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ONSOZz

Antihipertansif ilaglarin giiniimiizde kombine sekilde kullanimlar1 giderek
arttig icin ilaglarin ayn1 anda analizi de 6nem kazanmaktadir. Tez ¢aligmamizda
amlodipin iceren bazi antihipertansif ilaglarin ayn1 anda tayini i¢in yeni, 6n hazirlama
islemine gerek duyulmayan, pratik ve kolay uygulanabilir spektrofotometrik

yontemler gelistirilmistir.

Tez ¢aligmalarimin her aninda bilgi ve deneyimlerinden yararlandigim, destegini
her zaman hissettigim, degerli fikirleri ile hep yanimda olan, gostermis oldugu sabir
ve hosgoriden dolayr ¢ok degerli danigman hocam Sayin Prof. Dr. Nevin ERK’e en

icten tesekkiirlerimi ve saygilarimi sunarim.

Anabilim dalinin degerli o6gretim {yelerine ve arastirma gorevlilerine
sagladiklar1 yardimlar ve destekler icin tesekkiir ederim. Tez siirecinde ve her zaman
desteklerini esirgemeyen Dr. Ecz. Ali Kemal ATES ve Ecz. Meltem OZTURK’e

tesekkiir ederim.

Destekleri, yardimlari ve tecriibeleri ile yanimda olan hocam Prof. Dr. S. Evrim
TEKKELI ve Bezmialem Vakif Universitesi Eczacilik Fakiiltesi hocalarima ve

arastirma gorevlisi arkadaslarima tesekkiirlerimi sunuyorum.

Her zaman yanimda olan ve desteklerini hep hissettigim lizerimde emegi biiyiik
olan teyzem Serap Saragoglu, anneannem, biiyiikk dayim ve teyzem, her zaman
fikirlerini benimle paylasan biricik yegenim Elifsu, annem, ablam, abim, kardesim ve

aileme tesekkiirlerimi sunarim.



ACN
ADE
ALS
AML
ARB
ATN
ATO
BENZ
BSS
DAD
DPV
dk
EZT
HYD
ICH
IND
ITK
KND

H9
ML
pm

mg
nm
OLM
PER
PRD

SIMGELER VE KISALTMALAR

Asetonitril
Anjiyotensin doniistiiriicii enzim
Aliskiren hemifumarat
Amlodipin besilat
Anjiyotensin reseptor blokerleri
Atenolol
Atorvastatin kalsiyum
Benazepril
Bagil standart sapma
Foto diyot dizisi dedektor
Diferansiyel puls voltametri
dakika
Ezetimib
Hidroklorotiyazid
Uluslararast Uyum Konseyi
Indapamid
Ince Tabaka Kromatografi
Kandesartan sileksetil
Dalga boyu
Litre
Mikrogram
Mikrolitre
Mikrometre
Egim
Miligram
Nanometre
Olmesartan medoksomil
Perindopril erbumin

Perindopril arjinin



ROS Rosuvastatin

SS Standart sapma

TEL Telmisartan

VAL  Valsartan

YPSK  Yiiksek performansli sivi kromatografi
UYPSK Ultra “yiiksek performansli sivi kromatografi
HPTLC Yiksek performansl ince tabaka kromatografi
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spektrumuna bolum spektrumlari

Pembe spektrum her iki etken maddenin 10,0 pg/mL bulundugu
karisim, siyah spektrum saf AML 10,0 pg/mL spektrumu
Mavi spektrum karigimin saf AML’ye boliim spektrumu, pembe
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1. GIRIS

1.1. Giris ve Amag

Hipertansiyon kan basincinin yiikselmesi ile olusan kalp ve damar hastaligidir.
Nedeni bilinmeyen primer ve ilaca bagimli geg¢ici nedeni bilinen sckonder
hipertansiyon olarak ikiye ayrilmaktadir. Primer hipertansiyon hastaliginda kan
basincinin artmasi hastaligin belirtisidir ve kan basimcini diizenleyen mekanizmalari
etkileyen neden belirlenememektedir. Birkag faktor veya bilinmeyen mekanizmalar
hastaliga sebep verdigi i¢in tedavi antihipertansif ilaglarla ve hayat tarzinda
degisikliklerle yapilmaktadir. Sekonder hipertansiyonda bazi renal ve endokrin
hastaliklara bagli olarak arteriyel kan basinci artmaktadir. Hipertansiyon hastasinda
damar ceperinin uzun siire yiiksek basinca maruz kalirsa atereskleroz olugmaktadir.
Bu durumda konjestif kalp yetmezligi, miyokard infarktiisii, diger kardiyovaskiiler
hastalik olusma riski ylikselmektedir. Hipertansiyon tedavisi ve kontrol altinda

tutulmasi1 zamanla gelisebilecek hastaliklarin 6nlenmesi i¢in de 6nem tasimaktadir

(Ilerigelen, 2005; Kayaalp, 2012).

Antihipertansif ilag grubunda baslica bes ilag sinifi yer almaktadir (Turk
Kardiyoloji Dernegi, 2018). Bunlar ditretikler, beta blokerler, kalsiyum kanal
blokerleri, anjiyotensin doniistiiriici enzim (ADE) inhibitorleri ve anjiyotensin

reseptor blokerleridir (ARB).

Didretikler, bobrek tubuluslardan sodyum ve su geri emilimini inhibe ederek
viicuttan atilimin1 artirmaktadirlar. Hiicre dis1 sivi hacmi azalarak kalp debisi ve
bobrek kan akimi diismektedir. (Kayaalp, 2012; RxMediapharma®, 2020). Orta ve agir
hipertansiyon hastalarinda diger bir gruptan antihipertansif ilagla kombine
kullanilabilmektedir. Beta blokerler, kalp debisini, renin salinimini, pre-Sinaptik
norepinefrin salinimin1 azaltarak ve santral etkiyle kan basincini diisiirmektedirler
(llerigelen, 2005). ADE inhibitérleri, damarlar1 genisleterek (anjiyotensin-II

olusumunu Onleyerek ve bradikinin yikimini azaltarak), damar hipertrofisini ve



sempatik sinir sistemi aktivitesini azaltarak kan basincini azaltmaktadirlar. ARB,
anjiyotensin II nin kardiyovaskiiler ve diger yapilardaki etkisine aracilik eden iki tiir
reseptorii vardir. Kardiyovaskiiler sistemdeki ve diger bircok etkilerine AT1
reseptorleri aracilik eder. Tedavide kullanilan ARB anjiyotensin II ile yarismaya
girerek onun reseptore baglanmasini ve etkilerini antogonize etmektedirler. Kalsiyum
kanal blokerleri, sitoplazma membranindaki voltaja bagiml kalsiyum kanal proteini
tizerindeki 6zel baglanma yerleri olup kalsiyum girisini azaltirlar. Bu etkiler damar
diiz kas1 ve kalp hiicreleri diizeyinde olmakta ve damarlar1 gevsetebilmektedirler

(Kayaalp, 2012; Duraisamy ve ark., 2017).

Antihipertansif ilaglar genel olarak iki ya da ii¢ etken madde i¢eren karisimlar
seklinde bulunmaktadir. Monoterapiye yanit alinamayan hipertansiyon hastalarinda
kombinasyon tedavisi uygulamak en iyi yollardan biridir (Tirk Kardiyoloji Dernegi,
2018). RX media kapsamindaki farmasotik preparatlar incelendiginde ¢ok fazla sayida
antihipetansif miistahzar vardir. Kalsiyum kanal blokerleri, hipertansiyon tedavisinde
ADE inhibitorleri ya da ARB ile birlikte kullanilabilirler. Kombinasyon tedavileri
etken maddelerin tek basina yapacaklari antihipertansif etkiden daha etkili oldugu
diistiniilmektedir (Kayaalp, 2012).

1.2. Kullanilan Etken Maddelerin Kimyasal ve Fiziksel Ozellikleri

1.2.1. Amlodipin

1.2.1.1. Kimyasal Yap



Maddenin Molekiil Yapisi

Sekil 1.1. Amlodipin molekil formilu

Kapal formiilii: C20H25CIN20s

Kimyasal okunusu: (RS)-3-¢etil-5-metil-2-(2-aminoetoksimetil)-4-(2-
klorofenil)-6-metil-1,4-dihidropiridin-3,5-dikarboksilat

Molekiil agirhigi: 408,88 g/mol

Goriiniis: Beyaz renkli bir tozdur.

Saklama kosullari: Oda sicakliginda 15-30 °C’de iyi kapatilmis kaplarda

1siktan korunarak saklanmalidir.

Cozunurluk: Su ve izopropil alkolde zor ¢ozunir, metil alkolde ¢dzlndr.

pKa: 9,4

log P (ow): 3

(RxMediapharma®, 2020)



1.2.1.2. Farmakolojik Ozellikleri

Amlodipin besilat (AML) dihidropiridin grubu kalsiyum iyon akis1
inhibitoraddr.  Kalsiyumun hiicre i¢i  konsantrasyonu, diz kas tonusunun
korunmasinda ve miyokardin kasilmasini saglamaktadir. Kalsiyum kas hiicrelerine
0zel, voltaja duyarli kalsiyum kanallarindan girmektedir. Kalsiyum kanal blokerleri
kalsiyumun hticre igine girigini, koroner arterler ile periferik damarlarin diiz
kaslarindaki ve kalpteki L-tipi kalsiyum kanallarina baglanarak engel olmaktadirlar.
AML metabolik advers etkilere neden olmamakta ve astim, diyabet hastalarinda

kullanilabilmektedir (Kayaalp, 2012).

Oral kullanimdan sonra iyi absorbe olmaktadir ve kisa yarilanma omrii vardir
(Uc-sekiz saat). Gida ile alinmasi, AML’nin emilimini degistirmemektedir.
Hipertansiyonun kontrol altina alinabilmesi i¢in glinde tek doz alimindan sonra kan
basincinda 24 saatlik siire boyunca klinik olarak anlamli azalmalar olusturmaktadir.
Etkisinin yavas baslamasi nedeniyle akut hipotansiyona neden olmamaktadir. AML
karacigerde metabolize olarak aktif olmayan metabolitlerine doniismektedirler

(Howland ve ark., 2006; RxMediapharma®, 2020).

AML oral olarak kullanilan kalsiyum kanal blokoriidiir. Hipertansiyon, kronik
stabil anjina pektoris tedavisinde kullanilir. AML nifedipin ve dihidropiridin grubunun
diger liyelerine benzer giiglii periferik vazodilatordiir. Grubun yarilanma 6mrii en uzun

iiyesi olmasi nedeniyle giinde tek doz halinde kullanilabilir.

Tedavi sirasinda en ¢ok goriilen yan etkiler uyku hali, sersemlik, bas agrisi,
yiizde kizariklik, karin agrisi, bulanti, eklem sismesi, 6dem ve yorgunluktur. Cok
seyrek olarak trombositopeni, lokopeni, alerjik reaksiyon, hiperglisemi
gorilebilmektedir (RxMediapharma®, 2020).



1.2.2. Indapamid

1.2.2.1. Kimyasal Yapi

Maddenin Molekiil Yapisi

o \\S/NH2
AN N\

N [e]

Cl

Sekil 1.2. indapamid molekiil formiilii

Kapah formiilii ~ : C16H16CIN3O3S

Kimyasal okunusu : 4-kloro-N-(2-metil-1-indolinil-3-stlfamoilbenzamit
Molekiil agirhgi: 365,832 g/mol

Goriiniis: Beyaz veya beyaza yakin renkte, kristalize bir tozdur.

Saklama kosullari: 30 °C’nin altindaki oda sicakliginda saklanmalidir.

Cozuanurluk: Suda ¢oziinmez. Metil alkol, asetonitril, glasiyel asetik asit ve etil

asetatta ¢ozunur, eter ve kloroformda gok az ¢ozuinmektedir.
pKa: 8,8
Iog P (ofw)- 2,9

(RxMediapharma®, 2020)



1.2.2.2. Farmakolojik Ozellikleri

Indapamid (IND), farmakolojik olarak tiyazid grubu ditiretiklere benzeyen ve
indol halkasi igeren bir siilfonamid tiirevi diiiretik ilactir. Sodyum reabsorbsiyonunu
inhibe ederek etki ederek etkide bulunmaktadir. Idrarla sodyum ve kloriir atilimin1 ve
daha diisiik bir diizeyde potasyum ve magnezyum atilimini artirarak antihipertansif
ozellik gosterdikleri saptanmistir. Lipit ve glikoz metabolizmasini etkilemedigi

bulunmustur. Esansiyel hipertansiyon tedavisinde kullanilmaktadir.

IND gastrointestinal kanaldan hizla ve tiimiiyle absorbe edilmektedir.
Yiyecekler, absorbsiyon hizini ¢ok az artirmasina ragmen absorbe olan ila¢ miktarini
etkilememektedir. Plazma proteinlerine baglanma oran1 % 79°dur. Eliminasyon aktif

olmayan metabolitler seklinde temel olarak idrar yoluyla olmaktadir.

Pek ¢ogu hafif ve gecici olmak iizere bas agrisi, bas donmesi, yorgunluk, kas
kramplari, el ve ayak ucglarinda uyusma, sinirlilik ve ajitasyondur. Ayrica bazi
gastrointestinal bozukluklar, ciltte alerjik reaksiyonlar, o6zellikle diabetiklerde
hiperglisemi, baz1 hastalarda hiperiirisemi ve gut ataklarina, elektrolit

dengesizliklerine neden olabilir (RxMediapharma®, 2020).

1.2.3. Perindopril

1.2.3.1. Kimyasal Yapi

Maddenin Molekiil Yapisi

Sekil 1.3. Perindopril molekil formili



Kapah formiilii: C19H32N205

Kimyasal okunusu: (2S,3aS,7aS)-1-((S)-3-((S)-2-etoksihekz-1-en-3-ilamino)
blt-1-en-2-il)oktahidro-1H-indol-2- karboksilik asit

Molekiil agirhgi: 368,474 g/mol

Goriiniis: Beyaz veya beyaza yakin renkte, hafif nem ¢ekici, kristalize bir

tozdur.

Saklama kosullari: 30 °C’nin altindaki oda sicakliginda hava gecirmeyen

kaplarda saklanmalidir.

CozUndrluk: Suda ve alkolde ¢ozlnar, diklorometanda az ¢oziinmektedir.

Iog P (omw): 2,6

(RxMediapharma®, 2020)

1.2.3.2. Farmakolojik Ozellikleri

Perindopril erbumin (PER) anjiyotensin I’i anjiyotensin II’ye doniistiiren enzimi
bloke ederler. Doniistiiriicli enzim ayni zamanda bradikinin yikilmasini saglamaktadir.
Vazodilatasyon anjiyotensin II’nin konsantrasyonunun azalmasiyla ve artmis
bradikinin gli¢li vazodilator etkisinin ortak sonucu olarak ortaya ¢ikar. PER hafif, orta
ya da ileri her derecede hipertansiyon tedavisinde kullanilmaktadir. Periferal vaskiiler

direnci azaltarak kan basincini azaltmaktadir.

Oral alim sonrasi PER’in emilimi hizhidir. Idrarla atilir. Bébrek ve kalp

yetmezligi olan hastalarda ve yaslilarda eliminasyon azalmaktadir.



Esansiyel hipertansiyonda, kardiyak olay riskini azaltmada, konjestif kalp
yetersizligi tedavisinde, daha once diiiretiklerle tedavi edilen arteryel hipertansiyonda,

renovaskdler hipertansiyon tedavisinde kullanilmaktadir.

Bas donmesi, uyku bozukluklar1 ve huzursuzluk gibi yan etkiler nadir ve hafif
olup genellikle tedavinin baslangicinda goriilmektedir. Ayrica tat alma bozukluklari,
spazm, kabizlik, dispepsi gibi spesifik olmayan sindirim sikayetleri, vertigo ve
tinnutus, deri dokiintiileri, eklem boyun ve sirt agrisi, terleme, konjuktivit, rinit, kusma
goriilebilmektedir. Tedavinin baglangicinda hemoglobin  miktarlarinda  hafif
yukselmeler gorilebilmektedir. Bu belirtiler tedavinin kesilmesi ile kendiliginden
normale dénmektedir (RxMediapharma®, 2020).

1.2.4. Telmisartan

1.2.4.1. Kimyasal Yapi

Maddenin Molekiil Yapis1

CHs
/
N
N o OH
N CHg
CHg
Sekil 1.4. Telmisartan molekdl formali

Kapah formult: CzsHzoN4O2

Kimyasal okunusu: 4-((1,7-dimetil-2-propil-2,5-bibenzol[d]imidazol-3-il)
metil) bifenil -2 karboksilik asit



Molekiil agirhgi: 514,62 g/mol

Goriiniis: Beyaz veya hafif sarimsi, kristalize bir tozdur.

Saklama kosullari: 15-30 °C arasindaki oda sicakliginda saklanmalidir.
Tabletleri kullanilmadan hemen 6ncesine kadar ambalajindan ¢ikarilmamalidir. Hava

gecirmez kaplarda saklanmalidir. Isiktan korunmalidir.

Cozunurluk: Suda ¢oztinmez, diklorometanda az ¢ozlndar.

log P (ow): 8,42

(RxMediapharma®, 2020)

1.2.4.2. Farmakolojik Ozellikleri

Telmisartan (TEL), hipertansiyon ve kalp yetmezligi tedavisinde kullanilan
anjiyotensin Il reseptér antagonistidir. TEL plazma aldesteron dlzeylerini
azaltmaktadir ve insan plazmasindaki renini inhibe etmemekte veya iyon kanallarim
bloke etmemektedir. Bradikinini parcalayan enzim olan ADE de inhibe etmemektedir.
Bu nedenle bradikininin aracilik ettigi istenmeyen etkileri siddetlendirmesi

beklenmemektedir.

TEL’in absorbsiyonu hizli olmaktadir. Alblimin ve alfa-1 asit glikoprotein
olmak iizere plazma proteinlerine yliksek oranda baglanmaktadir. Metabolizasyonu
ana bilesigin glukoronidlere metabolizasyonu ile olmaktadir. Oral ve intravendz
uygulamadan sonra feces yoluyla de§ismemis olarak atilimi ger¢eklesmektedir

(Kayaalp, 2012).



1.2.5. Olmesartan

1.2.5.1. Kimyasal Yapi

Maddenin Molekiil Yapisi

Sekil 1.5. Olmesartan molekil formili

Kapal formiilii: C2oH30NsOg

Kimyasal okunusu: (5-metil-2-okso-2H-1,3-dioksol-4-il)metil4-(2-hidroksi
propan-2-il)-2-propil-1-({4-[2-(2H-1,2,3,4-tetrazol-5-il)fenil]fenil }metil)-1H
imidazol-5 karboksilat

Molekiil agirhgi: 558,585 g/mol

Goriiniis: Sar1 beyaz bir toz veya kristalize halde bulunmaktadir.

Saklama kosullari: 15-30 °C arasindaki oda sicakliginda saklanmalidir.
Tabletleri kullanilmadan hemen 6ncesine kadar ambalajindan ¢ikarilmamalidir. Hava

gecirmez kaplarda saklanmalidir. Isiktan korunmalidir.

Cozunurluk: Suda ¢6ziinmez, metanolde az ¢ozundr.

log P (om): 3,63 (RxMediapharma®, 2020)

10



1.2.5.2. Farmakolojik Ozellikleri

Anjiyotensin IIyi vaskiiler diiz kasta yer alan AT1 reseptor alt tipini antogonize
etmektedir. Olmesartan medoksomil’in (OLM) AT1 reseptorlerini bloke etmesine
cevap olarak dolasimdaki renin ve anjiyotensin II seviyeleri artmaktadir. Artiglar

OLM’nin hipotansif etkisini etkilememektedir.

OLM oral yoldan kullanilmaktadir. Gastrointestinal absorbsiyonu sirasinda
farmakolojik olarak aktif metaboliti olan olmesartana doniistiiriilmektedir. Olmesartan

plazma proteinine yiiksek ol¢iide baglanmaktadir (RxMediapharma®, 2020).

1.2.6. Kandesartan

1.2.6.1. Kimyasal Yapi

Maddenin Molekiil Yapis1

Sekil 1.6. Kandesartan molekil formuli

Kapah formiilii: C24H20NsO3

Kimyasal  okunusu:  2-Etoksi-1-{4-[2-(1H-tetrazol-5-il)fenil]  benzil}
benzimidazol-7-karboksilik asit

11



Molekiil agirhgi: 440,45 g/mol

Goriiniis: Beyaz ya da beyaza yakin renkte bir tozdur.

Saklama kosullari: 30 °C’nin altindaki oda sicakliginda saklanmalidir.

Cozundrluk: Suda ¢6ziinmez, metanolde az ¢6zunir.

log P (om): 4,79

(RxMediapharma®, 2020)

1.2.6.2. Farmakolojik Ozellikleri

Kandesartan sileksetil (KND) hipertansiyonlu hastalarda kan basincinin kontrol
altina alinmasi i¢in oral yoldan kullanilan anjiyotensin II reseptor antogonistidir ve
anjiyotensin II’'nin AT: reseptOr alt tipini antogonize etmektedir. Ayrica adrenal
bezden aldesteron salimini1 uyarmaktadir. Boylece KND anjiyotensin [I'nin etkilerini
bloke ederek kalp hizinda 6nemli bir degisiklik yapmadan sistemik vaskiiler direnci
azaltmaktadir. ATireseptorlerinin bloke edilmesine bagh olarak dolasimdaki renin ve

anjiyotensin diizeyleri artmaktadir.

Oral alindiktan sonra ortalama doruk serum konsantrasyonuna 3-4 saatte
ulagilmaktadir. KND’nin serum konsantrasyonu, ilacin dozu terapotik doz araliginda
artirlldiginda,  dogrusal  olarak  artmaktadir.  Biyoyaralanimi  besinlerden
etkilenmemektedir. Yiiksek oranda plazma proteinlerine baglanmaktadir. Yarilanma
omrii yaklasik dokuz saattir. Idrar ve safra yolu ile atilmaktadir ¢ok az bir kismu
karacigerde metabolize edildikten sonra atilmaktadir (Howland ve ark., 2006;
RxMediapharma®, 2020).
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1.2.7. Atorvastatin

1.2.7.1. Kimyasal Yapi

Maddenin Molekiil Yapisi

OH

Sekil 1.7. Atorvastatin molekil formali

Kapali formiilii: C33H3sFN2Os

Kimyasal okunusu: 7-(2-(4-florofenil)-5-izopropil-3-fenil-4-(fenilkarbomoil)-
1H-pirol-1-il)-3,5-dihidroksiheptanoik asit

Molekiil agirhgi: 558,25 g/mol

Goriiniis: Beyaz ya da beyaza yakin renkte bir tozdur.

Saklama kosullari: 25 °C’nin altindaki oda sicakliginda saklanmalidir.

CozUnurluk: Suda ¢ok az ¢ozlndr, metanolde az ¢ozlndr.

log P (ow): 6,36

(RxMediapharma®, 2020)
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1.2.7.2. Farmakolojik Ozellikleri

Atorvastatin kalsiyum (ATO) hiperkolestrolemi tedavisinde kullanilan statin
grubu bir ilagtir. HMG-KoA rediiktaz1 baskiladigi i¢in karacigerde kolesterol
biyosentezini baskilayarak plazma kolesteroliinii ve serum lipoprotein diizeylerini

diistirmektedir.

ATO sitokrom P450 CYP3A4 ile metabolize olmaktadir. CYP3A4 ya da tasiyici
proteinlerin inhibitorleri olan ilaglarla es zamanli kullanilmast ATO plazma

konsantrasyonlarinda ve ve miyopati riskinde artisa neden olabilmektedir.

Oral uygulamadan sonra hizla absorbe olmakta ve en yuksek plazma
konsantrasyonlarina bir ile iki saat arasinda ulagmaktadir. Emilim derecesi ve plazma
ATO konsantrasyonlar, ATO dozu ile orantili olarak artmaktadir. Plazma
proteinlerine yaklagik % 98,0 oraninda baglanmaktadir. ATO biiyiik oranda
karacigerde metobolize edildikten sonra safra ile atilmaktadir. Ortalama plazma

eliminasyon yar1 0mrii yaklasik 14 saattir (Howland ve ark., 2006).
1.3. Tez Kapsaminda Cahisilan Etken Maddelerle Yapilan Calismalar
Tez kapsaminda iizerinde c¢aligilan antihipertansif etkili etken maddelerin son on

yilda yapilan analitik ¢alismalardan bazilar1 agagida sunulmustur.

1.3.1. Amlodipin I¢in Uygulanms Analiz Yontemleri

1.3.1.1.Yiiksek Performansh Sivi Kromatografi

Yilmaz ve Yilmaz (2020), tarafindan diferansiyel puls voltametri (DPV) ve
yuksek performansli sivi kromatografi (YPSK) kullanarak farmasotik preparatlarda
rosuvastatin (ROS) ve AML’nin ayn1 anda belirlenmesi i¢in iki hizli, hassas ve spesifik

yontemler gelistirilmigtir. Platin disk elektrot kullanilarak ROS ve AML
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elektrokimyasal davranis1 ve ayni anda voltametrik tayini aragtirllmistir. Karsilagtirma
icin YPSK yontemi gelistirilmistir. Hareketli fazin akis hizi 1,0 mL/dk ve tim
Olcimler, UV dedektdr kullanilarak 225,0 nm'de gerceklestirilmistir. Kalibrasyon
egrisi, DPV i¢in 0,5-4,0 pg/mL ve YPSK icin 0,12 pg/mL konsantrasyon araliginda
olusturulmustur. Giin igi ve giinler aras1 bagil standart sapma (BSS), DPV ve YPSK
i¢in sirastyla % 2,96 ve % 3,07'den azdir. DPV ve YPSK igin tayin limitleri sirasiyla
0,21 ve 0,06 pg/mL olarak belirlenmistir. Her iki ila¢ da bozunma Uriinleriyle birlikte
8,0 dakikadan (dk) daha kisa siirede ayrim saglanmistir. Secilen analiz kosullarinda
tablet yardimcir maddelerinden higbir etkilesim bulunmamistir. Yéntemler, ROS ve

AML etken maddelerinin farmasotik preparatlarda kalite kontrolii i¢in uygulanmstir.

El-Bagary ve ark. (2017), farmasotik preparatlarda perindopril arjinin (PRD),
AML ve IND maddelerinin ayn: anda miktar tayinini ger¢eklestirmislerdir. Ters faz
stv1 kromatografi yontemi PRD, AML ve IND icin tek basina ve ikili karigimlarda
valide edilmis ve gelistirilmistir. Kromatografik ayrim BDS Hypersil C1g kolonda (100
x 3 mm, 5 pm) gerceklestirilmistir. Hareketli faz 0,05 M potasyum dihidrojen fosfat
tamponu (pH 2,6), metanol (50:50 h/h) icermekte, kolon sicakligi 50,0 °C ve akis hizi
0,6 mL/dk “izokratik ayrim” yapilmis, 215,0 nm dalga boyunda UV dedektdrle 6lglim
yapilmistir. Dogruluk, kesinlik degerleri kabul edilebilir olarak bulunmustur. Calisma
aralign PRD icin 5,0-80,0 pg/mL, AML igin 2,5-80,0 pg/mL ve IND igin 0,5-20,0
pg/mL dir. Analiz suiresi yedi dakikadir.

Kumar ve ark. (2017), tarafindan kombine sekilde bulunan preparatta AML ve
IND miktar tayini igin ters faz siv1 kromatografik yontem gelistirilmistir. Inertsil Cg
(150 mm x 4,6 mm) kolonda hareketli faz olarak pH degeri o-fosforik asit kullanilarak
uce ayarlanan KH.PQO4 tampon:asetonitril (ACN) (70:30 h/h ) sistemi kullanilmistr.
Hareketli faz akis hiz1 1,0 mL/dk olarak ayarlanmis ve 242,0 nm dalga boyunda analiz
yapilmistir. Gelistirilen metot secicilik, dogrusallik, dogruluk, kesinlik, saglamlik

parametreleri ile valide edilmistir.

Mohamed ve Lamie (2016a), kombine antihipertansif ilaglarin ayn1 anda tayinini

ters faz YPSK yontemi ile gergeklestirmislerdir. Calismada AML, hidroklorotiyazid

15



(HYD) ve TEL’in tiglii karigimlarinin miktar tayini, kisa analiz siiresi sonucunda atik
miktari azaltilarak ve ¢evre i¢in daha az zararli hareketli faz kullanilarak yapilmistir.
Kromatografik ayrim Inertsii ODS-3 kolonda (250 X 4,6 mm, 5 um)
gerceklestirilmistir. Hareketli faz 0,02 M fosfat tamponu (pH 7,0), etanol (30:70 h/h)
icermekte, akis hiz1 0,7 mL/dk izokratik ayrim yapilmis, 240,0 nm dalga boyunda UV
dedektorle Olglim yapilmistir. Tiim analizler oda sicakliginda gerceklestirilmistir.
Dogruluk, kesinlik degerleri kabul edilebilir olarak bulunmustur. Calisma araligit TEL
icin 2,0-50,0 pg/mL, AML i¢in 5,0-50,0 pg/mL ve HYD i¢in 5,0-50,0 pug/mL dir.

Kaila ve ark. (2013), ters faz ultra performans sivi kromatografi yontemini
hipertansiyonda kombine tedavide kullanilan alt1 ilacin (atenolol, HYD, AML, IND,
nifedipin, and lerkanidipin hidroklorid) ayn1 anda miktar tayini i¢in gelistirmislerdir.
Ayrim 25,0 °C sicaklikta Cig kolonda hareketli faz olarak 0,01 M, 4,0 pH fosfat
tampon-acetonitril (50,0 + 50,0; h/h) 0,35 mL/dk akis hizinda gergeklestirilmistir.
Calisma aralig1 1,0-20,0 pg/mL arasindadir. Tanima limiti atenolol (ATN) i¢in 0,04
pg/mL, hidrokolorotiyazid igin 0,02 pg/mL, AML igin 0,03 pg/mL, IND i¢in 0,03
pug/mL, nifedipin icin 0,02 pg/mL, lerkanidipin hidroklorid icin 0,01 pg/mL olarak
bulunmustur. Tiim ilaglar i¢in tek bagina veya atenol ile kombinasyon preperatlarinda

tek hareketli faz kullanilarak analiz yapilabilmektedir.

Gizawy ve ark. (2013), tarafindan AML ve PER ayni1 anda analizi i¢in 6n ayirma
islemi yapilmaksizin i tane basit, hassas ve secici yontem gelistirilmistir. ilk yontem
oran spektrumu AML 348,0 nm dalga boyundaki egrileri PER’in 50,0 pg/mL
konsantrasyonundaki spektruma oran1 ve PER’in 227,0 nm dalga boyunda 30,0 pg/mL
AML orani bulunup birinci tiirevi almmustir. ikinci ydntem iyon gifti ters faz YPSK
kullanilarak yapilmistir. Ayrim Cis kolon kullanilarak hareketli faz olarak potasyum
dihidrojen fosfat tamponu (0,05 M, pH 3,0 + 0,02 ortofosforik asit kullanilarak
ayarlanmistir) : ACN 30:70 h/h 1,0 mL/dk akis hizinda 215,0 nm dalga boyunda UV
dedektdrde yapilmistir. Son yontem ince tabaka kromatografidir (ITK). Ayrim silikajel
60 F2s4 aliminyum plakada, n-butanol:su:glasiyel asetik asit (4:5:1, h/h/h) hareketli faz
olarak kullanilarak yapilmistir. Onerilen metotlar ticari tabletlerin analizi i¢in bagarili

sekilde uygulanmistir.
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Wankhede ve ark. (2009), tarafindan OLM ve AML ayn1 anda tayini i¢in tablet
formunda iki spektrofotometrik ve ters faz sivi kromatografi yontem gelistirilmistir.
Birinci UV spektrofotometrik yontemde 237,5 ve 255,5 nm dalga boylarinda ayni anda
esitlik yontemi (simultaneous equation) kullanilarak 10,0-50,0 pg/mL konsantrasyon
araliginda tayin edilmistir. Ikinci spektrofotometrik ydéntemde yine 10,0-50,0 pg/mL
konsantrasyon araliginda 242,5-232,5 ve 260,5-250,5 nm arasinda egri altinda kalan
alan yontemi kullanilarak sirasi ile AML ve OLM tayin edilmistir. Ters faz sivi
kromatografi yéntem 238,0 nm dalga boyunda sabit faz olarak Cis (4,6 x 250,0 mm)
kolonda hareketli faz olarak 0,05 M potasyum dihidrojen fosfat tamponu:ACN (50:50
h/h) kullanilarak yapilmistir. Akis hizi 1,0 mL/dk’dir. Alikonma zamant AML ve
OLM i¢in sirasi ile 3,69 ve 5,36 dakikadir.

Ebeid ve ark. (2014), tarafindan dilretik ilag HYD’nin ayni anda tayini igin,
selektif B bloker ATN, kalsiyum kanal blokeri AML, bir ADE inhibitorii moeksipril
hidroklorur, anjiyotensin 1l reseptor blokerleri olan valsartan (VAL) ve KND, renin
inhibitort olan aliskiren hemifumarat (ALS) gibi en yaygin olarak regete edilen
antihipertansif farmakolojik siniflar1 temsil eden alti ilagla birlikte ve i¢ standart olarak
irbesartan kullanarak ters fazli YPSK yontemi gelistirilmistir. Kromatografik ayirma,
Eclipse XDB-C-18 (4,6 x 150,0 mm, 5,0 um) kolonda ACN/sodyum fosfat tamponu
(0,02 M, pH 5,5) kullanilarak 1,0 mL/dk akis hizinda 220,0 nm dalga boyunda
gerceklestirilmistir.  Yontem, ICH kilavuzuna gore valide edilmistir. Yontem,
incelenen ilaglarin her birinin HYD ile kombine formiilasyonlarinda tayini icin
basariyla uygulandi. Gelistirilen yontem, tayini yapilan ilaglarin farmasotik dozaj

formlarinda kalite kontrolii ve rutin analizi i¢in uygun olarak bulunmustur.

Anandakumar ve ark. (2012), tarafindan RP-C18 kolonu kullanilarak farmasotik
formulasyonda AML, VAL ve HYD ayni anda tayini i¢in ters fazli YPSK yontemi
gelistirilmistir. Hareketli faz (ACN: metanol: ortofosforik asit ile pH 3'e ayarlanmis
50,0 mM fosfat tamponu), 20:50:30 h/h/h oraninda kullanilmis ve 1,0 mL/dk akis
hizinda 239,0 nm'de analiz gergeklestirilmistir. Dogrusallik, AML i¢in 0,5-5,0 pg/mL,
VAL igin 4,0-40,0 pg/mL ve HYD i¢in 1,0-10,0 pg/mL konsantrasyon araliginda

bulunmustur. Yontem, ICH kilavuzlarina gore ve istatistiksel olarak valide edilmistir.
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Yontem, dogruluk ve kesinlik agisindan degerlendirilmistir. Kesinlik i¢in varyans
katsayis1 0,3794, 0,1703 ve 0,0578, dogruluk i¢in ise AML, VAL ve HYD igin
sirasiyla 0,6351, 0,7688 ve 1,1305 bulunmustur. TUm ilaclar i¢in varyans katsayisi
degerlerinin % 2'den az oldugu bulunmustur, bu da onerilen YPSK yonteminin
kesinlik ve dogrulugunu gostermektedir. Basitligi, hizi, yiiksek kesinligi ve dogrulugu
sayesinde onerilen YPSK ydntemi, AML, VAL ve HYD'yi farmasotik dozaj formunda

belirlemek icin uygulanabilmektedir.

1.3.1.2.Spektrofotometri

Attimarad ve ark. (2020), tarafindan ¢6zicl olarak % 50,0 h/h etanol su
kullanilarak AML, HYD ve TEL’den olusan antihipertansif formiilasyonun ti¢lii bir
karisiminin ayni anda tayini igin ic UV spektrofotometrik yontem gelistirilmistir. ilk
yontem, saf spektrumlar (371,0 nm) kullanilarak AML belirlenmesine dayanirken,
HYD ve TEL, oran spektrumlarinin ikinci tiirevinin (279,4 nm ve 314,7 nm) sifir gecis
dalga boyundaki tepe yiiksekligi olgiilerek tayin edilmistir. Ikinci yontem, oran
spektrumlarimin iki farkli dalga boyunda en yiiksek ve en diisiik arasindaki absorpsiyon
farkin1 belirleyerek gergeklestirilmistir (AML igin 369,4 nm-297,5 nm; HYD igin
272,1 nm, 2415 nm; TEL igin 297,2 nm, 272,7 nm). Uglincii yontem, oran
spektrumlarinin birinci tlirev spektrumlarinin maksimum veya minimumlarinin tepe
noktalarinin 6lguilmesini icermektedir. (AML i¢in 390,4 nm, TEL i¢in HYD 288,1 nm
icin 278,9 nm) Tum ilaglar, 6nerilen Gg¢ yontemde de kabul edilebilir bir korelasyon
katsayist ile iyi bir dogrusallik gostermektedir. ICH’e gore daha fazla dogruluk,
kesinlik, duyarlilik, saglamlik, geri kazanim ¢alismalar1 ve secicilik belirlenmis ve
sonuglar kabul edilebilir araliktadir. Ek olarak, Onerilen teknikler, kati dozaj
formundan AML, HYD ve TEL'in 6lgiimii igin etkili bir sekilde uygulanmistir. t-testi
ve F testi kullanilarak analiz sonuglarmin karsilastirilmasi, 6nerilen UV ve YPSK
prosediirleri arasinda onemli bir degisiklik olmadigini ortaya koyulmustur. UV
yontemi basit, hizlidir ve 6nerilen yontemler, cok pahali kromatografik yontemlerle
karsilastirildiginda ¢evre dostu ve ekonomiktir. Bu nedenle, bu prosediirler

endustrilerde ve laboratuvarlarda rutin kalite kontrol muayenesi i¢in kullanilabilir.
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Patel ve ark. (2020), birinci dereceden tiirev yontemi kullanilarak UV
spektrofotometre ile ramipril ve AML eszamanl tayini i¢in basit, kesin, dogru ve
tekrarlanabilir  spektrofotometrik yontem gelistirmislerdir. Calismada birinci
dereceden tiirev yonteminin uygulanmasina karar verilmis ve ICH (Q2 R1) kilavuzuna
uygun olarak valide edilmistir. Ramipril ve AML, distile su ile seyreltilerek sirasiyla
211,87 nm ve 254,34 nm dalga boyunda ¢alisilmistir. Dogrusallik, sirasiyla 0,9990 ve
0,9980 korelasyon katsayisi ile ramipril ve AML igin 2,0-25,0 pg/mL ve 2,0-50,0
Hg/mL konsantrasyon araliginda olusturulmustur. Dogruluk, ramipril ve AML igin
sirastyla % 99,91-101,06 ve % 99,66-100,66 arasinda elde edilmistir. Tanma limiti,
ramipril ve AML i¢in sirasiyla 0,078 pg/mL ve 0,059 pg/mL ve tayin limiti 0,239
pg/mL ve 0,178 pg/mL olarak bulunmustur. Gelistirilen yontemin tablet dozaj
formunda ramipril ve AML tayini icin rutin analizlerde uygun oldugu ortaya

koyulmustur.

Trang ve ark. (2019), calismada, Kalman filtre algoritmasi i¢in yaklasik
baslangi¢ konsantrasyon degerini (klasik en kiigiik kareler araciligiyla) ve varyansi
(Horwitz denklemi ile hesaplanan) se¢gmek igin yeni yontem gelistirmislerdir. Bu
¢cozimle, Kalman yonteminin daha az hata vermekte oldugu ve tam spektrumu
kullanirken en kii¢iik kareler yonteminden daha iyi tekrarlanabilirlige sahip oldugu
bulunmustur. Farmasotik drunlerde AML, HYD ve VAL ayni anda tayini igin,
Microsoft Excel 2016'da yazilan Kalman filtre algoritmasi ile birlikte tam spektrum
Olgimii  kullanilarak spektrofotometri-kemometrik yontemine goére yapilmistir.
Yontem,-tekrarlanabilirlik (incelenen ii¢ bilesigin timi i¢in % 2,2 ile % 2,3 (n = 3))
ve geri kazanim (AML i¢in % 90,0 -% 94,0; HYD icin %90,3-% 94,5 ve VAL icin %
98,5 -% 103,1 (n = 3)) ile tablet iizerinde dogrulanmistir. Sonuglar, YPSK

yonteminden elde edilen dl¢timlerle tutarli olarak bulunmustur.

Lotfy ve ark. (2019), tarafindan yeni farmasotik kombinasyonun tayini igin
spektral sayisal faktor teknikleri gelistirilmistir. Hem AML hem de ROS igeren yeni
bir sabit doz kombinasyon tabletini kantitatif olarak belirlemek icin spektral faktor
manipiilasyonunu kullanan bes basit, hizli ve dogru spektrofotometrik yontem valide

edilmistir. Bu yontemler, induklenen ikili dalga boyu, absorbans diizeltme, absorbans
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¢ikartma, amplitut diizeltme ve gelismis amplitut ¢ikarmadir. Karsilik gelen spektral
faktorleri sirastyla esitlik, absorpsiyon, absorbans, amplitut ve birlik faktérudir. AML
ve ROS Kkalibrasyon egrileri, korelasyon katsayilar1 > = 0,9990 ile 3,0-21,0 pg/mL
konsantrasyon araliginda optimum kosullar altinda yukarida bahsedilen tiim yontemler
icin olusturulmustur. Secicilik, belirtilen ilaglarin laboratuvarda hazirlanmis sentetik
karisimlar1 analiz edilerek hesaplanmistir. Bu yontemler ve bildirilenler arasinda
karsilastirmali bir calisma, istatistiksel olarak her iki sonug¢ arasindaki farkin 6nemsiz
oldugu sonucuna vararak gerceklestirilmistir. Aslinda 6nerilen spektral faktor teknigi,
basitligi, hizlilig1 ve kesinligi nedeniyle rutin laboratuvar analizlerinde kullanim igin
uygundur. Genel olarak, Onerilen faktor prosedirleri, farmasotik kombinasyonun
analiz verimliligini bozabilecek yardimci maddelere herhangi bir isleme gerek

olmaksizin sorunsuz bir sekilde uygulanabilmektedir.

Moussa ve ark. (2016), ALS, AML ve HYD igli karigimmnin g¢akisan
spektrumlarint ayirmak ve iig ilaci saf formda ve kombine dozaj formunda tayin etmek
i¢in uygulanan dort yeni spektrofotometrik yontem gelistirmislerdir. YOntem A, temel
bilesen regresyonu ve kismi en kiiciik kareler kemometrik yontemleri kullanilarak
ALS, AML ve HYD'nin ayni anda tayinine dayanmaktadir. Yontem B'de, 274,5 nm'de
(izosbestik nokta, A (izo)) absorbans Olculerek ALS ve HYD'nin toplam
konsantrasyonunun belirlenmesi i¢in modifiye izosbestik spektrofotometrik yontem
uygulanmstir. Ote yandan, ALS ve AML ile iiclii karistmdaki HYD konsantrasyonu,
279,0 nm'de 6lculerek birinci tirev spektrofotometrik yontem kullanilarak bagka islem
olmaksizin hesaplanmistir. Boylece, ALS igerigi ¢ikarma yapilarak hesaplandi. Metot
C, cift bolen birinci turev oran spektrofotometrisi (gift bolen -D-1 metodu), bir ilacin
tayini icin, oran spektrumlarinin, diger iki ilacin absorpsiyon spektrumlarinin ¢ift
bolen olarak farkli konsantrasyonlarinin absorpsiyon spektrumlarinin toplamina
bolinmesiyle elde edilmesine dayanmaktadir. Elde edilen oran spektrumlarinin birinci
tiirevi daha sonra uygun diizlestirme (Smoothing) faktorii kullanilarak kaydedilmistir.
Uclii karisimlarinda ALS, AML ve HYD'nin tayini i¢in strastyla 291,0 nm, 380,0 nm
ve 274,5 nm'deki amplitiidler secilmistir. Yontem D, oran spektrumlarinin
ortalamasina dayanmaktadir. 287,0, 2955 ve 269,0 nm'deki ortalama degerler
kaydedilmis ve sirasiyla ALS, AML ve HYD'nin tayini i¢in kullanilmistir. Gelistirilen
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yontemler ICH kilavuzuna gére dogru, kesin ve segici oldugu belirlenmistir. Onerilen
yontemler farmasotik dozaj formunun analizine uygulanarak dogru sonuglar elde

edilmistir.

Mohamed ve Lamie (2016b), tarafindan hipertansiyon tedavisi icin TEL, HYD
ve AML, karisimlarinin ayni anda tayini i¢in U¢ spesifik ve hassas spektrofotometrik
yontem uygulanmis ve valide edilmistir. Metot A, incelenen ilaglarin ii¢lii karigiminin
AML spektrumuna boélinmesine dayanan ve AML konsantrasyonunun 360.0 nm'de
plato bolgesinde amplitut degerleri dlgiilerek elde edilebilecegi boliinme spektrumunu
elde etmeye dayanan, ¢ikarilmis spektrumdaki oran izoabsorbtif nokta ve oran farkidir.
Daha sonra plato bolgesinin amplitut degeri, bolme spektrumundan ¢ikarilmis ve HYD
konsantrasyonu, 278,5 ve 306,0 nm'de amplitut degerlerindeki farkin olgiilmesiyle
elde edilirken, karisimdaki HYD ve TEL'in toplam konsantrasyonu 278,5 nm'de
boliinme spektrumundaki izoabsorbtif noktasinda ol¢iilmiistiir. TEL konsantrasyonu
daha sonra ¢ikarma ile elde edilmistir. YOntem B; ¢ift bolen oranli spektrum tlrevi
spektrofotometri ve yontem C; ortalama oran spektrumlarinin spektrofotometrik
yontemlerinin ortalanmasidir. Onerilen yontemler, ii¢ ilacin analizinden dnce herhangi
on ayirma asamasi gerektirmedi. Ug yontem arasinda basitlik, duyarlilik ve smirlart
bakimindan karsilastirmali bir calisma yapilmistir. Ozgiinliik, incelenen ii¢ ilacin farkli
oranlarini igeren sentetik karigimlar ve bunlarin tablet dozaj formlar1 analiz edilerek
arastirilmistir. Elde edilen sonuglarin resmi yontemlerle bulunanlarla istatistiksel
karsilagtirmas1 yapildi, farkliliklar dogruluk ve kesinlik agisindan Onemsiz
bulunmustur. Ug yéntem, ICH yo6nergelerine uygun olarak dogrulanmistir ve TEL

HYD ve AML igin kalite kontrol laboratuvarlarinda kullanilabilir yontemdir.

Darwish ve ark. (2016), tarafindan tablet dozaj formlarinda asidik bozunma
tirinlerinin varhiginda AML ve ATO ayni anda tayini i¢in iki gelismis, dogru ve kesin
kemometrik yontem gelistirilmistir. Ilk yontem Kismi En Kiigiik Kareler (PLS-1) ve
ikincisi Yapay Sinir Aglaridir (artificial neural networks ANN). Uygun analiz igin,
karisan tiirlerin farkli oranlarini igeren yirmibes karisimla sonuglanan bes faktorli bes
seviyeli deneysel tasarim olusturulmustur. Kalibrasyon seti olarak on bes karigim

kullanilmis ve diger on karisim, onerilen modellerin tahmin yetenegini dogrulamak
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icin dogrulama seti olarak kullanilmistir. Onerilen yéntemler, AML ve ATO igeren
farmasotik tabletlerin analizine basariyla uygulanmistir. Yontemlerde, bahsedilen
modellerin besli karisimin spektrumlarini tayin etmek icin UV-VIS spektrofotometre

gibi ucuz ve kullanimi kolay aletler kullanilabilecegini gostermektedir.

Hassan ve ark. (2016), Uglii karisimlarin 6n ayirma islemi olmaksizin
belirlenmesi i¢in yeni spektrofotometrik yontem gelistirmislerdir. Yeni yontem, cift
bolen oran spektrumlarinin ortalamasina dayanmaktadir. Prosediiriin matematiksel
aciklamasi gosterilmistir. Yontem, ti¢lii karisimin belirlenmesi ve AML, ALS ve HYD
laboratuvarda hazirlanmis karisimlarda ve ticari farmasdtik preparatta tayini ile
uygulanmistir. Yeni yontemin avantajlarinin ve uygulanabilirliginin diizgiin sekilde
sunulmasi i¢in, ¢ift boliicii oran spektrumlarinin yeni ortalamasi ile ti¢lii karisimlarin
analizi i¢in kullanilan benzer iki yontem, yani ortalama merkezleme ve ¢ift oran
spektrum tlrev spektrofotometrinin ¢ift bélen yontemleri olusturulmustur. Yéntem
ayrica farmasotik preparatin analizi i¢in rapor edilen yontemle karsilagtirilmistir.
Yontem, ICH kilavuzuna goére dogrulanmis ve dogruluk, kesinlik, tekrarlanabilirlik ve

saglamligin kabul edilebilir sinirlar iginde oldugu bulunmustur.

Saad ve ark. (2016), tarafindan UV-spektrofotometrinin segiciligini arttirmak
i¢in farkli yontemler getirilmistir, boylece birlikte formiile edilmis bilesenlerin dogru
sekilde tayini saglanmigtir, ancak karisimdaki bilesenler genis absorptivite
gosteriyorsa uygulanmasi zor olmaktadir. Koabsorptif nokta yonteminde (KNY)
gelistirilen oran farki, s6z konusu sorun i¢in basit ¢oziim olmustur; burada 11k
absorbansinin toplanabilme 6zelligi, iki bilesenin belirli dalga boyunda (koabsorptif
nokta) daha diisiik absorptivite bileseninin katlar1 olarak dikkate alinmasini toplam
konsantrasyon katlarinin belirlenebildigi, diger bilesen ise secici olarak oran farki
yontemi uygulanarak tek adimda belirlenmesini saglamaktadir. PRD ve AML
karisimi, PRD AML'ye gore diisiik absorptivitesinin PRD segici spektrofotometrik
tayinini engelledigi durumlarda sorun olusturmaktadir. Gelistirilen yontem ile, PRD
ve AML igin sirasiyla 99,39 +/- 1,60 ve 100,51 +/- 1,21 dogrulukla spektrumlarin st

uste gelen bolgesindeki her iki bileseni de basariyla tayin edilmistir.
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Elghobashy ve ark. (2016), kombine dozaj formlarinda ALS ve AML tayini igin
bes basit, duyarli ve hizli spektrofotometrik yontem sunmuslardir. Bu yontemler, AML
360,0 nm'de ALS’nin etkilesiminin olmamasi nedeniyle dogrudan o6l¢iilmesine
dayanmaktadir, ortalama geri kazanim yiizdesi 100,41 +/- 0,65 ile 5,0-35,0 pg/mL
konsantrasyon araliginda calisilmistir. ALS, dnceden ayirma yapilmadan; (A) 290,0
nm'de birinci tiirev degerleri, (B) bdlen olarak 35,0 pg/mL AML ile 249,0 nm ve 286,4
nm'deki degerleri kullanan oran farki yontemi, (C) bolen olarak 35,0 pg/mL AML
kullanan 290,6 nm'deki tiirev oran1 degerleri, (D) 280,4 nm 'de degerleri kullanan oran
¢ikarma yontemi, (E) 270,1 nm izosbestik noktada absorbans 6l¢imu yontemleri ile
tayin edilmistir. Bu yontemler, ALS i¢in 30,0-150,0 ng/mL konsantrasyon araliginda
dogrusal bulunmustur. Onerilen ydntemler, laboratuvarda hazirlanmis karisimlar
kullanilarak ICH kilavuzuna gore valide edilmistir. Sonuclarin istatistiksel analizi,
Onerilen ve bildirilen yontemler arasinda dogruluk ve kesinlik agisindan Onemli
farklilik gostermemistir. Onerilen yontemler, ¢alisilan iki ilacla ilgili olarak basit,

dogru ve se¢ici bulunmustur.

Elzanfaly ve ark. (2015), tarafindan her yontem igin teorik algoritmay1 gosteren
ve aralarinda karsilastirma yaparak avantaj ve sinirlamalar1 gosteren iki sinyal isleme
teknigi arasinda karsilastirmali calisma yapilmistir. Incelenen ydntemler Sayisal Tiirev
(ST) ve Stirekli Dalgacik Donitistimiidiir (SDD). Y ontemler, ikili ve {iglii karigimlarin
ayn1 anda analizi igin spektrofotometrik olarak incelenmistir. Karsilastirma icin, ikili
karisimlarinda Bisoprolol ve HYD tayini igin ve iglii karisimlarda AML, ALS ve
HYD analizi i¢in iki yontem uygulanmistir. Laboratuvarda hazirlanan karigimlarda
elde edilen sonuglar karsilastirilarak, SDD tekniginin ortlisen spektrumlara sahip
karisimlarin analizinde ST'den daha verimli ve avantajli oldugu kanitlanmistir. ilag
formiilasyonlarinda ilaglarin kantitatif tayini i¢cin SDD uygulanmis ve dogruluk,
kesinlik, tekrarlanabilirlik ve saglamligin kabul edilebilir sinirlar iginde oldugu ICH

kilavuzlarina gére dogrulanmustir.

Lamie (2015), tarafindan tabletlerde AML ve ATN ayn1 anda tayini igin Ug basit,
spesifik, dogru ve kesin spektrofotometrik yontem gelistirilmistir. Ik yontem cift

dalga boyu spektrofotometridir. ikinci yontem, oran spektrumunun (1 DD) birinci
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tlrevine bagl olarak, oran spektrumundan plato degerlerinin ¢ikarilmasina bagl olan
oran ¢ikarmadir (RS). Uciincii yontem, AML ve ATN icin optimum dalga boyu cifti
olarak 210,0 ve 225,0 nm kullanan iki degiskenli kalibrasyon yontemini uygular.
Kalibrasyon egrileri, her iki ila¢ icin 4,0-40,0 pg/mL konsantrasyon aralig1 tizerinde
dogrusaldir. Gelistirilen yontemlerin 6zgiilligii igin, iki ilacin laboratuvarda
hazirlanmis karisimlari ve bunlarm kombine dozaj formlar1 analiz edilmistir. Iki
yontem, ICH kilavuzuna gore dogrulanmis ve rutin kalite kontrol testleri icin

uygulanabilmektedir.

Merey ve ark. (2014), AML'nin 364,6 nm'de tayin edildigi AML, OLM ve HYD
iceren Ug¢lii bir karigimin aynmi anda tayini i¢in dort, dogru, kesin ve hassas
spektrofotometrik yontem gelistirilmistir. Yontem (A), sirasiyla 254,4 ve 338,6 nm'de
oran spektrumlarinin ikinci tiirevini Ol¢erek OLM ve HYD'nin belirlenmesine
dayanmaktadir. Yontem (B), OLM ve HYD ig¢in sirasiyla 260,4 ve 273,0 nm'de ¢ift
bolen oran spektrumlariin birinci turevidir. Yontem (C), ardisik spektrofotometrik
rezolusyon teknigine dayanmaktadir. Yontem, oran ¢ikarma yontemiyle baglamakta
ve ardindan OLM ve HYD'yi 260,0 nm'de izoabsorptif noktalarinda 6lgerken, HYD
335,2 nm'de birinci tlrev egrisi kullanilarak Olgtilmektedir. Yontem (D), OLM ve
HYD i¢in sirasiyla 252,0 nm ve 220,0 nm'de oran spektrumlarinin ortalamasini ifade
etmektedir. Gelistirilen yontemlerin 6zgiilliigi igin, ti¢ ilacin farkli oranlarini ve
bunlarin birlesik dozaj bi¢imlerini igeren laboratuvarda hazirlanmig karigimlar analiz
edilmistir. Elde edilen sonuclar, ofisinal veya bildirilen yontemlerle elde edilenlerle
istatistiksel olarak karsilastirilmis ve p = 0,05'te dogruluk ve kesinlik agisindan anlamli

fark gostermemistir.

Farouk ve ark. (2014), tarafindan benazepril'in (BENZ) tek basina ve farmasotik
dozaj formunda AML ile kombinasyon halinde tayini i¢in dort basit, dogru,
tekrarlanabilir ve secici yontem gelistirilmis ve daha sonra dogrulanmustir. Ik yéntem
pH indUklu fark spektrofotometridir, BENZ, sirasiyla 0,1 N HCI ve 0,1 N NaOH'de
237,0 nm ve 241,0 nm'de maksimum absorpsiyon gosterdiginden AML varliginda
olculebilirken AML'nin her iki ¢dziiciide de dalga boyu kaymasi yoktur. Ikinci

yontem, her iki ilacin ticari dozaj formunda tayini i¢in Oran Cikarma Y 6ntemine bagl
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yeni Genisletilmis Oran Cikarma Yoéntemidir. Ugiincii ve dérdiincii yontemler, Ana
Bilesen Regresyonu ve Kismi En Kiiciik Kareler i¢eren ¢cok degiskenli kalibrasyondur.
Yontemlerin validasyonu ICH kilavuzlarina gore gerceklestirilmis ve standart
egrilerin BENZ icin fark ve genisletilmis oran ¢ikarma spektrofotometrik yontemi i¢in
2,0-30,0 pg/mL araliginda dogrusal oldugu ve AML igin genisletilmis oran ¢ikarma
yonteminde 5,0-30,0 araliginda her analit igin kabul edilmis ortalama korelasyon
katsayisina sahip oldugu bulunmustur. Giin i¢i ve giinler arasi kesinlik ve dogruluk

sonuglar1 kabul edilebilir sinirlar icerisinde tayin edilmistir.

Darwish ve ark. (2013a), tarafindan ticari tabletlerde AML, VAL ve HYD ayni
anda tayini i¢in dort basit, dogru ve spesifik yontem gelistirilmis ve valide edilmistir.
Tiirev spektrofotometrik yontemler arasinda Tiirev Orani Sifir Gegis ve Cift Boliicli
Oran Spektra-Tirev Spektrofotometri yontemleri bulunurken, kullanilan ¢ok
degiskenli kalibrasyonlar Ana Bilesen Regresyonu ve Kismi En Kii¢iik Karelerdir.
flaclarin laboratuvarda hazirlanmis karisimlarda ve ticari farmasotik preparatlarda
belirlenmesinde &nerilen yontemler basartyla uygulanmustir. Onerilen ydntemlerin
gecerliligi standart ekleme teknigi kullanilarak degerlendirilmistir. Onerilen
yontemlerin dogrusalligit AML, VAL ve HYD ig¢in sirastyla 2,0-32,0, 4,0-44,0 ve 2,0-
20,0 pg/mL araligindadir.

Darwish ve ark. (2013c), tarafindan tablet dozaj formlarinda AML ve ATO ayni
anda tayini i¢in iki dalga boyunun dogru se¢imine bagli olarak ii¢ basit, spesifik, dogru
ve kesin spektrofotometrik yontem gelistirilmistir. Ik yontem yeni Oran Farki
yontemi, ikinci yontem bivariate yoéntemi ve Uglincusi absorbans Orani yontemidir.
Kalibrasyon egrisi, AML ve ATO ig¢in sirasiyla 4,0-40,0 ve 8,0-32,0 pg/mL
konsantrasyon araliginda dogrusaldir. Bu yontemler, ilaglarin sentetik karigimlari
analiz edilerek test edilmis ve ticari farmasotik preparatlarina uygulanmistir.
Yontemler ICH yonergelerine gore valide edilmis ve dogruluk, kesinlik,

tekrarlanabilirlik ve saglamligin kabul edilebilir sinirlar i¢inde oldugu bulunmustur.

Darwish (2013), tarafindan ticari tabletlerde OLM, AML ve HYD ayn1 anda

tayini i¢in ICH kilavuzlarina uygun olarak yeni, basit ve spesifik spektrofotometrik
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yontemler ve yapay sinir agi (YSA) gelistirilmis ve valide edilmistir.
Spektrofotometrik yontemler icin: ilk olarak, AML 359,0 nm'de direkt
spektrofotometri ile tayin edilmis ve oran ¢ikarma uygulamasiyla AML spektrumu
karisim spektrumlarindan ¢ikarilmistir. Daha sonra HYD, izoabsorptif yontem
kullanilarak belirlenebilen OLM ile etkilesim olmaksizin dogrudan 315,0 nm'de
belirlendi. Kalibrasyon egrisi, AML, OLM ve HYD igin sirasiyla 5,0-40,0; 2,5-40,0
ve 2,0-40,0 pg/mL konsantrasyon araliginda dogrusal olarak bulunmustur. YSA (gok
degiskenli kalibrasyon yontemi olarak) ayrica 230,0-340,0 nm spektral bdlge
kullanilarak kombine farmasdtik dozaj formlarinda {i¢ analitin ayn1 anda tayini igin
uygulanmistir. Onerilen yontemler, laboratuvarda hazirlanmis karigimlarda ve
kombine farmasotik tabletlerde ii¢ analitin tayini i¢in basariyla uygulanmistir.
Farmasotik yardimcer maddeler ile higbir etkilesim gézlenmemistir. Sonuglar, referans
spektrofotometrik yontemle karsilastirilmistir. Yontemler, ICH kilavuzlarina gore
valide edilmis ve dogruluk, kesinlik ve tekrarlanabilirlik kabul edilebilir sinirlar i¢inde

bulunmustur.

Darwish ve ark. (2013), tarafindan OLM, AML ve HYD monoterapide “kan
basinc1” yeterince kontrol edilemeyen hipertansif hastalarin tedavisi i¢in tek doz
kombinasyon halinde birlikte formiile edilmistir. Calismada, kombine farmasotik
tabletlerinde OLM, AML ve HYD'nin ayn1 anda spektrofotometrik tayini igin t¢ ¢ok
degiskenli kalibrasyon yontemi uygulanmistir Cok degiskenli yontemler klasik en
kiigiik kareler, temel bilesen regresyonu ve kismi en kiicilik karelerdir. Sonuglar, ti¢lii
karisimin analizi i¢in kismi en kii¢iik kareler yonteminin Kklasik en kiicuk kareler ve
temel bilesen regresyonuna istiinliigiini gostermistir. Optimum test kosullar
olusturulmus ve oOnerilen yontemler, geri kazanim degeri goéstermis ve kombine
farmasotik tabletlerde {i¢ ilacin analizi igin basariyla uygulanmistir. Farmasotik
yardimct maddelerinden higbir etkilesim goézlenmemistir. Sonuglar, referans
spektrofotometrik yontemle elde edilenlerle karsilastirilmistir.

Darwish ve ark. (2013b), tarafindan {iglii karisimlarda AML, VAL ve HYD ayni
anda tayini icin ICH kilavuzlarina uygun olarak yeni, basit ve spesifik

spektrofotometrik yontem gelistirilmis ve valide edilmistir. Calismada direkt
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spektrofotometri, oran ¢ikarma ve izoabsorptif nokta olmak {izere iic yodntem
kullanilmistir. AML ilk olarak direkt spektrofotometri ile tayin edilmis ve daha sonra
karisim spektrumundan AML spektrumunu ¢ikarmak igin oran ¢ikarma yodntemi
uygulanmistir. HYD daha sonra, izoabsorptif nokta teorisi kullanilarak belirlenebilen
VAL ile etkilesim olmaksizin dogrudan belirlenmistir. Kalibrasyon egrisi, AML, VAL
ve HYD igin sirasiyla 4,0-32,0, 4,0-44,0 ve 6,0-20,0 pg/mL konsantrasyon
araliklarinda dogrusal olarak bulunmustur. Yontem, ilaglarin sentetik karigimlarimin
analiz edilmesiyle test edilmis ve ticari farmasotik preparatlara basariyla
uygulanmistir. Yontem, ICH kilavuzlarina gore valide edilmis ve dogruluk, kesinlik,

tekrarlanabilirlik ve saglamligin kabul edilebilir sinirlar iginde oldugu bulunmustur.

Sarrafi ve ark. (2011), tarafindan ATO ve AML ikili karigiminin en az 6n iglemle
ve analit ayrim islemi olmadan tayini, UV spektral verilerinin kismi en kiiglik kare
analizine dayanan hizli bir yontem kullanilarak basariyla gergeklestirilmistir. Cok
degiskenli kalibrasyon modelleme prosediirleri, geleneksel kismi en kiiciik kareler
(PLS-2), aralikli kismi en kiigiik kareler (iPLS) ve sinerji kismi en kiigiik kareler
(siPLS) yontemleri tam spektrum modeli ile karsilastirildiginda en az hatayi gosteren
spektral araligi segmek i¢in uygulanmistir. Her iki analitin ayn1 anda belirlenmesi,
220,0-425,0 nm arasindaki numune absorbansinin PLS ile tayini ile mimkiin olmustur.
Sentetik karistmda ATO ve AML igin korelasyon katsayilari (R) ve ¢apraz dogrulama
icin kok ortalama kare hatasi, en iyi siPLS modellerinde sirasiyla 0,9991; 0,9958 ve
0,4538; 0,2411 idi. Optimize edilmis yontem, ATO tabletlerinde ATO ve AML'nin
belirlenmesi igin kullanilmistir. Onerilen ydntem basit, hizli, ucuzdur ve herhangi

ayirma veya hazirlama yontemine ihtiya¢ duyulmadan yapilabilmektedir.

Leite ve ark. (2011), tarafindan tabletlerde AML tayini icin analitik yontemler
gelistirilmis ve valide edilmistir. Basit, dogru ve kesin sivi kromatografik ve
spektrofotometrik yontemler uygulanmistir. Kromatografik yontem igin kosullar:
LiChrospher® 100 RP-18 Merck® (125 mm x 4,6 mm, 5 um) kolon; hareketli faz
olarak fosforik asit ile pH 5,0'a ayarlanmis % 1,0 trietilamin iceren metanol / su; 1,0
mL/dk'lik bir akis hizi ve 238,0 nm'de UV dedektor. Dogrusallik, korelasyon katsayisi
() = 0,9999 ile 50,0-350,0 pg/mL araligindadir. Spektrofotometrik yontem icin,
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numunelerin ilk dilisyonlar1 metanolde ve sonra ultra saf suda gerceklestirilmistir.
Miktar tayini 364,4 nm'de yapilmistir. Dogrusallik 41,0 — 61,0 pg/mL araliginda,
korelasyon katsayisi (r) = 0,9996 ile belirlenmistir. Sonuglar, AML iceren tabletlerin
kalite kontroll icin rutin analizde her iki yontemin de kullanilabilecegini

gostermektedir.

Mohamed (2011), tarafindan 6n ayirma islemi yapilmadan AML ve VAL ayni
anda tayini i¢in spektrofotometrik yontem gelistirilmistir. Y0ntemde metanol ¢ozelti
igindeki AML, sifir dereceli UV spektrofotometri kullanilarak VAL herhangi etkisi
olmaksizin 360,5 nm'de absorbans dl¢iilerek analiz yapilmigtir. Sifir derecedeki VAL
spektrumu, AML spektrumu ile tamamen ortiismektedir. Birinci, ikinci ve liglincii
tiirev, Ortlisen spektrumlar tayin edilememistir. Oran spektrum tekniginin ilk tirevi
VAL analizi i¢in uygulanmistir. Oran spektrumu, karisimin absorpsiyon
spektrumunun AML’ye boliinmesiyle elde edilmistir, boylece VAL konsantrasyonu,
290,0 nm'de oran spektrumunun birinci tiirevinden tayin edilmistir. AML ve VAL
tayin limitleri sirastyla 10,0-80,0 pg/mL ve 20,0-180,0 pg/mL idi. Yontem, farmasotik

formiilasyonun kantitatif tayini i¢in basariyla uygulanmistir.

Nagavalli ve ark. (2010), tarafindan c¢aligmada, etken maddelerde ve
formilasyonlarda losartan potasyum, AML ve HYD’nin eszamanli tayini igin dort
farkli spektrofotometrik yontem uygulanmistir. Veriler, kemometrik yontemler, klasik
en kii¢iik kareler (CLS), ¢oklu dogrusal regresyon (MLR), ana bilesen regresyonu
(PCR) ve kismi en kiiciik kareler (PLS) kullanilarak kantitatif olarak tayin edilmistir.
Kalibrasyonlar, sifir derece spektrumlarinda 230,5-350,4 nm (delta lamda 0,1 nm)
araligindaki 6lclimlerle, konsantrasyon veri matrisine karsilik gelen absorpsiyon veri
matrisi kullanilarak olusturulmustur. Losartan potasyum, AML ve HYD igin
dogrusallik araligi sirasiyla 8,0-40,0; 1,0-5,0 ve 3,0-15,0 pg/mL olarak bulunmustur.
Onerilen yontemlerin gegerliligi, hazirlanan karisimlarda ve tablet formiilasyonlarinda

ilaglarin analizi i¢in basariyla uygulanmistir.
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1.3.1.3.Spektrofluorimetri

Mohamed ve ark. (2016), tarafindan farmasotik formilasyonlarda ve insan
plazmasinda AML tayini igin oldukga hassas ve basit bir spektroflorimetrik yontem
gelistirilmistir. Onerilen yontem, Tween-80 misel sistemindeki AML'nin floresans
spektral davraniginin arastirilmasima dayanmaktadir. Sulu ¢ozelti iginde, AML'nin
floresan yogunlugu Tween-80 varliginda biiyiik 6l¢iide artmistir (% 160). Floresan
siddeti, 385,0 nm'de eksitasyondan sonra 427,0 nm'de Olc¢llmistiir. Floresans-
konsantrasyon grafigi, 0,1-4,0 pg/mL Kkonsantrasyon araliginda olusturulmus ve
tanima 0,03 pg/mL olarak bulunmustur. Onerilen ydntem, AML'nin analizi igin
farmasotik preparatlarda tek basina veya ATO veya VAL ile kombinasyon halinde
uygulanmistir. Onerilen yontemin uygulanmasi, ICH y&nergelerine gore asidik,
alkalin, foto ve oksidatif kosullar gibi farkli zorlanmis bozunma kosullarina maruz
kaldiktan sonra insan plazmasi ve AML 'nin stabilite ¢alismalar1 yapilmistir. Sonuglar,
karsilagtirma yontemleriyle elde edilenlerle istatistiksel olarak karsilastirilmis sonuclar

elde edilmistir.

1.3.1.4.Kapiller elektroforez

Ebeid ve ark. (2015), tarafindan kombine tabletlerde VAL, AML ve HYD ayni
anda tayini igin kapiler zon elektroforez yontemi gelistirilmistir. Ayirma, 15,0 kV
(pozitif polarite) potansiyeli ve 230,0 nm'de UV dedeksiyon ile pH 7,5'te 40,0 mM
fosfat tamponu iceren elektrolit uygulanarak silika kapiler (zerinde
gerceklestirilmistir. Ornekler hidrodinamik olarak (i saniye 0,5 psi'de enjekte edilmis
ve kapiler kartusun sicakligi 25,0 °C'de tutulmustur. Pirazinoik asit internal standart
olarak kullanilmistir. Yontem, Ozgiillik, dogrusallik, tanima ve tayin limitleri,
dogruluk ve kesinlik ile ilgili ICH kilavuzuna gore valide edilmistir. Yontem, VAL,
AML ve HYD ig¢in sirasiyla 1,82; 0,39 ve 0,6511 pg/mL tanima limiti ve 5,51; 1,17,
1,9614 pg/mL tayin limiti ve 10,0-200,0; 2,0-20,0 ve 2,0-2014,0 pg/mL araliklarinda
dogrusallik gdstermistir. Onerilen yéntem, ¢alisilan ilaglarin analizinde laboratuvarda
hazirlanan karisimlarda ve birlikte formiile edilmis tabletlerde basariyla uygulanmistir.

Sonuglar bildirilen yontemlerle karsilastirilmis ve onemli farklilik bulunmamistir.
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Onerilen yontem, tayini yapilan ilaglarn laboratuvarlarda kalite kontrolii igin
kullanilabilmektedir.

1.3.1.5.Voltametri

Scremin ve ark. (2020), tarafindan yapilan ¢alismada, poli (allilamin
hidrokloriir) film i¢inde karbon siyahi ile modifiye edilmis camsi1 karbon elektrot
kullanan elektrokimyasal sensor gelistirilmistir. Yeni sensor taramali elektron
mikroskobu, elektrokimyasal empedans spektroskopisi ve redoks probu Fe
kullanilarak siklik voltametri ile karakterize edilmistir. Sensor, dopamin, parasetamol,
AML ve ROS es zamanl tayini icin uygulanmstir. DOrt analitin hepsinin tayini
dogrusal siipiirme voltametri ile ger¢eklestirilmis ve tim analitler icin 0,55; 1,3; 5,7
ve 3,0 mmol/L sirastyla DA, PAR, AML ve ROS icin uygulanmistir. Sensor,
analitlerin gevresel, farmasotik ve biyolojik numunelerde ayni anda tayininde

basariyla uygulanmstir.

1.3.2. Indapamid i¢cin Uygulanmis Analiz Yéntemleri

1.3.2.1.Yiiksek Performansh Sivi Kromatografi

Hassan ve ark. (2020), tarafindan bisoprolol, PER ve bunlarin olusabilecek (¢
degradasyon drdndniin ayni anda tayini i¢in hizli, dogru ve segici stabilite gosteren
yontem gelistirilmis ve dogrulanmustir. Ilk yontem bir gradyan YPSK yontemi, ikincisi
kapiler elektroforez yontemidir. Elde edilen bozunma {iriinlerinin yapilari, kizilétesi
ve Kkitle spektrometresi kullanilarak aydinlatilmistir. Bisoprolol ve PER igin

dogrusallik, YPSK ve kapiler elektroforez yontemleri igin sirasiyla 1,0-20,0 ug/mL ve

5,0-30,0 pg/mL araliginda elde edilmistir. Onerilen yontemler ICH kilavuzlarina gore

onaylanmistir. YPSK yonteminin daha hassas oldugu kanitlanmis ve elde edilen
bozunma driinleri kantitatif olarak tayin edilmistir. YOntem kombine farmasotik

formiilasyonlarinda bisoprolol ve PER’in belirlenmesinde basariyla kullanilmistir.
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Dawud ve Shakya (2019), HYD ve IND’nin farmasétik formiilasyonlarda ile
ayni anda tayini i¢in basit, hizli, kesin, dogru ve hassas YPSK yontemi
gelistirmislerdir. Yontemi gelistirmek ve optimizasyonu yapmak icin merkezi bilesik
tasarim Kullanan Deney Tasarimi1 uygulanmustir. Hareketli faz, Design Expert yazilimi
ve yanit ylizey metodolojisi kullanilarak optimize edilmistir. Kromatografik ayirma,
25 °C'de Hypersil (R) -Gold C-18 (100 x 4,6 mm, 3 pum, Thermo Fisher Scientific,
ABD), kolonda gergeklestirilmistir. Hareketli faz igerigi % 58,0 tampon (5,0 mM
KH2POyg, trietilamin 0,25 mL/L), % 25,0 ACN ve % 17,0 metanoldur (pH 2,8 +/- 0,1'e
ayarlanmigtir). Analiz 215,0 nm'de gergeklestirilmistir. Hareketli faz akig hizi 1,0
ml/dk ve enjeksiyon hacmi 10,0 ul’dir. Yontem, ICH kilavuzlarina gore dogrusallik,
tanima limiti, dogruluk, kesinlik, saglamlik a¢isindan dogrulanmistir. Kalibrasyon
egrileri (lisinopril, HYD, kaptopril, imidapril, PER, IND ve trandolapril i¢in) 5,0-35,0

Mg/mL konsantrasyon araliginda dogrusal olarak bulunmustur.

Hemdan ve ark. (2018), calismada, iki farkli karisim igin ¢evre dostu
kromatografik yontemler gelistirmek i¢in iki faktorli iic seviyeli yanit yiizey
tasarimindan yararlamilmustir. ilki ATO ve AML, ikincisi ise AML, PER ve IND etken
maddeleri kullanilmistir. Cevreye toksik olmadigi igin hareketli fazda organik
modifiye edici olarak etanol kullanilmustir. ilk karisimim ayrilmasi, fosfat tamponu (pH
7) / etanol (42:58 h / h) kullanilarak elde edilmis ve ikinci karisim, fosfat tamponu (pH
5) / etanol (40:60 h / h) kullanilmistir. YPSK yonteminin kullanilmasi, kisa ¢aligma
siresinde iyi ayrilma saglanmis, dolayisiyla daha az atik dretilmistir. Gelistirilen
yontemlerin ¢evreye uyumu, Ulusal Cevre Yontemleri Endeksi (National
Environmental Methods Index) ve analitik eko-6lgek (analytical eco-scale) olmak
tizere iki degerlendirme araci ile degerlendirilmis ve cevreye uyumlu analitik
yontemler oldugu gorilmiistiir. Gelistirilen yontemler dogruluk ve ¢evreye uyum
acisindan rapor edilen diger yontemlerle karsilastirilmis ve karisimlarin ayrilmasi ve
miktarinin  belirlenmesi i¢in rapor edilen yontemlere alternatifler olduklar

goriilmiistiir.

Al-Tannak (2018), tarafindan, ultraviyole detektor (UYPSK-UV) yontemiyle
birlestirilmis yeni bir Ultra Yiiksek Performansli Sivi Kromatografi (UYPSK)
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gelistirilmis ve PRD ve IND anti-hipertansif kombinasyonunun ayn: anda tayini igin
yontem gelistirilmistir. PRD ve IND ayrilmasi, BEH Cis (1,7 pum, 2,1 x 50 mm)
analitik kolon (Waters (R) Acquity UPLC) ve % 0,01 h/h formik asitten olusan asetik
asit ile pH 4'e ayarlanmis su ve ACN (40:60 h / h) iceren hareketli faz kullanilarak
gerceklestirilmisir. Yéntemde, PRD ve IND 4,5 dakikadan daha kisa bir siirede yiiksek
dogruluk, kesinlik, ¢oziiniirliik ve hassasiyetle ayrim gergeklestirilmistir. Coveryl
Plus® (5000 pg PRD / 1250 pg IND) dozaj formunda bulunan PRD ve IND igerigi,
4991 ug ve 1247 pg'luk bir konsantrasyon verecek sekilde tayin edilmistir. Sonug
olarak, gelistirilen UYPSK-UV yontemi hassas, hizli ve kesindir. Ayrica, zorunlu
degradasyon c¢aligmalar1 gergeklestirilmis ve degrasyon iiriinleri UYPSK-Elektro-
Sprey lyonizasyon-QToF (UYPSK-ESI-QToF) ile tanimlanmustir.

Raj ve Chaudhari (2012), tarafindan basit, dogru, spesifik ve kesin ters fazli
YPSK yontemi kullanilarak AML ve IND tablet dozaj formunda ayni anda analiz
edilmistir. Analiz 1,0 mL/dk akis hizinda 238,0 nm dalga boyunda, 95:5 metanol:su
hareketli fazi kullanilarak gergeklestirilmistir. Kalibrasyon egrileri, AML igin 2,0-
16,0 pg/mL konsantrasyon araliginda korelasyon katsayis1 0,9960 ve IND igin 1,0-7,0
Hg/mL konsantrasyon araliginda 0,9970 ile dogrusaldir. AML ve IND igin alikonma
stireleri sirasiyla 8,722 ve 2,855 dk olarak bulunmustur. BSS her iki ilag icin % 2,0’den
az olarak bulunmustur. Onerilen yontem valide edilmis ve tablet dozaj formunda AML

ve IND etken maddelerine basartyla uygulanmistir.

Baheti ve ark. (2012), tarafindan antihipertansif kombinasyonun iyon ¢ifti TF-
YPSK yontemi tablet dozaj formunda ATN ve IND’nin kantitatif tayini icin hassas,
dogru, kesin ve valide edilerek gelistirilmistir. Onerilen iyon giftli ters fazli YPSK
yontemi, Cig kolonda 5,0 um, 150x4,6 mm, hareketli faz olarak % 0,1 a/h oktan
stlfonik asit iceren, sodyum tuzu ve metanol (55:45 h/h), (pH 2,8) kullanilarak ve
235,0 nm'de gergeklestirilmistir. ATN ve IND icin sirastyla 1,0-250,0 pg/mL ve 1,0-
25,0 pg/mL'lik bir dogrusallik araligi elde edilmistir. Ortalama geri kazanimlar ATN
ve IND igin sirastyla % 100,48 ve % 99,82'dir. Yontem, ICH kilavuzlarina gére valide

edilmistir
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Rani ve ark. (2011), tarafindan formiilasyonlardan ATN ve IND’nin eszamanl
tayini icin basit, hizli, kesin, secici ters faz YPSK yontemi gelistirilmis ve valide
edilmistir. Kromatografik ayirma, 80:20 oraninda bir hareketli faz, metanol ve su (%
1,0 ortofosforik asit ile pH 2,7'ye ayarlanmis) kullanilarak bir Waters C1g kolonunda
(250%4,6 mm, 5 um pargacik boyutuna sahip) izokratik olarak gergeklestirilmistir.
Akis hiz1 1,0 mL/dk ve 230,0 nm dalga boyunda analiz yapilmistir. ATN ve IND’nin
alikonma zamani sirasiyla 1,766 dk ve 3,407 dk’dir. ATN igin 12,5-150,0 pg/mL ve
IND igin 0,625-7,5 png/mL konsantrasyon araliginda dogrusallik gézlenmistir. Her iki
ilag icin elde edilen yiizde geri kazanim sirastyla % 99,74-100,06 ve % 98,65-99,98
olarak bulunmustur. Yontem, 6zgiilliik, dogrusallik, dogruluk, kesinlik ve saglamlik
acisindan ICH kilavuzuna gore valide edilmistir. Gelistirilen yontem, kombine dozaj

formlarindan ATN ve IND’nin rutin analizi icin kullanilabilmektedir.

1.3.2.2.Spektrofotometri

Omar (2010), strfaktan olarak metilseliiloz varliginda eozin ve kursun ile U¢li
kompleks olusumuna dayali HYD, IND ve ksipamid tayini icgin basit ve hassas
spektrofotometrik ve spektroflorimetrik yontem gelistirmistir. Yontemler ¢6zicl
ekstraksiyonunu icermemektedir. Spektrofotometrik yontem icin, ¢l kompleks
543,0 nm'de maksimum absorpsiyon gdstermistir. Uclii kompleks olusumunu
etkileyen faktorler incelenmis ve optimize edilmistir. Yontem, 8,0-40,0 pg/mL
konsantrasyon araligi i¢cin Beer kanununa uymaktadir. Bu tG¢li kompleksi olusturarak
etken maddelerin tayini icin bir floresans yontemi de tayinin hassasiyetini arttirmak
amactyla yapilmigtir. Her iki yontemin analitik performansi tam olarak valide
edilmistir. Yontemler, ¢alisilan ilaglarin farmasotik tabletlerinde belirlenmesi icin
basartyla uygulanmistir ve elde edilen sonuglar, referans yontemle elde edilenlerle
uyum icindedir. Tabletlerde yardimer madde olarak kullanilan yaygin eksipiyanlarin

kullanilan yontemlerin analizine etkisi olmamistir

Suslu ve Altinoz (2002), tarafindan farmasétik dozaj formlarinda IND tayini igin

basit, hizli ve giivenilir tlirev spektrofotometrik yontem gelistirilmistir. Standart
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cozeltiler ve numune metanol icinde hazirlanmustir. flacin kantitatif tayini, 252,8
nm'de 6lgiilen birinci tiirev degerleri ve 260,4 nm'de dlgiilen ikinci tirev degerleri
kullanilarak gerceklestirilmistir. Tayi dalga boylarinda olusturulan kalibrasyon
egrileri, IND’nin konsantrasyon araliginda birinci tiirev i¢in 1,0-30,0 pg/mL ve ikinci
tirev spektrofotometrik yontem icin 1,0-35,0 pg/mL dogrusaldir. Gelistirilen
yontemler, orneklerin herhangi 6n ayirma veya isleme tabi tutulmasini gerektirmeyen
farmasotik dozaj formlarinmn analizi igin basartyla uygulanmustir. Iki tiirev
spektrofotometrik  yontemden elde edilen sonuclar literatirde bildirilen
spektrofotometrik yontemle karsilastirilmis ve istatistiksel olarak anlamli bir fark

bulunmamastir.

Erk (2001), tarafindan farmasotik dozaj formlarinda PER ve IND’nin ikili
karisimini tayin etmek i¢in yeni bir hassas, basit, hizli ve hassas ters fazli YPSK ve iki
spektrofotometrik yontem gelistirilmistir. Ik yontem, hareketli faz olarak fosfat
tamponu pH 2,4 ve ACN (7:3 h/h) kullanilarak ters fazli YPSK yo0ntemine
dayanmaktadir. PER ve IND ic¢in dogrusallik aralig1 5,0-70,0 ve 8,0-35,0 pg/mL’dir.
Ikinci yontemde birinci tlirev spektrofotometri, dSnceden ayirma islemi olmaksizn ikili
karisimlarda PER ve IND’nin aym anda Kantitatif tayini i¢in kullanilmaktadir.
Peridopril ve IND icin sirastyla 225,7 ve 255,4 nm'de birinci tiirev degerlerinin
dogrusal kalibrasyon egrileri olusturulmustur. Uclincli  yontem, oran tiirevi
spektrofotometrisine dayanmaktadir, oran spektrumlarinin birinci tlirevinin 226,5 ve
255,3 nm'deki spektrumlari, ikili karisimdaki PER ve IND’yi belirlemek igin
secilmistir. Onerilen tiim yontemler dogrusallik, kesinlik ve tekrarlanabilirlik
gostermistir. Onerilen yontemlerde, yardimei maddeler tarafindan herhangi girisim
olmaksizin ikili ilag kombinasyonunu igeren farmasétik dozaj formlarina basariyla

uygulanmistir.

1.3.2.3.VVoltametri

Salamanca-Neto ve ark. (2018), IND tayini icin bor katkili bir elmas elektrot
kullanilmistir. IND, siklik voltametri ile 0,01 mol/L H2SO4'te 0,53 V'de irreversibl ve

diftizyon kontrollii bir oksidasyon piki gostermistir. Voltametrik yontemi gelistirmek
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icin bor katkili elmas elektrotun elektrokimyasal 6n igleminin etkisi, destekleyici
elektrolitin pH', elektrolit tiirli ve konsantrasyonu degerlendirilmistir. Kare dalga
voltametrisinin optimize edilmis enstriimantal parametreleri altinda, IND akimi, 56,0
nmol/L tanima limiti ile 0,099-4,3 mol/L konsantrasyon aralig1 {izerinde dogrusaldir.
Yontem basarili sekilde tabletlere uygulanmig ve elde edilen sonuclar istatistiksel

olarak spektrofotometrik yontemle elde edilenler ile benzer olarak bulunmustur.

Radi (2003), tarafindan bakir iyonlar1 varhiginda IND’nin voltametrik davranisi,
asili civa damla elektrodunda dogrusal taramali adsorptif katodik siyirma voltametr
kullanilarak genis bir pH araliginda arastirilmustir. IND tayini icin bakir IND
kompleksinin adsorptif birikimine ve ardindan kompleks bakirin indirgenmesine
dayanan analitik yontem gelistirilmistir. Optimum pH, bakir konsantrasyonu, birikim
potansiyeli ve birikme siiresi kosullar1 incelenmistir. Optimal kosullar altinda, 20,0-
200,0 nmol/L araliginda dogrusal bir kalibrasyon egrisi ve 5,0 mnol/L tayin limiti elde
edilmistir. BSS 50,0 nmol/L’de % 2,2 olarak bulunmustur. Eksipiyanlar ve metal
iyonlarinin bakir IND kompleksinin tayinine etkisi degerlendirilmistir. Tablet dozaj

formundaki ilacin belirlenmesi icin yontem uygulanmustir.

1.3.3. Perindopril i¢in Uygulanmis Analiz Yontemleri

1.3.3.1.Yiiksek Performansh Sivi Kromatografi

Hassan ve ark. (2020), bisoprolol, PER ve bunlarin ii¢ olusabilecek degradasyon
Urdndnldn ayni anda tayini i¢in iki hizli, dogru ve segici stabilite gosteren yontem
gelistirilmis ve valide edilmistir. Onerilen ilk ydntem gradyan ters fazli YPSK
yontemiyken, ikincisi bir kapiler elektroforez yontemidir. Elde edilen bozunma
riinlerinin yapilari, kizilotesi ve kiitle spektrometre kullanilarak aydinlatilmustir.
Bunlarin ayrica Ingiliz Farmakopesinde ilag safs1zlig1 ya da bu tiir safsizligin dnciisii
oldugu dogrulanmistir. Bisoprolol ve PER igin dogrusallik, YPSK ve Kkapiler
elektroforez yontemleri igin sirastyla 1,0-20,0 pg/mL ve 5,0-30,0 ug/mL araliginda

elde edilmistir. Onerilen yontemler ICH kilavuzuna gore onaylanmustir. YPSK
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yonteminin daha hassas oldugu kanitlanmis ve elde edilen bozunma Grunlerinin
kantitatif analizi yapilmistir. Ayrica, Ingiliz Farmakopesi tarafindan belirlenen istenen
smirdan ¢ kat daha disik PER safsizligimi Olgiilebilmistir. Yontem kombine
farmasotik  formiilasyonlarinda  bisoprolol ve PER’in tayininde basariyla

kullanilmistir.

Gumieniczek ve ark. (2015), tarafindan PER ve IND’nin ayn1 anda tayini igin
yeni YPSK yontemi gelistirilmis ve valide edilmistir. Yontem, (¢ sabit doz
formiilasyonunda PER ve IND’nin ¢dziinme testi igin kullanilmistir. Coziinme
prosediirii, farkli ortamlar, farkli tampon pH'", yiizey aktif maddeler ve sicaklik
kullanilarak optimize edilmistir. Zamanmn bir fonksiyonu olarak ¢oziinmiis ilag

miktarlari i¢in bazi kinetik modeller kontrol edilmistir.

Paczkowska ve ark. (2014), Perindopril l-arjininin cis/trans izomerlerinin
farmasotik dozaj formunda tayini igin foto diyot dizisi detektorli (DAD) UYPSK
yontemi gelistirilmis ve valide edilmistir. Ayirma, Poroshell 120 Hilic (4,6 x 150 mm,
2,7 um) kolon tzerinde, ACN - % 0,1 formik asitten (20:80 h/h) olusan bir hareketli
faz kullanilarak 1,0 mL/dk bir akis hizinda gergeklestirilmistir. Enjeksiyon hacmi 5.0
pL ve dalga boyu 230,0 nm'dir. UYPSK-DAD yonteminin segiciligi, asit-baz hidrolizi
ve oksidasyon sirasinda olusan bozunma firiinlerinin varliginda perindopril I-arginin
tayini ile dogrulanmistir. Yontemin dogrusalligi perindopril I-arginin, izomer | igin
0,40-1,40 pg/mL ve izomer Il igin 0,40-2,40 pg/mL’dir. UYPSK-DAD yo6ntemi,
perindopril I-arginin izomerlerinin belirlenmesi igin kesinlik ve dogruluk kriterlerini
saglamistir. Tanima limiti ve tayin limiti, izomer | igin sirasiyla 0,1503 ve 0,4555
pg/mL ve izomer Il i¢in 0,0356 ve 0,1078 ug/mL’dir.

Zaazaa ve ark. (2013), tarafindan karisimlarinda ve bozunma {iriinlerinin
varliginda PRD ve AML tayini icin iki spesifik, hassas ve stabilite godsteren
kromatografik yontem gelistirilmis, optimize edilmis ve validasyon caligsmalari
yapilmistir. Ik ydntem, ayrilan bantlarin dansitometrik belirlenmesi ile birlestirilen
ITK ydntemine dayanmaktadir. Sistem olarak silika jel 60 F254 ITK plakalari ve etil
asetat-metanol-toluen-amonyak ¢ozeltisi, % 33,0 (6,5:2:1:0,5 h/h/h/h) kullanilarak
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ayirma gergeklestirilmistir. Tkinci yontem, etken maddelerin fosfat tamponu (pH 2,5,
0,01 M)-ACN-tetrahidrofurandan (hacimce 60:40:%0,1) olusan hareketli faz
kullanilarak ters fazli bir Cig analitik kolon iizerinde ayrimin yapildigi YPSK
yontemine dayanmaktadir. 218,0 nm'de analiz gerceklestirilmistir. Onerilen
yontemleri etkileyen farkli parametreler, belirtilen bilesenlerin maksimum ayrilmasi
i¢in optimize edilmistir. Gelistirilen iki yontemin sistem uygunluk parametreleri de
test edilmistir. Onerilen yontemler, ICH kilavuzlarina uygun olarak valide edilmis ve
tablette PER ve AML'nin analizi igin uygulanmistir. Her iki yontem de istatistiksel

olarak birbirleriyle ve referans yontemlerle karsilastirilmistir.

Elshanawane ve ark. (2008), tarafindan farmasotik formiilasyonlarda IND ile
PER ve IND ile kaptopril olmak iizere iki ikili karisimim ayrilmasi igin i¢ standart
olarak HYD ile yeni bir hassas, basit, hizli ve kesin ters faz sivi kromatografi yontemi
gelistirilmistir. laglar oda sicakliginda 250,0 mm X 4,6 mm, 50 um partikil
boyutunda, siyanopropil kolon tzerinde hareketli faz olarak 10,0 mM KH2P04 pH 6,0,
metanol 55:45 (h/h) kullanilarak 1,0 mL/dk akis hizinda ayrilmistir. Analiz 210,0
nm'de yapilmistir. Ayirma siirecini etkileyen faktorler incelenmis ve optimize
edilmistir. Yontemin dogrusallig1, dogrulugu ve kesinligi hesaplanmistir ve yontem,
sentetik karisimlarda ve farmasotik riinlerdeki iki ikili kombinasyonun analizinde

basariyla uygulanmistir.

1.3.3.2.Spektrofotometri

Rahman ve ark. (2017), saf ve ticari dozaj formlarinda PER tayini icin Kinetik
spektrofotometrik bir yontem gelistirmislerdir. Yontem, ilacin, oda sicakliginda (30
+/- 1 °C) alkali ortamda potasyum permanganat ile reaksiyonuna dayanmaktadir.
Reaksiyon, 603,0 nm'de olcllerek spektrofotometrik olarak tayin edilmistir. TUm
kalibrasyon egrileri 5,0-50,0 pg/mL konsantrasyon araliginda dogrusaldir. Baslangi¢
hizi, sabit zaman ve denge zamani yontemleri ig¢in tanima limitleri sirasiyla 0,752,
0,882 ve 1,091 ug/mL’dir. Degiskenler optimize edilmis ve Onerilen yontemler ICH
yonergelerine gore dogrulanmistir. Yontem ayrica ticari dozaj formlarinda PER

tayinine uygulanmigtir. Onerilen yontemlerin  analitik sonuglari, referans
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yonteminkilerle karsilastirildiginda, dogruluk ve kesinlik agisindan Onemli fark

gostermemistir.

Masthannamma ve ark. (2015), tarafindan ¢alismada, PER, AML ve bunlarin
kombine dozaj formlarinda UV spektrofotometrik yontemler ile ayni1 anda tayini i¢in
basit, dogru ve kesin yontem gelistirilmis ve dogrulanmigtir. Yontem A, sirastyla 298,3
nm ve 231,9 nm PER ve AML'nin maksimum absorbans degerlerini kullanarak
eszamanli denklem yontemi ile ilaglarin tayini i¢in kullanilmistir. Ydntem B, AML'nin
absorbansinin sifir oldugu PER icin 250,4 nm'de absorbans diizeltme yéntemi ile
ilaglarin tayini i¢in kullanilmigtir. Absorbans diizeltme yontemi, absorbanslarin
toplanabilirlik 6zelligine dayanmaktadir. 250,0 nm'de PER miktar absorbans
gosterirken, AML sifir absorbans gostermektedir. Yontem, 2500 ve 231.0 nm, iki
dalga boyunda absorbans olcimini icermektedir. AML'nin tayini icin, bu dalga
boyundaki PER'nin absorbansi nedeni ile 231,0 nm'de diizeltilmis absorbans
hesaplanmistir. Kalibrasyon egrileri, PER ve AML i¢in sirasiyla 10,0-150,0 pg/mL ve
0,5-10,0 pg/mL konsantrasyon araligi iizerinde 0,9990 arasinda korelasyon katsayisi
ile dogrusaldur. ilaglarm yiizde geri kazanimi, her iki yontemin dogrulugunu gosteren
% 100’e yakin olarak bulunmustur. Onerilen yéntemlerin validasyonu, dogrulugu,
kesinligi, spesifikligi, dogrusalligi ve tanima limiti ICH kilavuzlarina gore
gerceklestirilmistir. Yontemler PER ve AML’nin kombine dozaj formunda analizi igin

rutin ¢alismada basarili sekilde uygulanabilmektedir.

Rahman ve ark. (2012), tarafindan farmasotik formulasyonlarda PER tayini igin
basit, hizl1 ve hassas bir spektrofotometrik ydntem gelistirilmistir. Onerilen yontem,
410,0 nm'de maksimum absorbansi olan sar1 renkli bir iiriin olusturmak i¢in amin ilag
grubunun  dimetilstlfoksit icinde 2,4 dinitroflorobenzen ile reaksiyonuna
dayanmaktadir. YOntemin tanima limiti ve tayin limiti sirasiyla 0,17 ve 0,52 pg/mL

olarak bulunmustur.
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1.3.3.3.Spektrofluorimetri

Fael ve Sakur (2015), tarafindan PER’in 7-hidroksikumarin kullanilarak tayini
icin yeni, basit, secici ve hassas bir spektroflorimetrik yontem gelistirilmis ve valide
edilmistir. PER ACN icinde 7-hidroksikumarin ile reaksiyona girerek yaklasik 58,0
nm mavi bolgeye kaymis emisyona sahip yeni bir floresan iirlinle sonuglandigi
bulunmustur. Kompleksin floresansi, ACN iginde 350,0 nm'de eksitasyondan sonra
440,0 nm'de Olcililmiistiir. Optimum kosullar altinda, floresans yogunlugu, 0,054
pug/mL'lik bir tanima limiti ile 2,0-16,0 pg/mL konsantrasyon araliginda dogrusaldir.
Onerilen ydéntem tamamen dogrulanmis ve saf formda ve tabletlerde PER analizine
basariyla uygulanmustir. Onerilen ve referans yontemle elde edilen sonuglarin
istatistiksel karsilagtirmasi, iki yontemin performansinda sirasiyla dogruluk ve kesinlik
acisindan Oonemli bir farklilik gostermemistir. Yontemin, yaygin olarak PER ile

kombine edilen bir ditiretik olan IND varliginda oldukga spesifik oldugu gosterilmistir.

1.3.3.4.Kapiller Elektroforez

El-Gizawy ve ark. (2014), tarafindan S ve R perindopril tert-butilamin (erbimin
tuzu) (PER) tayini i¢in iki aymrma yontemi gelistirilmistir: YPSK ve kapiler
elektroforez. YPSK yonteminde, kiiresel silika jel parcaciklarina kimyasal olarak
baglanmis beta-siklodekstrini olusturan kiral sabit faz, ChiraDex kolon kullanilmistir.
Hareketli faz, fosfat tamponundan (50,0 mM, pH 3,0) ve ACN’den (45:55 h/h)
olugsmaktadir. Akis hiz1 1,0 mL/dk ve dalga boyu 210,0 nm’de ¢alisilmistir. Kapiler
elektroforezde kiral segici olarak 2-hidroksilpropil-beta-siklodekstrin (10,0 mM)
kullanilmigtir. Fosfat tamponu (100,0 mM, pH 7,0) ve metanolden (% 15,0 h/h) olusan
hareketli faz kullamilmistir. Uygulanan voltaj 15,0 kV ve saptama, bir diyot dizisi
detektorii kullanilarak gerceklestirilmistir. Kromatografik veya elektroforetik
ayirmalar1 etkileyen tiim faktorler incelenmis ve optimize edilmistir. Dogrusal
konsantrasyonlar, YPSK ve KE yontemleri igin sirasiyla 2,3 ve 14,7 mg/mL tayin
limitleri ile ¢alisma araligi 5,0-150,0 ve 25,0-800,0 mg/mL arasinda degismistir.
Yontemler ICH ve USP yonergelerine gore valide edilmistir. PER erbumine rasemat
iceren tabletlerde S-PER tayini i¢in 6nerilen yontemler uygulanmaistir.
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1.3.4. Telmisartan Icin Uygulanmis Analiz Yontemleri

1.3.4.1.Yiiksek Performansh Sivi Kromatografi

Alhazmi ve ark. (2018), tarafindan yapilan g¢alismada tablet oral dozaj
formlarinda dort kardiyovaskiiler etken maddenin (ATO, simvastatin, TEL ve
irbesartan) ayni anda tayini i¢in hizli ve basit ters fazli YPSK yontemi gelistirilmistir.
Kromatografik ayirma, 40:60 h/h oraninda amonyum asetat tamponu (10,0 mM; pH
4,0) ve ACN’den olusan bir hareketli faz ile Symmetry Cig kolonu (75 mm x 4,6 mm;
3,5 um) kullanilarak gergeklestirilmistir. Calismanin sonuna kadar (7,5 dk) akis hizi
1,0 mL/dk'da 3,5 dakikaya kadar tutulmus ve ardindan aniden 2,0 mL/dk'ya
degistirilmistir. Veriler, 220,0 nm'de ultraviyole detektori kullanilarak elde edilmistir.
Yontem dogrusallik, kesinlik, dogruluk ve o6zgiillik agisindan valide edilmistir.
Gelistirilen yontem 1,0-16,0 pg/mL konsantrasyon araligi tizerinde dogrusallik
gostermigtir. Tanima ve tayin limiti, sirastyla 0,189-0,190 ve 0,603-0,630 pg/mL
araliginda bulunmustur. Gin i¢i ve giinler aras1 dogruluk ve kesinlik verileri kabul
edilebilir sinirlarda hesaplanmistir. Yeni yontem, tablet dozaj formlarinda dort ilacin
tamaminin miktarmin belirlenmesi i¢in, ylizde 100 +/- 2 oraninda geri kazanimla

basariyla uygulanmstir.

Maslarska ve ark. (2017), tarafindan {i¢ sartanin kalite kontrol ¢alismalar1 ve
(VAL, irbesartan ve TEL) aynmi1 anda tayini i¢in ultraviyole dedektor kullanilarak
YPSK yontemini gelistirilmistir. Analiz 10,0 mM fosfat tamponu: ACN (65:35 h/h)
iceren bir hareketli faz ile 30,0 °C sicaklikta LiChrospher C1g kolonunda (250 x 4 mm,
partikill boyutu 5 pum) izokratik elisyon ile akis hizi 1,0 mL/dk olarak yapilmistir.
Calisma, 225,0 nm'de bir UV detektorii ile gerceklestirilmistir. Tiim etken maddeler
icin kalibrasyon egrileri 5,0-40,0 pg/mL araliginda ve dogrusal regresyon katsayilari
0,9950'den ylksek olarak hesaplanmistir. Sartanlar i¢in geri kazanim oranlar1 % 96,5
ile % 103,1 araliginda bulunmustur. Saptama limitleri 0,04-0,06 pg/mL arasinda
hesaplanmistir. Ayrica, tayin limitleri 0,12-0,16 pg/mL dir. Yontem, ii¢ sartanin

tabletlerde kalite kontrolii igin basit, hassas ve hizli yontem saglamistir.
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Borba ve ark. (2017), TEL etken maddesini tabletlerde UV-spektrofotometri ve
YPSK ile tayin etmek igin iki yeni analitik yontemin gelistirmis ve valide etmislerdir.
Yeni yontemler, dogruluk, kesinlik, saglamlik ¢alismalar1 yapilarak ICH kilavuzlarina
uygun olarak valide edilmistir. UV-spektrofotometrik yontem, c¢dziici olarak su
kullanilarak 298,0 nm'de gergeklestirilmistir. Ters fazli YPSK yontemi, ters fazli Cig
Luna Phenomenex® kolonu ve Cis Phenomenex® 0n kolonu kullanilarak
gerceklestirilmistir. Hareketli faz, ACN:ultra saflastirilmis su pH 3,0 (fosforik asit ile
ayarlanmisg) (40:60 h/h), icermekte ve 1,0 mL/dk akis hizinda 4,6 dakikalik siirede
ayristirilmig ve 254,0 nm'de analiz yapilmigtir. Hem UV hem de YPSK yontemleri,

TEL etken maddesinin tabletlerde belirlenmesinde giivenilir oldugunu gostermistir.

Janardhanan ve ark. (2016), tarafindan yanit ylizey metodolojisi kullanilarak
farmasotik preparatta ROS, TEL, ezetimib (EZT) ve ATO’nun valide edilmis izokratik
ters faz YPSK ayrimi gelistirilmis ve optimize edilmistir. Ayirma, Phenomenex Cis
kolonu (15 cm x 4,6 mm, 5 pm partikil boyutu) ve 239,0 nm'de UV dedektor
kullanilarak gerceklestirilmistir. Optimizasyon i¢in kullanilan bagimsiz degiskenlerin
araliklart ACN:% 33,0-38,0, tampon konsantrasyonu: 10,0-20,0 mM ve akis hizi:
1,0-2,0 mL/dak’dir. Bu bagimsiz degiskenlerin ¢ikt1 yanitlari tizerindeki etkisi: birinci
pikin (k1) kapasite faktord, ikinci ve tglinct pikin resolusyonlari ve besinci pikin (k5)
kapasite faktorii degerlendirilmistir. Bu strateji kullanilarak matematiksel bir model
tammland1 ve aymrma igin yanit yiizeyi gelistirilmistir. Ug¢ yamit, Derringer'in
fonksiyonlart kullanilarak ayni anda optimize edilmistir. Analiz i¢in segilen optimum
kosullar ACN, metanol, 20,0 mM K2HPO4 (pH 3,0 £ 0,2) ¢ozeltisi (34,27: 20: 45,73
h/h/h) ve akis hiz1 2,0 mL/dk’dir. Analiz siiresi yaklasik 10,0 dakikadir. Optimize
edilmis test kosulu, ICH kilavuzlarina gére valide edilmis ve Rosavel EZ, Avas-EZ ve
Lipisar yirmi tabletin kantitatif analizi i¢in uygulanmistir. Gelistirilen yontem basit,
dogru ve kesin olarak valide edilmis ve kalite kontrol laboratuvarlarinda rutin analiz

i¢in kullanilabilmektedir.

Tahir ve ark. (2016), tarafindan hipertansiyon tedavisinde tek basina veya diger
bazi ilaglarla kombinasyon halinde kullanilan anjiyotensin Il reseptor antagonistleri

simifin1 analiz etmek i¢in basit, hassas bir tayin yontemi gelistirilmistir. Gelistirilen
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yontemin en 6nemli avantaji, sekiz ayr ilacin tek bir kromatografik sistem tizerinde
dalga boyunda ve hareketli fazda degisiklik yapilmadan tayin edilebilmesidir. Ilaglarin
analizi, Purospher Star 4,6 mm x 25 cm, 5 um partikil boyutlu C-18 kolonunda 254,0
nm'de ultraviyole bolgede 1,0 mL/dk akis hizinda, 40,0 °C'de gergeklestirilmistir.
Onerilen yontem, kesinlik, dogruluk, dogrusallik, dzgiillik ve saglamlik agisindan
Istatistiksel olarak valide edilmistir. Yeni gelistirilen yontemin, ticari farmasotik
formiilasyonlarda sekiz sartanin miktar tayini icin spesifik, saglam ve dogru oldugu

belirlenmistir.

Elshanawane ve ark. (2014), tarafindan losartan potasyum, VAL, TEL ve
irbesartan hipertansiyon tedavisinde tek basina veya HYD gibi diger ilaglarla
kombinasyon halinde kullanilan anjiyotensin-ll-reseptor antagonistleri grubudur.
HYD varliginda birkag anjiyotensin-lI1-reseptor antagonistlerinin analizi i¢in gradyan
YPSK yoOntemi gelistirilmistir. Yontem, hareketli faz 0,025 M potasyum dihidrojen
fosfat (pH 6,0):ACN (80:20 h/h) kullanilarak, ACE C1g kolonunda (250 mmx4,6 mm,
5 pum) 220,0 nm dalga boyunda ters fazli YPSK ile gerceklestirilmistir. Gradyan bir
sekilde akis hiz1 1,5 mL/dk’da calisma yapilmistir. Onerilen yontem, dogrusallik,

dogruluk, kesinlik ve tanima limiti agisindan valide edilmistir.

Czerwinska ve Mazurek (2011), losartan potasyum, VAL, TEL, irbesartan,
eprosartan mesilat ve KND, anjiyotensin 11 reseptor antagonistleri, tabletlerde analiz
edilmistir. Gradyan sisteminde YPSK yontemi ile ve izokratik sistemlerde bu
bilesiklerin analizi i¢in yontem gelistirilmistir. Analiz, 230,0 nm'de UV-VIS detektor
kullanilarak Zorbax SB-Fenil kolonunda ve eprosartan mesilat ve VAL igin 0.1 mol/L
sodyum asetat (pH = 5,5) - ACN - metanol 35:9:6 h/h/h oraninda, losartan potasyum
ve irbesartan igin 15:6:4 h/h/h oraninda ve TEL ve KND icin 10:9:6 h/h/h oraninda
hareketli faz kullanilarak gergeklestirilmistir. Tabletlerden geri kazanim analizi

yapilmistir.

Rao ve ark. (2011), tarafindan TEL ile ilgili maddelerin ayrilmasi ve analizi igin
basit ve hizli ters fazli sivi kromatografik yontem gelistirilmis ve onaylanmuistir.

Kromatografik ayirma, hareketli faz olarak % 0,1 (h/h) trietilamin (trifloroasetik asit
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ile pH 3,0'a ayarlanmig) ve ACN igeren 20,0 mM amonyum asetat kullanilarak
Lichrospher RP-18 kolonunda (250 x 4,6 mm, 5 pm) gergeklestirilmistir. Analiz 25,0
°C'de 254,0 nm'de gergeklestirilmistir. Y6ntem, ticari tabletlerde TEL’in tayini igin

basariyla uygulanmistir.

1.3.4.2.Spektrofotometri

Kondamadgu ve Gandu (2016), tarafindan ilaglarin spektrofotometrik tayini
icin, drnegin Dobutamin hidrokloriir, Lomefloksasin hidrokloriir, Sildenafil sitrat,
Ramipril, TEL gibi N-bromosiiksinamide (NBS) karsi reaktivitelerine gore basit,
hassas ve secici yontemler gelistirilmistir. Her ilacin yontemi, ilaglarin NBS (asiris1)
ile oksidasyonuna ve reaksiyona girmemis NBS miktarinin 508,0 nm'de metil oranj ile
tayin edilmesine baglidir. Kalibrasyon egrileri, 5,0-38,0 pg/mL dobutamin, 5,0-50,0
pg/mL lomefloksasin, 4,0-28,0 pug/mL sildenafil, 2,0-14,0 pg/mL ramipril, 6,0-42,0
pg/mL TEL konsantrasyon araliginda Beer's kanununa uymaktadir ve yontem,
ilaglarin hem saf halde hem de tablet formiilasyonlarinda tayini igin uygulanmustir.

Yontem, ICH yonergeleri agisindan valide edilmistir.

1.3.4.3.Spektrofluorimetri

Alarfaj ve ark. (2019), tarafindan yapilan ¢alismada, farmasotik dozaj
formlarinda {i¢ anjiyotensin II reseptor antagonisti, KND, VAL ve TEL tayini i¢in alt1
farkli florimetrik sistem Onerilmistir. Floresans yogunluklari, giimiis veya altin
nanopartikillerin (AgNP'ler veya AuNP'ler) yiksek katalitik potansiyel aktivitesi
(eksitasyon) 525,0, 420,0 ve 330,0 nm'de ve (emisyon) 555,0, 490,0 ve 400,0 nm'de
siras ile KND, VAL ve TEL icin o6lgllerek kaydedilmistir. Yardimer maddelerinin
etkisi test edilmistir. Gelistirilen yontemler ICH kilavuzuna gore valide edilmistir.
Tum floresans sistemleri, etken maddeleri tabletlerde ve biyo-numunelerde tayin
etmek i¢in basartyla kullanilmistir. Elde edilen veriler, diger rapor edilen yontemlerle

karsilastirilmistir.
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Belal ve ark. (2014), tarafindan ¢alismada, AML/KND ve AML/TEL ikili
Karisimlarmin - 6n  ayirma islemi yapilmaksizin  basit, segici ve hassas
spektroflorimetrik yontem ile analizi yapilmistir. YOntem, iki ilagtan herhangi birinin
birbirine etkisi olmaksizin su i¢inde sirasiyla 367,0 ve 454,0 nm'lik uyarma ve emisyon
dalga boylarinda AML'nin floresansinin 6l¢iilmesini igermektedir. Bunun tersine,
KND'1n floresansi etanolde sirasiyla 265,0 ve 392,0 nm'lik eksitasyon ve emisyon
dalga boylarinda 6l¢iilirken TEL, uyarim dalga boyu olarak 294,0 nm kullanilarak
0,05 M sodyum hidroksit soliisyonunda 366,0 nm'de Ol¢llmiistiir. Onerilen
spektroflorimetrik prosediir, dogrusallik, kesinlik, dogruluk, segicilik, saglamlik,
tanima limiti ve tayin limiti agisindan valide edilmistir. Regresyon analizi, AML, KND
ve TEL ig¢in sirastyla 0,1-1,4; 0,025-0,25 ve 0,0025-0,05 pg/mL araliklarinda floresan
yogunlugu ve konsantrasyon arasinda iyi bir korelasyon gostermistir. Tanima limitleri
AML, KND ve TEL igin sirastyla 0,034; 0,0063 ve 0,0007 pg/mL’dir. Onerilen
yontem, farkli oranlardaki birkag¢ sentetik ikili karisimin ve geri kazanimlara sahip
laboratuvarda hazirlanmis tabletlerin analizi i¢in basariyla uygulanmis ve ilag

yardimc1 maddelerinden herhangi etkilesim gozlenmemistir.

Tekkeli ve Onal (2013), tarafindan tabletlerde ve plazmada bes angiotensin Il tip
1 reseptOr antagonistinin tayini icin spektrofotometrik ve spektroflorimetrik yéntemler
gelistirilmis ve optimize edilmistir. Spektrofotometrik yontem, HCI ortaminda dl¢iilen
bromat-bromir fazlasinin eklenmesini ve ardindan sabit miktarda metil oranj ile
reaksiyona sokularak kalan bromun tayin edilmesini icermektedir. Spektroflorimetrik
yontem, ilaglarin seryum (IV) ile oksidasyonuna ve sonrasinda indiklenen seryum
(IIT) floresansinin 365,0 nm'de 255,0 nm'de eksitasyon ile izlenmesine baglidir.
Onerilen yontemlerin her ikisi de etken maddelerin saf hallerinde ve farmasotik
preparatlarinda tayininde basariyla uygulanmistir. Ayrica, biyolojik sivilarda
irbesartan ve TEL tayini i¢in spektroflorimetrik yontem dogruluk ve hassasiyetle

uygulanmistir.
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1.3.4.4.Kapiller Elektroforez

Stacescu ve ark. (2017), tarafindan iki kapiler elektroforetik yontemi
arastirilmistir: HYD ve TEL ayn1 anda tayini igin bir kapiler zon elektroforezi ve misel
elektrokinetik kapiler kromatografi. Analitik kosullar1 optimize etmek i¢in, tampon
bilesimi, konsantrasyon ve pH, uygulanan voltaj, sicaklik, enjeksiyon basinci ve siiresi
gibi cesitli deneysel parametrelerin ayirma iizerindeki etkisi belirlenmistir. iki analitin
ayrilmasi, kapiler zon elektroforezi yontemi ile yiizey aktif madde olarak 25,0 mM
sodyum dodesil silfat iceren pH 2,50'de 25,0 mM fosfat tamponu kullanilarak ve misel
elektrokinetik kapiler kromatografi ile pH 9,50'de 50,0 mM borat tamponu
kullanilarak saglanmustir. iki yontemin analitik performans: dogrusalligi, kesinligi,
dogrulugu ve saglamlig1 agisindan valide edilmis ve sabit doz kombinasyonlarindan

analitlerin belirlenmesi i¢in yontemler uygulanmistir.

Adriana ve ark. (2016), tarafindan UV fotodiyot dizi detektorinin
kullanilmastyla sabit doz kombinasyonlarinda AML ve TEL ayni anda tayini i¢in hizli,
basit ve hassas bir kapiler zon elektroforez yontemi gelistirilmistir. Ayrigtirmanin
verimini artirmak i¢in tampon konsantrasyonu ve pH, sistem sicakligi, uygulanan
voltaj ve enjeksiyon parametreleri gibi elektroforetik parametreler optimize edilmistir.
En iyi sonuglar, kaynagmis silika kapiler (48,0 cm uzunluk, 50,0 um cap) ve pH 4,50
+ 25,0 kV uygulanan voltajda ve ayrica 25,0 °C sistem sicakliginda 50,0 mM fosfat
tampon elektrolit kullanildiginda elde edilmistir. Yontemin analitik performansi
dogrusallik, kesinlik ve saglamlik acisindan dogrulanmistir. Ek olarak, tanima limiti

ve miktar hesaplanmistir.

1.3.4.5.VVoltametri

Alarfaj (2013), tarafindan TEL adsorptif siyirma voltametri, asili civa damla
elektrodu ile incelenmistir. Bilesik, pH 10,38 olan Britton Robinson tamponunda -1,5
V'ta katalitik bir hidrojen dalgasi tiretmis ve pik akimi elektrotta adsorptif birikimle
artmistir. Katalitik hidrojen dalgasi ile adsorptif siyirma voltametri, TEL’in tayini i¢in

hassas yeni bir yontem saglayabilmektedir. Izlenen elektroanalitik yaniti etkileyen
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cesitli kimyasal ve enstriimantal parametreler aragtirtlmig ve TEL tayini igin optimize
edilmistir. Onerilen elektrokimyasal prosediir farmasotik tabletlerde ve insan

plazmasinda TEL tayini igin basartyla uygulanmustir.

Tasdemir ve ark. (2010), tarafindan elmisartanin elektrokimyasal davranisi ve
testi i¢in optimum kosullar, dongiisel voltametri ve kare dalga voltametri kullanilarak
arastirtlmistir. Tiim ¢alismalar Britton-Robinson tamponunda pH 100'da Ag/AgCl'ye
kars1 yaklasik-1,50 V'de TEL yar tersine gevrilebilir ve adsorpsiyon kontrolli
elektokimyasal indirgeme sinyaline dayanmaktadir. Pik akimin 1,69 nM'den (0,87
pMg/l) 27,5 nM'ye (14,15 pg/L) konsantrasyonla dogrusal olarak degistigi
bulunmustur. Tanima Ve tayin limitleri sirasiyla 1,05 nM (0,54 pg/L) ve 3,49 nM (1,79

png/L) olarak bulunmustur. Yontem, geri kazamim calismalar1 yapilarak farkli

orneklere basariyla uygulanmstir.

1.3.5. Olmesartan i¢in Uygulanmis Analiz Ornekleri

1.3.5.1.Yiiksek Performansh Sivi Kromatografi

Kerai ve ark. (2019), tarafindan tablet dozaj formlarinda OLM ve AML ayni
anda tayini i¢in ters faz ultra performansl sivi kromatografi yontem gelistirilmistir.
Bozunma drlnlerinin incelenmesi sonucunda, OLM ve AML diger stres kaynakli
bozunma kosullarina gére termoliz ve fotoliz bozunmalarinda daha kararli oldugu
bulunmustur. Onerilen stabilite ¢alismasi, ila¢ stabilitesinin izlenmesi ve kalite

kontroli igin farmasotik analizde uygulanabilmektedir.

Tekkeli (2013), tarafindan antihipertansif ilag maddelerinin AML, OLM, VAL
ve HYD’nin farmasotik preparatlarda ve plazmada tayini igin basit, hizli ve segici
YPSK-UV yontemi gelistirilmistir. Maddeler ¢ogunlukla kombinasyon olarak
kullanilir. Kombinasyonlar, 6zellikle mevcut farmasotik preparatlarda tiglii bilesenler
olarak ¢esitli formlarda bulunmaktadir: OLM, AML ve HYD (kombinasyon 1) ve
AML, VAL ve HYD (kombinasyon II). Ayirma, RP-CN kolonu kullanilarak
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gerceklestirilmis ve hareketli faz olarak ACN-metanol-100 mmol ortofosforik asit pH
2,5 (7:13:80, h/h/h) kullanilmistir. Detektor dalga boyu 235,0 nm'ye ayarlanmistir.
Lineer araliklar sirastyla AML, OLM, VAL ve HYD ic¢in 0,1-18,5 pg/mL, 0,4-25,6
pg/mL, 0,3-155 pg/mL ve 0,3-22,0 pg/mL olarak bulunmustur. Farmasotik
miistahzarlar icin yOntemin segiciligini kontrol etmek i¢in zorunlu degradasyon
caligmalar1 yapilmistir. Sonug¢ olarak yontem, etken maddelerin ila¢ kullanan

hastalarin plazmalarinda ve tablet analizinde uygulanmustir.

Olabemiwo ve ark. (2012), tarafindan metoprolol siksinat ve OLM’nin
laboratuvar karigimlarinda ve tablet dozaj formlarinda analizi i¢in dogru, kesin ve
tekrarlanabilir bir izokratik ters faz YPSK yontemi gelistirilmis ve valide edilmistir.
Yontem gelistirme, Agilent Eclipse XBD-C18 kolonda gergeklestirilmistir. Hareketli
faz olarak, 70:30 h/h oraninda bir ACN ve tampon (10,0 mM KH2POs) karisimi
kullanilmistir. Tamponun pH'1 ortofosforik asit ile 2,75'e ayarlanmistir. Akis hiz1 0,6
mL/dk'ya ve UV dedektor 225,0 nm'ye ayarlanmistir. Metoprolol suksinat ve OLM
alikonma siireleri sirasiyla 2,233 ve 3,000 dk olarak bulunmustur. Dogrusallik,
dogruluk, kesinlik ve saglamlik, tanima limiti ve tayin limiti parametreleri yontem igin
Uluslararast Uyum Konferans: (ICH) Q2 R1 kilavuzlarina gore degerlendirilmistir.
Dogrusallik ¢alismasinda. metoprolol siiksinat ve OLM igin regresyon denkleminin y
= 68402x + 64710 ve y = 110194x + 8855,3 oldugu bulunmustur. Korelasyon
katsay1s1, metoprolol ve OLM icin sirastyla 0,9990 ve 0,9996 dir. Onerilen yontem
son derece hassas, kesin, dogru, hizli ve gergeklestirmesi kolay olup tablet dozaj
formunda bulunan etken maddelerin miktarinin belirlenmesi igin basariyla

uygulanmistir.

1.3.5.2.Spektrofotometri

Sharma ve ark. (2012), tarafindan OLM’nin farmasotik formulasyonlarda analizi
icin gorindr bolgede iki basit ve hassas spektrofotometrik yontem (yontem A ve
yontem B) gelistirilmistir. Yontem A, OLM’nin 3-metilbenzotiyazolin-2-on hidrazon
(MBTH) ile oksidatif baglanmasina dayanmaktadir. Olusan yesil renkli kompleks,

631.0 nm'de lamda maksimum degerine sahiptir. Metot B, lamda maksimum 510,0
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nm'de turuncu kirmizi bir kromojen iiretmek icin ferrik iyonlarin ferrdz iyonlara
indirgenmesini takiben 1,10-fenantrolin ile komplekslestirilmesine dayanmaktadir.
Sirasiyla 10,0-45,0 pg/mL ve 5,0-35,0 pg/mL konsantrasyon araliginda calisma
yapilmistir. Bu yontemler, farmasotik formiilasyonlara uygulanmis ve yardimci
maddelerden ve seyrelticilerden hicbir etkilesim goriilmemistir. Onerilen yontemler

basit, hassas, dogru ve kalite kontrol uygulamalari i¢in uygun olarak bulunmustur.

Caglar ve Onal (2010), tarafindan farmasoétik formilasyonda OLM testi icin iki
basit, hizli ve tekrarlanabilir spektrofotometrik yontem gelistirilmistir. Yontemler,
incelenen ilag maddesi ile iyon gifti ajanlar1 (bromokresol yesili ve bromofenol mavisi)
arasindaki reaksiyonlarda iyon olusumuna dayanmaktadir. Diklorometan ve kloroform
ile ekstraksiyonla, asidik ortamda sar1 renkli iyon birlesikleri olusturulmus ve 409,0
(bromokresol yesili) ve 412,0 nm'de (bromofenol mavisi) absorbanslar dl¢iilmiistiir.
Reaksiyon kosullarinin optimizasyonlar1 yapilmistir. Molar absorptivite, tanima limiti
ve tayin limitleri de belirlenmistir. Gelistirilen yontemler etken maddelerin tabletlerde

tayininde basariyla uygulanmistir.

Rote ve Bari (2009), OLM ve HYD’nin kombine tablet dozaj formunda ayni
anda tayini igin iki basit, ekonomik, hizli, kesin ve dogru yontem gelistirilmistir. Tlk
yontem, oran spektrum tiirevi spektrofotometriye dayanmakta ve ikinci yontem, sifir
gecisli fark spektrofotometresidir. 231,0 ve 271,0 nm'de karsilik gelen oran
spektrumlariin ilk tiirevindeki amplitiidler, sirasiyla OLM ve HYD belirlemek igin
secilmistir. Absorbans Sl¢limleri, sifir gecisli fark spektrofotometrik yontemle OLM
ve HYD igin sifir gegigli dalga boylarinda 257,8 ve 240,2 nm'de
gerceklestirilmistir.YOntemler F testi ve t testi uygulanmustir. Her iki yontem de

istatistiksel olarak ve geri kazanim ¢alismalar1 yapilarak valide edilmistir.

1.3.5.3.Spektrofluorimetri

Darwish ve ark. (2012), ¢alismada, kombine tabletlerinde OLM ve AML'nin

ayni anda belirlenmesi i¢in iki basit, hassas ve giivenilir spektroflorimetrik yontem
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gelistirilmis ve dogrulanmistir. Yontemler, sirastyla OLM ve AML igin birinci tiirev
ve oran ¢ikarma yontemleridir. Optimum test kosullari olusturulmus ve yontemler
dogrusallik, duyarlilik, dogruluk, kesinlik ve o0zgiilliik agisindan dogrulanmustir.
Regresyon analizi, OLM ve AML igin sirasiyla 0,08-1,0 ve 0,25-2,0 pg/mL
konsantrasyon araliklar1 iizerindeki konsantrasyon ile floresan siddeti arasinda
miikemmel bir korelasyon géstermistir. Onerilen yéntemler, laboratuvarda hazirlanan
karisimlarda ve % 99,0'dan az olmayan geri kazanimlar1 olan kombine farmasotik
tabletlerde iki ilacin analizi i¢in basariyla uygulanmistir. Yaygin farmasotik yardimei
maddelerinden higbir etkilesim gozlenmemistir. Sonugclar, referans yontemle elde

edilenlerle karsilagtirilmigtir.

1.3.5.4.Voltametri

Celebier ve ark. (2013), tarafindan calismada, farmasotik formiilasyonlarda
OLM’nin belirlenmesi i¢in hassas, basit ve hizl1 voltametrik yontem gelistirilmis ve
valide edilmistir. OLM nin pik akimini etkileyen deneysel parametreler arastirilmis ve
optimize edilmistir. Bu amagla, farkli pH ve tamponlardaki elektrolitlerde asili civa
damla elektrotunda kare dalga voltametri denenmistir. OLM, pH araligi 5,0 ila 8,0
arasinda bir indirgenme piki gostermis ve pH 6,5'te fosfat tamponu, iyi tanimlanmis
pik elde edildiginden analiz i¢in optimum elektrolit kosulu olarak segilmistir.
Gelistirilen yontem i¢in dogrusallik, duyarlilik, se¢icilik, kesinlik, dogruluk, saglamlik
ve saglamlik gibi dogrulama parametreleri degerlendirilmistir. Kare dalga voltametrik
pik akimlari, 0,50 pg/mL tanima limiti ve ¢alisma araligi 1,00-14,56 pg/mL (r =
0,9983) araliginda bulunmustur. Gelistirilen yontem tabletlerde OLM tayininde
basartyla uygulanmis ve veriler literatiirde verilen kapiler elektroforez yonteminden
elde edilenlerle karsilagtirilmistir. Geri kazanim yiizdesi % 98,20 ile % 100,26 arasinda
degismistir. OLM, analiz sirasinda herhangi bir reaktifle 6nceden ekstraksiyon veya
etkilesime gerek kalmadan gelistirilen yontemle tabletlerden eksipiyanlarin varliginda

dogrudan belirlenebilecegi gosterilmistir.
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1.3.6. Kandesartan I¢in Uygulanms Analiz Ornekleri

1.3.6.1.Yiiksek Performansh Sivi Kromatografi

De Diego ve ark. (2018), tarafindan KND ve HYD ayni anda tayini igin biri
DAD ve digeri evaporatif 151k sagilim dedektdrii (ELSD) ile olmak tizere iki kararlilik
gosteren s1vi kromatografi yontem farmasotik preparatlarda gelistirilmis, dogrulanmis
ve karsilastirilmasi yapilmistir. KND, HYD ve baslica bozunma {iriinlerinin tayininde
hareketli faz olarak DAD yontemi igin ACN ve fosfat tamponu (pH 6,0) ve ELSD
yontemi icin trietilamin (pH 4,1), ACN ve asetik asitli su kullanilmis ve ayrim igin bir
RP-18 kolonu (125,0 mm x 4,0 mm, 5,0 um) kullanilmistir. Y&ntemlerin kesinligi ve
dogrulugu benzer olarak bulunmus, RSD% 3,0'1n altinda ve geri kazanim% 98,1 ile %
103,9 arasinda hesaplanmustir. Ilaglar hidroliz, oksidasyon, fotoliz, nem ve sicaklik
gibi stres kosullarina tabi tutulumstur. Bozunma drunleri, temel piklerden ve
birbirinden iyi bir sekilde ayrilmigtir. Yontemler, kombine ticari tabletlerde KND ve
HYD’nin analizine basariyla uygulanmistir. DAD ve ELSD ydntemlerinin
performansi karsilastirilabilir, bu nedenle her iki yontem de stabilite ¢aligmasi ve

farmasotik numunelerde KND ve HYD'nin tayini i¢in uygulanabilmektedir.

Phechkrajang ve ark. (2017), tarafindan asit, alkali ve notr hidroliz kosullart
altinda KND ve HYD bozunma g¢alismalari; oksidasyon; fotoliz; ve termal bozunma
kosullarinda yapilmistir. KND, HYD ve bunlarin bozunma iirlinlerinin ayn1 anda
tayini icin UV dedeksiyonlu basit ve spesifik bir YPSK yontemi gelistirilmistir. Ayrim
Zorbax siyano (SB CN 4,6 x 150 mm, 5 um) kolonu kullanilarak 1,0 mL/dk akis
hizinda ACN ve 10,0 mM fosfat tamponunun karisimi1 (pH 7,0; 32:68, h/h), ve 254,0
nm UV dalga boyunda gergeklestirilmistir. Bu yontem, Uluslararasi Uyum Konferansi
(ICH) kilavuzlarina gore dogrusallik, ¢alisma araligi, dogruluk, kesinlik ve 6zgullik
acisindan valide edilmistir. HYD, oksidasyon, fotoliz ve termal bozunma kosullar

altinda stabildi, ancak nétr, asit ve alkalin hidroliz kosullar1 altinda bozunmustur.

Issa ve ark. (2013), tarafindan bozunma iiriinlerinin varliginda KND tayini i¢in

iki stabilite gosteren yontem gelistirilmistir. Ilk yontem, Agilent Cis kolonu ile
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izokratik ters faz YPSK yontemidir. Hareketli faz olarak fosfat tamponu (pH = 2,8 +/-
0,1) -ACN (60,0 + 40,0; h/h) kullanilmigtir. Akis hiz1 2,0 mL/dk ve tayin 254,0 nm'de
yapilmistir. Ikinci yontem, 254,0 nm'de ilaglarin ITK-dansitometrik Glgumleri ile
yapilmistir. Ayirma, etil asetat-metanol-toluen-% 33 amonyak (40,0 + 25,0 + 20,0 +
2,0; h/h/h/h) hareketli faz kullanilarak silika jel 60 F-254 plakalari {izerinde
gerceklestirilmistir.  Yontemler, Amerikan Farmakopesi kilavuzlarina gore
dogrulanmis ve dogruluk, kesinlik, dogrusallik, Ozgiilliikk, saglamlik ve sistem
uygunlugu icin kabul kriterleri karsilamistir. Yontemlerin ¢alisma araliklar1 YPSK ve
ITK igin sirasiyla 10,0-200,0 pg/mL ve 1,0-9,0 pg/spot olarak ¢alisiimistir. Onerilen
yontemler bozunma iiriinleri ile laboratuvarda hazirlanmis karisimlarda ve ticari olarak
temin edilebilen tabletlerde basariyla uygulanmistir. Sonuglar istatistiksel olarak %
95,0 giiven arahiginda birbirleriyle karsilastirilmistir. iki ydntemin ortalama geri

kazanimi ve kesinligi arasinda 6nemli fark bulunmamustir.

Qutab ve ark. (2007), tarafindan farmasoétik formilasyonlarda HY D ve KND’nin
aym anda tayini igin basit, hassas bir YPSK yontemi gelistirilmistir. Kromatografik
ayirma, hareketli faz olarak 25:75:0,2; 0,02 M potasyum dihidrojen fosfat, metanol ve
trietilamin karigimiyla, son pH 6,0 +/- 0,1 olan bir Fenil-2 kolonu (zerinde
gerceklestirilmistir. Tayin 271.0 nm dalga boyunda yapilmistir. Caligma araligi, HYD
icin 5,0-45,0 pg/mL ve KND igin 12,0-56,0 pg/mL araligi olarak belirlenmis ve
korelasyon katsayilar1 sirastyla 0,9993 ve 0,9991 olarak bulunmustur. iki bilesen icin

toplam eliisyon siiresi bes dakikadan az olarak analiz tamamlanmustir.

1.3.6.2.Spektrofotometri

Al-Onazi ve ark. (2013), tarafindan ¢alismada, kombine farmasotik tabletlerinde
KND ve HYD'nin aym1 anda spektrofotometrik tayini i¢in iki ¢ok degiskenli
kalibrasyon yontemi uygulanmistir. Cok degiskenli ydntemler, temel bilesen
regresyonu (PCR) ve kismi en kiiclik karelerdir (PLS). Her iki yontemde, tiirev
spektrofotometride kullanilan tek dalga boyu yerine bir¢ok spektral dalga boyunun
ayni anda dahil edilmesi nedeniyle spektral analizde kullanilmaktadir. Optimum test

kosullar1 olusturulmus ve Onerilen yontemler, geri kazanimlara sahip olup kombine
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farmasotik tabletlerde iki ilacin analizi igin basariyla uygulanmistir. Farmasotik
preratlarda bulunan yardimci maddeler ile higbir etkilesim gézlenmemistir. Sonuclar,

referans YPSK yontemi ile elde edilenler ile karsilastirilmistir.

Morales ve ark. (2011), calismada, tek ilag olarak KND’nin farmasotik
formlarda tayini igin iki basit ve hizli yontem gelistirmisler ve valide etmislerdir.
YPSK yontemi, Chromolith RP-18e kolonda gergeklestirilmistir. Hareketli faz, 50,0:
50,0 (h/h) oraninda ACN - % 0,1 trifloroasetik asit sulu ¢ozeltisidir ve ayrim 1,5 mL/dk
akis hizinda izokratik bir eliisyonda yapilmistir. Diyot dizisi detektort ile 251,0 nm'de
calistlmis ve kolon sicakligi 20,0 °C'ye ayarlanmustir. Tiirev spektrofotometrik
yontem, ilag konsantrasyonu ile birinci dereceden tirev spektrofotometrik 6lgiim
arasindaki dogrusal iliskiye dayanmaktadir. KND’nin alkali sulu cozeltileri tiirev
egrisinde (0,1 M NaOH) 246,0 nm'de maksimum ve 263,0 nm'de minimum
gostermektedir. Ortalama geri kazanim yiizdesi olarak yontemin dogrulugu % 98,9 ve
BSS % 0,76'dir. Her iki yontem de 6zgiilliik, dogrusallik, kesinlik, dogruluk, kararlilik
icin belirlenen parametrelere gore valide edilmistir. Tanima limitleri ve tayin limitleri,
kromatografik parametreler ve elde edilen segicilik, yayimnlanan diger yontemlerden
daha iyi olarak bulunmustur. Yontemler, iki ticari markanin kati dozaj farmasotik

formlarinda uygulanmustir.

Al-Arfaj ve ark. (2011), tarafindan, KND’nin tayini igin, alkali bozunma triinu
olan KND’nin varliginda ikinci turev spektrofotometrik deney yontemi uygulanmistir.
Yontem, dogrusallik, kesinlik, dogruluk, secicilik ve duyarlilik agisindan valide
edilmistir. Analiz, metanol iginde ¢oziinen KND sifir derece spektrumunda 291,2 nm
dalga boyunda 4,0-32,0 pg/mL konsantrasyon araliginda dogrusaldir. Tanima ve tayin
limitleri sirastyla 0,33 ve 1,00 pg/mL olarak hesaplanmistir. Onerilen yontem, KND
ticari tabletlerinde analizi i¢in bagariyla uygulanmistir. Sonuclar, referans yontemle

elde edilenle istatistiksel olarak karsilastirilmistir.

Erk (2003), tarafindan KND ve HYD karisimlar birinci tlrev ve oran tirevi
spektrofotometresi ile tayin edilmistir. 270,1 ve 255,5 nm'deki dalga boylart birinci

tirev amplitudunda sirastyla KND ve HYD analizi igin secilmistir. Ikinci yéntem, ikili
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karisimin absorpsiyon spektrumunun bilesenlerden (etken maddelerden) birinin
normalize bir spektrumuna boliinmesi ve ardindan oran spektrumunun ilk tlrevinin
hesaplanmasina dayanmaktadir. 236,0; 250,0; 232,0; 267,0 ve 280,0 nm'deki bolim
spektrumlariin birinci tiirevi, KND ve HYD tayini icin secilmistir. Kalibrasyon
egrileri KND ig¢in 6,0-38,0 pg/mL ve HYD igin 4,0-28,0 pg/mL arasinda
olusturulmustur. Dogrusallik, kesinlik ve segicilik bulunmus ve iki yodntem,
eksipiyanlarin herhangi bir etkisi olmaksizin ilag kombinasyonunu igeren farmasotik

dozaj formuna basariyla uygulanmistir.

1.3.6.3.VVoltametri

Susli ve ark. (2009), tarafindan farmasotik formulasyonlarda KND tayini igin
hassas, basit ve hizli bir kare dalga adsorptif styirma voltametrik yontemi gelistirilmis
ve valide edilmistir. Onerilen yontem, KND’nin pH 5,0'da fosfat tamponunda asil1 civa
damla elektrotunda elektrokimyasal indirgenmesine dayanmaktadir. Onerilen ydntem
0,9986'lik bir korelasyon katsayisi ile 0,25-1,34 pg/mL c¢alisma araliginda dogrusal bir
korelasyon gdstermistir. Bu ydéntem i¢in tanima ve tayin limitleri, sirastyla 1 x 102 ve
2,5 x 10 pg/mL olarak hesaplannustir. Gln ici ve gin ici kesinlik icin elde edilen
sonuglar (% BSS olarak) % 1,10 ile 3,90 arasinda bulunmustur. Gelistirilen kare dalga
adsorptif siyirma voltametrik yonteminden elde edilen sonuglar literatiirde bildirilen

analitik yontemle elde edilenlerle karsilagtirilmustir.

1.3.7. Atorvastatin i¢cin Uygulanmis Analiz Yontemleri

1.3.7.1.Yiiksek Performansh Sivi Kromatografi

Varghese ve Ravi (2011), tarafindan fenofibrat, ATO ve EZT ayn1 anda tayini
icin basit, dogru, hassas, hassas YPSK ve yiiksek performansli ince tabaka
kromatografi (HPTLC)-dansitometrik yontemler gelistirilmistir. Yontem A'da,
gradyan YPSK analizi, 15 mL/dk akis hizinda 25,0 dk siireyle ¢Oziici gradyan
elisyonunda % 0,1 formik asit ve ACN’den olusan bir hareketli faz kullanilarak Shim-
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pack Cig kolonu (150,0 x 6,0 mm) {izerinde gergeklestirilmistir. Miktar tayini, 245,0
nm'de bir fotodiyot dizili UV detektoru kullanilarak gergeklestirilmistir. YOntem B'de,
HPTLC analizi, hareketli faz olarak toluen: metanol: trietilamin (8:1.5:0.1, h/h/h)
kullanilarak —aliiminyum destekli silika jel 60F (254) tabakasi iizerinde
gerceklestirilmigtir. 245,0 nm'de UV dansitometresi ile tayin gergeklestirilmistir.
Analitik yontemler Uluslararast Uyum Konferans: kilavuzlarina gére onaylanmistir.
Her iki yontem de ilaglarin laboratuvarda hazirlanmis karisimlarda ve tabletlerde
analizi ic¢in basariyla uygulanmistir. Tablet eksipiyanlarindan herhangi bir
kromatografik etkilesim bulunmamistir ve yontemler, farmasotik formilasyonlarda t¢

etken maddenin ayni anda tayini i¢in uygulanabilmektedir.

Londhe ve ark. (2011), tarafindan kapsullerdeki aspirin, ATO ve klopidogrel
bisiilfatin ayn1 anda tayini i¢in basit, dogru, hizli ve hassas bir “izokratik” ters fazli
YPSK yontem gelistirilmis ve valide edilmistir. Kromatografik ayirma, hareketli faz
olarak o-fosforik asit (50:50, h/h) ile ayarlanmig bir ACN:fosfat tamponu pH 30
karisimi kullanilarak bir Inertsil ODS analitik kolonunda (150 x 4,6 mm; 5 um) 1,2
mL/dk akis hizinda 235,0 nm dalga boyunda gerceklestirilmistir. Retansiyon
zamanlar1 aspirin, ATO ve klopidogrel bisiilfat i¢in siras1 ile 1,89, 6,6 ve 19,8
dakikadir. Kalibrasyon egrileri, ATO igin 5,0-300 pg/mL ve aspirin ve klopidogrel
bisulfat icin 30,0-105,0 pg/mL konsantrasyon araligi tizerinde dogrusaldir. Ydntemin
dogruluk, kesinlik, dogrusallik ve duyarhlik calismalar1 yapilmigtir. Onerilen yontem,
kapsillerin kantitatif analizi i¢in uygulanmistir. Farmasotik dozaj formunun herhangi
bir bileseninden higbir etkilesim gozlenmemistir. Validasyon g¢aligmalari, yontemin

spesifik, hizli, giivenilir ve tekrarlanabilir oldugunu ortaya koymustur.

1.3.7.2.Spektrofotometri

Nasr ve ark. (2020), tarafindan mevcut arastirmada, anti-hiperlipidemik ilaglarin
ayni anda tyini i¢in ¢evre dostu, hizli, uygun maliyetli, giivenilir ve kolay bir yontem
sunulmustur. FT-IR spektrumlarini elde etmek i¢in kullanilan peletleri yapmak i¢in
ogiitme ve KBr ile karistirma disinda numune hazirligi yapilmamistir. Birinci tlrev

FTIR spektroskopisi, EZT ile ikili karisimlarinda kantitatif ATO, ROS ve simvastatini
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degerlendirmek i¢in kullanilmistir. Analizin dogrulamasi, dogrusallik, dogruluk,
kesinlik, saglamlik ve secicilik sunan Uluslararasi Uyum Konferansi (ICH) kilavuzuna
gore gergeklestirilmistir. Tiim ilaclar i¢in ¢alisma araligir 2,0-30,0 mg/g’dir. Tanima
limiti 0,607; 0,311; 0,491 ve 0,395 mg/g oldugu Vve tayin limiti EZT, ATO, ROS ve
SMV icin 1,839; 0,942; 1,490 ve 1,190 mg/g oldugu bulunmustur. Onerilen teknigin
giin i¢i ve giinler aras1 dl¢ilimler arasinda yiizde hata ve ylizde BSS agisindan dogru ve
kesin oldugu bulunmustur. Yontem, tabletlerde incelenen ikili karisimlarin tayini igin
uygulanmistir. Sonugclar referans olarak UV spektrofotometrik tirev yontemleri ile
karsilagtirilmis, aralarinda 6nemli bir fark bulunmamstir. Analitik eko-6lgek ve Yesil
Analitik Prosediir indeksi (GAPI) o6lgegi, teknigin yesil kimyaya uygunlugunu

degerlendirmek i¢in kullanilan iki 6lgektir ve uygun oldugu bulunmustur.

Gowda ve ark. (2012), tarafindan formulasyonlarda ramipril ve ATO
kalsiyumun ayn1 anda tayini i¢in hizli, basit ters faz YPSK ve klasik en kiicuk kareler,
temel bilesen regresyon ve kismi en kii¢iik kareler kalibrasyonlarina dayali iig
spektrofotometrik yontem gelistirilmistir. YPSK analizinde, Phenomenex - Luna
RPC-18 250.0 x 4,6 mm 5,0 um kolonu kullanilmis, hareketli faz ACN:0,1 M sodyum
perklorat (pH 2,5) (70:30, h/h), akis hiz1 1,5 mL/dk ve 210,0 nm'de UV dedektor ile
analiz tamamlanmistir. Kemometrik sayisal hesaplamalar yeni R-Yazilim Ortami
(surim 2.1.1) kullanilarak gergeklestirilmistir. Hem kemometrik ydntemlerin
sonuglart hem de Onerilen kromatografik ydntemin sonuglari karsilastirilmistir.
Laboratuvarda hazirlanan karigimlar ve tablet formiilasyonlari, gelistirilen yontemlerle

analiz edilmistir.

1.3.7.3.VVoltametri

Alghamdi ve Alsaleemi (2019), tarafindan ATO voltametrik oksidasyonu, pH
3'te fosfat tamponunda siklik voltametri kullanilarak incelenmistir. Ag/AgCI referans
elektrot ve Pt yardimci elektrot varliginda 0,95 V potansiyelde bir oksidasyon piki
veren ATO camsi karbon elektrot yiizeyinde biriktirilmistir. Siklik voltametri
kullanarak ATO tayin edilmesi yiksek hassasiyeti, pH 3,0 fosfat tamponu, 30,0 s

birikme stresi, 0,0 V biriktirme potansiyeli ve 100,0 mV/s tarama hiz1 gibi optimum
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parametrelerle saglanmis, bu nedenle parametreler sonraki deneyler i¢in secilmistir.
Yontemin analitik performansini degerlendirmek icin tekrarlanabilirlik, stabilite,
kalibrasyon egrisi ve tanima limiti calistimistir. Calisma araligi 1x107° - 6x10™ mol/L
araligindadir. Tanima limiti 7,25 x 10 mol/L (0,04 ppm) olarak hesaplanmustir. Ticari
tablette ATO tayini i¢in siklik voltametri teknigi uygulanmistir.

Rageh ve ark. (2018), tarafindan hem farmasotik formilasyonda hem de
biyolojik numunelerde ATO belirlenmesi icin kursun kalem grafit elektrot kullanilarak
kare dalga voltametri ile basit ve hassas bir analitik yéntem gelistirilmis, optimize ve
valide edilmistir. ATO'nun voltametrik davranisi, iyonik sivi bazli yiizey aktif madde,
1-tetradesil-3-metilimidazolyum bromiir varliginda siklik ve kare dalga voltametri
kullanilarak incelenmistir. Farkli faktorlerin ATO'nun oksidasyon tepe piki tizerindeki
etkisi arastirilmis ve optimize edilmistir, 6rnegin: pH, tarama hizi ve siirfaktan
konsantrasyonu. Ayrica gelistirilen yontem tabletlerde ve spike edilmis idrar

orneklerinde ATO analizine uygulanmistir.

1.3.7.4.Kapiller Elektroforez

Mircia ve ark. (2016), tarafindan ¢alismada, tablet formiilasyonlarinda AML ve
ATO’nun ayni anda tayini igin basit, hizli, uygun maliyetli kapiler elektroforez
yonteminin gelistirilmesini ve valide edilmesini sunmaktadir. En iyi sonuglar, pH 7,0
degerinde 50,0 mM fosfat tamponu kullanildiginda elde edildi, maddeler bes
dakikadan daha kisa siirede tayin edilmis, migrasyon sirasi AML ve ardindan
ATO’dur. Elektroforez kosullarin optimizasyonu, iyilestirilmis pik sekli, ayirma
stiresinin elde edilmesi ile yapilmistir. YOntemin analitik performanslari, dogrusallik,
tanima limiti, tayin limiti, kesinlik, dogruluk, saglamlik ve segicilik gibi belirli
parametreler ile valide edilmistir. YOntemin uygulanabilirligi, farmasotik preparat

AML ve ATO’nun degerlendirilmesiyle valide edilmistir.

56



1.3.7.5.Spektroflorimetri

Ayad ve Magdy (2015), tarafindan onceden ayirma islemleri olmaksizin ATO
ve EZT ikili karisiminin ayni anda tayini i¢in iki dogru, giivenilir ve oldukga hassas
spektroflorometrik yontem gelistirilmistir. Ik yontem, c¢ift taramali eszamanli
floresans spektrometresine dayanir. ATO ve EZT nin her biri, sirasiyla 100,0 nm ve
40,0 nm'de tarandiginda digerinden bagimsiz olarak tayin edilebilmistir. 272,0 (Delta
lambda = 100,0 nm) ve 266,0 nm (Delta lamda = 40,0 nm olmak (zere iki dalga
boyundaki bagil floresan yogunluk-konsantrasyon grafikleri sirasi ile, 0,4-8,0 pg/mL
(ATO icin) ve 0,6-8,0 pg/mL (EZT igin) araliginda dogrusaldr. ikinci yéntem, 273,0
nm'lik tek bir uyarma dalga boyu ve lambda (Em1) = 380,0 nm ATO ve lamda (Em2)
= 301,0 nm kullanildiktan sonra iki denklemin ayni anda ¢oziildiigii eszamanli
denklemler teknigine (Vierodt yontemi) dayanmaktadir. Optimum kosullar altinda,
incelenen ilaglarin floresan yogunlugu ile konsantrasyonlar: arasinda 0,4-8,0 pg/mL
(ATO igin) 0,6-8,0 pg/mL (EZT icin) araliginda dogrusaldir. iki ilacin floresan
yogunluklarimi etkileyen farkli deneysel parametreler incelenmis ve optimize
edilmistir. Incelenen ilaglarin saf formda, dozaj formunda ve geri kazanimi olan
sentetik karigimlarda belirlenmesi i¢in Onerilen yontemler basariyla uygulanmis ve

elde edilen sonuglar referans yontemle elde edilenlerle karsilastirilmistir.

Bu tez kapsaminda amlodipin besilat isimli etken madde ile karigim halinde
bulunan antihipertansif etkili preparatlardan her bir etken maddenin miktarlar1 hi¢bir
ayirma islemine gerek duyulmaksizin spektrofotometrik yontemler ile aynmi anda
tayininin gerceklestirilmesi ve bazi preparatlar i¢in yeni yiiksek performansli sivi

kromotagrafi metot gelistirilmesi amaglanmustir.
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2. GEREC VE YONTEM

2.1. Kullanilan Cihazlar ve Gerecler

e Spektrofotometre: Shimadzu UV 1800 (UVProbe 2,52 yaziliml)
Yiiksek performanshi sivi kromatografi: G1379A model gaz giderici,
G1311A model dortli pompa, G1313A model enjektér. G1315B model
DAD dedektor ve kolon firin1 bulunan Agilent 1100 marka cihaz (Agilent
Chemstation yazilimli)

e Analitik kolon: Waters Spherisorb® ODS-2 C1s (150,0 x 4,6 mm, 5,0 pm)

e Hassas terazi: Radwag AS82/220.R2

e Ultrasonik banyo: Bandelin Sonorex

e Saf su cihazi: Millipore Milli-Q sistem

e Manyetik karistirici: Heidolp MR Hei-Standard

e pH metre: S220 Mettler Toledo

e Otomatik pipet: Thermo Fisher Scientific Finnpipette

e Balonjojeler: 10,0; 5,0; 100,0 mL

e 0,45um PVDF filtre: Sartorius

2.2. Kullamlan Kimyasallar

Tiim kimyasal ve ¢oziiciiler analitik ve kromatografik saflikta kullanilmistir.
Metanol, etanol Fischer Scientific, ACN, potasyum dihidrojen fosfat, fosforik asit
(%85,0) Merck firmasi tarafindan saglanmistir. Standart olarak kullanilan AML, PER,
IND, TEL, OLM, KND, ATO etken maddeleri Pfizer firmasindan saglanmistir.

2.3. Analizi yapilan farmasotik preparatlar

Triplixam® (10,0/2,5/10,0 mg perindopril arjinin/indapamid/amlodipin Servier)
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Coveram® tablets (10,0/10,0 mg perindopril arjinin/amlodipin Servier).

Excaliba® (20,0/5,0 mg olmesartan medoksomil/5 mg amlodipine esdeger 6,944
mg amlodipin besilat UFSA).

Tansifa® (16,0/10,0 mg kandesartan sileksetil/amlodipin Nobel)

Caduet® (10,0/10,0 mg amlodipin/atorvastatin Pzifer)

Twynsta® (80,0/5,0 mg telmisartan/amlodipin besilat Boehringer Ingelheim)

Farmasotik preparatlar Tiirkiye’deki yerel bir eczaneden satin alinmistir.

Twynsta® Misir’dan temin edilmistir.

2.4. Tez Kapsaminda Kullanilan Yontemler

2.4.1. Spektrofotometrik Yéntemler

2.4.1.1. Absorbans Cikarma Yontemi

Kelime iki Yunanca kelimeden tiiremistir: (isos): esit ve absorpsiyon; ayni
absorpsiyon noktasma sahip anlamma gelmektedir. Ikili veya ii¢lii karisimlardaki
etken maddelerin aym anda tayini i¢in kullanilmaktadir. Izoabsorpsiyon noktasinda,
etken madde karisimi, esit absorptivite degeri gosterdikleri i¢in tek bir bilesen olarak
islev goriir. Boylece, sec¢ilen izoabsorpsiyon noktasinda (Aiso) absorbans degeri
Olculerek, hem (X) hem de (Y) etken maddesinin toplam konsantrasyonu (Aiso)'da
absorbans degeri kullanilarak hesaplanabilirken, karisimdaki etken maddelerden
birinin  konsantrasyonu herhangi bir tamamlayict yontem kullanilarak
belirlenebilmektedir. Tayin, bilesenlerden birinin matematiksel olarak hesaplanan

faktori kullanilarak yapilabilmektedir. Her bilesenin konsantrasyonu, tamamlayici bir
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yonteme ihtiya¢ duyulmadan izoabsorpsiyon noktasi regresyon denklemi ile elde
edilebilmektedir. Her X ve Y'nin konsantrasyonu, ayri ayri, izoabsorpsiyon noktasi

birlesik regresyon denklemi kullanilarak hesaplanmaktadir (Lotfy ve ark., 2014).

2.4.1.2.0ran Cikarma Yontemi

Oran ¢ikarma yontemi 6n ayirma islemine gerek kalmadan ikili karisimlardaki
etken maddelerin tayini i¢in ve bazi ilaglarin degredasyon iiriinleri varliginda tayininde
uygulanabilmektedir. Sabitlerin uzatilmis (extended) kisimda 6l¢iildiigii bilesenlerden
birinin sifir derece absorpsiyon spektrumunun olmasina dayanmaktadir. (El-Bardicy

ve ark., 2008).

2.4.1.3. Oran Farki Spektrofotometrik Yontem

Yontem ikili ve Giglii etken madde igeren karisimlara uygulanabilmektedir. Bir
karistmin oran spektrumundaki iki nokta arasindaki genlik farki, ilgili bilesenin
konsantrasyonu ile dogru orantilidir, diger (girisim yapan) bilesenin bagimsizligi oran
fark1 yonteminin temel ilkesidir (Lotfy ve Saleh, 2016).

2.4.1.4. indiiklenmis Cift Dalga Boyu Yontemi

Yontem X ve Y gibi iki etken madde iceren karigima uygulanabilmektedir.
Karisimda iki A1 ve A2 olarak iki dalga boyu secilmektedir. Secilen iki dalga boyunda
Y ’nin etkisini iptal etmek i¢in segilen iki dalga boyundaki saf Y 'nin esitlik faktorii (Fy)
hesaplanmaktadir ve sonug¢ olarak karisimin spektrumunda segilen iki dalga boyu
arasindaki absorbans farki X maddesinin konsantrasyonu ile direkt orantilidir. X
konsantrasyonu regresyon denklemi kullanilarak hesaplanmaktadir. Denklem, X'in saf
spektrumlarinin absorbans farki degerlerinin X konsantrasyonlarina kars1 grafiginin
cizilmesiyle elde edilmektedir. Y'nin konsantrasyonunu hesaplamak i¢in yapilabilecek
ayni prosediirii kullanarak secilen iki dalga boyunda saf X'in esitlik faktoriint (Fx)

kullanarak Y konsantrasyonu hesaplanmaktadir (Lotfy ve ark., 2015).
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2.4.1.5. Absorpsiyon Dizeltme Yodntemi

Yontem X ve Y etken maddelerinin ikili karisimlarina uygulanabilmektedir. Y
bileseninin ortalama absorpsiyon faktorii degeri (Ai'de Abs / Ax’de Abs)
hesaplanmaktadir. Karisimin (X + Y) A2'deki absorbansi bu dalga boyunda X'in
absorbansi olmadigi i¢in saf Y'ninkine esit oldugundan, X'in A;'deki absorpsiyonu

asagidaki denklem kullanilarak hesaplanabilir:

X’in AbS }\41 = AbS 7\4]_ karisim (X+Y)‘ [(abS 7\41/ abS XZ)xAbS 7\42 (X+Y)kar1$1m]

Y’nin Abs A1 / abs A» absorpsiyon faktorudir. A1 ve A2 karigimdaki dalga
boylarina karsilik gelen absorbanslardir. X ve Y etken maddelerinin
konsantrasyonlari, sirasiyla A1 ve A2'deki saf spektrumlarin absorpsiyon degerlerini
konsantrasyonlarina gore ¢izerek elde edilen karsilik gelen regresyon denkleminden
hesaplanmaktadir (Lotfy ve Saleh, 2016).

2.4.1.6.Sabit Merkez Yontemi

Sabit merkez yontemi iki tamamlayic1 adimi igermektedir. Yani sabit hesaplama
su sekilde yapilmaktadir, amplitut fark yontemini takip eden sabit ¢carpma adimidir.
[k adimin dayandig1 yontem amplitud fark yontemi ile, eger X ve Y gibi iki ilacin
karisim halindeki spektrumu var ise X ilaci, karisim spektrumunu bilinen
konsantrasyondaki X ilacina (X’) bélerek tayin edilebilmektedir. Boliim sonucunda

yeni bir egri elde edilmektedir.

X+Y X Y Y .
= —+ —=—+ sabit
Xr Xr Xr Xr

Oran spektrumunda segilen dalga boyu A1 ve A2 ‘deki oran amplitut degerleri Py

ve P, ‘dir.
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P1-P2= { (%)1 + constant} - { (%)2 + constant }

Y Y
P1-P2= ()1 - ()2
Amplitud fark yontemi regresyon denklemi olusturma islemi ile baglamaktadir.
Y Yy .. LY :
(g)l - (Q)z = egim (f)l + kesim

Oran spektrumunun A1 ve Az dalga boyundaki amplitut degerlerinin farkinin (
(%)1 - (%)2 ), A dalga boyundaki oran amplitut (%)1 degerine kars1 grafige gegirilmesi
ile regresyon denklemi elde edilmektedir.

Postulated amplitud deger ( P postulated) (%)1, X+Y karisiminda Y ile ilgili olan

deger karisimin segilen iki dalga boyundaki oran amplitude degerleri arasindaki fark

alinarak olusturulmus onceki regresyon denklemi kullanilarak hesaplanabilmektedir.

X Y .
M dalga boyundaki karigimin 5 + 5 (P recorded) ratio spektrumunun recorded
amplitut degerinden ayni dalga boyundaki (A1) postulated deger ¢ikarilarak amplitut

X cye o
fark yontemi ile sabit deger < hesaplanabilir. Ozetle,

Sabit deger = Precorded — Ppostulated
X X Y Y
P — 4 — - —
c=igtsh-{gh

. X
Ikinci adimda, sabit deger X bolen olarak kullanilan X’ ile carpilarak X

maddesinin orijinal spektrumunu elde edilir.
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X=—xX’
Xr

X maddesinin konsantrasyonunu hesaplamak ig¢in, orijinal spektrumlarinin
maksimum dalga (Amax) boylarina karsi konsantasyonlarmin grafige gegirilmesi ile

kalibrasyon egrisi olusturulmaktadir (Lotfy, 2012).

2.4.1.7. Sabit Cikarma Yontemi

Yontem iki adimdan olusmaktadir. ilki sabit hesaplama ile amplitut farki,
ikinci adim sabit ¢arpma adimudir. ikili karisimlara uygulanmaktadir. iki tane
kalibrasyon egrisi olusturulmaktadir. Birinci kalibrasyon egrisi saf haldeki maddelerin
spektrumlarinin - maksimum dalga boyuna karsilik gelen absorbanslarinin
konsantrasyon degerlerine karsi grafige gecirilmesi ile olusturulmustur. Ikinci
kalibrasyon egrisi A maddesinin belli bir konsantrasyondaki B maddesine bolimi
yapilarak oran spektrumu elde edilmistir. Elde edilen oran spektrumunda iki dalga
boyu secilmistir. Secilen dalga boylarina karsilik gelen absorbanslar hem ¢ikarilip hem

toplanmis asagidaki denklem elde edilmistir.
A A .. A A .
G - (G2 = egim [(S)n + ()i2)] + kesim

Yontemin karigima uygulanmasi; eger karisimda A maddesi tayin edilmek

isteniyorsa A’ya boliim yapilmaktadir.

A+B _ B A

Ar Ar Al

Boliim spektrumunda secilen dalga boylarina karsilik gelen absorbanslarin

farki alinmaktadir.

A+B A+B B B
AP = Py -Pp = (T)M - ( e N2 = (;)M - (;)xz
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o . .. . B B
Alinan fark degeri ikinci kalibrasyon egrisinde yerine yazilarak (;)M + (E)m

postulated toplam degeri elde edilmektedir. Recorded degeri elde etmek i¢in karisimin
oran spektrumunda secilen iki dalga boyuna karsilik gelen absorbanslar

toplanmaktadir. Yani;

A+B A+B\ _ B B A A
= i+ ( e N2 = (;)M + (;)xz + (;) + (;)

Pu + Pr=(

B B
Ptoplam = (;)}Ll + (;)}»2 + 2 sabit deger

Recorded — postulated degeri hesaplanir.

AP = Precorded top — Ppostulated top
B B it des B <
- (E)M + (;)m + 2 sabit deger - (E)M b (;)m

= 2 sabit deger elde edilmektedir.

Elde edilen iki sabit deger bolme islemi olarak ikiye boliinmektedir.

A A
2 —[/2=— —x A’
Ar Ar Ar

Bulunan absorbans degerini A maddesinin maksimum absorbansa kars1
konsantrasyon olarak olusturulan kalibrasyon egrisinde yerine yazilarak ve
konsantrasyon hesaplanmaktadir (ug/mL ppm). Kalibrasyon egrisi Amax absorbansa
karsilik gelen konsantrasyon grafiginden hesaplanmaktadir. B’yi de aym sekilde
secilen B konsantrasyonundaki spektrumuna B’ bolerek yukarida anlatilan iki adim

uygulanarak konsantrasyon hesaplanabilmektedir (Lotfy ve ark., 2020).
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2.4.1.8. Gelismis Absorbans Cikarma Yontemi

Yontem X ve Y gibi ikili karisimlara uygulanabilmektedir. Yontemde iki dalga
boyu secilerek isleme baglanmaktadir. Birincisi Aiso izosbestik nokta ve ikinci bir dalga
boyu A2 secilmektedir. Seg¢ilen dalga boylarindaki absorbans farklari alinarak
izosbestik noktadaki absorbans degerine kars1 grafik olusturulmaktadir. Ikinci
kalibrasyon egrisi i¢in her iki etken maddenin konsantrasyona karsi izosbestik
noktadaki absorbanslar1 okunarak egri olusturulmaktadir. Birinci kalibrasyon egrisi

icin denklem Aiso-A2 = m Aiso + n seklinde olmaktadir (Lotfy ve Saleh, 2016).

2.4.1.9. Gelismis Amplitut Modulasyon Yontemi

Yontem ikili karisimlara uygulanabilmektedir. Yontemde bolim spektrumu
normalize spektruma bolunerek elde edilmektedir. Saf etken maddenin normalize
spektruma bdéliinmesi ile elde edilen egriden diger bir dalga boyu seg¢ilmektedir.
[zosbesitk noktanin secilen dalga boylar1 arasindaki farklarina kars1 kalibrasyon egrisi

olusturulmaktadir (Lotfy ve Saleh, 2016).

2.4.2. Yuksek Performansh Sivi Kromatografi

Ayirma giicii yiiksek olan metot kolon kromatografinin bir seklidir. Yontemde
hareketli faz kolondan bir pompa yardimiyla ilerletilir ve tayini yapilacak ornek

sisteme enjekte edilerek kolondan ayrimi saglanmaktadir.

65



Cihaz Sekil 2.1°de goriildiigii gibi pompa, enjeksiyon kismi, kolon, dedektorden
olusmaktadir. Sabit fazda (kolon) hareketli fazin ilerlemesini ve sabit hizda akisi
saglayan bolim pompadir. Kolonlar ayrimin yapildigi kisimdir. Uzunluklarina,
caplarina ve partikiil boyutlarina ve tiirtine gore analizi yapilacak maddeye gore bir¢ok
kolon bulunmaktadir. Dedektorler kolondan ayrilan kimyasal bilesiklerin
belirlenmesini saglamaktadirlar. Floresans, elektrokimyasal, ultraviole, refraktif

indeks dedektdrler bulunmaktadir (Ozden ve ark., 2004).

¥ Mobil faz

[ ] -

Enjeksiyon

kismi ¢
DAD

detektdr x

Sekil 2.1. YPSK cihazinin boliimleri

2.5. Spektrofotometrik Analiz Yontemlerinin Uygulanmasi

2.5.1. Absorbans Cikarma Yonteminin Amlodipin ve Atorvastatin Etken
Maddelerini I¢ceren Karisima Uygulanmasi

2.5.1.1. Standart Cozelti Hazirlama

AML ve ATO etken maddeleri 50,0 mL balonjojede metanolde ¢ozilup 6nce
stok ¢ozeltileri hazirlanmig daha sonra seyreltilerek 5,0-35,0 pg/mL konsantrasyon

araliginda hazirlanmastir.

2.5.1.2. Kalibrasyon Egrilerinin Hazirlanmasi
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Her iki etken maddenin absorbans ¢ikarma yontemi ile tayin edilebilmesi i¢in
tek kalibrasyon egrisi olusturulmustur. AML ve ATO’nun ayn1 absorbans degerine
sahip olduklar1 izobestik nokta olan 314,0 nm dalga boyu se¢ilmistir. AML artan
konsantrasyonlarina karsi izobestik noktadaki absorbanslari okunarak kalibrasyon

egrisi olusturulmustur.

2.5.1.3. Tamima Limiti ve Tayin Limiti

Yontemde izobestik noktaya gore olusturulan kalibrasyon egrisi kullanilarak

tayin limiti ve tanima limiti hesaplanmistir.

2.5.1.4. Kesinlik (gelistirilen yontemin tekrarlanabilirligi)

Yontemin tekrarlanabilirligi i¢in giin i¢inde 0. saat, 30. dk, 1,2,3 ve 4. saatlerde
olmak iizere alt1 farkli 6l¢iim alinmistir. Giinler arasi tekrar edilebilirlik ¢alismasi i¢in

3 farkli giin 6l¢iim alinarak hesaplamalar yapilmistir.

2.5.1.5. Dogruluk (gelistirilen yontemin geri kazanim orani)

Calisilan yontemin dogrulugunu belirlemek icin hazirlanan tablet ¢ozeltisine
standart ekleme yontemi ile AML ve ATO standart c¢ozeltileri iic farkl

konsantrasyonda katim yapilmistir.

2.5.1.6. Farmasotik Preparata Uygulama

AML ve ATO iceren 10 tablet (Caduet® tartilarak bir tablet agirlig
hesaplanmistir. Tabletler havana alinip karigtirilarak toz haline getirilmistir. Bir tablet
agirligl miktar balon jojeye alinarak boyun kismina kadar metanol ile doldurularak

ultrasonik banyoda 20,0 dk bekletilmistir. Karistirildiktan sonra hacmine
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tamamlanmistir. Hazirlanan ¢ozelti 0,45 um siringa ucu filtreden siizildi. Gerekli

seyreltmeler yapilarak 6l¢lim alinmis ve miktar tayini yapilmistir.

25.2. Oran Farki, Yoénteminin Amlodipin ve Kandesartan Etken
Maddelerini I¢ceren Karisimlara Uygulanmasi

2.5.2.1. Standart CoOzelti Hazirlama

AML ve KND etken maddeleri iki ayr1 50,0 mL balon jojede metanol iginde
coziilerek stok ¢ozeltileri hazirlanmistir. iki etken madde 5,0-35,0 pg/mL c¢alisma
araliginda seyreltilerek yedi farkli konsantrasyonda ii¢ tekrarli ¢ozeltileri hazirlanarak

calisilmgtir.

2.5.2.2. Kalibrasyon Egrisi Hazirlama

AML kalibrasyon egrisini hazirlamak i¢in saf halde hazirlanan 5,0-35,0 pg/mL
konsantrasyon  araliginda  hazirlanan ~AML  spektrumlari 10,0  pg/mL
konsantrasyondaki KND spektrumuna boliinmiistiir. Elde edilen boliim spektrumunda
239,0 ve 255,0 nm dalga boyu secilmistir. Se¢ilen dalga boylarina karsilik gelen
absorbans degerleri okunarak farki alinmistir. KND grafigi hazirlanirken saf KND
spektrumlar1 10,0 pg/mL AML spektrumuna bdliinmiistiir. Elde edilen bdliim
spektrumunda 225,0 ve 289,0 nm dalga boylar segilerek AML’ye uygulanan ayni
islemler yapilmistir. Iki etken madde igin hesaplanan fark degerlerine karsi

konsantrasyona gore kalibrasyon egrisi ¢izilmistir.

2.5.2.3.Tammma Limiti ve Tayin Limiti

Tanima ve tayin limitini belirlemek i¢in oran farkina gore hazirlanan kalibrasyon

egrileri kullanilmistir.

68



2.5.2.4. Kesinlik

AML ve KND i¢in: Yontemin tekrar edilebilirligi i¢in giin i¢i ve giinler arasi

calismalar yapilmistir.

2.5.2.5.Dogruluk

Dogrulugun belirlenmesi i¢in hazirlanan belli konsantrasyondaki tablet
cozeltilerine farkli konsantrasyonlarda saf etken madde ¢ozeltilerinin katimi1 yapilarak

yiizde geri kazanim degerleri hesaplanmustir.

2.5.2.6. Farmasotik Preparata Uygulama

AML ve KND iceren (Tansifa®) tablet tartilmistir. Havanda toz haline getirilerek
bir tablet agirlig1 kadar miktar balonjojeye alinmistir. Boyun kismina kadar metanol
eklenerek ultrasonik banyoda 20,0 dk bekletilmistir. Balon joje tamamlama ¢izgisine
kadar tamamlanip siringa ucu filtreden siizilmistiir. Seyreltmeler yapilarak
spektrumlart alimmistir. Yiizde geri kazanim degerleri yonteme gore hazirlanan

kalibrasyon egrileri kullanilarak hesaplanmugtir.

2.5.3. Indiiklenmis Cift Dalga Boyu Yénteminin Amlodipin ve Olmesartan
Etken Maddelerini Iceren Karisimlarina Uygulanmasi

2.5.3.1. Standart Cozelti Hazirlama

AML ve OLM saf maddeleri balon jojede ¢oziilerek stok ¢ozelti hazirlanmistir.
Gerekli seyreltmeler yapilarak AML 2,5-30,0 pg/mL ve OLM 2,5-25,0 pg/mL

konsantrasyon araliginda hazirlanip ¢alisma egrisinde kullanilmistir.

2.5.3.2. Kalibrasyon Egrisi Hazirlama
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Saf OLM ve AML esitlik faktorii hesaplanmistir. AML esitlik faktorii i¢in 239,0
nm ve 255,0 nm dalga boylari, OLM igin 237,0 nm ve 250,0 nm dalga boylari se¢ilmis,
secilen dalga boylarindaki absorbans degerleri oranlanmus, sirast ile 0,37 ve 0,85 (FamL
(A2s50 / A239,0) Ve FoLm (A237,0 / Azsop)) olarak hesaplanmistir. AML’nin kalibrasyon
egrisini olusturmak i¢in OLM’nin esitlik faktorii kullanilmig OLM igin AML

kullantlmistir.

OLM icin AA (Azs50— FAMLA2390) = egim . CoLm *+ kesim

AML i¢in AA (A237,0— FoLmA250,0) = egim . Came £ Kesim

2.5.3.3. Kesinlik

AML ve OLM tekrarlanabilirlik ¢aligsmalari i¢in: giin i¢i ve giinler aras1 farkli
giinde tekrarlanabilirlik ¢aligmalari yapilmistir. 10,0 pg/mL  konsantrasyonda

calisiimastir.

2.5.3.4. Dogruluk

Dogrulugun belirlenebilmesi i¢in yontem laboratuvar karisimlarina, tablete ve
tablete standart ekleme deneyleri yapilarak yilizde geri kazanim degerleri

hesaplanmustir.

2.5.3.5. Farmasotik Preparata Uygulama

AML ve OLM igeren Excaliba® tablet tartilmis daha sonra toz haline getirilerek
bir tablet agirlig1 kadar miktar hesaplanmigtir. Tartilan bir tablet agirligi kadar miktar
50,0 mL’lik balon jojeye alinarak metanolde ultrasonik banyoda ¢oziilerek hacmine
tamamlanmistir. Siringa ucu 0,45 pm partikil boyutlu PVDF filtreden stizulerek
metanol ile konsantrasyonlar1 ¢alisma aralig1 icerisine girecek sekilde seyreltmeler

yapilmustir.

70



2.5.4. Absorpsiyon Diizeltme Yoénteminin Amlodipin ve Olmesartan Etken
Maddelerini I¢eren Karisimlara Uygulanmasi

2.5.4.1. Standart Cozelti Hazirlama

AML ve OLM saf maddelerinin standart ¢ozeltileri boliim 2.5.3.1°de anlatildig1
sekilde hazirlanmistir.

2.5.4.2. Kalibrasyon Egrisi Hazirlama

Absorbans faktor degeri (F) hesaplanmaktadir. Birinci dalga boyu OLM
maksimum absorbansimin oldugu 255,0 nm dalga boyu, ikinci olarak 360,0 nm

(OLM’nin hi¢ absorbansinin olmadigi) dalga boyu secilmistir.

Absorbans faktor F ami = AbS 2550 nm / AbS 360,0nm = 0,128 / 0,118 = 1,0847

OLM ve AML kalibrasyon egrileri konsantrasyona kars1 255,0 nm dalga

boyundaki absorbansa gore olusturulmustur.
OLM: A 2550nm = 0,0416 C + 0,0092 r’:0,9999
AML: A 25500m=0,0126 C + 0,0093 r%:0,9975

Karigimdaki aml ve olm konsantrasyonunu hesaplamak i¢in,
A2ss0 de karigimdaki AML nin absorbanst = F ami X abs 3600 (karigim)

A2ss,0 de karisimdaki OLM nin absorbansi = abs 255,0 (karigim) - 80S 2550 AML

Yukaridaki hesaplamalar ile bulunan absorbans degerleri ilgili kalibrasyon egrisi

denkleminde yerine konularak konsantrasyon hesaplanmaktadir.

2.5.4.3.Kesinlik

Tekrarlanabilirlik ¢caligsmalar1 bolim 2.5.3.3°de anlatildig: sekilde ¢aligilmistir.
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2.5.4.4. Dogruluk

Yiizde geri kazanim g¢alismalar1 i¢in yontem laboratuvar karisimlarina, tablete

standart ekleme yapilarak 6l¢timii yapilan spektrumlara uygulanmastir.

2.5.4.5. Farmasotik Preparata Uygulama

Farmasotik preparat bolim 2.5.3.5°de anlatildig1r sekilde hazirlanmastir.
Yontemde preparatta AML tayini icin 360,0 nm’de absorbans olgiiliip faktor degeri ile
carptlmigtir. Bulunan deger AML kalibrasyon egrisinde yerine yazilarak
konsantrasyon hesaplamasi yapilmistir. OLM tayini i¢in tabletin spektrumunda 255,0
nm’deki absorbans degerinden AML i¢in hesaplanan deger ¢ikarilmistir. OLM nin
kalibrasyona karst 255,0 nm’de olusturulan kalibrasyon egrisi yardimi ile

hesaplanmustir.

25.5. Oran Cikarma Yonteminin Amlodipin ve Olmesartan Etken
Maddeleri I¢eren Karisimlara Uygulanmasi

2.5.5.1. Standart Cozelti Hazirlama

AML ve OLM saf maddelerinin standart ¢ozeltileri boliim 2.5.3.1°de anlatildig1

sekilde hazirlanmistir.

2.5.5.2. Kalibrasyon Egrisi Hazirlama

OLM ve AML etken maddelerinin saf spektrumlarinda maksimum dalga boylar1
olan sirasi ile 255,0 ve 360,0 nm dalga boyuna Kkarsilik gelen absorbanslarina karsi
konsantrasyon grafigi olusturulmustur. Karisimda OLM tayini i¢in karigim spektrumu
saf 10,0 pg/mL konsantrasyondaki AML spektrumuna bolinmiistiir. Elde edilen
bolim spektrumunda sabit bolge olugmustur. Sabit bolgedeki 360,0 nm dalga

boyundaki absorbans degeri boliim spektrumundan cikarilmistir. Yeni elde edilen
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spektrum AML saf 10,0 pg/mL konsantrasyondaki spektrumu ile ¢arpilarak saf OLM
elde edilmistir. Elde edilen spektrumda 255,0 nm deki absorbans degeri okunmus ve
kalibrasyon egrisinden elde edilen kalibrasyon denkleminde yerine yazilarak
konsantrasyon hesaplanmistir. Karisimda AML tayini dogrudan hazirlanan maksimum

absorbansa kars1 konsantrasyon grafigi ¢izilerek hesaplanmistir.

2.5.5.3. Kesinlik

AML ve OLM saf maddelerinin standart ¢ozeltileri boliim 2.5.3.1°de anlatildig:

sekilde hazirlanmustir.

2.5.5.4. Dogruluk

Yiizde geri kazanim caligsmalari i¢in yontem laboratuvarda hazirlanan sentetik
karigimlara, tablete ve tablete standart ekleme yapilarak uygulanmistir. Olmasi

gereken miktara gore geri kazanim degerleri hesaplanmustir.

2.5.5.5. Farmasotik Preparata Uygulama

Tablet ¢ozeltisi bolim 2.5.3.5’te anlatildigi gibi hazirlanip yontem
uygulanmistir. Yontemi uygulamak i¢in Oncelikle hazirlanan tablet ¢ozeltisinin
spektrumu alinmistir. Alinan spektrumda OLM tayini igin tablet spektrumu
programdan AML 10,0 pg/mL konsantrasyonuna boliinmiistiir. Elde edilen bolim
spektrumunda sabit bir bolge olusmustur. Bu bolgedeki 360,0 nm dalga boyuna
karsilik gelen absorbans degeri yine program yardimi ile ¢ikarilmistir. Elde edilen
spektrumda 255,0 nm deki absorbans degeri okunmustur. Olusturulan kalibrasyon
egrisinden elde edilen denklemde absorbans yerine yazilarak konsantrasyon

hesaplanmigtir. Preparatta AML dogrudan tayin edilerek hesaplanmastir.

2.5.6. Sabit Merkez Yonteminin Amlodipin ve Olmesartan Etken
Maddelerini Iceren Karisimlara Uygulanmasi
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2.5.6.1. Standart Cozelti Hazirlama

AML ve OLM saf maddelerinin standart ¢ozeltileri boliim 2.5.3.1°de anlatildig1

sekilde hazirlanmistir.

2.5.6.2. Kalibrasyon Egrisi Hazirlama

Yontemde her bir etken madde i¢in iki kalibrasyon egrisi olusturulmaktadir.
OLM tayininde birincisi igin, 2,5-30,0 pg/mL AML spektrumlart 10,0 pg/mL
konsantrasyondaki OLM spektrumuna program lizerinden bolme islemi yapilarak oran
spektrumu elde edilmistir. Oran spektrumunda 238,0 ve 225,0 nm dalga boylarindaki
absorbans farki 238,0 nm absorbansa karsi grafige gecirilerek kalibrasyon egrisi
olusturulmaktadir. Karistmdaki OLM miktar tayini i¢in karisim spektrumu OLM 10,0
pg/mL konsantrasyondaki spektrumuna boliinerek oran spektrumu elde edilmektedir.
Elde edilen oran spektrumunda 238,0 ve 225,0 nm dalga boylarindaki absorbans farki
alinarak denklemde yerine konulmaktadir ve denklemden 238,0 nm deki denklemle
hesaplanan absorbans degeri hesaplanmaktadir. Oran spektrumunda 238,0 nm’deki
absorbans degeri direkt okunmugstur. Direkt okunan degerden hesaplanan deger
cikarilarak sabit OLM/OLM10’ absorbansi elde edilmektedir. Bu deger saf OLM 10,0
Hg/mL konsantrasyondaki absorbans degeri ile carpilarak ikinci kalibrasyon egrisi
yardimut ile olusturulan denklem yardimi ile OLM’nin miktar tayinine geg¢ilmektedir.
Ikinci kalibrasyon egrisini olusturmak i¢in saf OLM spektumlarmin konsantrasyona

kars1 maksimum absorbansi olan 255,0 nm de grafige gecirilmistir.

AML tayininde birinci kalibrasyon egrisi ig¢in, 2,5-25,0 pg/mL OLM
spektrumlart 10,0 pg/mL konsantrasyonundaki AML spektrumuna program yardimi
ile bolme islemi yapildiginda oran spektrum elde edilmektedir. Oran spektrumda 273,0
ve 225,0 nm dalga boylarindaki absorbans farki 273,0 nm absorbansa kars1 grafige
gegirilerek kalibrasyon egrisi olusturulmaktadir. Karisimdaki AML miktar tayini igin
karisim spektrumu aml 10,0 pg/mL spektrumuna bollnerek oran spektrum elde
edilmektedir. Elde edilen oran spektrumunda 273,0 ve 225,0 nm dalga boylarindaki

absorbans farki alinarak denklemde yerine konulmaktadir ve denklemden 273,0 nm
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deki denklemden hesaplanan absorbans degeri hesaplanmaktadir. 273,0 nm’de direkt
oran spektrumundaki okunan absorbans degerinden denklemden hesaplanan absorbans
deger ¢ikarilarak sabit aml/aml10’ elde edilmektedir. Bu deger aml 10,0 pg/mL ile
carpilarak AML miktar tayinine gecilmektedir. ikinci kalibrasyon egrisinde
konsantrasyon hesabi i¢in AML konsantrasyona karsi maksimum absorbansi olan

360,0 nm de grafige gecirilmistir.

2.5.6.3. Kesinlik

AML ve OLM saf maddelerinin standart ¢ozeltileri boliim 2.5.3.1°de anlatildig1

sekilde hazirlanmustir.

2.5.6.4. Dogruluk

Yiizde geri kaznim g¢aligmalari i¢in yontem sentetik laboratuvar karigimlarina,

hazirlanan tablet ¢ozeltisine uygulanmustir.

2.5.6.5. Farmasotik Preparata Uygulama

Tablet ¢ozeltisi galisma araligina denk gelecek sekilde 10,0 pg/mL OLM ve 2,5
pg/mL AML igerecek sekilde hazirlanmistir. Y6ntemde OLM tayininde 6l¢timii alinan
tablet spektrumu program yardimi ile saf OLM 10,0 pg/mL konsantrasyondaki
spektruma boliinmiistiir. Elde edilen boliim egrisinde 238,0 ve 225,0 nm dalga
boyundaki absorbans degerlerinin farki alinmistir. AML etken maddesinin OLM’ye
bolinmesi ile olusturulan kalibrasyon denkleminden yararlanilarak 238,0 nm de
denklemden hesaplanan absorbans degeri hesaplanmistir. Boliim islemi yapilan tablet
spektrumundan 238,0 nm’de direkt absorbans okunmustur. Direkt okunan absorbans
degerinden denklem ile hesaplanan absorbans degeri ¢ikarilarak sabit olm/olm’ elde
edilmistir. Hesaplanan fark degeri saf OLM spektrumunun 255,0 nm’deki absorbans
degeri ile carpilmigtir. Bulunan absorbans degeri OLM’nin konsantrasyona karsi

absorbans denkleminde yerine yazilarak konsantrasyon hesaplanmistir. Tablette AML
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tayini i¢in tablet spektrumu program yardimi ile saf AML 10.0 pg/mL
konsantrasyondaki spektruma boliinmiistiir. Olusan bdliim egrisinde 225,0 nm ve
273,0 nm dalga boylarindaki absorbans degerleri birbirinden ¢ikarilmistir. Bulunan
absorbans degeri OLM’nin AML’ye boliinmesi ile olusturulan denklemde yerine
yazilarak denklemden hesaplanan deger 273,0 nm’de elde edilmistir. Boliim islemi
yapilan tablet spektrumunda 273,0 nm’de absorbans direkt okunmustur. Direkt okunan
degerden denklemden hesaplanan deger ¢ikarilmis ve aml/aml’ absorbans degeri elde
edilmistir. Absorbans degeri saf AML absorbansi ile ¢arpilarak AML absorbansi
bulunmustur. Bu deger AML’nin 360,0 nm’ye kars1 olusturulan denklemde yerine

yazilarak konsantrasyon hesaplanmistir.

2.5.7. Sabit Cikarma Yonteminin Amlodipin ve Kandesartan ile
Amlodipin ve Atorvastatin Iceren Karisimlara Uygulanmasi

2.5.7.1. Standart Cozelti Hazirlama

Her bir etken maddenin ayr1 ayr1 standart ¢ozeltileri boliim 2.5.2.1°de anlatildig:

sekilde hazirlanmistir. AML ve ATO de ayn1 sekilde hazirlanmastir.

2.5.7.2. Kalibrasyon Egrisi Hazirlama

Yontemin AML ve ATO karisimina uygulanmasinda herbir etken madde i¢in iki
kalibrasyon egrisi toplam dort kalibrasyon egrisi olusturulmustur. ATO tayini igin
calisma araligindaki saf AML spektrumlart program ile ATO 10,0 pg/mL
konsantrasyondaki spektrumuna boliinmiistiir. Elde edilen boliim spektrumunda 236,0
ve 250,0 nm olmak iizere iki dalga boyu secilmistir. Bu dalga boylarindaki
absorbanslar hem toplanmis hem de ¢ikarilmistir. Toplanan absorbans degerleri
cikarilan absorbans degerlerine kars1 grafige gegirilerek denklem olusturulmustur.
Karisima uygulamak i¢in karigim spektrumu ATO’ya boliinmiistiir. Bolim
spektrumunda segilen dalga boylarindaki absorbans degerleri biribirinden

cikarilmistir. Bulunan deger olusturulan kalibrasyon denkleminde yerine yazilarak
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denklemden hesaplanan absorbans toplami bulunmustur. Karsimimm bdliim
spektrumunda 236,0 nm ve 250,0 nm’deki absorbans degerleri direkt toplanmuistir.
Direkt toplanan degerin i¢inde iki sabit deger de vardir. Direkt toplanan degerden
denklem yardimi ile hesaplanan deger ¢ikarildiginda iki sabit deger elde edilmektedir.
Bu deger ikiye boliinerek bir sabit deger olan ato/ato’ degeri elde edilmistir. Bu deger
ATO’nun 10,0 pg/mL konsantrasyon spektrumunda 247,0 nm’deki absorbans degeri
ile carpilmistir. Elde edilen deger diger olusturulan kalibrasyon denkleminde yerine
yazilarak konsantrasyon hesaplanmistir. Diger denklem ATO maksimum
absorbansina karsi konsantrasyon grafige gegirilerek olusturulmustur. AML tayini igin
ATO spektrumlart AML 10,0 pg/mL konsantrasyondaki spektruma boliinmiistiir. Yeni
olusan boliim spektrumunda 288,0 nm ve 278,0 nm olmak Uzere iki dalga boyu
secilmistir. ki dalga boyuna karsilik gelen absorbans degerleri okunmustur. Bu
degerlerin toplami farkina karsi grafige gegirilerek denklem elde edilmistir. ikili
karisimda AML tayini i¢in karisim spektrumu 10,0 pg/mL konsantrasyondaki
AML’ye program yardimi ile boliinmiistiir. Elde edilen boliim spektrumunda 288,0
nm ve 278,0 nm’deki absorbans degerlerinin farki alinmistir. Elde edilen deger
denklemde yerine yazilarak denklemden elde edilen toplam degeri bulunmustur.
Boliim egrisinde direkt olarak iki dalga boyundaki absorbans degerleri toplanmuistir.
Direkt toplanan degerden denklemden hesaplanan deger ¢ikarilarak iki sabit deger
(aml/aml’) elde edilmistir. Bu deger ikiye boliintip 10,0 pg/mL konsantrasyondaki
AML nin maksimum dalga boyundaki absorbans degeri (360,0 nm) ile carpilmustir.
Bu deger ikinci olarak olusturulan AML’nin konsantrasyona karst maksimum

absorbansina gore denklemde yerine yazilarak miktar tayini yapilmistir.

AML ve KND karisiminda her bir etken maddenin miktarini tayin etmek icin
aynt islemler uygulanmigtir. KND tayini i¢in kariggm KND 10,0 pg/mL
konsantrasyonuna boliinmiistiir. Boliim spektrumunda segilen dalga boylar1 239,0 nm
ve 255,0 nm’dir. KND ig¢in ikinci olusturulan kalibrasyon egrisi konsantrasyona karsi
maksimum absorbans (254,0 nm) grafigidir. Son adimda buradan olusturulan denklem
yardimi ile konsantrasyona gegilmistir. AML tayini i¢in karistm AML 10,0 pg/mL
konsantrasyona program yardimi ile boliinmiistiir. Boliim spektrumunda 225,0 nm ve

289,0 nm dalga boylar1 secilmistir. Diger adimlar yukarida anlatildigi sekilde
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uygulanmis ve ikinci kalibrasyon egrisi AML’nin konsantrasyona karsi maksimum
absorbans1 360,0 nm’deki absorbansa karsi grafige gegirilerek olusturulmustur.

Buradan ikili karisimda AML tayin edilmistir.

2.5.7.3. Kesinlik

AML ve KND i¢in: Yontemin tekrar edilebilirligi i¢in giin i¢i ve giinler arasi

calismalar yapilmistir.

AML ve ATO igin: glin igi alt1 farkli zamanda ve giinler aras1 U¢ farkli giinde
tekrarlanabilirlik ¢alismalar1 yapilmistir. 10,0 pg/mL konsantrasyonda ¢ tekrarli
calisilmastir.

2.5.7.4. Dogruluk

Dogrulugun belirlenmesi i¢in hazirlanan belli konsantrasyondaki tablet
cozeltilerine farkli konsantrasyonlarda saf etken madde ¢ozeltilerinin katim1 yapilarak,
hazirlanan laboratuvar karisgimlarina ve preparata yontem uygulanarak yilizde geri

kazanim degerleri hesaplanmistir.

2.5.7.5. Farmasotik Preparata Uygulama

Preparat c¢ozeltileri bolim 2.5.2.6’da  belirtildigi sekilde hazirlanmastir.
Yontemin preparata uygulanmasinda spektrumu alinan tablet ¢ozeltisine islemler
yapilarak miktar tayini hesaplanmigtir. ATO ve AML igeren preparatta ATO tayin
etmek igin tablet spektrumu ATO’nun sabit konsantrasyondaki (10,0 pg/mL)
spektrumuna boliinmistiir. Elde edilen spektrumda 236,0 ve 250,0 nm dalga boylari
secilerek absorbans degerleri cikarilmistir. Olusturulan kalibrasyon egrisinde yerine
yazilarak denklemden hesaplanan absorbans toplami bulunmustur. Boliim islemi
yapilan spektrumda secilen iki dalga boyundaki absorbanslar direkt toplanmuistir.

Direkt toplanan degerden denklemden bulunan deger ¢ikarilarak ikiye bolinmiistir.
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Bu deger ATO’nun (10,0 pg/mL) maksimum absorbansi ile garpilmistir. Bulunan
deger ATO’nun maksimum absorbansa karsi absorbans grafiginde yerine yazilarak

konsantrasyon hesaplanmaistir.

2.5.8. Gelismis Absorbans Cikarma Yonteminin Amlodipin ve
Telmisartan I¢eren Karisimlara Uygulanmasi

2.5.8.1. Standart Cozelti Hazirlama

Her iki etken maddenin stok c¢ozeltileri 50,0 mL balon jojede hazirlanmistir.
AML 5,0-35,0 pg/mL ve TEL 4,0-20,0 ug/mL ¢alisma araliginda hazirlanmistir.

2.5.8.2. Kalibrasyon Egrisi Hazirlama

TEL ve AML igin izosbestik nokta 328,0 nm segilmistir. ikinci dalga boyu
secilirken AML saf spektrumlar1 328,0 nm’de absorbansi okunmus ve bu absorbans
degerlerine esit olan absorbans dalga boyu 264,0 nm’de oldugu i¢in secilmistir.
Kalibrasyon egrilerinin ilki olusturulurken saf TEL’in izosbestik noktadaki
absorbansina karsilik A2e4,0- A328,0 dalga boylarindaki absorbanslarinin fark degerlerine

kars1 grafige gecirilmistir.

Diger kalibrasyon egrileri sat AML ve TEL konsantrasyona kars1 izosbestik

noktadaki absorbans degerine gore grafige gecirilerek olusturulmustur.

Karigimdaki TEL konsantrasyonunu hesaplamak i¢in karigimin spektrumundaki
secilen dalga boylarindaki absorbans farklar1 almmustir. Ilk denklemde yerine
konularak denklemden hesaplanan deger hesaplanmistir (TEL izosbestik noktadaki
absorbans degeri). Bulunan deger ikinci olusturulan kalibrasyon denkleminde yerine

yazilarak TEL konsantrasyonuna gegilmistir.
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Karigtmin  spektrumunda direkt 328,0 nm’deki (izosbestik noktadaki)
absorbansi okunur (recorded deger). Bu degerin icerisinde hem TEL hem AML
absorbansi bulunmaktadir. Okunan direkt (recorded) degerden denklemden
hesaplanan deger (postulated) c¢ikarilarak AML’nin 328,0 nm’deki absorbans degeri
bulunmustur. Buradan da AML ig¢in ikinci olusturulan kalibrasyon denkleminden

hesaplanarak konsantrasyona gegilmistir.

2.5.8.3. Kesinlik

Yontemin tekrar edilebilirligi i¢in AML ve TEL saf etken maddelerine gun ici

ve glinler aras1 deneyler yapilmistir.

2.5.8.4. Dogruluk

Yontemin dogrulugunu belirleyebilmek igin tablet ¢ozeltisine standart ekleme

yapilarak geri kazanim degerleri hesaplanmuistir.

2.5.8.5. Farmasotik Preparata Uygulama

AML ve TEL iceren (Twynsta®) tablet tartilmistir. Havanda toz haline
getirilerek bir tablet agirlig1 kadar miktar balonjojeye alinmistir. Boyun kismina kadar
metanol eklenerek ultrasonik banyoda 20,0 dk bekletilmistir. Balon joje tamamlama
cizgisine kadar tamamlanip siringa ucu filtreden siiziilmiistiir. Seyreltmeler yapilarak
spektrumlar1 alimmistir. Yiizde geri kazanim degerleri yonteme gore hazirlanan

kalibrasyon egrileri kullanilarak hesaplanmugtir.

2.5.9. Gelismis Amplitut Modulasyon Yénteminin  Amlodipin  ve
Telmisartan I¢eren Karisimlara Uygulanmasi

2.5.9.1. Standart Cozelti Hazirlama
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AML 5,0-35,0 pg/mL ve TEL 4.0-20.0 pg/mL ¢alisma araliginda metanol
cozeltisi icerisinde 50,0 mL balon jojede hazirlanmistir.

2.5.9.2. Kalibrasyon Egrisi Hazirlama

Calisilan etken maddelerin izosbesitk noktas: 328,0 nm olarak belirlenmistir.
Calisilan spektrumlar normalize spektruma bdliinerek elde edilen egrilerde de aym
izosbestik noktaya sahip olmasi gerekmektedir ve 328,0 nm olarak secilmistir. B6lim
spektrumunda ikinci dalga boyu olarak 290,5 nm se¢ilmistir. TEL normalize AML
spektrumuna boéliinerek elde edilen egriden 328,0 nm’deki absorbansa kars1 secilen iki
dalga boylar arasindaki absorbans farklar1 grafige gecirilmistir. Diger kalibrasyon
egrileri bolum spektrumundaki 328,0 nm dalga boyundaki absorbansa Kkarsi

konsantrasyon grafige gecirilerek elde edilmistir.

Karisimda her bir etken madde tayin edilirken karigim spektrumlari normalize
spektruma boliinerek elde edilen egrilerde segilen dalga boylarindaki absorbans fark:
aliarak olusturulan ilk denklemde yerine yazilmis denklemden elde edilen izosbestik
noktadaki absorbans bulunmustur. Elde edilmek istenen etken maddeyi tayin ederken
o madde i¢in olusturulan diger denklemde yerine yazilarak konsantrasyona
gecilmektedir. Diger etken madde i¢in karigimin boliim egrisinde direkt olarak 328,0
nm’deki absorbansi okunmaktadir. Bu degerden denklemden hesaplanan deger

cikarilip ilgili denklemde yerine yazilarak konsantrasyona ulagilmaktadir.

2.5.9.3. Kesinlik

Tekrar edilebilirlik ¢aligmalar1 i¢in AML ve talmisartan saf etken maddelerine

giin i¢i ve gilinler aras1 deneyler yapilmistir.

2.5.9.4. Dogruluk
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Dogrulugu belirleyebilmek i¢in laboratuvarda standart etken madde karigimlar

hazirlanarak geri kazanim degerleri hesaplanmstir.

2.5.9.5. Farmasotik Preparata Uygulama

Preparat ¢ozeltileri boliim 2.5.8.5’te anlatildig1 sekilde hazirlanmistir. Yontem
preparata uygulanirken tablet spektrumlari normalize spektruma béliinmiis elde edilen
boliim egrisinde 290,5 ve 328,0 nm dalga boylarindaki absorbans farki alinarak
denklemde yerine konulmus ve 328,0 nm’deki absorbans degeri denklem yardimu ile
hesaplanmistir. Boliim egrisinde 328,0 nm’de absorbans direkt olarak okunmustur.
Direkt okunan degerden denklemden hesaplanan deger ¢ikarilarak ilgili denklemlerde

yerine yazilarak konsantrasyon hesaplamalar1 yapilmstir.

2.6. Yitksek performansh Sivi Kromatografi Yonteminin Amlodipin,
Perindopril ve Indapamid Iceren Karisim ile Amlodipin ve Perindopril
Iceren Karisimlara Uygulanmasi

2.6.1. Standart Cozelti, Kalibrasyon Egrisi ve Hareketli Faz Hazirlama

Stok etken madde ¢ozeltileri 200,0 pg/mL konsntrasyonda metanolde ¢oziilerek
hazirlanmistir. Stok ¢ozeltiler hareketli faz kullanilarak seyreltilmistir. AML ve PER
10,0-40,0 pg/mL, IND 5,0-20,0 Hg/mL konsantrasyon araliginda c¢aligilmustir. Uc
tekrarli olarak hazirlanan kalibrasyon ¢ozeltileri cihaza enjekte edilmistir. Her etken
madde piklerinin alanlar1 okunarak konsantrasyona karsi grafige gecirilmistir. Elde
edilen denklemden laboratuvar karisimlarinda ve farmasétik preparatlarda analiz
yapilmistir. Potasyum dihidrojen fosfat kullanilarak 20,0 mM fosfat tamponu
hazirlanmis ve fosforik asit ile pH 3’e ayarlanmistir. Stizme isleminden sonra biitiin

¢oziiciiler ultrasonik banyoda yarim saat bekletilerek degaze islemi yapilmistir.
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2.6.2. Kromatografik Sartlar

G1379A model gaz giderici, G1311A model dortld pompa, G1313A model
enjektdr. G1315B model DAD dedektor ve kolon firini bulunan Agilent 1100 marka
cihaz kullanilarak analiz gergeklestirilmistir. Hareketli faz 65:5:30 (h/h/h) oraninda
ACN:metanol:fosfat tampon karisimindan hazirlanmis ve 0,45 um membran filtreden
stizilmistiir. Akis hizi 1,0 mL/dk olarak ¢alisilmisg, enjeksiyon hacmi 20,0 pl olarak
ayarlanmistir. 220,0 nm dalga boyunda ¢alisilmis ve analiz 25,0 °C’de yapilmistir. 20,0
dk boyunca kolondan hareketli faz gegirilerek kolon sartlandirilmistir. Analiz Waters
Spherisorb® ODS-2 Cis (150 x 4,6 mm, 5 um) kolonda gergeklestirilmistir. Agilent

Chemstation yazilimli programda alan okumalar1 yapilarak miktar tayini yapilmistir.

2.6.3. Kaesinlik

Tekrarlanabilirlik calismalari etken maddeler i¢in giin i¢i ve gilinler arasi
deneyler yapilarak elde edilmistir. Giin i¢i ¢alismalar i¢in 0., 30. dk, 1., 2., 3., 4. ve 5.
saatlerde Olclimler alinmustir. Giinler arasi tekrarlanabilirlik ¢alismalari igin bes farkli

giinlerde 6l¢lim yapilmistir.

2.6.4. Dogruluk

Yontemin dogrulugunun belirlenebilmesi icin yiizde geri kazanim ¢aligmalari
yapilmustir. Yiizde geri kazanim hesaplamalari laboratuvar karigimlarina, farmasotik

preparata ve farmasotik preparata standart ekleme yapilarak uygulanmistir.

2.6.5. Saglamhk

Yontemin saglamligi, ACN / tampon ¢6zelti pH 3,0 / metanol oranindaki kiiglik

degisiklikler gibi farkli deneysel kosullar altinda numunelerin analizi ile incelenmistir

(hacimce 55/40/5 ile 60/35/5 ve 65/30/5). Ek olarak, tampon pH (2,5; 2,7 ve 3,0), akis
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hiz1 (0,8; 1,0 ve 1,2 mL/dk), kolon sicakligi (25, 30 ve 35 °C) ve farkli dedektor dalga
boylarinda (215,0; 220,0 ve 225,0 nm) kontrol edilmistir.

2.6.6. Segicilik

Yontemin seciciligi i¢in farmasoOtik praparatta etken maddelerin tayini
yapilmistir. Preparatta bulunan yardimc1i maddeler etken maddelere girisim

yapmamistir.

2.6.7. Tanmma Limiti ve Tayin Limiti

Tayin limiti kabul edilebilir en diisiik konsantrasyonun belirlenmesinde ve
tanima limiti 6l¢iim simirlarma girmeyen ama cihazin 6lgebildigi en diisiik sinirin

belirlenmesinde kullanilmistir. Baz1 formiillerle hesaplanmustir.

Tanima limiti =3 x SS / m Tayin limiti = 10 x SS/ m

m: kalibrasyon egrisinin egimi  SS: en diisiik konsantrasyondaki etken madde

kromatogramlarindan elde edilen alanlarin standart sapma degeri

2.6.8. Farmasotik Preparatlara Uygulama

Triplixam® ve Coveram® tabletlerinden on tablet tartilarak bir tablet agirlig
bulunmustur. Havanda toz edilmistir. Bir tablet agirlig1 kadar miktar tartilarak 50 mL
hacminde balon jojeye alinmis metanolde ¢oziilmistiir. 20,0 dk boyunca ultrasonik
banyoda bekletilmis ve hacmine tamamlanmistir. Cozelti 0,45 pum siringa filtreden
stiziilmiistiir. Hareketli faz yardimi ile gerekli seyreltmeler yapilmistir. Her bir etken
maddenin konsantrasyonu kalibrasyon egrisi yardimi ile hesaplanmistir. Tablet
cozeltilerine konsantrasyonu bilinen saf standart cozeltiler eklenerek yontemin

dogrulugu belirlenmistir.
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3. BULGULAR

3.1. Spektrofotometrik Analiz Yontemlerinin Sonuclari

3.1.1. Absorbans Cikarma Yonteminin Amlodipin ve Atorvastatin Icin
Analiz Sonuclari

3.1.1.1. Absorbans Cikarma Yonteminin Gelistirilmesi

Yontem basit, hizli olarak iki etken maddenin aym1 anda miktar tayini i¢in
uygulanmistir. Yontemde ¢oziicii olarak metanol kullanilmis ek bir c¢oziici
kullanilmamastir. Y6ntemin uygulanabilmesi i¢in etken maddelerin isosbestik noktaya
sahip olmalar1 gerekmektedir. AML, ATO ve isosbestik noktalarini (314,0 nm)

gosteren spektrum Sekil 3.1°de gosterilmistir.

1.650 : : :

1.500 -

1.000 = -

Abs
- /

\//

0.500

izosbestik nokta
0.000 ! e T
200.00 250.00 300.00 350.00 400.00

nm.

Sekil 3.1. AML (yesil), ATO (pembe) ve ikili karisimlarinin (mavi) spektrumlar

Absorbans ¢ikarma yonteminde artan konsantrasyona karsi izobestik noktadaki
absorbans degerleri grafige gecirilmistir. Tekrar edilebilirlik ¢calismalari i¢in giin i¢i
ve giinler aras1 deneyler yapilmis ve kalibrasyon egrisine ait veriler ile birlikte Cizelge

3.1°de verilmistir.
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Cizelge 3.1. AML ve ATO absorbans ¢ikarma kalibrasyon egrisi parametreleri

Parametre AML ve ATO
Dalgaboyu 314,0 nm
Caligma aralig1 (pg/mL) 5,0-35,0
Egim 0,0032
Kesim noktasi 0,0065
Regresyon (r?) 0,9985
Tanima limiti (pg/mL) 0,29
Tayin limiti (ug/mL) 0,98
Gln igi BSS, % 2,01
Giinler aras1 BSS, % 3,95

3.1.1.2. Yontemin Dogrulugu ve Farmasotik Preparat Sonuclari

Analizin dogrulugu i¢in tablete standart ekleme yapilarak yilizde geri kazanim

deneyleri yapilmistir. Veriler Cizelge 3.2°de verilmistir. Yontem tablete uygulanarak

miktar tayini yapilmis ve sonuglar Cizelge 3.3 te verilmistir.

Cizelge 3.2. Absorbans ¢ikarma yontemi ylizde geri kazanim sonuglari

Numune x~ ~ n x » '3
- > > > Slbw! o S e >

—~ QO — — 7] jun N <5 > > =.
N |ExS | EJE8X|ECEEZ| S50 | 25| 2R |zgg | TE
S2% | 3383 | 2585 S2% | &S| &§23 |&25 | g
EY 3 533m 533m %7\_'\‘ = = > @ = > zZ g
S| TERR| TERE| TR EE| 2R |EEY | oF
1 10,85 5,0 15,63 98.,6 13,87 5,0 18,92 100,3
2 10,85 10,0 20,41 97,9 13,87 10,0 23,89 100,1
3 10,85 15,0 35,28 98,4 13,87 15,0 28,94 100,2
Ortalama 98,3 100,2
SS 0,36 0,10
BSS, % 0,37 0,09
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Cizelge 3.3. Farmasotik preparat (Caduet®) sonuglari

Numune No Caduet®
Yizde igerik

ATO AML
1 99,5 99,8
2 100,6 100,4
3 99,7 99,8
4 101,9 100,6
5 100,3 101,4
Ortalama 100,4 100,4
SS 0,95 0,66
BSS, % 0,94 0,66

3.1.2. Oran Farki Yonteminin Amlodipin ve Kandesartan Analiz
Sonuclar

3.1.2.1. Oran Farki Yonteminin Gelistirilmesi

AML ve KND etken maddelerini tayininde iki madde i¢in de kalibrasyon egrisi

hazirlanmistir. AML i¢in kalibrasyon egrisi hazirlanirken ¢alisma araligindaki her bir

spektrum 10,0 pg/mL konsantrasyondaki KND spektrumuna boliinmiis elde edilen

spektrumlar Sekil 3.2°de gosterilmistir. KND kalibrasyon egrisi hazirlanirken AML

10,0 ng/mL konsantrasyondaki spektrumuna boliinmiis elde edilen spektrumlar Sekil

3.3’te gosterilmistir.

6.000 :

4.000~

2.000

0.000

——————

200.00 220.00

240.00
nm.

260.00

288.81

Sekil 3.2. AML calisma araligindaki spektrumlarimn KND 10,0 pg/mL spektrumuna bolum

spektrumlari
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Sekil 3.3. KND calisma araligindaki spektrumlarin AML 10,0 pg/mL spektrumuna bolim

spektrumlari

Calisma egrisi olusturulurken bolim 2.5.2.2°de belirtilen dalga boylari

secilmistir ve olusturulan egrilere ait parametreler Cizelge 3.4°te verilmistir.

Cizelge 3.4. AML ve KND igin oran farki yontemi kalibrasyon egrisi parametreleri

Parametreler AML ve KND

AML KND
Dalgaboyu (nm) 239,0-255,0 225,0-289,0
Calisma aralig1 (ug/mL) 5,0-35,0 5,0-35,0
Egim 0,0791 3,1102
Kesim noktasi 0,0138 -1,5849
Regresyon (r?) 0,9999 0,9996
Tanima limiti (pg/mL) 0,41 0,42
Tayin limiti (ug/mL) 1,36 1,43
Giin ici BSS, % 2,04 2,51
Giinler aras1 BSS, % 3,01 3,12
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3.1.2.2. Yontemin Dogrulugu ve Farmasotik Preparat Sonuclar

Dogruluk ¢alismalari i¢in laboratuvar karigimlarina ait AML ve KND sonuglari

cizelge 3.5°da gosterilmistir. Tablete ait sonuclar ¢izelge 3.6’de verilmistir.

Cizelge 3.5. Oran farki yontemi AML ve KND i¢in ylizde geri kazanim sonuglari

No KND AML
m m
&R s 2 <| &SE £E g =
2 2 > g N 2 @ a2 > g S
— ~5 2 g —~ B ~3 2 g
&> &z il 5 & > &z = 5
gf| 28| &, ~=| 28| <28 il =
1 10,00 10,00 10,38 103,8 10,00 5,00 5,04 100,8
2 10,00 15,00 15,46 103,0 10,00 10,00 10,02 100,2
3 10,00 20,00 20,45 102,2 10,00 15,00 15,15 101,0
4 10,00 25,00 25,15 100,6 10,00 20,00 20,04 100,2
5 10,00 35,00 35,13 100,4 10,00 25,00 24,95 99,8
o
& 102,0 100,4
QD
3
[s%)
w
» 1,52 0,50
os)
w
o 1,49 0,50
L
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Cizelge 3.6. Oran farki yonteminin tablet sonuglari

Numune no Tansifa®
Yuzde icerik

AML KND
1 100,4 103,55
2 101,6 100,36
3 101,0 101,93
4 100,1 100,03
5 100,4 100,70
Ortalama 100,7 101,3
SS 0,60 1,44
BSS, % 0,59 1,42

3.1.3. Indiiklenmis Cift Dalga Boyu Yénteminin Amlodipin ve Olmesartan
Analiz Sonuglari

3.1.3.1. indiiklenmis Cift Dalga Boyu Yonteminin Gelistirilmesi

Boliim 2.5.3.2°de anlatildig: sekilde iki kalibrasyon egrisi olusturulmustur ve

egriye ait parametreler Cizelge 3.7°de verilmistir.

Cizelge 3.7. Yontemde AML ve OLM kalibrasyon egrisi parametreleri

Parametre AML OLM
Dalgaboyu (nm) 237,0-250,0 255,0-239,0
Calisma aralig1 (ug/mL) 2,5-30,0 2,5-25,0
Egim 0,0186 0,0288
Kesim noktasi 0,0012 0,0072
Regresyon (r?) 0,9993 0,9999
Tanima limiti (pg/mL) 0,64 0,76
Tayin limiti (ug/mL) 2,12 2,05
Gln i¢i BSS, % 2,01 1,05
Giinler aras1 BSS, % 3,94 2,34
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3.1.3.2. Yontemin Dogrulugu ve Farmasotik Preparat Sonuclar

Analizin dogruluk ¢alismalar1 icin tablete standart ekleme yapilmis ve yontem

farmasoétik preparata uygulanmis ve sonuglari ¢izelge 3.8 ve 3.9°da verilmistir.

Cizelge 3.8. AML ve OLM yiizde geri kazanim sonuglari

No OLM AML
= —
s m = m
g g = 2 < g s = g <
= 2 3 5 S = 2 3 5 S
[=] ~ @ =] o o ~ @ =] =%
S — > o © > — > = )
= 5 & 2 5 & g & = 5
—~ = D —~ = @D
§| 25| & = §| Zs| ¢ =
3 N—r '—_1'_ - 3 N—r '—_1'_ -
= C
1 10,00 5,0 14,43 96,2 3,47 5,0 8,58 101,3
2 10,00 10,0 19,63 98,2 3,47 10,0 13,74 101,9
3 10,00 15,0 25,19 100,7 3,47 15,0 18,90 102,3
O
& 98,7 101,9
QD
3
D
& 2,32 0,52
uy]
wn
@ 2,36 0,51
X
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Cizelge 3.9. Indiiklenmis ¢ift dalga yontemin farmasétik preparat sonuglar

Numune no Excaliba®
Yizde igerik

AML OLM
1 95,28 96,05
2 98,71 97,05
3 95,09 99,42
4 97,81 97,26
5 99,93 98,56
Ortalama 97,36 97,7
SS 2,13 1,33
BSS 2,18 1,36

3.1.4. Absorpsiyon Duzeltme Yonteminin Amlodipin ve Olmesartan
Analiz Sonuglari

3.1.4.1. Absorpsiyon Diizeltme Yonteminin Gelistirilmesi

Bolim 2.5.4.2°de anlatildigi sekilde kalibrasyon egrisi olusturulmustur ve

veriler Cizelge 3.10°de sunulmustur.
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Cizelge 3.10. Yontemin kalibrasyon egrisine ait parametreler

Parametre

AML

OLM

Dalgaboyu (nm) 255,0
Caligma aralig1 (pg/mL) 2,5-25,0
Egim 0,0416
Kesim noktasi 0,0092
Regresyon (r?) 0,9999
Tanima limiti (pg/mL) 0,47
Tayin limiti (ug/mL) 1,55
Giin ici BSS, % 1,05
Giinler aras1 BSS, % 2,34

3.1.4.2. Yontemin
Uygulama

Dogruluk Cahismalar:

ve Farmasotik Preparata

Tablete standart ekleme yapilmis ve yontem preparata uygulanarak sonuglar

cizelge 3.11 ve 3.12°de verilmistir.
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Cizelge 3.11. Absorbans diizeltme yonteminin yiizde geri kazanim sonuglari

AML

Yizde igerik

98,9

100,2

100,7

Bulunan konst.

8,21

13,89

19,15

Eklenen standart
konst. (ug/mL)

50

10,0

15,0

Tablet konst.
(ng/mL)

3,47

3,47

3,47

99,9

0,93

0,92

OLM

Yizde igerik

98,4

98,2

100,2

Bulunan konst.

14,45

19,64

25,29

Eklenen standart
konst. (ug/mL)

50

10,0

15,0

Tablet konst.
(ng/mL)

10,00

10,00

10,00

98,9

1,10

1,11

No

1

2

3

Ortalama

SS

BSS, %
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Cizelge 3.12. Absorbans diizeltme yonteminin farmasotik preparat sonuglart

Numune no Excaliba®
Yizde igerik

AML oLM
1 97,76 96,37
2 99,28 98,49
3 100,24 99,15
4 99,76 99,83
5 100,24 97,27
Ortalama 99,5 98,2
SS 1,02 1,40
BSS % 1,03 1,43

3.1.5. Oran Cikarma YoOnteminin Amlodipin ve Olmesartan Analiz
Sonuglar

3.1.5.1. Oran Cikarma Yonteminin Gelistirilmesi

Yontemde karisimdan OLM tayin edilirken karigimin spektrumu 10,0 pg/mL
konsantrasyondaki saf AML spektrumuna bolinmiistiir. Sekil 3.4’te her ikisi de 10,0
pg/mL iceren karisimin ve saf AML spektrumu gosterilmistir. Sekil 3.5’te karisimin
spektrumu saf AML’ye boliinmiis ve sabit bolge c¢ikarilmis olan spektrumlar

verilmistir.
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Sekil 3.4. Pembe spektrum her iki etken maddenin 10,0 pg/mL bulundugu karisim, siyah
spektrum saf AML 10,0 pg/mL spektrumu

11.203 , , T
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Abs.
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0.000
200.00 250.00 300.00 350.00 400.00
nm.

Sekil 3.5. Mavi spektrum karisimin saf AML’ye boliim spektrumu, pembe spektrum sabit
bolge cikarildiktan sonra elde edilen spektrum

Yontem boliim 2.5.5.2°de belirtildigi sekilde uygulanmis ve sonuglar Cizelge

3.13’te verilmistir.
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Cizelge 3.13. YOnteme ait parametreler

Parametre AML OLM
Dalgaboyu (hm) 360,0 255,0
Caligma aralig1 (pg/mL) 2,5-30,0 2,5-25.,0
Egim 0,0121 0,0416
Kesim noktasi 0,0018 0,0092
Regresyon (r?) 0,9994 0,9999
Tanima limiti (pg/mL) 0,43 0,76
Tayin limiti (ug/mL) 1,41 2,05
Gln i¢i BSS, % 2,36 1,05
Giinler aras1 BSS, % 3,04 2,34

3.1.5.2. Yontemin Dogrulugu ve Farmasotik Preparata Uygulama

Yiizde geri kazanim sonuglar1 ve farmasdtik preparat sonuglar gizelge 3.14 ve

3.15’te verilmistir.
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Cizelge 3.14. Oran ¢ikarma yonteminin yiizde geri kazanim sonuglari

No OLM AML
m m
o & 2 < _3 s £ <
=g 23 S N =g a3 = S
= =3 2 g e8 =3 2 &
55| E&z| 2| g| Zz| Es N .-
t3z 532 g ) =3 52 g g
- s a ~ e g 21 =
1 10,00 5.00 14.44 98.3 3.47 5.00 8.44 99.7
2 10,00 10.00 19.63 98.2 3.47 10.00 13.90 100.2
3 10,00 15.00 25.28 100.1 3.47 15.00 18.94 101.6
o
5 98,9 1005
Q
3
Qo
wn
w
1,07 0,98
)
wn
w 1,08 0,97
X
Cizelge 3.15. Oran ¢ikarma yonteminin farmasotik preparata uygulanmasi
Numune no Excaliba®
Yuzde igerik
AML OLM
1 105,21 98,34
2 99,68 98,51
3 100,21 99,38
4 100,59 99,63
5 101,21 97,06
Ortalama 100,4 98,6
SS 2,21 1,01
BSS, % 2,18 1,03
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3.1.6. Sabit Merkez Ydnteminin Amlodipin ve Olmesartan Analiz
Sonuclari

3.1.6.1. Sabit Merkez Yonteminin Gelistirilmesi

Yontemde OLM kalibrasyon egrisinin olusturulmasi i¢in ¢alisma araligindaki
tim AML spektrumlart OLM 10,0 pg/mL spektrumuna bdliinmiis ve bolim

spektrumlar1 Sekil 3.6’da verilmistir.

4.366 . . .
4.000

3.000

Abs.

2.000

1.000

0.000
200.30 220.00 240.00 260.00 275.68
nm.

Sekil 3.6. Calisma araligindaki AML spektrumlarinin 10,0 pg/mL konsantrasyondaki OLM
spektrumuna bdliim spektrumlart

AML Kalibrasyon egrisi icin OLM’nin ¢aligma araligindaki tiim spektrumlari

AML 10,0 pg/mL spektrumuna bolinmiistiir ve Sekil 3.7°de gosterilmistir.

24.028 : :

20.000 B

15.000 B

Abs.

10.000 —

5.000 —

0.000

200.00 250.00 300.00 326.1C
nm.

Sekil 3.7. OLM calisma araligindaki spektrumlarin AML 10,0 pg/mL spektrumuna bdliim
spektrumlari

99



Yontemde her bir etken madde icin iki kalibrasyon egrisi olusturulmus ve

denklemlere ait parametreler ¢izelge 3.16’de verilmistir.

Cizelge 3.16. Yontemin kalibrasyon egrisi parametreleri

Birinci kalibrasyon egrisi

Ikinci kalibrasyon egrisi

Parametre AML OLM AML OLM
Dalgaboyu (nm) 273,0; 225,0 238,0; 225,0 360,0 255,0
Caligma araligi 2,5-30,0 2,5-25,0 2,5-30,0 2,5-25,0
(Hg/mL)

Egim 0,3509 0,8281 0,0121 0,0416
Kesim noktasi 0,023 0,0410 0,0018 0,0092
Regresyon (r?) 0,9990 1,000 0,9984 0,9999
Tanima limiti (ng/mL) - - 0,43 0,76
Tayin limiti (ug/mL) - - 1,41 2,05
Giin ici BSS, % - - 2,36 1,05
Giinler aras1 BSS, % - - 3,04 2,34

3.1.6.2. Sabit Merkez Yonteminin Farmasotik Preparat Sonuclari

Yontem preparata uygulanmis tablete standart ekleme yapilarak yilizde geri

kazanim hesaplanmistir. Sonugclar ¢izelge 3.17 ve 3.18’de verilmistir.
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Cizelge 3.17. Yontemin standart ekleme sonuglari

No OLM AML
m m
_ sz 2 < 3 Sz 2 <
£ 23 = 5 = 232 S S
ex —~> 2 s Qo ~> ] g
35 & & =~ 5 35 & & ~ 5
L3 33 S g L3 32 S )
- Csg A ~ i Cs 2 =
1 10,00 5,00 15,06 100,4 3,47 5,00 8.6 101,06
2 10,00 10,00 21,43 101,2 3,47 10,00 14,01 100,01
3 10,00 15,00 28,56 100,3 3,47 15,00 18,65 100,97
o
g 100,6 100,7
3
D
w
w
0,49 0,58
on)
w
o 0,49 0,57
£
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Cizelge 3.18. Sabit merkez ydnteminin farmasdtik preparat sonuglari

Numune no Excaliba®
Yizde igerik

AML OLM
1 97,05 98.91
2 98,23 98.65
3 99,65 99.61
4 101,54 99.04
5 100,45 99.42
Ortalama 99,38 99,13
SS 1,77 0,38
BSS 1,78 0,39

3.1.7. Sabit Cikarma Yonteminin Amlodipin ve Kandesartan ile
Amlodipin ve Atorvastatin Analiz Sonuclar:

3.1.7.1. Sabit Cikarma Yonteminin Gelistirilmesi

AML ve ATO karisiminin analizinde her bir etken madde i¢in iki kalibrasyon
egrisi olusturulmustur. AML kalibrasyon egrisi olusturulurken ilk adimda ATO
calisma araligindaki spektrumlari AML 10,0 pg/mL spektrumuna bolinmiistiir.

Boliim spektrumlart Sekil 3.8’de verilmistir.

8577 T T T T
8.000 a

6.000 B

Abs.

4.000

2.000

00000 J
20031 22000 240,00 260.00 283.44
nm.

Sekil 3.8. AML spektrumlarinin ATO 10,0 pg/mL spektrumun bolimi sonucu elde edilen
spektrumlar
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ATO tayini i¢in ¢alisma araligindaki AML spektrumlarit ATO 10,0 pg/mL

spektrumuna boliinmiis Sekil 3.9°da gosterilmistir.

408.410 T T T

300.000 B

8
2 200.000} .

100.000

0.000 !
200.68 250.00 300.00 372.20
nm.

Sekil 3.9. ATO spektrumlarmin AML 10,0 pg/mL spektrumuna boliim spektrumlari

Kalibrasyon egrileri boliim 2.5.7.2’de belirtildigi sekilde hazirlanmstir.

Kalibrasyon egrilerine ait veriler ¢izelge 3.19°da verilmistir.

Cizelge 3.19. Yontemin AML ve ATO igin kalibrasyon egrisi parametreleri

Birinci kalibrasyon egrisi Ikinci kalibrasyon egrisi
Parametre AML ATO AML ATO
Dalgaboyu (nm) 236,0; 250,0 278,0; 288,0 360,0 247,0
Caligma araligi 5,0-35,0 5,0-35,0 5,0-35,0 5,0-35,0
(Hg/mL)
Egim 0,3305 0,6257 0,0136 0,0493
Kesim noktasi 0,006 0,0442 -0,0146 0,0092
Regresyon (r?) 1,000 1,000 0,9984 0,9999
Tanima limiti (ug/mL) | - - 0,84 0,32
Tayin limiti (ug/mL) - - 2,81 1,06
Gun ici BSS, % - - 2,01 1,48
Giinler aras1 BSS, % - - 3.95 1.23




AML ve KND karisiminin analizinde toplam dort kalibrasyon egrisi
olusturulmustur. AML kalibrasyon egrisi icin KND ¢aligma araligindaki spektrumlari
AML 10,0 pg/mL spektrumuna boliinmiis ve Sekil 3.3’te gosterilmistir. KND igin
AML calisma araligindaki spektrumlar KND 10,0 pg/mL spektrumuna boliinmiis ve
Sekil 3.2’de gosterilmistir. Kalibrasyon verilerine ait veriler Cizelge 3.20°de

verilmisgtir.

Cizelge 3.20. Yontemin AML ve KND igin kalibrasyon egrisi parametreleri

Parametre Birinci kalibrasyon egrisi Ikinci kalibrasyon egrisi
AML KND AML KND
Dalgaboyu (nm) 239,0, 255,0 225,0; 289,0 360,0 254,0
Caligma aralig1 5,0-35,0 5,0-35,0 5,0-35,0 5,0-35,0
(Hg/mL)
Egim 0,4809 0,8782 0,0124 0,0303
Kesim noktasi 0,0196 0,3144 -0,006 0,0084
Regresyon (r?) 1,000 1,000 1,000 0,9996
Tanima limiti (pg/mL) - - 0,26 0,25
Tayin limiti (ug/mL) - - 0,86 0,84
Gln i¢i BSS, % - - 2,36 1,08
Giinler aras1 BSS, % - - 3,04 2,56

3.1.7.2. Yontemin Dogrulugu ve Farmasotik Preparat Sonuclar

Yontemin dogrulugu icin bulunan sonuglar ve preparat sonuglar ¢izelge 3.21,

3.22 ve 3.23’te verilmistir.
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Cizelge 3.21. ATO ve AML i¢in standart ekleme sonuglari

No ATO AML
m m
_ Sz 2 < _ sz 2 <
= a3 s N = a3 S N
e =3 2 S eq ~3 2 g
335 & & = ¥ 33 & & = 3
- 2 5 8 S @ D =4 3 3 S <
- £g 2 s a cg 2 =
1 10,85 5,00 15,96 100,69 | 13,87 5,00 18,67 98,94
2 10,85 10,00 20,25 99,12 13,87 10,00 23,80 99,71
3 10,85 15,00 26,86 10191 | 1387 15,00 28,34 98,16
o
& 100,6 98,9
QD
3
[s%)
()]
wm
1,40 0,77
o
()]
o 1,39 0,78
X
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Cizelge 3.22. KND ve AML igin standart ekleme sonuglar1

No KND AML
m m
_ & sz 2 < _ & sz 2 <
=z 8 > S N =g 2 > c N
e =5 2 =3 e 3 =3 3 2
CS 28 3 3 CS 2 & 3 3
~a 3 3 S = ~ 2 33 S =
- 2 & ~ - 2 2 =
1 8,00 10,00 18,11 100,5 6,94 15,00 21,87 99,68
2 8,00 15,00 23,73 100,2 6,94 20,00 26,41 98,03
3 8,00 20,00 28,65 102,3 6,94 25,00 31,86 99,75
o
& 101,0 99,2
QD
3
[s%)
()]
wm
1,14 0,97
o
()]
w 1,12 0,98
X
Cizelge 3.23. Farmasotik preparat sonuglart
Numune no Caduet® Tansifa®
Yzde icerik Yuzde igerik
AML ATO AML KND
1 99,82 96,31 100,02 99,84
2 100,01 99,23 100,06 99,21
3 98,56 99,15 100,37 99,82
4 100,34 98,36 101,11 99,26
5 99,42 98,00 101,90 100,38
Ortalama 99,6 98,21 100,7 99,7
SS 0,68 1,18 0,80 0,48
BSS, % 0,69 1,20 0,79 0,48
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3.1.8. Gelismis Absorbans Cikarma Yonteminin Amlodipin ve
Telmisartan Analiz Sonuclari

3.1.8.1. Gelismis Absorbans Cikarma Yonteminin Sonug¢lari

Yontemin uygulanabilmesi icin etken maddelerin izosbestik noktaya sahip
olmasi gerekmektedir. AML ve TEL etken maddelerinin izosbestik noktalarini

gosteren spektrum Sekil 3.10°da gosterilmistir.

2,576 I I I

2.000 1

Abs.

1.000 1~ 1

0.000 L ! L

200.00 250.00 300.00 350.00 400.00
nm.

Sekil 3.10. AML 20,0 pg/mL (yesil), TEL 20.0 pg/mL (siyah) her ikisinden 10,0 pg/mL
konsantrasyonda karigimlar1 (mavi)

AML igin dalga boyu secilirken izosbestik noktadaki (328,0 nm) ve ikinci dalga
boyu 264,0 nm se¢ilmistir ve spektrumSekil 3.11°de verilmistir.

1.345 . . .

1.000

Abs.

0.500

0.000 L L
200.00 250.00 300.00 350.00 400.00
nm.

Sekil 3.11. AML standart 20,0 pg/mL konsantrasyondaki spektrumu
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Belirlenen dalga boylarindaki absorbans farklarina karsi izosbestik noktadaki
absorbans yardimi ile kalibrasyon egrisi olusturulmustur. Ikinci egri de
konsantrasyona kars1 izosbestik noktaya kars1 olusturulmus ve egrilere ait parametreler

Cizelge 3.24’°te verilmistir.

Cizelge 3.24. Gelismis absorbans g¢ikarma yontemi AML ve TEL icin kalibrasyon egrisi
parametreleri

Birinci kalibrasyon egrisi Ikinci kalibrasyon egrisi
Parametre AML TEL TEL
Dalgaboyu (nm) 328,0 328,0 264,0; 328,0
Caligma araligi 5,0-35,0 4,0-20,0 4,0-20,0
(ng/mL)
Egim 0,006 0,0075 4,2841
Kesim noktasi -0,0054 -0,0081 0,053
Regresyon (r?) 0,9998 0,9979 0,9986
Tanima limiti (pg/mL) 0,39 0,42 0,001
Tayin limiti (ug/mL) 1,29 1,41 0,004
Giin ici BSS, % 1,22 1,65
Giinler aras1 BSS, % 2,59 2,41

3.1.8.2. Yontemin Dogrulugu ve Farmasotik Preparat Sonuglari

Yotemin dogrulugu i¢in hesaplanan yiizde geri kazanim sonuglar1 ve preparat

sonuglar1 Cizelge 3.25 ve 3.26’da verilmistir.
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Cizelge 3.25. TEL ve AML i¢in yiizde geri kazanim sonuglari

No TEL AML
m m
-, ¢ £ <| _& ¢ £ <
= o a3 = N = a3 = N
eq =3 2 = e =3 2 =3
3 5 &g =~ 5 35 &g = 3
o 52 8 8 o 52 8 E
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1 10,00 4,00 14,29 100,1 0,625 5,00 5,57 99,02
2 10,00 6,00 15,73 99,3 0,625 10,00 10,72 100,89
3 10,00 8,00 18,22 100,2 0,625 15,00 15,95 102,08
o
2 99,8 100,7
Qo
3
QD
(92}
o 0,49 1,54
7
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S
Cizelge 3.26. Geligmis absorbans ¢ikarma yonteminin preparat sonuglari
Numune no Twynsta®
Yuzde igerik
AML TEL
1 101,21 101,0
2 101,36 102,8
3 101,95 101,9
4 100,25 100,7
5 100,35 100,0
Ortalama 101,0 101,3
SS 0,72 1,09
BSS 0,71 1,08
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3.1.9. Gelismis Amplitut Modulasyon Yonteminin Amlodipin ve
Telmisartan Analiz Sonuclari

3.1.9.1. Gelismis Amplitut Modulasyon Yonteminin Sonuclari

Etken maddelerin saf spektrumlarinin ve karisimlarinin oldugu spektrumda
izosbestik nokta Sekil 3.10°da verilmistir. Normalize spektruma boliinmiis egride

1zosbestik nokta Sekil 3.12’de verilmistir.

239510 r r r

200.000

150.000 -1
100.000( -
50.000~ -1

! ! L

0.000
312.16 320.00 330.00 343.1€
nm.

Abs.

Sekil 3.12. AML (kirmiz1) ve TEL (yesil) 20,0 pg/mL ve her birinden 10,0 pg/mL iceren
karigim spektrumlarinin (mavi) normalize AML’ye bdliim spektrumlari

AML normalize AML spektrumuna bolim egrileri ve TEL normalize AML

spektrumlarina boliim egrileri sirasi ile Sekil 3.13 ve 3.14’te verilmistir.

107.974 : : :
100.000 |- -
@
£
50000 L { \‘
0.000 L L L
200.00 250.00 300.00 350.00 400.00

nm.

Sekil 3.13. AML c¢alisma araligindaki spektrumlarin normalize AML spektrumuna boliim
egrileri
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6393.604
6000.000

4000.000

Abs.
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0.000

200.00 250.00 300.00

nm.

350.00

Sekil 3.14. TEL caligma araligindaki spektrumlarin normalize AML spektrumuna bdliim

egrileri

Yontem i¢in olusturulan kalibrasyon egrilerine ait parametreler ve veriler ¢izelge

3.27°de verilmistir.

Cizelge 3.27. Geligmis amplitut modiilasyon yontemi kalibrasyon egrisi parametreleri

Parametre

Ikinci kalibrasyon egrisi

Birinci kalibrasyon egrisi

AML TEL TEL
Dalgaboyu (nm) 328,0 328,0 290,5; 328,0
Calisma aralig1 5,0-35,0 4,0-20,0 4,0-20,0
(Hg/mL)
Egim 1,0976 1,373 216,41
Kesim noktasi -0,8581 -1,4653 183,9
Regresyon (r?) 0,9998 0,9977 0,9985
Tanima limiti (pg/mL) 0,001 0,0007 -
Tayin limiti (ug/mL) 0,004 0,002 -
Giin ici BSS, % 1,22 1,65
Giinler aras1 BSS, % 2,59 2.41
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3.1.9.2. Yontemin Dogrulugu ve Preparat Sonuclari

Gelismis amplitut modulasyon yonteminin dogrulugu i¢in yontem laboratuvarda

hazirlanan karigimlara uygulanmis ve sonuglar ¢izelge 3.28’de gosterilmistir. Preparat

sonuglari ¢izelge 3.28°de verilmistir. Preparat hazirlama ve siizme islemi Sekil 3.15°te

verilmistir.

Sekil 3.15. Preparat ¢ozeltisi hazirlama agamast

Cizelge 3.28. AML ve TEL karisimlarinda analiz sonuglari

No TEL AML
@ o
x = =
SZ| _Eg S| %] _EBZ £ <
=3 T oo S N = S = o & =~ g N
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£2 323 m = S 323 23 =
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CF ar g = g & S =
1 10,00 4,00 4,01 100,1 10,00 5,00 5,08 101,6
2 10,00 6,00 5,89 98,2 10,00 10,00 10,00 100,0
3 10,00 8,00 7,95 99,4 10,00 15,00 14,84 98,9
4 10,00 10,00 9,86 98,6 10,00 20,00 19,84 99,2
5 10,00 12,00 11,82 98,5 10,00 25,00 24,73 98,9
o
& 98,9 99,7
QD
3
QD
()]
wm
0,77 1,14
vs)
()]
12 0,78 1,15
N
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Cizelge 3.29. Geligmis amplitut modulasyon yonteminin preparat sonuglari

Numune no Twynsta®
Yizde igerik

AML TEL
1 98,9 99,9
2 99,6 101,2
3 101,2 103,5
4 99,65 102,6
5 101,5 101,3
Ortalama 100,2 101,7
SS 1,22 1,24
BSS % 1,12 1,22

3.2. Yiiksek Performansh Sivi Kromatografi Sonuclari

3.2.1. Yiksek Performansh Sivi Kromatografik Yéntem ile Amlodipin,
Perindopril ve Indapamid Iceren Karisim ile Amlodipin ve
Perindopril Iceren Karisimlarin Analiz Sonuglar:

3.2.1.1. Yontem Gelistirilmesi

Analizin en iyi sekilde gerceklestirilmesi i¢in bazi kosullar denenerek deney
kosullar1 belirlenmistir. ACN:pH 3 fosfat tampon:metanol 50:45:5, 55:40:5, 63:30:5
ve 60:35:5 (h/h/h) olarak hareketli faz oranlar1 degistirilmistir. Akis hiz1 1,2 ve 1,5;
sicaklik 30,0 °C, 40,0 °C olarak denenmistir. En iyi kromatografik ayrim ACN:pH 3
fosfat tampon:metanol 65:30:5 (h/h/h) oranlarinda, akis hiz1 1,5 mL/dk ve 40,0 °C
sicaklikta 220,0 nm dalga boyunda elde edilmistir. Sonuglar ¢izelge 3.30°da

verilmistir. Etken maddelere ait kromatogram Sekil 3.16’da verilmistir.
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Cizelge 3.30. Sistem uygunluk parametreleri

Hareketli faz orani Retansiyon Alan Plaka Kuyruklanma Ayrim
zamani sayis1 faktori
50:45:5 h/h/h IND 1,562 4442 4201 0,87 8,90
PER 2,158 355,3 1584 0,91 3,91
AML 3,338 714,2 3188 0,51 5,30
48:47:5 h/h/h IND 1,724 429,6 4693 0,82 1,36
PER 2,418 357,1 1405 0,91 3,87
AML 3,869 562,9 3151 0,40 5,40
65:30:5 h/h/h IND 1,141 437,3 2280 0,95 4,65
(orjinal)
PER 1,574 325,8 3286 0,77 4,37
AML 2,351 733,6 3469 0,61 5,99
40:50:10 h/h/h IND 1,902 4719 3696 0,79 10,75
PER 2,598 376,1 2215 1,02 2,74
AML 4,521 745,4 3294 0,42 5,24

Sekil 3.16. Standard etken maddelere ait kromatogram 5,0 pg/mL IND, 20,0 pg/mL PER ve
10,0 pg/mL AML
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3.2.1.2.Kesinlik Sonuclari

Yontemin tekrar edilebilirliginin analiz edilebilmesi i¢in giin i¢i ve giinler arasi

deneyler AML, IND ve PER etken maddeleri i¢in yapilmistir. Sonuglar Cizelge 3.31

ve 3.32°de verilmistir.

Cizelge 3.31. Giin i¢i tekrarlanabilirlik sonuglar

Eklenen konsantrasyonlar pg/mL Zaman Bulunan yizde %
0. dk 101,4
30. dk 101,6
1. saat 102,2
10,0 pg/mL IND 2. saat 102,4
3. saat 102,4
4. saat 102,6
5. saat 102,9
0. dk 101,3
30. dk 104,4
1. saat 100,7
15,0 pg/mL AML 2. saat 101,2
3. saat 101,6
4. saat 1014
5. saat 105,1
0. dk 103,2
30. dk 99,2
1. saat 99,6
15,0 pg/mL PER 2. saat 100,5
3. saat 100,3
4, saat 101,5
5. saat 101,5
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Cizelge 3.32. Giinler arasi tekrarlanabilirlik sonuglari

Eklenen konsantrasyon pg/mL Zaman Bulunan Yuzde %
1. gin 99,9

2. gln 101,6

3. gin 104,0

10,0 pg/mL iND 4. gin 100,9
5. gln 97,7

1. gin 100,5

2. gin 101,2

3. gin 1031

15,0 pg/mL AML 4. gin 103,9
5. gin 103,9

1. gin 101,8

2. gin 100,2

3. gin 106,4

15,0 pg/mL PER 4. gin 100,1
5. gin 103,0

3.2.1.3. Dogruluk Analizi

Yontemin dogrulugunu tayin etmek i¢in farmasotik preparatlara bilinen

konsantrasyonda standart ekleme yapilmustir. Ug etken maddeyi iceren praparata ait

sonuglar Cizelge 3.33’de ve ikili karisim igeren preparata ait sonuglar Cizelge 3.34’te

verilmistir.
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LTT

Cizelge 3.33. AML, PER ve IND igin yiizde geri kazanim sonuglar

Numune no | Eklenen konsantrasyon (p.g/mL) Bulunan konsantrasyon (pg/mL) Yizde icerik %

IND PER AML IND PER AML IND PER AML
Numune 1 2,50+2,00 | 6,79+10,00 | 13,87+10,00 4,51 16,85 23,83 100,3 100,3 99,9
Numune 2 2,50+1,00 | 6,79+10,00 | 13,87+10,00 3,56 16,56 24,01 101,9 98,7 100,5
Numune 3 2,50+2,50 | 6,79+5,00 13,87+10,00 5,02 12,13 24,10 100,4 102,9 100,9
Numune 4 2,50+2,50 | 6,79+15,00 13,87+10,00 4,81 22,30 23,79 96,2 102,4 99,7
Numune 5 2,50+2,50 | 6.79+10,00 13,87+15,00 511 17,21 29,53 102,1 102,5 102,3




Cizelge 3.34. AML ve PER standart ekleme sonuglari

Numune Eklenen konsantrasyon Bulunan konsantrasyon Yuzde igerik %
no (ng/mL) (ng/mL)

PER AML PER AML PER AML
Numune 1 6,79+15,00 13,87+20,00 21,86 34,29 100,3 101,2
Numune 2 | 6,79+15,00 | 13,87+20,00 22,39 34,22 102,7 101,0
Numune 3 | 6,79+25,00 | 13,87+20,00 32,27 33,53 101,5 99,0
Numune 4 | 6,79+20,00 | 13,87+15,00 27,05 28,55 100,9 98,9
Numune 5 | 6,79+20,00 | 13,87+25,00 27,77 39,04 103,7 100,4

3.2.1.4. Saglamhk Sonuclar:

Yontemin saglamlik analizi i¢in hareketli faz oranlar1 ve dalga boyu

degistirilerek deneyler yapilmistir. Sonucglar Cizelge 3.35’te verilmistir.
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Cizelge 3.35. Saglamlik sonuglari

Haraketli faz oram Alilkonma Alan Plaka Kuyruklanma Ayrim
zamani sayis1 faktori
55:40:5 h/h/h IND 1,362 449,0 3696 0,873 7,46
PER 1,890 336,2 2215 0,848 4,34
AML 2,826 702,5 3294 0,55 5,36
65:30:5 h/h/h IND 1,141 437,3 2280 0,946 4,65
(orjinal)
PER 1,574 325,8 3286 0,766 4,37
AML 2,351 733,6 3469 0,607 5,99
60:35:5 h/h/h IND 1,244 459,1 3232 0,82 5,95
PER 1,720 3524 2974 0,72 4,45
AML 2,542 772,1 3370 0,5 5,45
Dalga boyu
220,0 nm IND 1,141 461,5 2267 0,94 4,50
PER 1,570 342,1 3326 0,76 4,21
AML 2,350 772,1 3483 0,60 5,78
210,0 nm IND 1,141 1097 4 2280 0,95 4,51
PER 1,574 570,8 3306 0,77 4,21
AML 2,351 979,4 3477 0,58 5,77

3.2.1.5. Segicilik Sonuclar:

Yontemin seciciligi i¢in laboratuvarda hazirlanan ii¢ etken madde standart
karigimlara ve preparata ait kromatogramlar sirasi ile Sekil 3.17 ve Sekil 3.18’de

verilmistir.
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ADP 2.40

IND 1.14

PER 1.58

ADP 2.41

IND 1.16

PER 1.47

Sekil 3.18. Preparata ait kromatogram (Triplixam®)
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Ikili etken madde karisimina ait sonuglar ve Coveram® praparat sonuglar1 Sekil

3.19 ve 3.20°de verilmistir.

[] DDIBSyZ08RER(GNERAFSONRWED

AML 2.401

PER 1.46

Sekil 3.19. AML ve PER karigimina ait kromatogram 10,0 pg/mL PER ve 15,0 pg/mL AML
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Sekil 3.20. Coveram® preparata ait kromatogram (10,0/10,0 mg AML ve PER)
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3.2.1.6. Tamima Limiti, Tayin Limiti ve Kalibrasyon Egrisi Parametreleri

Sonuglara ait parametreler ¢izelge 3.36’de verilmistir.

Cizelge 3.36. Kalibrasyon egrisine ait parametreler

Parametre IND PER AML
Caligma araligi (pg/mL) 5,0-20,0 10,0-40,0 10,0-40,0
Dalga boyu (nm) 220,0 220,0 220,0

Kesim 8,0238 11,959 36,022

Egim 42,954 8,2795 20,064
Korelasyon faktori, r? 0,9993 0,9990 0,9990
Tanima limiti (ug/mL) 0,01 0,18 0,05

Tayin limiti (ug/mL) 0,05 0,62 0,18

3.2.1.7. Yontemin Farmasotik Preparat Sonuclar:

Yontem Triplixam® ve Coveram® farmasotik preparatlarma uygulanmis

sonuglar sirasi ile ¢izelge 3.37 ve 3.38’te gosterilmistir.
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Cizelge 3.37. Triplixam® farmasdtik preparat sonuglari

Yizde icerik %

Numune no iND AML PRD
Numune 1 100,3 98,6 97,5
Numune 2 100,5 100,8 96,7
Numune 3 100,8 99,7 97,5
Numune 4 100,1 99,3 98,3
Numune 5 100,5 101,5 99,9
Ortalama % 100,5 100,0 97,9
S.S. 0,28 1,17 1,2
B.S.S. % 0,28 1,17 1,3
Cizelge 3.38. Coveram® farmasotik preparat sonuglari
Numune no AML PRD
Numune 1 100,7 99,8
Numune 2 101,4 99,4
Numune 3 101,6 98,1
Numune 4 101,9 97,9
Numune 5 101,4 99,4
Ortalama % 101,4 98,9
S.S. 0,44 0,9
B.S.S % 0,44 0,9
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4. TARTISMA

4.1. Amlodipin ve Atorvastatin Analizi i¢cin Spektrofotometrik Calismalar

AML ve ATO etken maddelerini igeren karisimlara absorbans ¢ikarma ve sabit
¢ikarma spektroskopik yontemleri uygulanmistir. Absorbans ¢ikarma yonteminde
izobestik nokta olan 314,0 nm, oran farki yontemi ve sabit ¢ikarma yontemlerinde
AML icin 236,0; 250,0 nm ve ATO igin 278,0; 288,0 nm dalga boylar1 segilerek
kalibrasyon egrisi olusturulmustur. Olusturulan kalbrasyon egrilerinin korelasyon
katsayilar1 biitiin yontemler icin 0,9979’dan biiyiikk bulunmustur. Kalibrasyon
egrilerine ait veriler ¢izelge 3.1, 3.4 ve 3.20°de verilmistir. Absorbans c¢ikarma
yonteminde 314,0 nm dalga boyunda tanima limiti 0,29 ve sabit ¢ikarma yonteminde
AML icin 360,0 nm dalga boyunda 0,84; ATO igin 284,0 nm dalga boyunda 0,32
olarak bulunmustur. Tayin limiti absorbans ¢ikarma yonteminde 314,0 nm dalga
boyunda 0,98 ve sabit ¢ikarma yonteminde AML i¢in 360,0 nm dalga boyunda 2,81;
ATO igin 284,0 nm dalga boyunda 1,06 olarak bulunmustur.

Yontemlerin dogruluk c¢alismalart yapilmistir. Yiizde geri kazanim ve BSS
sonuglar1 absorbans ¢ikarma yonteminde ATO i¢in % 98,3; % 0,37 AML i¢in % 100,2;
% 0,09 olarak ve sabit ¢ikarma yonteminde ATO igin % 100,6; % 1,39; AML icin %
98,9; % 0,78 olarak bulunmustur.

Yontemler farmasotik preparata (Caduet® 10,0/10,0 mg) basar1 ile uygulanmis

ve ylzde geri kazanim degerleri hesaplanarak ¢izelge 3.3 ve 3.23’te gosterilmistir.

4.2. Amlodipin ve Kandesartan Analizi i¢cin Yapilan Spektrofotometrik
Calismalar

Farmasotik preparatlarda AML ve KND ayni anda tayini i¢in basit, hizli ve

ekonomik olarak gerceklestirilen spektrofotometrik ¢alismalar gerceklestirilmistir.
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Etken maddelerin analizi i¢in oran farki ve sabit ¢ikarma spektrofotometrik

yontemleri uygulanmaistir.

Kalibrasyon egrileri hazirlanirken oran farki yonteminde ¢alisma araligindaki
spektrumlar diger etken maddenin sabit konsantrasyondaki spektrumuna oranlanarak
iki dalga boyu segilerek yapilmistir. AML i¢in 239,0 ve 255,0 nm dalga boylari, KND
icin 225,0 ve 289,0 nm dalga boylar segilerek analizler gerceklestirilmistir. Sabit
cikarma yonteminde oran alinarak olusturulan kalibrasyon egrilerine ek olarak
maksimumum absorbanslarina gore AML igin 360,0 ve KND icin 254,0 nm dalga

boylarinda olusturulmustur.

Yontemlerin dogrulugu icin hazirlanan tablet cozeltilerine standart ekleme
yapilarak ylizde geri kazanim degerleri hesaplanmistir. Oran farki yonteminde
ortalama yiizde geri kazanim ve BSS degerleri KND i¢in % 102,0 ve 1,49; AML igin
% 100,4 ve % 0,50 olarak bulunmustur. Sabit ¢ikarma yonteminde KND i¢in % 101,0
ve % 1,12; AML icin % 99,2 ve % 0,98 olarak bulunmustur.

Oran farki ve sabit ¢ikarma yontemleri Tansifa® tablete basarili bir sekilde
uygulanmis ve sonuglar Cizelge 3.6 ve 3.23’te verilmistir.
4.3. Amlodipin ve Olmesartan Analizi icin Spektrofotometrik Calismalar

Etken maddelerin ayn1 anda tayini i¢in indiiklenmis ¢ift dalga boyu yontemi,
absorpsiyon diizeltme ydntemi, oran ¢ikarma ydntemi ve sabit merkez yontemleri

uygulanmistir.

Yontemler basit, ekonomik, hizli bir sekilde AML ve OLM igeren farmasdtik

preparata uygulanmistir.

Kalibrasyon egrileri olusturulurken indiiklenmis ¢ift dalga boyu yonteminde

AML icin 237,0; 250,0 ve OLM igin 255,0; 239,0 nm dalga boylarinda islemler
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yapilmigtir. Absorbsiyon diizeltme yonteminde 255,0 ve 360,0 nm dalga boylar
secilerek factor degeri hesaplanmis miktar tayinleri 255,0 nm dalga boyunda
gergeklestirilmistir. Oran ¢ikarma yonteminde 255,0 ve 360,0 nm dalga boylarinda
miktar hesaplanmistir. Sabit merkez yonteminde birinci kalibrasyon egrisinde AML
icin 273,0 ve 225,0 nm, OLM igin 238,0 ve 225,0 nm, ikinci kalibrasyon egrisinde
AML i¢in 360,0 ve OLM igin 255,0 nm dalga boylari se¢ilmistir.

Yontemlerin dogrulugu i¢in farmasotik preparat ¢ozeltilerine standart ekleme
yapilmistir. Yiizde geri kazanim ve BSS sonuglari indiiklenmis ¢ift dalga boyu
yonteminde OLM igin % 98,7; % 2,36 ve AML icin % 101,9, % 0,51; absorpsiyon
duzeltme yénteminde OLM icin % 98,9; % 1,11 ve AML icin % 99,9; % 0,92, oran
¢ikarma yonteminde OLM igin % 98,9; % 1,08 ve AML igin % 100,5; % 0,97; sabit
merkez yonteminde OLM icin % 100,6; % 0,49 ve AML icin % 100,7; % 0,57 olarak

bulunmustur.

FarmasGtik preparata (Excaliba®) yontemler uygulanmistir. Sonuglar Cizelge
3.9, 3.12, 3.15 ve 3.18’de verilmistir.

4.4. Amlodipin ve Telmisartan Analizi icin Spektrofotometrik Caligmalar

AML ve TEL etken maddelerinin ayni1 anda tayini i¢in gelismis absorbans
citkarma ve gelismis amplitut modulasyon yontemleri uygulanmistir. Yontemler
karisimlara ve preparata On ayirma islemlerine gerek kalmadan basar1 ile

uygulanmistir.

Gelismis absorbans ¢ikarma yonteminde kalibrasyon egrisi olusturmak igin
izoshestik nokta olan 328,0 nm ve diger dalga boyu olarak 264,0 nm secilmistir.
Geligmis amplitut modulasyon yonteminde bditiin absorbanslar normalize spektruma
boliinerek elde edilen bolim spektrumu iizerinden yapilmistir. Normalize AML

spektrumu 10,0 pg/mL  konsantrayondaki AML  spektrumunun  kendi
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konsantrasyonuna boliinmesi ile elde edilmistir. Yontemde 328,0 nm ve 290,5 nm

dalga boylart ile kalibrasyon egrileri olusturulmustur.

Yontemlerin dogrulugu igin preparata standart ekleme yapilmis, karisimlara ve
prepata yontemler uygulanmistir. Gelismis absorbans ¢ikarma yontemi i¢in yiizde geri
kazanim ve BSS degerleri sirasi ile AML igin % 100,7; % 1,53; TEL icin % 99,8; %
0,49; gelismis amplitud modulasyon yonteminde AML i¢in % 99,7; % 1,15; TEL igin
% 98,9; 0,78 olarak hesaplanmustir.

Farmasotik preparat sonuclar: Cizelge 3.26 ve 3.29°da verilmistir.

4.5. Amlodipin, Perindopril ve indapamid Analizi YPSK Calismalar

AML, PER ve IND olarak ii¢ etken maddeyi iceren preparatta ve AML, PER

iceren preparatta ayni anda tayini i¢in hizli ve ekonomik bir yontem gelistirilmistir.

Ayrimin en 1iyi sekilde yapilabilmesi i¢in deney kosullarindaki parametreler ile
cesitli denemeler yapilmistir. Hareketli faz se¢ciminde ACN, tampon ve metanol
oranlar1 degistirilerek denemeler yapilmistir. Sonuclar ¢izelge 3.25°te verilmistir. En
iyi ayrimin ACN:pH 3 fosfat tampon:metanol 65:30:5 (h/h/h) oranlarinda oldugu
belirlenmistir. Sicaklik 30 °C ve 35°C ve 40 °C’de calisilmis ve 40 °C segilmistir.
Kolon basincina bakilarak farkli akis hizlar1 denenmis ve en uygun akis hizinin 1,5

mL/dk olduguna karar verilmistir.

Analizde sabit faz olarak kullanilan Waters Spherisorb® ODS-2 Cis (150 x 4,6

mm, 5 um) kolonda en iyi ayrim gerceklestirilmistir.

Yontemin tekrar edilebilirligi i¢in giin i¢i ve giinler arasi tekrar edilebilirlik

deneyleri yapilmstir.
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Farmasotik preparata standart ekleme yapilarak yiizde geri kazanim degerleri

hesaplanmistir ve yontemin dogrulugu gosterilmistir.

Etken madde laboratuvarda hazirlanan saf karisimlarinin kromatogramlari ile

preparat kromatogramlari karsilagtirilarak yontemin segici oldugu gosterilmistir.

Belirlenen kosullarda yontem Triplixam® ve Coveram® farmasotik
preparatlarina basari ile uygulanmustir. Bagil standart sapma degerleri Triplixam® igin
sirast ile IND, AML ve PER icin % 0,28; % 1,17 ve % 1,3 olarak bulunmustur.
Coveram® icin AML 0,44 ve PER 0,9 olarak bulunmustur.
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6¢T

Cizelge 4.1. Literatiirde yapilan baz1 ¢alismalar

Tanima limiti (ug/mL) Tayin limiti (ug/mL) CALISMA ARALIGI (ug/mL) ETKEN KAYNAK
MADDELER
YPSK YPSK YPSK EL-BAGARY
ve arkadaslari
0,77 2,34 5,0-80,0 PER (2017)
0,44 1,32 2,5-80,0 AML
0,11 0,34 0,5-20,0 IND
Spektrofluorimetrik Spektrofluorimetrik Spektrofluorimetrik Mohamed ve
Sulu sistem Tween-80 sistem Sulu sistem Tween-80 sistem Sulu sistem Tween-80 sistem Lamie (2016b)
0,10 0,30 0,03 0,10 0,5-5,0 0,1-4,0 AML
YPSK ITK YPSK ITK YPSK ITK Zaazaa ve
kadasl
0,92 0,14 pg/bant 2,78 0,41 pg/bant 10,0-100,0 4,0-28,0 PER ar (;oi%)an
0,58 0,09 pg/bant 1,77 0,26 pg/bant 5,0-45,0 2,0-8,0 pg/bant AML
Spektrofotometrik Spektrofotometrik Spektrofotometrik Caglar ve Onal
bromokresol bromofenol bromokresol bromofenol bromokresol bromofenol (2010)
yesili mavisi yesili mavisi yesili mavisi
0,05 0,8 0,17 2,5 1,0-40,0 10,0-120,0 OoLM
Spektrofluorimetrik Spektrofluorimetrik Spektrofluorimetrik Darwish ve
Birinci tlirev Oran ¢ikarma Birinci tlirev Oran ¢ikarma Birinci tiirev Oran ¢ikarma arlz;(c)lizl)arl
0,008 - 0,02 - 0,08-1,0 - OoLM
- 0,04 - 0,13 - 0,25-2,0 AML




5. SONUC ve ONERILER

AML ile ATO, AML ile KND, AML ile TEL ve AML ile OLM etken
maddelerini iceren farmasotik preparatlarda spektroskopik yontemlerle miktar tayini

yapilmistir.

AML ile ATO i¢in absorbans ¢ikarma, sabit ¢ikarma spektroskopik yontemleri
uygulanmistir. Caduet® (10,0 mg/10,0 mg) tablete absorbans ¢ikarma yOntemi
uygulandiginda ATO igin geri kazanim sonuglar1 100,4; BSS 0,94; AML igin geri
kazanim sonuclar1 100,4; BSS 0,66 olarak bulunmustur. Sabit ¢ikarma yonteminde
geri kazanim sonuglart AML i¢in 99,6; ATO i¢in 98,2; BSS AML i¢in 0,69; ATO igin

1,20 olarak bulunmustur.

AML ile KND i¢in oran farki ve sabit ¢ikarma yontemleri uygulanmistir.
Tansifa® tablete oran farki ydntemi uygulandiginda geri kazamim AML igin 100,7;
KND i¢in 101,3; BSS AML i¢in 0,59; KND igin 1,42 olarak hesaplanmistir. Sabit
¢ikarma yonteminde geri kazanim AML ve KND ig¢in sirast ile 100,7; 99,7 ve BSS
0,79; 0,48 olarak bulunmustur.

AML ile OLM etken maddelerinin tayini i¢in indiiklenmis ¢ift dalga boyu,
absorpsiyon diizeltme, oran ¢ikarma ve sabit merkez yontemleri uygulanmistir.
Excaliba® tablete yontem uygulanmustir. indiiklenmis ¢ift dalga boyu yénteminde geri
kazanim AML ve OLM i¢in siras1 ile 97,4; 97,7; BSS 2,18; 1,36; absorpsiyon diizeltme
yonteminde geri kazanim 99,5; 98,2; BSS 1,03; 1,43; oran ¢ikarma yonteminde geri
kazanim 100,4; 98,6; BSS 2,18; 1,03; sabit merkez yonteminde geri kazanim AML
i¢in 99.,4; 99,1; BSS 1,78; 0,39 olarak hesaplanmustir.

AML ve TEL miktar tayini i¢in gelismis absorbans ¢ikarma ve gelismis amplitut
modulasyon yontemleri Twynsta® preparatina uygulanmustir. Gelismis absorbans
¢ikarma yonteminde geri kazanim AML i¢in 101,0; TEL i¢in 101,3; BSS AML i¢in
0,71; TEL i¢in 1,08 olarak bulunmustur. Gelismis amplitut modulasyon yonteminde
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AML ve TEL ig¢in yiizde geri kazanim ve BSS siras1 ile 100,2; 101,7 ve 1,12; 1,22

olarak hesaplanmustir.

Yiiksek performansli sivi kromatografi yontemi AML, PER ve IND igeren
Triplixam® preparatina uygulanmistir. Geri kazanim sonuglart AML i¢in 100,0; IND
icin 100,5 ve PER i¢in 97,9; standart sapma 1,17; 0,28 ve 1,2 olarak, BSS 1,17; 0,28

ve 1,3 olarak hesaplanmistir.

YPSK yéntemi AML ve PER igeren Coveram® preparatina uygulanmistir. AML
ve PER icin geri kazanim sonuglar1 101,4; 98,9; standart sapma AML i¢cin 0,44 ve PER
i¢in 0,9; BSS AML igin 0,44 ve PER i¢in 0,9 olarak bulunmustur.

Tez c¢aligmalarimiz kapsami sonucunda uygulanan yoOntemler farmasotik
preparatlara basit, ekonomik, 6n isleme gerek kalmaksizin uygulanmis ve miktar tayini
yapilmistir. Tiim aragtirma laboratuvarlarinda pratik olarak uygulanabilecek yontemler

gelistirilmistir.
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OZET

Amlodipin iceren Farmasotik Preparatlarda Etken Maddelerin Yeni Spektrofotometrik
Yontemlerle Analizi

Hipertansiyon bir¢ok nedene bagli olarak ortaya ¢ikan kan basinci yiiksekligidir.
Hipertansiyon tedavisinde kullanilan ilaglar 6nceki yillarda farmasotik preparatlarin igerisinde
tek etken madde varken artik gilinlimiizde iki etken maddeli veya ii¢ etken madde igeren
kombine preparatlarin sayisinda artis goriilmektedir.

Tez kapsaminda antihipertansif ilag olan amlodipin iceren farmasétik preparatlarda
etken maddelerin aym1 anda miktar tayinleri i¢in yeni spektrofotometrik yontemler
uygulanmigtir. Absorbans ¢ikarma, oran farki, indiiklenmis ¢ift dalga boyu yoOntemi,
absorpsiyon diizeltme, oran ¢ikarma, sabit merkez ve sabit ¢ikarma yontemleri ile ¢aligilmugtir.
Amlodipin ile atorvastatin, olmesartan ve kandesartan igeren ikili karigimlar spektroskopik
yontemler ile, perindopril ve indapamidi birlikte igeren karigimlar yiiksek basingli sivi
kromatografi yontemi ile analiz edilmistir.

Amlodipin igeren farmasotik preparatlardan etken maddelerin spektroskopik yontemler
ile ayn1 anda miktar tayinleri hizli, basit, ekonomik ve higbir ayirma islemine gerek
duyulmaksizin gerceklestirilmistir. ikili ve {i¢lii farmasétik prepatlarda yiiksek basingli sivi
kromatografi yontemi 6n islemlere gerek kalmaksizin kisa analiz siiresi ile ¢evreye duyarli
olarak gelistirilmistir.

Yontemlerin dogrulugu i¢in yiizde geri kazanim ¢alismalar1 yapilmis ve farmasotik
preparatlara basar ile uygulanmastir.

Anahtar SoézclUkler: Amlodipin, Atorvastatin, Kandesartan, Olmesartan, Spektrofotometrik
yoéntemler
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SUMMARY

Analyses Active Ingredient in Pharmaceutical Preparations Containing Amlodipine by
Novel Spectrophotometric Methods

Hypertension is high blood pressure resulting from many causes. The drugs used in the
treatment of hypertension were the only active ingredient in the pharmaceutical preparations
in the previous years, but now there is an increase in the number of combined preparations
with two active ingredients or three active ingredients.

In the scope of the thesis, novel spectrophotometric methods were applied for the
simultaneous quantitation of active substances in pharmaceutical preparations containing
amlodipine as an antihypertensive drug. Absorbance subtraction, ratio difference, induced dual
wavelength, absorption correction, ratio subtraction, constant center and constant extraction
methods were studied. Binary mixtures containing amlodipine and atorvastatin, olmesartan
and candesartan were analyzed by spectroscopic methods, and mixtures containing perindopril
and indapamide together were analyzed by high pressure liquid chromatography method.

Simultaneous quantitation of active substances from pharmaceutical preparations
containing amlodipine by spectroscopic methods was performed quickly, simply,
economically and without the need for any separation process. High pressure liquid
chromatography method in double and triple pharmaceutical preparations has been developed
environmentally friendly with short analysis time without the need for pretreatment.
Percentage recovery studies have been carried out for the accuracy of the methods and have
been successfully applied to pharmaceutical preparations.

Keywords: Amlodipine, Atorvastatin, Candesartan, Olmesartan, Spectrophotometric
methods.
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