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ONSOZ

Tez calismalarim kapsaminda hipertansiyon tedavisinde kullanilan olmesartan,
telmisartan, valsartan, amlodipin ve Hidroklorotiyazid etken maddelerinin yeni nesil
iki farkli dedektor kullanilarak YPSK’da analizi ve optimizasyonu gerceklestirilmistir.
Olmesartan, telmisartan, valsartan, amlodipin ve Hidroklorotiyazid’in es zamanl
analizi i¢in en uygun hareketli faz bilesimi belirlenmis, kolon sicakliklar1 ve akis hizi
denenerek yontem i¢in en uygun sartlar se¢ilmis ve yeni, basit, hizli, duyarli, segici bir
analiz yontemi gelistirilmistir. Gelistirilen yontemler i¢in yontem gecerlilik testleri ve
validasyon g¢aligmalarida yapilarak bu maddelerin farmasétik dozaj sekillerinden es
zamanli analizi i¢in uygun oldugu goriilmiistiir.

Doktora egitimime basladigimdan beri her daim yanimda olan, sabr1 ve ilgisini hig
eksik etmeyen, bilgi ve tecriibeleri ile bana yol gosteren ve en dnemlisi bana olan
inancin1 yitirmeyen degerli danisman hocam Prof. Dr. Sibel A. Ozkan’a sonsuz
tesekkiirlerimi ve saygilarimi sunarim.

Doktora ¢alismalarim siiresince bilgi ve tecriibeleri ile bana hep yardimer olan, her
kosulda degerli zamanim bana ayiran, sabirla destekleyen ve gii¢ veren Dr. Ogr. Uyesi
Mehmet GUMUSTAS’ a ¢ok tesekkiir ederim.

Doktora Ogrenimim siiresince Sagladiklari katkilardan dolayr Analitik Kimya
Anabilim Dali’nin 6gretim tliyelerine tesekkiirlerimi sunarim.

Doktora g¢aligmalarim siiresince tiim sevgi ve destegini esirgemeyen, bilgi ve
tecriibeleri ile bana hep yardimei olan, mezun olmam icin baskilardan kaginmayan,
benim i¢in ¢ok 6zel ve degerli miidiiriim Dr. Aysegiil Alev TUNCA’ ya ¢ok tesekkiir
ederim.

Tiim hayatim boyunca sevgilerini hep hissettigim, her kararimda bana destek
veyardimci olan, bana her zaman inanan ve giivenen sevgili annem ve babama, yine
her kararimda beni destekleyen ve sabreden sevgili esime hep yanimda olduklari i¢in
¢ok tesekkiir ederim.
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1. GIRIS

Hipertansiyon basit olarak yiiksek kan basinci demektir. Kan basinci ya da daha
dogrusu kani kalpten dokulara tagiyan damarlarin kan basinci, hastaya ait 6zellikler
(vas, cinsiyet, irk gibi) ve fiziksel durumdan (dinlenme, efor gibi) etkilenen bir

parametredir.

Bugiin kabul edilen kan basinci degeri dinlenme halindeki normal bir yetiskinde
120/80 mmHg'dir (milimetre civa). Herhangi bir kiside kan basinci uyku sirasinda
diisiik, sinirli ya da heyecanliyken yiiksektir. Normal sartlarda, silirekli olarak kan
basinct 120/80 mmHg tiizerinde olan kisiler hipertansiyon hastaligi adayr kabul
edilmektedir. Kan basinci siirekli olarak 140/90 mmHg ve {izerinde bir basingla
seyrediyorsa hipertansiyondan bahsedilir. Hipertansiyon kalp hastaliklar1 igin temel bir
risk faktoriidiir. Eger tedavi edilmezse beyin, dolasim, kalp, damar, g6z ve bdbrek
hastaliklar1 i¢in temel hazirlar. Bir kez teshis yapilip tedaviye baslanirsa artan kan
basinci disiiriilebilir, kalp ve dolasim sistemindeki hastalik riski azaltilabilir.
Sanayilesmis tilkelerdeki yetigkin niifusun %10-20 kadarinda hipertansiyon bulundugu
hesaplanmaktadir. Kisiye ait yas, cinsiyet ve irk hipertansiyonun sikligi s6z konusu
oldugunda belirleyici faktorlerdir. Kisinin yasinin hipertansiyona olan katkis1 6ncelikle
damarlarda yaslanmaya eslik eden anormalliklerdir. S6z konusu durum o6zellikle de
kalpten damarlara tagiyan kan damarlarindaki esneklik kaybi ile agiklanabilir. Fakat
baz1 ilkel toplumlarda yasla hipertansiyon arasindaki bu baglantiya hig
rastlanmamaktadir. Bu durumda etkili olan faktoriin "uygarlagsma" ve buna bagli olarak
yasam bi¢imi oldugu da sOylenebilir. Tuz kullanim orani, asir1 beslenme, hareketsiz
yasam, stres vs buna neden olan faktorler arasinda yer alir. Hipertansiyon ciddi bir
durumdur. Hipertansiyon, tek basina 6ldiiriicii degildir; ancak tedavi edilmedigi zaman
hipertansiyonun sonuglar1 da o6ldiiriicii olabilir (O’Neil, 2001; Sweetman, 2007;
Duplay, 2007; RxMediapharma, 2008).



Hipertansiyon kalbi zorlar ve kalp yetmezligine neden olabilir. Bununla birlikte
ateroskleroz ve bunun yol agabilecegi iskemik kalp rahatsizligi (belirli bir bolgede kan
akiginin kesilmesi sebebiyle olusan gecici kansizlik nedeniyle dokularin hava
alamamas) riskini de 6nemli dlgiide arttirir. Ayrica; hipertansiyon hastalarinin kanama
ve beyindeki kan damarlarmin piht1 ile tikanmasi olayina diger kisilerden daha kolay
yakalanirlar. Hipertansiyon bunlara ek olarak koroner arter hastaligina da biiyiik
katkida bulunur ki, bu hastalik sanayilesmis toplumlarda Oliimlerin baslica
nedenlerinden biridir. Biitiin bu olgular tedavi edilmeyen hipertansiyonun sonuglari
olup, hipertansiyona bagli mortalite (6lim) veya morbidite (hastalik) biiyiik bir

boliimiinii olusturur.

Hipertansiyon, nedenine gore 2 grupta siniflandirabilir.

i.  esansiyel (primer - birincil) hipertansiyon
ii.  sekonder (ikincil) hipertansiyon

Hipertansiyon hastalarinin yaklasik %90'1, sebebi (etiyoloji) bilinmediginden
primer veya "esansiyel" hipertansiyon olarak adlandirilir. Hipertansiyon hastalarinin
diger boliimiine, yani yaklasik %10'una bu durumun nedeni bilindiginden "sekonder"
hipertansiyon denir. Bunlarin en yaygin olan1 bobrek kokenli olan (renal)
hipertansiyondur. Kan basincinin istenen seviyelerde kontrolii, tedavideki tek amag
degildir. Bunun yani sira yasam kalitesinin yiikseltilmesi, tedavi yan etkilerinin en azda
tutulmasi, tedavi maliyetinin azaltilmasi, komplikasyonlarin engellenmesi, 6liim
oranlarinin azaltilmast ve eslik eden hastaliklarin da (ateroskleroz, iskemik kalp
hastalig1, dislipidemi vb) dnlenmesi/iyilestirilmesi, tedavi amaglari arasindadir (O’Neil,

2001; Sweetman, 2007; Duplay, 2007; RxMediapharma, 2008).

Tedavi i¢ grupta incelenebilir.

i.  Tlagsiz tedavi (kilo verme, tuz kisitlamasi, sigaranm birakilmasi, alkolden kaginma,
stresten uzaklasma, egzersiz),
ii. Ilac tedavisi,

iil. Cerrahi tedavi.



Giiniimiizde degisik gruplardan ilaglar, birgok etki mekanizmasiyla hipertansiyon
tedavisinde kullanilmaktadir. Bu da hipertansiyon tedavisinde ila¢ se¢imini ¢ok dnemli

hale getirmektedir.

Antihipertansif ilaclarin siiflamasi: Antihipertansif ilaclar asagidaki sekilde
siralanabilir ve tedavide genellikle ilk 6 grupta yer alan ilaglar kullanilmaktadir (O’Neil,
2001; Sweetman, 2007; Duplay, 2007; RxMediapharma, 2008).

i.  Idrar soktiiriiciiler
ii. P adrenerjik reseptor blokerleri
iii. o adrenerjik reseptor blokerleri
iv.  Kalsiyum kanal blokerleri
V.  Anjiyotensin déniistiiriicii enzim inhibitorleri (ACEI)
vi.  Angiotensin Il (AT-II) reseptor blokerleri
vii.  Direkt etkili damar genisleticiler
viii.  Santral etkili sempatolitik ilaglar
iX.  Adrenerjik néron blokerleri

X.  Sadece hipertansif kriz tedavisinde kullanilan ilaglar



1.1. Angiotensin - IT Reseptor Antagonistler (Sartanlar)

Sartanlar ailesi de denen bu ilaglarin baslica tiyeleri sunlardir: Losartan,

Valsartan, Olmesartan, Irbesartan, Telmisartan, Eprosartan’dur.

Giglii vazokonstriktif angiotensin II’'nin (AT II) AT1 reseptore yapigsmasini

Onleyerek etki gosterirler. Bradikinin tizerine ACE-inhibitorleri gibi etkileri yoktur.

Arteryel hipertansiyon sol ventrikiil hipertrofisinin 6nemli nedenlerinden
birisidir. Hipertansiyonun sol ventrikiile olan etkisi olduk¢ca karmagsik olup bazi
hipertansif hastalarda sol ventrikiil kitlesi artarken bazilarinda ise normal kalmaktadir.
Arteryel hipertansiyonda sol ventrikiil hipertrofisinin, anjiyotensin II reseptorlerinin
uyarilmasina bagli olarak olustugu sdylenmektedir. Basing yiiklenmesinin
kardiyovaskiiler sistemde olusturdugu ilk etki ventrikiiler hipertrofik degisimlerdir.
Renin-anjiotensin-aldosteron sisteminin (RAAS) aktif hormonu, ACE (anjiotensin
doniistiiriicii enzim) etkisiyle AT1' den meydana getirilen AT II’dir. Anjiyotensin II,
renin-anjiyotensin-aldesteron sisteminin en Onemli vazoaktif hormonudur ve
hipertansiyon ve diger kardiyovaskiiler bozukluklarin fizyopatolojisinde dnemli bir rol
oynar. AT II reseptdr antagonistleri son yillarda yaygin olarak kullanilmaktadir. ACE
inhibitorlerine benzer antihipertansif etkinlige ve diisiik bir yan etki potansiyeline
sahiptirler. AT1 reseptorlerini segici ve yarismali olarak bloke ederler. Anjiotensin 11
bazi dokularin hiicre membranlarindaki spesifik reseptorlere baglanir. Buna ek olarak
viicuttaki sodyum tutulmasi ve aldosteron salgilanmasini destekler. (O’Neil, 2001;
Sweetman, 2007; Duplay, 2007; RxMediapharma, 2008)



1.2. Kalsiyum Kanal Blokérii Tlaclar

Kalsiyum antagonistleri veya kalsiyum kanal blokerleri olarak adlandirilan ilag
grubu uzun yillardan beri hipertansiyon tedavisinde kullanilmaktadir. Giiniimiizde
antihipertansif amagcla kullanilan kalsiyum antagonistleri 3 grup altinda toplanabilir.
Bunlar fenilalkilaminler (verapamil), benzodiazepinler (diltiazem) ve dihidropridinler
(nifedipin, nikardipin,nisoldipin, isradipin, felodipin ve amlodipin) dir. Bu gruplar
birbirinden oldukg¢a farkli ozelliklere sahiptirler. Kalsiyum antagonistleri diger
antihipertansif ilaglarla karsilatirildiginda yaklasik olarak ayni oranlarda kan basinci
diistiriicti etki gosterirler. (RxMediapharma, 2008)

1.3. Tiazit Grubu Diiiretik

Hipertansiyon; inme, koroner arter hastaligi (KAH), konjestif kalp yetersizligi
(KKY), kronik bobrek yetersizligi (KBY) gibi kardiyovaskiiler hastaliklarin gelisimi
icin en &nemli risk faktorlerindendir. Inmelerin yaklasik olarak %54’
KAH nin%47’si, total olimlerin %13’ hipertansiyona bagli olugmaktadir.
Gilintiimiizde erigkinlerin yaklasik {icte birinde hipertansiyon bulunmaktadir. Bu kadar
stk goriilen ve dnemli olan hastaligin tedavisinde kullanilan ajanlardan bir tanesi de
ditiretiklerdir. Diiiretikler, 6zellikle direngli hipertansiyon, yasli, diyabetik ve obez
hastalar gibi tuza duyarli hipertansiyon tiplerinde yararhidir. Tiyazid diiiretikler,
etkilerini esas olarak bobrek distal tiiplerine etki ederek, buradaki sodyum ve klor (Na-
Cl) tasinmasin1 engelleyerek gosterirler. Ancak, kronik kullanimda, tiyazidler kan

basinci (KB) iizerine farkli yollarla etki ederler. (RxMediapharma, 2008)



1.4. Tez Kapsaminda Kullanilan ila¢ Etken Maddelerine Ait Bilgiler

Tez kapsaminda angiotensin - Il reseptér antagonistlerden Valsartan (VAL),
Olmesartan (OLM) ve Telmisartan (TEL) ile ¢alisilmistir. Kalsiyum kanal blokorii
olarak Amlodipin (AML) ve tiazit grubu diiiretik olarak Hidroklorotiyazid (HCTZ)

kullanilmustir.

1.4.1. Valsartan

Valsartan, oral yolla alindig1 zaman aktif olan, spesifik bir anjiotensin Il (AT II)
reseptdr antagonistidir. Ozellikle AT1 reseptdr alt-tipi iizerinde segici bir etki gosterir.
AT1 reseptoriinde hicbir kismi agonist etkisi olmayan valsartanin bu reseptore olan
afinitesi, AT II reseptoriine olan etkisinin yaklasik 20 000 katidir. Valsartan, ayn
zamanda kininaz II adiyla da bilinen, AT1'i anjiotensin II'ye doniistiiren ve bradikinini
parcalayan bir enzim olan “anjiotensin doniistiiriicii enzimi” (ACE) inhibe etmez.
Valsartan, 6teki hormon reseptorlerine ya da kardiyovaskiiler diizenlemede 6nemli
olduklar1 bilinen iyon kanallarina baglanmaz veya onlar1 bloke etmez. Hipertansiyon
hastalarinin valsartan almasi sonucunda, nabiz sayisinda degisiklik olmaz ve kan
basinct azalir. Bir tek oral dozun alinmasindan sonraki 2 saat igerisinde hastalarin
bircogunda antihipertansif etki baslar ve 4-6 saat igerisinde en st diizeye gelir. Dozun

verilmesinden sonra antihipertansif etki 24 saat boyunca devam eder.

Odem, uykusuzluk, asteni, libido azalmasi, deri dokiintiisii, bas donmesi tesbit
edilebilen yan etkileridir. Valsartan plazma proteinlerine gii¢lii bir sekilde baglandigi
icin, hemodiyaliz yoluyla viicuttan uzaklastirilamaz (RxMediapharma, 2008;
Sweetman, 2007).



Cizelge 1.1. Valsartan’in 6zellikleri

Yapisi O
e !

N\
Kapall Formiilii C24H29N503
Sistematik Adi [2°-(1H-tetrazol-5-il) [1,1' -bifenil]-4-il] metil]-L-
valin
Molekiil Agirhg: 435,5 g moL*
Erime Noktasi 116-117 °C
Sudaki Coziiniirliigii 1.406 mg mL*!

1.4.2.0lmesartan Medoksomil

Olmesartan medoksomil, oral yoldan etkili, kuvvetli, segici bir anjiyotensin II
reseptor (tip AT1) antagonistidir. AT 1I'nin kaynaktan veya sentezinde bagimsiz olarak
AT1'in aracilik yaptig: biittin AT II etkilerini bloke ederek etkimesi beklenmektedir.
Anjiyotensin II reseptorlerinin segici olarak antagonizmi, plazma renin seviyelerinde
ve plazma aldosteron derisimlerindeki bir miktar azalmayla ve anjiyotensin | ve II
derigimlerindeki yiikselmelerle sonuglanmaktadir. AT II, renin-anjiyotensin-aldosteron
sisteminin primer vazoaktif hormonudur. Bu hormon AT reseptorii yoluyla
hipertansiyon fizyopatolojisinde anlamli bir rol oynamaktadir. Hipertansiyonda,
Olmesartan, arteriyel kan basincinda doza bagli, uzun siire devam eden bir azalmaya
neden olmaktadir. Olmesartan giinde tek doz ile, 24 saatlik doz aralig1 siiresince kan
basincinda diizgiin ve etkili bir azalma saglamaktadir. Giinde tek doz kullanimi, ayni
giinliik dozda gilinde 2 kez kullanima1 ile kan basincinda benzer azalma meydana getirir.
Stirekli tedaviyle, kan basincini diisiirme etkisinin 6nemli bir kismi1 2 haftalik tedaviden
sonra gozlenebilir olsa da, kan basincindaki maksimum azalmalara tedaviye
baslandiktan 8 hafta sonra ulagilmaktadir. Hidroklorotiyazid ile birlikte kullanildiginda
kan basincinda ek bir azalma etkisi olmaktadir ve birlikte kullanilmalar iyi bir sekilde
tolere edilmektedir. Olmesartan medoksomil iyi bir 6n ilagtir. Barsak mukozasinda ve

gastrointestinal kanaldan absorbsiyonu sirasinda portal kan igindeki esterezlarla hizli


https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/search/#collection=compounds&query_type=mf&query=C24H29N5O3&sort=mw&sort_dir=asc

bir sekilde farmakolojik olarak aktif metabolite olan olmesartana dontismektedir.
(RxMediapharma, 2008; Sweetman, 2007).

Cizelge 1.2. Olmesartan Medoksomil’in 6zellikleri

HCo -

CH;
N “on CHs
H;CH;CH1C—< 1
N COCH;>
| 1]
o o o

Yapisi Ha

s
/
"R

Kapali Formiilii C29H30Ns06
2,3-dihidroksi-2-butenil4(1-hidroksi-1-metil)-2-
Sistematik Ad1 propil-1-[p-(o-1H-tetrazol-5-ilfenil) benzil
]imidazole 5-karboksilat
Molekiil Agirhg 558,59 g moL!
Erime Noktasi 175-180 °C
Sudaki Coziiniirligii 1.24 mg mL*?

1.4.3. Telmisartan

Telmisartan yagda ¢oziilebilen, tetrazol yapisi tagimayan anjiyotensin II (Tipl)
reseptor blokoriidiir. Aymi  gruptaki Valsartan ve Losartan’a benzemektedir.
Telmisartan’in AT1 reseptor alt tipine olan ilgisi AT II reseptor alt tipine olan ilgisine
gore ¢ok daha fazladir. Telmisartan, AT II’nin etkilerini insiiline duyarlilig1 artiran
ilaglarin hedefi olan peroksizom proliferatdriince aktive edilen reseptor—y’y1 aktive
ettigi gosterilmistir (PPAR—y). Antihipetansif etkisinin yaninda, insiilin duyarliligini1 da
artirarak, hipertansiyon olusum mekanizmasi, hedef organ hasar1 ve mortalite,
morbiditede dnemli rol oynayan lipid ve gliilkoz metabolizmasi iizerine olumlu etkisi
bulunur. Telmisartan, diger benzeri ilaglarin molekiillerinden daha kuvvetli bicimde
kalp, karaciger ve bobreklerde bulunan AT1 reseptorlerine baglanarak uzun siire
koruma saglar. Kanda bulunan ve viicuttaki kan basincini arttiran AT II hormonunu
daha etkili baskiladigi i¢cin daha uzun siireli etki gostermektedir. Yapilan ¢aligsmalar
Telmisartan’in 35 saat etki yapabildigi i¢in hipertansiyon hastalarinda goriilen sabah

kalp krizi riskini azalttig1 yoniindedir.


https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/search/#collection=compounds&query_type=mf&query=C29H30N6O6&sort=mw&sort_dir=asc

Telmisartan sadece oral yoldan kullanilir. Oral yoldan verildiginde plazmada
doruk derisim diizeylerine alindiktan 0.5-1 saat sonra ulasir. Oral yoldan tek doz halinde
verildiginde antihipertansif etkisi 3 saat icersinde baglar. Mutlak biyoyararlanimi1 doza
bagimli olup 40 mg dozda verildiginde %42 ve 60 mg dozda verildiginde %58’dir.
Besinlerle birlikte alinmasi telmisartanin biyoyararlanimini hafif¢e azaltir; besinler
egrinin altinda kalan alan (AUC) degerini 40 mg’lik tabletleri i¢cin %6 ve 160 mg’lik
tabletleri i¢in ise yaklasik %20 oraninda azaltir. Telmisartanin farmakokinetigi 20-160
mg doz araliginda dogrusal nitelik gostermez; doz yiikseldik¢e plazma derisimlerinde
goriilen oransal artiglara (Cmax ve AUC) gore daha fazladir (RxMediapharma, 2008;
Sweetman, 2007).

Cizelge 1.3. Telmisartan’in 6zellikleri

Yapisi >_/_ |
Kapall Formiilii C33H30N40z
4'-[(1,4'-dimetil-2'-propil[2,6'-bi-1H-
Sistematik Ada benzimidazol]-1'-yl)metil]-[1,1"-bifenil]-2-
karboksilik asit
Molekiil Agirhig 514,63 g moL™*
Erime Noktasi 261-263 °C
Sudaki Coziiniirliigii Pratikte ¢6ziinmez



https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/search/#collection=compounds&query_type=mf&query=C33H30N4O2&sort=mw&sort_dir=asc

1.4.4.Amlodipin

Amlodipin dihidropiridin smifindan bir kalsiyum antagonisti (kalsiyum kanal
blokorii)’dir. Kalsiyum iyonunun miyokard ve diiz kas hiicre membranindaki kalsiyum
kanallar1 (yavas kanallar) yoluyla hiicre igine girisini inhibe eder. Amlodipin
miyokarddan ¢ok vaskiiler diiz kas hiicreleri igin segicidir. Bu hiicrelerin kontraksiyonu
icin ekstraselliiler kalsiyum iyonlarimin hiicre igine girmesi gerekir. Amlodipin
transmembran kalsiyum akimini1 engelleyerek periferik arteriyollerde vazodilatasyon
yapar, periferik rezistansi ve sistemik kan basincimi diisiiriir. Eforla gelen angina
pektoriste terapdtik etkisi, kalp ylikiiniin (afterload) ve buna bagli olarak miyokard
oksijen gereksiniminin azalmasina baghdir. Vazospastik angina pektoristeki
(Prinzmetal anjini) etkenligi koroner arter spazminit bloke etmesiyle agiklanir.
Amlodipin agiz yoluyla alindiktan sonra iyi absorbe olur ve 6-12 saat sonra doruk
plazma konsantrasyonlari olusur. Mutlak biyoyararliligi % 64-90 olup midede besin
bulunmasindan etkilenmez. Dolagimdaki ilacin % 93’1 plazma proteinlerine baghdir.
Amlodipin yogun bir hepatik metabolizma (% 90) ile inaktif metabolitlere doniisiir ve
ilactn % 10’u degismemis molekiil, % 60’1 metabolitler seklinde idrarla atilir.
Plazmadan terminal eliminasyon yar1 dmrii 30-50 saattir. Art arda her giin verildigi
zaman 7-8 giinde kararli durum plazma diizeyleri olusur. Renal yetmezlikte amlodipin
kinetigi degismez ve doz ayarlamasi gerektirmez (RxMediapharma, 2008; Sweetman,
2007).

Cizelge 1.4. Amlodipin’in 6zellikleri

g%
0 0

Yapisi - l 3 l o~
N e
H
Kapal Formiilii Ca0H25CIN2O
. . Metiletil2-(2-aminoetoksimetil)-4-(2-klorofenil)-
Sistematik Adi 6-metil-1 4-dihidropiridin 3,5dikarboksilat
Molekiil Agirhg 408,88 g moL™*
Erime Noktas1 178-179 °C
Sudaki Coziiniirliigii 75,3 mg mL?

10
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1.4.5.Hidroklorotiyazid

Hidroklorotiyazid 6dem ve hipertansiyon tedavisinde kullanilan tiazit yapili bir
diiiretiktir. Tiazit grubu ditiretikler hipertansiyonun baslangi¢ tedavisinde tek baglarina
veya diger ilaglarla kombine kullanilirlar. Kivrim diiiretiklerden farkli olarak, bobrek
yetmezlikli hastalarda etkinlikleri zayiflar. Hidroklorotiyazid diabetes insipidus ve
hiperkalsiiri tedavisi i¢inde kullanilir. Hidroklorotiyazid, FDA gebelikte ila¢ kullanim1
risk siiflandirmasinda B kategorisine dahildir (hayvan deneyleri ve gebelerde yapilan

kontrollii gapraz ¢alismalarda risk olasiligi dogrulanmamus ilaglar).

Tiazit grubu diiiretikler bobrek tubulus epitelyumundan sodyum iyon
transportunu inhibe ederek sodyum, klor ve suyun atilimini artirirlar. Tiazitlerin bu
etkiyi gostermelerinde farkli mekanizmalar rol oynayabilirse de, yaptiklar1 diiirezden
sorumlu esas mekanizma Henle kivriminin ¢ikan kolunun kortikal boliimii (kortikal
dilie edici segment) ile distal tubulusun proksimal béliimiinde aktif kloriir
reabsorbsiyonunu inhibe etmeleridir. ikincil olarak sodyum reabsorbsiyonunu da
azaltirlar. Kloriir transportunu nasil azalttiklar1 tam olarak bilinmemektedir. Tiazitler
ayrica potasyum ve bikarbonat atilimini artirir, kalsiyum ve iirik asit eliminasyonunu
azaltirlar. Hidroklorotiyazidlerin potasyum atilimini artirmalart renal tiibiiliislerin distal
boliimiinde sodyum yiikiinii arttirmalarina (Na+ iyonundan zengin filtrat) bagldir;
boylece sodyum-potasyum degis-tokus mekanizmasini harekete gegirerek potasyum
salgilanmasini indirekt olarak artirmig olurlar. Neden olduklar1 hipokloremi ve
hipokalemi hafif metabolik alkaloza yol agabilir. Hidroklorotiyazidlerin diiiretik
etkileri hastanin asit-baz dengesinden etkilenmez. Hidroklorotiyazidler aldosteron
antogonisti etki gostermezler ve esas etkileri karbonik anhidraz enzim inhibisyonundan

bagimsizdir (RxMediapharma, 2008; Sweetman, 2007).
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Cizelge 1.5. Hidroklorotiyazid’in 6zellikleri

Yapisi

Kapal Formiilii

C7HgCIN304S;

6-kloro-3,4-dihidro-2H-1,2,4-benzotiadiazin-7-

Sistematik Ad1 sulfonamit 1,1-dioksit
Molekiil Agirhig 297,74 g moL!
Erime Noktasi 266-268 °C
Sudaki Coziiniirliigii 722 mg mL?
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1.5. Tez Maddeleri ile Yapilmus Literatiirdeki Calismalar

Cizelge 1.6. Tez maddeleri ile yapilmus literatiirdeki ¢alismalar

Sistem Uygunluk
Testi Parametreleri

Yontem Gegerlilik Testi Parametreleri

Analiz
Etken Madde Yontem Kolon Hareketli Faz S(i:jrls)si Dedektor Dogrusal = —a KESINLIK | Dogruluk Kaynak
Rs | a N Aralik 4 t 0 )
(ug mLY) (ngmL?) | (pgmL?) (BSS %) (%)
Amlodipin 7,4 dk 196 | - | 56678 2-150 - - 0,85 99,6
Cosmosil Hareketli Faz
Valsartan Ters faz stvi PAQ ters Asodyumdihidrojen | 8,4 dk 7,24 | - | 44004 2-150 - - 0,96 100,4 R.A.
s faz C18 fosfat tamponu : Mhaske
kromatografisi ; FDD
(RP-HPLC) (150 mm x Hareketli _Fa_z B 102 11 ve ark,
Telmisartan 4,6 mmx 5 Asetonitril dI; 6’ - 72930 2-150 - - 1,07 100,4 2011
um) Gradient sistem
Hidrokdarotiyaz 3.1 dk - 6253 | 2-150 0,48 102,0
Amlodipin - | Spektroflorimetre | | | | 01-14 | 0034 - - - Tarek S.
. . Eksitasyon 367
Spektroflorimetrik - - am 0.0025- Belal ve
Telmisartan B Emisyon 454 nm - - - ’0,05 0,0007 - - - ark, 2014
Amlodipin Hareketli Faz 33 36,9 | - | 43314 2-6 - - 0,54 99,7
. A:Sodyum perklorat
Acquity . .
BEHsield | PH 3.2 Asetonitril Santaji
. Ultra Performans RP18 (100 (90:10; h/h Nalwade
Telmisartan s1v1 kromatografisi o1 3.9 uv 8,3 - | 34765 16-48 - - 0,15 100,4 Ve ark
(UPLC) L Hareketli Faz !
mm,1,7,m) B:Sodyum perklorat 2011
. - pH 3,2: Asetonitril
H'dmki'gm“yaz (20:80: hvh) 09 - 2974 5-15 - - 0,08 99,4

[
w
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Cizelge 1.6. (devam) Tez maddeleri ile yapilmis literatiirdeki calismalar

Olmesartan Hareketklli Fatz A;Ssogyum a5 B _ 2.6 B _ B B
Phenyl C1¢(50 x [ |27 )2
Amlodipin s:i'fﬁ;ir:?:?:gzi Y1 Cag( Asetonitril (90:10; h/h) 33 | uv ) } 0,5- ) : : : Kakumani ve ark,
P (UPLC)g 2,1 mm, 1.8um) Hareketli Faz B:Sodyum ' 15 2012
) . perklorat pH 3,2: 1,25-
Hidroklorotiyazid Asetonitril (10:90; h/h) 0,9 375 - o - -
Olmesartan 5,7 - - 2-80 | 0,32 | 1,25 | 1,13 99,1
. - - Sodyum dodesil Mahesh ve ark,
Amlodipin Kapiler Silika kapiler siilfat:Asetonitril (90:10: | 37 | - | - ) 1-40 | 013 | 0,44 | 0.95 | 1001 2015
Elektroforez (55cm x 50um) hih)
Hidroklorotiyazid 3 5-200 | 1,22 | 3,81 | 1,40 | 99,8
Telmisartan . 2,80 - - - - - - -
Ters faz sivi Asetonitril: MeOH (30:70; Leena R.B: ve ark.,
kromatografisi ) h/h) A 2007
Hidroklorotiyazid 1,79 - - - - - - -
; ODS Hypersil C18 L 4,1-
Telmisart - | 519 - - - - - -
eimisartan Ters faz stvi (250 x 46 mm, | "otasyum dihidrojen orto 20,48 Wankhede SB. ve
kromatografisi 5um) fosfat: Asetonitril (40:60; uv 128 ark. 2007
Hidroklorotiyazid h/h) 2,97 - - 64 - - - - '
Hidroklorotiyazid 3.30 - 246247 5255 0,30 | 0,98 | 0,13 | 100,01
- Welchrom C18
Telmisartan 3,78 3,78 247368 | 8-40 | 0,57 | 1,89 | 0,13 | 100,02
: Ters faz sivi (250*4,6mm, Fosfat tamponu pH Pa}nchumarthy
kromatografisi 5pm) 3.3:Asetonitril (50:50; h/h) w FREVEIILET Bt
Olmesartan 5,25 4,93 305005 | 8-40 | 1,20 | 3,96 | 0,44 | 100,41 2016
Valsartan 5,57 2,01 343756 | 16-80 | 0,12 | 0,35 | 0,31 | 100,05
Amlodipi ODS3 C 4,0 - - 5-30 - - - 96< .
miodipin Sivi k toorafisi 150%4 6 18 Fosfat tamponu pH uv Saurabh K Sinha
_ 1vi Kromatogratist ( ‘omm, 6.0:Asetonitril (40:60; h/h) ve ark, 2012
Telmisartan 5um) 8,2 - - 10-60 | - - - 96<




qT

Cizelge 1.6. (devam) Tez maddeleri ile yapilmis literatiirdeki calismalar

: Kromasil C18 2,0 g Dihidrojen fosfat ve 1,04 _ B
Telmisartan Ters faz sivi (250 x 4,6mm, Sodyum 1 Heksan sulfonik 177 uv 740969 0.10 0.30 060 | 1003 Sutirtho ve
kromatografisi 5um) asit:Asetonitril:MeOH (80,20, ark, 2011
Hidroklorotiyazid h/h) 34,8 - 17221 - 0,03 0,09 2,63 98,1
LichroCART Lo . .
Trietilamin-fosforik asit (pH: Filiz Ari6z
Amlodipin k}:rfafgz rsalzllm fgnlqi](zgor;() 3,0):Asetonitril:MeOH 5,2 uv | 21 - 2266550 0,51 1,70 0,43 97,89 ve ark,
9 omm, Su (50/40/10, h/h/h) ' 2014
Amlodipin Ters faz s1vi Q(ljlil;;s(lzls%lz(s S T 4,86 o - 3161 2-25 0,05 1 - 103,14 sze;nlraj
kromatografisi 2,5:Asetonitril (60/40, h/h) '
. 4,6mm, 5pm) 2014
Telmisartan 7,68 - 2313 10-80 2 7 - 100,35
Amlodipin 1,80 ; - | 099002 1 - | o000z | - | o7
Sivi . - : Jaivik V.
Valsartan kromatografisi CnF:rrT?r::(leléhm(lmO)O ASEt?Q:;Z';'tZ(;?)'_\TOAhm/E;Wm 1,08 '\,\//IISS- - - 0,005-10 - 0,005 - 98,2 Shah ve
(LC/MS-MS) ' 0 ark, 2017
Hidroklorotiyazid 143 ; - 0'%0822' - | 00002 | - | 989
Amlodipin St L0t Amonyum asetat tamponu pH | 0,65 - .| 0000051 g.00005 | 0,63 | 99,67 | VasuBabu
.. | advance C18 (50 X S MS- 0,001 Ravi ve
kromatografisi X 4,6mm, 5um) 4,0:Asetonitril (50/50, h/h) MS ark. 2012
Telmisartan (LC/MS-MS) ' 0 eI 1,52 - - 0,002-0,4 - 0,002 | 0,68 | 99,75 '




1.6. Tezin Amaci

Bu tez kapsaminda, amlodipin, olmesartan, telmisartan, valsartan ve
hidroklorotiyazid igeren ikili ve tgli farmasotik dozaj formlarinin ayni anda
kromatografik tayininde dogru, duyarli, hizli ve basit bir yontem gelistirilmesi ve bu
yontemlerin miktar tayini analizlerine uygulanmasi amaglanmistir. Sivi kromatografisi
(SK) ve bu sistemde kullanilan fotodiyot dizi (FDD) dedektorii ve kiitle spektrometresi
ile bir ayirim olabilmesi i¢in kromatografik sartlarin optimizasyonu ve meydana gelen
bu sartlarda amlodipin, olmesartan, telmisartan, valsartan ve hidroklorotiyazid etken
maddelerini igeren, hipertansiyon tedavisinde kullanilan ilaglarin kisa siirede

analizlerinin uygulanmas1 amaglanmistir.

Bu nedenle amlodipin, olmesartan, telmisartan, valsartan ve hidroklorotiyazid
etken maddelerini iceren, hipertansiyon tedavisinde kullanilan ilaclarin kisa siirede
miktar tayini i¢in gelistirilecek olan yontemin gegerliligi igin yontem validasyonu
uygulanacak, istatistiksel olarak analizlerin sonuglart  degerlendirilecektir.
Gelistirilmis olan yontemlerin dogrulugu, duyarliligi, kesinligi, dogrusallik ve
dogrusallik araligi, cihaz tekrarlanabilirligi, yontem tekrarlanabilirligi, bagil ve mutlak
geri kazanimlari, piyasada bulunan numune analizlerine uygulanabilirligi gibi

parametreleri degerlendirilecek, sistem uygunluk testleri gergeklestirilecektir.
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2. GEREC VE YONTEM

2.1. Gereg

2.1.1. Tez Kapsaminda Kullamlan Etken Maddeler

Tez ¢alismasinda kullanilan tiim kimyasal maddeler, safsizliklardan gelebilecek

hatalar1 engellemek igin analitik ve kromatografik safliklarda kullanilmigtir.

Cizelge 2.1. Etken maddeler

Etken Madde Firma
Amlodipin Besilat GLOCHEM ILAC SAN. VE TIC. A.S
Hidroklorotiyazid INDUKEM ILAC SAN. VE TIC. A.S
Olmesartan Medoksomil DR. REDDY’S ILAC SAN. VE TIC. A.S.
Telmisartan ENALTEC LABS ILAC SAN. VETIC. A.S
Valsartan AUROBINDO iLAC SAN. VE TIC. A.S.
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Cizelge 2.2. Piyasa preparatlari

. Piyasa Dozaj e
Etken Madde Firma P Formu Igerigi
Olmesartan 20 mg
medoksomil + D?I[I/Sg ISiQN\P;g © Sevikar® Film Olmesartan
Amlodipin TiC. A S Tablet medoksomil + 5
besilat e mg Amlodipin
Valsartan + 160 ngg/ﬁqlsartan
Hidroklorotiyazid NOVARTIS ILAC Exforge Film Hidroklorotiq azid
+Amlodipin~ SAN. VE TIC. A.S. HCT® Tablet 2 10m y
besilat g
Amlodipin
20 mg
Olmesartan Olmesartan
medoksomil + DAIICHI SANKYO Sevikar Eilm medoksomil +
Hidroklorotiyazid ~ ILAC SAN. VE HCT® Tablet 12,5 mg
+ Amlodipin TIC. AS.. Hidroklorotiyazid
besilat +5mg
Amlodipin
Valsartan + . . 160 mg Valsartan
. NOVARTIS ILAC Film
Amlodipin : Exforge® +10 mg
besilat SAN. VETIC. A.S. Tablet Amlodipin
Telmisartan + BOEHRINGER Eilm 40 mg
Amlodipin INGELHEIM ILAC  Twynsta® Tablet Telmisartan + 10
besilat SAN. VE TIC. A.S. mg Amlodipin

2.1.2. Kullanilan Arac ve Gerecler

e YPSK sistemi: Agilent 1200 (Santa-Clara, CA, ABD)
e Fotodiyot dizi dedektorii (FDD) Agilent (Santa-Clara, CA, ABD)
e Kiitle spektrometresi Agilent (Santa-Clara, CA, ABD)

e Manyetik karistirici: Variomag multipoint (Thermo Sientific, Kanada, ABD)
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e Elektronik hassas terazi: Mettler Toledo (ABD)

e Saf su sistemi: Sartorius Pro UV-T (Almanya)

e pH metre: Model 780 Metrohm (isvigre)

e Ultrasonik su banyosu: Bandelin (Berlin, Almanya)
e Farkli hacimlere sahip sarf malzemeler

e 0.45um PVDF filtre: Sartorius (Almanya)

2.1.3. Kullanilan Sabit Fazlar

Tez ¢alismalarinda kullanilan kolonlarlara ait sabit fazlar ve 6zellikleri Cizelge

2.3‘de Ozetlenmistir.

Cizelge 2.3. Kullanilan kolonlarin 6zellikleri

ic Partikiil

Uzunlugu Kimyasal . 8
Kolon Adi (mm) (Cr;lnlf)]l) ((;2:111))1 Yeroen Yontem Firma
Symmetry . 3
X - Fotodiyot dizi  Waters
Shml% RP- 150 4.6 3.5 Saf silika dedektdr (ABD)
Poroshell - Kiitle Agilent
120 EC C-18 50 3.0 2.7 Safsilika o oytrometresi  (ABD)

2.1.4. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Her iki yontemdeki hareketli fazlarin hazirlanmasinda kullanilan organik

¢oziicliler kromatografik saflikta olup ve diger kimyasal analitik safliktadir.
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Cizelge 2.4. Her iki ¢calismada kullanilan kimyasal maddeler

Kimyasal Madde Yontem Firma
Orto-Fosforik Asit Fotodiyot dizi dedektor I\égfmig dl\:l Ik:_rrI]:nOyR;I)E
Asetonitril Fotodiyot dizi dedektor MERCK MILLIPORE
Kiitle spektrometresi Darmstadt, Almanya)
MERCK MILLIPORE
MeOH Fotodiyot dizi dedektor Darmstadt, Almanya)
. . MERCK MILLIPORE
Amonyum Format Kiitle spektrometresi Darmstadt, Almanya)
Formik Asit Kiitle spektrometresi MERCK MILLIPORE

Darmstadt, Almanya)

2.1.5. Fotodiyot Dizi Dedektor Kullanilan Sivi Kromatografi Yontemi

2.1.5.1. Standart Madde Cozeltilerinin Hazirlanisi

Tez kapsaminda kullanilan ikili ve {i¢lii karisimlara ait standart ¢ozeltileri ayri
ayr1 hazirlanmigtir: Hassas analitik terazi ile tarttim sonucu her bir madde MeOH’de
¢oziilerek stok standart ¢ozeltileri olusturulmustur. Sonrasinda tiim seyreltmeler
¢ozilicii olarak belirtilen pH 3,0 sulu ¢ozelti: asetonitril: MeOH (40:20:40, h\h\h)
karisimiyla hacimlerine tamamlanmistir. Hazirlanan tiim ¢oézeltiler 0.45 pm PVDF

filtreden siiziilerek enjeksiyon yapilmustir.

20 mg Olmesartan ve 5 mg Amlodipin Tablet icin Standart Cozeltilerin

Hazirlanisi:
Stok standart ¢ozelti 1: Yaklasik 20,0 mg Olmesartan medoksomil standardi 100,0

ml’lik balon jojeye alinir. Bir miktar MeOH ile ultrasonik su banyosunda ¢oziilerek

hacmine MeOH ile tamamlanir.
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Stok standart ¢ozelti 2: Yaklagik 10,0 mg Amlodipin’e esdeger Amlodipin besilat
standardt 200,0 ml’lik balon jojeye alinir. Bir miktar MeOH ile ultrasonik su

banyosunda ¢6ziilerek hacmine MeOH ile tamamlanir.

Stok standart ¢dzelti 3 (i¢ standart): Yaklasik 40,0 mg Telmisartan standardi 200,0
ml’lik balon jojeye alinir. Bir miktar MeOH ile ultrasonik su banyosunda ¢o6ziilerek

hacmine MeOH ile tamamlanir.

%35’lik dogrusallik standardi: 1’er mL stok standart ¢ozelti 1 ve 2°den, 10,0 mL stok
standart ¢ozelti 3’ten alinarak 200,0 m1’lik balon jojeye konulur. Hacmine ¢oziicii ile

tamamlanir.

%10’luk dogrusallik standard1: 2’ser mL stok standart ¢ozelti 1 ve 2°den, 10,0 mL stok
standart ¢ozelti 3’ten alinarak 200,0 m1’lik balon jojeye konulur. Hacmine ¢oziicii ile

tamamlanir.

%?25°1ik dogrusallik standardi: 5’ser mL stok standart ¢ozelti 1 ve 2°den, 10,0 mL stok
standart ¢ozelti 3’ten alinarak 200,0 m1’lik balon jojeye konulur. Hacmine ¢oziicii ile

tamamlanir.

%50’lik dogrusallik standardi: 10’ar mL stok standart ¢6zelti 1 ve 2’den, 10,0 mL stok
standart ¢ozelti 3’ten alinarak 200,0 m1’lik balon jojeye konulur. Hacmine ¢oziicii ile

tamamlanir.

%75’lik dogrusallik standardi: 15°ser mL Stok standart ¢ozelti 1 ve 2’den, 10,0 mL
stok standart ¢ozelti 3 ten alinarak 200,0 m1’lik balon jojeye konulur. Hacmine ¢6ziicii

ile tamamlanir.
%100’ lik dogrusallik standardi: 2’ser mL stok standart ¢ozelti 1 ve 2’den, 1,0 mL stok

standart ¢ozelti 3’ten alinarak 20,0 m1’lik balon jojeye konulur. Hacmine ¢6ziicii ile

tamamlanir.
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%150’1lik dogrusallik standardi: 3’er mL Stok standart ¢ozelti 1 ve 2’den, 1,0 mL stok
standart ¢ozelti 3’ten alinarak 20,0 m1’lik balon jojeye konulur. Hacmine ¢6ziicii ile

tamamlanir.

%2001k dogrusallik standardi: 4’er mL stok standart ¢ozelti 1 ve 2°den, 1,0 mL stok
standart ¢ozelti 3’ten alinarak 20,0 m1’lik balon jojeye konulur. Hacmine ¢6ziicii ile

tamamlanir.

25 mg Hidroklorotiyazid, 160 mg Valsartan ve 10 mg Amlodipin Tablet i¢in

Standart Cozeltilerin Hazirlanisi:

Stok standart ¢6zelti 1: Yaklasik 160,0 mg Valsartan standardi 200,0 ml’lik balon
jojeye alinir. Bir miktar MeOH ile ultrasonik su banyosunda ¢6ziilerek hacmine MeOH

ile tamamlanir.

Stok standart ¢ozelti 2: Yaklasik 10,0 mg Amlodipin’e esdeger Amlodipin besilat
standardi 200,0 ml’lik balon jojeye alinir. Bir miktar MeOH ile ultrasonik su

banyosunda ¢6ziilerek hacmine MeOH ile tamamlanir.

Stok standart ¢ozelti 3: Yaklagik 25,0 mg Hidroklorotiyazid standard: 200,0 m1’lik
balon jojeye alinir. Bir miktar MeOH ile ultrasonik su banyosunda ¢oziilerek hacmine

MeOH ile tamamlanir.

Stok standart ¢ozelti 4 (¢ standart): Yaklasik 40,0 mg Telmisartan standardi 200,0
ml’lik balon jojeye alinir. Bir miktar MeOH ile ultrasonik su banyosunda ¢oziilerek

hacmine MeOH ile tamamlanir.
%S5’lik dogrusallik standardi: 1’er mL stok standart ¢ozelti 1, 2 ve 3’den, 10,0 mL stok

standart ¢ozelti 4’ten alinarak 200,0 m1’lik balon jojeye konulur. Hacmine ¢oziicii ile

tamamlanir.
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%10’luk dogrusallik standardi: 2’ser mL stok standart ¢ozelti 1, 2 ve 3’den, 10,0 mL
stok standart ¢6zelti 4’ten alinarak 200,0 m1’lik balon jojeye konulur. Hacmine ¢oziicii

ile tamamlanir.

%25’lik dogrusallik standardi: 5’er mL stok standart ¢ozelti 1, 2 ve 3’den, 10,0 mL
stok standart ¢6zelti 4’ten alinarak 200,0 m1’lik balon jojeye konulur. Hacmine ¢oziicii

ile tamamlanir.

%350’lik dogrusallik standardi: 10’ar mL stok standart ¢ozelti 1, 2 ve 3’den, 10,0 mL
stok standart ¢6zelti 4’ten alinarak 200,0 m1’lik balon jojeye konulur. Hacmine ¢oziicti

ile tamamlanir.

%75’lik dogrusallik standardi: 15’er mL stok standart ¢ozelti 1, 2 ve 3’den, 10,0 mL
stok standart ¢6zelti 4’ten alinarak 200,0 m1’lik balon jojeye konulur. Hacmine ¢oziicti

ile tamamlanir.

%100’liik dogrusallik standardi: 2’ser mL stok standart ¢ozelti 1, 2 ve 3’den, 1,0 mL
stok standart ¢ozelti 4’ten alinarak 20,0 ml’lik balon jojeye konulur. Hacmine ¢6ziicii

ile tamamlanuir.

%150’1ik dogrusallik standardi: 3’er mL stok standart ¢ozelti 1, 2 ve 3’den, 1,0 mL
stok standart ¢ozelti 4’ten alinarak 20,0 ml’lik balon jojeye konulur. Hacmine ¢6ziicii

ile tamamlanir.
%200’liik dogrusallik standardi: 4’er mL stok standart ¢ozelti 1, 2 ve 3’den, 1,0 mL

stok standart ¢6zelti 4’ten alinarak 20,0 m1’lik balon jojeye konulur. Hacmine ¢oziicti

ile tamamlanuir.
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12,5 mg Hidroklorotiyazid, 20 mg Olmesartan ve 5 mg Amlodipin Tablet I¢in

Standart Cozeltilerin Hazirlams:

Stok standart ¢ozelti 1: Yaklasik 20,0 mg Olmesartan medoksomil standardi 100,0
ml’lik balon jojeye alinir. Bir miktar MeOH ile ultrasonik su banyosunda ¢oziilerek

hacmine MeOH ile tamamlanir.

Stok standart ¢ozelti 2: Yaklasik 10,0 mg Amlodipin’e esdeger Amlodipin besilat
standardi 200,0 ml’lik balon jojeye alinir. Bir miktar MeOH ile ultrasonik su

banyosunda ¢6ziilerek hacmine MeOH ile tamamlanir.

Stok standart ¢ozelti 3: Yaklasik 25,0 mg Hidroklorotiyazid standardir 200,0 ml’lik
balon jojeye alinir. Bir miktar MeOH ile ultrasonik su banyosunda ¢6ziilerek hacmine

MeOH ile tamamlanir.

Stok standart ¢ozelti 4 (¢ standart): Yaklasik 40,0 mg Telmisartan standardi 200,0
ml’lik balon jojeye alinir. Bir miktar MeOH ile ultrasonik su banyosunda ¢oziilerek

hacmine MeOH ile tamamlanir.

%S5’1ik dogrusallik standardi: 1’er mL stok standart ¢ozelti 1, 2 ve 3’den, 10,0 mL stok
standart ¢ozelti 4’ten alinarak 200,0 m1’lik balon jojeye konulur. Hacmine ¢oziicii ile

tamamlanir.

%10’luk dogrusallik standardi: 2°ser mL stok standart ¢ozelti 1, 2 ve 3’den, 10,0 mL
stok standart ¢6zelti 4’ten alinarak 200,0 m1’lik balon jojeye konulur. Hacmine ¢oziicti

ile tamamlanir.
%25’lik dogrusallik standardi: 5’er mL stok standart ¢ozelti 1, 2 ve 3’den, 10,0 mL

stok standart ¢ozelti 4’ten alinarak 200,0 ml’lik balon jojeye konulur. Hacmine ¢oziicii

ile tamamlanuir.
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%350’lik dogrusallik standardi: 10’ar mL stok standart ¢6zelti 1, 2 ve 3’den, 10,0 mL
stok standart ¢6zelti 4’ten alinarak 200,0 m1’lik balon jojeye konulur. Hacmine ¢oziicii

ile tamamlanir.

%75’lik dogrusallik standardi: 15°er mL stok standart ¢ozelti 1, 2 ve 3’den, 10,0 mL
stok standart ¢ozelti 4’ten alinarak 200,0 m1’lik balon jojeye konulur. Hacmine ¢6ziicii

ile tamamlanir.

%100’1iik dogrusallik standardi: 2’ser mL stok standart ¢ozelti 1, 2 ve 3’den, 1,0 mL
stok standart ¢6zelti 4’ten alinarak 20,0 m1’lik balon jojeye konulur. Hacmine ¢oziicti

ile tamamlanir.

%150’1ik dogrusallik standardi: 3’er mL stok standart ¢ozelti 1, 2 ve 3’den, 1,0 mL
stok standart ¢ozelti 4’ten alinarak 20,0 ml’lik balon jojeye konulur. Hacmine ¢6ziicii

ile tamamlanir.

%200’lik dogrusallik standardi: 4’er mL stok standart ¢ozelti 1, 2 ve 3’den, 1,0 mL
stok standart ¢ozelti 4’ten alinarak 20,0 ml’lik balon jojeye konulur. Hacmine ¢6ziicii

ile tamamlanuir.

160 mg Valsartan ve 10 mg Amlodipin Tablet icin Standart Cozeltilerin

Hazirlanisi:

Stok standart ¢ozelti 1: Yaklasik 160,0 mg Valsartan standardi 200,0 ml’lik balon
jojeye alinir. Bir miktar MeOH ile ultrasonik su banyosunda ¢6ziilerek hacmine MeOH

ile tamamlanir.
Stok standart ¢ozelti 2: Yaklagik 10,0 mg Amlodipin’e esdeger Amlodipin besilat

standardi 200,0 ml’lik balon jojeye alinir. Bir miktar MeOH ile ultrasonik su

banyosunda ¢6ziilerek hacmine MeOH ile tamamlanir.
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Stok standart ¢ozelti 3 (i¢ standart): Yaklasik 40,0 mg Telmisartan standardi 200,0
ml’lik balon jojeye alinir. Bir miktar MeOH ile ultrasonik su banyosunda ¢oziilerek

hacmine MeOH ile tamamlanir.

%5’lik dogrusallik standardi: 1’er mL stok standart ¢ozelti 1 ve 2°den, 10,0 mL stok
standart ¢ozelti 3’ten alinarak 200,0 m1’lik balon jojeye konulur. Hacmine ¢oziicii ile

tamamlanir.

%10’luk dogrusallik standard1: 2’ser mL stok standart ¢ozelti 1 ve 2’den, 10,0 mL stok
standart ¢ozelti 3’ten alinarak 200,0 m1’lik balon jojeye konulur. Hacmine ¢oziicii ile

tamamlanir.

%?25°1ik dogrusallik standard1: 5’ser mL stok standart ¢ozelti 1 ve 2°den, 10,0 mL stok
standart ¢ozelti 3’ten alinarak 200,0 m1’lik balon jojeye konulur. Hacmine ¢oziicii ile

tamamlanir.

%350’1ik dogrusallik standardi: 10’ar mL stok standart ¢ozelti 1 ve 2’°den, 10,0 mL stok
standart ¢ozelti 3’ten alinarak 200,0 m1’lik balon jojeye konulur. Hacmine ¢oziicii ile

tamamlanir.

%75’lik dogrusallik standardi: 15°ser mL stok standart ¢ozelti 1 ve 2’den, 10,0 mL
stok standart ¢ozelti 3’ten alinarak 200,0 m1’lik balon jojeye konulur. Hacmine ¢6ziicii

ile tamamlanuir.

%100’ lik dogrusallik standardi: 2’ser mL stok standart ¢ozelti 1 ve 2°den, 1,0 mL stok
standart ¢ozelti 3’ten alinarak 20,0 m1’lik balon jojeye konulur. Hacmine ¢6ziicii ile

tamamlanir.
%150’1lik dogrusallik standardi: 3’er mL stok standart ¢ozelti 1 ve 2°den, 1,0 mL stok

standart ¢ozelti 3’ten alinarak 20,0 m1’lik balon jojeye konulur. Hacmine ¢6ziicii ile

tamamlanir.
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%2001k dogrusallik standardi: 4’er mL stok standart ¢ozelti 1 ve 2°den, 1,0 mL stok
standart ¢ozelti 3’ten alinarak 20,0 m1’lik balon jojeye konulur. Hacmine ¢6ziicii ile

tamamlanir.

40 mg Telmisartan ve 10 mg Amlodipin Tablet Icin Standart Cozeltilerin

Hazirlamisi:

Stok standart ¢ozelti 1: Yaklasik 40,0 mg Telmisartan standardi 200,0 mI’lik balon
jojeye alinir. Bir miktar MeOH ile ultrasonik su banyosunda ¢6ziilerek hacmine MeOH

ile tamamlanair.

Stok standart ¢ozelti 2: Yaklasik 10,0 mg Amlodipin’e esdeger Amlodipin besilat
standardi 200,0 ml’lik balon jojeye alinir. Bir miktar MeOH ile ultrasonik su

banyosunda ¢6ziilerek hacmine MeOH ile tamamlanir.

Stok standart ¢dzelti 3 (I¢ standart): Yaklasik 20,0 mg Olmesartan standard1 100,0
ml’lik balon jojeye alinir. Bir miktar MeOH ile ultrasonik su banyosunda ¢oziilerek

hacmine MeOH ile tamamlanir.

%S5’1ik dogrusallik standardi: 1’er mL stok standart ¢ozelti 1 ve 2’den, 10,0 mL stok
standart ¢6zelti 3’ten alinarak 200,0 m1’lik balon jojeye konulur. Hacmine ¢oziicii ile

tamamlanir.

%10’luk dogrusallik standardi: 2’ser mL stok standart ¢ozelti 1 ve 2’den, 10,0 mL stok
standart ¢ozelti 3’ten alinarak 200,0 m1’lik balon jojeye konulur. Hacmine ¢oziicii ile

tamamlanir.
%25°1ik dogrusallik standardi: 5’ser mL stok standart ¢ozelti 1 ve 2°den, 10,0 mL stok

standart ¢ozelti 3’ten alinarak 200,0 m1’lik balon jojeye konulur. Hacmine ¢oziicii ile

tamamlanir.
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%50’1ik dogrusallik standardi: 10’ar mL stok standart ¢ozelti 1 ve 2’den, 10,0 mL stok
standart ¢ozelti 3’ten alinarak 200,0 m1’lik balon jojeye konulur. Hacmine ¢oziicii ile

tamamlanir.

%75’lik dogrusallik standardi: 15°ser mL stok standart ¢ozelti 1 ve 2’den, 10,0 mL
stok standart ¢6zelti 3’ten alinarak 200,0 m1’lik balon jojeye konulur. Hacmine ¢oziicii

ile tamamlanir.

%100’ lik dogrusallik standardi: 2’ser mL stok standart ¢6zelti 1 ve 2°den, 1,0 mL stok
standart ¢ozelti 3’ten alinarak 20,0 m1’lik balon jojeye konulur. Hacmine ¢oziicii ile

tamamlanir.

%150°’1lik dogrusallik standardi: 3’er mL Stok standart ¢ozelti 1 ve 2’den, 1,0 mL stok
standart ¢ozelti 3’ten alinarak 20,0 m1’lik balon jojeye konulur. Hacmine ¢oziicii ile

tamamlanir.

%200’ lik dogrusallik standardi: 4’er mL stok standart ¢ézelti 1 ve 2°den, 1,0 mL stok
standart ¢ozelti 3’ten alinarak 20,0 m1’lik balon jojeye konulur. Hacmine ¢oziicii ile

tamamlanir.

2.1.5.2. Tablet Cozeltilerinin Hazirlanisi

Optimize edilen YPSK-FDD metodu ile piyasa preparatlari analizlerinde miktar
tayinlerini belirlemek i¢in her bir tabletten ¢ozeltiler hazirlanmistir. Bu ¢ozeltilerdeki
etken madde miktarlar1 her bir preperatin kendine ait standart ¢ozelti

kalibrasyonlariyla hesaplanmistir.

I¢ standart ¢ozeltisi 1: Yaklasik 40,0 mg Telmisartan standardi 200,0 ml’lik balon
jojeye alinir. Bir miktar MeOH ile ultrasonik su banyosunda ¢6ziilerek hacmine MeOH

ile tamamlanuir.
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I¢ standart ¢ozeltisi 2: Yaklasik 20,0 mg Olmesartan standardi 100,0 ml’lik balon
jojeye alinir. Bir miktar MeOH ile ultrasonik su banyosunda ¢6ziilerek hacmine MeOH

ile tamamlanir.

Sevikar® 20 mg Olmesartan medoksomil + 5 mg Amlodipin Film Tablet:

20 mg Olmesartan medoksomil ve 5 mg Amlodipin iceren 5 adet Sevikar® film
kapli tablet tartilir ve havanda toz edilir. Homojen olan bu toz karigimdan bir tablete
esdeger miktar tartilir ve 100,0 mI’lik balon jojeye alinir. Bir miktar MeOH eklenir,
ultrasonik su banyosunda 10 dakika boyunca ¢ozlinmesi saglanir ve hacmine MeOH
ile tamamlanir. Bu esnada ultrasonik banyonun sicakliginin artmamasina dikkat edilir.
Bu ¢6zeltinin 2,0 ml’si alinarak 20,0 ml’lik balon jojeye aktarilir ve 1,0 mL ig standart
¢ozeltisi 1’den eklenir. Hacmine ¢6ziicii ile tamamlanir ve karigtirilir. 0.45 um PVDF

filtreden siiziilerek enjeksiyon yapilir.

Exforge HCT® 25 mg Hidroklorotiyazid + 160 mg Valsartan ve 10 mg Amlodipin
Film Tablet:

25 mg Hidroklorotiyazid, 160 mg Valsartan ve 10 mg Amlodipin i¢eren 5 adet
Exforge HCT® film kapli tablet tartilir ve havanda toz edilir. Homojen olan bu toz
karisimdan bir tablete esdeger miktar tartilir ve 200,0 ml’lik balon jojeye alinir. Bir
miktar MeOH eklenir, ultrasonik su banyosunda 10 dakika boyunca ¢6ziinmesi
saglanir ve hacmine MeOH ile tamamlanir. Bu ¢ozeltinin 2,0 ml’si alinarak 20,0 ml’lik
balon jojeye aktarilir ve 1,0 mL i¢ standart ¢ozeltisi 1’den eklenir. Hacmine ¢oziicii ile

tamamlanir ve kanistirilir. 0.45 pm PVDF filtreden siiziilerek enjeksiyon yapilir.

Sevikar HCT® 12,5 mg Hidroklorotiyazid+ 20 mg Olmesartan ve 5 mg Amlodipin
Film Tablet:

12,5 mg Hidroklorotiyazid, 20 mg Olmesartan medoksomil ve 5 mg Amlodipin

iceren 5 adet Sevikar HCT® film kapli tablet tartilir ve havanda toz edilir. Homojen
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olan bu toz karisimdan bir tablete esdeger miktar tartilir ve 100,0 mI’lik balon jojeye
almir. Bir miktar MeOH eklenir, ultrasonik su banyosunda 10 dakika boyunca
¢oziinmesi saglanir ve hacmine MeOH ile tamamlanir. Bu ¢ozeltinin 2,0 ml’si alinarak
20,0 mI’lik balon jojeye aktarilir ve 1,0 mL i¢ standart ¢6zeltisi 1’den eklenir. Hacmine
¢oziicii ile tamamlanir ve karistirilir. 0.45 pm PVDF filtreden siiziilerek enjeksiyon

yapilir.

Exforge® 160 mg Valsartan ve 10 mg Amlodipin Film Tablet:

160 mg Valsartan ve 10 mg Amlodipin iceren 5 adet Exforge® film kapl tablet
tartilir ve havanda toz edilir. Homojen olan bu toz karisimdan bir tablete esdeger
miktar tartilir ve 200,0 ml’lik balon jojeye alinir. Bir miktar MeOH eklenir, ultrasonik
su banyosunda 10 dakika boyunca ¢oziinmesi saglanir ve hacmine MeOH ile
tamamlanir. Bu ¢6zeltinin 2,0 mI’si alinarak 20,0 m1’lik balon jojeye aktarilir ve 1,0
mL i¢ standart ¢dzeltisi 1°den eklenir. Hacmine ¢6ziicii ile tamamlanir ve karistirilir.

0.45 um PVDF filtreden siiziilerek enjeksiyon yapilir.

Twynsta® 40 mg Telmisartan ve 10 mg Amlodipin Tablet:

40 mg Telmisartan ve 10 mg Amlodipin igeren 5 adet Twynsta® tartilir ve
havanda toz edilir. Homojen olan bu toz karisimdan bir tablete esdeger miktar tartilir
ve 200,0 ml’lik balon jojeye alinir. Bir miktar MeOH eklenir, ultrasonik su
banyosunda 10 dakika boyunca ¢ézlinmesi saglanir ve hacmine MeOH ile tamamlanir.
Bu ¢6zeltinin 2,0 ml’si alinarak 20,0 mI’lik balon jojeye aktarilir ve 1,0 mL i¢ standart
¢ozeltisi 2°den eklenir. Hacmine ¢6ziicii ile tamamlanir ve karigtirilir. 0.45 um PVDF

filtreden siiziilerek enjeksiyon yapilir.

2.1.5.3. Geri Kazanim Calismalari icin Cozeltilerin Hazirlamisi

Farmasoétik dozaj formu i¢indeki yardimci katki maddelerinin etken maddelerin

analizinde girisim etkisinin olup olmadigint belirlemek i¢in ikili ve Ugli etken
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maddelerin bulundugu farmasétik dozaj formlar tizerinde geri kazanim g¢alismalari
yapilmistir. Bu amacla dozaj formuna ait stok ¢ozeltinin bilinen sabit miktarinin
tizerine her birinden saf etken madde ilavesi yapilmistir. Elde edilen sonuglardan dozaj
formuna eklenen saf olan madde miktarlarinin hangi oranda tayin edildigi baska bir

deyisle hangi oranda geri kazanildigi hesaplanmaistir.

Sevikar® 20 mg Olmesartan medoksomil + 5 mg Amlodipin Film Tablet:

Stok standart ¢ozelti 1: Yaklasik 20,0 mg Olmesartan medoksomil standardi ve
5.0 mg Amlodipin’e esdeger Amlodipin besilat standardi 100,0 ml’lik balon jojeye
alinir. Bir miktar MeOH ile ultrasonik su banyosunda ¢oziilerek hacmine MeOH ile

tamamlanir.

Stok standart ¢ozelti 2 (i¢ standart): Yaklasik 40,0 mg Telmisartan standard
200,0 ml’lik balon jojeye alinir. Bir miktar MeOH ile ultrasonik su banyosunda

¢oOziilerek hacmine MeOH ile tamamlanir.

20 mg Olmesartan medoksomil ve 5 mg Amlodipin igeren 5 adet Sevikar® film
kapli tablet tartilir ve havanda toz edilir. Homojen olan bu toz karisimdan bir tablete
esdeger miktar tartilir ve 100,0 mI’lik balon jojeye alinir. Bir miktar MeOH eklenir,
ultrasonik su banyosunda 10 dakika boyunca ¢6ziinmesi saglanir ve hacmine MeOH
ile tamamlanir. Bu ¢6zeltininn 2,0 ml’si alinarak 20,0 ml’lik balon jojeye aktarilir.
Uzerine 2,0 mL stok standart ¢dzeltisi 1°den ve 1,0 mL stok standart ¢ozeltisi 2’den
eklenir. Hacmine c¢oziicli ile tamamlanir ve karsgtirilir. 0.45 pum PVDF filtreden

stiziilerek enjeksiyon yapilir.

Exforge HCT® 25 mg Hidroklorotiyazid + 160 mg Valsartan ve 10 mg Amlodipin
Film Tablet:

Stok standart ¢ozelti 1: Yaklasik 160,0 mg Valsartan standardi, 25,0 mg
Hidroklorotiyazid standardi ve 10,0 mg Amlodipin’e esdeger Amlodipin besilat
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standardt 200,0 ml’lik balon jojeye alinir. Bir miktar MeOH ile ultrasonik su

banyosunda ¢6ziilerek hacmine MeOH ile tamamlanir.

Stok standart ¢ozelti 2 (I¢ standart): Yaklasik 40,0 mg Telmisartan standard
200,0 mI’lik balon jojeye alinir. Bir miktar MeOH ile ultrasonik su banyosunda

¢oOziilerek hacmine MeOH ile tamamlanir.

25 mg Hidroklorotiyazid, 160 mg Valsartan ve 10 mg Amlodipin igeren 5 adet
Exforge HCT® film kapli tablet tartilir ve havanda toz edilir. Homojen olan bu toz
karisimdan bir tablete esdeger miktar tartilir ve 200,0 ml’lik balon jojeye alinir. Bir
miktar MeOH eklenir, ultrasonik su banyosunda 10 dakika boyunca ¢6ziinmesi
saglanir. Bu ¢dzeltinin 2,0 mI’si almarak 20,0 m1’lik balon jojeye aktarilir. Uzerine 2,0
mL stok standart ¢ozeltisi 1’den ve 1,0 mL stok standart ¢ozeltisi 2’den eklenir.
Hacmine ¢6ziicii ile tamamlanir ve karistirilir. 0.45 pm PVDF filtreden siiziilerek

enjeksiyon yapilir.

Sevikar HCT® 12,5 mg Hidroklorotiyazid+ 20 mg Olmesartan ve 5 mg Amlodipin
Film Tablet:

Stok standart ¢ozelti 1: Yaklasik 40,0 mg Olmesartan medoksomil standardh,
25,0 mg Hidroklorotiyazid standard ve 10,0 mg Amlodipin’e esdeger Amlodipin
besilat standard1 200,0 m1’lik balon jojeye alinir. Bir miktar MeOH ile ultrasonik su

banyosunda ¢6ziilerek hacmine MeOH ile tamamlanir.

Stok standart ¢ozelti 2 (I¢ standart): Yaklasik 40,0 mg Telmisartan standardi
200,0 ml’lik balon jojeye alinir. Bir miktar MeOH ile ultrasonik su banyosunda

¢oziilerek hacmine MeOH ile tamamlanir.

12,5 mg Hidroklorotiyazid, 20 mg Olmesartan medoksomil ve 5 mg Amlodipin
iceren 5 adet Sevikar HCT® film kapli tablet tartilir ve havanda toz edilir. Homojen

olan bu toz karisimdan bir tablete esdeger miktar tartilir ve 100,0 ml’lik balon jojeye
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almir. Bir miktar MeOH eklenir, ultrasonik su banyosunda 10 dakika boyunca
¢ozlinmesi saglanir. Bu ¢ozeltinin 2,0 ml’si alinarak 20,0 m1’lik balon jojeye aktarilir.
Uzerine 2,0 mL stok standart ¢ozeltisi 1’den ve 1,0 mL stok standart ¢cozeltisi 2’den
eklenir. Hacmine ¢oziicti ile tamamlanir ve karistirilir. 0.45 pm PVDF filtreden

stiziilerek enjeksiyon yapilir.

Exforge® 160 mg Valsartan ve 10 mg Amlodipin Film Tablet:

Stok standart c¢ozelti 1: Yaklasik 160,0 mg Valsartan standardi ve 10,0 mg
Amlodipin’e esdeger Amlodipin besilat standard1 200,0 m1’lik balon jojeye alinir. Bir

miktar MeOH ile ultrasonik su banyosunda ¢6ziilerek hacmine MeOH ile tamamlanir.

Stok standart ¢ozelti 2 (I¢ standart): Yaklasik 40,0 mg Telmisartan standardi
200,0 ml’lik balon jojeye alinir. Bir miktar MeOH ile ultrasonik su banyosunda

¢Oziilerek hacmine MeOH ile tamamlanair.

160 mg Valsartan ve 10 mg Amlodipin igeren 5 adet Exforge® film kapli tablet
tartilir ve havanda toz edilir. Homojen olan bu toz karisimdan bir tablete esdeger
miktar tartilir ve 200,0 m1’lik balon jojeye alinir. Bir miktar MeOH eklenir, ultrasonik
su banyosunda 10 dakika boyunca ¢dziinmesi saglanir. Bu ¢ozeltinin 2,0 ml’si alinarak
20,0 mI’lik balon jojeye aktarilir. Uzerine 2,0 mL stok standart ¢ozeltisi 1°den ve 1,0
mL stok standart ¢ozeltisi 2°den eklenir. Hacmine ¢oziicii ile tamamlanir ve karistirilir.

0.45 pm PVDF filtreden stiziilerek enjeksiyon yapilir.

Twynsta® 40 mg Telmisartan ve 10 mg Amlodipin Tablet:

Stok standart ¢ozelti 1: Yaklasik 40,0 mg Telmisartan standardi ve 10,0 mg
Amlodipin’e esdeger Amlodipin besilat standardi 200,0 m1’lik balon jojeye alinir. Bir

miktar MeOH ile ultrasonik su banyosunda ¢6ziilerek hacmine MeOH ile tamamlanir.
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Stok standart ¢ozelti 2 (I¢ standart): Yaklasik 20,0 mg Olmesartan standardi
100,0 ml’lik balon jojeye alinir. Bir miktar MeOH ile ultrasonik su banyosunda

¢Oziilerek hacmine MeOH ile tamamlanair.

40 mg Telmisartan ve 10 mg Amlodipin igeren 5 adet Twynsta® tablet tartilir ve
havanda toz edilir. Homojen olan bu toz karisimdan bir tablete esdeger miktar tartilir
ve 200,0 ml’lik balon jojeye alinir. Bir miktar MeOH eklenir, ultrasonik su
banyosunda 10 dakika boyunca ¢oziinmesi saglanir. Bu ¢ozeltinin 2,0 ml’si alinarak
20,0 mI’lik balon jojeye aktarilir ve 1,0 mL i¢ standart ¢ozeltisi 2°den eklenir. Hacmine
¢oziicii ile tamamlanir ve karistirilir. 0.45 pm PVDF filtreden siiziilerek enjeksiyon

yapilir.

2.1.5.4. Hareketli Faz Cozeltilerinin Hazirlanisi

Analizlerde kullanilmak iizere oncelikle pH 3,0 sulu ¢ozeltisi hazirlanmistir.
Hazirlanan bu ¢6zelti farkli oranlardaki asetonitril ve metanol organik ¢oziiciileri ile

karigtirilmistir ve sisteme izokratik olarak verilmistir.

pH 3,0 sulu ¢ozelti: 1000 mL saf suyun pH degeri orto-fosforik aist ile
3.0+0,05’e ayarlanir.

Hareketli Faz 1: pH 3,0 sulu ¢6zelti: MeOH (50:50, h\h)

Hareketli Faz 2: pH 3,0 sulu ¢6zelti: asetonitril: MeOH (35:25:40, h\h\h)
Hareketli Faz 3: pH 3,0 sulu ¢6zelti: asetonitril: MeOH (35:45:20, h\h\h)
Hareketli Faz 4: pH 3,0 sulu ¢ozelti: asetonitril: MeOH (40:20:40) (h\h\h)

Optimize edilen YPSK-FDD metodunda hareketli faz 4 kullanilmistir.
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2.1.6. Kiitle-Kiitle Spektrometre Dedektor Kullanmilan Sivi Kromatografi

Yontemi

2.1.6.1. Standart Madde Cozeltilerinin Hazirlanisi

Tez kapsaminda kullanilan ikili ve {i¢lii karigimlara ait standart ¢ozeltileri ayri
ayr1 hazirlanmistir. Hassas analitik terazi ile tarttim sonucu her bir madde MeOH’de
coziilerek stok standart ¢ozeltileri olusturulmustur. Sonrasinda tim seyreltmeler
¢ozlici olarak belirtilen tampon ¢ozelti: asetonitril (60/40, h\h) karigimiyla
hacimlerine tamamlanmistir. Hazirlanan tim c¢ozeltiler 0.45 um PVDF filtreden

stiziilerek enjeksiyon yapilmistir.

Tampon Cozelti: Yaklasik 0.63 g Amonyum Format 1000.0 mL su ile ¢oziiliir.

Uzerine 1,0 mL formik asit eklenerek karistirilir.

20 mg Olmesartan ve 5 mg Amlodipin Tablet icin Standart Cézeltilerin

Hazirlanisi:

Stok standart ¢ozelti 1: Yaklasik 20,0 mg Olmesartan medoksomil standardi 100,0
ml’lik balon jojeye alinir. Bir miktar MeOH ile ultrasonik su banyosunda ¢o6ziilerek

hacmine MeOH ile tamamlanir.

Stok standart ¢ozelti 2: Yaklasik 10,0 mg Amlodipin’e esdeger Amlodipin besilat
standardi 200,0 ml’lik balon jojeye alinir. Bir miktar MeOH ile ultrasonik su

banyosunda ¢6ziilerek hacmine MeOH ile tamamlanir.

Stok standart ¢dzelti 3 (I¢ standart): Yaklasik 40,0 mg Telmisartan standardi 200,0
ml’lik balon jojeye alinir. Bir miktar MeOH ile ultrasonik su banyosunda ¢oziilerek
hacmine MeOH ile tamamlanir. Bu ¢o6zeltinin 2,0 ml’si 200,0 ml’lik balon jojeye

alinarak hacmine ¢oziiclisii ile tamamlanir.
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%6011k dogrusallik standardi: 2’ser mL stok standart ¢ozelti 1 ve 2’den 200,0 ml’lik
balon jojeye alinarak hacmine ¢6ziiciisii ile tamamlanir. Bu ¢6zeltinin 3,0 ml’si ile stok
standart ¢ozelti 3’tin 5,0 ml’si 50,0 ml’lik balon jojeye konulur. Hacmine ¢6ziiciisii ile

tamamlanir.

%80’1ik dogrusallik standardi: 2’ser mL stok standart ¢ozelti 1 ve 2’den 200,0 ml’lik
balon jojeye alinarak hacmine ¢oziiciisii ile tamamlanir. Bu ¢6zeltinin 4,0 ml’si ile stok
standart ¢ozelti 3’iin 5,0 ml’si 50,0 m1’lik balon jojeye konulur. Hacmine ¢6ziiciisii ile

tamamlanir.

%100’1ik dogrusallik standardi: 2’ser mL stok standart ¢ézelti 1 ve 2°den 200,0 mI’lik
balon jojeye alinarak hacmine ¢oziiciisii ile tamamlanir. Bu ¢6zeltinin 5,0 ml’si ile stok
standart ¢ozelti 3’tin 5,0 ml’si 50,0 m1’lik balon jojeye konulur. Hacmine ¢6ziiciisii ile

tamamlanir.

%200’1iik dogrusallik standardi: 2’ser mL stok standart ¢dzelti 1 ve 2’den 200,0 m1’lik
balon jojeye alinarak hacmine ¢oziiciisii ile tamamlanir. Bu ¢6zeltinin 10,0 ml’si ile
stok standart ¢ozelti 3’Gn 5,0 ml’si 50,0 ml’lik balon jojeye konulur. Hacmine

¢Oziiclisii ile tamamlanir.

%300’1iik dogrusallik standardi: 2’ser mL stok standart ¢zelti 1 ve 2’den 200,0 ml’lik
balon jojeye alinarak hacmine ¢oziiciisii ile tamamlanir. Bu ¢6zeltinin 15,0 ml’si ile
stok standart ¢ozelti 3’Gn 5,0 ml’si 50,0 ml’lik balon jojeye konulur. Hacmine

¢Oziiclisii ile tamamlanir.

%400’1iik dogrusallik standardi: 2’ser mL stok standart ¢ozelti 1 ve 2’den 200,0 ml’lik
balon jojeye alinarak hacmine ¢oziiciisii ile tamamlanir. Bu ¢6zeltinin 20,0 ml’si ile
stok standart ¢ozelti 3’tin 5,0 ml’si 50,0 ml’lik balon jojeye konulur. Hacmine

¢Oziiclisii ile tamamlanir.
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25 mg Hidroklorotiyazid, 160 mg Valsartan ve 10 mg Amlodipin Tablet Icin

Standart c¢ozeltilerin hazirlamisi:

Stok standart ¢6zelti 1: Yaklasik 160,0 mg Valsartan standardi 200,0 ml’lik balon
jojeye alinir. Bir miktar MeOH ile ultrasonik su banyosunda ¢6ziilerek hacmine MeOH

ile tamamlanir.

Stok standart ¢ozelti 2: Yaklasik 10,0 mg Amlodipin’e esdeg§er Amlodipin besilat
standardi 200,0 ml’lik balon jojeye alinir. Bir miktar MeOH ile ultrasonik su

banyosunda ¢6ziilerek hacmine MeOH ile tamamlanir.

Stok standart ¢ozelti 3: Yaklasik 25,0 mg Hidroklorotiyazid standard: 200,0 ml’lik
balon jojeye alinir. Bir miktar MeOH ile ultrasonik su banyosunda ¢6ziilerek hacmine

MeOH ile tamamlanir.

Stok standart ¢ozelti 4 (I¢ standart): Yaklasik 40,0 mg Telmisartan standardi 200,0
ml’lik balon jojeye alinir. Bir miktar MeOH ile ultrasonik su banyosunda ¢oziilerek
hacmine MeOH ile tamamlanir. Bu ¢6zeltinin 2,0 m1’si 200,0 mL balon jojeye alinarak

hacmine ¢oziiciisii ile tamamlanir.

%6011k dogrusallik standardi: 2’ser mL stok standart ¢ozelti 1, 2 ve 3’ten 200,0 mI’lik
balon jojeye alinarak hacmine ¢6ziiciisii ile tamamlanir. Bu ¢6zeltinin 3,0 ml’si ile stok
standart ¢ozelti 4’tin 5,0 ml’si 50,0 ml’lik balon jojeye konulur. Hacmine ¢oziiciisii ile

tamamlanir.

%380’1ik dogrusallik standardi: 2°ser mL stok standart ¢ozelti 1, 2 ve 3’ten 200,0 ml’lik
balon jojeye alinarak hacmine ¢6ziiciisii ile tamamlanir. Bu ¢6zeltinin 4,0 ml’si ile stok
standart ¢ozelti 4’iin 5,0 ml’si 50,0 m1’lik balon jojeye konulur. Hacmine ¢oziiciisii ile

tamamlanir.
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%100’1lik dogrusallik standardi: 2°ser mL stok standart ¢ozelti 1, 2 ve 3’ten 200,0
ml’lik balon jojeye alinarak hacmine ¢oziiciisii ile tamamlanir. Bu ¢6zeltinin 5,0 ml’si
ile stok standart ¢ozelti 4’tin 5,0 ml’si 50,0 ml’lik balon jojeye konulur. Hacmine

¢Oziiclisii ile tamamlanir.

%200’liik dogrusallik standardi: 2’ser mL stok standart ¢ozelti 1, 2 ve 3’ten 200,0
ml’lik balon jojeye alinarak hacmine ¢oziiciisii ile tamamlanir. Bu ¢ozeltinin 10,0 m1’si
ile stok standart ¢ozelti 4’tin 5,0 ml’si 50,0 ml’lik balon jojeye konulur. Hacmine

¢Oziiciisii ile tamamlanir.

%300’liik dogrusallik standardi: 2’ser mL stok standart ¢ozelti 1, 2 ve 3’ten 200,0
ml’lik balon jojeye alinarak hacmine ¢6ziiciisii ile tamamlanir. Bu ¢ozeltinin 15,0 ml’si
ile stok standart ¢ozelti 4’tin 5,0 ml’si 50,0 ml’lik balon jojeye konulur. Hacmine

¢Oziiciisii ile tamamlanir.

%400’1iik dogrusallik standardi: 2’ser mL stok standart ¢ozelti 1, 2 ve 3’ten 200,0
ml’lik balon jojeye alinarak hacmine ¢6ziiciisii ile tamamlanir. Bu ¢6zeltinin 20,0 ml’si
ile stok standart ¢ozelti 4’tin 5,0 ml’si 50,0 ml’lik balon jojeye konulur. Hacmine

¢Oziiclisii ile tamamlanir.

12,5 mg Hidroklorotiyazid, 20 mg Olmesartan ve 5 mg Amlodipin Tablet i¢in

Standart Cozeltilerin Hazirlanis:

Stok standart ¢ozelti 1: Yaklasik 20,0 mg Olmesartan medoksomil standardi 100,0
ml’lik balon jojeye alinir. Bir miktar MeOH ile ultrasonik su banyosunda ¢oziilerek

hacmine MeOH ile tamamlanr.
Stok standart ¢ozelti 2: Yaklasik 10,0 mg Amlodipin’e esdeger Amlodipin besilat

standardi 200,0 ml’lik balon jojeye alinir. Bir miktar MeOH ile ultrasonik su

banyosunda ¢6ziilerek hacmine MeOH ile tamamlanir.
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Stok standart ¢ozelti 3: Yaklasik 25,0 mg Hidroklorotiyazid standard: 200,0 ml’lik
balon jojeye alinir. Bir miktar MeOH ile ultrasonik su banyosunda ¢6ziilerek hacmine

MeOH ile tamamlanir.

Stok standart ¢ozelti 4 (I¢ standart): Yaklasik 40,0 mg Telmisartan standardi 200,0
ml’lik balon jojeye alinir. Bir miktar MeOH ile ultrasonik su banyosunda ¢oziilerek
hacmine MeOH ile tamamlanir. Bu ¢6zeltinin 2,0 m1’si 200,0 mL balon jojeye alinarak

hacmine ¢oziiciisi ile tamamlanir.

%6011k dogrusallik standardi: 2’ser mL stok standart ¢6zelti 1, 2 ve 3 ’ten 200,0 mI’lik
balon jojeye alinarak hacmine ¢oziiciisii ile tamamlanir. Bu ¢ozeltinin 3,0 ml’si ile stok
standart ¢ozelti 4’tin 5,0 ml’si 50,0 m1’lik balon jojeye konulur. Hacmine ¢6ziiciisii ile

tamamlanir.

%80’lik dogrusallik standardi: 2’ser mL stok standart ¢6zelti 1, 2 ve 3 ’ten 200,0 mI’lik
balon jojeye alinarak hacmine ¢oziiciisii ile tamamlanir. Bu ¢6zeltinin 4,0 ml’si ile stok
standart ¢ozelti 4’iin 5,0 ml’si 50,0 m1’lik balon jojeye konulur. Hacmine ¢6ziiciisii ile

tamamlanir.

%100’1lik dogrusallik standardi: 2’ser mL stok standart ¢ozelti 1, 2 ve 3’ten 200,0
ml’lik balon jojeye alinarak hacmine ¢oziiciisii ile tamamlanir. Bu ¢6zeltinin 5,0 ml’si
ile stok standart ¢ozelti 4’tin 5,0 ml’si 50,0 ml’lik balon jojeye konulur. Hacmine

¢Oziiclisii ile tamamlanir.

%200’liik dogrusallik standardi: 2’ser mL stok standart ¢ozelti 1, 2 ve 3’ten 200,0
ml’lik balon jojeye alinarak hacmine ¢6ziiciisii ile tamamlanir. Bu ¢ozeltinin 10,0 ml’si
ile stok standart ¢ozelti 4’tin 5,0 ml’si 50,0 ml’lik balon jojeye konulur. Hacmine

¢Oziiclisii ile tamamlanir.
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%300’liik dogrusallik standardi: 2’ser mL stok standart ¢ozelti 1, 2 ve 3’ten 200,0
ml’lik balon jojeye alinarak hacmine ¢6ziiciisii ile tamamlanir. Bu ¢ézeltinin 15,0 ml’si
ile stok standart ¢ozelti 4’tin 5,0 ml’si 50,0 ml’lik balon jojeye konulur. Hacmine

¢Oziiclisii ile tamamlanir.

%400’liik dogrusallik standardi: 2’ser mL stok standart ¢ozelti 1, 2 ve 3’ten 200,0
ml’lik balon jojeye alinarak hacmine ¢oziiciisii ile tamamlanir. Bu ¢ozeltinin 20,0 ml’si
ile stok standart ¢ozelti 4’tin 5,0 ml’si 50,0 ml’lik balon jojeye konulur. Hacmine

¢Oziiciisii ile tamamlanir.

160 mg Valsartan ve 10 mg Amlodipin Tablet i¢cin Standart Cozeltilerin

Hazirlanisi:

Stok standart ¢ozelti 1: Yaklasik 160,0 mg Valsartan standardi 200,0 ml’lik balon
jojeye alinir. Bir miktar MeOH ile ultrasonik su banyosunda ¢oziilerek hacmine MeOH

ile tamamlanir.

Stok standart ¢ozelti 2: Yaklagik 10,0 mg Amlodipin’e esdeger Amlodipin besilat
standardi 200,0 ml’lik balon jojeye alinir. Bir miktar MeOH ile ultrasonik su

banyosunda ¢oziilerek hacmine MeOH ile tamamlanr.

Stok standart ¢dzelti 3 (I¢ standart): Yaklasik 40,0 mg Telmisartan standard: 200,0
ml’lik balon jojeye alinir. Bir miktar MeOH ile ultrasonik su banyosunda ¢oziilerek
hacmine MeOH ile tamamlanir. Bu ¢6zeltinin 2,0 m1’si 200,0 mL balon jojeye alinarak

hacmine ¢oziiciisii ile tamamlanir.

%60’l1ik dogrusallik standardi: 2’ser mL stok standart ¢ozelti 1 ve 2’den 200,0 ml’lik
balon jojeye alinarak hacmine ¢oziiciisii ile tamamlanir. Bu ¢6zeltinin 3,0 ml’si ile stok
standart ¢ozelti 3’iin 5,0 ml’si 50,0 m1’lik balon jojeye konulur. Hacmine ¢oziiciisii ile

tamamlanir.

40



%80’lik dogrusallik standardi: 2’ser mL stok standart ¢ozelti 1 ve 2’den 200,0 ml’lik
balon jojeye alinarak hacmine ¢o6ziiciisii ile tamamlanir. Bu ¢6zeltinin 4,0 ml’si ile stok
standart ¢ozelti 3’iin 5,0 ml’si 50,0 m1’lik balon jojeye konulur. Hacmine ¢6ziiciisii ile

tamamlanir.

%100’1ik dogrusallik standardi: 2’ser mL stok standart ¢ézelti 1 ve 2°den 200,0 mI’lik
balon jojeye alinarak hacmine ¢oziiciisii ile tamamlanir. Bu ¢6zeltinin 5,0 ml’si ile stok
standart ¢ozelti 3’iin 5,0 ml’si 50,0 m1’lik balon jojeye konulur. Hacmine ¢6ziiciisii ile

tamamlanir.

%200’1iik dogrusallik standardi: 2’ser mL stok standart ¢dzelti 1 ve 2’den 200,0 m1’lik
balon jojeye alinarak hacmine ¢oziiciisii ile tamamlanir. Bu ¢6zeltinin 10,0 ml’si ile
stok standart ¢ozelti 3’tn 5,0 ml’si 50,0 ml’lik balon jojeye konulur. Hacmine

¢Oziiciisii ile tamamlanir.

%300’1iik dogrusallik standardi: 2’ser mL stok standart ¢ozelti 1 ve 2’den 200,0 m1’lik
balon jojeye alinarak hacmine ¢oziiciisii ile tamamlanir. Bu ¢6zeltinin 15,0 ml’si ile
stok standart ¢ozelti 3’tn 5,0 ml’si 50,0 ml’lik balon jojeye konulur. Hacmine

¢Oziiclisii ile tamamlanir.

%400’1iik dogrusallik standardi: 2’ser mL stok standart ¢ozelti 1 ve 2’den 200,0 ml’lik
balon jojeye alinarak hacmine ¢oziiciisii ile tamamlanir. Bu ¢6zeltinin 20,0 ml’si ile
stok standart ¢ozelti 3’Gn 5,0 ml’si 50,0 ml’lik balon jojeye konulur. Hacmine

¢Oziiclisii ile tamamlanir.

40 mg Telmisartan ve 10 mg Amlodipin Tablet i¢cin Standart Cozeltilerin

Hazirlanisi:
Stok standart ¢ozelti 1: Yaklasik 40,0 mg Telmisartan standard:r 200,0 mI’lik balon

jojeye alinir. Bir miktar MeOH ile ultrasonik su banyosunda ¢6ziilerek hacmine MeOH

ile tamamlanuir.
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Stok standart ¢ozelti 2: Yaklasik 10,0 mg Amlodipin’e esdeger Amlodipin besilat
standard1 200,0 ml’lik balon jojeye alinir. Bir miktar MeOH ile ultrasonik su

banyosunda ¢6ziilerek hacmine MeOH ile tamamlanir.

Stok standart ¢dzelti 3 (I¢ standart): Yaklasik 20,0 mg Olmesartan standardi 100,0
ml’lik balon jojeye alinir. Bir miktar MeOH ile ultrasonik su banyosunda ¢oziilerek
hacmine MeOH ile tamamlanir. Bu ¢6zeltinin 2,0 m1’si 200,0 mL balon jojeye alinarak

hacmine ¢oziiciisi ile tamamlanir.

%60’l1k dogrusallik standardi: 2’ser mL stok standart ¢ozelti 1 ve 2°den 200,0 ml’lik
balon jojeye alinarak hacmine ¢oziiciisii ile tamamlanir. Bu ¢ozeltinin 3,0 ml’si ile stok
standart ¢ozelti 3’tin 5,0 ml’si 50,0 ml’lik balon jojeye konulur. Hacmine ¢6ziiciisii ile

tamamlanir.

%80’lik dogrusallik standardi: 2’ser mL stok standart ¢ozelti 1 ve 2°den 200,0 ml’lik
balon jojeye alinarak hacmine ¢oziiciisii ile tamamlanir. Bu ¢6zeltinin 4,0 ml’si ile stok
standart ¢ozelti 3’iin 5,0 ml’si 50,0 m1’lik balon jojeye konulur. Hacmine ¢6ziiciisii ile

tamamlanir.

%100’1ik dogrusallik standardi: 2’ser mL stok standart ¢ézelti 1 ve 2°den 200,0 mI’lik
balon jojeye alinarak hacmine ¢oziiciisii ile tamamlanir. Bu ¢6zeltinin 5,0 ml’si ile stok
standart ¢ozelti 3’tin 5,0 ml’si 50,0 ml’lik balon jojeye konulur. Hacmine ¢oziiciisii ile

tamamlanir.

%200’1iik dogrusallik standardi: 2’ser mL stok standart ¢ozelti 1 ve 2’den 200,0 ml’lik
balon jojeye alinarak hacmine ¢oziiciisii ile tamamlanir. Bu ¢6zeltinin 10,0 ml’si ile
stok standart ¢ozelti 3’Gn 5,0 ml’si 50,0 ml’lik balon jojeye konulur. Hacmine

¢Oziiclisii ile tamamlanir.
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%300’1iik dogrusallik standardi: 2’ser mL stok standart ¢ozelti 1 ve 2’den 200,0 m1’lik
balon jojeye alinarak hacmine ¢oziiciisii ile tamamlanir. Bu ¢6zeltinin 15,0 ml’si ile
stok standart ¢ozelti 3’tin 5,0 ml’si 50,0 ml’lik balon jojeye konulur. Hacmine

¢Oziiclisii ile tamamlanir.

%400’1iik dogrusallik standardi: 2’ser mL stok standart ¢ozelti 1 ve 2’den 200,0 ml’lik
balon jojeye alinarak hacmine ¢6ziiciisii ile tamamlanir. Bu ¢ozeltinin 20,0 ml’si ile
stok standart ¢ozelti 3’tin 5,0 ml’si 50,0 ml’lik balon jojeye konulur. Hacmine

¢Oziiciisii ile tamamlanir.

2.1.6.2. Tablet Cozeltilerinin Hazirlanisi

Optimize edilen SK-K/KS (LC-MS/MS) metodu ile piyasa preparatlari
analizlerinde miktar tayinlerini belirlemek ic¢in her bir tabletten c¢ozeltiler
hazirlanmistir. Bu ¢ozeltilerdeki etken madde miktarlart her bir preperatin kendine ait

standart ¢ozelti kalibrasyonlartyla hesaplanmistir.

Tampon Cozelti: Yaklasik 0.63 g amonyum format 1000.0 mL su ile ¢oziiliir. Uzerine

1,0 mL formik asit eklenerek karistirilir.

Coziicii: Tampon ¢ozelti:  Asetonitril  (60/40, h\h) karigimiyla hacimlerine

tamamlanmstir.

I¢ standart ¢ozeltisi 1: Yaklasik 40,0 mg Telmisartan standard: 200,0 ml’lik balon
jojeye alinir. Bir miktar MeOH ile ultrasonik su banyosunda ¢6ziilerek hacmine MeOH

ile tamamlanir.
I¢ standart ¢ozeltisi 2: Yaklagik 20,0 mg Olmesartan standardr 100,0 ml’lik balon

jojeye alinir. Bir miktar MeOH ile ultrasonik su banyosunda ¢6ziilerek hacmine MeOH

ile tamamlanuir.
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Sevikar® 20 mg Olmesartan medoksomil + 5 mg Amlodipin Film Tablet:

20 mg Olmesartan medoksomil ve 5 mg Amlodipin igeren 5 adet Sevikar® film
kapli tablet tartilir ve havanda toz edilir. Homojen olan bu toz karisimdan bir tablete
esdeger miktar tartilir ve 100,0 ml’lik balon jojeye alinir. Bir miktar MeOH eklenir,
ultrasonik su banyosunda 10 dakika boyunca ¢oziinmesi saglanir ve hacmine MeOH
ile tamamlanir. Bu esnada ultrasonik banyonun sicakliginin artmamasina dikkat edilir.
Bu ¢ozeltiden 2,0 mL alinarak 200,0 mI’lik balon jojeye aktarilir ve hacmine ¢oziiciisii
ile tamamlanir. Hazirlanan son ¢ozeltinin 5,0 ml’si ile 5,0 mL i¢ standart ¢ozeltisi 1
50,0 mI’lik balon jojeye alinir. Hacmine ¢oziiciisii ile tamamlanir ve karistirilir. 0.45

um PVDF filtreden siiziilerek enjeksiyon yapilir.

Exforge HCT® 25 mg Hidroklorotiyazid + 160 mg Valsartan ve 10 mg Amlodipin
Film Tablet:

25 mg Hidroklorotiyazid, 160 mg Valsartan ve 10 mg Amlodipin igeren 5 adet
Exforge HCT® film kapl tablet tartilir ve havanda toz edilir. Homojen olan bu toz
karisimdan bir tablete esdeger miktar tartilir ve 200,0 ml’lik balon jojeye alinir. Bir
miktar MeOH eklenir, ultrasonik su banyosunda 10 dakika boyunca ¢oziinmesi
saglanir ve hacmine MeOH ile tamamlanir. Bu esnada ultrasonik banyonun
sicakliginin artmamasina dikkat edilir. Bu ¢ozeltiden 2,0 mL alinarak 200,0 ml’lik
balon jojeye aktarilir ve hacmine ¢oziiciisii ile tamamlanir. Hazirlanan son ¢6zeltinin
5,0 ml’si ile 5,0 mL i¢ standart ¢ozeltisi 1 50,0 ml’lik balon jojeye alinir. Hacmine
¢oziiciisii ile tamamlanir ve karigtirilir. 0.45 pum PVDF filtreden siiziilerek enjeksiyon

yapilir.
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Sevikar HCT® 12,5 mg Hidroklorotiyazid+ 20 mg Olmesartan ve 5 mg
Amlodipin Film Tablet:

12,5 mg Hidroklorotiyazid, 20 mg Olmesartan medoksomil ve 5 mg Amlodipin
iceren 5 adet Sevikar HCT® film kapli tablet tartilir ve havanda toz edilir. Homojen
olan bu toz karisimdan bir tablete esdeger miktar tartilir ve 100,0 ml’lik balon jojeye
almir. Bir miktar MeOH eklenir, ultrasonik su banyosunda 10 dakika boyunca
¢oziinmesi saglanir ve hacmine MeOH ile tamamlanir. Bu esnada ultrasonik banyonun
sicakliginin artmamasina dikkat edilir. Bu ¢ozeltiden 2,0 mL alinarak 200,0 ml’lik
balon jojeye aktarilir ve hacmine ¢oziiciisii ile tamamlanir. Hazirlanan son ¢6zeltinin
5,0 ml’si ile 5,0 mL i¢ standart ¢dzeltisi 1 50,0 ml’lik balon jojeye alinir. Hacmine
¢oziiclisii ile tamamlanir ve karistirilir. 0.45 um PVDF filtreden siiziilerek enjeksiyon

yapilir.

Exforge® 160 mg Valsartan ve 10 mg Amlodipin Film Tablet:

160 mg Valsartan ve 10 mg Amlodipin igeren 5 adet Exforge® film kapli tablet
tartilir ve havanda toz edilir. Homojen olan bu toz karisimdan bir tablete esdeger
miktar tartilir ve 200,0 ml’lik balon jojeye alinir. Bir miktar MeOH eklenir, ultrasonik
su banyosunda 10 dakika boyunca ¢6ziinmesi saglanir ve hacmine MeOH ile
tamamlanir. Bu esnada ultrasonik banyonun sicakliginin artmamasina dikkat edilir. Bu
¢ozeltiden 2,0 mL alinarak 200,0 ml’lik balon jojeye aktarilir ve hacmine ¢oziiciisi ile
tamamlanir. Hazirlanan son ¢ozeltinin 5,0 ml’si ile 5,0 mL i¢ standart ¢ozeltisi 1 50,0
ml’lik balon jojeye alinir. Hacmine ¢dziiciisii ile tamamlanir ve karistirilir. 0.45 um

PVDF filtreden siiziilerek enjeksiyon yapilir.
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Twynsta® 40 mg Telmisartan ve 10 mg Amlodipin Tablet:

40 mg Telmisartan ve 10 mg Amlodipin igeren 5 adet Twynsta® tablet tartilir ve
havanda toz edilir. Homojen olan bu toz karisimdan bir tablete esdeger miktar tartilir
ve 200,0 ml’lik balon jojeye alimir. Bir miktar MeOH eklenir, ultrasonik su
banyosunda 10 dakika boyunca ¢ézlinmesi saglanir ve hacmine MeOH ile tamamlanir.
Bu esnada ultrasonik banyonun sicakliginin artmamasina dikkat edilir. Bu ¢6zeltiden
2,0 mL alinarak 200,0 ml’lik balon jojeye aktarilir ve hacmine ¢oziiciisii ile
tamamlanir. Hazirlanan son ¢6zeltinin 5,0 ml’si ile 5,0 mL i¢ standart ¢ozeltisi 2 50,0
ml’lik balon jojeye alinir. Hacmine ¢oziiciisii ile tamamlanir ve karistirilir. 0.45 um

PVDF filtreden stiziilerek enjeksiyon yapilir.

2.1.6.3. Geri Kazanmim Cahismalari icin Cozeltilerin Hazirlanisi

Farmasotik dozaj formu i¢indeki yardimci katki maddelerinin etken maddelerin
analizinde girisim etkisinin olup olmadigimi belirlemek i¢in ikili ve lglii etken
maddelerin bulundugu farmasotik dozaj formlar: tizerinde geri kazanim g¢aligsmalari
yapilmistir. Bu amagla dozaj formuna ait stok ¢ozeltinin bilinen sabit miktarinin
tizerine her birinden saf olan etken madde ilavesi yapilmistir. Elde edilen sonuglardan
dozaj formuna eklenen saf madde miktarlarinin hangi oranda tayin edildigi baska bir

deyisle hangi oranda geri kazanildig1 hesaplanmustir.

Sevikar® 20 mg Olmesartan medoksomil + 5 mg Amlodipin Film Tablet:

Stok standart ¢dzelti (¢ standart): Yaklasik 40,0 mg Telmisartan standardi 200,0
ml’lik balon jojeye alinir. Bir miktar MeOH ile ultrasonik su banyosunda ¢oziilerek
hacmine MeOH ile tamamlanir. Bu ¢ozeltiden 2,0 mL alinarak 200,0 ml’lik balon

jojeye aktarilir ve hacmine ¢oziiciisii ile tamamlanir.
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20 mg Olmesartan medoksomil ve 5 mg Amlodipin igeren 5 adet Sevikar® film
kapli tablet hassas olarak tartilir ve havanda toz edilir. Homojen olan bu toz karigimdan
bir tablete esdeger miktar tartilir ve 100,0 ml’lik balon jojeye alinir. Uzerine yaklasik
20,0 mg Olmesartan medoksomil standardi ve 5.0 mg Amlodipin’e esdeger Amlodipin
besilat standardi tartilarak ayni balon joje igerisine aktarilir. Bir miktar MeOH eklenir,
ultrasonik su banyosunda 10 dakika boyunca ¢oziinmesi saglanir ve hacmine MeOH
ile tamamlanir. Bu ¢6zeltiden 2,0 mL alinarak 200,0 ml’lik balon jojeye aktarilir.
Hacmine ¢oziiciisii ile tamamlanir. Bu son ¢ozeltiden de 5,0 mL alinarak 50,0 ml’lik
balon jojeye aktarilir ve iizerine 5,0 mL stok standart ¢ozeltisi eklenir. Hacmine
¢oziiciisti ile tamamlanir ve karigtirilir. 0.45 um PVDF filtreden siiziilerek enjeksiyon

yapilir.

Exforge HCT® 25 mg Hidroklorotiyazid + 160 mg Valsartan ve 10 mg Amlodipin
Film Tablet:

Stok standart ¢zelti (i¢ standart): Yaklasik 40,0 mg Telmisartan standardi 200,0
ml’lik balon jojeye alinir. Bir miktar MeOH ile ultrasonik su banyosunda ¢o6ziilerek
hacmine MeOH ile tamamlanir. Bu ¢ozeltiden 2,0 mL alinarak 200,0 ml’lik balon

jojeye aktarilir ve hacmine ¢oziiciisii ile tamamlanir.

25 mg Hidroklorotiyazid, 160 mg Valsartan ve 10 mg Amlodipin igeren 5 adet
Exforge HCT® film kapl tablet hassas olarak tartilir ve havanda toz edilir. Homojen
olan bu toz karisimdan bir tablete esdeger miktar tartilir ve 200,0 ml’lik balon jojeye
alinir. Uzerine yaklasik 160,0 mg Valsartan standardi 25,0 mg Hidroklorotiyazid
standard1 ve 10,0 mg Amlodipin’e esdeger Amlodipin besilat standardi tartilarak ayni
balon joje igerisine aktarilir. Bir miktar MeOH eklenir, ultrasonik su banyosunda 10
dakika boyunca ¢oziinmesi saglanir ve hacmine MeOH ile tamamlanir. Bu ¢dzeltiden
2,0 mL alinarak 200,0 mI’lik balon jojeye aktarilir. Hacmine ¢oziiciisii ile tamamlanir.
Bu son ¢6zeltiden de 5,0 mL alinarak 50,0 ml’lik balon jojeye aktarilir ve {izerine 5,0
mL stok standart ¢ozeltisi eklenir. Hacmine ¢oziiciisti ile tamamlanir ve karistirlir.

0.45 um PVDF filtreden siiziilerek enjeksiyon yapilir.
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Sevikar HCT® 12,5 mg Hidroklorotiyazid+ 20 mg Olmesartan ve 5 mg
Amlodipin Film Tablet:

Stok standart ¢dzelti (I¢ standart): Yaklasik 40,0 mg Telmisartan standardi 200,0
ml’lik balon jojeye alinir. Bir miktar MeOH ile ultrasonik su banyosunda ¢oziilerek
hacmine MeOH ile tamamlanir. Bu ¢ozeltiden 2,0 mL alinarak 200,0 ml’lik balon

jojeye aktarilir ve hacmine ¢oziiciisii ile tamamlanir.

12,5 mg Hidroklorotiyazid, 20 mg Olmesartan medoksomil ve 5 mg Amlodipin
iceren 5 adet Sevikar HCT® film kapl1 tablet hassas olarak tartilir ve havanda toz edilir.
Homojen olan bu toz karisimdan bir tablete esdeger miktar tartilir ve 100,0 ml’lik
balon jojeye almnir. Uzerine Yaklasik 20,0 mg Olmesartan medoksomil standards, 12,5
mg Hidroklorotiyazid standardi ve 5,0 mg Amlodipin’e esdeger Amlodipin besilat
standard1 tartilarak ayni balon joje igerisine aktarilir. Bir miktar MeOH eklenir,
ultrasonik su banyosunda 10 dakika boyunca ¢oziinmesi saglanir ve hacmine MeOH
ile tamamlanir. Bu ¢6zeltiden 2,0 mL alinarak 200,0 ml’lik balon jojeye aktarilir.
Hacmine ¢oziiciisii ile tamamlanir. Bu son ¢6zeltiden de 5,0 mL alinarak 50,0 ml’lik
balon jojeye aktarilir ve iizerine 5,0 mL stok standart ¢ozeltisi eklenir. Hacmine
¢oziiclisti ile tamamlanir ve karistirilir. 0.45 pm PVDF filtreden siiziilerek enjeksiyon

yapilir.

Exforge® 160 mg Valsartan ve 10 mg Amlodipin Film Tablet:

Stok standart ¢dzelti (¢ standart): Yaklasik 40,0 mg Telmisartan standardi 200,0
ml’lik balon jojeye alinir. Bir miktar MeOH ile ultrasonik su banyosunda ¢oziilerek
hacmine MeOH ile tamamlanir. Bu ¢ozeltiden 2,0 mL alinarak 200,0 ml’lik balon

jojeye aktarilir ve hacmine ¢oziiciisii ile tamamlanir.
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160 mg Valsartan ve 10 mg Amlodipin iceren 5 adet Exforge® film kapli tablet
hassas olarak tartilir ve havanda toz edilir. Homojen olan bu toz karisimdan bir tablete
esdeger miktar tartilir ve 200,0 ml’lik balon jojeye almnir. Uzerine Yaklasik 160,0 mg
Valsartan standard1 ve 10,0 mg Amlodipin’e esdeger Amlodipin besilat standardi
tartilarak ayni balon joje icerisine aktarilir. Bir miktar MeOH eklenir, ultrasonik su
banyosunda 10 dakika boyunca ¢oziinmesi saglanir ve hacmine MeOH ile tamamlanir.
Bu ¢6zeltiden 2,0 mL alinarak 200,0 ml’lik balon jojeye aktarilir. Hacmine ¢oziiciisii
ile tamamlanir. Bu son ¢6zeltiden de 5,0 mL alinarak 50,0 m1’lik balon jojeye aktarilir
ve lizerine 5,0 mL stok standart ¢ozeltisi eklenir. Hacmine ¢oziiciisii ile tamamlanir ve

karigtirilir. 0.45 um PVDF filtreden siiziilerek enjeksiyon yapilir.

Twynsta® 40 mg Telmisartan ve 10 mg Amlodipin Tablet:

Stok standart ¢dzelti (I¢ standart): Yaklasik 20,0 mg Olmesartan standardi 100,0
ml’lik balon jojeye alinir. Bir miktar MeOH ile ultrasonik su banyosunda ¢oziilerek
hacmine MeOH ile tamamlanir. Bu ¢ozeltiden 2,0 mL alinarak 200,0 ml’lik balon

jojeye aktarilir ve hacmine ¢dziiciisii ile tamamlanir.

40 mg Telmisartan ve 10 mg Amlodipin igeren 5 adet Twynsta® tablet hassas
olarak tartilir ve havanda toz edilir. Homojen olan bu toz karisimdan bir tablete esdeger
miktar tartilir ve 200,0 ml’lik balon jojeye alinir. Uzerine Yaklasik 160,0 mg Valsartan
standard1 ve 10,0 mg Amlodipin’e esdeger Amlodipin besilat standardi tartilarak ayni
balon joje igerisine aktarilir. Bir miktar MeOH eklenir, ultrasonik su banyosunda 10
dakika boyunca ¢oziinmesi saglanir ve hacmine MeOH ile tamamlanir. Bu ¢ozeltiden
2,0 mL alinarak 200,0 m1’lik balon jojeye aktarilir. Hacmine ¢oziiciisii ile tamamlanr.
Bu son ¢6zeltiden de 5,0 mL alinarak 50,0 ml’lik balon jojeye aktarilir ve {izerine 5,0
mL stok standart ¢ozeltisi eklenir. Hacmine ¢oziiciisii ile tamamlanir ve karistirilir.

0.45 um PVDF filtreden siiziilerek enjeksiyon yapilir.
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2.1.6.4. Hareketli Faz Cozeltilerinin Hazirlanisi

Analizlerde kullanilmak tizere Oncelikle amonyum format ¢ozeltisi
hazirlanmistir. Hazirlanan bu ¢ozelti farkli oranlardaki asetonitril organik ¢oziiciisii ile

karistirilmistir ve sisteme farkli oranlarda izokratik olarak verilmistir.

Hareketli Faz A: Yaklasik 0.63 g amonyum format 1000.0 mL su ile ¢oziiliir.

Uzerine 1 mL formik asit eklenerek karistirlir.

Hareketli Faz B: Asetonitril

Hareketli Faz 1: Hareketli Faz A: Hareketli Faz B (80:20, h\h)
Hareketli Faz 2: Hareketli Faz A: Hareketli Faz B (40:60, h\h)
Hareketli Faz 3: Hareketli Faz A: Hareketli Faz B (50:50, h\h)
Hareketli Faz 4: Hareketli Faz A: Hareketli Faz B (60:40, h\h)

Optimize edilen SK-K/KS (LC-MS/MS) metodunda akis gradient ile birlikte

hareketli faz 4 kullanilmustir.
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2.2. Yontem

2.2.1. Kromatografi

Kromatografi terimi bir karistmda bulunan maddelerin, biri sabit digeri hareketli
faz olmak tizere birbiri ile karismayan iki fazli bir sistemde ayrilmasi, saflastirilmasi,

teshisi ve tayini islemlerinin genel adidir.

Kromatografi yontemi ilk defa Rus botanikgi olan Mikhail Tswett gelistirmistir.
Tsweet bu yontemi bitki pigmentlerinin renkli bilesenlerini ayirmakta kullanmistir.
Kullandig1 kolonda renkli bantlar olustugunu gozlemistir. Renkli bantlarin
olusmasindan dolayr renk anlamina gelen ‘chroma’ ve yazma anlamina gelen
‘graphein’ kelimeleri ile yontem kromatografi adin1 almistir (Skoog ve ark., 1998;
Hamilton ve Sewel, 1982; Bidlingmeyer, 1992 ve Giimiistas, 2009).

Hareketli faz karisim ilavesi

Karisim halindeki e
\/nulnunc e / o
A | e
.
_ Sabit
% 1 faz
— = - =
Analitik -
~ Kolon
Bilegenlerin
kolonda ayrilmast )

Sekil 2.1. Kromatografik ayirimlarin temeli (Skoog ve ark., 1998; Hamilton ve Sewel, 1982;
Bidlingmeyer, 1992 ve Guimiistas, 2009).

Kromatografik ayirimlarda analizi yapilacak madde veya maddeler; siv1, gaz ya
da siiper kritik bir akigkan olan hareketli faz ile sistemde tasinir. Hareketli faz, kati
yiizey veya kolonda sabitlenmis ve hareketli faz ile karismayan bir sabit faz igerisinden
gecirilir. Bu fazlarin se¢imlerinde, bilesenlerin hareketli ve sabit fazlarda farklhi

oranlarda dagilmasi veya ¢oziinmesi temel alinir. Numune i¢indeki bilesenler ile sabit
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fazin arasinda bir takim fiziksel ve kimyasal etkilesimler olmaktadir. Bu etkilesimlere
ornek olarak elektron ¢ifti alici-verici etkilesimler, iyonik etkilesimler, hidrojen bag:
olusumu ve ¢oziiniirlikk gibi etkilesimler verilebilmektedir (Skoog ve ark., 1998;
Hamilton ve Sewel, 1982; Bidlingmeyer, 1992 ve Giimiistas, 2009).

2.2.2. Kromatografik Yontemlerin Siniflandirilmasi

Bugiin onlarca temel kromatografi yontemlerinden baska hemen her giin yeni
katilimlarla kromatografik yontem sayis1 artmaktadir. Bu nedenle tek bir siniflandirma
ile kromatografik yontemleri siralamak gercekei olmayacaktir. Cesitli kromatografi
kitaplarinda  kromatografik yontemler farkli sekillerde siniflandirilmaktadir.

Siiflandirmalarda degisik kriterler temel alinmaktadir (Demirci ve ark., 2009).

Siniflandirilmalarda alinan kriterler:

e Kromatografik ortamin fiziksel sekli

e Ornegin kromatografik ortama verilis bicimi
e Kromatografik ayirim mekanizmasi

e ki fazin polarlik durumlari

e iki fazin fiziksel durumu

52



Cizelge 2.5. Kromatografik yontemlerin siniflandirilmasi

Kolon Kromatografisi
Ortamin Fiziksel Durumuna Gore

Diizlem Kromatografi

Onciil (Frontal)

Ornegin Kromatografik Ortama Verilis

Sekline Gore

Yer Degistirme (Displacement)

Siiriiklenme ile Yiiriitme (Elusyon)

Dagilma (Partisyon) Kromatografi

Disa Sogurma (Adsorpsiyon) Kromatografi
Iyon Degistirme Kromatografi

Ayirim Mekanizmasina Gore fyon-Cifti Kromatografi

Molekiil Segme (Jel Filtrasyon) Kromatografi

Ilgi (Affinite) Kromatografi

Normal Faz Kromatografi

iki Fazin Polarhk Durumuna Gore Ters Faz Kromatografi
Hidrofilik Etkilesim Kromatografi

Gaz Kromatografi
*Gaz-S1v1 Kromatografi

*Gaz-Kat1 Kromatografi

Sivi Kromatografi

Fazlarin Fiziksel Sekline Gore *S1vi-Sivi Kromatografi
*S1vi-Kat1 Kromatografi

*lyon Degistirme Kromatografi

*Molekiil Segme Kromatografi

Stiperkritik Akiskan Kromatografi

2.2.2.1. Adsorpsiyon Kromatografisi

Bu kromatografi ¢esidi bir sivi/gaz-kat1 kromatografisidir. Bu yontem 6rnek
bilesenlerinin sabit faz yiizeyine tutunma 6zelligine dayanir. Adsorpsiyon esnasinda
¢oziicli icerisindeki maddeler desorbe veya adsorbe olabilmektedir. Desorpsiyon ve
adsorpsiyon hizlariin farki toplam adsorpsiyon hizi seklinde tanimlanmaktadir ve
desorpsiyon ve adsorpsiyon hizlar1 birbirine esit oldugunda sistem denge haline
gelmektedir. Sistem dengede iken madde kolon boyunca sabit bir hizla ilerlemektedir.
Bir A ¢o6ziineninin sabit faz ile hareketli faz arasindaki kiitle aktarimi asagidaki

esitlikle ifade edilebilir.

53



Anareketli Faz = Asabit Faz (Esitlik 2.1)

Coziinenin adsorpsiyon katsayist veya dagilma katsayisi (K); maddelerin sabit

fazdaki molar derisimlerinin (C41), maddenin hareketli fazdaki derisimlerine (C»)

orantyla tanimlanmaktadir.

Cy
Cz

K = (Esitlik 2.2.)

K degeri ¢ok biiyiik ise, karisim i¢indeki madde sabit faz tarafindan daha iyi
tutunmaktadir ve K degeri daha diisiik olan maddelere gore kolon boyunca daha yavas
ilerlemektedir. K degeri kiiglikse madde hareketli faza daha ilgilidir bu yiizden madde
kolon boyunca daha hizli ilerlemektedir (Skoog ve ark., 2013; Hamilton ve Sewel,
1982; Bidlingmeyer, 1992; Giimiistas, 2009).

2.2.2.2. Dagilma Kromatografisi

Sivi-sivi kromatografisi olarak da bilinen dagilma kromatografisinin temeli ise
maddelerin birbiri ile karismayan iki siv1 faz arasinda dagilmasi ilkesine dayanir. S1vi
fazlardan biri kat1 bir yiizey tizerindeki kolon dolgu maddesinin iizerine tutturulmus
ince bir s1vi film tabakasi olan sabit faz iken, digeri hareketli fazdir. Karigimda bulunan
maddenin sabit fazda bir miktar ¢6ziinmesi gergeklesmektedir. Dagilma
kromatografisinde, karisimda bulunan maddenin sabit faz icerisindeki ¢ozlintirligii
fazla iken hareketli faz igerisindeki ¢Oziiniirliigii ise az olmalidir. Aksi takdirde
maddelerin ayirimi tam olarak gerceklesemez ve hareketli faza olan ilgilerinden dolay1
kolondan disar1 atilirlar. Ayrica hem sabit faz hemde hareketli faz farkli polariteye
sahip olduklar1 i¢in 6rnek molekiillerinin ¢oziintirliikkleri de farklidir denebilir
(Hamilton ve Sewel, 1982; Bidlingmeyer, 1992; Giimiistas, 2009; Fanali ve ark.,
2013).
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2.2.2.3. Normal Faz Sivi Kromatografisi

Normal faz s1vi kromatografisi sabit fazin hareketli faza gére daha polar oldugu
kromatografi tiirtidiir. Hareketli faz bileseni olarak genellikle hekzan, metilen kloriir,
dietil eter ve kloroform gibi apolar ¢oziiciiler kullanilmaktadir. Bu kromatografi
tiiriinde en ¢ok tercih edilen sabit fazlar; aliimina ve silikadir. Normal ve ters faz sivi
kromatografilerindeki farkliliklar1 Tablo-2-2’de 6zetlenmistir (Hamilton ve Sewel,
1982; Sewel ve ark., 1987; Bidlingmeyer, 1992; Meyer, 1988 ve Skoog ve ark., 1998).

Cizelge 2.6. Ters ve Normal faz sivi kromatografilerin karsilastirilmasi

Normal Faz Ters Faz
Sabit Fazin Polaritesi Yiiksek Diistik
Hareketli Fazin polaritesi Diisiikten Ortaya Ortadan Yiiksege
Alikonma Sirasi En az polar 6nce En polar 6nce

Hareketli Faz Polarite Artisinin Etkisi Eliisyon zamanini azaltir Eliisyon zamanini arttirir

Maglar genellikle apolar yapidadirlar. Bu yiizden ilag analizlerinde ters faz siv1
kromatografisi yontemi normal faz sivi kromatografisi yontemine oranla daha fazla
tercih edilmektedir. Ayrica kromatografik ayirimda etkili olan solvofobik olaylar,
herketli faz bileseni olarak kullanilan organik ¢dziiciilerin ucuz olmasi, analizlerde
sulu tampon ¢ozeltilerin oranlarinin yiiksek tutulabilmesi gibi nedenlerden otiirii de

ters faz sivi kromatografisi daha ¢ok kullanilmaktadir (Glimiistas., 2009).

2.2.2.4. Ters Faz Sivi Kromatografisi

Hareketli fazin polaritesinin sabit fazin polaritesine gore daha fazla polar oldugu
kromatografi tiiri ters faz sivi kromatografisidir. Ters faz sivi kromatografisinde
kimyasal olarak baglanan fonksiyonel gruplara sahip sabit fazlar (karbon atomu
zincirinden olusan oktadesilsilan yani ODS-18) sik¢a kullanilmaktadir. Bu kolonlar ile

birlikte fonksiyonel grup anlaminda daha kisa zincirli olan (Cg, Co gibi), fenil ve

siyano (CN) bagl: sabit fazlarda kullanilmaktadir.
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Hareketli fazin bileseni olan tampon ¢ozeltiler de ters faz sivi kromatografisinde
son derece Onemlidir. Tampon c¢dzeltiler hazirlanirken kullanilan su oldukga saf
olmalidir. Hareketli fazin bir diger 6nemli bileseni ise, su ile karisan organik
¢oziciilerdir. Hareketli fazlarda su, MeOH veya asetonitril gibi organik ¢o6ziiciiler

kullanilir.

Ters faz sivi kromatografisi ¢gogunlukla apolar maddelerin ayirimi igin tercih

edilmektedir. Uzun alkil zincirine sahip olan sabit fazlar (C1g) daha apolar maddelerin
ayrilmasinda kullanilirken, kisa alkil zincirli olan sabit fazlar (Cg Cp) ise polar olan

maddelerin ayrilmasinda kullanilmaktadir. Sonug olarak polar olan maddeler uzun
alkil zincirine sahip sabit fazda daha az tutunuyorken, apolar maddeler de kisa alkil
zincirlerine sahip sabit fazda daha az tutunmaktadirlar (Hamilton ve Sewel, 1982;
Sewel ve ark., 1987; Bidlingmeyer, 1992; Meyer, 1988; Fanali ve ark., 2013;
Glimiistas, 2009).

2.2.2.5. Hidrofilik Etkilesim Sivi Kromatografisi (HILIC)

1970'lerden bu yana, bir ayirma teknigi olarak YPSK’nin kullanilmasi analitik
bilimlerde 6nemli ilerlemeler saglamistir. Polar hareketli fazlarla apolar sabit fazlar
kullanarak yapilan ters faz ayirimi, bu kromatografik teknigin uygulanmasini biiyiik
Olgiide arttirmistir. Giiniimiizde YPSK ayirimlarin yaklasik % 70" ters faz sivi

kromatografi yontemi ile gerceklestirilmektedir.

Ters faz sivi kromatografi yonteminin bu kadar ¢ok kullanilmasinin nedenleri
bircok madde ve bilesikte genis uygulanabilirligi ve yeni sabit fazlarin siirekli
gelistirilmesinden kaynaklanmaktadir. Fakat ters faz yontemindeki hala bazi
dezavantajlar1 vardir. Yiiksek polariteye sahip olan bilesikler ve bazik bilesiklerin
analizi YPSK’nin baslangicindan beri sorun teskil etmektedir. Birgok polar bilesigi,
analiz etmek c¢ok zordur, c¢lnkii en inert kolonlar kullanilsa dahi, yiiksek
konsantrasyonlarda sulu tampon c¢ozeltilere ihtiya¢ duyarlar ve analizler diizgiin

olmayan pik sekilleri ile sonuglanir.
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Bir diger ayirma yontemi olan normal faz sivi kromatografide, polar bilesikleri
analiz ederken asimetrik pikler meydana gelmektedir ve analiz sonuglarinda istenilen

verimler alinamaz.

Hidrofilik Etkilesim Sivi Kromatografisi (Hydrophilic Interaction Liquid
Chromatography-"HILIC”) polar bilesiklerin analizi i¢in son yillarda daha da gelisen
alternatif bir yontemdir. HILIC, normal faz yonteminde kullanilan sabit fazlar ile ters
faz yonteminde kullanilan hareketli fazlarin kombine edildigi bir yontem olarak
tanimlanabilir. Bu nedenle, HILIC'in tipik uygulamalarinda, saf veya kimyasal olarak
modifiye edilmis silika veya polar polimerler gibi sabit fazlar kullanilirken ,% 30'a
kadar su igeren asetonitril, MeOH gibi polar organik ¢6ziiciilerin kullanildig1 hareketli

fazlar kullanilir (Gama ve ark., 2012).

iyon
Kromatografisi-
Analit

Sekil 2.2. Farkli yontemler ile HILIC’in kombinasyonu (Buszewski ve ark., 2012)
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Yiksek Duyarlilik
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Ters faz siv

kromatografisi
Normal faz siv1 \
kromatografisi
Dnjglik Duyvarlilik .
Polar Apolar

Analit Polaritesi

Sekil 2.3. Normal faz ve ters faz yontemlerinin tamamlayicist HILIC (Adams ve ark., 2014)

HILIC’in uygulamalari, ilaglarin gelisimine katkida bulunan maddelerin (6rn.,
biyolojik belirtecler, niikleozidler, insan ve bitkisel metabolitler, farmasétik maddeler,
proteinler vs.) ve diger bir ¢ok maddenin ayrilmasini icerir. HILIC uygulamalarinda
goriilen artis, kimya, molekiiler biyokimya, metabolomik ve diger alanlarda bu
konuyla ilgili yayinlarin artmasiyla anlasilmigtir ve HILIC 1n ayirma ydntemi olarak
ozellikle 2000'li yillarin sonlara dogru arastirmacilar tarafindan giderek daha ¢ok

benimsendigi anlagilmistir.
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Yayin Sayisi

Sekil 2.4. Scopus endeksli ‘“HILIC” ile ‘HILIC ve ilag analizleri’ terimleri i¢in toplam yayin
sayisi
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2.2.3. Yiiksek Performansh Sivi Kromatografisi (YPSK)

Bir sabit faz tizerinden hareketli faz gegirilerek, bir numunedeki bilesenlerin
dagilma ve adsorpsiyon gibi mekanizmalar yoluyla farkli zaman siire¢lerinde tasinma

ve ayrilmasi islemidir.

Sivi kromatografisi ilk kullanilmaya baslandigi zamanlarda, bir kolona
doldurulan tanecikler iizerine numune ve daha sonra sivi eliient ilave edilip sivinin
yukaridan asagiya akmasi beklenir ve bu olduk¢a uzun zaman alirdi. Gelisen cihaz
teknolojisi ile ¢ok daha kiigiik tanecikleri igeren kolonlar hazirlanarak tabaka sayilari
lyilestirilmis ve kolona basing uygulanarak akis hizi arttirllmistir. Bu sekilde elde
edilen sivi kromatografi sistemlerine arttirilmis performanslarindan dolay: yiiksek
performansh sivi kromatografisi (HPLC) adi verilmistir. YPSK, sagladigi yiiksek
dogruluk, kesinlik ve hassasligi ve ugucu olmayan tiirler i¢in de kullanilabilmesi
nedeniyle en ¢ok tercih edilen enstrumantal kromatografi tiiriidiir. Bir YPSK cihazina

ait baslica bilesenler Sekil 2.5’da basit haliyle gosterilmistir. (Skoog ve ark. 1998).
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2.2.3.1. Hareketli Faz Hazneleri ve Coziicii Muamele Sistemleri

Bir YPSK analizinin basarisi biiyilk oranda dogru ¢oziicli sisteminin

belirlenmesine baglidir.

» Kaynama noktalar1 ¢oziiciiniin uzaklagtirilabilmesi i¢in yiiksek olmamalidir,

* Kolon igerisinde yiiksek basing olusmamasini igin viskozite diisiikk olmalidir,

* Kullanilan dedektorle uyumlu olmalidir, analizi yapilacak numunenin sinyalini
engellememelidir.

* Miimkiin oldugunca giivenli bir kimyasal olmali, toksisitesi diigitk olmalidir.

YPSK’da hareketli faz olarak genelikle iki veya daha fazla ¢oziiciiden olusan bir
karisim kullanilir. Bu karisimlarda da siklikla belli oranlarda suyu zayif ¢6ziicti olarak
ve tetrahidrofuran, metanol ve asetonitril kuvvetli ¢6ziicii olarak da gibi organik
coziciiler segilir. Segicilik parametresinde, bu ¢oziicii oranlar1 ya da bilesimi
degistirilerek kolaylikla iyilestirilebilir. Sekil 2.6’da bir karistmin ayni kolonda tig
farkli polaritede ¢oziicli kullanilarak yapilan analizinde ti¢ farkli kromatogram elde
edildigi goriilmektedir. Secicilik degerlerindeki bu farklilik kullanilan ¢oziicliye gore
¢oziicii ve molekiil arasinda olusan hidrojen baglanmalari, dipol-dipol etkilesimleri
gibi molekiiller arasi etkilesimlerden kaynaklanmaktadir. %40 asetonitril ve %60
sudan olusan bir ¢oziicii karisiminda pikler tam ayrilmazken, %30 tetrahidrofuran ve
%70 su karistminin olusturdugu bir ¢6ziicii kullanildiginda ise pik ayrim: tam olarak

gerceklesmektedir.
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%40 Asetonitril
%60 Su
=107
%50 Metanol
%50 Su
o =119
930 Tetrahidrofuran
%70 Su
=133

Sekil 2.6. Farkli polaritede ¢oziiler kullanilarak yapilan 6rnek analiz

Bazi ¢ok bilesenli numunelerde, analiz boyunca aynmi ¢oziicii bilesimi
kullanildiginda bazi eliisyon problemleri ortaya ¢ikabilir. Bazi bilesenler kolonda az
tutunur, bazilar ise fazla tutunabilir. Bu tip sorunlar, analiz sirasinda hareketli faz
bilesiminin bir ¢6ziicli programlamasi ile degistirilmesi ile ¢oziilebilir. Sivi
kromatografisinde bu sekilde yapilan eliisyonlara gradient eliisyon, analiz boyunca
sabit bilesimli bir eliientin kullanilmasiyla yapilan eliisyona ise isokrotik eliisyon
denir. Sivi  kromatografisinde yapilan gradient eliisyonun mantigi Qaz
kromatografisinde yapilan sicaklik programlamas: ile benzerdir. (Skoog ve ark.,
1998).

2.2.3.2. Pompalama Sistemleri

Bir YPSK pompalama sistemi i¢in gerekli sartlar olduk¢a sikidir ve sunlari

igermektedir:

e 400 atm’e kadar basing tiretimi,

e Puls icermeyen basing ¢ikisi,

e 0,1-10 mL dakika™ araliginda akis hizlari,

e 9% 0,5 veya daha iyi bir bagil tekrarlanabilirlikle akis kontrold,

e Korozyona dayanikl pargalar (paslanmaz ¢elik veya teflondan yapilmig

sizdirmazlik).
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YPSK sistemlerinde her birinin kendine gore tstiinliik ve sakincalari bulunan iig

tip pompa kullanilmaktadir.

Bunlar;

e Pistonlu pompalar,
e Siringa veya siirglilii pompalar

e Pnomatik veya sabit basing pompalaridir.

Pistonlu pompalar, ticari olarak satilan YPSK sistemlerinin yaklasik %90’1inda
kullanilmaktadir. Bu pompalar motor kontrollii bir pistonun ileri ve geri hareketiyle
¢oziiciiniin pompalandigi kiigtik bir silindirden meydana gelmistir. Siirgiilii pompalar
ise bir kademeli motordan gii¢ alan vidali giidiim mekanizmasi ile kumanda edilen

sizdirmaz bir siirglisli olan, siringa benzeri silindirik bir kaptan olusmaktadir.

Pompalama sistemlerinin bir pargast olarak birgok ticari cihaz, bilgisayar ile
kontrol edilebilen, pompanin ¢ikis kisminda geri itme tikaci boyunca basing diismesini
belirleyen akis hiz1 6lglimii yapabilen sisteme sahiptir. Sinyalin 6nceden ayarlanmis
degerindeki herhangi bir degisme, pompanin motorunun hizini artirmakta veya
azaltmakta kullanilir. Birgok cihaz, ¢oziiciilerin karisimini ya siirekli veya basamakli
olarak degistirebilen bir sistemi igerir. Ornegin; Sekil 2.5.°de goriilen cihaz, 6n
program ile ve dort tane ¢oziicliyi siirekli degisen oranlarda karistirabilen bir oranlama

muslugu icermektedir (Skoog ve ark., 1998).

2.2.3.3. Numune Enjeksiyon Sistemleri

Cogu zaman, s1v1 kromatografisinde 6l¢timlerin kesinliginin belirleyici faktord,
numunenin kolon dolgu maddesine sevkinin tekrarlanabilirligidir. Asir1 numune
yiiklemesi yapilan kolonlarda goriilen bant genislemesi de kesinligi etkilemektedir. Bu

yiizden, numune enjeksiyonun hacmi, mikrolitrenin birkag ondaligindan belki 500
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pL’ye kadar olduke¢a kiigiik olmalidir. Dahasi, sistemin basincini diislirmeksizin

numunenin sisteme girisinin saglanmasi gereklidir.

Sivi kromatografide numune enjeksiyonu i¢in en yaygin kullanilan yontem
numune giris sarimlarmin kullanilmasi esasina dayanmaktadir. Bu tipteki numune
alma halkalari, 7000 psi basinca kadar, binde birka¢ bagil hata verecek kesinlikle
numunenin kolona uygulanabilmesini saglamaktadir. Hacmi 0.5-5 pL arasinda olan
halkalar1 bulunan mikro numune enjeksiyon musluklari da mevcuttur (Skoog ve ark.,

1998).

2.2.3.4. Sivi Kromatografi Kolonlar:

Sivi kromatografisi sistemlerinde paslanmaz gelik borulardan ve diizgiin i¢ ¢apli
olarak yapilmis veya nadiren kalin cidarli cam borulardan yapilan kolonlar

kullanilmaktadir.

2.2.3.4.1. Analitik Kolonlar

YPSK’de kullanilan kolonlarin biiyiik ¢ogunlugu boyu 10-30 c¢cm arasinda
degismektedir. Kolonlarinin i¢ ¢aplari genellikle 4-10 mm; yaygin olarak kullanilan
kolon dolgu maddelerinin tanecik biiyiikliigii ise 5-10 um arasindir. Gliniimiizde belki
de en ¢ok, 25 cm uzunlugunda, 4,6 mm i¢ ¢capinda ve 5 pm tanecik biiytikliigiine sahip
dolgu maddesi doldurulmus kolonlar kullanilmaktadir. Bu tip kolonlar 40000-60000

teorik plaka metre igerirler.

Son yillarda, iireticiler daha kiigiik boyutlarda, yiiksek Performansli kolonlar
tiretmektedirler. Bu gibi kolonlarmm i¢ c¢aplar1 1-4,6 mm ve 1,7-5 pm tanecik
biiyiikliigiindeki dolgu maddesine sahip olabilir. Cogu zaman boylar1 3-7,5 cm kadar
kisadir. Bu gibi kolonlar 100000 teorik plaka metre™ igerirler. Ayrica hiz ve minimum

¢oOziicli sarfiyat1 avantajlart vardir. Son Ozellik olduk¢a Onemlidir, ¢linki sivi
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kromatografi i¢in gerekli olan yiiksek safliktaki ¢oziiciiler, temin edilmesi ve daha

sonra atilmasi oldukc¢a pahaliya mal olan ¢oziiciilerdir (Skoog ve ark., 1998).

2.2.3.4.2. Koruyucu Kolonlar

YPSK sistemlerinde kullanilan analitik kolonlarin kullanim dmiirlerini artirmak
icin, analitik kolonlardan 6nce genellikle kisa bir kolon yerlestirilir. Bu kisa kolonlarin
gorevi, sadece partikiil halde bulunan maddeleri ve ¢oziicli igerisindeki yabanci
maddeleri tutmak degil, ayn1 zamanda numune i¢inde bulunan ve sabit faza tersinmez
olarak baglanan bilesenleri de tutmaktir. Ilave olarak, s1vi kromatografide kullanilan
koruyucu kolonlar, hareketli faz1 sabit faz ile doyurarak analitik kolondaki ¢oziicii
kaybinin en aza indirilmesine yardime1 olur. Ayni sistem kullanilan koruyucu kolon
dolgu maddesindeki bilesim ile analitik kolondaki ¢ok benzer olmalidir; bununla
beraber, basing diismesini en aza indirmek igin tanecik boyutu genellikle daha
biiyliktiir. Koruyucu kolonlar kirlendigi an tekrardan yeni dolgu maddesiyle
doldurulmali ya da ayni tipteki yeni bir koruyucu kolon ile degistirilmelidir. Boylece,
daha pahali olan analitik kolonu korumak i¢in emniyet kolonu feda edilmektedir
(Skoog ve ark., 1998).

2.2.3.4.3. Kolon Dolgu Maddelerinin Tipleri

Sivi kromatografisinde temelde iki tip kolon dolgu maddesi kullanilmaktadir.

Bunlar,

e Film dolgular

e Gozenekli dolgulardir.

Film dolgular, kiiresel, gézeneksiz, ¢aplar1 30-40 um olan cam veya polimer
tanelerinde olusurlar. Bu tanelerin yiizeyine, silis, aliimina, polistiren-divinil benzen

sentetik reginesi veya bir iyon degistirici regineden olusan ince bir gozenekli film
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kaplanmistir. Bazi uygulamalar i¢in, bu yiizeye, absorpsiyon ile yiizeye tutunan uygun
bir s1v1, sabit bir faz olarak ilave bir katman halinde kaplanir. Alternatif olarak, organik
bir yiizey katman olusturmak iizere kimyasal isleme tabi tutulabilir. Giliniimiizde,
taneler, zarl1 dolgular daha ¢ok koruyucu kolonlarda kullanilmakta, analitik kolonlarda

kullanilmamaktadir.

Belli boyutlardaki bir partikiil i¢in, partikiil boyutu araligini en aza indirmek igin,
her tiirlii gayret sarfedilmektedir. Partikiiller, silis, altimina, polistiren-divinil benzen
sentetik reginesi veya bir iyon degistirici recineden meydana gelmistir. Silis, sivi
kromatografide en yaygin olarak kullanilan bir dolgu maddesidir (Skoog ve ark.,
1998).

2.2.3.5. Dedektorler

Dedektorler, elektromanyetik dalga formundaki enerji akisini 6lgiilebilir
niceliklere ¢eviren ve kayit edilmesini saglayan cihazlardir. Sivi kromatografi i¢in ideal

bir dedektor agagidaki 6zelliklere sahip olmalidir.

o Yeterli derecede duyarlilik

e lyi bir kararlilik ve tekrarlanabilirlik

e QGenis bir dogrusal ¢alisma araligi

e Akis hizindan bagimsiz kiigiik cevap zamani
e Yiiksek giivenilirlik ve kullanim kolaylig

e Bant genislemesini azaltmak amaciyla, minimum i¢ hacimde olmalidir.

Sivi kromatografi sistemlerinde kullanilan dedektdrler temel olarak iki tipdir (Skoog
ve ark., 1998).

e Yigm ozelligi dedektorleri, hareketli fazin kirma indisi, dielektrik sabiti veya
yogunlugu gibi analit tarafindan degistirilen y1gin 6zelliklere cevap veren

dedektorlerdir.
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e Analit 6zelligi dedektdrleri, analitin UV absorbansi, floresans siddeti veya
diflizyon akimi gibi hareketli fazin sahip olmadigi bazi 6zelliklerine cevap veren

dedektorlerdir.

Analit o6zelligi yani maddeye yonelik dedektorler hareketli faz icindeki
maddenin 6zelliklerini tayin ederler ve en yaygin kullanilan tiirleri asagida verilmistir
(Skoog ve ark., 1998):

e Fotometrik dedektorler (UV/GB, Floresans, Dizi diyot, Infrared)
e Elektrokimyasal dedektorler

e Ayirim sonrasi tepkime dedektorleri

e Radyoaktivite dedektorleri

o Kiitle spektrometreleri

Yigin ozelligi yani c¢ozeltiye yonelik dedektorler; ornek ozelliklerinin
Olglilmesine yonelik dedektorlerdir ve asagidaki sekilde siniflandirilabilir (Skoog ve
ark., 1998):

e Refraktif indeks dedektorleri
e Dielektrik sabiti dedektorleri
e Iletkenlik dedektorleri

e Yogunluk dedektorleri

Tez kapsamindaki calismalarda Fotodiyot dizi dedektor kullanildigindan bu

dedektor icin bilgiler verilmistir.

2.2.3.5.1. UV /GB Dedektor

UV absorpsiyon dedektorleri, 15181 180 ila 350 nm arasinda absorbe eden
maddelere cevap verirler. Maddelerin sahip oldugu bir veya daha fazla ¢ift bag (n

elektron) ve baglanmamis elektronlar dahil olmak iizere ¢ok sayida madde bu dalga
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boyu araliginda 15181 absorbe eder. Dedektor normalde 2 pl ve 5 pl arasinda bir
kapasiteye sahip kisa bir silindirik hiicreden olusur. UV 15181 da bu hiicreden geger ve
bir foto-elektrik tizerine diiser. Hiicreden gecen UV 15181 daha sonra uygun bir sinyal
degistirici amplifikatore oradan da bir kayit cihazina veya veri toplama sistemine

gider.

Bir hiicreden (IT) iletilen UV 1s18inin yogunlugu ve konsantrasyon arasindaki

iliski (c¢) Beer'in Yasasi tarafindan verilir.

IT = [Gﬁ_klt

In(lr) = In(lg) - kel
(lo) hiicreye giren 15181 yogunlugu
(I) hiicrenin yol uzunlugu
(K) ¢oziinenin molar s6niim katsayisi

UV dedektorler ile coziiciilerin 6nemli 6lgiide adsorblanmamasini saglayan
gradient eliisyon ile kullanilabilir. Ters faz kromatografisinde kullanilan ¢o6ziiciiler

genellikle su, metanol, asetonitril ve tetrahidrofurandir.

Herhangi bir kimyasal bilesik elektromanyetik alanla etkilesime girebilir.
Dedektor akis hiicresinden gegen elektromanyetik radyasyonun 1sini, bu etkilesime
bagl olarak yogunlugunda bir miktar degisiklik yasayacaktir. Bu degisikliklerin

Ol¢iimii, YPSK dedektorlerinin temelidir.

Radyasyon absorbanst radyasyon dalga boyuna ve kimyasal bilesigin
fonksiyonel gruplarina baglidir. Elektromanyetik alanin enerjisine (frekansina) baglh
olarak uyarilmasiyla elektronlarla etkilesime girebilir ve daha yiiksek enerjidiizeyine
aktarilabilir ya da fonksiyonel grubun titresimine veya rotasyonuna neden olan
molekiiler baglar1 harekete gegirebilir. Kirigin yogunlugu, akis hiicresinden gegerken
olas1 gecislere karsilik gelen enerjiyi azaltacaktir. Lambert-Bear yasasina gore
radyasyonun absorbansi hiicredeki bilesik konsantrasyonuna ve hiicrenin uzunluguyla

orantilidir (Raymond P.W. Scott, 1996).
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Elektromanyetik spektrum geleneksel olarak birkag bolgeye ayrilmistir:

Kizilotesi (IR) 2,500 - 50.000 nm
Y akin kizilotesi 800 - 2.500 nm
Goriiniir 400 - 800 nm
Ultraviyole (UV) 190 - 400 nm

Spektroskopide ili¢ ana bolge (IR, goriiniir ve UV) kullanilmaktadir. Sivi
kromatografisinde ise IR spektrofotometreler sadece sinirli kullanilmatadir. Ote
yandan, (200 - 600 nm) araliginda ¢alisan spektrofotometreler, sivi kromatografisi

dedektdrleri olarak yaygin sekilde kullanilmaktadir.

Elektromanyetik radyasyonun UV ve goriiniir bolgesi, pi-elektronlar veya bazi
fonksiyonel gruplarin ¢iftlestirilmemis elektronlar1 gibi nispeten diisiik enerji
seviyesindeki elektronlarinin uyarilmasina karsilik gelir. Ornegin, n-alkanlar UV
bolgesinde 180 nm'nin altinda absorbe olabilir. Elektronlar, radyasyonun emilimini
gostermek i¢in yiiksek enerji radyasyonu gerek duyar. Ancak benzen halkasina sahip
olan herhangi bir bilesik, 205-225 ve 245-265 nm'de absorbans gosterecektir.

Organik bilesiklerin ¢ogu UV / VIS dedektorleri ile analiz edilebilir.
Yaymlanmis YPSK analizlerinin yaklagik %701 UV [/ VIS dedektorleri ile
gerceklestirilmistir. Aslinda kullanim kolayligit UV dedektoriinii en kullanigli ve en
yaygin kullanilan sivi kromatografi dedektorii haline getirmistir (Raymond P.W. Scott,
1996).

Sekil 2.7°de UV/GB dedektorii sematik olarak verilmistir.
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Sekil 2.7. Cift 151n yollu bir UV/GB dedektdrii (Raymond P.W. Scott, 1996)

2.2.3.5.2. Fotodiyot Dizi Dedektor (FDD)

Bazi degisken dalga boyu UV dedektdrlerinin 6zelligi, pikin akis hiicresinden
gecerken, c¢esitli dalga boylarinda spektroskopik tarama ve kesin absorbans
okumalarin1 gergeklestirme yetenegidir. Diyot dizisi, sivi kromatografiye yeni bir
analitik ozellik boyutu katmustir. Clinkii kalitatif bilgilerin, alikonma siiresi ile basit

tanimlamalarin otesinde elde edilmesine izin verir.

Diyot dizisi tespitinin iki 6nemli avantaji vardir. ilk olarak, gergek analiz igin
secilecek en iyi dalga boyunun tespitini saglar. Bu farkli dalga boylarinda molar
absorbanslar hakkinda bilgi bulunmadiginda 6zellikle dnemlidir. ikinci biiyiik avantaj,
pik saflik problemi ile ilgilidir. Cogu zaman, kendi ig¢indeki pik sekli aslinda iki (veya
daha fazla) bilesene karsilik geldigini ortaya ¢ikarmaz. Bdyle bir durumda, birkag
dalga boyunda absorbans se¢imi, pikin tek bir bilesigi temsil edip etmedigine veya

aslinda bir bilesige ait bir pik olduguna karar verirken 6zellikle faydalidir.

Absorbans iki veya daha fazla dalga boyunda 6lgiiliir ve oranlar iki se¢ilmis
dalga boyu i¢in hesaplanir. Birka¢ dalga boyunda eszamanli 6l¢iim, absorbans

oraninin hesaplanmasini saglar. Degerlendirme iki sekilde gergeklestirilebilir:
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[Ik durumda, segilen dalga boyundaki oranlar analiz sirasinda siirekli olarak
izlenir. Eger pikin tepe noktasindaki bilesik saf ise, cevap kare dalga fonksiyonu
(dikdortgen) olacaktir. Eger yanit dikdortgen degilse, pik saf degildir (Raymond P.W.
Scott, 1996).

2.2.3.5.3. Floresans Dedektor

Tek dalgaboyu uyarma floresans dedektorii, genellikle en hassas dedektordiir.
LC i¢in kullanilabilir. Floresans dedektoriin tekli dalgaboyu UV kaynagindan gelen
1s1kla uyarilan basit bir formu Sekil 2.7'de gosterilmistir. Uyarma 1ginimini saglayan
UV lambasi genellikle diisiik basingli civa lambasidir. Civa lambasi nispeten ucuzdur
ve 253.7 nm'de yiiksek yogunluklu UV 15181 saglar. Birgcok madde bu dalga boyundaki
1s1kla, daha az veya daha fazla fliioresan olan 1s1kla uyarilir. Isik hiicrenin i¢inde bir
kuvarsin mercegiyle ve gelen 1518a normal olan baska bir mercekle odaklanir. Floresan
15181 bir fotograf hiicresine odaklar. Basit bir floresan dedektoriiniin kullaniminin

ornek karigiminin ayrilmasiyla saglanir.

Floresan dedektorler ile akis hiicresinde tek bir analit molekiiliiniin varliini bile
tespit etmek miimkiindiir. Tipik olarak, floresan hassasiyeti, giicli UV emici
materyaller i¢cin UV dedektoriinden 10-1000 kat daha yiiksektir. Floresan dedektorleri,
diger optik dedektdrler arasinda ¢ok spesifik ve segicidir. Bu normalde 6rneklerde

spesifik floresan tiirlerinin 6l¢iimiinde bir avantaj olarak kullanilir.

Spesifik fonksiyonel gruplara sahip olan bilesikler, daha kisa dalga boylu enerji
ve floresan olarak adlandirilan daha yiliksek dalga boylu radyasyon ile uyarilir.

Genellikle emisyon, uyarimin dik agilarinda 6lgiiliir.

Tiim bilesiklerin yaklasik %]15'i dogal bir fliioresansa sahiptir. Ozellikle
aromatik bilesenlerde konjuge pi-elektronlarin varligi en yogun floresan aktivitesini
verir. Ayrica alifatik ve alisiklik karbonil gruplar1 ve yliksek konjuge c¢ift baga sahip

bilesikler ile floresan bilesikler bu katogoridedir. Cogu siibstitiie edilmemis aromatik
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hidrokarbonlar, halka sayisi, yogunlasma derecesi ve yapisal sertlikleri ile artan

kuantum verimi ile flores edilir.

Flioresans yogunlugu, diger bilesenlerin emisyonunu baskilayarak bazi
bilesenleri segici olarak algilamaya izin vererek, hem uyarma hem de emisyon dalga

boyuna baglhdir.

Herhangi bir bilesenin algilanmasi, se¢ilen dalga boyuna 6nemli dl¢iide baglidir
ve eger bir bilesen 280 ex ve 340 em'de algilanabiliyorsa, bir digeri de gozden
kagirilabilir. Modern dedektorlerin cogu, karisimdaki tiim bilesenleri algilama olanagi
sunan uyarma ve emisyon dalga boyunun hizli bir sekilde degistirilmesini saglar.
Ornegin, ¢ok énemli bir poliniikleer aromatik kromatogramda, uyarma ve emisyon

dalga boylar1 sirasiyla 280 ve 340 nm’dir..

Ayrica floresans dedektorler tiirevlendirilerek fluoresan 6zelligi saglanmis pek
¢ok maddenin saptanmasina olanak saglar. Genellikle tiirevlendirmek ig¢in; dansil

kloriir veya flurosein seg¢ilir (Raymond P.W. Scott, 1996).

Filtre Aralik

| / Monokromat#r
Lamba |

Monokromatér

D

&

Yarikiirezel Filtre Fotogogalticy
kollektér

Sekil 2.8. Floresans dedektdr (Raymond P.W. Scott, 1996)
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2.2.3.5.4. Elektrokimyasal Dedektor

Elektrokimya, kolayca oksitlenebilen veya biiyiik segicilige sahip indirgenebilir
organik bilesikleri tespit etmek i¢in yararli bir aragtir. Elektrokimyasal dedektorler
tespit sinir1 olaganiistii derecede diisiik ve basit dedektorlerdir. Calisma ve referans
elektrotlar arasindaki potansiyel secilir. Akim elektrokimyasal reaksiyondan
kaynaklanan bir yardimci elektrot tarafindan ¢izilir, boylece referans elektrot
potansiyelini etkilemez. Siklikla kullanilan platin elektrot referans olarak kullanilir.
Dongiisel voltametri, hangi bilesiklerin bu sekilde tespit edilebilecegini gostermek icin

kullanilabilir.

Bu yontem ile kullanilacak en iyi bilesikler aromatik hidroksi bilesikleri,
aromatik aminler, indoller, fenotiyazinler ve merkaptanlar oksidatif olarak
sOylenebilir. Coziinmiis oksijen ve agir metaller (6rnegin celik kilcallardan)

problemlere neden olabilir (Skoog ve ark., 1998).
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2.2.4. Kiitle Spektrometreleri

Kiitle spektrometre sistemlerine ayrintili yaklasirsak 6zel donanimlarla
gevrelenmis vakum boélgelerinde tutulan iyon kaynagi, analizor ve iyon
dedektorlerinin yanisira bu ekipmanlarin 6rnek giris ve veri sistemi ile de donatilmis
oldugunu goriiriiz. Giiniimiizde 6zellikle iyon kaynagi ve iyon dedektorlerine gore
farkhilasan ¢ok sayida kiitle spektrometreleri bulunmaktadir. Cizelge 2.7°de kiitle

spektrometri tiirleri verilmistir (Skoog ve ark., 1998).

Cizelge 2.7. Kiitle spektrometri tiirleri

2 Atomik Iyon Tipik Kiitle

' Kisaltms Kaynaklari Analizorii

Indiiktif eslesmis ICPMS Yiiksek-sicaklik Kuadrupol

plazma argon plazma

Dogru akim plazma | DCPMS Pr kel RS Kuadrupol
argon plazma

Mikrodalga- MIPMS Yiiksek-sicaklik Kuadrupol

uyarimli plazma argon plazma

- Radyo-frekans .

Kivileim kaynagi SSMS elekirik kivilerm Cift-odaklamali

Termal iyonlagma TIMS Elektiriksel olarak Cift-odaklamal1
1sitilan plazma

Akkor bosalimlt GDMS Akkor-bosalimls Cift-odaklamali
plazma

Lazer mikroprobu LMMS giﬁklanmls lazer Ugus zamanli

f Hizlandirilmis iyon o

Ikincil iyon SIMS bombardmant Cift-odaklamal1

2.2.4.1. Ornek Giris Sistemi

Ornek giris sistemi amaci, az miktarda bulunan gaz, siv1 ya da kat: numuneyi
kiitle spektrometreye ulastirabilmektir. Kiitle spektrometrelerinde gaz halinde bulunan
numune, iyonlasma kismina dogrudan iletilebilmekte, ancak sivi veya Kati
numunelerin gaz fazina ge¢mesi gerekmektedir. Bu nedenle, bu kisim vakum altinda

bulunur ve numune alma esnasinda vakum diisiiriilmez. Numunenin cihaza girisi,
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buharlastirilarak, direkt olarak ya da kromatografik sistemden gelmek iizere {i¢ yolla
saglanabilir.

Buharlastirma sisteminde; sivi halindeki 6rnek, mikrolitre mertebesinde
iyonlasma bolgesiyle arasinda ¢ok kiigiik bir delik olan 1sitilmis kapal: bir bélmeye
siringayla verilen ve buharlasan numune kismi kiigiik bir delikten geger ve iyonlasma
bolgesine giris yapar. Bu sistemle, gaz halindeki ve 500C’ye kadar olan sicakliklarda
buhar haline getirilebilen numunelerle ¢alisilabilinir. Dogrudan cihaza giris sisteminde
ise; kat1 ya da buharlagmasi diistik sivilar nanogram 6lgeginde, numune kismi ya da
orneklendirme birimi (prob) yardimiyla alinir. Ug tarafi aniden isitilabilen gubuk
yardimiyla vakum altindaki numune kismi kati fazdan gaz fazina gegerken iyonlasma
kismia iletilir. Prob, iyonlastirma boliminiin yakininda bulunur ve bu boéylece
numunenin bozunmaksizin kiitle spektrumu alinabilir. Bu sistemde sizdirmazlik
sistemi sayesinde 6rnek girisi esnasinda hava kagagi en diisiik seviyede bulunur. Bu
sistemde uguculugu az olan steroidler, karbonhidratlar ve kii¢iik molekiillii polimerler
calisilabilmektedir. Kromatografik sistemden iletilen ve ayrilan numune bilesenleri
helyum ya da hidrojen gaziyla karisik oldugu igin yar1 gecirgen boruyla ayrilmasi
gerekir. Bu sistem ¢evre ve biyokimyasal analizlerde yaygin olarak kullanilmaktadir

(Skoog ve ark, 1998).

2.2.4.2 iyon Kaynag

Iyonlastirma béliimiinde, 6rnek giris kisminda gaz haline getirilmis molekiil ve
yapilar, iyonlastirilmaktadir. Her bir molekiiliin iyonlasabilmesi igin degisik enerji
degerleri gerekir. Numuneye ve yonteme bagl olarak iyonlasma islemi igin gaz fazi
(elektron ¢arpmasi, kimyasal iyonlastirma, alan iyonlastirma) ve desorpsiyon kaynakl
yontemler (elektrosprey iyonlagtirma, plazma desorpsiyonu, hizli atom bombardimant,
ikincil iyon kiitle spektrometri, termosprey iyonlastirma) gibi cesitli iyonlastirma
yontemleri kullanilir. Gaz fazi kaynaklarinda numune once buharlastirilir, sonra

iyonlastirma gergeklestirilir. Desorpsiyon yonteminde, cesitli sekillerdeki enerji, kati
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veya siviya verilerek, gaz iyonlarinin dogrudan olusumu saglanir. Desorpsiyon

kaynaklar1 105 Da gibi yiiksek molekiil kiitleye sahip 6rnekler de kullanilabilir.

2.2.4.2.1. Elektron Carpmasi Yontemi (EI)

En yaygin kullanilan iyonlastirma yontemlerinden biri olan elektron garpmasi
yonteminde; Ornek, buharlastirildiktan sonra elektrik alanindan gegirilerek
hizlandirilan 50-80 eV’luk bir enerjiye sahip elektron demeti ile bombardiman
edilmesiyle iyonlastirilir. Bu yontem gaz fazindaki molekiilleri, iyonlasma odasinda
bulunan tungsten veya renyum filamanindan yayilan elektron demeti ile bombardiman
edilmesiyle iyonlastirir. Elektronlarin ve molekiillerin yollar1 birbirine diktir ve
kaynagin merkezinde asagida gosterildigi gibi bir carpigma ve iyonlagma

gercekleserek M* ile gosterilen molekiiler iyonlar olusur.

Daha sonra elektronlar katottan anoda gerilim farkiyla hizlandirilirlar.
Iyonlasma odasindan ¢ikan iyonlar ise iyonlasma odasimn arkasinda bulunan itici
plakalara uygulanan gerilimle uzaklastirilarak hizlandirict kisma gelir ve molekiiler
iyonlar kiitle analizoriine dogru ilerler. Analit molekiilleri ile yiiksek enerjili
elektronlar arasindaki carpisma sonucunda elektronlar molekiilin uyarilmasini
saglayacak enerjiyi verirler. Uyarilan molekiiller durulmas1 daha fazla pargalanma
seklinde gerceklesir ve daha diisiik kiitleli iyonlar olusur. Elektron carpmasi
yontemindeki uygulamada olusan iyonlarin ¢ogu yiiksek enerjiye sahip oldugundan
carpigsma sonucunda molekiiller en zayif yerlerinden koparak kolaylikla pargalanir.
Elektronlarin enerjisini azalttik¢a parcalanma da azalir. Elektron ¢arpmasi yontemi,
ornegin gaz fazinda bulunmasi piroliz olasiligini arttirdigi igin dezavantajhidir. Ayrica
pek c¢ok organik molekiilin kolayca parcalanmasi nedeniyle molekiil kiitlesi ve

dolayisiyla molekiil formiilii duyarlilikla bulunmaz (Skoog ve ark, 1998).
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2.2.4.2.2. Kimyasal iyonlastirma (Cl)

Daha diisiik enerjili islem sayesinde daha az pargalanma goézlemlenir ve daha
basit bir spektrum elde edilir. Kimyasal iyonlastirmada, iyon kaynaginda reaktif gaz
iyonlar: ile molekiiliin gaz haline gelmis atomlarinin ¢arpismas: sonucunda iyonlar
olusur. Reaktif gazi olarak genellikle metan, etan, amonyak ve izobiitan kullanilir.
Once reaktif gaz, elektron carpmasi yontemi ile iyonlastirilir, ardindan bu reaktif gaz
iyonlar ile analit molekiilleri (A, BH) olas1 tepkime olustururlar ve bu molekiiler

iyonlara karsilik gelen m/z degerlerinde spektrumda pik gézlenir.

Analit molekiilii ile CHs" veya C,Hs" arasindaki garpismalar sonucunda proton
aktarimi reaksiyonu gergeklestiginde (M*') iyonu, hidriir aktarimi reaksiyonu

gerceklestiginde ise (M) iyonu olusur.

2.2.4.2.3. Elektrosprey iyonlastirma Yéntemi (ESI)

Oda sicakhiginda ve atmosfer basincinda gergeklestirilen elektrosprey
iyonlagtirma yonteminde numune; polar, ugucu ve matriks gérevi olan bir ¢oziiciide
¢oziiliir ve dar, paslanmaz celikten yapilmis kapilerden yaklasik 1 pL.dak™? akis
hizinda pompalanir. Bu arada kapiler ucuna 3-4 kV’luk yiiksek voltaj uygulanir.
Kapilerin disinda sislestirici (nebulizer) gazin (genellikle azot) gegmesi ile ve ardindan
kuvvetli elektrik alaninin etkisiyle ¢ok kii¢iikk ve biiyiik oranda elektrik yiikli
damlaciklar (aerosoller) olusur. Yiiklii damlaciklarin biiyiikliigii ¢6ziicti buharlasmasi
ile azalir ve elektrik yiikleri analit molekiillerine tutunur. Kiigiilen damlaciklarda yiik
yogunluklar: artar ve iyonlar gaz fazina desorbe olur. iyonlasma mekanizmasinda alan
buharlasma ve kulomb patlamas: etkin olan elektrosprey iyonlastirma ydnteminde
cogunlukla yiiklii protonlanmig ve proton uzaklasmis molekiiler iyonlar olusur. 105
Da gibi biiyiik kiitle araliginda ¢alisiimasini saglayan ve yumusak iyon kaynaklarindan
olan bu yontemde nispeten daha az parcalanma olusur. Ayrica elektrosprey tipi
iyonlastirma, sivi kromatografi ve kapiler elektroforez gibi ayirma tekniklerine
baglanabilmektedir (Skoog ve ark. 1998).
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2.2.4.2.4. ikincil Tyonlasma Yéntemi (SIMS)

ikincil iyonlasma yonteminde; He, Ne veya Ar gibi hizlandirilmis birincil
iyonlar kat1 yiizeye carptirilir ve yiizeye aktarilan kinetik enerji ile yiizeyden iyonlar
uzaklastirilir. Olusan iyonlara ikincil iyonlar adi verilir. Ikincil iyonlarin él¢iimiiyle

yiizeyin elementel, izotopik ya da molekiiler bilesimi tespit eidlebilir.

2.2.4.3. Kiitle Analizorii

Iyonlastirma kaynaklarindan iyonlasarak ¢ikan iyon demeti, kiitle analizoriine
gelir ve m/z oranlarma gore ayrilirlar. Kiitle analizorleri optik spektrometrideki
monokromatorlere benzemektedir. Ancak, bunlarin goérevleri birbirinden farklhidir.
Monokromatorler, 1sinlari dalga boylarina ayirirken, analizorler; iyonlart m/z

oranlarina gore demetlere ayirir ve dedektore gonderir.

2.2.4.3.1. Kuadrupol Ayirici (dort kutuplu ayirici)

Bu tip analizorlerde, iyon demeti yoluna paralel yerlestirilen ve 0.1-0.3 m
uzunlugunda dort adet silindir seklinde gubuktan olusan bir sistem kullanilir. Cubuklar
karsilikli olarak birbirine baglanmistir. Cubuklara hem dogru hem de radyofrekans (rf)
gerilimi uygulanir. Yalnizca belirli m/z oranina sahip iyonlar sabit dogru akimda veya
rf geriliminde ¢ubuklarin arasindan gecerek detektore ulasir. GK-KS ve YPSK-KS
gibi birlestirilmis sistemlerde bu tip ayirici kullanilabilir. Kuadrupol ayirici, ayirim
giiciiniin ¢ok yiiksek olmasi1 gerekmedigi analizlerde ve m/z oran1 1000 arahigindaki
maddeler i¢in manyetik ayiricinin énemli bir rakibidir. Kuadrupol ayiricilarin ayrim

giicii yiiksektir, kisa zamanda tarama gergeklestirilir, ucuz ve kullanimi kolaydir.
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2.2.5. Kiitle Spektrometri Uygulamalari ve Birlestirilmis Sistemler

Kiitle spektrometrisi kullanimi1 bir¢ok alanda yaygindir gesitli bilesik kiitle
spektrometreleri kullaniimaktadir. Ancak tek basina kullanildiginda, kullanim zorlugu
ve karmasik sonuglar elde edilmesi nedeniyle son yillarda 6zellikle bir gaz, sivi, veya
kapiler kromatografik ayirma iinitesi ardina konuslanmis kiitle spektrometreleriyle

hibrit sistemler gelistirilmistir.

2.2.5.1. Sivi Kromatografisi/Kiitle Spektrometresi (SK/KS) Sistemi

Yiiksek performansli sivi kromatografisi benzer polarliktaki organik bilesiklerin
ayrilmasi igin kullanilan ¢ok iyi bir yontemdir. Sivi haldeki veya ugucu olmayan
karigimlar once sivi kromatografi sistemi ile bilesenlerine ayrildiktan sonra KS ile
ayrilan bilesenler belirlenir ve analitin miktar tayini gergeklestirilebilir. Bu birlesik
sistemde hareketli fazin akis hiz1 fazla oldugu igin sivi kromatografi sistemi ile KS
arasinda bulunan ara yiizeyde hareketli fazin uzaklastirilmasi gerceklestirilir. Hareketli
faz, 1sitilan bir bant kismina dogru piiskiirtillerek vakumla uzaklastirilabilecegi gibi
elektrosprey ve termosprey yontemlerinin kullanilmasiyla da uzaklastirilabilir.
Elektrosprey ya da termosprey tekniginin kullanildigi SK/KS sistemlerinde ¢ozeltide
iyonlar olustugu icin ayr1 iyonlastirictya gerek yoktur. Hareketli fazin banda
puskiirtiildiigli sistemde iyonlagsma i¢in iyonlar elektron iyonlastirma ya da kimyasal
iyonlagtirma iyon kaynagina girerler. Mikrokolon sivi kromatografi sistemindeki gibi
diisiik ¢oziicii akis hizlarimin (dakikada birka¢ mikrolitre akis hizi) kullanildig:
sistemlerde kimyasal ve elektrosprey iyonlasmanin kullanilmasi ile dogrudan baglanti

saglanabilir.
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2.2.5.2. Tandem Kiitle Spektrometresi (KS/KS) Sistemi

Bu sistem, ardi ardina iki kiitle spektrometresinin bulundugu sistem olarak
tasarlanmistir. iki kiitle spektrometresinin bir arada bulundugu bu birlesik sisteme
tandem kiitle spektrometri ad1 verilir ve kisaca KS/KS olarak gosterilir. Bu birlesik
sistemdeki ilk KS sisteminde GK/KS ve SK/KS sistemlerinin kromatografi
diizenegindeki gibi ayirim gergeklesir. GK/KS ve SK/KS sistemindeki kromatografik
ayirmayla spektrometreye molekiiller gonderilirken, KS/KS sistemindeki ilk
spektrometreyle molekiiler iyonlar ayrilarak ikinci KS sistemine gonderilir. Bir
tandem cihazinda, ilk spektrometrede genellikle kimyasal iyonlastirma gibi yumusak
iyonlastirma kaynagi kullanilir ve ilk spektrometreden ¢ikan iyonlar biiyiik oranda
molekiiler iyonlar ve protonlanmis molekiil iyonlardir. Olusan iyonlar ikinci
spektrometrenin iyonlasma kaynagina aktarilir. ikinci iyon kaynag: olarak genellikle
icinden helyum pompalanan alansiz bir c¢arpisma haznesi kullanilir. Birinci
iyonlastirma kaynagindan gelen hizli iyonlarla helyum atomlarinin c¢arpismasi
sonucunda kiigiik iyonik parcalar olusur. Bu kiigiik iyonlarin spektrumu ikinci
spektrometreyle ortaya ¢ikarilir. Tandem kiitle spektrometrenin bir diger tiirii ise
secilmis ana iyon KS/KS sistemidir. Bu sistemde ikinci KS daha kiigiik olan
iyonlardan birinin kiitlesine ayarlanir ve bilesik birinci KS sisteminden taranir.
Tandem kiitle spektrometrelerinde manyetik, elektrostatik ve kuadrupol tipi
ayiricilarin - kombinasyonlari  kullanilmakla birlikte en yaygin kullanilant gl

kuadrupol tipi ayiricilardir.

KS/KS sistemi GK/KS ve SK/KS sistemleri avantajlarin yaninda, bu sistemlere
gore daha hizli olan (birka¢ milisaniye) analiz sistemidir. Bu sistemde ayrica
kromatografi sistemlerinde oldugu gibi hareketli fazin uzaklastiriilmas: gerekmez.
Dolayisiyla; bu yiizden olabilecek bozucu etkiler gézlenmez. Tandem sistemler daha
az kimyasal giiriilti gosterdiginden diger kromatografik sistemlere gore daha
duyarlidir. Ancak bununla birlikte GK/KS ve SK/KS sistemlerine gore daha
pahalidirlar (Skoog ve ark., 1998).
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2.2.6. Kromatografide Temel Parametreler ve Sistem Uygunluk Testleri (SUT)

YPSK sisteminin analiz sonug¢larinda gozle izlenebilen ilk parametreler;
alikonma zamani, pik alani, pikin sekli gibi parametrelerdir. Bir kromatogramda ilk
izlenen parametre pik seklidir. ideal pik sekli keskin, iki tarafinin esit ve dar olanidir
(Sekil 2.9). Numunenin kolona enjekte edilmesinden sonra, dedektdore gelen cevap
sinyali bir pik olarak goriiliir. Bu sinyalin ¢ikis zamani ayn1 zamanda alikonma zamani
(tg) olarak da adlandirilir ve nitel analizlerin belirleyici faktoriidiir. Numune iginde
bulunan her bir analitin farkli alikonma zamanlar1 vardir. Hareketli fazdan
kaynaklanan piklerin ¢iktigi zaman ise Olii zaman veya Oli hacim (tp) olarak
adlandirilir (Fanali ve ark., 2013 ve Kromidas, 2005). Ters faz sivi kromatografik
yontemlerde 6lii zamani belirlemek igin urasil, potasyum bromiir gibi polarligi ¢ok

yiiksek olan bilesikler kullanilmaktadir.

Sistem uygunluk testleri kromatografik ve diger ayirma yontemlerinde,
yontemin yeterli dogruluk ve kesinlikte oldugunu belirlemek igin yapilmaktadir ve bu
testlerin gerceklestirilmesiyle kromatografik bir sistemin analize ne Ol¢iide uygun
oldugu kanitlanmis olur. Bu testler Uluslararas1 Uyum Konseyi (The International
Council for Harmonisation (ICH)) Amerikan Gida ve Ilac Birligi (FDA) ve Amerikan
Farmakopesi (USP) ve diger farmakopeler tarafindan yapilmasi 6nerilen testlerdir.
Sistemdeki akis hizi, pH, okuma yapilacak dalga boyu, hareketli faz bilesiminden
kaynakli en ufak bir degisiklik i¢in, sistem uygunluk testlerinin yeni sistem i¢in tekrar
gbzden gegirilmesi gerekmektedir (Glimiistas, 2016; Chan ve ark., 2004; Grdinic ve
Vukovic, 2004; Hajicostas, 2003; Hibbert, 2007; Huber, 2007; ICH-Q2A, 2005; ICH-
Q2B, 2005; Kromidas, 2005; Prichard ve Barvick, 2007; Swartz ve Krull, 1997;
Torbeck, 2007; US FDA, 1983; US FDA, 2000; USP 37, 2014 ve Werner ve ark.,
2006, European Pharmacopoeia, 2014).
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Sekil 2.9. YPSK cihazindan alinmig 6rnek bir kromatogram (Giimiistas., 2009)

Bir kromatogramin yorumlanmasi ve SUT parametrelerinin (Cizelge 2.8.) limit
degerlerinin ig¢inde olup olmadiginin belirlenmesinde temel olarak alikonma zamani
ve pik genisligi esas alinir. Cizelge 2.8’de Amerikan Farmakopesi tarafindan
tanimlanan SUT parametreleri, bu parametrelerin nasil hesaplanacagr ve limit

degerleri gosterilmistir.
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Cizelge 2.8. SUT paremetreleri

SUT .. — .
Parametresi Sembolii Formiilii Limit Aciklama
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k t t |
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Edilebilirligi X

Cizelge 2.8’e bakildiginda, k degeri biiyiik ise, bilesen sabit fazda iyi
tutulmaktadir ve kolon boyunca yavas ilerlemektedir. k degeri ¢ok kiigiik ise, analit
¢Oziicii pikinden ayrilamamaktadir, ¢ok biiyilk olmasi ise analiz siliresinin uzun
oldugunu gostermektedir. Se¢icilik (a), sabit faz ve hareketli fazin 6zelliklerine gore

degisiklik gostermektedir ve daima 1’den biiyiik olmalidir.

SUT’un en 6nemli parametresi teorik tabaka sayisidir. Ciinkii bu deger analiz
sonucunun verimi ile direkt ilgilidir. N’nin sayisal degeri, analizi yapilan maddenin

cinsine, akis hizi, sicaklik, pH ve kolonun émrii gibi deneysel kosullara baglidir.

Kromatografik islemlerde kolon ve ¢oOziicliniin ortak etkisi ayirma giicii
(rezoliisyon) olarak ifade edilir. Ayirma giiciiniin hesaplanmasinda, kapasite faktorti,
etkin tabaka sayis1 ve se¢icilikden yararlanilmaktadir. Pes pese gelen iki pik i¢in Rs

degeri 1,5 ve iistlinde iken ayirim tam olarak ger¢eklesmis demektir.
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Kuyruklanma faktorii ve pik asimetrisi parametreleri incelenen analit pikinin
egriligini, sag veya sol tarafa dayali olup olmadigin1 ve keskinligini belirleyebilmek
i¢cin kullanilan parametrelerdir. Uzun siire kullanilmis kolonlarda kuyruklanma daha
sik goriilmekte ve dogru sonuglar vermemektedir. Pik asimetrisi, pik taban
yiksekliginin % 10’u, kuyruklanma faktori ise % 5’i civarindan Olgiilerek

hesaplanmaktadir.

Bir kromatografik yontemde analizi yapilan madde pikinin alanimnin ve pik
yiiksekliginin, belirlenen kosullardaki tekrar edilebilirligi yontemin kesinliginin
ifadesidir. Bu parametre analizi yapilan maddenin en az 5-6 defa sisteme pes pese
enjeksiyonunun verilmesinden sonra elde edilen pik alanlar1 ve pik yiiksekliklerinin

bagil standart sapmasi (% BSS) olarak hesaplanir.

2.2.6.1. Kromatografik Analizlerde Yontem Gegerlik Testleri

Arastirma gelistirme faaliyetlerinin yiiriitiildiigii ve kalite kontrol islemlerinin
uygulandig1 her alanda, kullanilan tiim analiz, yontem ve uygulamalarin, dogru,
tekrarlanabilir ve belirlenen parametreler icerisinde Olciilebilir olmasi etkinlik ve
giivenilirlik agisinda son derece onemlidir. Yontem gegerliligi (validasyon) ise bu
Ozelliklerin uluslararas1 standartlarda oldugunu gostermektedir (Glimiistas, 2016;
Crowter, 2001; Ermer, 2005; Haider, 2002; Hartmann ve ark., 1998; ICH-Q2A, 2005;
ICH-Q2B, 2005; Kromidas, 2005; Lee, 2004; US FDA, 1983; US FDA, 2000 ve USP
37, 2014).

[lag etken maddelerin, saf hallerinin, farmasétik dozaj formlarindan ve biyolojik
numunelerden analizlerinde kullanilan yontemler analitik yontemler olarak
tanimlanmaktadir. Bu yontemler kullanilirken ilaglar saf halde veya cesitli safsizliklar
ile birlikte bulunabilirler. Bu yontemlerin kullanilabilir olmasi i¢in iyi karakterize
edilmesi ve giivenilir sonuglarin elde edilebildigi tamamen gecerli olan analitik

yontemlerin gelistirilmesi sarttir.
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Asagidaki ¢izelgede farkli klavuzlara gore yapilmasi gereken validasyon

parametreleri verilmistir.

Cizelge 2.9. Validasyon paremetreleri

Gerekli VValidasyon Parametresi ICH USP
Secicilik 4 4
Dogrusallik v v
Aralik v v
TS v Sadece sinir testlerinde
TAS , Sadece kantitatif
caligmalarda
Tekrarlanabilirlik v v
Giin i¢in tekrar 4 ]
Kesinik edilebilirlik
Giinler arasi tekrar . )
edilebilirlik
Dogruluk v v
Saglamlik Tavsiye edilir v
Tutarlilik Tavsiye edilir v
Cozelti Stabilitesi v Tavsiye edilir
Duyarhilik Tavsiye edilir v

2.2.6.2. Validasyonun Genel Islemleri

Validasyon, herhangi bir analitik yontemin giivenilirligini ortaya koymak i¢in
de kullanilmaktadir. Ayrica bir laboratuvarin analitik verilerinin ne kadar giivenilir
oldugunu anlamak ig¢in o laboratuvarda kullanilan yontemlerin validasyonlarida sarttir
(Ozkan, 2012). Validasyonun gegerliligi i¢in asagida belirtilen islemlerin ve
tanimlamalarin yapilmasi1 gereklidir (Haider, 2002; Hartmann ve ark., 1998;
Kromidas, 2005; USP 37, 2014; US FDA, 1983; US FDA, 2000; Ozkan, 2012 ve
Ozkan ve ark., 2015; Giimiistas, 2016).
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e Cihaz/Ekipman Kalite Kontrolii: Bu kontrole biitiin cihazlarin donanimsal
veyazilimsal kontrolleri yapilir,

e Rutin analizde kullanilacak bir analizin veya ydntem parametrelerinde
herhangi bir degisiklik yapilan metodun validasyonu,

e Ayirma yontemlerinin validasyonu igin gerekli olan ve g¢alisma sirasinda,
giinler arasinda ve numunelerin analizleri sirasinda uygulanan Sistem

Uygunluk Testleri (SUT) ve ilgili parametrelerinin saptanmasi.

ICH (International Council on Harmonization: Uluslararas1 uyum konseyi) ve
Farmakopeler tarafindan stabilite, islem analizleri, tanima, saflik, ila¢ etken
maddesinin etkinligini, salim testleri ve kabul testleri gibi basamaklar i¢in detayli
bilgiler verebilen yeni analitik yontemlere gerekli validasyon parametreleri ve bu
parametrelerin sahip olmasi gereken degerler Onerilmis ve kabul edilmistir.
Validasyon, tek basina bir yontemin uygulanmasi igin diisiiniilmemelidir. Bir analitik
yontem kullanimi siiresince her zaman ve her yerde gecerliligini korumalidir. Bir
analiz yontemi, etkinlik parametreleri ile karakterize edilir. Bu etkinlik degerleri ¢esitli
kilavuzlar ve farmakopelerde belirtilen degerleri saglamalidir (Chan ve ark., 2004;
Crowter, 2001; ICH-Q2A, 2005; ICH-Q2B, 2005; Lee, 2004; USP 37, 2014; Riley ve
Rosanske, 1996; Swartz ve Krull, 1997; Snyder ve ark., 1997; Ahuya ve ScypinskKi,
2001; Lunte ve Radzik, 1996; Adamovics, 1997; Braggio ve ark., 1996; Shabir, 2003;
Papadoyannis ve Samanidou, 2004; Ermer, 2001; Mc Dowell, 1999; Ermer ve Miller,
2005; De Bievre ve Gunzler, 2005 ve Vessman, 1996; Glimiistas, 2016).
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2.2.6.2.1. Segicilik

Segicilik, analizi yapilan numunede var olan ve analizi yapilan maddeyle girigim
yapabilecek ilgili bilesenlerin (safsizlik, bozunma iiriinleri veya ortamdan gelebilecek)
yaninda analiz edilmek istenilen maddenin 6lgiilebilmesidir. Secicilik, kromatografik
sistemlerin validasyonunun en dnemli parametresidir. Ciinkii segiciligin olmadig bir
yontemde bagka hicbir parametrenin 6neminden bahsedilemez. Segiciligin yeterli
diizeyde olmamasi durumunda, yontemin dogrusalligi, dogrulugu ve Kesinligi
hakkinda yanlig bilgiler elde edilir.

Seciciligin belirlenmesi i¢in birkag farkli yol vardir:

e BRiitiin bilinen veya girisim yapmasindan siiphe edilen maddeler (benzer
maddeler, dozaj formu igindeki yardimci maddeler gibi) ayni anda kolona
enjekte edilir ve gelistirilen yontemle analiz edilir ve ayirim giicii degerlerine
bakilir (Rs >2,0 olmalidir).

e Gelistirilen kromatografik yontemin sartlarinda ufak degisiklikler yapilir,
(¢Ozelti bilesimi, tampon ¢ozelti pH’si, sicaklik gibi) Bu degisikliklerin pik
performansina olan etkileri takip edilir.

e Kullanilan FDD dedektorii ile yazilim vasitasiyla pik safliklart kontrol edilir.
Mevcut sinyalin altinda bir sinyal daha olup olmadigindan emin olunabilir
(Barwick ve Ellison, 2005; Bliener, 2006; Branch, 2005; Casro ve ark., 2005;
Chan, 2004; Chan ve ark., 2004; Christian, 2004; Crowter, 2001; Ermer ve
Ploss, 2005; Gorég, 2007; Grdinic ve Vukovic, 2004; Gumustas ve Ozkan
2011; Haider, 2002; Hartman ve ark., 1998; Hibbert, 2007; ICH-Q2A, 2005;
ICH-Q2B, 2005; Konieczka, 2007; Lee, 2004; Majcen, 2003; Prichard ve
Barvick, 2007; Riley ve Rosanske, 1996; Shabir, 2003; Snyder ve ark., 1997;
Switaj-Zawadka ve ark., 2005; Thompson ve ark., 2002 ve Van Locco ve ark.,
2002; Glimiistas, 2016).
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2.2.6.2.2. Dogrusallik ve Arahk

Dogrusallik analit derigiminin bir fonksiyonudur ve sinyallerin grafiksel olarak
yorumlanmasi ile belirlenir. Egim (m), kesisim (n) ve korelasyon (R?) katsayisi

dogrusallig1 veren parametrelerdir.

Bu parametreler analit derisiminin dlgiilen sinyallere karsi regresyon analizleri
kullanilarak matematiksel olarak hesaplanir. Dogrusallik, korelasyon katsayisinin

0,999 ve iizerinde olmasi durumunda saglanmis demektir.

Dogrusallig1 belirlemek i¢in stok ¢ozeltiden en az 5 farkli derisim hazirlanir ve
analiz sonuglari ¢ozelti derisimlerine karsi grafige gecirilir. Grafige gecirilen noktalar
bulunan egilim c¢izgisi lizerine denk gelmeli veya ¢ok yakinindan geg¢melidir.
Boylelikle r veya R? degerleri de 1’e yaklasmis olur. Dogrusallik sonugclari
raporlanirken egim ve kesisim degerlerinin % BSS’leri veya standart hatalar1 da

hesaplanarak verilmelidir.

Aralik ise dogrulugu ve duyarhigi yeterli kabul edilen bir yontemin gegerli
oldugu alt ve iist sinirlar arasinda yer alan derisim aralig1 olarak adlandirilmaktadir.
Her nicel yontemde ¢alisma araligi mutlaka belirlenmelidir. Genellikle ¢alismalarda
en iyi performansi veren ¢alisma araligi hedeflenen seviyelerin % 50°si ile % 150’si
arasinFDDir (Ozkan, 2012; Gumustas ve Ozkan, 2011 ve Ozkan ve ark., 2015;
Glimiistas, 2016).
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2.2.6.2.3. Teshis Simir1 (TS, LOD) ve Tayin Alt Simir1 (TAS, LOQ)

Bir numune i¢inde analizi yapilacak bilesenin (analit) teshis edilebilen, ancak
kabul edilebilir bir belirsizlikle miktar tayini yapilamayan en diisiik derisimi TS olarak
ifade edilir. TAS ise dogru bir sekilde tayin edilebilen cevabi veren en kiigiik analit
derisimini ifade eder. Bu degerler birkag yolla bulunabilir veya hesaplanabilir. Bunlar,
gorsel degerlendirme, sinyal-giiriiltii oran1 ve cevabin standart sapmasi ve egim

kullanilarak hesaplanmas1 yontemleridir.

Gorsel yontem ile hazirlanabilecek en diisiik derisimdeki ¢ozelti hazirlanir ve
sisteme enjekte edilir bu islem bilesenin sinyalinin belirdigi fakat alan okumasinin

yapilamadig1 en diisiik seviyenin saptanmasina kadar devam eder.

Ikinci ydntem icin yapilan deneylerden elde edilen kromatogramlardaki
sinyal/giiriiltii oranlari kullanilir. Bunun i¢in analitin bilinen disiik derisimdeki
cozeltilerinden elde edilen cevaplar, sahit (kor) ¢ozelti cevaplari ile karsilastirilir.
Sinyalin giiriiltiiye oraninin 3 oldugu derisim TS ve 10 oldugu derisim TAS olarak
kabul edilir.

Esitlik 2.3. ve esitlik 2.4’de s standart sapmayi, m ise ilgili kalibrasyon
dogrusunun egimini ifade etmektedir. Bu esitlikler ayn1 zamanda egri fonksiyonuna
bagli olarak TS, TAS ve duyarlilik arasindaki iligkiyi de gostermektedir (Gumustas ve
Ozkan, 2011 ve Ozkan, 2012; Gilimiistas, 2016).

TS = 2222 (Esitlik 2.3.)
10x s cq-
TAS = (Esitlik 2.4)
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2.2.6.2.4. Kesinlik

Analiz  igin  gelistirilen yontemin gergek ¢alisma  kosullarindaki

tekrarlanabilirliginin 6l¢isiidiir. Kesinlik sonuglar1 % BSS olarak verilmelidir.

Kesinlik {i¢ asamada incelenir:

e Enjeksiyonlar aras1 tekrarlanabilirlik (tekrar edilebilirlik),
e Orta kesinlik,
e Tekrar elde edilebilirlik

Tekrarlanabilirlik, kisa siirelerde ayn1 numune veya ¢ozeltiler kullanilarak ayni
sartlar altinda elde edilen kesinlik parametresidir. Ayrica enjeksiyonun
tekrarlanabilirligi olarak da adlandirilir. Elde edilecek % BSS degeri < 1,0 olmalidur.
Bu deger eser element analizlerinde, biyolojik numunelerde ve safsizlik tayinlerinde

% 5’e kadar kabul edilebilir seviyededir.

Orta kesinlik, laboratuvar igi deneysel farkliliklar1 belirtmektedir. Calismalar
arasi, deneyler aras1 veya giin i¢i kesinlik olarak da tanimlanabilir. Analit ¢ozeltisi ayni
giinde ve/veya farkli analizciler tarafindan hazirlanir. Hazirlanan ¢ozeltilerin her
birinden en az 3’er defa 6l¢iim yapilir. Orta kesinlik sonuglart %BSS kullanilarak ifade
edilir ve % BSS < 2 olmalidir. Eger biyolojik numunelerle ¢alisiliyorsa bu kesinlik
derecesini veren % BSS degerleri % 10-15’e kadar ¢ikabilmektedir.

Tekrar elde edilebilirlik, yontemlerin farkli sartlarda, farkli gilinlerde, farkl
laboratuvarlardaki kullaniminin kesinligini belirtir. Tekrar elde edilebilirlik kriteri %

BSS <2 olmalidir. Ancak safsizlik veya eser madde analizlerinde bu oran % 10-15"e

kadar kabul edilebilir seviyededir (Giimiistas, 2016).
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2.2.6.2.5. Dogruluk (Geri Kazanim)

Dogruluk, validasyon calismalarinin en zor ve en 6nemli parcasidir. Analiz
sonucu elde edilen degerin gergek (referans) degere ne kadar yakin oldugunun
Olciisiidiir. Dogruluk sonuglari ortalama % geri kazanim cinsinden ifade edilir. Ortama
ilave edilen saf maddenin, analiz yapilan ortamdan hangi oranda geri alinabildiginin
gostergesidir. Geri kazanim c¢alismalar1 en az 3 degisik derisimde yapilir; bunlar
genellikle hedef degerin % 25, % 50 ve % 100’iine esdeger olacak derisim degerleri
secilerek kullanilir. Segilen herbir derisim degeri i¢in en az 5 tekrarli analiz
yapilmalidir ve bunun sonucunda geri kazanim sonuglart % 100’iine kadar yakinsa

yontemin o kadar dogru oldugu diisiiniiliir.

Dogruluk bir takim yaklagimlarla saptanip, gosterilebilir. Bunlar:

e Kesin dogrusallik ve segicilik,

¢ Elde edilen sonuglarin, gecerli ve bagimsiz baska bir yontem ile
kiyaslanmasi,

e Analizi yapilacak ger¢ek numuneye uygulanmasi,

e llag numunesine veya matris ortamina etken maddeyi standart ekleme ile

ilave edip, geri kazaniminin bulunmasidir.

Kor matriks ortamina analizi yapilan maddenin ilavesi: Matriks etkisi olan
numunelerle ¢alisildigi zaman tercih edilir. Analitin bos ortama farkli derigimlerde
eklenmesiyle gerceklestirilir. Bu analizlere 6rnek olarak ilag etken madde analizleri
i¢in, etken madde icermeyen fakat yardimci maddelerin oldugu ortam kullanilabilir.
Genellikle % 50, 75, 100, 125 ve 150 oraninda madde ilavesi yapilir ve her derisim
degerinde en az 3’er dl¢iim yapilir. Bu islemlerin sonuglar1 % geri kazanim olarak
ifade edilir ve % BSS ve/veya % bagil hata (BH) (% Bias) ile beraber raporlanir.
Referans standart bir yontem kullanarak sonuglarin kiyaslanmasi: Gelistirilen analiz
yontemi ile 3 farkli derisimde, 3’er 6l¢iim alinir ve bu degerler % geri kazanim

degerlerine ¢evrildikten sonra tiimii bir araya getirilir. Her iki yonteme ait analiz
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sonuclart istatistiksel olarak kiyaslanir. Bu islem yapilirken Student t ve F testleri
kullanilir. t testi ile iki yontemle elde edilen sonuglarin ortalamalar1 arasindaki farklar,
F testi ile de standart sapmalar arasindaki farklar karsilastirmali olarak rapor edilir.
Bulunan degerler, teorik degerler ile Kkarsilastirilir, karsilastirma sonucunda
hesaplanarak elde edilen degerler ¢izelgede yer alan teorik degerlerden kiiciik veya bu
degere yakin ise gelistirilen yontemin en az referans olarak kabul edilen yontem kadar
hassas oldugu kanisina varilir. Sonuglarin ortalamalari, asagidaki esitliklerde goriilen
% bagil standart sapma (% BSS) ve/veya % bagil hata (BH) (% Bias) ile beraber

verilir.

Standart ekleme yontemi ile saf madde ilavesi: Bos bir matriks bulunmayan
durumlarda bu yontem siklikla tercih edilir. Analizi yapilacak maddenin bilinen ve
farkli miktarlar1 matriks icerisinde yer alan ve miktari bilinmeyen veya daha 6nce tayin
edilmis ayn1 maddenin {izerine ilave edilir. Asil numunedeki etken madde derisimi
deney verilerinden matematiksel olarak hesaplanir. Genellikle % 25, 50, 100 oraninda
madde ilave etmek iyi bir yaklasimdir. Genellikle, katki maddelerinin veyardimci
maddelerin bilinmedigi durumlarda kullanilir. Sonuglarin ortalamalari, % BSS

ve/veya % BH ile beraber raporlanir (Giimiistas, 2016).

% BSS = = x 100 (Esitlik 2.5.)
% BH = G’Z;X x 100 (Esitlik 2.6.)

2.2.6.2.6. Saglamlik

Gelistirilen bir kromatografik yontemin analiz parametrelerindeki ufak
degisimlerden etkilenmeden uygulanabilmesinin gostergesidir. Bu parametreler
organik ¢oziicii ylizdesi, pH, iyonik gii¢, dalga boyu, akis hiz1 ve sicaklik gibi
etkenlerdir (Glimiistas, 2016).
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2.2.6.2.7. Tutarhihik

Tutarlilik, kullanilan yontemin gergek pratik kosullar altinda tekrar
edilebilirliginin saptanmasidir ve tekrar edilebilirlik ve tekrar elde edilebilirlik gibi
degerlerle de yakindan alakalidir (Heyden ve Massart, 1996). Bunun i¢in ¢alisma, ayni
laboratuvarda  bulunan  farkli  analizciler, farkli  cihazlar  tarafindan
gerceklestirilmelidir. Bunun yaninda kullanilan reaktif ve ¢oziiciilerin markalarinin ve
tiretim serilerinin degistirilmesi gibi normal analiz kosullarinin degistirilmesi, ayni
marka ve modele sahip yeni bir kolon kullanarak tekrarlanmasi gereklidir. Ozellikle
yontemin farkli bir laboratuvarda gergeklestirildigi durumlarda bu parametre son
derece onemlidir ve elde edilen sonuglar % BSS degeri ile ifade edilir (Ozkan, 2012;
Glimiistas, 2016).

2.2.6.2.8. Stabilite

Bu parametre genellikle ¢alisilan analitlerin kararliligi ile alakalidir. Analitin
farkli kosullar altinda ne kadar siire kararli kalabildigini bize gosterir. Stabilite
calismalar1 sonucunda ydntemin seciciligi de tekrar denenmis olur. Ozellikle meydana
gelebilecek bozunma iriinlerinin etken madde yaninda tayin edilebildiginin bir

gostergesidir. 4 farkli sekilde stabilite galigsmalar1 yapilabilmektedir:

e Kisa sureli stabilite
e Uzun sureli stabilite
e Dondurma-¢6zme stabilitesi

e Hizlandirilmis bozundurma ¢alismalar1

Kisa siireli stabilite calismalarinda farkli derisim seviyelerinden alinan 6rnekler
oda sicakliginda ¢oziiliir ve 4-24 saat araliginda bu ortamda kalmasi saglanir. Bu islem

sonrasinda sonuglar taze hazirlanmis ¢ozelti ile karsilagtirilir.
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Uzun siireli stabilite ¢alismalarinda kullanilan etken maddenin ne kadar siire
kararli kaldig: 6lgiiliir. 3, 6 ve 12 aylik zaman dilimlerinde dlglimler alinir ve taze

¢Ozelti sonuglari ile karsilastirilir.

Dondurma-¢zme stabilitesi {ic dongii iizerinden gerceklestirilir. Ug farkli derisimdeki
cozeltiler istenilen sicaklikta 24 saat siire ile dondurulur. Daha sonra kendiliginden
¢oziilmesi icin beklenir ve bu islem 2 defa daha tekrarlandiktan sonra analiz yapilarak

sonuclar karsilastirilir.

Hizlandirilmis bozunma ¢alismalart kullanilarak etken maddenin hizli bir
bicimde bozulmas1 saglanir ve bu sayede safsizliklarin veya bozunma sonucu olusan

tiriinlerin analize etkisi incelenir (Giimiistag, 2016).
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% Gegirgenlik

3. BULGULAR

3.1. Saflik Kontrolii

3.1.1. IR Spektroskopisi

Olmesartan, valsartan, telmisartan, amlodipin ve hidroklorotiyazidin saflik
kontrollerini yapabilmek i¢in IR (kizil 6tesi) spektroskopisinden yararlanilmistir

(Sekil 3.1, Sekil 3.2, Sekil 3.3, Sekil 3.4 ve Sekil 3.5).
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Sekil 3.1. Olmesartanin IR spektrumu
Olmesartan igin karakteristik pikler 2995,87 cm™ C-H gerilimi (sp?), 2923,56 cm™* C-

H gerilimi (sp®), 1708 cm™ ve 1832 cm™ C-O gerilimi ve 3300-3100 cm™ N-H gerilimi
seklindedir.
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Sekil 3.2. Valsartanin IR spektrumu
Valsartan igin karakteristik pikler 3035,96 cm? O-H gerilimi, 2873,94 cm?® C-H

gerilimi, 1734,01 cm™? C-O gerilimi (asit), 1602,85 cm~ C-O gerilimi (amide) ve
1570,06 cm™ N-N biikiiliimii seklindedir.
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Sekil 3.3. Telmisartanin IR spektrumu

Telmisartan i¢in karakteristik pikler 2300-3500 cm™ genel ve 1680 cm™ C=0 gerilimi
seklindedir.
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Sekil 3.4. Amlodipin Besilatin IR spektrumu
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Amlodipin igin karakteristik pikler 1730-1715 cm™ C=0 gerilimi ve 1160-1120 cm™

S=0 gerilimi seklindedir.
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Sekil 3.5. Hidroklorotiyazidin IR spektrumu

1000

500

Hidroklorotiyazidin igin karakteristik pikler 3360,87-3265,11-3167,09 cm™ N-H
gerilimi, 1597,45 cm™ aromatik halkanin C=C gerilimi, 1317,08 cm™* C=N gerilimi
ve 1243,29 cm™ SO, gerilimi seklindedir.
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3.1.2. Dalga Boyu Taramasi

Olmesartan MeOH ile ¢oziildiikten sonra ¢oziicii olarak belirtilen pH 3,0 sulu
¢ozelti: asetonitril: MeOH (40:20:40, h\h\h) karigimiyla seyreltme yapilmistir (20
ug/mL). Bu ¢ozeltiye FDD ile dalga boyu taramasi yapilmis ve maksimum absorbans

yaptig1 dalga boyu saptanmistir (Sekil 3.6).
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Sekil 3.6. Olmesartanin 20 ug/mL derisiminde hazirlanan ¢6zeltisinin UV spektrumu
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Valsartan MeOH ile ¢oziildiikten sonra ¢oziicii olarak belirtilen pH 3,0 sulu
¢ozelti: asetonitril: MeOH (40:20:40, h\h\h) karigimiyla seyreltme yapilmistir (80
ug/mL). Bu ¢ozeltiye FDD ile dalga boyu taramasi yapilmis ve maksimum absorbans

yaptig1 dalga boyu saptanmustir (Sekil 3.7).
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Sekil 3.7. Valsartanin 80 pg/mL derisiminde hazirlanan ¢6zeltisinin UV spektrumu
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Telmisartan MeOH ile ¢oziildiikten sonra ¢oziicii olarak belirtilen pH 3,0 sulu
cozelti: asetonitril: MeOH (40:20:40, h\n\h) karisimiyla seyreltme yapilmistir (20
ug/mL). Bu ¢ozeltiye FDD ile dalga boyu taramasi yapilmis ve maksimum absorbans

yaptig1 dalga boyu saptanmistir (Sekil 3.8).

Hiim, <

Absorbans
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Dalga boyu (nm)

Sekil 3.8. Telmisartanin 20 pg/mL derisiminde hazirlanan ¢6zeltisinin UV spektrumu
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Amlodipin MeOH ile ¢6ziildiikten sonra ¢oziicli olarak belirtilen pH 3,0 sulu
¢ozelti: asetonitril: MeOH (40:20:40, h\h\h) karisimiyla seyreltme yapilmistir (5
ug/mL). Bu ¢ozeltiye FDD ile dalga boyu taramasi yapilmis ve maksimum absorbans

yaptig1 dalga boyu saptanmistir (Sekil 3.9).

Absorbans

T T T T T T T
220 240 260 280 300 320 340 360 380

Dalga boyu (nm)

Sekil 3.9. Amlodipinin 5 pg/mL derisiminde hazirlanan ¢ozeltisinin UV spektrumu
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Hidroklorotiyazid MeOH ile ¢oziildiikten sonra ¢oziicii olarak belirtilen pH 3,0
sulu ¢ozelti: asetonitril: MeOH (40:20:40, h\h\h) karisimiyla seyreltme yapilmistir
(12,5 pg/mL). Bu ¢ozeltiye FDD ile dalga boyu taramasi yapilmis ve maksimum

absorbans yaptig1 dalga boyu saptanmustir (Sekil 3.10).
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Dalga boyu (nm)

Sekil 3.10. Hidroklorotiyazidin 12,5 ug/mL derisiminde hazirlanan ¢o6zeltisinin UV
spektrumu

Tiim bu bulgular degerlendirilerek en uygun dalga boyuna karar verilmistir.
Olmesartan, valsartan, amlodipine, hidroklorotiyazid ve telmisartana ait spektrumlar
incelendiginde 220 nm dalga boyunda tekrarlanabilir absorbans verebildigi
gbzlemlenmistir. Tez kapsamindaki tiim standartlarin ayni analiz yontemi ile miktar

tayinin yapilabilmesi i¢in en uygun dalga boyu olan 220 nm seg¢ilmistir.
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3.2. Olmesartan, Valsartan, Telmisartan, Amlodipin ve Hidroklorotiyazid
Maddeleri i¢in Gelistirilen YPSK-FDD Yontemine Ait Analiz Bulgular:

3.2.1. YPSK-FDD Yonteminin Optimizasyonu

OLM, VAL, TEL, AML ve HCTZ maddelerinin es zamanl olarak YPSK-FDD
yontemiyle analizi i¢in en uygun kromatografik kosullarin belirlenmesine hareketli faz
bilesiminin denemeleriyle baslanmistir. Daha sonra hareketli fazin bileseni olan
tampon ¢dzeltinin molarite degisiminin analiz sonucuna etkisini inceleme ¢aligmalari
yapilmistir. Farkli sabit fazlar denenerek sabit fazin fonksiyonel grubunun ve partikiil

boyutlarinin etkisi incelenmistir.

3.2.1.1.Hareketli Fazdaki Organik Coziicii ve Sulu Cozeltinin Yiizdelerinin

Belirlenmesi

YPSK-FDD yo6nteminde, OLM, VAL, TEL, AML ve HCTZ maddelerinin SUT
parametrelerine bagli olarak iyi bir ayirim yapilabilmesi icin ACN, MEOH ve su
yiizdesi son derece onemlidir. En uygun ACN ve MEOH oraninin bulunabilmesi igin
hareketli fazin organik ¢6ziicii igerigi hacimce belli oranlarda degistirilmistir. Bu
caligmalar Symmetry Shield RP-18 (150 mm x 4,6 mm x 3,5 um) kolonda, 25 °C’de,
220 nm dalga boyunda, 1,0 mL dk? akis hiz1 ve 20 uL enjeksiyon hacmiyle
yapilmustir. Sulu ¢ozelti ise1000 mL suyun pH degeri 3,0’a ayarlanarak kullanilmistir.

Organik diizenleyici se¢imi i¢in hareketli faz organik diizenleyicisi olarak
MeOH ve asetonitrilin OLM, VAL, TEL, AML ve HCTZ maddelerinin analizine etkisi
incelenmistir. Hareketli fazin asetonitril ve MeOH miktarindaki degisimleri Sekil

3.11, Sekil 3.12, Sekil 3.13, Sekil 3.14 ve Sekil 3.15’de verilmistir.
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Dedektor Cevabi

Dedektor Cevabi
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Sekil 3.11. pH 3,0 ¢ozeltisi:MeOH:ACN (35:40:25, h\h\h) ile yapilan c¢aligmalara ait

kromatogram

pH 3,0 ¢ozeltisi:MeOH:ACN (35:40:25, h\h\h) hareketli faz1 kullanilarak

yapilan ¢alismalarda HCTZ ve TEL’e ait piklerde ayirim gézlemlenememistir.

mAU
1600
1400
1200
1000
800
600
400
200

OLM

HCTZ+TEL
—=2:349

— 4.338

]j: —

VAL

I
- |
(]
©
- |
|
|
2
mlr;‘
O || O
f@_ o N
| | [|©
(A1l
R B e

4 J13.929

s
o

|
20
Zaman (dk)

Sekil 3.12. pH 3,0 ¢ozeltisi:MeOH:ACN (35:20:45, h\h\h) ile yapilan ¢alismalara ait

kromatogram

pH 3,0 ¢ozeltisi:MeOH:ACN (35:20:45, h\nh\h) hareketli faz1 kullanilarak

yapilan ¢alismalarda HCTZ ve TEL’e ait piklerde ayirim gézlemlenememistir.
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Dedektor Cevabi

Dedektor Cevabi
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Sekil 3.13. pH 3,0 ¢6zeltisi:MeOH (50:50, h\h) ile yapilan ¢alismalara ait kromatogram

pH 3,0 c¢ozeltisi:MeOH (50:50, h\h) hareketli fazi kullanilarak yapilan

calismalarda VAL’a ait pikl gozlemlenememistir. Hareketli fazda ACN olmadig

durumlarda VAL pikinin alikonulma siiresi uzamaktadir.
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Sekil 3.14. pH 3,0 ¢ozeltisi:MeOH:ACN (50:25:25, h\h\h) ile yapilan c¢alismalara ait

kromatogram

pH 3,0 ¢ozeltisi:MeOH:ACN (50:25:25, h\n\h) hareketli fazi kullanilarak

yapilan c¢aligmalarda VAL’a ait pik 25. dakikada alikonmustur. Analiz zamani

diistiniilerek bu hareketli faz karisimi kullanilmamustir.
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Sekil 3.15. pH 3,0 ¢ozeltisi:MeOH:ACN (40:40:20, h\h\h) ile yapilan c¢alismalara ait
kromatogram

pH 3,0 ¢ozeltisi:MeOH:ACN (40:40:20, h\n\h) hareketli fazi kullanilarak
yapilan ¢aligmalarda tiim piklerde ayirim saglanmis ve analiz siiresi kisaltilmistir. Bu
yiizden tez ¢alisgmasinda pH 3,0 ¢ozeltisi:MeOH:ACN (40:40:20, h\h\h) hareketli faz
olarak kullanilacaktir.

3.2.1.2. Sabit Fazin Se¢imi

Hareketli faz bilesimi belirlendikten sonra kolon (sabit faz) sicakligi, akis hiz1
ve enjeksiyon hacimleri sabit tutularak C18 6zellikte kolon denemeleri yapilmistir. Bu
kolonlarin denemeleri sirasinda pik simetrilerinde artis gdzlemlenmistir. Piklerin
simetrisinin belirli smurlar igerisinde kalabilmesi i¢in pik simetri 6zelligi olan

Symmetry Shield RP-18 (150 mm x 4,6 mm x 3,5 um) tercih edilmistir.

3.2.1.3. Kolon Sicakhi@ginin Belirlenmesi

YPSK-FDD yonteminin ayirim mekanizmasinda sicakligin analiz sonuglarina
etkisini incelemek i¢in deneysel tiim parametreler sabit tutularak 30°C sicaklikta

analiz yapilmistir (Sekil 3.16). Hidroklorotiyazid etken maddesine ait pikin alikonma
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Dedektor Cevabi

zamanin diigmesi nedeniyle kapasite faktorii 1’in altina diismektedir. Bu yiizden

25°C’da calisilmasina karar verilmistir.

OLM

TEL

maAU 7

4376

1200
1000
800
600
400
200

HCTZ
2344

VAL

1.290

AML

- 1.003
12.203

10,408

Zaman (dk)

Sekil 3.16. pH 3,0 ¢ozeltisi:MeOH:ACN (40:40:20, h\n\n) ve 30 °C kolon sicakligi ile
yapilan ¢aligmalara ait kromatogram

3.2.1.4. Akis Hiz1 Optimizasyonu

Akis hiz1 belirlerken HCTZ pikinin alikonma zamani, ayirimlar ve kolon
basincindaki artis goz 6niinde bulundurulmustur. Akisin 1,5 mL dk* oldugu durumda,
HCTZ pikinin alikonma zamani azalmig olup sistem uygunluk testi parametreleri
acisindan uygunsuzdur. Akisin 2,0 mL dk oldugu durumda ise, kolon basincinda artis
olmus ve analiz yapilamanstir. Bu nedenle akis hiz1 1,0 mL dk* olarak optimize
edilmistir. Optimizasyon ¢alismalar1 sonucunda optimize edilen kosullar Cizelge 3.1’

de verilmistir.

Cizelge 3.1. Optimizasyon sonuglari

Parametre Optimize Edilen Kosullar
Kolon Symmetry Shield RP-18 (150 mm x 4,6 mm x 3,5 um)
Hareketli faz bilesimi pH 3,0 ¢ozeltisi:MeOH: ACN (40:40:20, h\h\h)
Sicaklik (°C) 25°C
Akis hizi (mL dk?) 1 mL dk?
Enjeksiyon hacmi (uL) 20 uL
Dalga boyu (nm) 220 nm
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Dedektor Cevabi

3.2.2. Sistem Uygunluk Testlerinin Sonuclari

Gelistirilen sivi kromatografi yontemi YPSK-FDD (Fotodiyot dizi dedektorii)
sistemine enjekte edilmistir. SUT parametreleri optimize edilen kosullarda

hesaplanmis ve Cizelge 3.2°de verilmistir (Sekil 3.17).

Cizelge 3.2. SUT parametrelerine ait sonuglar

Parametre HCTZ TEL OLM AML VAL
Alikonma zamani
1,660 2,420 4,053 9,866 11,728
(tr)
Kapasite faktorii (k) 1,1 2,0 41 11,3 13,7
Ayirim Giicii (Rs) - 6,11 9,88 24,81 5,29
Kolon etkinligi (N) 4695 4105 8202 18661 12870
Segicilik (o) - 1,88 2,01 2,79 1,21
Kuyruklanma
1,2 1,2 1,1 1,2 11
faktorii (T)
maLl
80
s 2
& ©
80 S §
= 3 B z
| 8 E = %
40 \ = [} s |
B = 3 g =
| £ % 8 s
20 g i ezc N
T 3
o]
2 4 (-] 8 10 12 14
Zaman (dk)

Sekil 3.17. SUT’a ait kromatogram
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3.2.3. Hizlandirilmis Bozundurma Calismalarina Ait Sonuclar

Yontem optimizasyonu galismalarindan sonra gelistirilen yontemin segiciligini
belirleyebilmek igin herbir etken maddeye ayri ayr1 hizlandirilmis bozundurma
calismalar1 yapilmistir. Bozundurma ¢alismalarinda OLM, VAL, TEL, AML ve
HCTZ etken maddeleri dogrusallik ¢aligmalarindaki konsantrasyonlara esit olacak
sekilde hazirlanmigtir. Daha sonra belirli kosullara tabi tutularak bozunmalari
saglanmistir. Bu kosullar etken madde ¢6zeltilerinin 5 saat stire ile 0,1 N HCI ile asit
hidrolizi, 0,1 N NaOH ile baz hidrolizi, % 0,3’ liik H2O; ile oksidasyon ve 90 °C’ de
sicak su banyosunda bekletilmesidir. Sonuglar bozundurulmamis etken madde
cozeltileri ile karsilastirilarak yiizde bozunma hesaplanmis ve pik safliklarina

bakilmustir.

Etken maddeler i¢in bozundurma g¢aligmalar1 incelendiginde AML, HCTZ ve
TEL i¢in herhangi bir bozunma gbézlemlenmemistir. VAL igin 5. Saat 0,1 N HCI asit
hidrolizi ile 15,12. dakikada bir bozunma safsizlig1 gozlemlenmistir (Sekil 3.18). OLM
icin ise 90 °C’ de sicak su banyosunda bekletilen standart ¢ozeltisinde bir bozunma
gozlemlenmemistir. Ancak asit, baz ve hidrojen peroksit ile yapilan ¢aligmalarda
bozunma safsizligi olusmustur. Bu safsizlik hidrojen peroksitte 2,4 dk civari
goriliirken, asit ve bazin ¢oziicii etkisi ile 2,1 dk civarinda gozlemlenmistir (Sekil 3.19,
Sekil 3.20 ve Sekil 3.21). Olmesartan ait alikonma zamaninda ¢oziiclilerin etkisi
nedeniyle degisiklik gozlemlenmis, baslangi¢ ¢cozeltisinde de ayni degisim goriildiigi
i¢in sonuglar yaklasik 2.9 dk civarindaki pik Olmesartan piki olarak degerlendirilip
hesaplanmigtir. Olusan tiim safsizliklar tablet formlarinda yer alan diger etken
maddeler ile ayn1 alikonma zamaninda goriilmedigi ve piklerin saflik dereceleri uygun
oldugu i¢in miktar tayini analizlerine herhangi bir etkisi olmadig1 gézlemlenmistir.
Hizlandirilmis bozundurma ¢alismalari sonucunda muhtemel bozunma safsizliklari ile

birlikte etken maddelerinin es zamanli olarak analizinin yapilabilecegi goriilmiistiir.
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Sekil 3.18. 80 ug mL! Valsartanin asit bozundurmasina ait kromatogram
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Sekil 3.19. 20 ug mL ! Olmesartanin asit bozundurmasina ait kromatogram
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Sekil 3.20. 20 ug mL ! Olmesartanin baz bozundurmasina ait kromatogram
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Sekil 3.21. 20 ug mL Olmesartanin hidrojen peroksit bozundurmasina ait kromatogram
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Cizelge 3.3. Hizlandirilmis Bozunmaya Ait Sonuglar

Asidik Bozunma Bazik Bozunma Oksidasyon Isil Bozunma
Baglangic 5.Saat %Bozunma Baslangic 5.Saat %Bozunma Baglangig 5.Saat %Bozunma Baglangig 5.Saat %Bozunma
HCTZ %98,2 %98,1 %0,1 %98,2 %96,4 %1,8 %101,1 %99,0 %2,1 %98,4 %99,5 -
TEL %102,5 %101,3 %1,2 %102,5 %101,9 %0,6 %98,8 %100,5 - %102,6 %101,6 %1,0
OLM %103,4 %28,2 %72,7 %103,4 %15,0 %85,5 %100,4 %77,8 %22,5 %99,2 %99,1 %0,1
AML %99,4 %98,6 %0,6 %99,4 %100,6 - %98,8 %97,5 %1,3 %101,3 %97,5 %3,8
VAL %98,5 %98,7 - %98,5 %97,6 %0,9 %98,5 %97,0 %1,5 %98,4 %99,9 -
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3.2.4. Kalibrasyon Egrisi (Dogrusallik) ve Duyarhhk

Tez c¢aligmasmin bu asamasinda her bir etken madde igin artan
konsantrayonlarda ¢o6zeltiler hazirlanip YPSK-FDD sistemine enjekte edilmistir.
Artan konsantrasyonlara kars1 alan orani1 degerleri ile kalibrasyon egrileri olusturulmus
ve yontem validasyonun dogrusallik parametresi gergeklestirilmistir. Kullanilan ikili
ve ligli karigimlara ait standart ¢ozeltilerinden ayri ayri kalibrasyonlar elde edilmistir:
Cizelge 3.3’de verilen degerler elde edilen kalibrasyon dogrularindan birer sonucu

icermektedir. Ayrica kalibrasyon dogrularina ait kromatogramlar Sekil 3.22, 3.23,

3.24, 3.25 ve 3.26’da verilmistir.

Cizelge 3.4. Kalibrasyon hesaplar1 sonucunda bulunan validasyon parametreleri

Validasyon
e e OLM VAL TEL AML HCTZ
Dogrusal aralik 1,0-40 4,0-160 1,0-40 0,25-100  0,63-25
(ug mL™)
Egim 0,6266 0,7578 1,4410 0,186 0,7709
Kesisim 0,0027 -0,0070 -0,0034 0,00037 0,0013
Klfre'asyon 0,9999 0,9999 0,9999 0,9999 0,9999
atsayisi
Egimin standart 0,002 0,001 0,001 0,0007 0,001
hatasi
Kesisimin
o 0,003 0,012 0,003 0,0004 0,002
Teshis s (ug 0,02 0,02 0,01 0,03 0,01
mL-l) 1 1 1 ’ ’
Tayin alt siirt 0,06 0,06 0,03 0,09 0,04
(pg mL™)
Giin igi tekrar
edilebilirlik % 0,23 0,20 0,38 0,92 0,15
BSS*
Giinler arasi
tekrar edilebilirlik 0,70 0,48 0,40 1,42 1,10
% BSS*

*5 tekrarl analiz sonuglaridir
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Sekil 3.22. 20 mg Olmesartan medoksomil + 5 mg Amlodipin Tablete Ait Kalibrasyon
Sonucu; Piklerin gelis sirastyla TEL (i¢ standart), OLM ve AML i¢in 10, 20 ve 5
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pg mL
mAU ] z
] e
] o
400 - &
1 3 s
] [= :
350 5 . g
300 5 e i
] © 2 |‘|
] g 3 \
250 : B \ |
i % . ‘ |
; = 8 |
200} |‘ @ ‘|
1 - ‘| [ |
150 < ‘| z '\
] 2 \‘ H z |
] m (] |
100 o | 9 |
1 = \‘ | E: o
3 ‘
of T TR
] I © | \
W g |\
04 Do A SN / N
-50 1 — -_—
2 4 5 8 10 12 14 min
7aman (dk)

Sekil 3.23. 160 mg Valsartan + 25 mg Hidroklorotiyazid + 10 mg Amlodipin Tablete Ait
Kalibrasyon Sonucu; Piklerin gelis sirastyla HCTZ, TEL (i¢ standart), AML ve
VAL i¢gin 12,5, 10, 5 ve 80 ug mL™*
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Sekil 3.24. 20 mg Olmesartan medoksomil + 12,5 mg Hidroklorotiyazid + 5 mg
Amlodipin Tablete Ait Kalibrasyon Sonucu; Piklerin gelis sirasiyla HCTZ, TEL (i¢
standart), OLM ve AML igin 12,5; 10, 20 ve 5 ug mL!
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Sekil 3.25. 160 mg Valsartan + 10 mg Amlodipin Tablete Ait Kalibrasyon Sonucu;
Piklerin gelis sirastyla TEL (ig standart), AML ve VAL igin 10, 5 ve 80 pg mL™*
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Sekil 3.26. 40 mg Telmisartan + 10 mg Amlodipin Tablete Ait Kalibrasyon Sonucu;
Piklerin gelis sirastyla TEL, OLM (i¢ standart) ve AML igin 20, 10 ve 5 pg mL™*

3.2.5. Tablet Calismalarina Ait Sonuglar

OLM, VAL, TEL, AML ve HCTZ etken maddelerinin miktar tayini i¢in
gelistirilen YPSK-FDD yontemi ikili ve ti¢lii karisim olan piyasa preparatlarina

uygunlanmustir.

OLM, VAL, TEL, AML ve HCTZ igeren tabletlerden miktar tayini yapabilmek
amaci ile B6liim 2.1.5.2°de anlatildig1 sekilde tablet ¢ozletileri hazirlanmis ve analizi
yapilmistir. Bu analizlerden okunan pik alan degerleri ilgili kalibrasyon denkleminde
yerine konularak tabletlerin icerdigi OLM, VAL, TEL, AML ve HCTZ miktarlar
hesaplanmistir. Gelistirilen yontemle yapilan analiz sonuglar1 Cizelge 3.5, 3.6, 3.7, 3.8

ve 3.9’da verilmistir.
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Cizelge 3.5. 20 mg Olmesartan medoksomil + 5 mg Amlodipin (Sevikar®) Tablete Ait

Numune Calismalarinin Sonuglari

OLM AML
Etiket miktar: 20 5
(mg)
Numune 1 20,03 5,14
Numune 2 20,08 511
Numune 3 20,05 5,15
Numune 4 20,02 5,07
Numune 5 19,95 5,15
Bulunan ortalama miktar
(mg) 20,03 512
BSS (%)" 0,25 0,59
BH (%) -0,2 -2,4

*5 tekrarli analiz sonuglart.

Cizelge 3.6. 160 mg Valsartan + 25 mg Hidroklorotiyazid + 10 mg Amlodipin Tablete

(Exforge HCT®) Ait Numune Calismalarinin Sonuglari.

VAL AML HCTZ
Etiket miktar1

(o) 160 10 25
Numune 1 160,58 9,94 24,30
Numune 2 160,53 10,15 24,51
Numune 3 161,12 10,01 24,50
Numune 4 159,98 10,14 24,49
Numune 5 160,45 10,04 24,61
Bulunan ortalama 160,53 10,06 24,48

miktar (mg)

BSS (%)” 0,26 0,89 0,45

BH (%) -0,3 -0,6 2,1

*5 tekrarli analiz sonuglari.

Cizelge 3.7. 20 mg Olmesartan medoksomil + 12,5 mg Hidroklorotiyazid + 5 mg Amlodipin

(Sevikar HCT® ) Tablete Ait Numune Calismalarinin Sonuglari

OLM AML HCTZ
Etiket miktar1 20 5 125
(mg)
Numune 1 19,84 5,09 12,44
Numune 2 19,88 5,09 12,48
Numune 3 19,96 511 12,52
Numune 4 20,10 5,16 12,56
Numune 5 19,93 5,05 12,54
Bulunan ortalama miktar 19.94 5,10 1251
(mg)
BSS (%)" 0,50 0,78 0,40
BH (%) 0,3 -2,0 -0,2

*5 tekrarli analiz sonuglart.
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Cizelge 3.8. 160 mg Valsartan + 10 mg Amlodipin (Exforge®) Tablete Ait Numune
Calismalarinin Sonuglari

VAL AML
Etiket miktar 160 10
(mg)
Numune 1 159,85 10,08
Numune 2 159,15 10,13
Numune 3 160,78 10,05
Numune 4 159,85 10,11
Numune 5 160,02 9,95
Bulunan ortalama miktar 159,93 10.06
(mg)
BSS (%)" 0,36 0,7
BH (%) 0,04 -0,6

*5 tekrarli analiz sonuglari.

Cizelge 3.9. 40 mg Telmisartan + 10 mg Amlodipin (Twynsta®) Tablete Ait Geri kazanim
Calismalarmin Sonuglari

TEL AML
Etiket miktar: 40 10
(mg)
Numune 1 40,16 10,37
Numune 2 40,25 10,21
Numune 3 40,27 10,03
Numune 4 40,27 10,14
Numune 5 40,13 10,07
Bulunan ortalama miktar 40,22 10.16
(mg)
BSS (%)" 0,17 1,28
BH (%) -0,5 -1,6

*5 tekrarli analiz sonuglart.

3.2.6. Geri Kazamim Calismalarina Ait Sonuclar

OLM, VAL, TEL, AML ve HCTZ etken maddelerinin miktar tayini igin
gelistirilen YPSK-FDD yontemi ikili ve ii¢lii karisim olan piyasa preparatlarina
uygunlanmistir. Tablet katki maddelerinin yonteme bir etkisinin olup olmadigim

anlamak i¢in de geri kazanim ¢alismas1 gerceklestirilmistir.

OLM, VAL, TEL, AML ve HCTZ igeren tabletlerden miktar tayini yapabilmek

amaci ile Bolim 2.1.5.3’te anlatildig1 sekilde tablet c¢ozletileri hazirlanmis ve saf
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OLM, VAL, TEL, AML ve HCTZ etken maddelerini igeren ¢ozeltiler ile ayni anda

analizi yapilmigtir. Bu egrilerden okunan pik alan degerleri ilgili kalibrasyon

denkleminde yerine konularak tabletlerin i¢erdigi OLM, VAL, TEL, AML ve HCTZ

miktarlar1 hesaplanmistir. Gelistirilen yontemle yapilan analiz sonuglar1 Cizelge 3.10,

3.11, 3.12, 3.13 ve 3.14’te verilmistir. Ayrica geri kazanim caligsmalarina ait
kromatogramlar Sekil 3.27, 3.28, 3.29, 3.30 ve 3.31°de gdsterilmistir.

Cizelge 3.10. 20 mg Olmesartan medoksomil + 5 mg Amlodipin (Sevikar®) Tablete Ait Geri

Kazanim Calismalarinin Sonuglari

OLM AML
Etlkeé‘:n rg;ktarl 20 5
Bulunan miktar (mg) 20,03 5,12
BSS (%)” 0,25 0,59
‘ BH (%) -0,2 -2,4
Ilave edilen miktar (mg) 19,86 5,02
Bulunan miktar (mg) 19,58 5,02
Geri kazanim (%) 98,6 100,0
Geri kazanima ait BSS
(%) 0,73 1,10
Geri kazanima ait BH (%)” 14 0,0
*5 tekrarli analiz sonuglari.
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Sekil 3.27. 20 mg Olmesartan medoksomil + 5 mg Amlodipin (Sevikar®) Tablete Ait Geri

Kazanim Kromatogrami
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Cizelge 3.11. 160 mg Valsartan + 25 mg Hidroklorotiyazid + 10 mg Amlodipin Tablete
(Exforge HCT®) Aiit Geri kazanim Calismalarinin Sonuglari.

VAL AML HCTZ
Etiket miktar1 160 10 o5
(mg)
Bulunan miktar (mg) 160,53 10,06 24,48
BSS (%)" 0,26 0,89 0,45
BH (%) -0,3 -0,6 2,1
Ilave edilen miktar (mg) 160,90 10,10 25,10
Bulunan miktar (mg) 163,54 10,11 24,88
Geri kazanim (%) 101,6 100,1 99,1
Geri kazamnla ait BSS 0,13 1,04 0,59
(%)
Geri kazanima ait BH
(%) -1,6 -0,1 0,9
*5 tekrarli analiz sonuglart.
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Sekil 3.28. 160 mg Valsartan + 25 mg Hidroklorotiyazid +
(Exforge HCT®) Ait Geri Kazanim Kromatogrami

10 mg Amlodipin Tablete
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Cizelge 3.12. 20 mg Olmesartan medoksomil + 12,5 mg Hidroklorotiyazid + 5 mg Amlodipin
(Sevikar HCT® ) Tablete Ait Geri kazanim Calismalarinin Sonuglari

OLM AML HCTZ
Etlke(:tm rg;ktarl 20 5 125
Bulunan miktar (mg) 19,94 5,10 12,51
BSS (%)" 0,50 0,78 0,40
BH (%) 0,3 -2,0 -0,2
Ilave edilen miktar (mg) 20,30 10,10 12,64
Bulunan miktar (mg) 20,58 10,11 12,69
Geri kazanim (%) 101,4 100,1 100,4
Geri kazamn}ca ait BSS 0,84 1,24 1.26
(%)
Geri kazanima ait BH
(%) -1.4 -0,1 -0,4
*5 tekrarli analiz sonuglart.
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Sekil 3.29.

20 mg Olmesartan medoksomil + 12,5 mg Hidroklorotiyazid + 5 mg
Amlodipin (Sevikar HCT® ) Tablete Ait Geri Kazanim Kromatogrami
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Cizelge 3.13. 160 mg Valsartan + 10 mg Amlodipin (Exforge®) Tablete Ait Geri kazanim
Calismalarinin Sonuglari

VAL AML
Etiket miktar1 160 10
(mg)
Bulunan miktar (mg) 159,93 10,06
BSS (%)" 0,36 0,7
BH (%) 0,04 -0,6
Ilave edilen miktar (mg) 160,10 9,88
Bulunan miktar (mg) 158,61 9,79
Geri kazanim (%) 99,1 99,1
Geri kazanima ait BSS
(%) 0,36 0,9
Geri kazanima ait BH (%)" 0,9 0,9

*5 tekrarli analiz sonuglari.
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Sekil 3.30. 160 mg Valsartan + 10 mg Amlodipin (Exforge®) Tablete Ait Geri Kazanim
Kromatogrami
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Cizelge 3.14. 40 mg Telmisartan + 10 mg Amlodipin (Twynsta®) Tablete Ait Geri kazanim
Calismalarinin Sonuglari

TEL AML
Etiket miktar1 40 10
(mg)
Bulunan miktar (mg) 40,22 10,16
BSS (%)” 0,17 1,28
BH (%) -0,5 -1,6
Ilave edilen miktar (mg) 40,40 9,70
Bulunan miktar (mg) 41,37 9,68
Geri kazanim (%) 102,4 99,8
Geri kazanima ait BSS
(%) 0,37 0,79
Geri kazanima ait BH (%)" -2,4 0,2
*5 tekrarli analiz sonuglari.
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Sekil 3.31. 40 mg Telmisartan + 10 mg Amlodipin (Twynsta®) Tablete Ait Geri Kazanim
Kromatogrami
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3.3. Olmesartan, Valsartan, Telmisartan, Amlodipin ve Hidroklorotiyazid
Maddeleri i¢in Gelistirilen SK-K/KS Yontemine Ait Analiz Bulgulari

3.3.1. SK-K/KS Yonteminin Optimizasyonu

OLM, VAL, TEL, AML ve HCTZ maddelerinin es zamanli olarak SK-K/KS
yontemiyle analizi i¢in en uygun kromatografik kosullarin belirlenmesine hareketli faz
bilesiminin denemeleriyle baslanmistir. Daha sonra hareketli fazin bileseni olan
tampon ¢dzeltinin molarite degisiminin analiz sonucuna etkisini inceleme ¢aligmalari

yapilmistir.

3.3.1.1. SK-K/KS Cihaz Parametrelerinin Belirlenmesi

SK-K/KS cihaz parametrelerinin belirlenmesinde hareketli faz tamponu olarak
10 mM konsantrasyonda amonyum format reaktifi se¢ilmis ve igerisine formik asit
eklenmistir. Optimizasyon ¢alismasi sirasinda herbir ilag etken madde tek tek sisteme
verilerek uygun degerlerin bulunmasi saglanmustir. ilk adimda literatiir bilgileri
151g¢1nda iyonun pozitif ya da negatif iyon oldugu belirlenmistir. Bu asama i¢in tarama
metodu olarak tanimlanan metot segilerek hangi iyon tiiriinde daha fazla par¢alanma
oldugu gozlemlenmistir. Ikinci adimda molekiiler iyon pikinin en yiiksek iyon siddeti
verdigi voltaj se¢ilmistir. Uciincii adim ise iyonlarin parcalanmasidir. Bu kisimda ana
Iyon ve yan irlin iyonu segilmistir. Carpigsma enerjisi iyonu parg¢alamak i¢in harcanan
enerjidir ve en yiiksek parcalanmayi sagladigi deger segilmistir. Bulunan bu degerler
MRM metot olarak adlandirilan metot kismina yazilmistir. Optimizasyon ¢alismalari

sonucunda bulunan edilen MRM kosullar1 Cizelge 3.15° de verilmistir.
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Cizelge 3.15. Optimizasyon sonucunda bulunan SK-K/KS cihaz parametreleri

Parametre Optimize Edilen Kosullar
Kolon Poroshell 120 EC C-18 2.7 um 3.0x 5.0 mm (Agilent)
Hareketli faz bilesimi Hareketli Faz A: Hareketli Faz B (60:40, h\h)
Sicaklik (°C) 40°C
Akis hiz1 (mL dk™) Gradient
Enjeksiyon hacmi (uL) S5uL
Gaz sicakhigi (°C) 300°C
Gaz akis hizi (L dk?) 10 L dk*
Nebulizer basinci (psi) 45 psi
Yan
Etken Madde Ana iiriin | Dwell | Fragment | CE(V) Cell Polarite
Iyon . Acc
Iyonu

Olmesartan 559 429 150 130 15 7 Pozitif
Telmisartan 515.3 276.1 150 200 54 7 Pozitif
Valsartan 436.2 235.1 150 110 15 7 Pozitif
Amlodipin 409.2 238 150 110 5 7 Pozitif
Hidroklorotiyazid 296 205 150 165 20 7 Negatif

3.3.1.2.Hareketli Fazdaki Organik Coziicii ve Sulu Cozeltinin Yiizdelerinin

Belirlenmesi

SK-K/KS yonteminde, OLM, VAL, TEL, AML ve HCTZ maddelerinin iyi bir
iyonlagsma yapilabilmesi i¢in amonyum asetat, amonyum format ve formik asit gibi
ucucu 6zelligi olan reaktifler kullanmak son derece dnemlidir. Fosfat tamponlar1 gibi
tamponlar iyonlarla etkilesime girip kompleks olusturabilecegi icin FDD’de
kullanabilecegimiz tamponlar ile ¢alisma yapilamaz. Hareketli faz tamponu olarak 10
mM konsantrasyonda amonyum format reaktifi se¢ilmis ve igerisine 1,0 mL formik
asit eklenmistir (Hareketli Faz A). En uygun ACN (Hareketli Faz B) oraninin
bulunabilmesi i¢in hareketli fazin organik ¢6ziicli igerigi hacimce belli oranlarda

degistirilmistir. Bu ¢aligmalar Poroshell 120 EC C-18 (50 mm x 3,0 mm x 2,7 um)
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kolonda, 40 °C’de, 0,8 mL dk? akis hiz1 ve 5 uL enjeksiyon hacmiyle yapilmistir.
Tampon ¢ozelti ise1000 mL suyun igerisine 0,63 g amonyum format tartilip, lizerine
1,0 mL formik asit eklenerek hazirlanmistir (Hareketli Faz A). Her ne kadar piklerin
birbirinden ayrilmasina ihtiya¢ duyulmasada kromatografik kalite i¢in hareketli faz
oranlar1 degistirilerek ayirim saglanmaya ¢alisilmistir. Bunun i¢in asagida 6zetlenen

metotlar denenmistir.

Hareketli Faz A: Hareketli Faz B (80:20) oranlarinda karistirilarak hazirlanmis
hareketli faz ile yapilan metot denemesinde 20 dk boyunca higbir pik
gozlemlenmemistir. Bu analiz siiresi SK-K/KS miktar tayini metodu i¢in uzun bir siire

oldugundan metoda devam edilmemistir.

Hareketli Faz A: Hareketli Faz B ( 40:60) oranlarinda karistirilarak hazirlanmig
hareketli faz ile yapilan metot denemesinde Amlodipine ait standart piki 0,35 dk da
geldigi icin bu metot ile devam edilmemistir. Coziicliden tutunmadan gelecek olan
piklerin analiz sonuglarini etkilememesi i¢in molekiillerin gelis 0,35 dk kadar kisa
olmamasina dikkat edilmistir. Bu yiizden bu metot ile devam edilmemistir. Caligsmaya

ait kromatogramlar Sekil 3.32°de gosterilmistir.

x10 6 |*ESI TIC MRM Frag=110.0V CID@5.0 (** -> **) amlodipin1.d

1’ A
0.8
0.6
0.4 1

0.2

0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7 0.8 0.9
Zaman (dk)
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+ES|I MRM (0.351 min) Frag=110.0V CID@5.0 (409.2000 -> 238.0000) amlodipin1.d
238.0000

x10 6

0.8
0.6
0.4

0.2

228 230 232 234 236 238 240 242 244 2486 248

Kiitle/Yiik Miktari

Sekil 3.32. A: Hareketli Faz A: Hareketli Faz B (40:60, h\h) ile yapilan ¢alismalara ait
Amlodipin kromatogrami

B: Hareketli Faz A: Hareketli Faz B (40:60, h\h) ile yapilan ¢aligmalara ait MRM
spektrumu

Hareketli Faz A: Hareketli Faz B (50:50) oranlarinda karistirilarak hazirlanmig
hareketli faz ile yapilan metot denemesinde Amlodipine ait standart piki bu kez 0,43.
dk da geldigi icin bu metot ile devam edilmemistir. Calismaya ait kromatogramlar

Sekil 3.33’te gdsterilmistir.

+ESI TIC MRM Frag=110.0V CID@5.0 (** -> **) amlodipin2.d

1 A 1

x10 6

0.8
0.6
0.4
0.2

0.1 02 0.3 0.4 0.5 0.6 07 0.8 0.9 1 1.1
Zaman (dk)

+ESI MRM (0.431 min) Frag=110.0V CID@5.0 (409.2000 -= 238.0000) amlodipin2.d
238.9000

x10 6

0.8
0.6
0.4 1

0.2

228 230 232 234 236 238 240 242 244 246 248

Kiitle/Yiik Miktar1

Sekil 3.33. A: Hareketli Faz A: Hareketli Faz B (50:50, h\h) ile yapilan ¢alismalara ait
Amlodipin kromatogrami
B: Hareketli Faz A: Hareketli Faz B (50:50, h\h) ile yapilan ¢alismalara ait
Amlodipin MRM spektrumu
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Hareketli Faz A: Hareketli Faz B (60:40) oranlarinda karistirilarak hazirlanmig
hareketli faz ile yapilan yontem denemesinde Amlodipine ait standart piki bu kez 0,7.
dk da geldigi i¢in ve alikonma siiresi uygun bulundugu icin diger standartlarda bu
yontem ile analiz edilmistir. Buna gére Olmesartan 1,47. dk’da, Hidroklorotiyazid
0,35dk’da, Telmisartan 1,95. dk’da ve Valsartan 1,94. dk’da gelmistir. Telmisartan ve
Valsartan molekiilleri ayn1 dozaj formun igerisinde yer almayacagindan bir ayirim
saglamak gerekmemektedir. Teorik olarak da ayirimayirimayirimi saglamasak bile
molekiil agirliklart farkli oldugu i¢in SK-K/KS metodu ile analiz edilebilmektedir.
Burada Hidroklorotiyazid pikinin 0,35. dk’da gelmesi sebebiyle bir sonraki metot
gelistirme denemesinde boliim 3.3.1.4°te anlatilacagi gibi akis gradienti olusturulmus
ve molekiillerin alikonma siireleri bir miktar uzatilmistir. Caligmaya ait
kromatogramlar Sekil 3.34, Sekil 3.35, Sekil 3.36, Sekil 3.37 ve Sekil 3.38’de

gosterilmigtir.

+ESI TIC MRM Frag=110.0V CID@5.0 (** -> **) amlodipin3.d
11 1

x10 6

0.8
0.6
0.4

0.2

01 02 03 04 05 06 07 08 09 1 11 12 13 14 15 16
Zaman (dk)

<10 6 | *ESI MRM (0.728 min) Frag=110.0V CID@5.0 (409.2000 -> 238.0000) amlodipin3.d
1 238.0000

0.8
0.6
0.4

0.2

228 230 232 234 236 238 240 242 244 246 248

Kiitle/Yiik Miktar
Sekil 3.34. A: Hareketli Faz A: Hareketli Faz B (60:40, h\h) ile yapilan ¢alismalara ait
Amlodipin kromatogrami

B: Hareketli Faz A: Hareketli Faz B (60:40, h\h) ile yapilan ¢aligmalara ait
Amlodipin MRM spektrumu
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x10 4 -ESI TIC MRM Frag=165.0V CID@20.0 (** -> **) hctz2.d

1] 1 A
0.8
0.6
0.4
0.2

0.05 0.1 0.15 0.2 0.25 0.3 0.35 0.4 0.45 05 0.55 06 0.65 0.7 0.75 0.8 0.85

Zaman (dk)

-ES| MRM (0.364 min) Frag=165.0V CID@20.0 (296.0000 -> 205.0000) hctz2.d

x10 4
205.9000 B

0.8
0.6
0.4
0.2

196 197 198 199 200 201 202 203 204 205 206 207 208 209 210 211 212 213 214
Kiitle/Ytiik Miktar1

Sekil 3.35. A: Hareketli Faz A: Hareketli Faz B (60:40, h\h) ile yapilan ¢alismalara ait
Hidroklorotiyazid kromatogrami

A: Hareketli Faz A: Hareketli Faz B (60:40, h\h) ile yapilan ¢aligmalara ait
Hidroklorotiyazid MRM spektrumu

+ESI TIC MRM Frag=130.0Vv CID@15.0 (** -> **) olmesartan2.d

1 A 1

Dedektor Cevabi

01 02 03 04 0506 0.7 0809 1 1112 13 14 15 16 1.7 1.8 1.9 2 2.1 2.2
Zaman (dk)

+ESI MRM (1.466 min) Frag=130.0V CID@15.0 (559.0000 -> 429.0000) olmesartan2.d
429.9000

x10 5

410 412 414 416 418 420 422 424 426 428 430 432 434 436 438 440 442 444 446 448
Kiitle/Yiik Miktar1

Sekil 3.36. A: Hareketli Faz A: Hareketli Faz B (60:40, h\h) ile yapilan ¢alismalara ait
Olmesartan kromatogrami

B: Hareketli Faz A: Hareketli Faz B (60:40, h\h) ile yapilan ¢aligmalara ait
Olmesartan MRM spektrumu
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Dedektor Cevabi

10 8 |*ESI TIC MRM Frag=200.0V CID@54.0 (** -> **) telmisartan2.d

1
1.4

1.2

1
0.8
0.6
0.4
0.2

ol , , ‘ , , ‘ ‘ ‘ , | ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
0.2 0.4 0.6 0.8 1 1.2 1.4 1.6 1.8 2 2.2 2.4 2.6 2.8 3

Zaman (dk)

x10 6 |[*ESI MRM (1.950 min) Frag=200.0V CID@54.0 (515.3000 -> 276.1000) telmisartan2.d
1.4 276.4000 B

1.2

0.8
0.6
0.4
0.2

264 266 268 270 272 274 276 278 280 282 284 286 288
Kiitle/Yiik Miktar1

Sekil 3.37. A: Hareketli Faz A: Hareketli Faz B (60:40, h\h) ile yapilan ¢alismalara ait
Telmisartan kromatogrami

B: Hareketli Faz A: Hareketli Faz B (60:40, h\h) ile yapilan ¢alismalara ait
Telmisartan MRM spektrumu

+ESI TIC MRM Frag=110.0Vv CID@15.0 (** -> **) valsartan2.d

1 A 1

010203040506070809 1 111213141516 171819 2 21222324

Zaman (dk)

+ESI MRM (1.937 min) Frag=110.0V CID@15.0 (436.2000 -> 235.1000) valsartan2.d
6 235.1000 B

0 T T T T T T T T T T ; ;
224 226 228 230 232 234 236 238 240 242 244 246

Kiitle/Yiik Miktar1

Sekil 3.38. A: Hareketli Faz A: Hareketli Faz B (60:40, h\h) ile yapilan ¢alismalara ait
Valsartan kromatogrami

B: Hareketli Faz A: Hareketli Faz B (60:40, h\h) ile yapilan c¢aligmalara ait
Valsartan MRM spektrumu
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3.3.1.3. Kolon Sicakhi@inin Belirlenmesi

SK-K/KS yonteminde kullanilan kolonlarin sabit faz partikiil boyutlart kiigiik
olmas1 nedeniyle kolondaki basinci diisiik seviyelerde tutmak i¢in kolon firmn sicaklig

40°C olarak sabitlemis ve tiim ¢alismalarda bu sicaklik kullanilmastir.

3.3.1.4. Akis Hiz1 Optimizasyonu

Akis hizi belirlerken HCTZ pikinin alikonma zamani, g6z Onilinde
bulundurulmustur. Analiz siiresini kisaltabilmek i¢in optimize edilen sisteme Cizelge

3.16°da yer alan akis gradienti uygulanmaistir.

Cizelge 3.16. Optimizasyon sonucunda bulunan SK-K/KS akis gradienti

Zaman(dk) Hareketli Faz A(%) | Hareketli Faz B(%) Akis(mL dk™)
0.5 60 40 0.4
0.6 60 40 0.8
2.5 60 40 0.8
3.0 60 40 0.4

Son olarak akis gradientinin de uygulanmasiyla metot optimizasyon ¢aligmasi

tamamlanmistir. Calismaya ait kromatogramlar Sekil 3.39, Sekil 3.40, Sekil 3.41,
Sekil 3.42 ve Sekil 3.43’te gosterilmistir.

1.02 1.04 1.06 1.08 11 112 114 1.16 1.18 1.2 122 124 1.26 1.28

Zaman (dk)

092 004 086 088 1

Sekil 3.39. Amlodipin kromatogrami, Hareketli Faz A: Hareketli Faz B (60:40, h\h),
Konsantrasyon 0,2 pg mL?
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x10 372

2.75
2.5
2.25

1.75
1.5+
1.25+

0.75
0.5
0.25

Zaman (dk)

Sekil 3.40. Hidroklorotiyazid kromatogrami, Hareketli Faz A: Hareketli Faz B (60:40, h\h),
Konsantrasyon 0,5 ug mL™!

T T T T T T T T T T T
1.4 1.5 1.6 1.7 1.8 1.8 2 2.1 2.2 2.3 2.4

Zaman (dk)

Sekil 3.41. Olmesartan kromatogrami, Hareketli Faz A: Hareketli Faz B (60:40, h\h),
Konsantrasyon 0,8 pg mL?

x10 572

T T T T T T T T T T T T T T T T T T
155 16 165 17 175 18 185 19 195 2 205 21 215 22 225 23 235 24 245

Zaman (dk)

Sekil 3.42. Telmisartan kromatogrami, Hareketli Faz A: Hareketli Faz B (60:40, h\h),
Konsantrasyon 0,8 pg mL?
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x10 542
1.8+
1.6
1.4+
1.2+

14
0.8
0.6
0.4
0.2

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
1.55 16 165 1.7 175 18 185 1.9 1.85 2 2.05 21 215 22 225 23 235 24 245

Zaman (dk)

Sekil 3.43. Valsartan kromatogrami, Hareketli Faz A: Hareketli Faz B (60:40, h\h),
Konsantrasyon 3,2 ug mL!

Optimizasyon c¢alismalar1 sonucunda optimize edilen kromatografik kosullar

Cizelge 3.15 ve 3.16° da verilmistir.

3.3.4. Kalibrasyon Egrisi (Dogrusallik) ve Duyarhhik

Tez ¢alismasinin bu asamasinda her bir etken madde i¢in boliim 2.1.6.1°de
anlatildig1 sekilde artan konsantrayonlarda ¢6zelti hazirlanip SK-K/KS (LC-MS/MS)
sistemine enjekte edilmistir. Artan konsantrasyonlara karst alan degerleri ile
kalibrasyon egrileri olusturulmus ve yontem validasyonun dogrusallik parametresi
gerceklestirilmistir. Kullanilan ikili ve Giglii karigimlara ait standart ¢ozeltilerinden ayr1
ayr1 kalibrasyonlar elde edilmistir: Cizelge 3.10°da verilen degerler elde edilen
kalibrasyon dogrularindan birer sonucu igermektedir. Valsartan ve Telmisartan
arasinda kromatografik olarak ayirim saglanamamistir. Ancak SK-K/KS yonteminin
kiitle segiciligi nedeniyle ayirimin olmadigr durumlarda bile ayr1 ayr1 miktar tayini
yapilabilmektedir. 160 mg Valsartan + 25 mg Hidroklorotiyazid + 10 mg Amlodipin
tcli karisimi ile 160 mg Valsartan + 10 mg Amlodipin Tablete ait ikili karisim bu

duruma 1yi 6rneklerdir.
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Cizelge 3.17. Kalibrasyon hesaplar1 sonucunda bulunan validasyon parametreleri

Validasyon
Parametresi

OoLM

VAL TEL AML HCTZ

Dogrusal arahk
(ng mL™Y)

0,12-0,8

0,48-3,2 0,12-0,8 0,03-0,2 0,075-0,

5

Egim

199490000

30408657 179517073 236140000 7853715

Kesisim

1147

-126 -436 -241 36

Korelasyon
katsayisi

0,9991

0,9996 0,9993 0,9999 0,9977

Egimin standart
hatasi

4913549

524985 3824523 2222401 308852

Kesisimin
standart hatasi

1026

438 811 118 41

Teshis sinir1 (ug
mL™?)

0,007

0,008 0,002 0,006 0,007

Tayin alt sinir1
(ng mL™)

0,02

0,025 0,005 0,02 0,022

Giin ici tekrar
edilebilirlik %
BSS*

0,79

0,87 0,93 2,13 0,82

Giinler arasi
tekrar
edilebilirlik %
BSS*

1,07

0,96 1,24 2,17 2,10

*5 tekrarli analiz sonuglaridir

1.4
1.2

0.8
0.6
0.4
0.2

0.967

1.578

2.011

OLM

TEL

AML

06 07 08 09 1

1112 13 14 15 16 17 18 19 2 21 22 23 2

4

7aman (dk)

Sekil 3.44. 20 mg Olmesartan medoksomil + 5 mg Amlodipin (Sevikar®) Tablete Ait
Kalibrasyon Sonucu; Piklerin gelis sirastyla AML, OLM ve TEL (ig standart) i¢in
0,05, 0,2 ve 0,2 pg mL™*
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2.007

2
‘|,

0.8

06 0.964 2

0.4- 3
| N 2 m

02] 5 z a
o063 T
0 I I I

06 07 08 09 1 1112 1.3 14 15 16 1.7 18 19 2 21 22 23 24

7aman (dk)

Sekil 3.45. 160 mg Valsartan + 25 mg Hidroklorotiyazid + 10 mg Amlodipin (Exforge
HCT®) Tablete Ait Kalibrasyon Sonucu; Piklerin gelis sirasiyla HCTZ, AML,
TEL(i¢ standart) ve VAL i¢in 0,125, 0,05, 0,2 ve 0,8 pg mL™*

1.965

VAL

06 07 08 09 1 11 12 13 14 15 16 17 1.8 1.9

2 21 22 23 24

Sekil 3.46. Dogrusallik Standardinda Yer Alan Valsartan Piki

7aman (dk)

0.8

0.6

0.4

0.2

2.011

TEL

06 07 08 09 1 11 12 13 14 15 16 1.7 18 1.9 2 21 22 23 24

Sekil 3.47. Dogrusallik Standardinda Yer Alan Telmisartan Piki

Zaman (dk)
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12 1.578
1.2

2.011
1
08
0.6 0.964 é
-
04 N 3 o
02 Q <

0.634
|

06 07 08 09 1 1112 13 14 15 16 1.7 18 19 2 21 22 23 24
Zaman (dk)

Sekil 3.48. 20 mg Olmesartan medoksomil + 12,5 mg Hidroklorotiyazid + 5 mg
Amlodipin (Sevikar HCT®) Tablete Ait Kalibrasyon Sonucu; Piklerin gelis sirasiyla HCTZ,
AML, OLM ve TEL(i¢ standart) i¢in 0,125, 0,05, 0,2 ve 0,2 pg mL*

12 2.005

0.8
0.6- 0.964
0.4
0.2
07 |
06 07 08 09 1 11 12 13 14 15 16 1.7 1.8 1.9 2 21 22 23 24
Zaman (dk)

AML
TEL+VAL

Sekil 3.49. 160 mg Valsartan + 10 mg Amlodipin (Exforge®) Tablete Ait Kalibrasyon
Sonucu; Piklerin gelis sirastyla AML, VAL ve TEL (i¢ standart), i¢in 0,05; 0,8 ve 0,2 pg
mL~

2 1.960

8

6,

4]
2

21 >

0 1

06 07 08 09 1 11 12 13 14 15 16 1.7 18 19 2 21 22 23 24

Zaman (dk)

Sekil 3.50. Dogrusallik Standardinda Yer Alan Valsartan Piki
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2 2.007

0.8
0.6

0.4

TEL

0.2

0 I

06 07 08 09 1 11 12 13 14 15 1.6 1.7 1.8 1.9 2 21 22 23 24
7aman (dk)

Sekil 3.51. Dogrusallik Standardinda Yer Alan Telmisartan Piki

12 1.578
141

1.2] 2,012

0.8
0.6 0.968
0.4
0.2
04 ! | ! !

06 07 08 09 1 11 12 13 14 15 16 17 18 19 2 2.1 22 23 24
Zaman (dk)

AML
OLM
TEL

Sekil 3.52. 40 mg Telmisartan + 10 mg Amlodipin (Twynsta®) Tablete Ait Kalibrasyon

Sonucu; Piklerin gelis sirasiyla AML, OLM (i¢ standart) ve TEL i¢in 0,05, 0,2 ve 0,2 pg mL"
1

3.2.5. Tablet Calismalarina Ait Sonuglar

OLM, VAL, TEL, AML ve HCTZ etken maddelerinin miktar tayini i¢in
gelistirilen SK-K/KS (LC-MS/MS) yontemi ikili ve iglii karisim olan piyasa

preparatlarina uygunlanmistir.

OLM, VAL, TEL, AML ve HCTZ igeren tabletlerden miktar tayini yapabilmek

amaci ile Boliim 2.1.6.2°de anlatildig1 sekilde tablet ¢ozletileri hazirlanmis ve analizi

136



yapilmistir. Bu analizlerden okunan pik alan degerleri ilgili kalibrasyon denkleminde
yerine konularak tabletlerin igerdigi OLM, VAL, TEL, AML ve HCTZ miktarlari
hesaplanmistir. Gelistirilen yontemle yapilan analiz sonuglar1 Cizelge 3.18, 3.20, 3.22
3.24 ve 3.26°da verilmistir. Dogrusallik parametresinde belirtildigi gibi Valsartan ve
Telmisartan arasinda kromatografik olarak ayirim saglanamamistir. Ancak SK-K/KS
yonteminin kiitle segiciligi nedeniyle ayirimin olmadigi durumlarda bile ayr1 ayri
miktarlandirma yapilabilmektedir. 160 mg Valsartan + 25 mg Hidroklorotiazit + 10
mg Amlodipin Gi¢lii karisimi ile 160 mg Valsartan + 10 mg Amlodipin Tablete ait ikili

karigim bu duruma iyi 6rneklerdir.

Cizelge 3.18. 20 mg Olmesartan medoksomil + 5 mg Amlodipin (Sevikar®) Tablete Ait
Numune Calismalarinin Sonuglari

OLM AML

Etiket miktar1 20 5

(mg)

Numune 1 20,11 5,20
Numune 2 19,97 4,93
Numune 3 19,8 5,02
Numune 4 20,01 5,38
Numune 5 19,86 4,99
Bulunan ortalama miktar (mg) 19,95 5,10
BSS (%)" 0,6 3,53

BH (%) 0,3 -2

Cizelge 3.19. 20 mg Olmesartan medoksomil + 5 mg Amlodipin (Sevikar®) Tablete Ait SK-
K/KS ve YPSK-FDD Yontemi ile Numune Sonuglarinin Karsilastirmasi

OLM AML
Yontem YPSK-FDD SK-K/KS YPSK-FDD SK-K/KS
Numune 1 20,03 20,11 5,14 5,20
Numune 2 20,08 19,97 5,11 4,93
Numune 3 20,05 19,8 5,15 5,02
Numune 4 20,02 20,01 5,07 5,38
Numune 5 19,95 19,86 5,15 4,99
Ortalama miktar 20,03 19,95 5,12 5,10
((1mg)
F degeri
(Fieoric6,39) 0.15 0.03
t degeri (teeorik: 2,31) 1,29 0,24
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Cizelge 3.20. 160 mg Valsartan + 25 mg Hidroklorotiazit + 10 mg Amlodipin (Exforge HCT®)
Tablete Ait Numune Calismalarinin Sonuglari

VAL AML HCTZ

Etiket miktari(mg) 160 10 25
Numune 1 156,94 9,92 25,45
Numune 2 161,20 9,90 24,66
Numune 3 160,66 10,02 25,14
Numune 4 161,48 9,99 25,27
Numune 5 158,02 9,94 25,40
Bulu_nan ortalama 159,66 9,95 2518

miktar (mg)
BSS (%)" 1,28 0,5 1,27
BH (%) 0,2 0,5 -0,7

Cizelge 3.21. 160 mg Valsartan + 25 mg Hidroklorotiazit + 10 mg Amlodipin (Exforge HCT®)
Tablete Ait SK-K/KS ve YPSK-FDD Y o6ntemi ile Numune Sonuglarinin Kargilagtirmasi

VAL AML HCTZ
. YPSK- SK- YPSK- SK- YPSK-
e FDD K/KS FDD K/KS FDD SK-K/KS
Numune 1 160,58 156,94 9,94 9,92 24.30 25,45
Numune 2 160,53 161,20 10,15 9,90 24,51 24,66
Numune 3 161,12 160,66 10,01 10,02 24,50 25,14
Numune 4 159,08 161,48 10,14 9.99 24.49 25,27
Numune 5 160,45 158,02 10,04 9,94 24,61 25,40
Ortalama 160,53 159,66 10,06 9,95 24 48 25.18
miktar (mg)
F degeri
4 2 4,67
(Fteorik:6a39) 0’0 3’ 0 ,6
t degeri
(teon 2.31) 0,93 224 0,13

Cizelge 3.22. 20 mg Olmesartan medoksomil + 12,5 mg Hidroklorotiazit + 5 mg Amlodipin
(Sevikar HCT®) Tablete Ait Numune Calismalarinin Sonuglari

OLM AML HCTZ

Etiket miktari(mg) 20 5 12,5
Numune 1 20,08 4,98 12,68
Numune 2 19,97 4,87 12,26
Numune 3 20,79 5,30 13,43
Numune 4 20,64 5,10 12,30
Numune 5 19,83 5,10 12,83
Bulu_nan ortalama 20.26 5,07 12.70

miktar (mg)
BSS (%)" 2,12 3,16 3,78
BH (%) -1,3 -1,4 -4
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Cizelge 3.23. 20 mg Olmesartan medoksomil + 12,5 mg Hidroklorotiazit + 5 mg Amlodipin
(Sevikar HCT®) Tablete Ait SK-K/KS ve YPSK-FDD Yontemi ile Numune Sonuglarinin
Kargilastirmasi

OLM AML HCTZ
Véntem YPSK- SK- YPSK- SK- YPSK- SK-
onte FDD K/KS FDD K/KS FDD KIKS
Numune 1 19,84 20,08 5,09 4,98 12,44 12,68
Numune 2 19,88 19,97 5,09 4,87 12,48 12,26
Numune 3 19,96 20,79 511 5,30 12,52 13,43
Numune 4 20,10 20,64 516 510 12,56 12,30
Numune 5 19,93 19,83 5,05 5,10 12,54 12,83
Ortalama 19,94 20,26 510 507 12,51 12,70
miktar (mg)
F degeri
(Fuuncb.30) 0,05 0,06 0,01
t degeri (tteorik;
2 31) 1,63 0,41 0,90

Cizelge 3.24. 160 mg Valsartan + 10 mg Amlodipin (Exforge®) Tablete Ait Numune
Calismalarmin Sonuglari

VAL AML

Etiket miktari(mg) 160 10
Numune 1 162,47 9,84
Numune 2 160,81 9,71
Numune 3 160,78 9,88
Numune 4 164,51 10,07
Numune 5 164,96 10,03
Bulunan ortalama miktar 162,71 9,01

(mg)
BSS (%)" 1,22 1,51
BH (%) -1,7 0,9

Cizelge 3.25. 160 mg Valsartan + 10 mg Amlodipin (Exforge®) Tablete Ait SK-K/KS ve
YPSK-FDD Yo6ntemi ile Numune Sonuglarinin Karsilagtirmasi

VAL AML
Yontem YPSK-FDD SK-K/KS YPSK-FDD SK-K/KS

Numune 1 159,85 162,47 10,08 9,84
Numune 2 159,15 160,81 10,13 9,71
Numune 3 160,78 160,78 10,05 9,88
Numune 4 159,85 164,51 10,11 10,07
Numune 5 160,02 164,96 9,95 10,03
O”a'a(r:‘nz)m'ktar 159,93 162,71 10,06 9,91

F degeri (Freorik:6,39) 3,01 0,23

t degeri (tteorik: 2,31) 0,09 2,17
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Cizelge 3.26. 40 mg Telmisartan + 10 mg Amlodipin (Twynsta®) Tablete Ait Numune
Calismalarinin Sonuglari

TEL AML
Etiket miktar 40 10
(mg)
Numune 1 41,34 9,97
Numune 2 39,57 10,05
Numune 3 40,68 9,92
Numune 4 40,45 10,14
Numune 5 40,86 9,82
Bulunan ortalama miktar 40,58 9,08
(mg)
BSS (%)" 1,6 1,2
BH (%) -115 012

Cizelge 3.27. 40 mg Telmisartan + 10 mg Amlodipin (Twynsta®) Tablete Ait SK-K/KS ve
YPSK-FDD Yontemi ile Numune Sonuglarinin Karsilastirmasi

TEL AML
Yontem YPSK-FDD _ SK-K/IKS _ YPSK-FDD  SK-KI/KS
Numune 1 40,16 41,34 1037 9,97
Numune 2 40,25 3957 1021 1005
Numune 3 40,27 40,68 10,03 9,02
Numune 4 40,27 40,45 1014 1014
Numune 5 40,13 40,86 10,07 9,82
Ortalama miktar 40,22 40,58 10,16 9,98
(dmg)
F degeri
(Freoric6,39) 0,01 1.20
{ deperi (tworic 2,31) 124 227

Yontemlerin esdegerligini gosterebilmek amaciyla her bir etken madde i¢in
farkli iki dedektor ile analiz edilen numune sonuglari karsilastirilmistir. Sivi
kromatografisi yontemi kullanilarak iki farkli dedektor ile yapilan analizlerin sonuglari
karsilastirildiginda hesaplanan F ve t degerleri sirasiyla Fieorik V€ treorik degerlerinden
kiiclik oldugu i¢in her iki metodun birbirine esdeger oldugu goriilmiistiir. Gelistirilen
yontemlerle analizlenen numune sonuglarinin karsilagtirmalart Cizelge 3.19, 3.21,
3.23 3.25 ve 3.27°de verilmistir.
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3.3.6. Geri Kazanim Calismalarina Ait Sonuclar

OLM, VAL, TEL, AML ve HCTZ etken maddelerinin miktar tayini i¢in
gelistirilen SK-K/KS (LC-MS/MS) yontemi ikili ve tigli karisim olan piyasa
preparatlarina uygunlanmistir. Tablet katki maddelerinin yonteme bir etkisinin olup

olmadigin1 anlamak i¢in de geri kazanim ¢alismas1 gerceklestirilmistir.

OLM, VAL, TEL, AML ve HCTZ igeren tabletlerden miktar tayini yapabilmek
amaci ile boliim 2.1.6.2 ve 2.1.6.3’te anlatildig1 sekilde tablet ¢ozletileri hazirlanmig
ve saf OLM, VAL, TEL, AML ve HCTZ etken maddelerini i¢eren ¢ozeltiler ile ayni
anda analizi yapilmistir. Bu egrilerden okunan pik alan degerleri ilgili kalibrasyon
denkleminde yerine konularak tabletlerin i¢erdigi OLM, VAL, TEL, AML ve HCTZ
miktarlart hesaplanmistir. Gelistirilen yontemle yapilan analiz sonuglar1 Cizelge 3.28,
3.29, 3.30, 3.31 ve 3.32°de verilmistir. Dogrusallik parametresinde belirtildigi gibi
Valsartan ve Telmisartan arasinda kromatografik olarak ayirim saglanamamustir.
Ancak SK-K/KS yonteminin kiitle segiciligi nedeniyle ayirimin olmadigi durumlarda
bile ayri ayri miktarlandirma yapilabilmektedir. 160 mg Valsartan + 25 mg
Hidroklorotiazit + 10 mg Amlodipin {i¢li karigimi ile 160 mg Valsartan + 10 mg

Amlodipin Tablete ait ikili karisim bu duruma 1yi 6rneklerdir.
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Cizelge 3.28. 20 mg Olmesartan medoksomil + 5 mg Amlodipin (Sevikar®) Tablete Ait Geri
kazanim Calismalarinin Sonuglari

OLM AML
Etiket miktar1 20 5
(mg)
Bulunan miktar (mg) 19,95 5,10
BSS (%)" 0,6 3,53
BH (%) 0,3 -2
Ilave edilen miktar (mg) 19,90 5,14
Bulunan miktar (mg) 19,82 511
Geri kazanim (%) 99,6 99,4
Geri kazanima ait BSS
(%)" 1,25 0,80
Geri kazanima ait BH (%) 0,4 0,6
*5 tekrarli analiz sonuglari.
Z 1577
251
7
151 0967 - 2012
11 _
S —
05- < =
|:| | | | |
06 07 0809 1 1112 13 1415 16 17 1813 2 21 22 23 24

Zaman (dk)

Sekil 3.53. 20 mg Olmesartan medoksomil + 5 mg Amlodipin (Sevikar®) Tablete Ait Geri
Kazanim Kromatogram
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Cizelge 3.29. 160 mg Valsartan + 25 mg Hidroklorotiyazid + 10 mg Amlodipin (Exforge
HCT®) Tablete Ait Geri kazanim Calismalarmin Sonuglar1

VAL AML HCTZ
Etiket miktar: 160 10 o5
(mg)
Bulunan miktar (mg) 159,66 9,95 25,18
BSS (%)" 1,28 0,5 1,27
BH (%) 0,2 0,5 -0,7
?r%; cdilen miktar 161,04 10,06 25 42
Bulunan miktar (mg) 162,23 9,91 25,60
Geri kazanim (%) 100,7 98,6 100,7
Geri kazanima ait
BSS (%)" 1,52 2,19 1,59
Geri kazanima ait BH
(%)" -0,7 1.4 -0,7
*5 tekrarli analiz sonuglari.
95, 2008
7.
154 4
0.964 §
14 4
J =
N
0.5 5 z
0634 T
|:| | | | | ]
06 07 0809 1 1112 13 141516 17 18 19 2 21 22 23 24
7aman (dk)
Sekil 3.54. 160 mg Valsartan + 25 mg Hidroklorotiyazid + 10 mg Amlodipin (Exforge

HCT®) Tablete Ait Geri Kazanim Kromatogrami

252 1.964
2,
15
‘],
0.5
0.6 07 08 09 1 11 1.2 13 14 1.5 16 1.7 1.8 1.9 2 21 22 23 24

Sekil 3.55. Geri Kazamim Cozeltisinde Yer Alan Valsartan Piki

Zaman (dk)
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Sekil 3.56.

Zaman (dk)

Geri Kazanim Cozeltisinde Yer Alan Telmisartan Piki

Cizelge 3.30. 20 mg Olmesartan medoksomil + 12,5 mg Hidroklorotiyazid + 5 mg Amlodipin
(Sevikar HCT®) Tablete Ait Geri kazanim Calismalarinin Sonuglari

OLM AML HCTZ
Etiket miktari 20 5 125
(mg)
Bulunan miktar (mg) 20,26 5,07 12,70
BSS (%)" 2,12 3,16 3,78
BH (%) -113 -114 -4
Ilave edilen miktar 20,02 5,34 12.92
(mg)
Bulunan miktar (mg) 19,80 5,33 13,07
Geri kazanim (%) 98,9 99,8 101,2
Geri kazanima ait
BSS (%)" 2,67 2,17 1,09
Geri kazanima ait BH
(%) 1,1 0,2 -1,2
*5 tekrarli analiz sonuglari.
25 1577
7
154
0.964 20
14 p
N - o)
05 5 2 @
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|:| L 1 1 1 1 |
06 07 08 09 1 111213 14 1516 17 18 19 2 21 22 23 24
7aman (dk)
Sekil 3.57. 20 mg Olmesartan medoksomil + 12,5 mg Hidroklorotiyazid + 5 mg

Amlodipin (Sevikar HCT®) Tablete Ait Geri Kazanim Kromatogrami
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Cizelge 3.31. 160 mg Valsartan + 10 mg Amlodipin (Exforge®) Tablete Ait Geri kazanim
Calismalarinin Sonuglari

VAL AML
Etiket miktar1 160 10
(mg)
Bulunan miktar (mg) 162,71 9,91
BSS (%)” 1,22 1,51
BH (%) -1,7 0,9
Ilave edilen miktar (mg) 160,12 10,36
Bulunan miktar (mg) 161,03 10,45
Geri kazanim (%) 100,6 100,9
Geri kazanima ait BSS
(%) 1,89 1,35
Geri kazanima ait BH (%)” -0,6 -0,9
*5 tekrarli analiz sonuglart.
] 2.004
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Sekil 3.59. Geri Kazanim Cozeltisinde Yer Alan Valsartan Piki
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Dedektor Cevabi

Dedektor Cevabi

0.2
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2.007
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Counts va. Acquisition Time (min)

Sekil 3.60. Geri Kazanim Cozeltisinde Yer Alan Telmisartan Piki

Zaman (dk)

Cizelge 3.32. 40 mg Telmisartan + 10 mg Amlodipin (Twynsta®) Tablete Ait Geri kazanim

Calismalarmin Sonuglari

TEL AML
Etiket miktari 40 10
(mg)
Bulunan miktar (mg) 40,58 9,98
BSS (%)" 1,6 1,2
BH (%) '115 012
Ilave edilen miktar (mg) 40,46 10,02
Bulunan miktar (mg) 40,86 9,89
Geri kazanim (%) 101,0 99,5
Geri kazanima ait BSS
(%)" 1,56 1,29
Geri kazanima ait BH (%)” -1 0,5
*5 tekrarli analiz sonuglart.
2.5
n 2010
151 0967 1577
1.
_ % o
05 2 5] =
|:| | | ]
06 07 0809 1 111213 14 1516 17 1819 2 21 22 23 24
7aman (dk)
Sekil 3.61. 40 mg Telmisartan + 10 mg Amlodipin (Twynsta®) Tablete Ait Geri Kazanim
Kromatogrami
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4. TARTISMA

YPSK hareketli fazin polaritesinin sabit fazin polaritesinden daha fazla oldugu
kromatografi tiiriidiir. Ters faz sivi kromatografisinde kimyasal olarak bagl olan
fonksiyonel gruplari igeren sabit fazlar (C-18 oktadesilsilan) sik¢a kullanilmaktadir.

Bu kolonlarin yaninda bir de fonksiyonel grup¢a daha kisa zincirli olan (Cg, C2), fenil

ve siyano (CN) bagl sabit fazlar da kullanilmaktadir.

Ters faz sivi kromatografisinde farkli dedektorler kullanilmaktadir. Analizin
amacma gore bu dedektorlerin hassasiyeti degismektedir. Sik¢a kullanilan
dedektorlerden biri fotodiyot dizi dedektordiir. Diger dedektor tiirii ise kiitle
spektrofotometre dedektoridiir. Bu dedektor son yillarda kullanim kolayligi ve

hassasiyeti nedeniyle 6n plana ¢ikmistir.

Olmesartan, telmisartan, valsartan, amlodipin ve hidroklorotiyazid etken
maddelerinin analizleri i¢in 6nce maddelerin kimyasal 6zelliklerine bakilmistir. Bu
etken maddelerin polarite degerleri (logP) ve pKa degerleri incelendiginde
analizlerinde, ters faz sivi kromatografisi yonteminin uygulanabilecegine karar
verilmistir. Bes etken maddenin YPSK yontemiyle es zamanl analizi igin en uygun
kromatografik kosullarin belirlenmesine dncelikle hareketli fazdaki organik ¢oziicii ve
tampon ylizdelerinin belirlenmesiyle baslanmistir. YPSK yontemi ile ¢alisiliriken iki
farkli dedektor kullanilmistir. Bunlardan ilki fotodiyot dizi dedektor, ikinci ise kiitle
spektrofotometre dedektoriidiir. Her iki dedektor ile gelistirilen yontemler iki kisimda

incelenmistir. Bunlardan ilki YPSK-FDD ile gelistirilen yontemdir.

Literatiir aragtirmalari sonucu tampon ¢ozelti olarak YPSK-FDD pH 3,0’a
fosforik asit ile ayarlanmis sulu ¢ozelti ve iyi bir ayirim elde etmek amaciyla organik
¢Oziicii olarak asetonitril ve metanoliin birlikte kullanilmasma karar verilmistir.
Baslangigta pH 3,0 olarak hazirlanan sulu ¢ozeltisi ile saf asetonitril ve metanol
gradiyent olarak sisteme verilmistir. pH 3,0 sulu ¢ozeltisi metanol ve asetonitril

sirasiyla farkli oranlarinda denenmistir. Analizler sonucu artan asetonitril ve
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metanoliin degisken oranlari ile analiz siiresinin, ayirim giiciiniin ve kolon etkinliginin
arttigr gorilmiistiir. Ayrica organik ¢Oziicii yiizdesinin artmasi ile analiz siiresinin
uzamasi arasindaki iliskinin ters faz sivi kromatografi yonteminde gegerli oldugu

gorilmiistiir. Degisken oranlar asagida belirtilmistir.

e pH 3,0 sulu ¢ozeltisi:MeOH:ACN (35:40:25, h\h\h)
e pH 3,0 sulu ¢6zeltisi:MeOH:ACN (35:20:45 h\h\h)
e pH 3,0 sulu ¢6zeltisi:MeOH (50:50, h\h)

e pH 3,0 sulu ¢ozeltisi:MeOH:ACN (50:25:25, h\h\h)
e pH 3,0 sulu ¢6zeltisi:MeOH:ACN (40:40:20, h\h\h)

Tampon ¢ozelti pH degeri ve organik ¢oziiciiler ile tampon ¢6zelti yiizdelerinin
belirlenmesi ¢alismalar1 sonucunda keskin pik sekilleri elde etmek, kabul edilebilir
degerlerde etkin bir ayirim saglamak amaciyla hareketli faz bilesimi pH 3,0 sulu
¢ozeltisi:MeOH:ACN (40:40:20, h\h\h) olarak belirlenmistir.

Hareketli faz bilesimi belirlendikten sonra kolon (sabit faz) sicakligi, akis hiz1
ve enjeksiyon hacimleri sabit tutularak kolon denemeleri yapilmistir. Bu denemeler
sirasinda pik simetrilerinde artig gozlemlenmistir. Piklerin simetrisinin belirli sinirlar
icerisinde kalabilmesi i¢in pik simetri 6zelligi olan Symmetry Shield RP-18 (150 x 4,6

mm x 3,0 um) tercih edilmistir.

YPSK-FDD yonteminin ayirim mekanizmasinda sicakligin analiz sonuglarina
etkisini incelemek i¢in deneysel tiim parametreler sabit tutularak 25°C sicaklikta
analiz yapilmistir. Sicaklik analiz siiresinin kisalmasi i¢in 6nemli bir faktordiir. Diger
bir taraftan analiz siliresi kisalirken piklerin st iiste cakisma durumlan da
goriilebilmektedir. Bu yilizden yapilan denemeler sonucunda kolon sicakligi oda

kosullarinda tutulmustur.
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Akis hizi belirlerken HCTZ pikinin alikonma zamani, ayirimlar ve kolon
basincindaki artis goz 6niinde bulundurulmustur. Akisin 1,5 mL dk™* oldugu durumda,
HCTZ pikinin alikonma zaman1 azalmis olup uygun bir ayirim gézlenmemistir. Akisin
2,0 mL dk? oldugu durumda ise, kolon basmncinda gozlenen yiiksek artistan dolayi
analiz yapilamamistir. Bu nedenle akis hiz1 1,0 mL dk olarak optimize edilmistir.
Daha diisiik akis hizlarindaki analizlerde de beklenildigi gibi analiz siireleri kabul

edilebilir sinirlarin {izerine ¢ikmaktadir.

Gelistirilen YPSK-FDD yonteminin optimizasyon ¢aligmalar1 tamamlandiktan
sonra sistem uygunluk testi parametreleri belirlenmis olup bulunan parametreler
dogrultusunda (Cizelge 3.2) yontemin uygulanabilir oldugu kanitlanmistir ve

optimizasyon ¢alismalar1 sonunda yontem validasyonu asamasina gecilmistir.

Optimizasyonlar ~ sonucunda yontemin  segiciligini ve  stabilitesini
belirleyebilmek icin herbir etken maddeye ayri ayri hizlandirilmis bozundurma
caligmalar1 yapilmistir. Bozundurma ¢aligmalarinda OLM, VAL, TEL, AML ve
HCTZ etken maddeleri dogrusallik ¢alismalarindaki konsantrasyonlara esit olacak
sekilde hazirlanmigtir. Daha sonra belirli kosullara tabi tutularak bozunmalari
saglanmistir. Bu kosullar etken madde ¢6zeltilerinin 5 saat stire ile 0,1 N HCl ile asit
hidrolizi, 0,1 N NaOH ile baz hidrolizi, % 0,3” liik H2O- ile oksidasyon ve 90 °C’ de
sicak su banyosunda bekletilmesidir. Sonuglar bozundurulmamis etken madde
cozeltileri ile karsilastirilarak yiizde bozunma hesaplanmis ve pik safliklarina

bakilmustir.
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Etken maddeler i¢in bozundurma g¢aligmalar1 incelendiginde AML, HCTZ ve
TEL i¢in herhangi bir bozunma gézlemlenmemistir. VAL igin 5. Saat 0,1 N HCI asit
hidrolizi ile 15,12 de bir bozunma safsizlig1 gézlemlenmistir (Sekil 3.18). OLM i¢in
ise 90 °C’ de sicak su banyosunda bekletilen standart ¢ozeltisinde bir bozunma
gozlemlenmemistir. Ancak asit, baz ve hidrojen peroksit ile yapilan ¢aligmalarda
bozunma safsizligt olusmustur. Bu safsizlik hidrojen peroksitte 2,4 dk civari
gortliirken, asit ve bazin ¢oziicii etkisi ile 2,1 dk civarinda gozlemlenmistir (Sekil 3.19,
Sekil 3.20 ve Sekil 3.21). Olusan tiim safsizliklar tablet formlarinda yer alan diger
etken maddeler ile ayn1 alikonma zamaninda goriilmedigi ve piklerin saflik dereceleri
uygun oldugu i¢in miktar tayinine herhangi bir etkisi olmadigr gozlemlenmistir.
Hizlandirilmis bozundurma ¢alismalar1 sonucunda muhtemel bozunma safsizliklar ile

birlikte etken maddelerinin es zamanl olarak analizinin yapilabilecegi goriilmiistiir.

Gelistirilen YPSK-FDD yo6nteminin gecerliliginin kanitlanabilmesi i¢in gerekli
olan yontem gecerlilik testlerinin parametreleri sec¢ilmis ve parametrelerin gecerlilik
kriterleri dikkate alinmistir. Bu amagcla, validasyon ¢alismalarinin, dogrusal aralik,
duyarlilik, kesinlik, geri kazanim, tekrarlanabilirlik gibi parametreleri bulunduktan

sonra istatiksel olarak degerlendirilmeleri yapilmistir.

Gelistirilen YPSK-FDD yontemin dogrulugunun bulunmasi i¢in ikiser ve tiger
etken maddenin bir arada bulundugu farmasoétik dozaj formu iizerine ilave edilen etken
maddeler ile geri kazanim c¢aligmalar1 yapilmis ve gerekli parametreler hesaplanmistir

(Cizelge 3.4, 3.5, 3.6, 3.7 ve 3.8).

Gelistirilen ikinci yontem SK-K/KS ile analiz yontemidir.

SK-K/KS yonteminde, OLM, VAL, TEL, AML ve HCTZ maddelerinin iyi bir
iyonlagma yapilabilmesi i¢in amonyum asetat, amonyum format ve formik asit gibi
ucucu 6zelligi olan reaktifler kullanmak son derece 6nemlidir. Fosfat tamponlar1 gibi
tamponlar 1iyonlarla etkilesime girip kompleks olusturabilecegi icin FDD’de
kullanabilecegimiz tamponlar ile ¢aligma yapilamaz. Hareketli faz tamponu olarak 10

mM konsantrasyonda amonyum format reaktifi secilmis ve igerisine formik asit
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eklenmistir. En uygun ACN oraninin bulunabilmesi i¢in hareketli fazin organik ¢oziicii
icerigi hacimce belli oranlarda degistirilmistir. Bu ¢aligmalar Poroshell 120 EC C-18
(50 mm x 3,0 mm x 2,7 um) kolonda, 40 °C’de, 0,8 mL dk* akis hiz1 ve 5 uL
enjeksiyon hacmiyle yapilmistir. Tampon ¢6zelti ise 1000 mL suyun igerisine 0,63 g
amonyum format tartilip, tizerine 1,0 mL formik asit eklenerek hazirlanmistir. Her ne
kadar piklerin birbirinden ayirimina ihtiyag duyulmasada kromatografik kalite igin
hareketli faz oranlart degistirilerek ayirim saglanmaya calisilmigtir. Bunun igin

asagida 6zetlenen yontemler denenmistir.

Hareketli faz tamponu olarak 10 mM konsantrasyonda amonyum format reaktifi
secilmis ve igerisine 1,0 mL formik asit eklenmistir (Hareketli Faz A). En uygun ACN
(Hareketli Faz B) oraninin bulunabilmesi i¢in hareketli fazin organik ¢oziicii igerigi

hacimce belli oranlarda degistirilmistir.

Hareketli Faz A: Hareketli Faz B (80:20, h\h) oranlarinda karigtirilarak
hazirlanmis hareketli faz ile yapilan yontem denemesinde 20 dk boyunca hicbir pik
gozlemlenmemistir. Bu analiz siiresi SK-K/KS miktar tayini metodu i¢in uzun bir siire

oldugundan metoda devam edilmemistir.

Hareketli Faz A: Hareketli Faz B (40:60, h\h) oranlarinda karistirilarak
hazirlanmis hareketli faz ile yapilan yontem denemesinde Amlodipine ait standart piki
0,35 dk da geldigi i¢in bu yontem ile devam edilmemistir. Coziiciiden tutunmadan
gelecek olan piklerin analiz sonuglarini etkilememesi i¢in molekiillerin gelis 0,35 dk

kadar kisa olmamasina dikkat edilmistir.

Hareketli Faz A: Hareketli Faz B (50:50, h\h) oranlarinda karigtirilarak
hazirlanmigs hareketli faz ile yapilan yontem denemesinde Amlodipine ait standart piki

bu kez 0.43. dk da geldigi i¢in bu yontem ile devam edilmemistir.
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Hareketli Faz A: Hareketli Faz B (60:40, h\h) oranlarinda karigtirilarak
hazirlanmis hareketli faz ile yapilan yontem denemesinde Amlodipine ait standart piki
bu kez 0,7. dk da geldigi ve alikonma siiresi uygun bulundugu i¢in diger standartlarda
bu yontem ile analiz edilmistir. Buna gére Olmesartan 1,47. dk’da, Hidroklorotiyazid
0,35. dk’da, Telmisartan 1,95. dk’da ve Valsartan 1,94. dk’da gelmistir. Telmisartan
ve Valsartan molekiilleri ayni1 dozaj formun igerisinde yer almayacagindan bir ayirim
saglamak gerekmemektedir. Teorik olarak da ayirimi saglamasak bile molekiil
agirhiklar1 farkli oldugu igin SK-K/KS metodu ile analiz edilebilmektedir. Burada
HCTZ pikinin 0,35. dk’da gelmesi sebebiyle akis gradienti olusturulmus ve

molekiilleri alikonma siireleri bir miktar uzatilmistir.

SK-K/KS yonteminde kullanilan kolonlarin sabit faz partikiil boyutlart kiigiik
olmasi nedeniyle kolondaki basinc diisiik seviyelerde tutmak i¢in kolon firin sicakligi

40°C olarak sabitlemis ve tiim ¢alismalarda bu sicaklik kullanilmistir.

Akis hizi belirlerken HCTZ pikinin alikonma zamani, g6z Onilinde
bulundurulmustur. Analiz siiresini kisaltabilmek i¢in optimize edilen bulgular

kisminda bahsedilen akis gradienti uygulanmistir.

Son olarak akis gradientinin de uygulanmasiyla metot optimizasyon g¢alismasi

tamamlanmaistir.

Yapilan literatiir arastirmalar1 sonucu bes etken maddeninde es zamanli olarak
analizinin yapildig1 bir ¢alisma saptanmamustir. Literatiir ¢aligmalar1 kisminda ikili,
ticlii veya dortlii etken maddenin es zamanli olarak analizinin yapildigi ¢alismalara yer
verilmig ve yontem bunlarla kiyaslanmigtir. Gelistirilen YPSK-FDD yonteminin
sonucu daha 6nce yapilmis olan (R.A. Mhaske ve ark, 2011; Santaji Nalwade ve ark,
2011; Kakumani ve ark, 2012; Wankhede SB. ve ark, 2007; Panchumarthy Ravisankar
ve ark, 2016; Saurabh K Sinha ve ark, 2012; Filiz Ari6z ve ark, 2014; N Delhiraj ve ark,
2014) calismalariyla kiyaslandiginda tez kapsaminda daha duyarli oldugu ve daha diisiik
konsantrasyon araliginda bir yontem gelistirildigi goriilmiistiir. Gelistirilen SK-K/KS
yonteminde ise (Vasu Babu Ravi ve ark, 2012; Jaivik V. Shah ve ark, 2017) kullanildig:
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asetonitril oran1 agisindan kiyaslandiginda yontemin daha ¢evreci bir yontem oldugu da

distiniilmektedir.

OLM, VAL, TEL, AML ve HCTZ tayini i¢in gelistirilen YPSK-FDD ve SK-
K/KS yontemleri ayr1 ayr1 bu etken maddeleri igeren bes farkli farmasotik dozaj
formuna da uygulanmistir. Yardime1 maddelerin ve safsizliklarin yonteme bir etkisinin
olup olmadig1 incelenmis ve sonug olarak bu maddelerin analiz {izerinde herhangi bir

etkisinin olmadig1 gorilmiistiir.

Sonug olarak OLM, VAL, TEL, AML ve HCTZ etken maddelerinin es zamanl
olarak YPSK-FDD yontemi ile analizi galismalar Symmetry Shield RP-18 (150 mm x
4,6 mm x 3,5 um) kolonda, sicaklik 25°C ve 1,0 mL dk™ akis hiz1 ile yapilmistir. Sulu
¢ozelti ise 1000 mL suyun pH degeri 3.0’a ayarlanarak kullanilmistir. Kullanilan
hareketli fazin igerigi bilesimi pH 3,0 sulu ¢ozeltisi:MeOH:ACN (40:40:20, h\h\h)
olarak belirlenmistir. Calisma yapilan dalga boyu 220 nm olarak secilmis ve
enjeksiyon hacmi 20 pL’dir. Bu kosullarda; OLM, VAL, TEL, AML ve HCTZ’nin
alikonma zamanlar1 sirasiyla 4,05; 11,73; 2,42; 9,87 ve 1,66 dakika olarak
bulunmustur. Gelistirilen yontemde OLM, VAL, TEL, AML ve HCTZ iginde dogrusal
olarak sirastyla 1,0-40 ug mL?; 4,0-160 pg mL?; 1,0-40 ug mL-1; 0,25-100 ug mL™*
ve 0,63-25 pg mL7?, teshis sinir sirastyla 0,02; 0,02; 0,01; 0,03 ve 0,01 pg mL?, tayin
alt sinir1 ise sirastyla 0,06; 0,06; 0,03; 0,09 ve 0,04 pg mL? olarak bulunmustur.

SK-K/KS yontemi ile analiz ¢aligmalarinda ise Poroshell 120 EC C-18 (50 mm
x 3,0 mm x 2,7 um) kolonda, kolon sicakligi 40°C, 0,4 ve 0,8 mL dk ¥’ lik akis hizt
gradienti ile yapilmistir. Tampon ¢6zelti ise1000 mL suyun igerisine 0,63 g amonyum
format tartilip, iizerine 1,0 mL formik asit eklenerek hazirlanmistir. Kullanilan
hareketli fazin igerigi bilesimi tampon ¢ozelti: ACN (60:40, h\h) olarak belirlenmistir.
Calisma yapilan enjeksiyon hacmi 5 pL, gaz sicakligr 300°C, gaz akis1 10 L dklve
nebulizer basinct 45 psi’dir. Bu kosullarda; OLM, VAL, TEL, AML ve HCTZ’nin
alikonma zamanlar sirastyla 1,58; 1,97; 2,01; 0,97 ve 0,63 dakika olarak bulunmustur.
Optimize edilen diger kosullar tablolarda sunulmustur (Cizelge 3.15 ve Cizelge 3.16).
Gelistirilen yontemde OLM, VAL, TEL, AML ve HCTZ iginde dogrusal olarak
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sirasiyla 0,1-0,8 ng mLt; 0,4-3,2 ug mL%; 0,1-0,8 pg mL%; 0,03-0,2 pg mL ve 0,08-
0,5 ug mL%, teshis siir1 sirastyla 0,007; 0,008; 0,002; 0,006 ve 0,007 ug mL™, tayin
alt sinirt ise sirastyla 0,02; 0,025; 0,005; 0,02 ve 0,022 pg mL? olarak bulunmustur.
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5. SONUC VE ONERILER

Bu c¢alisma kapsaminda hipertansiyon tedavisinde kullanilan olmesartan,
valsartan, telmisartan, amlodipin ve hidroklorotiyazid etken maddelerinin iki farkli
dedektor kullanilarak YPSK yontemi ile ayni anda analizleri igin gerekli parametreler
bulunmus ve bu parametrelere bagl olarak da analizleri yapilmistir. Bu amagla hareketli faz
organik ¢oziicii yiizdesi, kolon, akis hiz1 ve sicaklik kullanilarak analizler i¢in en iyi kosullar
belirlenmistir. Ayrica kullanilan iki farkli dedektoriin birbirlerine olan {istiinliikleri

gozlemlenmistir.

Tez konusu se¢iminden Onceki literatiir taramalarinda olmesartan, valsartan,
telmisartan, amlodipin ve hidroklorotiyazid i¢eren farmasétik preparatlarmn ikili, tiglii ve
dortlii analizi ile ilgili calismalar mevcut degilken tez siiresince bu ¢alismalarin yapildig
goriilmiistiir. Ancak 6nceki ve simdiki ¢alismalar incelendiginde bu maddelerin tiimiiniin
aym anda analizi ile yapilan hi¢ bir ¢aligmaya rastlanilmamustir. Optimizasyon ve
validasyon islemleri tamamlanarak gelistirilen yontemlerimizde literatiirdeki bircok analiz
yontemine gore daha iyi ve etkin bir ayirim ve daha iyi geri kazamim, teshis sinir1 ve tayin
alt stnin degerleri elde edilmistir. Hesaplanan validasyon parametreleri dogrultusunda ise
gelistirilen yontemin dogru, duyarl, kesin, secici, kararli bir yontem oldugu

sOylenebilmektedir.

Ters faz sivi kromatografisinde iki farkli dedektér olan FDD ve K/KS
karsilagtirildiginda K/KS’nin bilesiklerin analizlerini kisa siirede gergeklestirerek, tam bir
aymrma gerek duyulmaksizin daha hasas tayin saglamaktadir. Cok daha diisiik

konsantrasyonlarda dogru sonuglar elde edilebilmektedir.

Sonug olarak bulunan veriler dogrultusunda, olmesartan, valsartan, telmisartan,
amlodipin ve hidroklorotiyazid etken maddelerinin es zamanli analizi igin hizli, duyarli,
kesin, kolay uygulanabilir, dogru, ekonomik ve herhangi bir 6n ayirma islemi gerektirmeyen

iki farkli dedektor ile analiz yontemleri gelistirilmistir. Gelistirilen analiz yontemlerinin
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farmasotik dozaj formundan bu maddelerin es zamanli analizine basarili bir sekilde

uygulanabilir oldugu istatistiksel olarak gosterilmistir.

Her iki dedektor ile yapilan analiz sonuglari yorumlanirken stident-t ve Fisher (F)
testlerinden yararlanilmustir. Bu istatistiki degerlendirmeler sonucunda ¢ikan degerler tutarli

olup iki yontemin de birbiri yerine kullamilabilecegi goriilmiistiir.

156



OZET

Baz1 Anjiotensin II Antagonisti flac Karisimlarinin Fotodiyot Dizi Dedektor ve Kiitle
Spektrometresi ile S1vi Kromatografisinde Aym1 Anda Analizleri ve Validasyonlar:

Bu tezin amaci hipertansiyon tedavisinde kullanilan ila¢ etken maddelerinden
olmesartan, valsartan, telmisartan, amlodipin ve hidroklorotiyazid’in es zamanli tayini igin iKi
farkli dedektdr olan FDD ve K/KS dedektorleri kullanilarak sivi kromatografik yontem
gelistirmektir. Bu sebeple, farkli hareketli faz kompozisyonlari, farkli sicaklik, akis hizi
etkileri gibi deney sartlar1 optimize edilmistir. Ilk metot FDD, Symmetry Shield (150x4.6; 3.5
um) (Waters, ABD) kolon ve MeOH:asetonitril: pH 3,0 ¢ozeltisi (fosforik asit), 40: 40: 20
(h\h\h) hareketli faz kompozisyonu kullanilarak iyi bir kromatografik ayirima ulasilmigtir.
Analizler 25°C, 1mL dk™ akis hizinda ve 220 nm dalga boyunda gerceklestirilmistir. ikinci
metot K/KS, Poroshell 120 EC C-18 (50 mm x 3,0 mm x 2,7 um) (Agilent, ABD) kolon ve
asetonitril: tampon ¢ozelti (10 mM amonyum format; formik asit), 40: 60 (h\h) hareketli faz
kompozisyonu kullanilarak iyi bir kromatografik ayirima ulasilmistir. Analizler 40°C ve
gradient olarak 0,6 ve 0,8 mL dk* akis hizinda gergeklestirilmistir.

Aragtirmalar sonucunda optimum g¢alisma sartlarinda, hizli, basit, duyarli, dogru, kesin,
cevreci ve tamamen valide edilmis analiz yontemleri gelistirilmistir. Onerilen hizli ve duyarh
iki yontem de olmesartan, valsartan, telmisartan, amlodipin ve hidroklorotiyazid’in es zamanli
miktar tayinleri i¢in zaman almayan numune hazirlama islemine sahip olmasindan dolay1
kalite kontrol laboratuvarlarinda kolayca uygulanabilecektir. Gelistirilen yontemler ilag
numunelerine de uygulanmigtir. Bdylece ilag numuneleri gibi kompleks matrislerde
yontemlerin uygulanabilirligi de gosterilmistir. Ayrica gelistirilen her iki yontemin de
birbirine egdeger oldugu Student-t ve F testi ile gosterilmistir.

Anahtar Kelimeler: Amlodipin, Hidroklorotiyazid, la¢ analizi, Olmesartan, SK-K/KS,
Telmisartan, Validasyon, Valsartan, YPSK-FDD.
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SUMMARY

Simultaneous Determination and Validation of Some Angiotensin 11 Antagonist Drug
Mixtures By HPLC-DAD and LC-MS/MS Techniques

The aim of this thesis to develop a liquid chromatographic method using two different
detectors which are the DAD and MS/MS for simultaneous determination of olmesartan,
valsartan, telmisartan, amlodipine and hydrochlorothiazide from the drug active substances
used in the treatment of hypertension. For this reason, experimental conditions such as
different mobile phase compositions, temperature, flow rate effects are optimized. The first
method based on reverse phase liquid chromatography by using Symetry Shield (150x4.6; 3.5
um) (Waters, ABD) column and methanol: acetonitrile: pH 3.0 solution (phosphoric acid),
40:40:20, v\ v\ v mobile phase composition. The separation was carried out at 25 ° C, a flow
rate of 1 mL min? and a detection wavelength of 220 nm. The second method involved
MS/MS, Poroshell 120 EC C-18 (50 mm x 3,0 mm x 2,7 um) (Agilent, ABD) column and
acetonitrile: buffer solution (10 mM ammonium formate; formic acid), 40:60, v \ v mobile
phase composition. The analyses were carried out at 25 ° C, a flow rate of 0,6 and 0,8 mL min
! as a gradient.

As a result of this study, fast, simple, sensitive, accurate, precise, environmentally and
fully validated analysis methods have been developed under optimum working conditions. The
proposed rapid and sensitive HPLC-DAD and LC-MS/MS method will be readily applicable
in quality control laboratories for simultaneous determination of olmesartan, valsartan,
telmisartan, amlodipine and hydrochlorothiazide since they have not a time-consuming sample
preparation procedure. The developed methods were also applied to the pharmaceutical dosage
forms. Thus, the applicability of the methods in complex matrices such as drug samples have
also been demonstrated. Furthermore, student-t and F tests showed that both developed
methods were equivalent to each other.

Key Words: Amlodipine, Drug analysis, HPLC, Hydrochlorothiazide, LC-MS/MS,
Olmesartan, , Telmisartan, Validation, Valsartan.
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