.10 

      x ¯  99.88 99.90 

    SS 0.37 0.37   

    % BSS 0.37 0.37 
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3.4.2.2. İşlem 

Yardımcı maddelerin etkisinin olmadığı anlaşıldıktan sonra seçilen 3 adet  

NERISONA-C ® ve IMPETEX ® krem içeriğinden ayrı ayrı 1’er gr tartılıp 50 mL’lik 

balonjojede metanol içerisinde çözüldü. 30 dakika karıştırıldıktan sonra çözelti 0.45 

μm milipore filtreden 50 ml’lik balonjojeye süzüldü. Bu süzüntüden alınan 12.5 mL 

efedrin hidroklorür’ün stok çözeltisinden 2.5 mL ilave edildikten sonra 25 mL’lik 

balonjojede aynı çözücü ile 25 mL’ye tamamlandı. Böylece KLO, DİF ve efedrin 

hidroklorür (IS)’ün konsantrasyonları sırasıyla 100 μg/mL, 100 μg/mL  ve 200 

μg/mL  olarak ayarlandı. Yöntemin son çözeltilere uygulanmasıyla elde edilen 

sonuçlar Çizelge 3.17 ve 3.18’de gösterilmiştir.  
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Çizelge 3.17. NERISONA-C ® preparatına YBSK yöntemi uygulandığında DİF ve 

KLO için elde edilen sonuçlar (mg/1 g krem) ( Preparat üzerinde yazılı olan 

miktarlar : 1 mg DİF + 10 mg KLO / 1 g krem ). 

DENEY NO DİF 
(mg) 

KLO 
(mg) 

1 0.95 10.04 

2 0.96 10.00 

3 0.96 9.93 

4 0.95 10.06 

5 0.96 10.10 

6 0.96 10.06 

7 0.96 10.05 

8 0.97 10.07 

9 0.96 10.06 

10 0.96 10.05 

x ¯  0.96 10.04 

SS 0.01 0.05 

%BSS 1.04 0.49 

G.A.(p=0.05 için) ± 0.01 ± 0.03 
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Çizelge 3.18. IMPETEX ® preparatına YBSK yöntemi uygulandığında DİF ve KLO 

için elde edilen sonuçlar (mg/1 g krem) ( Preparat üzerinde yazılı olan miktarlar : 1 

mg DİF + 10 mg KLO / 1 g krem ). 

 

DENEY NO DİF 
(mg) 

KLO 
(mg) 

1 1.14 11.02 

2 1.16 10.86 

3 1.12 10.96 

4 1.09 11.04 

5 1.06 10.88 

6 1.09 10.96 

7 1.12 11.02 

8 1.16 10.86 

9 1.06 10.88 

10 1.06 10.86 

x ¯  1.11 10.93 

SS 0.04 0.07 

%BSS 3.60 0.64 

G.A.(p=0.05 için) ± 0.02 ± 0.04 
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4. TARTIŞMA 

4.1. DİF + KLO KARIŞIMININ ANALİZİ  İÇİN YAPILAN ÇALIŞMALAR 

4.1.1. Kemometrik yöntemlerin kullanılışı 

 Kemometrik yöntemler aslında analitik yöntemler olmayıp matematiksel ve 

istatistiksel yöntemlerdir. Yani her türlü analitik veri için uygulanabilir. Biz 

çalışmalarımızda, spektrofotometrik analizleri tez konumuz olarak seçtiğimiz ve ikili 

karışımlara uygulamayı amaçladığımız için spektrumlarda okunan absorbans 

değerleri bu kemometrik yöntemlerle değerlendirilerek karışımdaki etken maddelerin 

miktar tayinleri gerçekleştirilmiştir. Yapılan çalışmalarda CLS, ILS, PCR ve PLS-1 

teknikleri paket programlar kullanılarak DİF + KLO karışımında DİF ve KLO’ün 

miktar tayini için uygulamaya çalışılmış ve 3.2.1 bölümünde de belirtildiği gibi 

yalnızca PCR yöntemiyle tutarlı sonuçlar elde edilmiş diğer yöntemlerde ise birbirini 

tutmayan çok farklı sonuçlar elde edilmiştir. Bu nedenle tartışma bölümünde 

yalnızca PCR tekniği kullanılarak elde edilen sonuçlar yorumlanacaktır. 

4.1.1.1. Temel bileşen regresyonu (PCR) yöntemi kullanılarak yapılan 

çalışmalar 

DİF + KLO karışımında bu iki etken maddenin de aynı anda miktar tayini için 

temel bileşen regresyonu yöntemi spektrofotometrik verilerin (absorbansların) 

değerlendirilmesinde kullanılmıştır. Yöntemde bu iki maddenin karışımlarının 

metanol - su (3:1) içerisindeki çözeltilerinin 200 - 350  nm’ler  arasındaki orijinal 

UV absorpsiyon spektrumları kullanılmıştır (Şekil 3.5). Şekil 3.5’te görüldüğü gibi 

200 - 350 nm’ler arasında her iki maddenin spektrumları girişim yapmaktadır. 

Dolayısıyla diğerinin etkisi olmaksızın DİF veya KLO’ün yalnızca absorbans 

değerlerini okuyarak bu karışımda seçici olarak miktar tayinlerini gerçekleştirmek 

imkansızdır. Hiçbir ayırma işlemi yapmaksızın DİF ve KLO’ün ikili karışımlarında 

miktar tayinlerinin yapılabilmesi için spektral verilerin temel bileşen regresyonu 

yöntemiyle analizinden yararlanılmıştır. Buna göre Şekil 3.5’teki spektrumun 230 - 

348  nm’ler arasındaki bölümünün istenen amaç için yeterli olduğu yapılan analizler 
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sonucunda bulunmuştur. 230 – 348 nm dalga boyları arasındaki spektrumda hangi 

dalga boylarının seçilmesi gerektiği konusunda yapılan denemeler sonucunda 14 adet 

karışım numunesi için (kalibrasyon seti) (Çizelge 3.1) Δλ = 2 nm olarak 60 dalga 

boyunda absorbans değerlerinin okunmasının ve bu yöntemdeki hesaplamada 

kullanılmasının yeterli olduğu anlaşılmıştır. Sonra 3.2.2.1 bölümünde anlatıldığı gibi 

okunan absorbans değerlerine göre hazırlanan matris ve konsantrasyon matrislerini 

kullanarak önce kalibrasyon matrisi ve katsayıları hesaplanmış daha sonra 

bilinmeyen numune için belirlenen dalga boylarında yapılan ölçümler, bu matris ve 

katsayılar yardımıyla analiz edilerek bilinmeyen numunedeki bileşenlerin 

konsantrasyonları hesaplanmıştır (Çizelge 3.2). Bu hesaplamada 2.1.2.2.3 bölümünde 

gösterilen paket programlardan yararlanılmıştır.  

Yöntemde 3.2.3.1 bölümünde anlatıldığı gibi standardize edilmiş veriler 

kullanıldığında daha iyi sonuçlar elde edildiği saptanmıştır. 

Şekil 3.5’de 280 – 350 nm dalga boyları arasında sanki DİF’ın hiçbir 

absorpsiyonu yokmuş gibi görünse de spektrofotometrede bu bölgede çok küçük de 

olsa absorbans değerleri okunmakta, dolayısıyla DİF’ın girişimi olmaksızın KLO’ün 

tayini yapılamamaktadır. Bu nedenle mutlaka karışım analizi yapılmalıdır. 

SEP ve SEC değerlerinin mümkün olduğu kadar düşük olması istenir. Çizelge 

3.3’deki değerlere bakıldığında SEP ve SEC değerlerinin gerçekten küçük olduğu 

görülmektedir. 

 Korelasyon katsayısı, konulan ile bulunan arasındaki korelasyonun ölçüsüdür. 

Bu değerin 1’e yakın olması çalışmanın hassasiyetinin yüksek olduğunu ifade eder ki 

Çizelge 3.3’deki verilere göre hesaplanan r değerlerinin 1’e çok yakın oldukları 

görülmektedir.  

PRESS değerleri ise her zaman minimum olması beklenmeyen değerlerdir. 

Buna rağmen PRESS değerlerinin çok düşük olduğu Çizelge 3.3’de görülmektedir. 

Bu sonuç SEP ve SEC için elde edilen sonuçlarla uyum göstermektedir. 
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Hazırlanan standart karışımlara yöntem uygulanarak ortalama % geri kazanım 

değerleri ve % bağıl standart sapma değerleri hesaplanmıştır (Çizelge 3.2). Çizelge 

3.2’de görüldüğü gibi % geri kazanım değerleri DİF için % 100.29, KLO için % 

100.05 olarak bulunmuştur ki bu değerler yöntemdeki doğruluğu göstermektedir. 

Yöntemdeki kesinliği göstermek için ise % bağıl standart sapma (%BSS) değerleri 

hesaplanmış ve sırasıyla DİF ve KLO için % 1.48  ve % 0.64 olarak bulunmuştur 

(Çizelge 3.2). Bulunan değerler tatmin edici olarak değerlendirilmiştir. 

Yaptığımız çalışmalarda DİF + KLO karışımında temel bileşen regresyonu 

tekniğinin spektrofotometriye uygulanması ile DİF ve KLO’ün miktarının tayin 

edilmesi yönteminde  çalışma aralığının KLO için 1.00 – 11.20 μg/mL. DİF için 

0.88 – 3.00 μg/mL olduğu saptanmıştır. Bu çalışma aralıkları örnek için seçilen krem 

preparatındaki DİF ve KLO’ün  aynı anda miktar tayinine imkan vermektedir. 

Yöntemde tayin alt sınırı (TAS) KLO için 1 μg/mL, DİF için  0.88 μg/mL 

olarak hesaplanmıştır. Yakalama sınırları (YAS) ise KLO için 0.30 μg/mL, DİF için  

ise 0.32 μg/mL olarak hesaplanmıştır. Bu sonuçlar da yöntemin oldukça duyarlı 

olduğunu göstermektedir. YAS değerlerinin hesaplanmasında 3.2.2.1 bölümünde 

anlatıldığı gibi Ribone ve ark. (2001) tarafından önerilen yöntemden  yararlanılarak 

hesap yapılmıştır. 

DİF + KLO karışımlarının metanol – su (3:1) içerisindeki çözeltilerinin gün 

içi absorbans değerleri okunarak (2’şer saat aralıkla 5 kez) ve günler arası değerleri 

(3 gün boyunca) okunarak  PCR yöntemleri uygulanmıştır. Bunların sonucunda DİF 

+ KLO karışımlarında hesaplanan DİF ve KLO miktarları ANOVA testi ile 

karşılaştırılmış ve elde edilen sonuçlar Çizelge 3.12’de gösterilmiştir. Bu çizelge 

sonuçlarına göre hesaplanan F değerlerinin serbestlik derecesi 2 ve 27’ye göre 

çizelge değeri olan 3.35 değerinden küçük olduğu gözlenmiştir. Elde edilen bu 

sonuçlar ile 3 gün içerisinde PCR yönteminin hazırlanan çözeltilere uygulanmasında 

elde edilen sonuçların (p = 0.05 olarak) birbirlerinden istatistiksel olarak anlamlı 

farkının bulunmadığını ve dolayısıyla bu süre içerisinde yöntemin geçerli olduğunu 

göstermektedir. Bu aynı zamanda stabilitenin de göstergesidir. 
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4.1.2. Spektrum oranları türev spektrofotometri ile yapılan çalışmalar 

4.1.2.1. DİF’ın miktar tayini 

     DİF + KLO karışımında bu iki etken maddenin aynı anda miktar tayini için 

spektrum oranları türev spektrofotometrisi yöntemi uygulanmıştır. 3.3.1’de 

anlatıldığı biçimde DİF’ın miktar tayini için bu karışımın metanol - su (3:1) 

içerisindeki çözeltilerinin 200 – 350 nm arasındaki orijinal absorbsiyon 

spektrumunun kullanılması çalışmalarımızda uygun bulunmuştur (Şekil 3.6). Daha 

sonra Şekil 3.6’daki spektrum, DİF’ın miktar tayini için KLO’ün aynı çözücü 

içerisindeki standart çözeltisinin spektrumuna bilgisayar yardımıyla bölünmüştür 

(Şekil 3.7). Bölücü olarak kullanılan standart KLO konsantrasyonu için metanol - su 

(3:1) içerisindeki 4 μg/mL çözeltisinin bu çalışmada uygun olduğu gözlenmiştir. 

Elde edilen spektrumun 1. derece türevleri çizdirilmiştir (Şekil 3.8). 1. derece türev 

spektrumunda (Şekil 3.8) konsantrasyonla orantılı ve dalga boyu kaymayan 

minimum ve maksimumlar görülmüştür. Bu minimum ve maksimumlar içerisinde 

238.1 nm’deki  minimum ile 229.9 nm’deki maksimum dalga boylarında ölçülen 

analitik sinyallerden yararlanılarak miktar tayininin yapılabileceği kanısına 

varılmıştır. Elde edilen bölüm spektrumunun daha iyi olabilmesi için yapılan 

çalışmalarda Δλ = 2 nm olarak smoothing (düzleme) yapılmasının uygun olduğu 

saptanmıştır. 1. türev spektrumunda (Şekil 3.8) 229.9 ve 238.1 nm’lerde ölçülen 

analitik sinyaller konsantrasyona karşı grafiğe geçirilerek regresyon analizleri 

yapılmıştır. Elde edilen regresyon eşitlikleri yardımıyla (Çizelge 3.7) sentetik olarak 

hazırlanan DİF + KLO’ün standart karışımlarındaki DİF’ın miktarı hesaplanarak 

ortalama % geri kazanım değerleri hesaplanmıştır (Çizelge 3.8). Çizelge 3.8’de 

görüldüğü gibi, 238.1 nm’de çalışıldığında elde edilen ortalama % geri kazanım 

değerinin % 99.86 olduğu görülmektedir. Ayrıca yöntemdeki % bağıl standart sapma 

değerleri de hesaplanmış ve 238.1 nm’de çalışıldığında bu değerlerin % 1.98 olduğu 

gözlenmiştir. Elde edilen sonuçlar yöntemin doğruluğunun ve kesinliğinin tatmin 

edici olduğunu göstermektedir. 

           Bu karışımda DİF’ın miktar tayininin yapılabilmesi için 238.1 nm seçilmiştir. 

Bu dalga boyu % bağıl standart sapmanın en düşük olması nedeniyle seçilmiştir  (% 
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1.98) (Çizelge 3.8). Bu dalga boyundaki ortalama % geri kazanım değerinin % 99.86 

olması da ayrıca tatmin edicidir.  Yaptığımız çalışmalarda DİF + KLO karışımında 

spektrum oranları 1. türev spektrofotometri ile DİF’ın miktarının tayin edilmesi 

yönteminde  çalışma aralığının DİF için 0.88 – 3.00 μg/mL olduğu saptanmıştır. 

    Yöntemde DİF için tayin alt sınırı (TAS) 0.88 μg/mL olarak alınmış, 

yakalama sınırı (YAS) ise 0.32 μg/mL olarak hesaplanmıştır. Bu sonuçlar yöntemin 

oldukça duyarlı olduğunu ifade etmektedir. DİF için bulunan tayin alt sınırı PCR 

yöntemiyle elde edilen ile aynıdır. 

 

4.1.2.2.KLO’ün miktar tayini 

DİF + KLO karışımında bu iki etken maddenin de aynı anda miktar tayini için 

spektrum oranları türev spektrofotometrisi yöntemi uygulanmıştır. 3.3.2’de 

anlatıldığı biçimde KLO’ün miktar tayini için, bu karışımın metanol - su (3:1) 

içerisindeki çözeltilerinin 200 – 350 nm arasındaki orijinal absorbsiyon 

spektrumunun kullanılması çalışmalarımızda uygun bulunmuştur (Şekil 3.9). Daha 

sonra Şekil 3.9’daki spektrum, KLO’ün miktar tayini için DİF’ın aynı çözücü 

içerisindeki standart çözeltisinin spektrumuna bilgisayar yardımıyla bölünmüştür 

(Şekil 3.10). Bölücü olarak kullanılan standart DİF konsantrasyonu için metanol - su 

(3:1) içerisindeki 9.6 μg/mL çözeltisinin bu çalışmada uygun olduğu gözlenmiştir.  

Elde edilen spektrumun 1. derece türevleri çizdirilmiştir (Şekil 3.11). Bu spektrumda 

(Şekil 3.11) konsantrasyonla orantılı minimum ve maksimumlar görülmüştür. Bu 

minimum ve maksimumlar içerisinde 211.5 ve 257.3 nm’lerdeki  minimumlar ile 

203.2 nm ve 269.7 nm’lerdeki maksimum dalga boylarında ölçülen analitik 

sinyallerden yararlanılarak miktar tayininin yapılabileceği kanısına varılmıştır. Elde 

edilen bölüm spektrumunun daha iyi olabilmesi için yapılan çalışmalarda Δλ = 2 nm 

olarak smoothing (düzleme) yapılmasının uygun olduğu saptanmıştır. 1. türev 

spektrumunun daha iyi elde edilebilmesi için yapılan çalışmalarda ise Δλ = 2 nm 

olmasının uygun olduğu gözlenmiştir. 1. türev spektrumunda (Şekil 3.11) 203.2, 

211.5, 257.3 ve 269.7 nm’lerde  ölçülen analitik sinyaller konsantrasyona karşı 

grafiğe geçirilerek regresyon analizleri yapılmıştır. Elde edilen regresyon eşitlikleri 
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yardımıyla (Çizelge 3.7) tarafımızdan hazırlanan DİF + KLO standart 

karışımlarındaki KLO miktarı hesaplanarak ortalama % geri kazanım değerleri 

hesaplanmıştır (Çizelge 3.8). Çizelge 3.8’de görüldüğü gibi sayılan dalga boylarında 

çalışıldığında elde edilen ortalama % geri kazanım değerleri % 97.46 – 101.16 

arasında değişmektedir. Ayrıca yöntemdeki % bağıl standart sapma değerleri de 

hesaplanmış ve yine sayılan dalga boylarında çalışıldığında bu değerlerin % 1.63 – 

13.67 arasında değiştiği gözlenmiştir.  

Bu karışımda KLO’ün miktar tayininin yapılabilmesi için 269.7 nm’de 

çalışmanın daha uygun olacağı kanısına varılmıştır. Çünkü bu dalga boyunda 

çalışıldığında elde edilen standart sapma değeri en düşüktür (1.64) (Çizelge 3.8). 

Belirlenen dalga boyundaki ortalama % geri kazanım değerinin % 100.90 olması da 

ayrıca tatmin edicidir. Diğer yöntemlerle kıyaslandığında KLO için en düşük % 

bağıl standart sapma değerinin bu yöntemde 269.7 nm’deki ölçümler kullanıldığında  

elde edildiği anlaşılmıştır (% 1.63) (Çizelge 3.8 ve Çizelge 4.1). 

 Yaptığımız çalışmalarda DİF + KLO karışımında spektrum oranları 1. türev 

spektrofotometri ile KLO’ün miktarının tayin edilmesi yönteminde çalışma 

aralığının 1.00 – 11.20 μg/mL olduğu saptanmıştır. 

 Yöntemde KLO için tayin alt sınırı (TAS) 1.0 μg/mL olarak alınmış, 

yakalama sınırı (YAS) ise 0.30 μg/mL olarak hesaplanmıştır. Bu sonuçlar yöntemin 

oldukça duyarlı olduğunu ifade etmektedir. KLO için bulunan tayin alt sınırı PCR 

yöntemiyle elde edilen ile aynıdır. 
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Çizelge 4.1. Sentetik karışımlara geliştirilen yöntemler uygulandığında elde edilen ortalama % geri kazanım ve bağıl standart 

sapma değerleri. 

 
 
 

  PCR 1DD YBSK 

  n = 8 n = 20 n = 11 

  KLO DİF KLO DİF KLO DİF 

Ortalama % geri 
kazanım (±SS) 

100.05 
(± 0.64) 

100.29 
(± 1.48) 

100.90 
(± 1.64)  

99.86 
(± 1.98)  

101.03 
(± 2.25) 

100.21 
(± 2.19) 

% BSS 0.64 1.48  1.63 1.98  2.23 2.19 

 

SS = standart sapma 
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4.1.3.YBSK ile yapılan çalışmalar 

Yöntemi optimize etmek için yapılan çalışmalar sonucunda; en iyi ayrımın ACE 

C18 ters faz kolonu (250 mm x i.d. 4.6 mm. 5 μm) üzerinde hareketli (mobil) faz olarak 

metanol – fosfat tamponu (pH:5.5, 0.1 M) (95:5) ve 20 μL enjeksiyon hacmi 

kullanılarak 1 mL/dak akış hızı ile elde edildiği saptanmıştır. DAD dedektörü 

kullanılarak dedeksiyon 220 nm’de yapılmıştır. İç standart olarak çeşitli maddeler 

denenmiş ve en uygun piki veren efedrin hidroklorür seçilmiştir. Yöntemde alıkonma 

zamanları (retention time) efedrin hidroklorür (IS) için 2.54 dakika, DİF için 3.44 

dakika ve KLO için 4.46 dakika olarak bulunmuştur (Şekil 3.12). 

Yöntemdeki çalışma aralığının DİF için  2.40 – 300.00 μg/mL KLO için  0.72 – 

240.00 μg/mL olduğu saptanmıştır. 

 Yöntemin validasyonu konusunda yapılan çalışmalarda; ortalama % geri 

kazanım değerleri DİF için %100.21, KLO için % 101.03, % bağıl standart sapma 

değerleri ise sırasıyla DİF ve  KLO için % 2.19 ve % 2.23 olarak bulunmuştur. Bu 

değerler yöntemin doğruluğu ve kesinliği açısından tatmin edicidir. 

 

4.2.  Yöntemlerin farmasötik preparatlara uygulanması 

  DİF + KLO karışımında her iki etken maddenin de miktar tayini için geliştirilen 
1DD, spektrofotometrik verilerin kemometrik tekniklerle işlenmesi ve YBSK 

yöntemlerinin bu iki etken maddeyi içeren farmasötik preparatlara uygulanabilirliği 

araştırılmıştır: 

 Bilindiği gibi farmasötik preparatların içerisinde etken maddelerin yanında çeşitli 

yardımcı maddeler de bulunmaktadır. Bizim seçmiş olduğumuz preparatlardaki krem 

bazının yöntemi etkileyip etkilemediğinin öncelikle saptanması gerekir. Bunu 

yapabilmek için DİF + KLO karışımını içeren NERISONA-C ®  krem ve IMPETEX ®  

krem içerisindeki DİF ve KLO’ün miktarı önerilen tüm yöntemlerle  tayin edilmiştir. 

Sonra tayin işleminde kullanılan preparata bilinen miktarda ayrı ayrı DİF ve KLO 

katılmış ve sonra bu miktarlar tayinde kullanılan çözücülerdeki çözeltileri seyreltilerek 
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her iki maddenin de yöntemdeki çalışma aralıklarına getirildikten sonra miktarları tayin 

edilmiştir. Hem standart ilavesinden önce hem de sonra tayin edilen DİF ve KLO’ün 

miktarlarının arasında fark olmadığı saptanmıştır. Böylece bu krem preparatlarındaki 

yardımcı maddelerin yöntemi etkilemediği sonucuna varılmıştır. Dolayısıyla 3.2.5, 3.3.4 

ve 3.4.2 bölümlerinde anlatıldığı şekilde yöntemler NERISONA-C ® krem ve 

IMPETEX ®  krem preparatlarına uygulanmış ve çalışılan seriler için  bulunan DİF ve 

KLO’ün miktar tayini sonuçları Çizelge 3.4, 3.10 ve 3.16’da gösterilmiştir. 

Geliştirilen yöntemlerin seçilen farmasötik preparata uygulanması konusunda ise :  

Herşeyden önce krem preparatları ile çalışmak tablet, kapsül veya damla gibi 

preparatlarda olduğundan daha zahmetli ve zor çalışmalardır. Çoğu zaman bu tür 

preparatlardaki krem bazı nedeniyle fazla miktarda girişim söz konusu olur ve bir 

ekstraksiyon işlemi gerekir ki bu işlem hem zaman alıcı hem pahalı hem de duyarlığı 

düşürücü işlemlerdir. Bu nedenle bu tez kapsamı içerisinde geliştirilen yöntemler 

seçilen krem preparatları içerisinde hiçbir ayrım yapmaksızın DİF ve KLO’ün aynı 

anda miktar tayinlerine olanak sağlamaktadır. Dikkati çeken NERİSONA C ® krem ve 

İMPETEX ® krem’de 1DD yöntemiyle bulunan DİF ve KLO miktarlarının preparatın 

üzerinde belirtilenden oldukça yüksek olmasıdır (Çizelge 4.2 ve 4.3). 

Tüm yöntemlerde bu farmasötik preparatlar içerisindeki DİF ve KLO için 

bulunan değerlerin ortalama miktarları, birbirleriyle student’s t testi yardımı ile 

karşılaştırılmıştır (Çizelge 4.2 ve Çizelge 4.3) ve hesaplanan değerin p = 0.05 için 

çizelge değerinden (bu çalışma için 2.26’dır) küçük olması nedeniyle NERİSONA C ® 

krem ve İMPETEX ® krem’e uygulanan yöntemlerde, DİF ve KLO için bulunan 

sonuçların arasında anlamlı bir farkın olmadığı anlaşılmıştır.  
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Çizelge 4.2. NERISONA-C ® preparatına geliştirilen yöntemler uygulandığında DİF ve KLO için elde edilen sonuçlar (mg/ 1 g krem)  

( Preparat üzerinde yazılı olan miktarlar : 1 mg DİF + 10 mg KLO / 1 g krem ). 

 

KLO DİF 
Kullanılan Yöntemler 

x ̄   ± SS hesaplanan t değerleri x ̄   ± SS hesaplanan t değerleri 

1DD 10.23 ± 0.29 1.09 ± 0.13 

PCR 10.06 ± 0.04 

 
 
 
 
YBSK - 1DD = 2.07 
YBSK - PCR = 0.06 
1DD – PCR = 2.14 

0.96 ± 0.01 

 
 
 
 
YBSK - 1DD = 1.26 
YBSK - PCR = 0.35 
1DD – PCR = 1.13 

YBSK 10.04 ± 0.05   0.96 ± 0.01   

 

 Gözlenen sonuçlar 3 yöntem için 10 adet deneyin ortalama sonuçlarıdır. 

  p = 0.05 için Çizelge değeri t = 2.26 
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Çizelge 4.3. IMPETEX ® preparatına geliştirilen yöntemler uygulandığında DİF ve KLO için elde edilen sonuçlar (mg/ 1 gram krem)  

( Preparat üzerinde yazılı olan miktarlar : 1 mg DİF + 10 mg KLO / 1 g krem). 

 

KLO DİF 
Kullanılan Yöntemler 

x ̄   ±  SS hesaplanan t değerleri x ̄   ±  SS hesaplanan t değerleri 

1DD 10.56 ±  0.15 1.20 ± 0.08 

PCR 

 

11.11±  0.13 

 
 
 
 
YBSK - 1DD = 0.78 
YBSK - PCR = 0.12 
1DD – PCR = 0.67 

 

1.14 ±  0.04 

 
 
 
 
YBSK - 1DD = 1.86 
YBSK - PCR = 0.52 
1DD – PCR =  2.01 

YBSK 

 

10.93 ±  0.07   

 

1.11±  0.04   

 

 

Gözlenen sonuçlar 3 yöntem için 10 adet deneyin ortalama sonuçlarıdır. 

p = 0.05 için Çizelge değeri t = 2.26 
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4.3. Geliştirilen yöntemlerin birbirleriyle karşılaştırılmaları 

Yaptığımız literatür taramasına göre bu ikili karışım için hiçbir analitik 

yöntemle elde edilen verilere kemometrik teknikleri uygulayarak,  YBSK ve 1DD ile 

veya başka bir yöntemle bu karışımlarda ve bu karışımları içeren preparatlarda DİF 

ve KLO’ün aynı anda miktar tayinlerinin yapıldığı bir çalışmaya rastlanmamıştır. 

Dolayısıyla yapılan çalışmalar tamamen orijinaldir. Bu nedenle de  geliştirilen 

yöntemler ne bir başka literatürdeki yöntemle ne de bir farmakope yöntemiyle 

karşılaştırılamamıştır. Ancak kendi aralarında karşılaştırılmışlardır. Buna göre; 

spektrofotometrik verilere kemometrik yöntem (PCR) uygulayarak geliştirdiğimiz 

miktar tayini işlemlerinde orijinal (0. derece) spektrumların kullanılabilmesi bir 

avantaj olurken hesaplamaların yapılması için mutlaka bilgisayarda matematik 

programlarının kullanılmasının gerekliliği bir dezavantaj olarak ortaya çıkmaktadır. 
1DD yöntemi ise uzun bilgisayar işlemlerini gerektirmekte ama oldukça duyarlı 

sonuçlar vermektedir. DİF ve KLO karışımında DİF ve KLO’ün miktar tayini için 

PCR ve 1DD yöntemiyle elde edilen sonuçlar uyumludur ve her iki yöntemde de 

hiçbir ayırma işlemi gerekmeksizin bu karışımda DİF ve KLO’ün aynı anda miktar 

tayinleri yapılabilmektedir. YBSK yönteminde ise PCR ve 1DD yöntemleriyle elde 

edilenlere göre DİF için daha yüksek, KLO için daha düşük tayin alt sınırı 

görülmüştür. Ama yöntemde her iki etken maddenin tayini için çalışma aralıkları 

PCR ve 1DD yöntemindekine göre daha geniş bulunmuştur (Çizelge 4.1). Ayrıca 

YBSK bir ayırma tekniğidir ve hem uzun işlemler gerektirmektedir hem de 

kullanılan çözücüler nedeniyle oldukça pahalı bir yöntemdir. Buna karşılık optimize 

edilmiş şartlarda yaklaşık 5 dakika içerisinde sonuç alınması, girişim yapan diğer 

maddelerden ayırım yapıldıktan sonra etken maddelerin tayinlerinin yapılması ve bu 

nedenle spesifik olması bir avantajdır. YBSK’de % bağıl standart sapma değerleri 

diğerlerine göre çok az da olsa yüksek bulunmuştur (Çizelge 4.1). Seçilen 

preparatlara bu üç yöntem uygulandığında elde edilen sonuçlar istatistiksel olarak 

karşılaştırıldıklarında aralarında anlamlı bir farkın olmadığı yani elde edilen 

sonuçların güven aralığı içerisinde birbirleri ile uyumlu olduğu anlaşılmıştır.  
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5. SONUÇ VE ÖNERİLER 
         

           Tez kapsamı içerisinde DİF ve KLO içeren karışımlarda DİF ve KLO’ün aynı 

anda miktar tayinlerinin yapılabilmesi için 3 değişik yöntem geliştirilmiştir. Bunlar; 

spektrofotometrik verilere temel bileşen regresyonu (PCR) tekniğinin uygulanması, 

spektrum oranları 1. türev spektrofotometri (1DD) ve yüksek basınçlı sıvı 

kromatografisi (YBSK)’dir. PCR yönteminde; standart çözeltiler kullanılarak 

hazırlanan kalibrasyon matrisleri yardımıyla 230 – 348 nm’ler arasında  Δλ = 2 nm 

olarak okunan absorbansların değerlendirilmesi ile karışımdaki DİF ve KLO’ün aynı   

anda miktarı tayini gerçekleştirilmiştir. 1DD yönteminde; DİF ve KLO’ün metanol – 

su (3:1) çözeltisi içerisindeki karışım çözeltilerinin spektrumları ayrı ayrı DİF ve 

KLO’ün standart çözeltilerinin spektrumlarına bölündükten sonra çizdirilen 1. türev 

spektrumlarındaki maksimum ve minimum dalga boylarında okunan analitik 

sinyallere göre hazırlanan kalibrasyon grafikleri yardımıyla, karışımdaki DİF ve 

KLO’ün aynı anda miktarı tayini gerçekleştirilmiştir. YBSK’de ise; ACE C18 kolonu 

üzerinde metanol – fosfat tamponu (pH : 5.5, 0.1 M) (95:5 h/h) mobil fazı 

kullanılarak, 220 nm’de dedeksiyon ile elde edilen kromatogramlardaki pik 

alanlarının, iç standart olarak seçilen efedrin hidroklorür’ün pik alanlarına bölünmesi 

ile elde edilen değerlerin, konsantrasyona karşı grafiğe geçirilmesi ile hazırlanan 

kalibrasyon eğrileri yardımıyla, karışımdaki DİF ve KLO’ün aynı anda miktar tayini 

gerçekleştirilmiştir. Sayılan üç yöntem de optimize edildikten sonra yöntem geçerlilik 

testleri yapılmıştır. Sonra bu üç yöntemin Türkiye ilaç piyasasında bulunan iki adet 

krem preparatına uygulaması için optimum şartlar belirlenmiş ve hiçbir ayırma işlemi 

gerekmeden preparatın içerisinde bulunan DİF ve KLO’ün aynı anda miktarı tayini 

gerçekleştirilmiştir. Böylece tez çalışmalarımıza başlarken belirlenen amaca 

ulaşılmıştır. 
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ÖZET 
 

      Diflukortolon valerat ve klorkinaldol’ün farmasötik preparatlarda 

spektrofotometrik yöntemlerle aynı anda miktar tayinleri 

 

       Bu tez kapsamında; diflukortolon valerat (DİF) ve klorkinaldol (KLO) içeren 

bir karışımda her iki maddenin aynı anda miktar tayininin yapılabilmesi için yeni 

yöntemler geliştirilmesi amacıyla çalışmalar yapılmıştır. Çalışmalarda 

spektrofotometrik analizler temel alınmış ve bu amaçla spektrum oranları 1. türev 

spektrofotometri (1DD) ve spektrofotometrik verilerin  temel bileşen regresyonu 

(PCR) yöntemiyle analizi kullanılmıştır. 1DD yönteminde; DİF + KLO karışımının 

metanol – su (3:1) içerisindeki çözeltilerinin 200 – 350 nm arasındaki 

spektrumlarının sırasıyla yine metanol – su (3:1) içerisindeki DİF’ın 9.6 μg/mL ve 

KLO’ün 4 μg/mL çözeltilerinin spektrumları bölücü olarak kullanılarak elde edilen 

oran spektrumlarının 1. türevinde, DİF için 238.1 nm’ de, KLO için ise 269.7 nm’de 

analitik sinyaller okunmuştur (Δλ = 2 nm). PCR yönteminde ise; her iki etken 

maddenin karışımlarının metanol – su (3:1) içerisindeki çözeltilerinin orijinal 

spektrumunlarının (0. derece) 230 - 348 nm’ler arasındaki bölgede Δλ = 2 nm olarak 

60 adet dalga boyundaki absorbansları okunmuş ve PCR ile analizleri yapılmıştır. 

Yöntemlerdeki ortalama % geri kazanım ve % bağıl standart sapma değerleri 

sırasıyla  DİF için; 1DD’de % 99.86 ve  % 1.98,  PCR’de % 100.29 ve % 1.48, KLO 

için; 1DD’de % 100.90 ve % 1.64,  PCR’de % 100.05 ve % 0.64 olarak bulunmuştur. 

Yöntemlerdeki çalışma aralıklarının 1DD ve PCR’de aynı olarak DİF için  0.88 – 

3.00 μg/mL, KLO için 1.00 – 11.20 μg/mL olduğu saptanmıştır. Geliştirilen bu iki 

spektrofotometrik yöntem Türkiye ilaç piyasasında bulunan iki adet krem 

preparatına başarıyla uygulanmıştır. Ayrıca yeni bir YBSK yöntemi geliştirilmiştir 

ki yöntemde kolon olarak ACE C18 ters faz kolonu, mobil faz olarak metanol – 

fosfat tamponu (pH: 5.5, 0.1 M) (95:5 h/h) kullanılmış ve dedeksiyon 220 nm’de 

yapılmıştır. İç standart olarak efedrin hidroklorür seçilmiştir. Yöntemde alıkonma 

zamanları efedrin hidroklorür için 2.54 dakika, DİF için 3.44 dakika ve KLO için 

4.46 dakikadır. Yöntemdeki ortalama % geri kazanım ve % bağıl standart sapma 

değerleri sırasıyla  DİF için % 100.21 ve % 2.19,  KLO için % 101.03 ve % 2.23 
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olarak bulunmuştur. Yöntemdeki çalışma aralığının DİF için  2.40 – 300.00 μg/mL 

KLO için  0.72 – 240.00 μg/mL olduğu saptanmıştır. Geliştirilen YBSK yöntemi de 

aynı preparatlara uygulanmış ve elde edilen sonuçlar istatistiksel olarak birbirleriyle 

karşılaştırılmıştır. Sonuç olarak geliştirilen 3 yöntemin de bu etken maddeleri içeren 

krem preparatlarının rutin analizlerinde kullanılabileceği anlaşılmıştır. 

 

Anahtar kelimeler: Klorkinaldol; Diflukortolon valerat; Sıvı kromatografi; Temel 

bileşen regresyonu; Farmasötik preparat; Spektrum oranları türev spektrofotometri.  
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SUMMARY 
 

Simultaneous spectrophotometric determination of diflucortolone valerate and 

chlorquinaldol in pharmaceutical preparations  

 

  In this thesis; our aim was to develop new methods for the simultaneous 

determination of diflucortolone valerate (DİF) and chlorquinaldol (KLO) in their 

binary mixtures. For this reason we selected the spectrophotometric methods and 

ratio spectra first derivative spectrophotometry (1DD) and Principle Component 

Regression (PCR) technique were used for this purpose. In 1DD; analytical signals 

were measured at 238.1 nm for DİF and at 269.7 nm for KLO in the first derivative 

spectra of the ratio spectra obtained by dividing the UV spectra of the mixture of 

DİF + KLO in methanol-water (3:1) in the range 200-350 nm (Δλ = 2 nm) using the 

spectra of 9.6 μg/mL solution of DİF in methanol-water (3:1) and  4.0 μg/mL 

solution of KLO in methanol-water (3:1) as divisor. In PCR technique; Absorbances 

of the mixture solutions of DİF and KLO in methanol-water (3:1) were measured at 

60 wavelengths in the range 230-340 nm as Δλ = 2 and their analysis were made by 

PCR method. Mean recoveries and the standard deviations of the methods were 

found as % 99.86 and % 1.98 in 1DD and % 100.29 and % 1.48 in   PCR method for 

DİF and, % 100.29 and % 1.64 in 1DD and % 100.05 and % 0.64 in   PCR method 

for KLO, respectively. Working range were found as 0.88 – 3.00 μg/mL for DİF 

and 1.00 – 11.20 μg/mL for KLO in 1DD and in PCR method. Developed 

spectrophotometric methods were successfully applied to cream formulations 

marketed in Turkey. In addition we developed a HPLC method in which ACE C18 

reverse phase column and methanol – phosphate buffer (pH : 5.5, 0.1 M) (95:5 v/v) 

mobil phase was used and 220 nm was selected for detection. Ephedrine 

hydrochloride was used as internal standard. Retention times were 2.54 min. for 

ephedrine hydrochloride, 3.44 min. for DİF and  4.46 min. for KLO. In HPLC 

method, working range was found as 2.40 – 300.00 μg/mL  for DİF and 0.72 – 

240.00 μg/mL for KLO. HPLC method was also applied to the same selected 

formulations and the results were compared with each other statistically. It was 
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concluded that these three methods developed could be used for the routine analysis 

of the cream formulations containing these drugs. 

 

Keywords: Chlorquinaldol; Diflucortolone valerate; Liquid chromatography; 

Principal component regression; Pharmaceutical preparation; Ratio spectra 

derivative spectrophotometry. 
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