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ONSOz

Bu tez calismasinda, bisoprolol fumarat ve hidroklorotiazit iceren
farmasotik preparatta etken maddelerin miktar tayini icin oran spektrofotometri
birinci tlrev yontemi ve vyuksek performansh sivi kromatografi yontemi
Onerilmesi ve farmasotik preparatlara uygulanmasi amaclanmistir. Elde edilen

sonuclar tez kapsaminda sunulmustur.

Bu calismanin hazirlanmasinda, engin tecrubelerini,degerli goruslerini,
vakin ilgisini ve sonsuz destedini benden esirgemeyen sevqili hocam

Prof.Dr.Nevin ERK’e sukranlarimi ve saygilarimi sunarim.

Yiksek lisans egitimim boyunca bana destek olan Ankara Univesitesi
Eczacilik Fakultesi Analitik Kimya Anabilim Dali 6dretim Uyelerine ve aileme
tesekklr ederim.
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1. GIRIS

1.1.Giris ve Amac

Hipertansiyon, diastolik kan basincinin surekli olarak 90 mm Hg’ dan yuksek
olmasi ve buna yuksek sistolik kan basincinin (>140 mm Hq) eslik etmesi
seklinde kendini goOsteren kalp damar hastaliqi olarak tanimlanmaktadir.
Hipertansiyon zamanla arterlerde irreversibl zedelenme vyaparak ciddi
kardiyovaskuler  komplikasyonlara yol acar (Kayaalp, 2009, ve

www.ahmetalpman.com/defilacoku.asp?id=1543 - 84k)

Hipertansiyon baslica esansiyel (veya primer) ve sekonder olarak ikiye
ayrilir. Esansiyel hipertansiyon nedeni belli olmayan ve hastalarin % 90-95 ‘ini
olusturmaktadir. Hastalarin % 10- 5 arasinda ise nedeni belli olan sekonder
hipertansiyon goértulmektedir. Hipertansiyona yol acan hastaliklarin énemili
kismi bobrek kaynaklidir. Hormonal hastaliklar ise énemli diger bir grubu
olusturmaktadir. Bu hastaliklarin énemli bir kisminin tedavi edilebilir nitelikte
olmasi, hastaliklarin tedavisi ile de hipertansiyonun kalici tedavisinin mimkun
olmasi her hastanin sekonder hipertansiyon acisindan dederlendiriimesini

zorunlu kilmaktadir (Kayaalp, 2009).

Sekonder hipertansiyonun baslica nedenleri :
1.Bobrek hastaliklar

2.Bobrek atar damarinda daralma
3.Hormonal nedenler

4.Sinirsel nedenler

5. Diger nedenler seklinde ozetlenir.



Hipertansiyon hastalarin énemli bir kisminda sinsi bir seyir izler yani hicbir
belirti yoktur. Bu hastalarda hipertansiyon tanisi sadece kan basinci élcimu ile
mumkindir. Bu nedenle hipertansif olmasa bile tim hastalar yilda en az 1-2
kez kan basincini odlcturmelidir. Ayrica hipertansiyon ‘sessiz katil’ olarak da

isimlendirilebilir.

Hipertansivonun baslica belirtileri bas agrisi, carpinti, nefes darligi, halsizlik,
yorgunluk, burun kanamasi, kulaklarda cinlama, yurime ve merdiven ¢cikmada
zorlanma, bazen cok sik idrara ¢cikma, gece uykudan uyanip idrar yapma ve
bacaklarda sisliktir. Kan basincinin cok yukseldidi durumlarda cift gérme, dilde
pelteklesme, yluzde veya vicutta karincalanma olabilir. Bu belirtilerin hicbirisi

hipertansiyona 6zgu dedildir, baska hastaliklarda da izlenebilir.

Hipertansiyon vicuda zarar vermisse bu zarara iliskin belirtiler ortaya cikabilir.
Ornegin g6zl etkilemisse gérme kaybi, kalp damarlarini etkilemisse gogus
agrisi izlenebilir. Kalp yetmezligi gelismisse hasta sirt Ustu yatamaz, 2-3 yastik
kullanmak zorunda kalabilir. Bu belirtilerin ortaya cikmasi icin genellikle uzun
bir sire gecmesi ve hastanin yeterli tedavi olmamasi gereklidir. Gerekli tedavi

yapilmazsa, bu belirtilerin ortaya cikmasi daha hizl olabilir.

Hipertansiyon tedavisinde temel amac kalici hasar ve 6lum riskini azaltmak ve
hastanin kendini daha iyi hissetmesini saglamaktir. Oncelikle yapilmasi
gereken mevcut olan diger kardiyovaskuler risk faktorlerini duzeltmektir.
Hastada yuksek tansiyona badli organ yetmezlidi varsa tedavi edilmelidir.
Hipertansiyonun nedeni bilinen bir hastalik ise o hastalik tedavi edilmelidir.
Hipertansiyonun nedeni saptanamaz ise yani hastada primer hipertansiyon
varsa hastalarin yasam duzeni dedistiriimeli ve ila¢ kullaniimalidir. Yasam
duzeninin dedistiriimesi (ilac disi tedaviler, ilacsiz tedavi) kesinlikle ihmal
edilmemelidir. Yasam duzeninin dedistiriimesine uyulmazsa ilac kullanilsa bile

tedavi basarisiz olur.



Hipertansiyon tedavisinde basarisizlik cok sik karsilasilan bir durumdur.
Tedavide basarisizlik oraninin yliksek olmasinin nedeni hipertansiyonun hicbir
belirtisinin olmamasi (sessiz katil) ve hastaligin hastalar tarafindan ciddiye
alinmamasidir. Hipertansiyon tedavisinin basariya ulasmasinda hastanin

sorumlulugu hekimden daha fazladir (Kayaalp, 2009).

Hipertansiyon ilaclarinin kan basincini dusurucu etkileri ve gucleri birbirine
benzer. ilaclarin etki mekanizmasi, yan etkisi, doz miktari, ginlik doz sayisi
gibi ozellikleri ise birbirinden farkhdir. Hipertansiyon tedavisinde kullanilan
antihipertansif etkili ilaclar baslica su siniflarda toplanir (Kayaalp, 2009, ve

http://www.msxlabs.org/forum).

1-  Diuretikler

2-  Adrenerjik reseptor blokerleri

3-  Adrenerijik noron blokerleri

4-  Santral etkili sempatolitik ilaclar ve diger sempatolitikler

5-  Kalsiyum kanal blokerleri

6-  Anjiotensin donusturicu enzim inhibitorleri ve reseptor blokerleri
7-  Direkt etkili vazodilatatorler ve potasyum kanali acici ilaclar

8-  Sadece hipertansif kriz tedavinde kullanilan ilaclar

Bu grup ilaclari kullanmakta asil hedef antihipertansif tedavi ile kan basinci
dusuruldukce, kardiyovaskuler risk dogru orantili olarak azalmaktadir. Kan basinci
kesinlikle 140/90 mm Hg’'nin altina dusurulmeli ve bu dizeyde tutulmalidir. Kan
basinci 140/85 mm Hg’va indirilebilir ancak daha fazla dusurdimesinin yarari
belirsizdir. Kan basinci 180/110 mm Hg olan bir hastanin kan basincinin 160/90
mm Hg'va indirilmesi kalici hasar ve olum riskini azaltir ancak yeterli dedgildir.

Pratikte yetersiz kan basinci tedavisi cok karsilasilan bir sorundur. Ne yazik ki



yetersiz kan basinci kontroll gerek hekim gerek hasta tarafindan cogu kez sorun

kabul edilmemektedir.

ilac rehberleri incelendiginde antihipertansif etkili ilaclar listesinde oldukca fazla
sayida ilacin varhdi dikkat cekmektedir. Antihipertansif etkili ilaclarin bir
kisminin formulinde tek etken madde varken bircogunun formull ise iki veya
daha fazla etken maddeden olusmaktadir. Onemli bir kismi ise hidroklorotiazit

adli etken madde ile kombine olarak kullaniimaktadir.

Yiksek lisans tez kapsaminda beta blokor etkili bisoprolol fumarat ve ditiretik
etkili hidroklorotiazit adli etken madde ile olan kombine preparatlarda etken
madde miktar tayini hedeflenmistir. Bunun icin tlrev spektrofotometri, spektrum
oranlari turev spektrofotometri ve son yillarda en cok kullanilan, gavenilirligi,
tekraredilebilirligi, dogrulugu ispatlanmis yontem olan yuksek performansli sivi

kromatografik yontem gelistiriimesi amaclanmistir.



1.2. Kullanilan Etken Maddelerin Fiziksel ve Kimyasal Ozellikleri

1.2. 1. Bisoprolol Fumarat

1.2.1.1. Kimyasal Yapi1 (www.rxlist.com/cqi/qeneric/bishctz.htm - 38k, ve
Moffat ve ark., 2003)

Maddenin molekiil yapisi:

OH

OCH 1|:H¢:.H NHCH <~ CHa

2 2 He Hlﬁ _ COOH
HOOC- CH

Ha

CHAOCH.CH,O0GH :

CHs

- 2

Bisoprolol Fumarat

Kapali Formiilii: (C1gH31NO4)2-C4H404

Acik Formulii:  (+)-1-(4-((2-(1-Metiletoksi)etoksi)metil )fenoksi)-3-((1-
metiletillJamino)-2-propanol (E)-2-butenedioat (2:1) (tuz).

Elemental Analizi: %62.6 C, %8.6 H, %3.7 N, %25.0 O

Molekiil Agirhgi: 766.97

Erime Noktasi: 100°C

Gorunus: Beyaz renkli, kristal yapili tozdur.

Cozuniurliik: Su,metanol,etanol ve kloroformda co6zinur.

Polimorfizm: Gosterir.

pKa : 9.57

log Pow): 2.15



1.2.1.2. Farmakodinamik, Farmakokinetik ve Farmakoloiik
Ozellikleri (RX MediaPharma, 2010; Vademecum 2009)

Bisoprolol fumarat bir beta blokerdir. Beta blokerler kalp,akciger ve diger
organlardaki beta reseptorleri bloke ederler. Beta reseptorlerin bloke edilmesiyle
noradrenalin ve adrenalin salgilanmasi inhibe edilmis olur. Bisoprolol cogunlukla
kalpteki beta reseptorleri inhibe eder. Boylece kalp daha az enerji harcar ve
daha az oksijene ihtiyva¢c duymaktadir. Kalbin is yuki cok fazla arttigi takdirde
kalbe vyeteri kadar oksiien ulasamamakta (6rnedin egzersiz sirasinda) bu da
beraberinde anjin adrisina sebep olmaktadir. Bisoprolol, kalp vurusunu
yavaslatir ve kalbin daha az enerjiye gereksinim duymasini sadlar bdylece
kalbin oksijen ihtiyacini azaltarak bu anjin agrisina engel olmaktadir. Bu durum
beta blokerlerin kan basincini azaltmaya yardimci oldugunu gdsteren yollardan
birisidir, tim mekanizma hala tam olarak bilinmemektedir ( www.tiscali.co.uk/
lifestyle/healthfitness/health advice/netdoctor/archive/100003948.html - 44k ).

Yuksek kan basinci (Hipertansiyon):Beta blokerler hipertansiyon tedavisinde tek
basina kullanilabilirse de cogunlukla baska bir ilacla kombine olarak kullanilir.

Angina (kalbe badli g6dus adrisi) : Angina, kalbe oksiien teminindeki yetersizlik
nedeniyle olusan baski, rahatsizlik hissidir. Beta blokerler, 6zellikle kronik stabil
angina tedavisinde birinci basamak tedavide dusunulir. Kalp kasilma gucunu
azaltarak ve kalp atim sayisini yavaslatarak kalbin oksijene olan ihtiyacini
azaltirlar. Bu hastalarda yapilan arastirmalar gostermistir ki, beta blokerler,
egzersiz kapasitesinin duzelmesi, angina ataklarinin sikliginin azalmasina ek
olarak kalp krizi tekrari ve Olim riskini azaltabilirler

(www.ahmetalpman.com/defilacoku.asp?id=1543 - 84k).



1.2.1.3. Kullanilisi

Esansiyel hipertansiyonun tedavisinde kullantlir.

1.2.1.4. Yan etkileri

Ozellikle tedavinin baslangicinda yorgunluk, bas dénmesi, hafif bas
agrisi, terleme, uyku bozukluklari, canli riyalar ve depresif ruh hali gérilebilir.
Bu semptomlar genellikle hafif siddettedir ve codunlukla tedavi baslangicindan
sonraki ilk 1-2 hafta icinde kaybolur. Nadir vakalarda gastrointestinal bozukluklar
(diare, konstipasyon, bulanti, karin agrisi) ve cilt reaksiyonlari (6rn: eritem,
pruritis) olabilir. Tedavi edilmemis miyokard yetmezlidi (dekompanse kalp
yetmezIigi), yeni geciriimis miyokard enfaktisu, sok, atrioventrikuler ileti
bozukluklari (Il. ve Ill. derece AV blok), hasta sinis sendromu, sinoatrial dugum
ve atrium arasinda ileti bozuklugu (sinoatrial blok), tedavive baslama dncesi cok
yavas nabiz (dakikada 50 vurudan daha az bradikardi), cok disuk kan basinci
(hipotansiyon), bronsial astim ve ilerlemis donemlerdeki periferal dolasim
bozukluklari vakalarinda kullanilmamalidir. Adrenal timor (feokromositoma)
vakalarinda, ancak a-blokajindan sonra verilebilir. Nadir vakalarda hava yollari
direncinde artma olabilir (bronkospastik reaksiyonlara egilim gdsteren hastalarda
solunumda zorlanma, 6rnedin bronsiyal astim). Diabetes mellitus’u olan yasl
hastalarda glukoz toleransi bozulabilir. Dusuk kan glukoz seviyesinin belirtileri
(6rn: artmis kalp hizi) maskelenebilir. Yeterli klinik tecribe olmadigindan,
gebelik sirasinda, emzirme sirasinda ve cocuklar tarafindan kullanilmamalidir.
Hayvan deneylerinde fertiliteye veya yavrulara bir zarar vermedigi gosterilmistir

(www.ilacabak.com/ilacqoster.php?1d=4248 - 17k).



1.2. 2. Hidroklorotiazit
1.2.2.1.Kimyasal Yapi
(http://www.medicineonline.com/drugs/;RXMediaPharma,2008,

http://tr.wikipedia.org, Moffat ve ark., 2003)

Maddenin molekiil yapisi

H
™
Hidroklorotiazit

Kapali Formiili: C7HsCIN3O4S;
Acik Formiilii: 6-kloro-3,4-dihidro-2H-1,2,4-benzotiyazidin-7-silfonamid

1,1-dioksit
Elemental Analizi: %28.2 C, %2.7 H, %119 Cl, %14.1 N, %21.5 O,
%215 S

Molekiil Agirhai: 297.74

Erime Noktasi: 273.0 - 275.0°C

Gorunus: Beyaz-beyaza cok yakin renkte kristal yapida cok az kokulu

tozdur.

Coziinurliik: Suda glc , etanol ve metanolde ve asetonda kolayca
cozundr.

Polimorfizm: Gdosterir.

pPKa: 7.0 ve 9.2

loaP ojw) : -0.1



1.2.2.2. Farmakodinamik, Farmakokinetik ve Farmakolojik
Ozellikleri (RXMediaPharma,2010; Vademecum 2009,
Kayaalp ,2009)

Hidroklorotiazit, antihipertansif etkiye sahip olan ilaclar grubundan tiazid vyapil
bir diuretiktir. Diuretik etkili hidroklorotiazit'in antihipertansif etki yapmalarinda
ilac kullanimi sonucu hemen gelisen hacim deplesyonu ve vazodilatasyon etki
etmektedir. Hidroklorotiazit ‘in yaptigi su ve tuz kaybi  hipovolemi ve
ekstraselluler sivi hacmi azalmasina neden olur. Ayrica tiazit grubu ilaclardan
olan hidroklorotiazit iceren preparatlar diabetes insipidus ve hiperkalsurive
karsida kullaniimaktadir. Hidroklorotiazitin ditretik etkisi sonucu plazma renin
aktivitesi ve aldosteron sekresyonu artar ve serum potasyum duzeyi duser.
Hidroklorotiazit anijiotensin Il blokerleriyle  kombine olarak kullanildiginda
hidroklorotiazitin neden oldugu yan etki olarak gelisen potasyum kaybi etkisi de

azalir.

Hidroklorotiazit oral yoldan alindiginda diuretik etkisi 2 saat icinde baslar, 4
saat icinde en vyuUksek duzeye ulasir ve vyaklasik 6-12 saat sUrer.
Hidroklorotiazit, metabolize olmadan idrarla atilir. Yarilanma suresi ortalama 6-
15 saattir. Plasentadan gecerse de, kan-beyin bariyerine gecemez. iki ilacin
birlikte kullanimi, birbirlerinin biyoyararlanim  oranini etkilemez.
Dolayisiyla bilesiklerin farmakokinetik 6zelliklerinde, kombine kullanimdan

dolayi bir degisiklik meydana getirmemektedir.
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1.2.2.3.Kullanilisi

Hidroklorotiazit didretik etkilidir. Anjiotensin Il blokerleriyle kombine kullanilarak
hipertansif etkiyi arttirmaktadir. Ayrica Diabetes insipidus, 6dem, hiperkalsiuri,

premenstrial sendromda kullaniimaktadir.

1.2.2.4.Yan Etkileri

Hidroklorotiazit’in baslica yan etkileri, agranulositoz, anoreksi, aplastik anemi,
azotemi,bulanik gérme, konstipasyon (kabizlik) ,diyare, bas donmesi, eksfoliyatif
dermatit, hemoliz, hipokalemi, bulanti/kusma, polilri, toksik epidermal nekroliz

vb. genelde hafif ve gecicidir olan etkilerdir.



11

1.3. Bisoprolol Fumarat icin Uygulanmis Analiz Yéntemleri

1.3.1.Yiksek Performansli Sivi Kromatografi

Joshi ve ark. (2010), bisoprolol fumarat ve hidrokorotiazidin ayni anda insan
plazmasinda miktar tayini icin yliksek performansli sivi kromatografik yontem
tanimlamistir. Hareketli faz olarak, 0.1 M potasyum dihidrojen fosfat tamponu :
asetonitril (70:30, h/h) akis hizi 1.0 mL/ dak. olarak tespit etmislerdir. Kolon
olarak Intersil ODS 3V (4.6 mm x 250 mm ,5 u ) ve dalga boyu olarak 228.0 nm
kullanmistir. Ayirrm 10 dakika icerisinde tamamlanmistir. Calisma aralidi
bisoprolol fumarat icin 50.0-150.0 ug/mL ve hidroklorotiazit icin 125.0-375.0

ua/mL olarak bulmustur.

Peste ve ark. (2010), tarafindan insan plazmasinda bulunan bisoprolol
fumarat'in miktar tayini icin yUksek performansli sivi kromatografik yontem
gelistirmistir. Yontemde i¢c standart olarak metoprolol kullanmistir.  Analitik

verileri ise kutle dedektorleri kullanarak incelemistir.

Tutuniji ve ark. (2009), bisoprolol fumarat ve hidroklorotiazidin ayni anda insan
kaninda analizi icin yuksek performansli sivi kromatografik yontem onermistir.
Onerdikleri bu ydntemde i¢c standart olarak moksifloksasin kullanmislardir.
Hareketli faz olarak amonyum asetat soliusyonu (1mM):formik asit
(%0.2):metanol : asetonitril (65:17.5:17.5, h/h/h (%) ), akis hizi 0.65 mL/ dak.
olarak belirlenmistir. Sabit faz olarak Purosphere (R) STAR C-8 (125-4 mm,5u)
kullanmislardir. Yontem ile 5.0 mg bisoprolol fumarat ve 12.5 mg hidroklorotiazit
iceren tabletlerde etken maddelerin ayni anda miktar tayinlerini

gerceklestirmislerdir.

Vora ve Kadav (2008), yuksek performansli sivi kromatografik yontem ile

bisoprolol fumarat ve amlodipin besilat ayni anda insan kaninda analizi
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yapilmistir. Hareketli faz olarak 25 mM amonyum asetat (pH 5.0) ve metanol
(65:35) , akis hizi 0.8 mL/ dak.,dalga boyu 230 nm kullanmislardir.Kolon olarak
Lima C18-2 (3 um, 50 x 4.6 mm i.d.) dan yararlanmislardir. Allkonma zamanlari

bisoprolol icin 1.45 dak. ve amlodipin icin 3.91 dak. olarak belirlenmistir.

Shaikh ve ark. (2008), Insan plazmasindaki bisoprolol fumarat ve
hidrokorotiazit'in ayni anda tayini icin yuksek performansli sivi kromatografik
yontem tanimlamislardir. Hareketli faz olarak, 0.1 M fosfat tamponu:asetonitril :
tetrahidrofuran (85:10:5, h/h/h) akis hizi 1.0 mL/ dak. olarak belirlemislerdir.
Sabit faz olarak 25°C sicaklikta 4.6 mm x 250 mm ,5 um siyano kolon, ve dalga
boyu olarak 225.0 nm kullanilmistir.  Ayinm 10 dakika icerisinde
tamamlanmistir. Calisma aralidi bisoprolol fumarat icin 50.0-150.0 ug/mL ve

hidroklorotiazit icin 125.0-375.0 ua/mL olarak bulunmustur.

Bhatt ve ark. (2007), tarafindan insan plazmasindaki bisoprolol miktarinin tayini
icin yuksek performansli sivi kromatografik yontem gelistirmis ve valide
etmislerdir. ic standart olarak metoprolol kullanilarak sivi faz ekstraksiyon teknidi
ile insan plazmasindan etken madde ekstre edilmistir. Betabasic Cg kolonu,
kUtle spektroskopisi ile takip edilen analitin kromotografik ayirimini saglamistir.
Kutle degdisim iyon cifti, bisoprolol icin m/z 326.2-->116.1 ve metoprolol icin m/z
268.2-->191.0 olarak izlenmistir. Bu yontem; basit, coklu, hizli bir sivi faz
ekstraksiyonu, basit izokratik kromotografik kosulu ve alt nanogram
seviyelerinde ayirima imkan sadlayan kutle spektrometrik ayirimi icermektedir.
Onerilen bu yéntem korelasyon faktérii > ya da =0.9991 ile 0.5-70.0 ng/mL
dogrusal aralidi icin valide edilmistir. Bisoprolol ve metoprolol icin hesaplanan
% geri kazanim sirasiyla %93.89 ve % 77.65 ‘tir. Toplam MS gecis suresi
sadece 0.90 dakikadir. Gelistirilen yontem, 18 saglikh erkek gondllide 10 mg
bisoprolol iceren bir tabletin oral yolla veriimesini takip ederek bisoprolol'in

farmakokinetik parametrelerinin belirlenmesi icin uygulanmistir.
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Ding ve ark. (2007), insan plazmasinda bisoprolol tayini icin duyarli bir sivi
kromotografi-elektrosprey iyonizasyonu-kutle spektrofotometri metodu
tanimlamislardir. Yontemde i¢c standart olarak metoprolol kullaniimis ve
yontemi valide edilmistir. NaOH ile alkalizasyondan sonra drnekler etilasetat ile
ekstre edilmis ve yuksek performansli sivi kromatografik yontemde sabit faz
olarak ZORBAX SB-Cg kolonu ve hareketli faz olarak %0.1 formik asit :
metanol (32:68, h/h) iceren 10 mM amonyum asetat tamponu kullaniimis akis
hizi ise 1 mL/dk olarak verilmistir. Kromotografik ayirma 5 dak. dan kisa
sturede vyapilmistir. 0.05-120.0 ng/mL konsantrasyon araliqinin (zerinde
dogrusallik kurulmustur. Glnici ve gunlerarasi parametrelerin standart sapmasi
sirasiyla %3.8 ve %7.5’den azdir. Bu metot, saglikh cinli géndllilerde bisoprolol
fumarat tabletlerinin biyoyararllik calismasinda basariyla uygulanmistir.

Referans ve test tabletlerinin farmakokinetik parametreleri karsilastirmistir.

Liu ve ark. (2007), tarafindan insan plazmasinda bisoprolol’in belirlenmesi icin,
sivi kromotografisi ve bununla birlikte kitle spektrometri temeline dayanan bir
analitik yontem gelistirilmistir. Yontemde i¢ standart difenhid-ramin kullaniimistir.
Hareketli faz olarak metanol :10 mm amonyum asetat: formik asit (70:30:0.1
h/h/h) kullanilarak ters faz ylksek performansl sivi kromotografisi ile ayriima
saglanmislardir. Yakalama, bir LC-MS/MS sistemi Uzerinden coklu reaksiyon
izleme tarafindan yudrutilmids ve 2.5 dakikada tamamlanmistir. Calisma, 0.5
na/mL kantitatif limit ile 0.5-100.0 ng/mL arahdinda lineerdir. Gunici ve
gunlerarasi dogrusallik seviyeleri sirasiyla %5.54 ve %9.95 icerisindeyken
kesinlik %89.4 ve %113.0 aralidi icindedir. Bu yontem, 5 mqg bisoprolol iceren
tek oral doz ile saglikh géndllllerin tedavisi icin yapilan farmakokinetik bir

calismada kullaniimistir.

Hefnawy ve ark. (2007), duyarli bir enantiyoselektif , yiksek performansli sivi
kromotografi yontemi, insan plazmasinda S-(-) ve R -(+)- bisoprolol fumarat

belirlenmesi icin gelistiriimis ve valide edilmistir. Baseline resolisyonu, kriobiotik
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T olarak bilinen teikoplanin makrosiklik antibiyotik kiral stasyoner fazi (CPS) ile
metanol: glasiyal asetik asit: trietilamin (100.0:0.02 :0.025 h/h/h ) iceren polar bir
ivonik hareketli faz kullanilarak 1.5 mL/dk akis hizinda ve floresans dedektor
absorpsiyon dalga boyu icin 275.0 nm ve emisyon dalga boyu icin 305.0 nm‘ye
ayarlanarak basariimistir. S-(-)- atenolol ile yapilan tim analizler ic standart gibi
ortam sicakliginda yuratiimustar. Bu calismada yuksek performansh sivi
kromotografik analizden once insan plazma ornekleri icin sivi faz ekstraksiyon
prosedurunun kullanimini icermektedir. C4g kolonu (kartusu) herhangi bir engel
olmaksizin her iki enantiyomer icin iyi duzeltilmis oranlar vermistir. Bu yontem,
her bir enantiyomer konsantrasyonu icin 20.0-200.0 ng/mL araliqinin Uzerinde
valide edilmistir. S-(-)- ve R-(+)- bisoprolol enantiyomerleri icin dizeltiimis
oranlar %95.0-102.0 araligindadir. Bu yontemde bagil standart sapma dederleri
%1.0 -%6.2 aralhi@indadir . insan plazmasindaki herbir enansiyomer icin

yakalama siniri ve alt tayin siniri sirasiyla 20.0 ve 5.0 ng/mL ‘dir.

Caudron ve ark. (2004), tarafindan insan plazmasinda kardiyovaskuler ilaclarin
(seliprolol, bisoprolol ve irbesartan) miktar tayini icin basit, hizli bir ylksek
performansl sivi kromatografik yéntem énerilmistir. Onerilen yéntemin ayirt edici
iki ana 6zelliginden ilki, zayif bir sekilde temel B blokerler tirevlerinin ve zayif
asidik 6zellikteki irbesartanin es zamanli sivi faz ekstraksiyonudur; ikinci olarak
da gelismis bir secicilik saglamak icin diyot dizen deteksiyonunu kullanarak bir
absorbans go6zlemlenmistir. Ayirim, Cqg Kromasil 4.6 mm x 150 mm kolonu
uzerinden dogrusal bir gradivent kullanarak uygulanmistir, bu etken maddelerin
tam bir ayirnmi 20 dakikadan daha kisa bir surede basariimistir. Tam analitik
validasyon, endustri icin biyoanalitik yontem validasyonu icin uygulanmistir.
Cevabin dogdrusalligi her bir ilac icin belirtilen plazma seviyelerinin araliginin
tamamlanmasi icin gosterilmistir, drnegdin seliprolol, bisoprolol ve irbesartan icin
sirasiyla 10.0-500.0, 5.0-250.0 ve 20.0-1000.0 ng/L olarak bulunmustur. Gunici
ve gunlerarasi bagil standart sapmalari batun bilesikler icin %11.0 ‘den azdir ve
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bu yontem uygun bir dogruluk meydana getirmistir. (Bagil hata yuzdesi her bir

ilac icin %6.0’dan azdir.)

Eastwood ve ark. (1990), tarafindan insan serumunda bisoprolol’'in miktar tayini
icin basit yiiksek performansli sivi kromotografi tanimlanmistir. Ornek (200 uL),
2 M Tris ¢ozeltisi (50 L), ic standart (benzimidazol, 2.0 mg/L, 50 uL) ve metil t-
butil eter (200 uL) ile 30 sn vortekste karistirilmistir. Santrifijden sonra (9950 x
g,2dak.) bir miktar sonuc cozeltisi, bir mikropartikul (5u) silika kolonda hareketli
faz olarak metanol icinde 1mM kamforsulfonik asit kullanilarak analiz edilmistir.
Deteksiyon, 215 nM eksitasyon dalga boyunda floresans ile yapilir. Calisma icin
dogru dlcimun en dusuk limiti, 5.0 yg/mL’in deteksiyonun en disuk limiti ile 10.0

ua/mL (CV %=8.9, n=9) olarak verilmistir.

Bihring ve Garbe (1986), idrar ve insan plazmasinda bisoprolol, atenolol,
metoprolol ve propranolol’in belirlenmesi icin YUksek performansl sivi
kromotografik yontem tanimlamislardir. Yontemde fluorimetrik dedektor
kullaniimistir. Bisoprolol, metoprolol ve propranolol, n-butanol-diklorometan ile
diklorometan, atenolol (25:75) ile alkali pH ‘da ekstre edilmistir. Organik
cozuculerin buharlasmasindan sonra bilesikler, ellient olarak %3-7 asetonitril
iceren (pH 4) sulu fosfat tamponu kullanilarak silica gel Si-60 kolonlarinda
(normal faz) ayirim saglanmistir. Yakalama sinirlari, bisoprolol ve metoprolol
icin plazmada 2.0 ng/mL ve idrarda 10.0 ng/mL’dir. Atenolol icin yakalama

sinirlari plazmada 5.0 ng/mL ve idrarda 50.0 ng/mL bulunmustur.

Li ve ark.(2007), tarafindan basit, kesin ve secici yuksek performansli sivi
kromatografik yontemi, 10 adet antiaritmik ilacin (diltizem, amiodaron,
meksiletin, propranolol, sotalol, verapamil, bisoprolol, metoprolol, atenolol,
karvedilol) ve bir metabolitin (norverapamil) insan plazmasinda eszamanli
Olcima icin gelistirilmistir. Plazma 6rnekleri ,deproteinizasyon icin asetonitrille

muamele edilmistir. Kromotografik ayirim, bir Capcell C4s kolonu (50 mmx2.0
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mm, 5 um) ile hareketli faz olarak asetonitril ve suyun gradient karisimi (her ikisi
de % 0.02 formik asit icerecek ) kullanilarak 0.3 mL/dk akis hizinda yapilmistir.
Analit, pozitif elektrosprey iyonizasyon interfazinda protonlanmis ve coklu
reaksiyon izleme modunda ortaya cikariimistir. Kalibrasyon edrileri, batin
analitler icin plazmada terapotik konsantrasyon alttan Uste dogru genis bir aralik
uzerinde dogrusaldir. Valide edilmis bu ydntem, rutin klinik uygulamalarda

antiaritmik ilaclarin izlenmesinde basariyla kullaniimistir.

Zhang ve ark. (2003), Metoprolol ve bisoprolol'in enantiyomerlerinin direkt likit
kromotografik ayirimlarini, kiral durgun faz olarak (R)-1-naftilglisin ve 3,5-
dinitrobenzonik asit kullanilarak gelistirilmistir. Ayirimlar, n-hegzan, 1,2-
dikloroetan ve metanol iceren bir hareketli faz kullanilarak normal bir faz
sisteminde basariimistir. Kolon etkenligi, hareketli fazin kompozisyonuna gucli
olarak badldir. Metanol ve 1,2-dikloroetanin elisyon icerigi, akis hizi ve kolon
sicakligiyla birlikte optimize edilmistir. Optimal kosullarin altinda, (R)-metoprolol
ve (S)-metoprolol icin yakalama sinirlari sirasiyla 0.008 ve 0.002 mga/ml‘nin
calisma arahdi ise 0.079 -1.38 ve 0.015-5.80 mg/mL araliginda sadlanmistir.
Bisoprolol icin, (R) izomer ve (S)- izomerin yakalama sinirlari sirasiyla 0.001 ve
0.008 mg/mL’nin (R) izomer ve (S)- izomerin calisma aralid 0.079-1.38 ve
0.015-5.80 mg/mL olarak saptanmistir. Herbir enantivomerin badil standart
sapmasinin = %90.0 ‘ni asmadigi belirlenmistir. Bu yontem, farmasotik

preparatlardan enantiyomerlerin belirlenmesinde basariyla uygulanmistir.

Braza ve ark. (2002), tarafindan bu calismada, insan plazmasinda bisoprolol ve
metoprololin belirlenmesi icin iki yiksek performansh sivi kromatografik yontem
tanimlanmistir. Analitik yontemler, benzer bir Nucleosil C+g ters-faz kolon ile
ciftlesmis metoprolol icin diklorometan ile ve bisoprolol icin dietileter ile insan
plazmasinin iki farkli sivi-sivi ekstraksiyonunu icermektedir. Fluorimetrik
deteksiyon, her iki beta blokerin belirlenmesinde kullaniimistir. Alikonma

zamanlari, bisoprolol ve metoprolol icin sirasiyla 8.7 ve 3.2 dakikadir.
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Kalibrasyon edrileri icin calisma konsantrasyon araligi 6.25-200.00 ng/mL
olarak belirlemislerdir. GUn ici ve gunler arasi varyasyon katsayisi her iki ilac icin
butin araligin Uzerinde (%15 icinde) kabul edilmistir. Ortalama duzelme,
metoprolol icin %89.0 ve bisoprolol icin %98.0’ dir. Yontemler valide edildiginde,
analitik hata fonksiyonlari standart sapma olarak bisoprolol ve metoprolol icin
sirastyla (SD; ng/mL) = 2.216 + 3.608 x 10™C (C = teorik konsantrasyon degeri)
ve SD-(ng/mL) = 0.408 + 0.378 x 10" C bulunmustur. Eder bu ilaclarin ilac
miktarlarinin bireylestiriimesine ihtiyac varsa, yontem gelisimi ve onlarin
birlesmis analitik hata fonksiyonlari, farmakokinetik calismalar ve plazma

konsantrasyonlarinin belirlenmesi icin uygun oldugu bildirilmistir.

1.3.2. Voltametri

Goyal ve ark. (2008) farmasotik preparatlar ve insan idrarinda bulunan
bisoprolol fumarat'in miktar tayini icin modifiye camsi karbon elektrot kullanarak
voltametrik yontem énermislerdir. Optimum pH degerini 7.2 olarak belirlemistir.
Korelasyon katsayisini ise 0.9789 ve yakalama limitini 8.27x107 M olarak

vermislerdir. Yontemin tim validasyon parametrelerini ayri ayri incelemislerdir.

Ramadan ve Zaazaa (2007) B blokerlerden, atenolol , bisoprolol fumarat ,
timolol maleat, ve levobutanolol hidroklorir duyarl bes tane polivinil klortr
(PVC) matriks membran elekrodu gelistiriimis ve karakterize edilmistir. PVC
matriksinde , atenolol , bisoprolol fumarat , timolol maleat ve levobutanolol
hidroklorlr katyonlari ile bir elektroaktif materyal olarak amonyum raynekat ile
bir cokelme temelli teknik, sirasiyla elektrodlardan 1, 2, 3, 4’'Un yapimi icin
kullanilmistir.  Elektrot 5’'in  yapimi, levobutanolol hidroklorir katyonun
elektroaktif materyal olarak tugstofosfat anyonu ile c¢dkmesi temeline
dayanmistir. Hizli ve stabil Nernstian cevabi 1 x 10%x 107" M’'da farkli B blokerler

icin IUPAC ‘In tavsiyelerine gore degerlendirilen bu elektrodlarin pH arahg 2-8
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uzerinde bulunmustur. Bu yontem farmasotik formualasyonlarda [ blokerlerin
belirlenmesi icin basariyla uygulanmistir. Kalite guvenligi standartlarina gore
yontemin dogrulugu, bu ilaclarin kalite kontrol degerlendiriimesinde kullanildigi
icin dnerilen elektrodlarin yeterligini gostermistir. Bu yontemde verilen ilaclarin
referans yontemler ile saglanan sonuclar arasinda istatiksel bir karsilastirma

yapilmis ve 6nemli bir fark bulunmamistir.
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1.4. Hidroklorotiazit icin Uygulanmis Analiz Yéntemleri

Yapilan kaynak arastirmalarimizda gerek tek basina ve gerekse ikili karisim
halinde bulunan hidroklorotiazit'in miktar tayini icin oldukca fazla kaynak
bulunmaktadir. Yiksek lisans tez kapsaminda 2000 yilindan sonra ginimuze

kadar olan kaynaklardan bazilar secilerek incelenmistir.

1.4.1.Yiiksek Performansli Sivi Kromatografi

Gowda ve ark. (2009), tarafindan  dilretik etkili  hidroklorotiazit ve
antihipertansif etkili nebivolol ‘U birlikte iceren preparatlarda etken maddelerin
miktar tayini icin yuUksek performansli sivi kromatografik ve spektrofotometrik
yontem tanimlamislardir. Tanimladiklari bu yontemde Phenomenex-Luna RP-
18(2) 250 x 4.6 mm, 5 ym kolonu, asetonitril : % 0.03 formik asit (65:35 h/h)
fazlari ve UV dedektor kullanmislardir. Analiz suresini  yaklasik 4 dak. olarak
vermekte olup etken maddelerin alikonma surelerini ise nebivolol icin 2.13 ve
hidroklorotiazit icin ise 2.87 dakika olarak hesaplamislardir. Yontemde hareketli
fazin akis hizini 1.0 mL/dk. olarak belirlemislerdir. Tanimladiklari diger yontem
olan spektrofotometride ise absorbans degerlerini ve konsantrasyon verilerini
kemometrik olarak degerlendirmislerdir. Tanimladiklari tim yontem verilerini

birbirleriyle istatistiksel olarak karsilastirmislardir.

Vuijic ve ark. (2009), tarafindan insan idrarinda bulunan hidroklorotiazit +
silazapril ve silazapril'in aktif metaboliti olan silazaprilatin ayni anda miktar
tayini icin yiuksek basincli sivi kromatografik yontem onerilmistir. Onerilen bu
yontem parametreleri metanol : 10 mM fosfat tamponu (pH 2.3) (20:60 h/h) ve
Zorbax Eclipse XDB-C+g kolon, enalapril maleat ic standart ve akis hizi ise 1.0
mL/dk olarak verilmistir. Yakalama sinirlari ise hidroklorotiazit icin 2.4 pg/mL,

silazapril icin 1.6 yg /mL ve silazaprilat icin 1.8 ug /mL olarak hesaplanan bu



20

yontemde analitik dogrusal calisma araligi hidroklorotiazit icin 2.4-30.0 pg/mL,
silazapril icin  1.6-15.0 pyg/mL ve silazaprilat icin 1.8-20.0 pg/mL olarak

tanimlanmistir.

Obando ve ark. (2008), tabletlerde ayni anda losartan potasyum ve
hidroklorotiazit'in miktar tayini icin ylksek performansh sivi kromatografik
yontem tanimlanmistir. Yontemde monolitik C1g kolonu (25 mm x 4.6 mm i.d.)
sabit faz olarak kullanilmistir. Hareketli faz ise 0.8 mL/ dak. akis hizinda 10
mmol/L potasyumdihidrojen fosfat (pH 3.1):asetonitril:metanol (65:33:2 h/h/h)
dir. UV dedektorun 226.0 nm ‘deki olcumlerinden yararlanmislardir. Analiz suresi
yaklasik 400 saniyedir. Bu yontem,tabletlerde her iki bilesenin rutin analizleri icin

uygulanabilir bulunmustur.

Kumar ve ark.(2008), atenolol, lisinopril ve hidroklorotiazit iceren farmasotik
preparatlarda etken maddelerin ayni anda miktar tayinleri, ters faz Cs kolonu ve
asetonitril:fosfat tamponu(pH 2.3) iceren hareketli faz kullanilarak yiksek
performansli  sivi  kromatografik  olarak  gerceklestiriimistir.  Yontem
parametrelerini akis hizi, 1TmL/dk ;deteksiyon dalga boyu, 210.0 nm; kolon

sicakligi 60 °C ve enjeksiyon hacmi 5.0 ul olarak vermislerdir.

Li ve ark. (2007), tarafindan insan plazmasinda bulunan valsartan ve
hidroklorotiazit miktarinin  belirlenmesi icin  yuksek performansh sivi
kromatografik yontemi gelistirilmistir.  Ayirim icin Zorbax SB-Aq Cis kolonu
hareketli faz olarak ise asetonitril :10mM amonyum asetat (60:40, h/h, pH 4.5)
kullanilarak 1.2 mL/dak. akis hizi kullanmislardir. Alilkonma sureleri valsartan
icin 2.08 dak. ve hidroklorotiazit icin ise 1.05 dak. olarak tespit edilmistir.
Ydntemde calisma araliklari valsartan icin 4.0-3600.0 ng/mL ve hidroklorotiazit
icin ise 1.0- 900.0 ng/mL olarak hesaplanmistir. Bu yontem, 20 saghkh
gonullinan  her biri icin 12.5 mg hidroklorotiazit ve 80.0 mg valsartan iceren
dagiimis tabletlerin oral yoldan alimindan sonra farmakokinetik bir calismaya da

basariyla uygulanmistir.
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Valizadeh ve ark.(2006), Furosemit ve hidroklorotiazit'in miktar tayini icin hizh
ve basit ylksek performansl sivi kromatografik yontem gelistirmislerdir.
Kromatografik yontemde UV dedektor kullanmislar ve hareketli fazi ise
asetonitril: su: trietilamin: glasiyal asetik asit (41.5 : 57.4 : 0.1 : 0.9 ,h/h/h/h)
olarak belirlemislerdir. Calisma aralidi her Uc¢c etken madde icin de 7.93-125.0
pa/mL* dir.Yontemde yakalama sinirlarini ise furosemit icin 7.2 yg/mL ve

hidroklorotiazit icin ise 8.9 yg/mL olarak hesaplamislardir.

Salvadori ve ark. (2009), tarafindan insan plazmasi icinde losartan ve
hidroklorotiazit'in ayni anda tayini icin yiksek performansli sivi kromatografik
yontemi  gelistirimistir.  ic  standart madde olarak losartan igin
valsartan,hidroklorotiazit icin ise klortalidon kullaniimistir.Yéontemde losartan’in
calisma araligi 4.0-800.0 ng/mL, hidroklorotiazit'in ise 4.0-500.0 ng/mL olarak
kabul edilmistir.Hem losartan icin hem de hidroklorotiazit icin alt tayin limiti 4.0
na/mL olarak kabul edilmistir.Validasyon icin yapilan glnici ve gunlerarasi
degerlendirmelerde bulunan sonuclar Losartan icin  %91.5 ile %107.6 ve

hidroklorotiazit icin ise %91.5 ile 105.0 aralidinda bulmuslardir.

Rao ve ark. (2009), tarafindan farmasoétik dozaj formlarinda yer alan losartan
potasyum, atenolol ve hidroklorotiazit'in ayni anda miktar tayinleri icin yuksek
performansli sivi kromatografik yontem gelistirilmistir. Su : asetonitril : trietilamin:
ortofosforik asit (60:40:0.1:0.1 h/h/h/h) hareketli faz olarak kullaniimistir.
Yoéntemin uygulamasinda 0.7 mL/dak. akis hizinda calisiimistir. 225.0 nm
absorbans dederinden vyararlanmislardir. Analitik yontemin tum validasyon
parametrelerini incelemislerdir. Toplam analiz suresi 3.0 dakika olarak

bulunmustur.

Elshanawane ve ark. (2009), tarafindan bir yuksek performansli sivi
kromatografik yontemi kullanilarak insan idrarinda bulunan amilorit hidroklorur

ve hidroklorotiazit ‘in ayni anda miktar tayini icin gelistirilmistir. ic standart olarak
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klortalidon kullaniimistir. Kolon olarak oda sicakliginda kullanilan bir siyanopropil
kolonu, 1.0 mL/dak. akis hizinda ve 214.0 nm ‘deki absorbans dederlerinden
yararlanmislardir. Toplam analiz suresi 10 dakika olarak belirlenmistir. Hareketli
faz olarak 10mM KH2;POQO4 cozeltisi (pH 4.5) : metanol (75:25 h/h) kullaniimistir.
Amilorit hidroklorur, hidroklorotiazit ve klortalidon icin calisma araliklari sirasiyla,
2.0-10.0 yg/mL , 20.0-200.00 pg/mL ve 10.0-100.0 pg/mL olarak belirlenmistir.
Amilorit hidroklorur ve hidroklorotiazit icin yakalama siniri degerleri ise sirasiyla
0.100 ng/mL ve 1.00 ng/mL olarak bulunmustur. Yontemin kullaniimasi
sonucunda dogruluk, tekrarlanabilirlik ve secicilik acisinda cok iyi sonuclara
ulasiimistir. Yontemde idrar numunelerindeki etken madde disindaki

maddelerin hicbir etkisinin olmadigindan bahsetmislerdir.

Yan ve ark. (2008), hizli ve duyarli bir yiksek performansli sivi kromatografi
yontemi insan plazmasinda yer alan telmisartan ve hidroklorotiazit'in ayni anda
miktar tayini icin kullaniimistir. Sabit faz olarak bir Venusil XBP-Cg kullaniimistir.
Hareketli faz olarak asetonitril,10 mM amonyum asetat ve formik asitle gradiyent
elisyon kullanilirken 1.2 mL/dak akis hizinda ve kutle dedektorleri kullanilarak
ayirim saglanmistir. Gondilltlere verilen farmasoétik preperatlarin icerisinde 80.0

mgq telmisartan ve 12.5 mg hidroklorotiazit bulundugundan bahsetmislerdir.

Tian ve ark. (2008), farmasottik preparatlarda yer alan valsartan ve
hidroklorotiazit'in ylksek performansli sivi kromatografik yontem kullanilarak
ayni anda miktar tayini gerceklestirmislerdir. Hareketli faz olarak izokratik modda
metanol :asetonitril : su : izopropil alkol (22: 18: 68: 2 ; h/h/h/h) kullanilirken 1.0
mL/dak akis hizinda ve 270.0 nm ‘de UV ayirim sadlanmistir. Valsartan ve
hidroklorotiazit icin calisma araliklari sirasiyla, 5.0-150.0 ug/mL ve 78.0-234.0
ga/mL  olarak belirlenmistir.  Alilkonma surelerini valsartan icin 3.42 ve
hidroklorotiazit icin ise 8.43 dak olarak vermislerdir. Kullandiklari bu yontemin
etken maddeleri iceren farmasotik preparatlardaki etken maddelerin ayni anda

tayinleri icin kullanilabilinecedinden bahsetmislerdir.
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Grag ve ark. (2008), basit ve ekonomik UV spektrofotometrik ve ylksek
performansli sivi kromatografik yontem bir tablette birlikte bulunan metoprolol
tartarat ve hidroklorotiazit'in ayni anda miktar tayinleri icin gelistirilmistir.
Spektrofotometrik yontem de metoprolol tartarat ve hidroklorotiazit'in metanolle
hazirlanan c¢ozeltilerinin ~ sirasiyla 223.0 nm ve 271.0 nm dalga boylarinda
absorbsiyonlari  6lcmastur. Calisma araligi  spektrofotometrik yontemde
metoprolol tartarat ve hidroklorotiazit icin sirasiyla 4.0-24.0 ya/ mL ve 2.0-16.0
ua/mL olarak belirlenmistir. YUksek performansli sivi kromatografik yéntemin de
ise sabit faz olarak C1g kolonu ve hareketli faz olarak metanol : su (95 : 5; h/h)
karisimi kullanmistir. Kolon sicakligir 2712 °C olacak sekilde ayarlanmis ve
225.0 nm ‘de UV deteksiyon saglanmistir. Analiz sueresi 10.0 dakika olarak
bulunmustur. Yuksek performansli sivi kromatografisinde i¢c standart olarak
parasetamol kullaniimistir. Calisma araligi  yuksek performansli  sivi
kromatografik yonteminde metoprolol tartarat ve hidroklorotiazit icin sirasiyla
5.0-50.0 yg/ mL ve 2.0-20.0 pg/mL olarak belirlenmistir. Elde edilen sonuclar
istatiksel olarak analiz edilmis ve iki yontem arasinda O6nemli bir fark

gorulmemistir.

Shah ve ark.(2008), birinci turev spektrofotometri ve yiksek performansli
kromatografik bir yontemi, ayni anda miktar tayini icin nebivolol hidroklorur ve
hidroklorotiazit'in bir arada bulundugu preparatlarda gelistiriimistir. Calismada
cozlcl olarak metanol kullaniimistir. Birinci tirev spektrofotometri de nebivolol
hidroklorar ve hidroklorotiazitin bir arada bulundugu tabletlerin metanolde olan
cozeltilerinden hareketle 294.6 ve 334.6 nm’de absorbans degerleri okunmustur.
Calisma arahdi spektrofotometrik ydntemde nebivolol hidroklorir ve
hidroklorotiazit icin sirasiyla 8.0-40.0 pyg/ mL ve 10.0-60.0 pg/mL olarak
belirlenmistir. YUksek performansli sivi kromatografik yonteminde sabit faz
olarak Phenomenex Gemini C4g kolonu (250 x4.6 mm, 5u) kullaniimistir.
Hareketli faz olarak 0.05 M KH;POy, : asetonitril : metanol (30:20:50 h/h/h; pH 4)
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karisimi kullaniimis, 1.0 mL/dak. akis hizinda calisiimis ve 220.0 nm’de UV
ayinm saglanmistir. Calisma araligi ylUksek performansli sivi kromatografi
yonteminde nebivolol hidroklortr ve hidroklorotiazit icin sirasiyla 1.0-14.0 ug/
mL ve 0.3-28.0 pg/mL olarak belirlenmistir. Nebivolol hidroklorur ve
hidroklorotiazitin bir arada bulundugu preparatlarda her iki yontem basarili bir
sekilde ayirim saglanmistir. Gelistirdikleri her iki yontem verilerinide birbirleriyle

istatistiksel acidan karsilastirmislardir.

Dhandapani ve ark. (2008), Nebivolol hidroklorir ve hidroklorotiazitin kombine
olarak bulundudu preparatlarda basit bir yuksek performansli sivi kromatografik
yontemi etken maddelerin ayni anda miktar tayini icin gelistiriimistir. Hareketli faz
olarak, %0.4 (h/h) trietilamin tamponu (pH 3.0) : asetonitril (70:30 h/h) karisimi
kullanilmistir. Sabit faz olarak Phenomenex Cig kolonu ile 1.4 mL/dak akis
hizinda, 282.0 nm ‘de ayirirm saglanmistir. Calisma araligi nebivolol hidroklorur
ve hidroklorotiazit icin sirasiyla 5.0-25.0 ug/ mL ve 12.5-62.5 pg/mL olarak
belirlenmistir. Atorvastatin ic standart olarak kullaniimistir. Analiz sonuclari

istatiksel olarak dogrulanmistir.

Sultan (2008), ki basit ve secici analiz ydntemi karvedilol ve hidroklorotiazit ‘in
kombine olarak yer aldigi preparatlarda kullaniimistir. Yontemlerden biri UV
spektrofotometridir. Bu yoOntemle karvediol ve hidroklorotiazit icin sirasiyla
248.0 nm ve 285.0 nm dalga boylarinda absorbans dederleri olculmustar.
Calisma araligi karvediol ve hidroklorotiazit icin sirasiyla 0.05-1.5 ug/ mL ve 0.5-
15.0 ua/mL olarak belirlenmistir. Karvediol ve hidroklorotiazit icin yakalama siniri
degerleri ise sirasiyla 0.005 ng/mL ve 0.1 ng/mL olarak bulunmustur. Bu
yontemlerde dideri olan yuksek performansli sivi kromatografi yonteminde sabit
faz olarak Nucleosil C4g kolonu (25 cm x4.6 mm), hareketli faz olarak ise
asetonitril : 10 mM KH2PO4 (pH 3.0) (30:70 h/h) karisimi kullaniimistir. Akis hizi
1.0 mL/dak’ dir. ic standart olarak losartan kullaniimistir. 230.0 nm’ de UV ayrim

saglanmistir. Calisma aralidi karvediol ve hidroklorotiazit icin sirasiyla 0.05 —
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1.00 pa/mL ve 0.1 — 1.0 pa/mL olarak bulunmustur. Bu yontemlerin

farmokokinetik calismalar icin elverisli bir ydntem oldugu kanitlanmistir.

Liu ve ark. (2008), hizli ve secici yuksek performansli sivi kromatografik yontemi
insan plazmasinda bulunan valsartan ve hidroklorotiazit'in ayni anda miktar
tayini icin gelistirilmistir. ic standart olarak irbesartan kullaniimistir. Bu yéntemde
sabit faz olarak Phenomenex Kromasil Cg kolonu kullanilirken hareketli faz
olarak su : metanol (27:73 h/h) karisimi kullaniimistir. Analitik degerlendirmede
kitle dedektérinden vararlanilmistir. Calisma araliklari  valsartan ve
hidroklorotiazit icin sirasiyla 11.72 — 3000.00 ng/mL ve 3.13 — 800.00 ng/mL
olarak bulunmustur. Bu yontem farmasaétik preparatlarda her iki maddenin miktar

tayininde basariyla kullaniimistir.

Tagliari ve ark. (2008), basit ve hizli bir yuksek performansl sivi kromatografik
yontemi farmasotik dozaj formlarinda hidroklorotiazit iceren preparatlarda miktar
tayini icin kullanilmistir. Sabit faz olarak C4g kolonu, hareketli faz olarak 0.1 M
sodyum fostat tamponu (pH 3.0):asetonitril (70:30 h/h) karisimi akis hizi olarak
1.3 mL/dak kullanilmistir. incelenen validasyon parametrelerine gére bu
yontemin yeni ila¢c formulasyonlarinda kalite kontrol laboratuarlari icin basari ile

kullanilabilecedini belirmislerdir.

Parekh ve ark. (2008), Hizli ve duyarli bir sivi kromatografik yontemi, insan
plazmasinda hidroklorotiazit, quinapril ve quinapril metabolitlerinin ayni anda
miktar tayini icin gelistirilmistir. Bir Hypurity C1g (100 mm x 2.1 mm i.d., Sym
partikil buyukligu) kolonunda, 2 pL enjeksiyon hacminde ,2.8 dak. yuritme
suresi ile kromatograflanmistir. %0.5 (h/h) formik asit:asetonitril (25:75, h/h)
iceren izokratik bir hareketli faz butun bu ilaclarin ayirmi icin kullaniimistir.
Analitik calisma araldi hidroklorotiazit ve quinapril ile quinaprilat icin sirasiyla
5.0-500.0 ng/mL ve 5.0-1500.0 ng/mL olarak bulunmustur. Yontem de ayrica

kutle dedektoru de kullaniimistir.
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Qutab ve ark. (2007), farmasotik preparatlarda kombine halde bulunan
hidroklorotiazit ve kandesartan’in ayni anda miktar tayinleri icin yuksek
performansli sivi kromatografik yontem gelistirilmistir. Hareketli faz olarak 0.02
M potasyum dihidrojen fostat : metanol : trietilamin (25:75:0.2 h/h/h) karisimi ve
fenil-2 kolonu kullanilarak 271.0 nm de UV dedektor ile ayirim sagdlanmistir.
Calisma araliklar hidroklorotiazit ve kandesartan sileksetil icin sirasiyla 5.0 —
45.0 ya/mL ve 12.0 — 56.0 yg/mL olarak verilmistir. Yontemde analiz suresi en
fazla 5.0 dak. olarak verilmistir. Hidroklorotiazit ve kandesartan sileksetil icin
korrelasyon katsayilari sirasiyla 0.9993 ve 0.9991 olarak bulunmustur. Bu
yontem her iki bileseni icinde bulunduran tabletlerin rutin analizlerinde kolaylikla

kullaniimistir.

Song ve ark. (2007), insan plazmasinda amilorit ve hidroklorotiazit'in birlikte
bulundugu ortamlarda hizli ve ekonomik bir yiksek performansli sivi
kromatogrofik ydontemi ayni anda miktar tayinleri icin kullanmistir. Yéntemde ic
standart olarak Rizatriptan, sabit faz olarak Phenomenex Curosil-PFP (250 x 4.6
mm, 5u) kolonu, hareketli faz olarak % 0.23 amonyum asetat: % 0.15 formik asit
karisimi kullanmistir. Yapilan analiz sonuclari 1.0 mL/dak akis hizi ve kitle
dedektorleri kullanilarak incelenmistir. incelenen validasyon parametrelerine

goOre yontemin farmasotik preparatlarda kolaylikla uygulanacagi gézlenmistir.

Bhat ve ark. (2007), ayni anda telmisartan ve hidrokloratiazit iceren farmasaotik
preparatlarda etken maddelerin kantitatif tayinleri icin ters faz yiksek
performansli  sivi  kromatografik yéntemi uygumistir. ic standart olarak
rabeprazole kullaniimistir. Ayrimlar metanol : asetonitril (70:30h/h) karisimi ile
1.0 mL/dak akis hizi ile saglamistir. Telmisartan, hidroklorotiazit ve rabeprazole
icin allkonma zamanlari sirasiyla 1.79 dak, 2.80 dak ve 3.19 dak olarak
bulmustur. Bu yontemden elde edilen sonuclar incelendidginde kalite kontrol

laboratuarlarinda kullanilabilecek bir yontem olabilecedi sdylemistir.
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Ivonovic ve ark. (2007), tarafindan basit, secici ve duyarll bir ylksek
performansli sivi kromatografik yontemi hidroklorotiazit ve lisinopril iceren
preparatlarda etken maddelerin ayni anda miktar tayinleri icin gelistirmistir.
Yontemde asetonitril : 25 mM potasyum dihidrojen fosfat (pH:5) (7:93 h/h)
karisimi hareketli faz olarak kullanilirken akis hizi 1.0 mL/dak olarak verilmistir.
Sabit faz olarak 4.6 mm x 20 mm, 3.5u, Cig kolonu kullanmistir. i¢ standart
olarak metil paraben belirtmistir. Farmakokinetik calismalara analiz verilerin i1sik

tutacadi belirtmistir.

Liu ve ark. (2007), insan plazmasinda birlikte bulunan hidroklorotiazit miktar
tayini icin ylksek performansli sivi kromatogrofik yéontem tanimlanmistir. Su :
metanol ( 27:73, h/h) karisimi hareketli faz olarak Phenomenex kromasil Cg
kolonu ayrim icin kullaniimistir. Yontemde ic standart olarak Irbesartan
kullaniimistir. 0.78-200.0 ng/mL calisma arahdi olarak saptanmistir. 20 adet

gonullude hidroklorotiazit iceren tablet formu basariyla uygulanmistir.

Sagirh ve ark. (2007), tarafindan olmesartan medoksomil ve hidroklorotiazit'in
kombine halde bulundugu tabletlerde duyarli ve basit bir yuksek performansli
sivi kromatografik yontemi etken maddelerin ayni anda miktar tayinleri icin
gelistirilmistir. 260.0 nm dalga boyunda UV ayirim saglanmistir. Sabit faz olarak
siyano kolonu (4.6 mm LD x 200 ml, 5 pm) hareketli faz olarak ise metanol : 10
mM fosforik asit (%0.1 trietilaminle pH 2.5’ e ayarlanir), (50:50 h/h) karisimi
kullanmistir. Yontemde olmesartan medoksomil ve hidroklorotiazit icin
korelasyan katsayilari sirasiyla 0.9998 ve 0.9999 olarak bulmustur. Olmesartan
medoksomil ve hidroklorotiazit icin calisma aralidi sirasiyla 0.2 — 6.0 yg / mL ve
0.1 — 4.0 yg/mL olarak kullanmistir. Yardimci maddelerin etkisi olmadan bu
yontemle farmasotik preparatlarda etken maddelerin miktar tayinleri basariyla

yapmistir.

Kolocouri ve ark. (2007), tarafindan ylksek performansli sivi kromatografik

yontemi plazmada yer alan losartan ve major metaboliti ile hidroklorotiazit'in ayni



28

anda miktar tayini icin gelistirilmistir. Bir Cg kolonu sabit faz olarak kullanilirken ic
standart olarak furosemit'ten yararlanmistir. Losartan ve major metaboliti icin
calisma araligi 1.00 — 400.0 ng / mL ve hidroklorotiazit icin 0.5 — 200.00 ng / mL

olarak hesaplanmistir. Ayirim sirasinda kutle dedektorinden faydalaniimistir.

Wei ve ark. (2006), klorojenik asit ve hidroklorotiazit'in birlikte bulundudu Zhenju
Jiangya tabletlerinin icerisinde etken maddelerin ayni anda miktar tayinleri bir
yuksek performansla sivi kromatografik yontem kullanilarak yapilmistir.
Hareketli faz olarak asetonitril : %0.4 fosforik asit (13:87, h/h) karisimi
kullaniimistir. Klorojenik asit ve hidroklorotiazit icin calisma araliklari sirasiyla
0.64 — 6.40 ng/ mL ve 0.08 — 0.16 ng/mL olarak bahsetmistir. Klorojenik asit ve
hidroklorotiazit icin % geri kazanim degerleri sirasiyla %96.5-99.3 ve % 97.7-
101.0 olarak bulunmustur. Validasyon parametrelerinin hepsi basariyla

incelenmistir.

Li ve ark. (2006), hidroklorotiazit iceren insan plazmasinda yuksek performansli
sivi  kromatogrofik yontemi kullanilarak hidroklorotiazit'in  miktar tayinini
gerceklestirmislerdir. Etil asetat ile numunelere 6n islem yapmistir. Ekstraktlar,
su : asetonitril (68:32,h/h) karisimi hareketli faz olarak kullanilirken bir Cqg
kolonu ile ayinm saglamistir. Calisma araligi ve alt tayin siniri sirasiyla 2.5 —

200.0 na/mL ve 1.0 ng/mL olarak bulmustur.

Baing ve ark. (2006), Basit ve hizli bir yiksek performansli sivi kromatografik
yontemi, preparatlarda kombine halde bulunan losartan potasyum, ramipril ve
hidroklorotiazit'in ayni anda miktar tayinleri icin bulunmustur. Kromatografik
ayinmda 0.025 M sodyum perklorat :asetonitril (62:38 h/h) karsimi hareketli faz
olarak kullanilirken, hareketli faz akis hizi ise 1.0 mL/dak. olarak kullanmistir.
Sabit faz Cosmosil C1g (150 mm x4.6 mm i.d.,5u) kolonu kullanmistir. Losartan
potasyum, ramipril ve hidroklorotiazit icin calisma araliklari sirasiyla 35.0-65.0
pa/mL , 1.75-3.25 pg/mL ve 8.75-16.25 ug/mL olarak bulmustur. Ayirm UV



29

dedektorle saglanmistir. Elde edilen veriler, referans yontemle istatiksel acidan

Kiyaslanmistir.

Vonaparti ve ark. (2006), yeni bir yuksek performansli sivi kromatografik
yontemi plazmada yer alan benazepril, benazeprilat ve hidroklorotiazit'in es
zamanl miktar tayini calismalarinda kullanilmistir. On islem olarak sivi kati
ekstraksiyonu Oasis HLB kartuslari ile numunelerin ekstre edilmesiyle
vapilmistir. Elde edilen ekstreler hareketli faz olarak su ile hazirlanmis % 55’ lik
asetonitril karisimi kullanilip PGC (2.1x125.0 mm i.d) sabit fazina enjekte
edilmistir. Yontemde ic standart olarak klortalidon kullaniimistir. Tum etken

maddeler icin calisma araligi 5.0-500.0 ng / mL olarak séylenmistir.

Huang ve ark. (2006), valide edilmis hizli, basit ve duyarli bir yUksek
performansli sivi kromatografik yontemi plazmada vyer alan kaptopril ve
hidroklorotiazit'in es zamanli miktar tayini icin gelistiriimistir. Yontemde hareketli
faz olarak asetonitril:trifluoroasetik asit : su karisimi kullanilirken , Diamonsil C4s
(150 mm x 4 mm i.d,5u) kolonundan 1.2 mL/dak akis hizinda hareketli fazi
gecirilmistir. Ayinm UV dedektoru ile saglanmistir. Kaptopril ve hidroklorotiazit
icin alilkonma zamanlari sirasiyla 4.2 ve 16.9 dak. olarak bulunmustur. Kaptopril
ve hidroklorotiazit icin yakalama siniri sirasiyla 3.3 ng/mL ve 7.0 ng/mL olarak
verilmistir. Yontemde calisma aralidi kaptopril ve hidroklorotiazit icin sirasiyla
20.0 — 4000.0 ng/mL ve 10.0 — 1200.0 ng/mL olarak hesaplanmistir. Bu

yontemde validasyon parametrelerin tamami gézden gecirilmistir.

Erturk ve ark. (2003), farmasotik formulasyonlarda moeksipril hidroklorir ve
hidroklorotiazit'in ayni anda miktar tayinleri icin iki yeni, basit ve secici yontem
uygulamistir. Birinci yontem, moeksipril hidroklorar ve hidroklorotiazit'in icin
sirasiyla 215.0 ve 234.0 nm ‘daki ikinci turev absorbans degerlerinden
vararlanmistir. Diger yontem de , hareketli faz olarak asetonitril-20 mM fosfat
tamponu (pH 4.0) (50:50,h/h) ve i¢c standart olarak lisinopril kullaniimis ve

maddeler 212.0 nm’de ayrilmistir. Yakalama siniri ve tayin alt siniri sirasiyla,
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moeksipril hidroklorir icin 0.100 - 0.010 yg/mL ve hidroklorotiazit icin 0.025 -
0.005 pg/mL olarak bulmustur. Onerilen ydntemler, ticari olarak kullanilan
tabletler ve sentetik karisimlarda bu etken maddelerin ayni anda tayini icin

basariyla kullanmistir.

Zecevic ve ark. (2001), farmasotik preparatlardaki metildopa, hidroklorotiazit ve
amilorit klorur ayni anda analizi icin yeni gelistirilen bir yuksek performansli sivi
kromatografi yontemi tanimlamistir. Yontemde sabit faz olarak C4s kolonu,
hareketli faz olarak pH’s1 3.60 ve su:metanol (75:25) karisimi ve 286 nm ‘deki

sinyaller incelenerek degerlendirme yapmistir.

Satana ve ark. (2001), birinci tirev spektrofotometri ve ylksek performansli sivi
kromatografi yontemi, kombine farmasotik dozaj formlarinda ayni anda valsartan
ve hidroklorotiazit'in miktar tayini icin kullanmistir. Valsartan ve hidroklorotiazit
icin sirasiyla 270.6 ve 335.0 nm‘deki tirev absorbans dederlerini kullanmistir.
Kalibrasyon grafikleri, valsartan icin 12.0-36.1 ug/mL ve hidroklorotiazid icin 4.0-
12.1 pg/mL araliklarinda dogrusaldir. Yuksek performansli sivi kromatografi
yonteminde hareketli faz olarak 0.02 M fosfat tamponu (pH3.2)-asetonitril (55:45
h/h) ve 225.0 nm ‘deki absorbans dedgerlerinden yararlanilarak valsartan ve
hidroklorotiazit'in ayirimi yapilimistir. Onerilen yéntemler, ticari tabletlerde ve
laboratuvarda hazirlanan karisimlarda bu iki ilacin miktar tayini icin basariyla

uygulamistir.

Zecevic ve ark. (2000), amilorit hidroklorir ve hidroklorotiazit iceren farmasotik
preparatlarda etken maddelerin ayni anda miktar tayinleri icin yuksek
performansli sivi kromatografik yontem tanimlamistir. Tanimlanan ydntemde
sabit faz olarak bir C4g kolonu, hareketli faz olarak pH 3.2'de (pH 3.2've
CH3COOH ile ayarlanir.) ve 280.0 nm’de ayirrm sadlamistir. Yontemi etken

maddeleri iceren farmasotik preparatlara uygulamistir.
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1.4.2. Spektrofotometri

Hajian ve ark. (2009), es zamanl olarak hidroklorotiazit ve propanolol iceren ilac
formlarinda bu iki maddenin miktar tayini icin spektrofotometrik H-point standart
katma (HPSAM) yontemi kullanmistir. Calismada hidroklorotiazit ve propanolol
numuneleri su ile hazirlanmistir. Bu yontem hidroklorotiazit ve propanolol iceren
preparatlarda ve plazma idrar gibi bazi biyolojik sivilarda ve sentetik

karisimlarda oldukca rahat kullaniimistir.

Kaya ve ark. (2009), hicbir ayirma islemi olmadan telmisartan ve
hidroklorotiazit'in kombine halde bulundugu ila¢ formlarinda miktar tayinlerini
kemometrik metodlar kullanarak yapmislardir. Calisma araliklari telmisartan ve
hidroklorotiazit icin sirasiyla 1.0 — 26.0 pg/mL ve 1.0 — 17.0 yg/mL olarak

hesaplanmistir.

Toral ve ark. (2009), bir turev spektrofotometrik yontemi losartan ve
hidroklorotiazit’i birlikte bulunduran ilac numunelerinde etken maddelerin ayni
anda miktar tayinleri icin kullanmiglardir. Rutin kontrol laboratuarlarinda da bu

yontem basariyla uygulanmistir.

Abdel-Hay ve ark.(2008), bir spektrofotometrik yontem hicbir dnislem olmadan
amilorit hidroklorur, hidroklorotiazit ve timolol maleat bulunduran ilac formlarinda
etken maddelerin es zamanl miktar tayini icin kullanilmistir. Boylece iki adet
yontem gelistiriimistir. Bu yontemlerden biri tlrev spektrofotometri iken digeri
spektrum oranlari tlrev spektrofotometridir. Tlrev spektrofotometri ile
hidroklorotiazit ve amilorit hidroklorir'an sirasiyla 365.0 ve 385.0 nm’ lerdeki
absorbans degerleri dlcmistir. Ikinci ydntemde ise hidroklorotiazitin
spektrumlarinin  amilorit spektrumlarina bdlinmesiyle elde edilen oran
spektrumlari 299.4 ve 311.0 nm lerde degerlendirilerek hidroklorotiazit’in miktar

tayininin yapilmasinda kullaniimistir. Amilorit hidroklorir'dn spektrumlarinin



32

hidroklorotiazit'in spektrumlarina bolinmesiyle elde edilen oran spektrumlarida
264.2 ve 290.0 nm’lerde turev absorbans degerleriyle amilorit hidroklorir’in
miktar tayini yapilmistir. Her iki yontem de sentetik karisim ve tablet formlarinda

kolaylikla kullanmistir.

Maggio ve ark.(2008), en az 6n islem yapilarak 220.0-274.0 nm araliginda PLS
teknigi kullanilarak losartan ve hidroklorotiazit'in birlikte bulundugu tabletlerde
miktar tayini yapmislardir. Calisma araliklari losartan ve hidroklorotiazit icin
sirasiyla 4.0 — 22.2 mg/mL ve 1.06 — 5.70 mg/ mL bulunmustur. % geri kazanim
degeri % 99.3 — 100.4 olarak hesaplamislardir. Losartan ve hidroklorotiazit icin
bagil standart sapma dederleri sirasiyla %1.0 ve %1.7 olarak belirlemislerdir. Bu
teknikle elde edilen sonuclar yuksek performansh sivi kromatografi ile elde

edilen sonuclarla kiyaslanmistir.

Stolarczyk ve ark. (2008), tarafindan bir tarev spektrofotometrik yontemi;
enalapril maleat, hidroklorotiazit, kandesartan ve valsartan kombine halde
bulundugu antihipertansif etkili tabletlerde es zamanli miktar tayinleri icin
gelistirilmistir. TUrev absorbans degerleri triamteren ve hidroklorotiazit teshisi
icin sirasiyla 240.9 — 278.2 nm ve 255.7 — 288.2 nm’lerde hesaplanmistir.
Triamteren ve hidroklorotiazit icin calisma araliklari sirasiyla 2.40 — 12.00 ug/mL

ve 1.25 — 6.25 pg/mL olarak hesaplanmistir.

Dinc ve ark.(2007), herhangi bir ayirma islemi yapilmadan spektrum oranlari
turev spektrofotometri ve kemometrik yontemleri ile ilac formlarinda yer alan
quinapril ve hidroklorotiazitin es zamanl miktar tayinleri yapilmistir. Spektrum
oranlari tlrev spektrofotometri yontemi ile quinapril ve hidroklorotiazit icin
calisma araliklari sirasiyla 4.0 — 20.0 yg/mL ve 2.5 — 12.5 pyg/mL olarak
tanimlanmislar, tesbit edilen calisma spektrum bodlge aralidr 210.0 — 350.0 nm

olarak belirtilmistir. Her iki ydontemde istatistiksel olarak kiyaslanmistir.
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Vignaduzzo ve ark.(2006), iki veni yéntem, farmasodtik formulasyonlarda
hidroklorotiazit ve propanolol hidroklorir ayni anda belirlenmesi icin uygun ve
kullanigl alternatif yontemler olarak gelistirilmistir. Bu yontemler, 250.0-350.0
nm bdlgesinde orneklerin ultraviyole absorbsiyon spektrumlarinin analizlerinde
oran spektrumlarinin birinci tirevi temeline dayanmistir. Asimetrik tam faktoriyel
dizayn ve dalga boyu secimi (hidroklorotiazit icin 277.0-294.0 nm ve propanolol
hidroklorir  icin 297.0-319.0 nm), sirasiyla hidroklorotiazit ve propanolol
hidrokloridin icin oran spektrumlarinin birinci turevi yonteminde kullanilan

276.0 ve 322.0 nm ‘de isaret yodunlugu ve PLS yontemi icin kullaniimistir.

Bebawy ve ark.(2005), dort duyarli yontem, 6n ayirim yapilmaksizin kombine
dozaj formlarinda telmisartan ve hidroklorotiazitin dogrudan belirlenmesi icin
tanimlanmistir. ilk yéntem, sirasiyla telmisartan ve hidroklorotiazit icin 241.6 ve
227.6 nm ‘de Olcumlerin bir sifir gecis teknigi kullanilarak yapilan birinci tlrev
spektrofotometridir . ikinci yontem, hidroklorotiazit ve telmisartan icin élciilen
dalga boylarinin sirasiyla 274.9 ve 242.7 nm oldugu yerde oran spektrumlarinin
birinci tirevidir. Uclinci ydntem, telmisartan ve hidroklorotiazit icin sirasiyla
295.0 ve 225.0 nm’de noktalarin dansitometrik dlcimleri ile iki ilacin izlenen TLC
ayinmi temeline dayanmistir. Ayirim icin, hareketli faz olarak butanol:%25’lik
amonyak (8:2 h/h) kullanilarak silika jel 60 F254'te yapilmistir. Dordincu
yontem, 365.0 nm emisyon ve 230.0 nm eksitasyonda 1 M sodyum hidroksitte
ilaclarin  dogal floresans olcumiu temeline dayanan telmisartan ‘nin
spektrofluorometrik tayinidir. Onerilen yéntemler, farmasétik formilasyonlarda
ve ara Uurun tozunda iki ilacin belirlenmesi icin basariyla kullaniimistir.
Spektrofluorometrik  yontem, insan plazmasinda telmisartan‘nin analizi icin

kullaniimistir.

Dinc ve ark. (2004), Haar ve Mexican tek boyutlu devamli dalga boyu
doénlsumu temeline dayanan bir grafik yontemi gelistirmistir ve  bunu, siddetli
kesisen sinyallerin varliginda hidroklorotiazit ve spironolakton’'un karisimi icin

kullanmistir. Haar ve Mexican yontemleri, sinyal analizleri icin kullanmistir.
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Hidroklorotiazit ve spironolakton iceren farkli sentetik karisimlarin analizleri ile
yapmistir. Bu yontem, hizli, kolay uygulanabilir, ucuz ve kimyasal 6n islem
yapmaksizin karisimlardaki bilesiklerin kesisen sinyallerinin analizi icin uygun

bulmustur.

Kowalczuk ve Hopkala (2004), iki bilesenli karisimlarda kuinapril ve
hidroklorotiazit'in miktarini ikinci tirev spektrofotometri ile gerceklestirmistir. Bu
yontem, orneklerden 6n islem yapilmaksizin ayirimina izin vermistir. Kuinapril,
211.6 nm dalga boyundaki turev absorbanslarinda vyararlanmistir
(hidroklorotiazit'in sifir gecisli dalga boyu noktasi). Ayni sekilde hidroklorotiazit,
270.8 nm ‘deki tlrev absorbanslari dlcmustir (kuinaprilin sifir gecisli dalga boyu
noktasi). Onerilen yontem, kuinapril-hidroklorotiazit tabletlerinde her iki etken

maddenin miktar tayini icin basariyla uygulamistir.

Ferraro ve ark. (2004), amilorit hidroklorir, atenolol, hidroklorotiazit and timolol
maleati iceren karisimlarinin miktarinin ayni anda tayini icin degerlendirilen
klasik en kuclk alanlar (CLS), temel komponentler regresyonu (PCR) ve bagl
bir dedisken ile parsiyal en kicuk kareler (PLS-1) qibi farkli kemometrik
yontemler tanimlamis. Etken maddeleri iceren farmasotik preparatlara basariyla

uygulamistir.

Erk (2003), kandesartan sileksetil ve hidroklorotiazit'in karisimlarinda etken
maddelerin ayni anda tayini icin spektrofotometrik yontem &nermistir. Birinci
tirev sinyalleri 270.1 ve 255.5 nm ‘de sirasiyla (kandesartan sileksetil ve
hidroklorotiazit) kullanmistir. ikinci yontem, komponentlerin birinin normal bir
spektrumu ile ikili karisimlarin absorbsiyon spektrumlarinin bolimleri ile oran
spektrumunun birinci tlrevine ve oran spektrumunun birinci tlrev
hesaplanmasina dayanmistir. Oran birinci turev sinyalleri 236.0, 250.0, 232.0,
267.0 ve 280.0 nm’lerde sirasiyla kandesartan sileksetil ve hidroklorotiazit’in

miktar tayini icin secmistir.
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Din¢c ve Ustlindag (2003), tabletlerde hidroklorotiazit ve spironolakton’un ayni
anda  miktar tayini icin spektrofotometrik degerlendirme yapmistir. Cok
degdiskenli kalibrasyonlar, calisma grubu kullanilarak 220.0 nm’den 290.0 nm ‘ye
kadar 15 noktada sifir derece ve birinci tirev absorbanslari dlctulmesi ile
saglamistir. Cok dediskenli yodntemlerin validasyonunu, spironolakton ve
hidroklorotiazit'in sentetik karisimlarinin analizi ile yapmistir. Kemometrik analiz
yontemleri, farmasotik  tablet ~ formulasyonunda spironolakton ve

hidroklorotiazit'in ayni anda miktar tayini icin uygun oldugundan bahsetmistir.

Erk (2003), ikili karisimlarda hidroklorotiazit ve irbesartan’in ayni anda miktar
tayini icin kullanmistir. 231.0, 266.0, 279.0, 238.0 ve 248.0 nm’lerde oran
spektrumunun birinci turevinde sinyalleri, ikili karisimlarda irbesartan ve
hidroklorotiazit'in miktar tayini icin secmistir. Spektrum oranlari birinci tlurev
yontemi hidroklorotiazit ve irbesartan’in miktar tayini icin onermistir. Bu
yontemde 272.0 nm, 241.0 nm ve 263.0 nm’lerde okunan absorbanslari
kullanmistir. Bu U¢ yontemin, basit, dogru ve hizli, hi¢c bir 6n ayirma islemine
ihtiyac olmaksizin kullanilan bunun yanisira kalite kontrol laboratuvarlarinda her

iki ilacin rutin analizleri icin de uygun oldugundan bahsetmistir.

Ferraro ve ark. (2002), hidroklorotiazit ve amilorit hidroklorur iceren farmasaotik
preparatlarda etken maddelerin ayni anda miktar tayini icin cok cesitli
spektrofotometrik kalibrasyonu kullanmistir. Kullanilan bu ydntem verilerini
referans yontem olarak kabul edilen ylksek performansli sivi kromatografi
yontem verileriyle istatiksel acidan karsilastirip aralarinda anlamli bir farkin

olmadigini saptamistir.

Dinc ve Baleanu (2002), doért adet kemometrik yontem, ayni anda tabletlerde
silazapril ve hidroklorotiazit miktar tayini icin kullanmistir. Tim kemometrik
kalibrasyonlar icin 0.1 M HCI ve metanolde (1:1) iki etken maddenin rastgele
karisimlarini iceren konsantrasyon hazirlamistir. Hazirlanan karisimlarin UV-Vis

spektrumlarindaki  absorbans  verilerini  dederlendirmistir.  Kemometrik
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yontemlerin sonuclari, yuksek performansli sivi kromatografi yontemi ile elde

edilen sonuclar ile istatiksel olarak karsilastirmistir.

Erk (2002), fosinopril ve hidroklortiazit'in ayni anda belirlenmesi icin Uc¢ yeni
spektrofotometrik yontem tanimlamistir. ik yontem, turev-fark
spektrofotometridir, etken maddelerin hazirlanan cozeltilerinin fark spektrumlari
alinarak turev egrileri cizdirilmis ve 227.6 ve 276.4 nm’deki turev absorbans
deg@erlerinden  yararlanmistir. ikinci  yontem, oran spektrum tiirev
spektrofotometrik yontemidir, spektrumlarin Ust Uste kesismesini engelleyerek
ayirima temeline dayanmistir. Analitik sinyaller, metanolde karisim cozeltilerinin
oran spektrumlarinin birinci derece turevinde ikili karisimlarda hidroklorotiazit
icin 262.4, 269.3 ve 278.6 nm ve fosinopril icin 237.9 ve 243.8 nm’de olcmustur.
Uclincti yéntem, absorbas oran ydntemidir, fosinopril ve hidroklorotiazit'in miktar
tayini icin karisimin sifir derece spektrumunda 210.0, 219.5 and 271.7 nm’de
absorbas degerleri okunarak yapmistir. Gelistirilen yontemler, absorbans oran

yontemi ile karsilastirmistir.

Kargosha ve Sarrafi (2001), karisimlarda ayni anda triamteren ve
hidroklorotiazit'in spektrofotometrik miktar tayini icin kullanmistir. Kemometrik
islemlerin parametreleri, farmasoétik Urlnlerde bu ilaclarin  analizi icin
uygulamistir. Korelasyon katsayilarini 0.9994 ve 0.9992 olarak hesaplamistir.

Sonuclar, ingiliz Farmakopesi'nde (BP) verilenlerle karsilastirmistir.

El-Gindy ve ark. (2001), farkh spektrofotometrik yontemler, farmasotik
tabletlerde ayni anda benazepril hidroklorir ve hidroklorotiazit'in miktar tayini
icin gelistirmistir. ikinci tirev absorbans sinyalleri 214.8 ve 227.4 nm ‘deki,
siraslyla benazepril hidroklorir ve hidroklorotiazit'in icin secmistir. ikinci yontem,
benazepril hidroklorlr ve hidroklorotiazit icin sirasiyla 241.2 ve 273.2 nm ‘de
sinyallerin 6lcUmu ile oran spektrumunun ikinci derece turevine dayanmistir.
Kemometrik yontemler, klasik en kucuk kare ve temel bilesik regresyonu karisim

analizleri icin uygulamistir.



37

El-Gindy ve ark. (2001), ayni anda hidroklorotiazit ve benazepril hidroklorur
miktar tayini icin tanimlamistir. ilk yoéntem, benazepril hidrokloriir ve
hidroklorotiazit icin sirasiyla 238.0 ve 275.0 nm ‘de dansitometrik dlcimleri ile iki
etken maddenin ayriminin izlenmesi temeline dayanmistir. Ayirnm da, hareketli
faz olarak etil asetat-metanol-kloroform (10:3:2 h/h/h) kullanilarak silika jel 60
F(254) Merck HPTLC aliiminyum levhalar kullanmistir. ikinci yontem, hareketli
faz olarak asetonitril:su (35:65 h/h)( pH 3.3 asetik asitle ayarlanir) kullanilarak,
ortam sicakhginda ters faz ODS kolonunda iki ilacin yuksek performansli sivi
kromatografik analizine dayanmistir. Onerilen iki yontem, ticari tabletlerde ve
laboratuvarda hazirlanan karisimlarda her iki etken maddenin miktar tayini icin

basariyla uygulamistir.

1.4.3. Kapiller Elektroforez

Zheng ve ark. (2008) tarafindan idrarda indapamid, hidroklorotiazit ve
butenamit  qgibi dilretiklerin belirlenmesi icin kapiler elektroforez yontemi
gelistiriimistir. U¢ analit, H3BO3-NayB4O7; (BB) tampon cozeltisi (pH 8.98) ile
kaplanmis bir bilesik silika kapilerde 10 dakika icinde iyi bir ayirim yapilabilmistir.
Onerilen yontem, kolonsuz &rnek 6n konsantrasyonu olmaksizin insan idrar

orneklerindeki diuretiklerin analizlerinde basariyla uygulanmaktadir.

Wang ve ark. (2003), insan idrar drneklerinde ve bilesik cin bitki ilaclarinda rutin
ve hidroklorotiazit'in ayni anda miktar tayini icin ilk olarak kullanmistir. Bu iki
analit, 12 dakika icinde basariyla analiz edilmis ve optimum kosullar altinda
karbon elektrotta 6nemli kesin cevaplar gostermistir. Sonuclar sunu gostermistir;
bu yontem yuksek duyarlilida, ivi tekrarlanabilirlige, yuksek secicilige sahiptir ve
ilaclarin metabolik kinetik calismalarinda kullanmistir. Memnun edici sonuclar,

bu yéntemin insan idrar érneklerinde ve genel bir bilesik cin bitkisel ilaci olan
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Zhen Ju jiang Ya Pian’da rutin ve hidroklorotiazit'in miktarlarinin ayni anda

analizinde kullandigi zaman elde etmistir.

Hillaert ve Van den Bossche (2003), kapiler zon elektrokinetik ve miseller
elektrokinetik kapiler kromatografi yontemlerinin ayni anda hidrokolorotiazit ve 6
anjivyotensin —Il- reseptdr antagonistinin : kandesartan, eprosartan, mesilat,

irbesartan, losartan potasyum, telmisartan ve valsartan ayrimi icin kullanmistir.

Farmasdtik formulasyonlarda hidrokolorotiazit ve anijiyotensin —Il- reseptor
antagonistinin kombinasyonunun analizlerinin  belirlenmesi icin  uygun
bulmustur.

Hillaert ve ark. (2001), kapiler elektroforez yontemi, ayni anda hidroklorotiazit ve
cesitli anjiyotensin geri donustiren enzim inhibitorleri : enalapril, lisinopril,
kuinapril, fosinopril, ramipril ve silazapril'in miktar tayini icin gelistirmistir. En
kritik parametre tamponun pH’si olarak gozlemistir. Ayirimi, erimis silika
kapilerde (52 cm toplam uzunluk x 75 p i.d.) sodyum fosfat tamponu (pH
7.25;100 mM) kullanilarak yapmistir. Bu yontem, ilqili bilesiklerin farmasotik
formulasyonlarinda bu bilesiklerin  kantitatif belirlenmesi icin basariyla

uygulamistir.

1.4.4. Voltametri

Rezaei ve Damiri (2008) adsorptif siyirma voltametrik yontemle hidroklorotiazit
iceren ilac formlarinda etken madde tayini icin uygulanmistir. Calisma elektrodu
olarak modifive edilmis cok duvarli karbon nanotip camsi karbon elektrot
kullanilmistir. Ortam taramasi pH 2.0 — 9.5 siklik voltametri kullaniimistir.
Calisma araligi ve yakalama siniri sirasiyla 2.0 — 20.0 nM ve 0.8 nM olarak

bulunmustur.
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1.4.5. Dansitometri

Stolarcyzk ve ark. (2008), ila¢ formlarinda ver alan valsartan, kandesartan ve
enalapril maleatin miktar tayini icin kromotografik ve dansitometrik yontemler
kullanilmistir. Yontemde hareketli faz olarak etil asetat : tetrahidrofuran : asetik
asit (8:2:0.5 h/h/h) hidroklorotiazit + valsartan ve hidroklorotiazit + kandesartan
karisimi icin kullanilirken butan-1-ol-buzlu asetik asit : su (12:3:5 h/h/h) hareketli
fazi hidroklorotiazit + enarapril karisimi icin hazirlanmistir. Sabit faz olarak TLC
F-254 plagi kullaniimistir. 252.0 nm, 274.0 nm ve 208.0 nm’lerde dansitometrik
Olcumler yapilarak ayirrm saglanmistir. Yontemlerin oldukca duyarli ve secici

oldugu belirtilmistir.

Sathe ve Bari (2007), tarafindan basit ve secici bir yuksek performansli ince
tabaka kromatografik yontemi losartan potasyum, atenolol ve hidroklorotiazitin
birlikte bulundugu tabletlerde es zamanl miktar tayini icin gelistirilmistir. Metanol
numune ekstraksiyonu icin kullaniimistir. Toluen : metanol : trietilamin ( 6.5:4:0.5
h/h/h) karisimi hareketli faz olarak kullaniimistir. 274.0 nm de dansitometrik
Olcim sadlanmistir. Losartan potasyum, atenolol ve hidroklorotiazit icin Rg¢
degerleri sirasiyla 0.60,0.43 ve 0.29 olarak bulunmustur. Losartan potasyum ile
atenolol ve hidroklorotiazit icin calisma araliklari sirasiyla 1000.0 — 5000 ng/mL,
250.0 — 1250.0 ng/mL olarak bulunmustur. Elde edilen korelasyon katsayilari
losartan potasyum, atenolol, hidroklorotiazit icin sirasiyla 0.9994, 0.9993 ve

0.9994 olarak verilmistir.

Bhavar ve ark.(2008), tarafindan bir ylUksek performansl ince tabak
kromatografisi yontemi preparatlarda birlikte bulunan quinapril hidroklorir ve
hidroklorotiazitin es zamanli miktar tayinleri icin gelistirilmistir. Kromatografik
ayinmlar sabit faz olarak silika jel 60 F-254 plaklari ve uygun hareketli faz

karisimlari kullanilarak saglanmistir.
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Kadam ve Bari (2007), preparatlarda yer alan valsartan ve hidroklorotiazitin
yuksek performansli ince tabaka kromatografik yontemi ile es zamanl miktar
tayinleri gerceklestiriimistir. Hareketli faz olarak kloroform:etil aset : asetik asit
(5:5:0.2 h/h/h) karisimi, sabit faz olarak silika jel G 60 F-254 plaklari
kullaniimistir. 248.0 nm de dansitometrik dlcim yapilmistir. Bu yontemle elde
edilen korelasyon katsayilari valsartan ve hidroklorotiazitin sirasiyla 0.9998 ve
0.9988 olarak bulunmustur. Tim validasyon parametreleri gézden gecirilmis ve

yontem valsartan ve hidroklorotiazit iceren tabletlere kolaylikla uygulanmistir.
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1.5. Kullanilan Yontemler

1.5.1. Spektrofotometri:

Spektroskopi : Atom, molekul veya iyonlarin, bir enerji duzeyinden
digerine gecisleri sirasinda absorplanan veya vyayilan elektromanyetik
IsSimanin oOlculmesi sonuclarini analitik amaclara yonelik olarak inceleyen bir
terimdir. Kuantum teorisine gére maddelerin temel tasi olan atomlar ancak
belirli potansiyel enerji duzeyinde bulunurlar . Bir atomun potansiyel eneriisi
elektronik konfigirasyonu ve dis elektronlarinin belirli enerji duzeyleri
arasindaki gecislere baglidir. Bu gecisler sirasinda absorblanan isimanin
enerjisi, atomun potansiyel enerjisindeki degisim ile orantihdir. Molekullerde
atomlarda oldugu gibi uygun enerjideki fotonlarla etkilestiklerinde bu fotonlari
absorblayarak uyariimis hale gecerler. Uyarilmis molekuller bu kararsiz
durumdan fazla eneriilerini yayarak tekrar temel hale gecerler. Molekullerdeki
elektronik eneriji duzeyleri gibi titresim,6telenme ve donme eneriji duzeyleride

mevcuttur. Yani bir molekulin toplam eneriisi;

Etop. = E Ele. *ETit. *Ete. ¥ EpDon.

formulUyle verilmektedir. UV ve gorunur boélge fotonunun absorblanmasi
sonucu molekulun elektronik enerji seviyesi ile birlikte diger enerii
seviyelerinde degisme meydana gelmektedir.

Kantitatif absorbsiyon yontemleri iki 1sin  gucli Olcimune ihtivac
gostermektedir. Tek dalga boyundaki ve |, siddetindeki 1sin demeti, kalinhdi b
cm olan bir kapta bulunan atom veya molekuller arasindaki etkilesimin sonucu

siddeti azalarak numune kabini | siddetinde terk eder.

A
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Isinin siddetindeki azalmanin konsantrasyon ile dogru orantili oldugu Lambert-
Beer Kanunu ile aciklanmistir. Lambert-Beer kanuna goére érnek kabina giren
ve kabi terk eden i1sin siddetlerinin logaritmalari farki, kabin icindeki cozelti

konsantrasyonlari (g/L) ve 1sinin numune icinde aldidi yol (cm) ile orantilidir :

lo

Log ——= a.b.C=A (Lambert —-Beer Esitligi)

lb,=Numune Uzerine gonderilen i1sinin siddeti

| = Numuneyi terkeden isinin siddeti

C = Cozeltinin konsantrasyonu (g/L)

b=Isinin numune icinde aldigi yol (cm olarak)

A = Absorbans

a = Absorpsiyon katsayisi, verilen dalga boyunda, belli bir atom, iyon veya
molekul icin sabit bir degerdir ve genellikle maksimum absorpsiyonun oldugu

dalga boylari icin hesaplanir.

Yukaridaki esitlikte yer alan  absorpsiyon katsayisi  absorptivite olarak
kullaniimaktadir. Absorbsiyon katsayisinin  buyudkliagd ,i1sinin numune icinde
aldigi yol ve cozelti konsantrasyonu icin kullanilan birimlerle ilgilidir. Isinin
numune icinde aldigi yol cogunlukla 1 cm olarak ve cozelti konsantrasyonu ise
g/L olarak kullanilir. Eger Lambert-Beer kanunu ifadesi A = ¢ .b .C seklinde
yani absorpsivite yerine molar absorptivite kullanilirsa; 1sin yolu uzunlugu cm
ve numune konsantrasyonu mol/L olarak kullanilr.
Lambert-Beer Kanunu spektrofotometri yontemi icin esas kabul edilir. Bu
kanununun gecerliligi ancak asagidaki kosullarin kullaniimasi ile mumkudn
olmaktadir (Glnduz, 1988; Skoog ve ark. 1997; Yildiz ve ark. 1997).
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1) Absorpsiyon olayinin ve o6rnedin homojen olmasi, birden fazla
bilesenin absorplama olayinda yer almasi durumunda her bir bilesenin,
digerlerinin absorpsiyonunu etkilememesi, ayrica kullanilacak isinin sadece

monokromatik yani tek dalga boyu kullaniimalidir.

2) Analiz sirasinda maddenin Ozelliklerini degistiren durumlar olan
disosiasyon, asosiasyon, polimerlesme kompleks olusumu incelenen drnekte

gerceklesmemelidir.

3) Analiz sirasinda meydana gelen parazit olaylardan kirilma, yansima

ve diflzyon gibi durumlar olusmamalidir.

4) Konsantrasyonu 1.0-0.01 M'den kucuk olan c¢ozeltiler icin Beer -
Lambert kanunu gecerlidir (Gunduz, 1988; Skoog ve ark. 1997; Yildiz ve ark.
1997). Analizi yapilan cozeltinin konsantrasyonu < 0.01 M oldugu halde
Ozellikle iyonlarin konsantrasyonu yuksek oldugunda ve ortamda yabanci bilesik
varliginda badintidan sapma olmaktadir. Analiz sirasinda kullanilan 1sinin
monokromatik olmamasi ve analizi yapilan ¢ozelti Uzerine ayrica kacak isin
gelmesi durumunda da cesitli sapmalar gortlmektedir. Analizi yapilan ¢ozeltive
iki ayri dalga boyunda |, ve |,' siddetlerindeki 1sin génderildiginde ve analizi
yapilan c¢oOzeltinin bu 1sinlari absorpladigi kosullarda asagidaki esitlikler

kullanilir;

’ )
lot lo lotlo

| + | 1,10°C + 1" 10°

esitligi ile ifade edilebilir (Yildiz ve ark. 1997). Bu esitlik ele alinirsa Gc¢ kosul
degerlendirilmelidir.
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i) €= €' ise ; analizi yapilan ¢cozelti tarafindan her iki dalga boyundaki
Isinda ayni miktarda absorpluyorsa yani; esitlik tek dalga boyuna goére

dusundlir ve dogrusalliktan sapma olmaz.

ii) > €' ise ; analizi yapilan ¢Ozelti tarafindan her iki dalga boyundaki
Isinda Olclilen A tek dalga boyu icin olmasi beklenen degerden ¢cok daha

kucuk bir deger olusur ve dodrusal durumdan negatif bir deger goézlenir.

iii) e<¢’ ise; analizi yapilan cozelti tarafindan her iki dalga boyundaki

Isinda ise sapma pozitif bir degerde gozlenir. (Yildiz ve ark. 1997).

Kantitatif Spektrofotometrik calismalar icin ; bilinen dedisik
konsantrasyonlardaki etken madde iceren cozeltiler hazirlanir ve
spektrumlari elde edilir. Calisma grafikleri, c¢odzeltilerin absorbanslari
(cogunlukla maksimum absorpsiyonun oldugu dalga boylarindaki
degerlerdir) bulunup, konsantrasyonlarina karsilik grafide gecirilmesi ile
olusturulur. Bilinmeyen konsantrasyondaki etken maddenin, absorbansi
bulunup kalibrasyon denklemlerinde vyerine konulup etken maddenin

konsantrasyonu bulunmus olur.

1. 5. 1. 1. Spektrofotometre

Spektrofotometre; molekul ve iyonlarin 1sini absorplamasini incelemek
icin kullanilan bir cihazdir. Spektrofotometrenin bolumleri sunlardir (Yildiz
ve ark.1997) :

1) Isik Kaynagdi

Spektrofotometrik calismalarda kullanilacak 1sin  kaynagi kolayca
belirlenebilecek ve olcllebilecek 1sin demeti olusturan kaynaklar olmalidir.
Bunun icin , UV boélgede déteryum lambasi gorunir bdlgede ise Xe ark, civa

buhar ve tungsten lambalaridir.
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2) Monokromatoér (Dalga boyu seciciler)
Monokromatorler spektral taramalari yapabilmek icin  tasarlanmis
sistemlerdir. Monokromatorler yapilarinda slitler, mercekler, pencereler ve

optik ag veya prizmalar icerirler.

3) Numune veya Coéziicii kismi

Analizi yapilacak cozeltinin konulacadl kap calisilan dalga boyu
araliqindaki 1sinlar icin gecirgen olmalidir. Kuartz veya erimis silis kuvetler ,
ultraviyole bolgesinde  (200.0-400.0 nm arasinda) calisihyorsa; cam ve
kuartz klvetler gorunur bolge (400.00-800.00 nm arasinda) calisiliyorsa
numune kabi olarak kullaniimaktadir. Isidgin yansimasini azaltmak icin
numune kaplarinin  yuzeyleri 1s1din gelis yonune dik olacak sekilde
konulmalidir.  Olciim sonugclarinin dogrulugu hicrelerin kullanim sekli ve
bakimina baghdir. Olcim sonuclarini degistiren ve hicrelerin gecirgenligini
etkileyen diger parazit faktorlerden bazilari ise yuzeylerdeki parmak izleri,
vag ve diger birikintilerdir, htcrelerin pencere yuzeylerine dokunulmamalidir

ve analiz edilecek cozelti konulmadan 6nce hucre yuzeyleri temizlenmelidir.

4) Dedektorler

Dedektorler yuksek duyarlik géstermeli, sinyal/quralti orani yiksek
olmali ve genis bir dalga boyu araliginda sabit orantili cevap verme 6zellikleri
goOsterebilmelidir. Analizler sirasinda cogunlukla kullanilan dedektoérler:  1-
Fototupler, 2-Fotocogaltici tupler , 3- Silisyumlu fotodiodlar, 4- Fotovoltaik
hacreler, 5- Fotoiletken hucreler ve 6- YUk aktarim duzenekleri olmak Uzere

6 grupta toplanabilir.

5)Kaydedici

Dedektor araciligiyla alinan sinyalleri kagit Uzerine aktarabilmeyi saglar.
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cozucu

KAYDEDICI

ISIK KAYNAGI

MONOKROMATOR

ORNEK

DEDEKTOR

Sekil 1.5.1.1.1. Cift Isin yollu Spektrofotometre Cihazi

(Yildiz ve ark. 1997).
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1.5.2. Tiirev Spektrofotometri

Absorbans degerlerinin dalga boyuna karsi grafie geciriimesi islemine

spektrum denir. (Onur ve Yucesoy, 1983; Levillain ve Fompeydie,1986). Absorbans

(A) ve dalga boyu (A) dederleri spektrumun belli noktasindaki edimi icin baslica

degiskenlerdir. A=f(x) fonksiyonu, absorbans ve dalga boyu dediskenleri kullanilarak

hesaplanir. A=f(x) fonksiyonun her bir noktasindaki tegetinin egimi yani turev ifadesi

dy/dx seklinde tanimlanmaktadir. A=¢.b.C esitliginin dalga boyuna gobre birinci

dereceden turevi Lambert-Beer kanununa gore:
dA/dL =-C.b.de/dr (1.dereceden tirev edgrisi)
Esitligin 2. dereceden turev egrisi :
d?A/dAr? = -C%.b%.(de/ dA)? -C.b.( d?e/ dr?)
Esitligin 3. dereceden turev egrisi:
d*A/dA® = -C.b.(d%/ dr3)+3 C2.b%.(de/ dr)(d?e/ dA?) —C3.b%.(de/ di)?
seklinde ifade edilir.

Tdrev edrilerinin hazirlanmasi icin elle yapiimasi oldukca guc olan
matematiksel esitlikler kullaniimaktadir. Bu nedenle spektrum egrilerinin her
bir noktasindaki tlrevinin hesaplanmasi ve sonra bunlarin grafige
gecirilerek tirev egrilerinin hazirlanmasi bilgisayar ortaminda

yapilabilmektedir. Turev Spektrofotometri, turev spektrumlarinin analitik

olarak kullaniimasi temeline dayanan bir analiz yontemidir.
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V

Sekil 1.5.2.1. A. basit bir orijinal spektrum

D 1. Orijinal spektrumun 1. dereceden turevi

D, . Orijinal spektrumun 2. dereceden turevi

D 5. Orijinal spektrumun 3. dereceden turevi

D 4. Orijinal spektrumun 4. dereceden turevi (Onur ve
Yucesoy, 1983)
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Sekil 1.5.2.1 * de basit bir orijinal spektrumun 1., 2., 3. ve 4. tirev
spektrumlari  verilmistir.  Yukardaki grafiklerde go0zlendidi qibi orijinal
spektrumun birinci tlrevi alindiginda bandin ylikselen boélgesinde pozitif, inen
bdlgesinde ise negatif pikler gorilmustir. Tarev derecesi arttikca genis
piklerin kiicUlup dar piklerin belirginlestidi izlenmektedir. Ornegin pik genisligi 2.
tlrev spektrumunda normal spektrumun %53 ’'Une, ve 4. turev spektrumunda
ise normal spektrumun % 41’ine dusmektedir. Bu durum ust Uste gelen
bantlarin birbirinden ayrilmasini saglamaktadir. Her bir pike karsilik n. turev

spektrumunda n+1 adet pik yer almaktadir ( Onur ve Yucesoy, 1983).

1.5.2.1. Yontemin Avantaijlari (Onur ve Ylcesoy, 1983)

1) Turev spektrofotometri tegetlerin egimidir. Donum noktalarinin tespiti

ve spektrumun edimleri hakkinda bilgi veren bir yontemdir

2) Orijinal spektrumlar Ust Uste gelen spektrumlardan meydana gelmistir.
Sifirnci  derece spektrumlarin tlrevi alinarak piklerin belli oranda

birbirlerinden ayrilmasi saglanir.

3) Oriiinal spektrumlarin turevleri alinarak baska bir islem
yapilmaksizin karisim icinde bulunan etken maddelerin ayni anda miktar

tayinleri yapilabilir.

4) Etken maddelerin miktar tayini preparat icerisinde bulunan diger

matriks bilesenlerin varliginda da yapilabilir.
5) Etken maddenin bozulma Grinudndn yaninda tayini yapilabilir.
6) Spektrofotometride bulanik c¢ozeltilerin normal spektrumlari buyuk

olasilikla hata nedenidir. Bulanikhidin neden oldugu neqgatif etki tirev

spektrumlari alinarak yok edilmis olur.
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1.5. 2. 2. Yontemin Dezavantaiji

Tarev spektrofotometri ydnteminde, tlrev dereceleri artirildikca
Sinyal/GuUrdltt (S/G) oranlari bozulmakta ve bu degisim bu piklerin sayisinin
artmasina yol agmaktadir. Bu durum ayrimin tam saglanmasi icin pahali

spektrofotometreler kullaniimasina yol acmaktadir.

1.5.2.3. Turev Spektrofotometri Uygulamalari

Tlrev spektroskopisi yonteminin uygulama alanlari; analitik  kimya
agirhkh kalite kontrolU ile ilgili alanlarda biyoloiji, biyokimya, toksikoloji ve

klinik biyokimya ve endustriyvel alanlarda kullaniimaktadir.

Spektrofotometri bélimu Gunduz, 1988; Skoog ve ark., 1997 , Yildiz ve
ark. 1997 , Onur ve Yucesoy, 1983 ve Uyguner 2010 donem projesi

kaynaklari kullanilarak hazirlanmistir.
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1. 5. 3. Spektrum Oranlar Turev Spektrofotometri

Yontem ilk olarak 1987 yilinda Blanco ve arkadaslari tarafindan gelistirilen
yontem (Blanco ve ark., 1987) 1992 vilinda ise Berzas Nevado ve
arkadaslar tarafindan daha da gelistirmistir. (Berzas Nevado ve ark. 1992).
A ve B gibi iki etken maddeden olusan bir ikili karisim numunesi kullanildigi
varsayllmistir (Salinas ve ark., 1990). Kullanilan dalga boyu aralidinda her iki
etken maddenin de karisimlarinin absorbansi , her iki etken maddenin
absorbans dederlerinin ayri ayri toplamina esittir (Toplanabilirlik kural). Bu

durum asaqgidaki esitlikle gosterilmistir (Salinas ve ark., 1990):

Anri = €ani- Ca + €82 .Ca (|) seklinde ifade edilmistir.

Ann = Karisimin i dalga boyundaki absorpsiyonu

€ani Ve €gp = A ve B’ nin molar absorpsiyon katsayilari

Ca ve Cg = A ve B’nin molar konsantrasyonlaridir.

Esitligi A 'nin standart ¢cézeltisinin absorpsiyon spektrumuna (Ca° )'a

bdllinecek olursa asadidaki esitlik yazilabilir (Salinas ve ark., 1990):
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Anni Ca e - Cs
= + (1)

€ani Ca° Ca° €ani Ca°

Bu esitlik daha yalin haliyle;

Aani EBA
= Ch + Cp . - (1n
EANi EAN
Ami 1 Eani | egni |/ €ani ‘bu oranlar grafige gecirildigi zaman bir dogru

denklemi elde edilir. Bu y= mx+ n seklindeki dodru denklemindeki n kesim

noktasi ise Ca ve m egim ifadesi Cg, ile gosterilmistir.

Her bir dalga boyundaki €g) / €an oranini hesaplamak icin B ve A 'nin
ekimolar standart ¢ozeltilerinin absorpsiyon spektrumlari alinir her bir dalga
boyu icin absorbans oranlarinin tek tek hesaplanmasi gerekmektedir ( (Ill)
nolu ifadeden goérildidu gibi) A 'nin varliginda B'nin tayin edilmesi icin (II)

esitliginin turevi alinirsa;

d Anni Cs d EBA

dA - EAN CAO - ‘ CAO dA ‘ EANi
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yukaridaki denklem elde edilir. Esitlik ele alindiginda turev oran spektrumu
sadece Cg ve Cp° dederlerine bagli, Cp'in karisimdaki miktarina bagli
olmadidi dustndlebilir. CA° dederi sabittir buna gore karisim icindeki Cg

degeri kolayca bulunabilir.

Anlatilan yontemin uygulanmasi icin; B+A ‘den olusmus bir karisimda B
analiz edilecekse , analiz edilecek numunenin (B)  farkli bilinen
konsantrasyonlardaki cozeltileri spektrofotometre ile spektrumlari alinir. Bu
islem sonrasinda Ca° konsantrasyonunda sadece A' nin yer aldidi standart
cozeltisi hazirlanir ve hazirlanan Ca° konsantrasyonundaki c¢ézeltinin
absorpsiyon spektrumu kayit edilir. Kayit edilen B’nin her bir spektrumu ayri
ayri Ca° nin spektrumuna boliiniirek oran spektrumu olusturulur. Elde edilen
oran spektrumlarinin tirev spektrumlari cizdirilerek belirlenen dalga boyunda
oran turev absorbans dederleri okunur. Okunan oran turev absorbans
degerleri Cg'e karsi grafige gecirilerek calisma grafigi hazirlanir. Sonra islem
A + B karisimina uygulanip daha 6nce B icin hazirlanan calisma grafigi
vardimiyla karisimda B'nin miktari tayin edilir. Karisimdaki A'nin miktarinin
tayini icinde bu defa Cg° ‘da hazirlanan konsantarasyondaki B cozeltisi

bolucu olarak kullaniimaktadir . Diger islemler yukarida anlatildidi gibidir.

Bu bolium Blanco ve ark., 1987, Berzas Nevado ve ark. 1992, Salinas ve
ark., 1990, Dinc, E. 1996 , Uyguner 2010 , ve kaynaklari kullanilarak

hazirlanmistir.
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1.6.3. Yiiksek Performansh Sivi Kromatografi

Kimyasal bir karisimi olusturan farkli yapidaki maddelerin birbiri ile
karismayan iki faz arasindaki dagihm dengelerine ya da secici
etkilesmelerine dayanarak ayrilmalarini sadlayan ayni zamanda bu
maddelerin nitel ve nicel analizlerini gerceklestirebilen temel bir islemdir. Tum
kromatografik yontemlerde temelde, maddelerin birbirinden ayriimasini
saglayan iki farkli faz bulunur. Bu fazlar sirasiyla sabit ve hareketli fazdir.Bu
fazlardan sabit faz, bir kolon veya dizlemde durgun olan fazdir. Hareketli faz
ise sabit faz Uzerinden analitleri tasiyarak gecen ve genellikle sabit fazla
karismayan fazdir. Kromatografik ayirm, sabit faz ile daha fazla tutulan
bilesenler daha yavas ayrisirken, sabit faz ile zayif tutulan bilesenler ise daha

hizli ayrisirlar (Skoog ve ark., 1997).

Codunlukla kromatografik yontemler sdyle boélimlere ayrilir (Skoog ve ark.,
1997);

1- Kolon kromatografisi
a- Sivi kromatografisi
i- Sivi-sivi veya dagilma
ii- Sivi-bagh faz
iii- Sivi-kati veya adsorpsiyon
iv- Iyon degisimi

v- Boyut eleme

b- Gaz kromatografisi
i- Gaz-sivi
ii- Gaz-bagl faz
iii- Gaz-kati

c- Super kritik akiskanl kromatografi .

2- Duzlemsel kromatografi
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Yiksek performansli sivi kromatografi'de, hareketli faz sividir.lyi bir
ayirim icin siviya belli bir basincta sabit fazdan gecirilmelidir (Skoog ve ark.,
1997).

Yuksek performansli sivi kromatografi’'nin iliskilendirildigi diger ayirim
yontemleri sunlardir; dagilma, adsorbsiyon (sivi-kati), iyon degistirme ve
boyut eleme (jel) kromatografisidir (Sekil 1.6.3.1.) (Skoog ve ark., 1997).
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Sekil 1.6.3.1. Sivi kromatografinin Uygulamalari (Skoog ve ark., 1997).

Dolgu maddeleri cogunlukla 2-10 um tanecik boyutuna sahiptir; bdylece
uygun sivi akis hizi icin, yizlerce atmosferlik pompa basincina ihtivac vardir
(Skoog ve ark., 1997). Sekil 1.6.3.2.'de yuksek performansli sivi kromatografi

cihazi bulunmaktadir.
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Sekil 1.6.3.2. Bir ylksek performansh sivi kromatografi cihazinin

semasl (Skoog ve ark., 1997).

Bir ylUksek performansli sivi kromatografi cihazindaki kisimlar sunlardir
(Skoog ve ark., 1997).
1-Hareketli faz hazneleri ve ¢6ziici muamele sistemleri

2-Pompa sistemleri

a- Pistonlu pompalar

b- Sidrguli pompalar

c- Pndmatik pompalar
3-Numune enjeksiyon sistemleri
4-Sivi kromatografi kolonlari

a- Analitik kolonlar

b- Emniyet kolonlari

c- Kolon termostatlari
5-Dedektor

a. Absorbans dedektorleri
I. Filtreli ultraviyole absorbans dedektorleri
[I. Monokromatdrll ultraviyole absorbans dedektorleri
ll. Infrared absorbans dedektorleri
b. Floresans dedektorler
c. Karilma indisi dedektoru

d. Buharlastirmak isik sacma dedektorleri
e. Elektrokimyasal dedektorler

f. Kutle spektrometrik dedektorler

g NMR
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Yuksek performansli sivi kromatografi cihazinda bulunan bir ya da
daha fazla ¢ézicl haznesi icinde kolon ve dedektdriin negatif olarak
etkilenmesine neden olacak gazlarin ortamdan ayrilmasini sadlayan

cihazlar yer almaktadir (Skoog ve ark., 1997).

iki cesit eliisyon vardir: Bunlardan biri; izokratik eliisyon yani sabit
olarak tek cozlcu ile gerceklesir. Diger cesidi ise gradiyent ayirimdir.
Gradiyent elisyonda ayirim sirasinda oranlari degisen iki ya da ikiden

fazla hareketli faz kullanilarak yapiimaktadir (Skoog ve ark., 1997).

Bir pompa sistemi 400 atm'e kadar basinc uretebilen sistemler olup
her birinin kendine goére ustinlik ve sakincalari bulunan G¢ tip pompa
vardir. Baslicalari 1- Pistonlu pompalar ; 2- Sdrguli pompalar ; 3-

Pndématik pompalardir (Skoog ve ark., 1997).

Sivi kromatografi kolonlari genel olarak dizgun i¢c capa sahip
paslanmaz celik boru olup uzunluklari genelde 10-30 cm, i¢ caplari 4-10
mm ve dolgu maddelerinin boyutlari 3-10 um buyukligindedir. Normalde
kolonlar duzdur ve gerektidi yerlerde iki veya daha fazla kolonun birbirine
eklenmesi ile kolonun boyu artirilabilir. GUnimuzde en cok kullanilan kolon
boyu 25 cm boyunda 4.6 mm ic capinda ve 5 um tanecik buyukligine

sahip dolgu maddesi iceren kolonlardir (Skoog ve ark., 1997).

1.6.3.1. Yiksek Performansh Sivi Kromatografik Yonteminin

Avantajlan

1. Kullanilan sabit fazin rejenerasyon olmaksizin pek cok kez
kullanilabilir olmasi
2. Duyarh ve dogru, kantitatif tayinlere kolayca uygulanabilir yontem

olmasi.

3. Ucucu olmayan, sicaklikla kolayca bozunabilen turlerin ayrimi icin

uygun olmasi.



58

4. Pek cok maddeye genis sekilde uygulanabilmesi ve analiz suresinin

cok kisa olmasi

5. Ayni sabit faz kullanilarak farkli hareketli faz sistemleriyle ayni anda
bircok maddenin duyarli olarak miktar tayininin yapilmasina olanak
sagdlamasi.

6. Numunedeki maddelerin, bozulma drunlerinin yaninda miktar

tayinlerine olanak saglamasi.

7. Biyolojik sivilardan gerek ilac etken maddelerinin, gerekse
metabolitlerinin analizi icin genis bir kullanim alanina sahip

olmasi (Skoog ve ark., 1997).

1.6.3.2. Yiiksek Performansh Sivi Kromatografik Analiz Yonteminin

Dezavantaijlari

1. Sabit faz ve hareketli faz sistemlerinin pahali olmasi

2. Kullanilan hareketli faz sistemlerinin pahali membran sistemlerinden

suzulmesinin gerekliligi.

3. Numune kaplarinin pahali olmasi

Bolum Skoog ve ark., 1997 ve Ciloglu 2008 tezinden vyararlanilarak

hazirlanmistir.
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2.GEREC VE YONTEM

2.1. Kullanilan Cihazlar ve Gerecgler

e Spektrofotometre : Shimadzu UV 1601

e Duyarh Terazi : Shimadzu, Libor AEG-220

e Manyetik Karistirici : Electro-Mag Type MS,

e Yuksek Performansli Sivi Kromatografi Cihazi: HP 1100 Series
G1379 Degasser, G1311 Quat Pump, G1313A ALS,
G1315BDAD, G1316A COLCOM

e Ultrasonik Banyo : Selectra, Ultrasons

e pH metre : Mettler Toledo MP 220

2.2. Kullanilan Kimyasal Maddeler

e Metanol (Merck, Darmstadt, Alimanya)
¢ Asetonitril (Merck, Darmstadt, Alimanya)

e Distile su

2.3. Kullanilan Standart Maddeler

e Bisoprolol Fumarat (Sandoz ilac San. ve Tic. A.S) (USP
standartidir: %100)

e Hidroklorotiazit (Sandoz ilag San. ve Tic. A.S) (USP
standartidir: %100)
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2.4. Farmasotik Preparatlar
Turkiye’de piyasaya yeni surulen preparat sekilleri asagidaki gibidir.
I) Lodoz® 2.5 mq/6.25 mq 30 Film Tablet (Merck ilac)

Bisoprolol Fumarat 2.5 mg
Hidroklorotiazit 6.25 mg / tablet

I) Concor® 10 mq Lak Tablet (Solvay)

Bisoprolol Fumarat 10 mqg / tablet

2.5. Ortam Sartlari ve Hesaplamalar

Stok c¢ozeltiler firmadan temin edilen saf bisoprolol fumarat ve
hidroklorotiazitin metanol icerisinde c¢ozulmesiyle hazirlanir. Bu stok
cozeltilerden hareketle belli seyreltmeler yapilarak farkli
konsantrasyonlarda standart cozeltiler hazirlanir. Standart cozeltilerden
hareketle gerek spektrofotometri de ve gerekse ylksek performansli sivi
kromatografide analitik olarak dogrusal olan konsantrasyonlar tespit edilip

en kucuk kareler yontemleriyle kalibrasyon denklemleri hesaplanmistir.
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2.6. Sadece Bisoprolol Fumarat iceren Preparatlar icin Analiz

Yontemleri

2.6.1. Dogrudan UV Spektrofotometri

2.6.1.1. Deneyin Yapilisi

2.6.1.1.1. Kalibrasyon Grafiklerinin Hazirlanmasi

Stok olarak hazirlanan bisoprolol fumarat'in metanoldeki cozeltilerinden
hareketle farkli konsantrasyon araliklarinda (2.0-22.0 ug/mL) standart
cozeltiler hazirlanmistir.Hazirlanan bu farkli  konsantrasyonlardaki
cozeltiler Shimadzu UV 1601 spektrofotometre kullanilarak 200.0-285.0
nm arasindaki spektrumlari kaydedilmistir (Sekil 3.1.1.1.) . En ylksek
absorbans degerinin okundugu dalga boyu 224.6 nm olarak tespit edilmis
ve bu dalga boyunda hazirlanan tum standart cozeltilerin absorbans
degerleri okunmustur. Konsantrasyon degerlerine karsi okunan absorbans
degerleri x-y gafigine vyerlestiriimistir. Bu grafikten vyararlanilarak

kalibrasyon denklemi elde edilmistir (Cizelge 3.1.1.1.).

2.6.1.1.2. TekraredilebilirliGin Arastinlmasi (Gun ici ve Gunler Arasi

Denevyler)

2.6.1.1.2.1. Giin ici Deneyler

Calisma konsantrasyon araliginda olacak sekilde Uc¢ farkh
konsantrasyonda ve Ucer paralel standart coézelti hazirlanmistir. Bu
cozeltilerin ; 0.(hazirlanir hazirlanmaz), 2 ., 1., 1.5, 2., 3., 4., ve 5.
saatlerde; spektrumlari alinmis ve absorbans dederleri okunmustur.
Okunan bu degerler ilgili denklemlerde vyerine konularak  Cizelge

3.1.1.2.’de 6zetlenen veriler elde edilmistir.
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2.6.1.1.2.2. Gunler Arasi Deneyler

Calisma konsantrasyon aralidinda olacak sekilde ¢ farkh
konsantrasyonda ve Ucer paralel standart c¢ozelti hazirlanmistir. Bu
cozeltilerin ; 0.(hazirlanir hazirlanmaz), 1., 2., 3., 4., ve 5. gunlerde ;
spektrumlari alinmis ve absorbans dederleri okunmustur. Okunan bu
degerler ilgili denklemlerde yerine konularak Cizelge 3.1.1.3.’de dzetlenen

veriler elde edilmistir.

2.6.1.1.3. % Geri Kazanim Calismalari

Kalibrasyon grafiklerinin hazirlanmasi sonucu hesaplanan kalibrasyon
denklemleri kullanilarak % geri kazanim degerleri hesaplanmistir. Elde

edilen sonuclar Cizelge 3.1.1.4.’de verilmistir.

2.6.1.1.4. Yontemin Farmasotik Preparatlara Uygulanmasi

Herbiri 10 mg bisoprolol fumarat iceren 10 tablet hassas terazide tartilir ve
ortalama tablet agirligi bulunur. Tartilan tabletler eczaci havanlari
icerisinde iyice toz edilir. 13.8 mg bisoprolol fumarat’a esdeger tablet tozu
hassas terazide tartilarak 25 ml'lik balonjojeye yeteri kadar metanol ilave
edilerek alinmistir. Bu ¢ozelti dnce ultrasonik banyoda 15 dakika kadar
tutulur. Karisim Whatman 42 slzgec kagidindan suzulir. Elde edilen
suzuntulerden calisma aralidi icerisinde olacak sekilde dilisyonlar yaplilir.
Maksimum absorbansin elde edildigi dalga boyu 224.6 nm'’dir. Kaydedilen
bu degerler Cizelge 3.1.1.1.’de gO0sterilen kalibrasyon grafiklerinin
hazirlanmasi sonucu elde edilen kalibrasyon denklemlerinde absorbans
degerleri yerine konularak, her bir tabletteki bisoprolol fumarat miktarlar

hesaplanmistir. Bulunan sonuclar Cizelge 3.1.1.5.'te verilmistir.
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2.6.2. Birinci Tiuirev UV Spektrofotometri

2.6.2.1. Deneyin Yapilisi

2.6.2.1.1. Kalibrasyon Grafiklerinin Hazirlanmasi

Metanol icerisinde hazirlanan bisoprolol fumarat standart cozeltilerinden
hareketle 209.0-250.0 nm dalga boyu araliklarinda alinan spektrumlarin
birinci turev edrileri  bilgisayarlar kullanilarak cizdirilmistir (Cizelge
3.1.2.1.). Elde edilen birinci tirev UV spektrumlarinda 232.6 nm'’deki
turev absorbans (dA/dA) dederleri kaydedilmistir. Bu degerler
konsantrasyon degerlerine karsi grafige gecirilmistir. En kiclk kareler
yontemi kullanilarak kalibrasyon denklemi elde edilmistir. Elde edilen

veriler Cizelge 3.1.2.1.’de  vyer almaktadir.

2.6.2.1.2. Tekraredilebilirligin Arastirilmasi (Giin ici ve Gilinler Arasi

Deneyler)

2.6.2.1.2.1. Giin ici Deneyler

Calisma konsantrasyon araliginda olacak sekilde uc¢ farkh
konsantrasyonda ve Ucer paralel standart coézelti hazirlanmistir. Bu
cozeltilerin ; 0.(hazirlanir hazirlanmaz), 2 ., 1., 1.5, 2., 3., 4., ve 5.
saatlerde; spektrumlari alinmis ve turev egrileri cizdirilerek turev
absorbans dederleri okunmustur. Okunan bu degerler ilgili denklemlerde

yerine konularak Cizelge 3.1.2.2.'de 6zetlenen veriler elde edilmistir.
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2.6.2.1.2.2. Gunler Arasi Deneyler

Calisma konsantrasyon araliginda olacak sekilde Uc¢ farkh
konsantrasyonda ve Ucer paralel standart coézelti hazirlanmistir. Bu
cozeltilerin ; 0.(hazirlanir hazirlanmaz), 1., 2., 3., 4., ve 5. gunlerde;
spektrumlari alinmis ve turev egrileri cizdirilerek tirev absorbans degerleri
okunmustur. Okunan bu dederler ilqgili denklemlerde vyerine konularak

Cizelge 3.1.2.3.de 6zetlenen veriler elde edilmistir.

2.6.2.1.3. % Geri Kazanim Calismalari

Elde edilen birinci turev UV  spektrumlarinda 232.6 nm ‘deki tlrev
absorbans (dA/dA) dederleri okunmus ve kaydedilmistir. Bu cdzeltilerin
hazirlanan ve olmasi gereken konsantrasyonlarindan hareketle “% geri
kazanim degerleri” hesaplanmistir. Elde edilen veriler Cizelge 3.1.2.4.

verilmistir.

2.6.2.1.4. Yontemin Farmasotik Preparatlara Uyqulanmasi

Bolim 2.6.1.1.4.” de aciklandidi gibi elde dilen UV spektrumlarinin tirev
spektrumlari alinmistir.Elde edilen birinci tirev UV spektrumlarinda
232.6 nm’deki tirev absorbans (dA/dA) degerleri okunmustur. Okunan
bu tirev absorbans degerleri Cizelge 3.1.2.1."de gosterilen kalibrasyon
grafiklerinin ~ hazirlanmasi  sonucu elde edilen kalibrasyon
denklemlerinde yerine konularak her bir tabletteki bisoprolol fumarat
miktarlari  hesaplanmistir. Bulunan sonuclar Cizelge 3.1.2.5.te

verilmistir.
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2.6.3. Yuksek Performansli Sivi Kromatografi

2.6.3.1. Deneyin Yapihisi

2.6.3.1.1. Ortam Kosullarinin Ayarlanmasi

Sabit faz olarak C4g kolonu ve hareketli faz olarak ise asetonitril, su
ve metanol’den olusan karisim ile izokratik ayirrm yapilmasina karar
verilmistir. Hareketli faz seciminde farkli oranlar ve farkli fazlar denenmis
olup en uygun olan hareketli fazin asetonitril:su:metanol (20:60:20 h/h/h)
karisiminin  oldugu tespit edilmistir. Hareketli faz olarak secilmistir.
Hazirlanan bu hareketli faz,kolon sicakligi 20-50°C arasinda degistirilerek
farkli sicakliklarda denenmis ve ; en uygun sicakigin 25°C olduguna
karar  verilmistir. Etken maddenin 200.0-260.0 nm’lerde cizdirilen
spektrumlari incelenerek maksimum absorpsiyonun oldugu dalga boyu
230.0 nm olarak belirlenmistir. Bu dalga boyunda calisiimaya karar
verilmistir. ic standart olarak calismalarimizda losartan kullaniimistir.
Gelistirdigimiz yontemde bisoprolol fumarat, ve i¢c standartin birbirinden
ayrilmasina ve kolon basincinin 200 bar’t gecmemesine dikkat edilerek,
hareketli faz kolondan farkli akis hizlarinda gecirilmis ve en uygun akis

hizinin 0.5 mL/dk olduguna karar verilmistir.

2.6.3.1.2. Kromatografik Kosullar

Cihaz : HP 1100 Series ,yuksek performansli sivi kromatografi cihazi
Kolon : Supelcosil BDS C15,150 mm x 4.6 mm, 5u

Hareketli Faz: Asetonitril-su-metanol (20:60:20, h/h/h).

Akis Hizi: 0.5 mL/dk
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Enjeksiyon Hacmi: 5.0 pL
Kolon Sicakhigr: 25°C
Dalga Boyu: 230.0 nm

Calismalarimizdan énce kromatografik kosullar ayarlandiktan sonra
hareketli faz 0.5 mL/dk akis hiziyla iki saat boyunca kolondan gecirilerek

kolonun dengeye getiriimesi saglanmistir.

2.6.3.1.3. Kalibrasyon Grafiklerinin Hazirlanmasi

ic standart olarak, losartanin  metanoldeki 0.2  ug/mL
konsantrasyondaki ¢cozeltisi kullaniimistir. Bu ¢ozelti Whatman 42 suzgec
kagidindan suzulmustar.

Yaklasik 25 mg bisoprolol fumarat standarti tartilarak, 100 mL’lik
balonjojeye konulmustur. 10 mL metanol konularak bir sire ultrasonik
banyoda tutulmustur. Yine metanolle hacme tamamlanmistir (bisoprolol
fumarat konsantrasyonu 250 pg/mL). Hazirlanan c¢ozelti Whatman 42
suzge¢ kadidindan suUzulmustar. Boylece stok bisoprolol fumarat
cozeltisi  hazirlanmistir.  Stzintiden hareketle degisen  bilinen
konsantrasyonlarda (2.0 — 22.0 yg/mL) standart cozeltiler hazirlanarak
icerisine ic standart stok c¢ozeltisi ilave edilerek gerekli hacme
tamamlanmistir. Hazirlanan bu standart cozeltiler, Bolim 2.6.3.7.1.°de
anlatildigi sekilde dengelenmis sisteme enjekte edilmis ve elde edeilen
kromatogramlar kaydedilmistir  (her bir cozeltiden arka arkaya Ucer
enjeksiyon yapilmistir) (Sekil 3.1.3.1.). Alnan bu tum kromatogramlarda
ayni integrasyon parametreleri kullanilarak hesaplanan pik alani/ic
standardin pik alani konsantrasyonlara karsi grafide gecirilerek
kalibrasyon grafikleri cizilmis ve verilerden hareketle kalibrasyon
denklemleri hazirlanmistir.  istatistiksel veriler Cizelge 3.1.3.1.de

gosterilmistir.
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2.6.3.1.4. TekraredilebilirliGin Arastirilmasi (Gun ici ve Gunler Arasi

Deneyler)

2.6.3.1.4.1. Giin ici Deneyler

Bolum 2.6.3.1.3.'de belirtildigi gibi ic standart ve stok cozeltileri
hazirlanmistir. Stok cozeltilerden hareketle, bisoprolol fumarat ve ic
standart olarak losartan icerecek uc¢ farkli konsatrasyonda cozelti
hazirlanmistir. Bu cozeltilerin ; 0.(hazirlanir hazirlanmaz), 2 ., 1., 1.5, 2.,
3., 4., ve 5. saatlerde; Bolum 2.6.3.1.1. ‘de belirtildigi sekilde dengeye
gelmis sisteme enjekte edilmis ve elde edilen kromatogramlar kayit
edilmistir (her bir cozeltiden arka arkaya ucer enjeksiyon yapilmistir). Elde

edilen istatiksel verileri Cizelge 3.1.3.2.de verilmistir.

2.6.3.1.4.1. Gunler Arasi Deneyler

Bolum 2.6.3.1.3.'de belirtildigi gibi ic standart ve stok cozeltileri
hazirlanmistir. Stok cozeltilerden hareketle, bisoprolol fumarat ve ic
standart olarak losartan icerecek uc farkh konsantrasyonda cozelti
hazirlanmistir. Bu cozeltilerin ; 0.(hazirlanir hazirlanmaz), 1., 2., 3., 4., ve
5. qglnlerde; Bolum 2.6.3.1.1. ‘de belirtildigi sekilde dengeye gelmis
sisteme enjekte edilmis ve elde edilen kromatogramlar kayit edilmistir (her
bir cozeltiden arka arkaya Ucer enjeksiyon yapilmistir). Elde edilen

istatiksel verileri Cizelge 3.1.3.3.de verilmistir.
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2.6.3.1.5. % Geri Kazanim Calismalari

Kalibrasyon grafiklerinin hazirlanmasi sonucu hesaplanan kalibrasyon
denklemleri kullanilarak % geri kazanim dederleri hesaplanmistir. Elde

edilen sonuclar Cizelge 3.1.1.4.’de verilmistir.

2.6.3.1.6. Yontemin Farmasotik Preparatlara Uyqulanmasi

10.0 mg bisoprolol fumarat iceren 10 tablet tartilarak ortalama bir tablet
agirliklart saptanmistir. Daha sonra bu tabletler havanda iyice toz
edilmistir. Elde edilen tablet tozundan, 1 tablet agirhdina esdeger tablet
tozu 25 mL ‘lik balonjojeye alinmistir. Balonjojeye yeteri kadar metanol
ilave edilmis ve ultrasonik karistiricida yarim saat boyunca karistiriimistir.
Sure sonunda bu cozelti sicakhdinin oda sicakligina gelmesi beklenmis ve
metanol ile hacme tamamlanmistir. Bu ¢cozelti manyetik karistiricida yarim
saat boyunca karistirilmistir. Numune Whatman 42 suzgec¢ kagidindan
suzllmastir. Stzantiden konsantrasyon aralidi icerisinde olacak kadar
suzuntd alinip icerisine i¢c standart stok cozeltiden ilave edilmistir. Su ile
hacme tamamlanmistir. Daha sonra dengelenmis sisteme enjekte edilmis
ve elde edilen kromatogramlar kaydedilmistir (her bir cozeltiden arka
arkaya Ucer enjeksiyon vyapilmistir). Tim kromatogramlarada ayni
integrasyon parametreleri kullanilarak hesaplanan etken maddenin pik
alani/ic standart alani orani, dogru denkleminde yerine konulmus; boylece
tabletteki bisoprolol fumarat ve miktarlari hesaplanmistir. Elde edilen

istatiksel veriler Cizelge 3.1.3.5.’de verilmistir.
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2.7. Bisoprolol Fumarat ve Hidroklorotiazit’i Birlikte iceren

Farmasotik Preparatlar icin Analiz Yontemleri

2.7. 1. Spektrum Oranlari Birinci Tiirev UV Spektrofotometri

2.7.1.1. Deneyin Yapilisi

2.7.1.1.1. Kalibrasyon Grafiklerinin Hazirlanmasi

Stok cozeltilerden hareketle bisoprolol fumarat ve hidroklorotiazit dedisik
konsantrasyonlarda ayri ayri bisoprolol fumarat ve hidroklorotiazit iceren
cozeltiler hazirlanir ve bu cozeltilerin UV spektrumlari cizdirilerek
bilgisayarin hafizasina kayit edilir. iki etken madde iceren preparatlardan
miktar tayini yapilmak istenen maddeye goére 6rnegin bisoprolol fumarat ve
hidroklorotiazit ‘i birlikte iceren preparattan bisoprolol fumarat'in miktari
spektrum oranlari birinci tirev UV spektrofotometri ile tayin edilmek
isteniyorsa, hidroklorotiazit'in bolucu olarak kullaniimasiyla spektrum
oranlari spektrumlari elde edilir (Sekil 3.2.2.1.). Bilgisayara kayit edilen bu
spektrumlarin daha sonra birinci tirev UV spektrumlari cizdirilir (Sekil
3.2.2.2)) (AN = 2 nm). Cizdirilen spektrum oranlari birinci turev UV
egrilerinde, bisoprolol fumarat’'in miktar tayini icin 244.6 nm’deki spektrum
oranlari birinci tirev absorbans degerleri kayit edilir. Elde edilen spektrum
oranlari birinci turev absorbans dederleri konsantrasyonlara karsi grafige
gecirilmesiyle kalibrasyon grafikleri cizilir. Elde edilen bu kalibrasyon
grafiklerinde spektrum oranlari birinci tlrev absorbans dederleri ve
konsantrasyonlar kullanilarak en kicuk kareler yontemi yardimiyla

kalibrasyon denklemleri elde edilmistir (Cizelge 3.2.2.1.).
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ikili karisim icerisinde bulunan hidroklorotiazit'in miktari spektrum oranlari
birinci turev UV spektrofotometriyle tayin edilmek isteniyorsa, bisoprolol
fumarat’in boéllicu olarak kullaniimasiyla elde edilen spektrum oranlari
spektrumlarinin (Sekil 3.2.2.3.) bilgisayara kayitlari yapilir. Daha sonra
bilgisayara kayit edilen bu spektrum oranlarin birinci turev edrileri cizdirilir
(Sekil 3.2.2.1) (AN = 2 nm). Cizdirilen spektrum oranlari birinci tlrev
egrilerinde, hidroklorotiazit'in miktar tayini icin  275.8 nm’deki spektrum
oranlari birinci tirev absorbans degerleri kayit edilir. Elde edilen spektrum
oranlari birinci turev absorbans dederleri konsantrasyonlara karsi grafige
gecirilmesiyle kalibrasyon grafikleri elde edilir (Cizelge 3.2.2.1.).
Kalibrasyon grafiklerinden  hareketle  kalibrasyon denklemleri

hazirlanmaktadir.

2.7.1.1.2. TekraredilebilirliGin Arastirilmasi (Gun ici ve Gunler Arasi

Deneyler)

2.7.1.1.2.1. Giin ici Deneyler

Stok cozeltilerden hareketle, bisoprolol fumarat ve hidroklorotiazit iceren
uc farkli konsantrasyonda cozelti hazirlanmistir. Bu c¢odzeltilerin

0.(hazirlanir hazirlanmaz), - ., 1., 1.5., 2., 3., 4., ve 5. saatlerde;
spektrumlari alinarak  spektrum oranlari tarev  edrileri cizdirilmistir.
Belirlenen dalga boylarindaki oran tirev absorbans degerleri kalibrasyon
denklemlerinde yerine konularak Cizelge 3.2.2.2.’de verilen degerler elde

edilmistir.
2.7.1.1.2.2. Gunler Arasi Deneyler
Stok cozeltilerden hareketle, bisoprolol fumarat ve hidroklorotiazit iceren

uc farkli konsantrasyonda cozelti hazirlanmistir. Bu c¢ozeltilerin

0.(hazirlanir hazirlanmaz), 1., 2., 3., 4., ve 5. glnlerde; spektrumlari
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alinarak spektrum oranlari turev edrileri cizdirilmistir. Belirlenen dalga
boylarindaki oran turev absorbans dederleri kalibrasyon denklemlerinde

yerine konularak Cizelge 3.2.2.3.’de verilen dederler elde edilmistir.

2.7.1.1. 3. % Geri Kazanim Calismalan

Bilinen miktarlarda sentetik olarak bisoprolol fumarat ve hidroklorotiazit
iceren ikili karisimlar hazirlanmistir. Hazirlanan bu karisimlara yontem
uygulanmistir. Kalibrasyon denklemleri kullanilarak bisoprolol fumarat ve

hidroklorotiazit icin elde edilen sonuclar (Cizelge 3.2.2.4.)’de verilmistir.

2.7.1.1.4. Yontemin Farmasotik Preparatlara Uyqulanmasi

Her biri 2.5 mg bisoprolol fumarat ve 6.25 mqg hidroklorotiazit iceren 10
tablet hassas terazide tartilmis ve ortalama tablet agirligi bulunmustur.
Tartilan tabletler porselen bir havan icerisinde iyice toz edilmistir. Bir
tablet agirligina esdeger tablet tozu hassas terazide tartilarak 25 mL’lik
balonjojeye veteri kadar metanol ilave edilerek alinmistir. Bu cozelti dnce
ultrasonik banyoda 10 dakika kadar tutulmustur. Daha sonra metanolle 25
mL’ye tamamlanmistir. 25 mlL’lik balon jojenin icine magnet atilarak
magnetik karistiricida 20 dakika kadar karistirimistir. Karisim Whatman
42 suzgec kagidindan stzulmustur. Elde edilen suzintllerden calisma
aralidi icerisinde olacak sekilde dilisyonlar yapilmistir. Belirlenen dalga
boyu araliginda spektrumlar alinarak yontem uygulanmistir. Saptanan
dalga boylarinda absorbans dederleri okunarak bu degerler kalibrasyon
denklemlerinde vyerine konularak, her bir tabletteki bisoprolol fumarat ve
hidroklorotiazit miktarlari hesaplanmistir. Bulunan sonuclar Cizelge

3.2.2.5.'te verilmistir.
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2.7.2. Yuksek Performansli Sivi Kromatografi

2.7.2.1. Deneyin Yapilisi

2.7.2.1.1. Ortam Kosullarinin Ayarlanmasi

Sabit faz olarak C1g kolonu ve hareketli faz olarak ise asetonitril, su
ve metanolden olusan karisim ile izokratik ayirrm yapilmasina karar
verilmistir. Hareketli faz seciminde farkli oranlar ve farkl fazlar denenmis
olup en uygun olan hareketli fazin asetonitril:su:metanol (20:60:20 h/h/h)
karisiminin  oldugu tespit edilmistir. Hareketli faz olarak secilmistir.
Hazirlanan bu hareketli faz,kolon sicakhgi 20-50°C arasinda degistirilerek
farkli sicakliklarda denenmis ve; en uygun sicakligin 25°C olduguna karar
verilmistir. Etken maddenin 200.0-260.0 nm’lerde cizdirilen spektrumlari
incelenerek maksimum absorpsiyonun oldugu dalga boyu 230.0 nm olarak
belirlenmistir. Bu dalga boyunda calisiimaya karar verilmistir. i¢ standart
olarak calismalarimizda losartan kullaniimistir. Gelistirdigimiz yontemde
bisoprolol fumarat, hidroklorotiazit ve ic standartin birbirinden ayrilmasina
ve kolon basincinin 200 bar'i gecmemesine dikkat ederek, hareketli faz
kolondan farkli akis hizlarinda geciriimis ve en uygun akis hizinin 0.5

mL/dak. olduguna karar verilmistir.

2.7.2.1.2. Kromatografik Kosullar

Cihaz : HP 1100 Series ,yuksek performansli sivi kromatografi cihazi
Kolon : Supelcosil BDS C15,15 x 4.6 mm, 5u

Hareketli Faz: asetonitril-su-metanol (20:60:20, h/h/h).

Akis Hizi: 0.5 mL/dak.

Enjeksiyon Hacmi: 5.0 yL
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Kolon Sicakhigr: 25°C

Dalga Boyu: 230.0 nm

Calismalarimizdan dnce kromatografik kosullar ayarlandiktan sonra
hareketli faz 0.5 mL/dak. akis hiziyla iki saat boyunca kolondan gecirilerek

kolonun dengeye getirilimesi saglanmistir.

2.7.2.1.3. Kalibrasyon Grafiklerinin Hazirlanmasi

ic standart olarak, losartanin metanoldeki 0.2 ug/mL konsantrasyondaki
cozeltisi kullanilmistir. Bu c¢ozelti  Whatman 42 suzge¢ kagidindan
suzulmustdr.

Yaklasik 25.0 mg bisoprolol fumarat ve 25.0 mg hidroklorotiazit
standartlari ayri ayn tartilarak, 100 mL’lik balonjojeye konulmustur. 10 mL
metanol konularak bir sure ultrasonik banyoda tutulmustur. Yine metanolle
hacme tamamlanmistir  (bisoprolol fumarat ve  hidroklorotiazit
konsantrasyonu 250 pg/mL). Hazirlanan c¢ézelti Whatman 42 slizgec
kagidindan suzulmustur. Boylece stok bisoprolol fumarat stok cozeltisi
hazirlanmistir. Stzuntiden hareketle degisen bilinen konsantrasyonlarda
bisoprolol fumarat icin (2.0 — 22.0 ug/mL) ve hidroklorotiazit icin (2.0 —
22.0 ya/mL) standart cozeltiler hazirlanarak icerisine ic standart stok
cozeltisi ilave edilerek gerekli hacme tamamlanmistir. Hazirlanan bu
standart cozeltiler, Bolum 2.7.3.1.1.de anlatildidi sekilde dengelenmis
sisteme enjekte edilmis ve elde edilen kromatogramlar kaydedilmistir (her
bir cozeltiden arka arkaya Ucer enjeksiyon yapilmistir) (Sekil 3.2.3.1.).
Alinan bu tim kromatogramlarda ayni integrasyon parametreleri
kullanillarak hesaplanan pik alani/ic standardin pik alani oranlari
konsantrasyonlara karsi grafide gecirilerek kalibrasyon grafikleri cizilmis ve
verilerden hareketle kalibrasyon denklemleri hazirlanmistir. Istatistiksel

veriler Cizelge 3.2.3.1.’da gosterilmistir.
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2.7.2.1.4. TekraredilebilirliGin Arastirilmasi (Gun ici ve Gunler Arasi

Deneyler)

2.7.2.1.4.1. Giin ici Deneyler

Bolum 2.7.3.1.3.'de belirtildigi gibi ic standart ve stok cozeltileri
hazirlanmistir.  Stok  cozeltilerden  hareketle, bisoprolol fumarat,
hidroklorotiazit ve i¢c standart olarak losartan icerecek Uc farkl
konsantrasyonda c¢ozelti hazirlanmistir. Bu c¢ozeltilerin ;  0.(hazirlanir
hazirlanmaz), 'z ., 1., 1.5., 2., 3., 4., ve 5. saatlerde; Bolum 2.7.3.1.1. ‘de
belirtildigi sekilde dengeye gelmis sisteme enjekte edilmis ve elde edilen
kromatogramlar kayitedilmistir  (her bir coOzeltiden arka arkaya Ucer
enjeksiyon yapilmistir). Elde edilen istatiksel verileri Cizelge 3.2.3.2.'de

verilmistir.

2.7.2.1.4.1. Gunler Arasi Deneyler

Bolum 2.7.3.1.3."de Dbelirtildigi qgibi ic standart ve stok cozeltileri
hazirlanmistir.  Stok  cozeltilerden  hareketle, bisoprolol fumarat,
hidroklorotiazit ve i¢c standart olarak losartan icerecek Uc farkl
konsatrasyonda c¢oézelti hazirlanmistir. Bu c¢ozeltilerin ;  0.(hazirlanir
hazirlanmaz), 1., 2., 3., 4., ve 5. gunlerde; Bélum 2.7.3.1.1. ‘de belirtildigi
sekilde dengeye gelmis  sisteme enjekte edilmis ve elde edilen
kromatogramlar kayitedilmistir  (her bir coOzeltiden arka arkaya Ucer
enjeksiyon yapilmistir). Elde edilen istatiksel verileri Cizelge 3.2.3.3.'de

verilmistir.
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2.7.2.1.5. % Geri Kazanim Calismalari

Bilinen miktarlarda sentetik olarak bisoprolol fumarat ve hidroklorotiazit
iceren ikili karisimlar hazirlanmistir. Hazirlanan bu karisimlara yontem
uygulanmistir. Kalibrasyon denklemleri kullanilarak bisoprolol fumarat ve

hidroklorotiazit icin elde edilen sonuclar (Cizelge 3.2.3.4.)’'de verilmistir.

2.7.2.1.6. Yontemin Farmasotik Preparatlara Uyqulanmasi

Her biri 2.5 mg bisoprolol fumarat ve 6.25 mg hidroklorotiazit iceren 10
tablet hassas terazide tartilir ve ortalama tablet agirhdr bulunur. Tartilan
tabletler porselen bir havan icerisinde iyice toz edilir. Bir tablet agirhdina
esdeger tablet tozu hassas terazide tartilarak 25 mL’lik balonjojeye yeteri
kadar metanol ilave edilerek alinmistir. Bu ¢dzelti 6nce ultrasonik banyoda
10 dakika kadar tutulur. Daha sonra metanolle 25 mL’ye tamamlanir. 25
mL’lik balon jojenin icine magnet atilarak magnetik karistiricida 20 dakika
kadar karistinlmistir.  Karisim  Whatman 42 sizge¢ kagdidindan
suzllmastir. Stzantiden konsantrasyon aralidi icerisinde olacak kadar
suzlntu alinip icerisine ic standart stok cozeltiden ilave edilmistir. Su ile 25
mL’ye tamamlanmistir. Daha sonra dengelenmis sisteme enjekte edilmis
ve elde edilen kromatogramlar kayit edilmistir (her bir ¢ozeltiden arka
arkaya Ucer enjeksiyon vyapilmistir). Tum kromatogramlarada ayni
integrasyon parametreleri kullanilarak hesaplanan etken maddenin pik
alani/ic standart alani, dogru denkleminde vyerine konularak; boylece
tabletteki bisoprolol fumarat ve miktarlari hesaplanmistir. Elde edilen

istatiksel veriler Cizelge 3.2.3.5.’de verilmistir.
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3. BULGULAR

3.1. Sadece Bisoprolol Fumarat iceren Farmasoétik Preparatlar icin

Analiz Bulqulan

3.1.1. Dogrudan UV Spektrofotometri

Sekil  3.1.1.1.’de  bisoprolol  fumaratin  metanoldeki farkl

konsantrasyonlarda UV spektrumlari gosterilmistir.

1.000H

@ o

0,00 L L T
2000 2200 2400 2600 2800 2850

Da]ga bo}'u

Sekil 3.1.1.1. Standart Bisoprolol fumarat'in metanoldeki a) 6.0ug/mL; b)
10.0 pg/mL ; c) 14.0 pa/mL; d) 18.0 pa/mL; e) 22.0
pMa/mL’lik konsantrasyonlarina ait UV spektrumlari

Hazirlanan standart bisoprolol fumarat coézeltileri kullanilarak elde
edilen UV spektrumlarindan maksimum absorbansin oldugu 224.6 nm’de
okunan absorbans degerleri konsantrasyonlara karsi grafide gecirilmis ve

Cizelge 3.1.1.1. 'de kalibrasyon grafikleri denklem verileri elde edilmistir.
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Yakalama siniri ve tayin alt sinirlari su formuller ile hesaplanmistir

(Sarby ve ark., 2000);

Burada m,

sapmasidir.

kalibrasyon denkleminin egimi;

Yakalama Siniri=3SS/m
Tayin Alt Sinin=10SS/m

SS, kesimin standart

Cizelge 3.1.1.1. Dogrudan UV spektrofotometrik yontem ile bisoprolol fumarat

icin elde edilen kalibrasyon grafik denklem verileri (n=5)

Calisma
YS TAS
Araliqi
AMnm) m n r (wa/mL) | (na/mL)
(ua/mL)
224.6 0.0406 -0.0036 | 0.9983 2.0-22.0 0.008 0.027
A Dalga boyu
m: Kalibrasyon grafiginin egimi
n: Kalibrasyon grafiginin y-eksenini kestidi nokta

0

YS: Yakalama siniri

TAS:

Tayin alt sinir

Korelasyon katsayisi




78

Yontemin kesinliginin arastirilmasi icin sadece bisoprolol fumarat iceren
standart cozeltiden hareketle yapilan gun ici ve gunler arasi deneysel
bulgulari Cizelge.3.1.1.2.ve 3.1.1.3. verilmistir.

Cizelge 3.1.1.2. Dogrudan UV spektrofotometrik yontemiyle yapilan bisoprolol
fumarat icin gun ici deney sonuclari (A\:224.6 nm)

Konulan |Siire Bulunan |BH BSS
Miktar Miktar | (%) SS (%)
(ua/mL) (ug/mL)
O.saat [15.25 0.327 [0.035 [0.231
15.dak. | 15.22 0.525 |0.056 |0.370
30. dak. | 15.19 0.724 |0.077 |0.510
45.dak. |15.25 0.327 [0.035 [0.231
15.30 1.saat |15.15 0.990 [0.106 |0.696
1.5.saat|15.13 1.123 |0.120 |0.790
2.saat [15.25 0.327 [0.035 [0.231
3.saat [15.25 0.327 [0.035 [0.231
4.saat |15.17 0.856 [0.091 |0.603
5.saat [15.22 0.525 |0.056 |0.370
BH: Bagil hata

SS: Standart sapma
BSS: Bagil standart sapma
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Cizelge 3.1.1.3. Dogrudan UV spektrofotometrik ydntemiyle yapilan bisoprolol fumarat

icin glnler arasi deney sonuclari (A:224.6 nm)

Konulan |Sire |Bulunan |BH BSS
Miktar |(qlin) | Miktar (%) SS (%)

(na/mL) (ug/mL)
1. 15.50 1.31 |0.01 |0.93
2. 15.70 259 10.02 |1.86
15.30 |3. 15.40 0.66 |0.03 |0.46
4. 15.19 0.67 |0.01 |0.47
5. 15.30 0.00 ]0.00 |0.00

BH: Badil hata

S$S: Standart sapma
BSS: Bagil standart sapma

Yontemin dogrulugunun belirlenmesi icin % geri kazanim deneyleri sonuclari

hesaplanmis ve elde edilen sonuclar Cizelge 3.1.1.4.’de verilmistir.



Cizelge 3.1.1.4. Dogrudan UV spektrofotometrik yontemde % geri kazanim

Xort:

SS:

BSS: Badil standart sapma (%)

degerleri ile elde edilen analiz sonuclari (n=5) (A:224.6nm)

Numune Konulan Bulunan
No Konsantrasyon | Konsantrasyon Geri
(ng/mL) (ug/mL) Kazanim
(%)
1 2.40 2.32 96.7
2 6.40 6.31 98.6
3 10.40 10.08 96.9
4 18.40 18.44 100.2
5 20.80 20.92 100.6
Xort 98.6
SS 1.82
BSS(%) 1.84
Ortalama

Standart sapma
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Yontem etken maddeyi tek basina iceren farmasoétik preparata uygulandiginda

elde edilen sonuclar Cizelge 3.1.1.5. ’de gosterilmistir.

Cizelge 3.1.1.5. Bisoprolol fumarati tek basina iceren CONCOR® tablete ait UV
spektrofotometrik ydntem uygulanmasi sonucunda elde edilen

tablet sonuclari (Tabletin UGzerinde yazili miktar 10 mg/tab.’dir.)

(A: 224.6 nm)

Numune No ma/Tablet

1 9.94

2 9.89

3 10.00

4 10.04

5 10.02

Xort 9.98

SS 0.06
p :0.05icin GA 9.98+0.008

Xort: Ortalama

SS: Standart sapma

p: Hata (0.05)

GA: Giiven araligi (Xor * t.SS/\n; mg/tablet; t:tablodaki teorik t dederi)



82

3.1.2. Birinci Turev UV Spektrofotometri

Standart bisoprolol fumarat iceren cozeltilerden hareketle alinan dogrudan UV
spektrumlarinin birinci tirev edrileri alinmis ve spektrumlar  Sekil 3.1.2.1°de

gosterilmistir.

290 00 oo 400 =00

Dalgaboyu (mm)

Sekil 3.1.2.1. Standart bisoprolol fumarat'in metanol icerisindeki a) 6.0 ug/mL;
b)10.0 pa/mL ; c)14.0 yg/mL d) 18.0 pg/mL ve e)22.0 pg/mL’lik

konsantrasyonlarina ait birinci tirev UV spektrumlari

Birinci Turev UV spektrumunda, elde edilen tlrev egrilerinin 232.6 nm’lerdeki
turev absorbans (dA/d\) degderlerinin, konsantrasyona karsi grafige gecirilmesi

elde edilen kalibrasyon grafik denklem verileri Cizelge 3.1.2.1. 'de gdsterilmistir.



Cizelge 3.1.2.1. Birinci tirev UV spektrofotometri ile bisoprolol fumarat‘in

edilen kalibrasyon grafik verileri (A\:232.6 nm, n=5)
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elde

Calisma
YS TAS
Araliqi
A(nm) m n r (na/mL) | (na/mL)
(ug/mL)
232.6 -3x10* | 9x10°® 0.9995 2.0-22.0 0.013 0.043
A: Dalga boyu

m: Kalibrasyon grafiginin egimi

n: Kalibrasyon grafiginin y-eksenini kestidi nokta
r: Katsayisi

YS: Yakalama siniri

TAS: Tayin alt siniri

Ydéntemin kesinliginin arastiriimasi

icin sadece bisoprolol fumarat iceren

standart ¢ozeltiden hareketle yapilan gun ici ve gunler arasi deneysel bulgulari

Cizelge.3.1.2.2.ve 3.1.2.3. verilmistir.



Cizelge 3.1.2.2.

Birinci Turev UV Spektrofotometrik yontemiyle yapilan bisoprolol

fumarat icin gun ici deney sonuclari (A\:232.6 nm)
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Konulan Sire Bulunan Baail BSS
Miktar Miktar Hata SS (%)
(ua/mL) (na/mL) (%)
0.saat 15.29 0.038 0.004 0.027
15.dak. 15.17 0.813 0.087 0.568
30. dak. 15.05 1.601 0.170 1.110
45.dak. 15.29 0.038 0.004 0.027
15.30 1. saat 15.05 1.601 0.170 1.110
1.5.saat 15.11 1.206 0.128 0.839
2.saat 15.29 0.038 0.004 0.027
3.saat 15.29 0.038 0.020 0.785
4 saat 15.27 0.192 0.033 0.243
5.saat 15.25 0.308 0.170 1.110
BH: Bagil hata

SS: Standart sapma

BSS: Bagil standart sapma
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Cizelge 3.1.2.3. Birinci Turev UV Spektrofotometrik yontemiyle yapilan bisoprolol

fumarat icin gunler arasi deney sonuclari (A\:232.6 nm)

Konulan |Siire |Bulunan |Bagil BSS
Miktar |(qiin) | Miktar Hata |[SS |[(%)
(na/mL) (wa/mL) | (%)
1. 15.50 1.31 |0.01 |0.93
2. 15.60 1.96 |0.02 [1.40
15.30 |3. 15.50 1.31 |0.01 [0.93
4, 15.40 0.66 |0.01 |0.46
5. 14.99 2.04 1[0.02 |[1.42
BH: Bagil hata

S$S: Standart sapma
BSS: Bagil standart sapma

Yontemin dogrulugunun belirlenmesi icin % geri kazanim deneyleri sonuclari

hesaplanmis ve elde edilen sonuclar Cizelge 3.1.2.4. 'de 06zetlenmistir.



Cizelge 3.1.2.4. Birinci Turev UV spektrofotometrik yontemde % geri

kazanim degerleri ile elde edilen analiz sonuclari (n=5)

(A:232.6 nm)
Numune Konulan Bulunan
No Konsantrasyon | Konsantrasyon Geri
(na/mL) (na/mL) Kazanim

(%)

1 2.40 2.36 98.5
2 6.40 6.34 99.2
3 10.40 10.04 96.6
4 18.40 18.31 99.6
5 20.80 21.08 101.4
Xort 99.1

SS 1.74

BSS(%) 1.75

Xort: Ortalama
S8S: Standart sapma
BSS: Badil standart sapma (%)
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Birinci Turev UV spektrofotometri bisoprolol fumarati tek basina iceren
farmasotik preparata uygulandiginda elde edilen sonuclar Cizelge 3.1.2.5 .
de gosterilmistir.

Cizelge 3.1.2.5. Bisoprolol Fumarati tek basina iceren CONCOR® tablet'e
Birinci Turev UV spektrofotometrik yontem uygulanmasi
sonucunda elde edilen sonuclar (Preparatin Uzerinde
yazili olan miktar 10.0 mg/tab. ‘dir. (A\:232.6 nm)

Numune No mga/Tablet
1 10.01
2 10.01
3 10.01
4 10.62
5 9.71
Xort 10.07
SS 0.33
p :0.05icin GA 10.07+0.045

Xort : Ortalama

SS: Standart sapma

p: Hata (0.05)

GA: Given araligi (Xo = t.SS/An; mg/tablet; t:tablodaki teorik t
degderi)
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3.1.3. Yuksek Performansli Sivi Kromatografi

Standart bisoprolol fumarat ve ic standart olarak kullanilan losartan iceren

cozelti kullanilarak alinan kromatogram Sekil 3.1.3.1. gosterilmistir.

"~ DADI B, Sge=230,16 Ref=360,100 (03102010000025D) g |
mAU_f g b !
10- il |
b | 3
j R = \
5 | ; |
4
2 ,J: /
0 i e — T g T
¢ T L T T T T | T 1 ‘ I 1 1 T I
0 05 | 15 2 25 3 35 min

Sekil 3.1.3.1. Bisoprolol fumarat'in (a) metanoldeki 14.0 uyag/mL ‘lik ve losartan

(b) 2.0 pya/mL’lik cozeltisine ait kromatogram

DAD dedektéor kullanilarak 230.0 nm dalga boyunda kaydedilen
kromatogramlarda bisoprolol fumarat‘a ait pik alanlari losartana ait pik alanlarina
boluinmus istatiksel olarak kalibrasyon grafikleri ve kalibrasyon denklem verileri
Cizelge 3.1.3.1. verilmistir.
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Cizelge 3.1.3.1. Bisoprolol icin yuksek performansl sivi kromatografik

yontem ile elde edilen kalibrasyon verileri (n=6)

Calisma TAS
m n r Araligi YS

(ug/mL) (ug/mL) | (na/mL)
0.0809 | 0.0536 | 0.9903 2.0-22.0 0.211 0.703

A: Dalga boyu

m: Kalibrasyon grafidinin egimi

n: Kalibrasyon grafiginin y eksenini kestidi nokta

r:  Korelasyon katsayisi

YS: Yakalama siniri
TAS: Tayin alt siniri
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Yuksek performansli sivi kromatografide yontem kesinlidi icin yapilan gun ici
ve gunler arasi deneylerin sonuclar Cizelge 3.1.3.2. ve 3.1.3.3. ‘de

Ozetlenmistir.

Cizelge 3.1.3.2. Yiksek performansli sivi kromatografik yontemle yapilan

bisoprolol fumarat icin gun ici deney sonuclari

Konulan |Sire |Bulunan BH BSS
Miktar (saat) | Miktar (%) SS (%)
(ua/mL) (ua/mL)
0. 18.22 0.10 0.01 0.01
0.5. 18.34 0.76 0.09 0.54
1. 18.36 0.87 0.11 0.61
1.5. 18.20 0.00 0.00 0.00
18.20 2. 18.33 0.70 0.09 0.50
3. 18.27 0.38 0.04 0.27
4. 18.23 0.16 0.02 0.11
5. 18.21 0.05 0.01 0.03

SS: Standart sapma
BSS: Bagil standart sapma (%)
BH: Bagil hata (%)
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Cizelge 3.1.3.3. Bisoprolol fumarat icin yuksek performansli sivi kromatografi

yontemiyle yapilan gunler arasi deney sonuclari

Konulan Sure Bulunan BH SS BSS
Miktar (saat) Miktar (%) (%)

(na/mL) (ua/mL)
1. 18.25 0.27 0.03 0.19
2. 18.28 0.43 0.05 0.31
18.20 3. 18.26 0.32 0.04 0.23
4. 17.97 1.27 0.16 0.89
5. 17.95 1.39 0.17 0.97

BH: Bagdil hata

S$S: Standart sapma

BSS: Bagil standart sapma
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Yuksek Performansli Sivi Kromatografik yontem dogrulugunun belirlenmesi
icin laboratuar sartlarinda sentetik olarak hazirlanan ¢ozeltilerden hareketle

yapilan % geri kazanim calisma sonuclari Cizelge 3.1.3.4. verilmistir.

Cizelge 3.1.3.4. YUksek performansli sivi kromatografi ydntemiyle bulunan %

geri kazanim analiz sonuclari (n=5)

Konulan Bulunan Geri
Numune Miktar Miktar Kazanim

No (na/mL) (na/mL) %
Bisoprolol Bisoprolol Bisoprolol

2.20 2.20 100.1

2 6.20 6.25 100.9

3 10.20 10.17 99.8

4 18.20 18.21 100.1

5 21.20 21.22 100.1

Xort 1002

SS 0.41

BSS(%) 0.41

Yuksek performansli sivi kromatografi yonteminin tek basina bisoprolol
fumarat iceren farmasotik preparata uygulandiginda elde edilen analiz

sonuclari Cizelge 3.1.3.5. gosterilmistir.
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Cizelge 3.1.3.5. Bisoprolol Fumarati tek basina iceren CONCOR® tablete
yuksek performansli  sivi  kromatografi  yonteminin

uygulanmasi sonucunda elde edilen sonuclar (A: 230.0 nm)

Numune No ma/Tablet
1 10.05
2 10.04
3 9.98
4 9.81
5 9.94
Xort 9.97
SS 0.09
p :0.05icin GA 9.97+0.12

S$S: Standart sapma
p: Hata (0.05)
GA: Given aralidi (Cor + t.SS/4/1i; ma/tablet; t:tablodaki teorik t degeri,

n:deney sayisi)
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3.2. Bisoprolol fumarat ve Hidroklorotiazit iceren Farmasotik

Preparatlar icin Analiz Bulgulari

3.2. 1. Spektrum Oranlari Birinci Tiirev UV Spektrofotometri

Spektrum oranlari birinci tirev UV spektrofotometri ile bisoprolol
fumarat ve hidroklorotiazit'i birlikte iceren farmasoétik preparatlarda etken
maddelerin ayni anda miktar tayini icin bisoprolol fumarat'in miktar tayini icin
bolucu olarak hidroklorotiazit'in kullaniimasiyla elde edilen oran spektrumlari
Sekil 3.2.2.1 ‘de gosterilmistir. Oran spektrumlarinin bilgisayarlar yardimiyla

elde edilen tlrev egrileri ise Sekil 3.2.2.2 * de gdsterilmistir.

Dalgaboyul nm)

Sekil 3.2.2.1. Standart bisoprolol fumarat'in metanol icerisindeki
a) 6.0 ya/mL; b) 10.0 pa/mL; c) 14.0 ya/mL; d) 18.0 pa/mL;
e) 22.0 ya/mL'lik oran spektrumlari boluct hidroklorotiazit

konsantrasyonu 14.0 ug/mL (AA= 6 nm)
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Sekil 3.2.2.2. Standart bisoprolol fumaratin metanol icerisindeki
a) 6.0 ug/mL; b)10.0 ua/mL; c)14.0 ug/mL; b) 18.0 ya/mL;
c) 22.0 ug/mL'lik oran spektrumlari birinci tirev UV
edrileri  bolicu hidroklorotiazit konsantrasyonu 14.0
Ma/mL(AA= 6 nm)

Karisim icerisinde vyer alan diger etken madde olan hidroklorotiazit'in
miktar tayini icin bisoprolol fumarat'in boélicu olarak kullaniimasiyla elde
edilen oran spektrumlari Sekil 3.2.2.3 ve bu oran spektrumlari kullanilarak

elde edilen birinci turev spektrumlari Sekil 3.2.2.4’de gosterilmistir.
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Sekil 3.2.2.3. Standart hidroklorotiazit'in metanol icerisindeki a) 2.0 yg/mL;
b)6.0 pa/mL; ¢) 10.0 ya/mL ‘ lik oran spektrumlari boltci

bisoprolol fumarat konsantrasyonu 14.0 yg/mL (AA= 6 nm)
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Sekil 3.2.2.4. Standart hidroklorotiazit'in metanol icerisindeki a) 2.0 pa/mL;
b)6.0 ug/mL; c) 10.0 ya/mL ‘ lik oran spektrumlarinin birinci
tlrev egrileri bdltcl bisoprolol fumarat

konsantrasyonu 14.0 uyg/mL (AA=6 nm)
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Yontemde bisoprolol fumarat'in miktar tayini icin 244.6 nm'’deki
spektrum oranlari birinci tirev absorbans dedgerlerinden hidroklorotiazit icin
ise 275.8 nm’deki spektrum oranlari birinci tirev absorbans degerlerinden
vararlanilarak hazirlanan kalibrasyon grafik verileri Cizelge 3.2.2.1 ‘de

gOsterilmistir.

Cizelge 3.2.2.1. Karisim halinde bisoprolol fumarat ve hidroklorotiazit miktar
tayini icin bulunan spektrum oranlari birinci turev UV

spektrofotometri icin kalibrasyon grafik verileri (n=5)

Calisma
YS TAS
Arahqi
m n r (ua/mL) | (ua/mL)
(na/mL)

2446 | -0.0041 | -0.0013 0.9978 2.0-22.0 0.102 0.340

275.8 | -0.0674 | -0.0013 0.9996 2.0-22.0 0.098 0.326

Spektrum oranlari 1. Turev UV spektrofotometride kesinligin tayini icin
yapilan gun ici ve gunler arasi deneylerin sonuclari Cizelge 3.2.2.2. ve

3.2.2.3.'te 0zetlenmistir.



Cizelge 3.2.2.2. Spektrum oranlari birinci tirev UV spektrofotometrik yontemde bisoprolol fumarat ve hidroklorotiazit

standartlarinin gun ici calismalarinin ~ sonuclari
Konulan Sure Bulunan BH BSS
Miktar Miktar (%) SS (%)
(na/mL) (na/mL)
Bis. | Hid. Bis. | Hid. | Bis. | Hid. | Bis. | Hid. | Bis. | Hid.
244.6| 275.8 244.6 | 275.8 | 244.6 |275.8 | 244.6|275.8 | 244.6 | 275.8
nm | nm nm nm nm | nm | nm | nm | nm nm
15.dak. |15.17 | 12.79 |0.813 | 0.43 | 0.087 | 0.07 | 0.568 | 0.30
30.dak. | 15.05| 12.22 {1.601| 0.60 |0.170| 0.09 | 1.110 | 0.42
45.dak. |15.29 | 12.83 |0.038 | 0.12 | 0.004 | 0.02 | 0.027 | 0.09
1.saat |15.05| 12.19 |{1.601| 0.82 |0.170| 0.13 | 1.110 | 0.57
15.30 |12.30 | 1.5.saat | 15.11 | 12.28 |1.206 | 0.12 [0.12810.02| 0.839 | 0.09
2.saat |15.29| 12.28 |0.038| 0.12 [ 0.004 | 0.02 | 0.027 | 0.09
3.saat |15.29| 12.30 |0.038| 0.00 {0.020 | 0.00 | 0.785 | 0.00
4.saat |15.27 | 12.32 {0.192| 0.17 | 0.033 | 0.02 | 0.243 | 0.12
5.saat |15.25| 12.32 |0.308 | 0.17 |{0.170| 0.02 | 1.110 | 0.12
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Cizelge 3.2.2.3. Spektrum oranlari birinci tirev UV spektrofotometrik yontemde bisoprolol fumarat ve hidroklorotiazit

standartlarinin gunler arasi calismalarin  sonuclari
Konulan Sire Bulunan BH BSS
Miktar (qiin) Miktar (%) SS (%)
(ua/mL) (ua/mL)
Bis. Hid. Bis. Hid. |Bis. Hid. |Bis. Hid. |Bis. |Hid.
244.6 |275.8 244.6 |275.8| 244.6 |275.8| 244.6 |275.8|244.6|275.8
nm nm nm nm nm nm nm nm | nm | nm
1. |15.81 12.373.22 0.56 [0.03 0.04 |2.31 |0.40
2. |15.60 12.371.96 0.56 |0.02 0.04 |1.40 |0.40
15.30 [12.30| 3. [15.50 12.35|1.31 0.40 |0.01 0.03 [0.93 |0.28
4. |15.40 12.33]0.66 0.24 [0.01 0.02 (0.46 |0.17
5. [14.99 12.30|2.04 0.00 |0.02 0.00 |1.42 |0.00

99
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Spektrum oranlari birinci turev UV spektrofotometrinin sentetik olarak

hazirlanan karisimlara uygulandiginda elde edilen sonuclar Cizelge 3.2.2.4

- 3.2.2.5 ‘de gosterilmistir .

Cizelge 3.2.2.4. Sentetik olarak hazirlanan

bisoprolol fumarat ve

hidroklorotiazit karisimlarina yontemin uygulanmasi ile

elde edilen analiz sonuclar (244.6 nm ‘deki spektrum

oranlari birinci tirev absorbans degerleri kullaniimistir.)

(n=5)
Bisoprolol Hidroklorotiazit
Numune No Konulan Bulunan Geri Konulan
Kons. Kons. Kazanim Kons.
(ug/mL) (ng/mL) (%) (ug/mL)
1 14.00 13.87 99.10 2.00
2 14.00 14.02 100.1 6.00
3 14.00 13.85 98.9 10.00
4 14.00 13.90 99.3 14.00
5 14.00 14.00 100.0 22.00
Xort 99.5
SS 0.54
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Cizelge 3.2.2.5. Sentetik olarak hazirlanan bisoprolol fumarat ve

hidroklorotiazit karisimlarina yontemin uygulanmasi ile

elde edilen analiz sonuclari (275.8 nm ‘deki spektrum

oranlari  birinci tirev UV  absorbans degerleri
kullaniimistir.) (n=5)
Hidroklorotiazit Bisoprolol
fumarat
Numune No Konulan | Bulunan Geri Konulan
Kons. Kons. | Kazanim Kons.
(ua/mL) | (ua/mL) (%) (ua/mL)
1 17.20 17.20 100.0 2.00
2 17.20 17.22 100.1 6.00
3 17.20 17.22 100.1 10.00
4 17.20 17.26 100.3 14.00
5 17.20 17.33 100.8 18.00
Xort 100.2
SS 0.32
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Spektrum oranlari birinci turev spektrofotometride bisoprolol fumarat ve

hidroklorotiazit'i birlikte iceren farmasoétik preparata uygulandidinda elde

eldilen sonuclar Cizelge 3.2.2.6 ‘de gosterilmistir.

Cizelge 3.2.2.6. Bisoprolol fumarat ve hidroklorotiazit iceren farmasotik

preparata spektrum oranlari birinci tlrev spektrofotometrinin

uygulanmasi ile elde edilen analiz sonuclari. (Lodoz® tablet

uzerinde yazilan miktar; bisoprolol fumarat 2.5 mg/tablet,
hidroklorotiazit 6.25 mg/tablet) (n=5)

Numune Bisoprolol Hidroklorotiazit
No (ma/Tablet) (ma/Tablet)
244.6 nm 275.8 nm
1 2.47 6.16
2 2.41 6.21
3 2.50 6.23
4 2.51 6.25
5 2.52 6.25
Xort 2.48 6.22
SS 0.04 0.03
(p=0.05 icin) 2.48+0.05 6.22+0.04
GA
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3.2.3. Yiiksek Performansh Sivi Kromatografi

Standart bisoprolol fumarat, standart hidroklorotiazit ve ic standart olarak

kullanilan losartan iceren cozeltiler kullanilarak alinan kromatogram Sekil

3.2.3.1. gosterilmistir.

mAU |

Sekil 3.2.3.1.

DAD dedektor

DAD1 B, Sig=230,16 Ref=360,100 (GOZDE\052-2401.D)

AT23 o

> 1855 o

793433 ©

1 2 3 4 mir

Bisoprolol fumarat'in (a) metanoldeki 10.0 pag/mL,
Hidroklorotiazit (c) ‘in 14.0 pa/mL'lik ve losartan (b) 2.0

ua/mL’lik metanoldeki cozeltilerine ait kromatogram

kullanilarak  230.0 nm dalga boyunda kaydedilen

kromatogramlarda bisoprolol fumarat, hidroklorotiazit ‘e ait pik alanlari ayri

ayri losartana ait pik alanlarina bolunmus istatiksel olarak kalibrasyon

grafikleri ve kalibrasyon denklem verileri Cizelge 3.2.3.1. verilmistir.
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Cizelge 3.2.3.1. Bisoprolol fumarat ve hidroklorotiazit icin yuksek performansli

sivi kromatografik yontemle elde edilen kalibrasyon verileri

(n=6)
Calisma
m n r Arahqi YS TAS
(ua/mL) (ua/mL) | (ua/mL)
Bis. | 0.0536 | 0.0809 | 0.9903 2.0-22.0 0.161 0.537
Hid. | 0.133 | 0.6597 | 0.9996 2.0-22.0 0.081 0.270
Dalga boyu

Kalibrasyon grafiginin egimi

5 3

Kalibrasyon grafiginin y-eksenini kestigi nokta

0

Korelasyon katsayisi
YS: Yakalama siniri
TAS: Tayin alt siniri
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Yuksek Performansli sivi kromatografide yontem kesinligi icin yapilan gun ici

ve gunler arasi deneylerin sonuclar Cizelge 3.2.3.2. ve 3.2.3.3. ‘da

Ozetlenmistir.

Cizelge 3.2.3.2. Yiksek performansli sivi kromatografi ydénteminde bisoprolol

fumarat ve hidroklorotiazit standartlarinin  gun ici
calismalarinin sonuclari (A: 230.0 nm)
Konulan Sure Bulunan BH BSS
Miktar Miktar (%) SS (%)
(na/mL) (na/mL)

Bis. | Hid. Bis. | Hid. Bis. |Hid.| Bis. | Hid. | Bis. | Hid.
O.saat |18.22 |16.98 |0.10 |0.11|0.01 |0.01 |0.01 |0.08
1.saat [18.34 |16.91 |0.76 |0.53|0.09 |0.06 |[0.54 |0.37

18.20 11700 1.5.saat [18.36 |16.95 |0.87 |0.29/0.11 |0.03 |0.61 |0.20
2.saat |18.20 |16.96 |0.00 |0.23|0.00 |0.02 |[0.00 |0.16
3.saat [18.33 |16.75 |0.70 |1.49/|0.09 |0.17 |0.50 [1.04
4 saat |[18.27 |16.92 |0.38 |0.47|0.04 |0.05 |0.27 |0.33
5.saat [18.23 |16.74 |0.16 |1.55|0.02 |0.18 |0.11 [1.08

BH: Bagil hata

SS: Standart sapma

BSS: Bagil standart sapma (%)
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Cizelge 3.2.3.3. Yuksek performansli sivi kromatografi yonteminde bisoprolol ve

hidroklorotiazit standartlarinin gunler arasi calismalarinin sonuclari

(A: 230.0 nm)
Konulan Sure Bulunan BH BSS
Miktar (giin) Miktar (%) SS (%)
(na/mL) (na/mL)
Bis. |Hid. Bis. |Hid. |Bis. |Hid. |Bis. |Hid. [Bis. |Hid.
1. 18.25 | 16.94 |0.27 |0.35 |0.03 [0.04 |0.19 [0.25
2. 18.28 | 17.13 |0.43 |0.75 |0.05 |0.09 |0.31 |0.53
18.20|17.00 3. 18.26 | 16.96 |0.32 |0.23 |0.04 |0.02 |{0.23 |0.16
4. 17.97 | 16.89 |1.27 |0.65 |0.16 [0.07 |0.89 [0.45
5. 18.25 | 16.85 [0.27 [0.89 |0.03 |0.10 [0.19 |0.62
BH: Bagil hata

SS: Standart sapma
BSS: Bagil standart sapma (%)



Yuksek Performansli Sivi Kromatografik yontemin dogrulugunun
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belirlenmesi

icin laboratuar sartlarinda sentetik olarak hazirlanan cozeltilerden hareketle yapilan

% geri kazanim calisma sonuclari Cizelge 3.2.3.4.verilmistir.

Cizelge 3.2.3.4. Yuksek performansli sivi kromatografik yontemi

kazanim calismasi sonuclari

ile % geri

Konulan Bulunan Geri
Numune Miktar Miktar Kazanim
No (ua/mL) (ua/mL) (%)
Bis. Hid. |Bis. Hid. |Bis. Hid.
1 3.40 2.40 3.40 2.41 100.1 |100.4
2 5.20 7.60 5.24 7.65 100.9 |100.7
11.20 |1240| 11.17 |12.47 99.8 100.5
4 1710 |1750| 17.12 |[17.48| 100.1 99.9
5 1760 [2150| 17.61 |21.79| 100.1 |101.4
Xort 100.2 |100.6
SS 0.41 0.54
BSS(%) 0.41 0.54
Bisoprolol fumarat ve hidroklorotiazit'i birlikte iceren iki etken maddeli
farmasoétik preparata vyuksek performansli  sivi  kromatografi yontemi

uygulandiginda elde edilen analiz sonuclari Cizelge 3.2.3.5. gdsterilmistir.
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Cizelge 3.2.3.5. Yuksek performansl sivi kromatografik yontemin farmasotik
preparata uygulanmasi ile elde edilen analiz sonuclari
(LODOZ 25 mg bisoprolol fumarat ve 6.25 mg
hidroklorotiazit /tablet) (dalga boyu: 230.0 nm)

Bulunan miktarlar
(mg/tablet)

Bis. Hid.

2.49 6.27

2.45 6.14

2.51 6.13

2.48 6.29

2.53 6.25
Xort 2.49 6.22
SS: 0.02 0.47
p=0.05icin GA 2.49+0.33 6.21+0.65
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TARTISMA

Cadimizin hastalidi halinde olan hipertansiyon tedavisi icin kullanilan ilaclarin
sayisi her gecen gun blyuk bir hizla artmaktadir. Yiksek lisans tezimiz
kapsaminda hipertansiyon tedavisinde kullanilan bisoprolol fumarat iceren
farmasotik preparatlar Uzerinde rutin kullanima uygun kantitatif analiz
yontemleri gelistirmeyi amacladik. Bu amac cercevesinde iki farkh
formUlasyon secerek gerek spektrofotometrik gerek ylksek performansli sivi
kromatografi yontemi gelistirdik. Calismalara baslamadan 6nce vyaptigimiz
kaynak taramasi sirasinda bisoprolol fumarati tek basina iceren farmasotik
preparatlarda etken madde tayinine yonelik oldukca sinirli sayida kaynaga
rastladik. Hidroklorotiazit icin yapilan kaynak taramasinda ise oldukca fazla
kaynak bulundugunu tespit ettik bu kaynaklardan sadece 2005 senesinden

sonra olanlari sectik.

Bisoprolol fumarat etken maddesi Sandoz ilac San. ve Tic. A.S. ‘den
tedarik edilmistir.Analizlere baslarken ilk olarak etken maddelerin kolay

¢c6zUndugu ¢ozucu tespit edilmis ve metanol secilmistir.

Tez kapsaminda ilk olarak bisoprolol fumarat adli etken maddeyi tek
basina iceren farmasoétik preparatlarda etken madde miktar tayini icin
dogrudan UV vyontemi incelenmistir. Bisoprolol fumarat'in metanolde
hazirlanan cozeltilerinin calisma araligi 2.0-22.0 yg/mL olarak belirlenmistir.
Hazirlanan bu farkh konsantrasyonlardaki cozeltiier Shimadzu UV 1601
spektrofotometrede 200-285 nm arasindaki spektrumlari kaydedilmistir (Sekil
3.1.1.1.). UV spektrumlar incelendiginde maksimum absorbsiyonun oldugu
dalga boyu 224.6 nm olarak kaydedilmistir. Hazirlanan standart cozeltilerinin
konsantrasyon degerlerine karsi okunan maksimum absorbans degerleri x-y
kalibrasyon gafigine yerlestirilmistir. Bu kalibrasyon grafikten yararlanilarak
bir kalibrasyon denklemleri elde edilmistir. (Cizelge 3.1.1.1). 224.6 nm’ler icin
hesaplanan yakalama sinirt 0.008 pg/mL ve tayin alt sinirinin 0.027 pg/mL

gibi kicuk olmalari,ve kalibrasyon denklemlerinden elde edilen korelasyon
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katsayilarinin da 1’e yakin olmasi gelistirilen yontemin duyarli oldugunu
gostermektedir.Yontemin kesinliginin belirlenmesi icin gun ici ve gunler arasi
calismalar yapilmis olup sonuclar Cizelge 3.1.2.2. ve 3.1.2.3. ‘de verilmistir.
Tez kapsaminda bisoprolol fumarati tek basina iceren preparatlarda etken
madde miktar tayini icin gelistirdigimiz yontemin % geri kazanim calismasi

kapsaminda ortalama % geri kazanim degeri %98.6 standart sapma degeri

ise 1.82 olarak hesaplanmistir (Cizelge 3.1.2.4.).

Cizelge 4.1. Bisoprolol fumarat icin kullanilan yontemlerin sonuclari

Dogrudan UV | Birinci Tiirev UV Yiiksek
Spekt. Spekt. Performansh Sivi
Kromatografi
Calisilan 2246 232.6 230.0
Dalga Boyu
(nm)
Calisma y=0.0406x-3.6x10” | y=-0.0003x+9x10®° y=0.089+0.0536
Denklemi
(y=mx+n)
Calisma 2.0-22.0 2.0-22.0 2.0-22.0
Arahdi
(na/mL)
Yakalama 0.008 0.013 0.211
Sinin
(ua/mL)
Tayin Alt 0.027 0.043 0.703
Sinin
(na/mL)
%Geri 98.6 100.4 100.2
Kazanim
Korelasyon
katsayisi 0.9997 0.9995 0.9989
Tablet
ortalamalari 9.98+0.008 10.07+0.045 9.97+0.12
(ma/tablet)
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Bu tez kapsaminda Onerilen diger yontem ise Dbirinci turev UV
spektrofotometridir. Standart bisoprolol fumarat ¢ozeltileri kullanilarak elde
edilen UV spektrumlarinin bilgisayarlar yardimiyla birinci ,ikinci, Gcuncu ve
dérdincu tarev edrileri cizdirilmis kantitatif amacli birinci tirev egrilerinin
kullanilmasinin  uygun oldugu saptanmistir. Elde edilen birinci turev
spektrumlarinda 232.6 nm’deki tlrev absorbans (dA/d)L) degerleri standart
bisoprolol fumarat konsantrasyonlarina karsi grafige gecirilerek kalibrasyon
grafikleri elde edilmis veriler kullanilarak kalibrasyon denklemleri elde
edilmistir. Elde edilen kalibrasyon denklem degerleri Cizelge 3.1.2.1.
Ozetlenmistir. Cizelge 3.1.2.1.’de goruldigu gibi, ydontemde calisma aralidi
2.0-22.0 pg/mL olarak tespit edilmistir. Cizelge 3.1.2.1. incelendiginde
hesaplanan vyakalama sinirlari ve tayin alt sinirlarinin  kicuk olmasi,
kalibrasyon denklem verilerinden elde edilen korelasyon katsayisinin birden
kUcuk olmasi onerilen yontemin duyarli oldugunu gostermektedir. Yontemde
hesaplanan geri kazanim verileri incelendiginde ortalama ve standart sapma

degeri 0.85 olarak belirlenmistir.

Sadece bisoprolol fumarat iceren preparatlarda kullanilan bu tez
kapsamindaki Ucuncu yontem ise yuksek performansli sivi kromatografik
yontemidir. Ortam kosullarinin  belirlenmesinde herhangi bir referans
kaynaktan vyararlaniimamistir Tamamiyla tarafimizdan gelistiriimis olan

orijinal bir ydntemdir.

C+4s kolonda Asetonitril, su ve metanolden olusan hareketli faz
kullanilarak, izokratik ayirim yapilmasina karar verilmistir. 220.0-260.0 nm
araliklarindaki dalga boylarinda yapilan denemelerde etken maddelerin en iyi
sonu¢ verdigi dalga boyu 230.0 nm olarak bulunmustur.Bu dalga boyunda
calisilmaya karar verilmistir. Asetonitril, metanol ve su degisik oranlarda
karistirlmis ve ve en uygun hareketli faz oraninin asetonitril: su: metanol
(20:60:20 h/h/h) olduguna karar verilmistir.
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Hazirlanan bu hareketli faz, kolon sicakhdi 20-50°C arasinda
degistirilerek farkli sicakliklarda denenmis ve; en uygun sicaklhigin 25°C

olduguna karar verilmistir.

Bisoprolol fumarat ve i¢c standartin birbirinden ayrilmasina ve kolon
basincinin 200 bar’i gecmemesine dikkat ederek, hareketli faz kolondan farkl
akis hizlarinda gecirilmis ve en uygun akis hizinin 0.5 mL/dak. basincin ise

40 bar olduguna karar verilmistir.

ic standart olarak calismalarimizda losartan, telmisartan, atorvastatin,
efedrin hidroklortr vb. cesitli etken maddeler kullaniimis olup losartan
secilmistir. ic standart olarak, losartanin metanoldeki 0.2 pa/mL
konsantrasyondaki ¢ozeltisi kullaniimistir. Bu ¢ozelti Whatman 42 suzgec

kagidindan suzulmustar.

Sabit faz olarak kullanilan C4s kolonu yani sira Cg kolonu kullanilarak da
calismalar yapilmis.Bizim icin uygun olan kolonun Cig olduduna karar

verilmistir.

Bisoprolol fumarat icin calsma araligi 2.0-22.0 ug/mL olarak
bulunmustur. Standart bisoprolol fumarat coézeltilerine i¢c standart ilave
edilerek kromatogramlar kaydedilmistir. Belirlenen dalga boyunda alinan
kromatogramlar kullanilarak etken madde pik alani/ic standart pik alani
oranlarindan korelasyon katsayilarinin 1’e yakin olmasi, énerilen yontemin
dogrusal oldugunu gostermektedir. Yontemde laboratuar sartlarinda sentetik
olarak hazirlanan cozeltiler kullanarak geri kazanim verileri incelendiginde
230.0 nm’de icin ortalama %100.2 ve standart sapma degeri ise 0.41 olarak
hesaplanmistir. YUksek performansli sivi kromatografi ydontemi icin yakalama
sinirt 0.211 pag/mL, tayin alt siniri ise 0.703 ug/mL ‘dir. Gerek yakalama
siniri gerek tayin alt siniri degerlerinin disuk olmasi;gelistirdigimiz yontemin
duyarli oldugunu godstermektedir. Yontemde elde edilen korelasyon

katsayisinin 1’e yakin olmasi Onerdigimiz yontemin hassasiyetinin ¢ok
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yuksek oldugunu gostermektedir. Yontemin kesinligi icin yapilan gun ici ve
gunler arasi deneylerin sonuclari Cizelge 3.1.3.2. ve 3.1.3.3. ‘te verilmistir.

Tez calismamizin ikinci asamasinda ise bisoprolol fumarat ile
hidroklorotiazit'i birlikte iceren farmasotik preparattada etken maddelerin ayni
anda miktar tayini icin rutin kullanima uygun iki farkli hic bir kaynakta

rastlanmayan yontemler gelistirilmistir

Bisoprolol fumarat ve hidroklorotiazit'i birlikte iceren preparatlarda icin
onerdigimiz ilk yontem Spektrum oranlari birinci turev spektrofotometridir. Bu
yontemde bisoprolol fumarat miktar tayini yapilmak istendiginde standart
bisoprolol fumarat cozeltilerinin UV spektrumlarini hidroklorotiazit'in UV
spektrumuna bolunmus ve spektrum oranlari UV spektrumlarini elde
edilmistir. Elde ettigimiz oran spektrumlarinin bilgisayarlar yardimiyla
spektrum oranlari  birinci tlirev spektrumlarini  cizdirilmistir.  Bolucu
hidroklorotiazit konsantrasyonunun yontemde uygun olanini belirlemek icin
bes farkli derisim calisiimis, en uygun olaninin  14.0 pg/mL oldudu
belirlenmistir. Ayni  karisimda hidroklorotiaziti miktar tayini yapiimak
istendiginde standart hidroklorotiazit c¢ozeltilerinin - UV spektrumlarini
bisoprolol fumarat'in UV spektrumuna bolinmus ve spektrum oranlari UV
spektrumlari elde edilmistir. Elde edilen oran spektrumlarinin bilgisayarlar
yardimiyla spektrum oranlari birinci tirev spektrumlarini cizdirilmistir. Bollcu
bisoprolol fumarat konsantrasyonunu yontemde uygun olaninin belirlemek
icin bes farkli derisim calisiimis, en uygun olaninin  14.0 yg/mL oldugu
belirlenmistir. Cizdirilen spektrum oranlari birinci tlrev egrilerinde, bisoprolol
fumarat’in miktar tayini icin 244.6 nm’deki ve hidroklorotiazit'in miktar tayini
icin 275.8 nm spektrum oranlari birinci turev UV absorbans degerleri
bulunmustur. Elde edilen spektrum oranlari birinci tirev absorbans degerleri
konsantrasyonlara karsi grafie geciriimesiyle kalibrasyon grafikleri elde
edilmistir. Elde edilen bu kalibrasyon grafiklerinde spektrum oranlari birinci

turev absorbans dederleri ve konsantrasyonlar kullanilarak en kucuk kareler
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yontemi yardimiyla kalibrasyon denklemleri elde edilmistir (Cizelge
3.2.2.1.).

Bu verilerden hareketle korelasyon katsayilari incelendiginde bu
degerlerin 1’ e cok yakin olmasi bahsedilen etken maddelerin miktar tayini
icin  gelistirdigimiz yontemin hassasiyetinin analitik calismalar icin uygun
oldugunu gdstermektedir. Gelistirdigimiz yontemde hesaplanan yakalama
sinirlari  ve alt tayin sinirlari  bisoprolol fumarat icin 244.6 nm’de sirasiyla
0.102 wg/mL, 0.340 ug/mL olarak hesaplanirken hidroklorotiazit icin ise
275.8nm ‘de 0.098 pg/mL , 0.326 ug/mL olarak tespit edilmistir. Tespit edilen
bu yakalama siniri ve alt tayin siniri degerleri  6nerilen yontemin duyarli
oldugu ispatlamaktadir. Gelistirilen yontemlerin dogrulunun tespiti icin ayrica
sentetik olarak hazirlanan iki etken maddeyide dedisik oranlarda iceren
karisimlar icin % geri kazanim deneyleri yapiimistir. Elde edilen % geri
kazanim ve standart sapma degderleri bisoprolol fumarat icin 244.6 nm ‘de
%98.2 ve 1.92 olarak hesaplanmis olup hidroklorotiazit icin ise 275.8 nm ‘de
%100.2 ve 0.32 olarak belirtilmistir. Yéntemin kesinlidi icin yapilan gun ici ve

gunler arasi deneylerin sonuclari Cizelge 3.2.1.2. ve 3.2.1.3. ‘te verilmistir.

Bisoprolol fumarat ve hidroklorotiazit iceren iki etken madde iceren
preparatlarda etken maddelerin ayni anda tayini icin gelistirilen diger bir
yontemde vyuksek performansh sivi  kromatografik yontemidir. Ortam
kosullarinin belirlenmesinde herhangi bir  referans kaynaktan
vararlanilmamistir. Tamamiyla tarafimizdan gelistirilmis olan orijinal bir

yontemdir.

C+ss kolonda asetonitril, su ve metanolden olusan hareketli faz
kullanilarak, izokratik ayirrm yapilmasina karar verilmistir. 220.0-260.0 nm
araliklarindaki dalga boylarinda yapilan denemelerde etken maddelerin en iyi
sonuc verdigi dalga boyu 230 nm olarak bulunmustur.Bu dalga boyunda

calisilmaya karar verilmistir. Asetonitril, metanol ve su degisik oranlarda
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karistirlmis ve ve en uygun hareketli faz oraninin asetonitril:su:metanol
(20:60:20 h/h/h) olduguna karar verilmistir.

Hazirlanan bu hareketli fazkolon sicakhid 20-50°C arasinda
degistirilerek farkli sicakliklarda denenmis ve ; en uygun sicakligin 25°C

olduguna karar verilmistir.

Bisoprolol fumarat, hidroklorotiazit ve ic standartin birbirinden
ayrilmasina ve kolon basincinin 200 bar’i gecmemesine dikkat ederek,
hareketli faz kolondan farkli akis hizlarinda gecirilmis ve en uygun akis

hizinin 0.5 mL/dk olduguna karar verilmistir.

Elde edilen kromatogramlarda bisoprolol fumarat, hidroklorotiazit’in
allkonma zamanlari sirasiyla 1.8 ve 3.7 dak. olarak bulunmustur. Analiz

suresi 5 dak. olarak kaydedilmistir.

Sabit faz olarak kullanilan C4g kolonu yani sira Cg kolonu kullanilarak
calismalar yapilmistir. Gelistirdigimiz yontem icin uygun olan kolonun C4g

olduguna karar verilmistir.

Bisoprolol fumarat pik alani/ic standart pik alani orani ve hidroklorotiazit
pik alani /ic standart pik alani orani konsantrasyonlara karsi grafige
gecirilmis; en kucuk kareler yontemi kullanilarak Cizelge 3.2.2.1. ‘de verilen
kalibrasyon denklemine ulasiimistir. YUksek performansli sivi kromatografi
yonteminde bisoprolol fumarat icin 2.0-22.0 ug/mL hidroklorotiazit icin ise 2.0-
22.0 yg/mL analitik calisma araliginda dogrusallik tespit edilmistir. Yontemde
yakalama siniri bisoprolol fumarat icin 0.161 pya/mL, tayin alt siniri ise 0.537
hMa/mL  hidroklorotiazit icin ise 0.081 pg/mL, tayin alt sinin ise 0.270
ua/mL’dir. Gerek yakalama siniri gerek tayin alt siniri degerlerinin disuk
olmasi; gelistirdigimiz yontemin duyarh oldugunu gostermektedir. Yontemde
elde edlilen korelasyon katsayisinin 1’e yakin olmasi gelistirdigimiz yontemin

hassasiyetinin cok ylksek oldugunu gdstermektedir. Yontemin kesinlidi icin
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yapilan gun ici ve gunler arasi deneylerin sonuclarn Cizelge 3.2.2.2. ve
3.2.2.3. ‘te verilmistir. Gelistirilen yuksek performansli sivi kromatografi
yonteminin dogrulugunun tespiti icin sentetik olarak hazirlanan farkh
oranlarda bisoprolol fumarat ve hidroklorotiazit cozeltileri kullanilarak ; elde
edilen ortalama % geri kazanim bisoprolol fumarat icin %100.2 ve
hidroklorotiazit icin %100.6 olarak bulunurken; BSS % dederi ise ortalama
bisoprolol fumarat icin %0.41 ve hidroklorotiazit icin ise %0.54 olarak
hesaplanmistir. Bu degerler yontemin dogrulugunun yuksek oldugunu

gOstermektedir.

Gelistirdigimiz tim yontemlerde vapilan geri kazanim deneylerinin
sonuclarinin uygun olmasi, tablet icerisinde bulunan yardimci maddelerin
(titanyum  dioksit, sari  demiroksit vb.) yodntemleri etkilemedigini

gOstermektedir.
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Cizelge 4.2. Bisoprolol fumarat ve hidroklorotiazit icin kullanilan yontem sonuclari

Spektrum Oranlari Yiiksek Performansli Sivi
Birinci Tiirev UV Spekt. Kromatografi
Bis. Hid. Bis. Hid.
Calisilan
Dalga Boyu 2446 275.8 230.0 230.0
(nm)
Calisma
Denklemi y=-0.041x-0.013 y=-0.0674x-0.0013 y=0.0536x+0.0809 y=0.6597x + 0.133
(y=mx+n)
Calisma
Araligi 2.0-22.0 2.0-22.0 2.0-22.0 2.0-22.0
(ua/mL)
Yakalama
Siniri 0.102 0.098 0.161 0.081
(na/mL)
Tayin Alt
Siniri 0.340 0.326 0.537 0.270
(na/mL)
%Geri 99.5 100.2 100.2 100.6
Kazanim
Korelasyon
katsayisi 0.9978 0.9996 0.9903 0.9996
(r)
Tablet
ortalamalari 248 6.24 2.49 6.21
(mg/tablet)
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SONUC ve ONERILER

Bisoprolol fumarat’t tek basina iceren farmasotik preparatlardaki etken
madde tayini icin gelistirdigimiz dogrudan UV spektrofotometri CONCOR®
tablet adli farmasaétik preparata uygulandiginda 224.6 nm’de standart sapma
degeri 0.06 olup p:0.05 icin ise guven arahd 9.98+0.008 mg/tablet olarak

saptanmistir.

Ayrica etken maddeyi tek basina iceren CONCOR?® tablet adli preparata
uygulanan bir diger yontem ise birinci tirev UV spektrofotometri olup standart
sapma degeri 0.33 olup p:0.05 icin ise guven araligi 232.6 nm icin
10.07+0.045 mqg/tablet olarak belirlenmistir.

Yiiksek performansl sivi kromatografi ydonteminde CONCOR® tablet adli
farmasotik preparata uygulandiginda 230.0 nm’de p:0.05 icin glven araligi

9.9710.12 mg/tablet olarak hesaplanmistir .

Bisoprolol fumarat ve hidroklorotiazit iceren farmasoétik formdl icin
gelistirilen ilk yontem spektrum oranlari birinci tirev UV spektrofotometri'dir.
Bu yontem farmasaétik formulasyona uygulandiginda p:0.05 icin given arahgi
ve standart sapma dederleri bisoprolol fumarat icin 224.6 nm’de 2.48+0.05
mg/tablet; 0.04; olarak hidroklorotiazit icin ise 6.22+0.04 mg/tablet; 0.03

olarak bulunmustur.

Yiksek performansli sivi kromatografi yénteminde LODOZ® tablet adli
farmasotik preparata uygulandiginda 230.0 nm’de p:0.05 icin glven aralidi
ve standart sapma sirasiyla bisoprolol fumarat ve hidroklorotiazit 9.97+0.12
mg/tablet ve 6.21+0.65; 0.24 ve 0.47 olarak hesaplanmistir .
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Yuksek lisans tezimiz kapsaminda yaptigimiz calismalar sonucunda
elde ettigimiz veriler g6z 6nunde bulundurulak tum yontemlerin hizli, dogru,
basit, hicbir ayirma islemine gerek duyulmadan konu olan etken maddelerin
ayni anda tayini icin uygulanabilen ve fazla zaman kaybina gerek
duyulmayan tum arastirma ve gelistirme laboratuarlarinda kullanilabilecek

yontemler oldugunu disunmekteyiz.
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OZET

Bisoprolol fumarat ve hidroklorotiazit’in ayni anda spektrofotometrik

yvontemler kullanilarak miktar tayini

Spektrofotometrik yontemler ve vyuksek performansli sivi kromatografi
yontemi yiksek lisans tezimiz kapsaminda; bisoprolol fumarat’i tek basina
iceren ve bisoprolol fumarat ve hidroklorotiazit'i birlikte iceren preparatlarda

etken madde miktar tayinleri icin dnerilmistir.

Bisoprolol fumarat’i tek basina iceren preparatlarda etken madde miktar
tayini icin dogrudan UV spektrofotometri, birinci tirev UV spektrofotometri ve

yuksek performansli sivi kromatografi yontemleri onerilmistir.

Dogrudan UV spektrofotometri de 224.6 nm’deki absorbans dederleri
Olculmustur. Dogrudan UV spektrofotometride, standart ve numunelerin
metanoldeki cozeltilerinin 224.6 nm ‘deki absorbans dederleri dlculmustar.
Ydéntemde dogrusal calisma araliklari bisoprolol fumarat icin 2.0-22.0 yg/mL
olarak hesaplanmistir. Korelasyon katsayisi 0.9983 olarak
bulunmustur.Yakalama siniri ve tayin alt siniri sirasiyla 0.008 yg/mL ve
0.027 yg/mL olarak bulunmustur. Dogrudan UV spektrofotometride yontemin
dodrulugunun belirlenmesi icin 224.6 nm’deki BSS % dederi 1.84 ve geri

kazanim dederi %98.6 olarak bulunmustur.

Birinci turev UV spektrofotometride standart ve numunelerin metanoldeki
cozeltilerinin 232.6 nm’de turev absorbans (dA/dA) sinyalleri Olculmustir.
Birinci tirev UV spektrofotometride dogrusal calisma araliklari bisoprolol
fumarat icin 2.0-22.0 pg/mL olarak hesaplanmistir. Korelasyon katsayisi

0.9995 olarak bulunmustur. Yakalama siniri ve tayin alt sinir1 sirasiyla 0.013



121

Ma/mL ve 0.043 pg/mL olarak bulunmustur. Birinci tlirev UV
spektrofotometride yontemin dodrulugunun belirlenmesi icin 232.6 nm'’deki

BSS % degeri 1.75 ve geri kazanim dederi %99.1 olarak bulunmustur.

Onerilen Uclincl yontem olan yiiksek performansli sivi kromatografik
yontemde ise 230 nm ‘de calisiimis, c¢Ozuclu olarak metanol
kullaniimistir.Calisma araligi  2.0-22.0 pg/mL  olarak hesaplanmistir.
Korelasyon katsayisi 0.9903 olarak bulunmustur. Yakalama siniri ve tayin alt
sinirt sirasiyla 0.211 yg/mL ve 0.703 pg/mL olarak bulunmustur. Yulksek
performansli sivi kromatografi yontemin dogrulugunun belirlenmesi icin 230
nm’deki BSS % degeri 0.41ve geri kazanim degeri %100.2 olarak

bulunmustur.

Bisoprolol fumarat ve hidroklorotiazit ‘i birlikte iceren preparatlarda etken

maddelerin ayni anda miktar tayinleri icin iki ydontem onerilmistir.

ik ®nerilen method spektrum oranlari birinci tiirev UV spektrofotometridir.
Yontemde standart ve numune metanoldeki ¢ozeltilerinin bisoprolol fumarat
icin 244.6 nm’deki ve hidroklorotiazit icin ise 275.8 nm’deki tlrev absorbans
(dA/dA) degerleri 6lcuimustur. Yontemde bisoprolol fumarat ve hidroklorotiazit
icin calisma araligi 2.0 -22.0 upg/mLolarak bulunmustur. Korelasyon
katsayilari bisoprolol fumarat icin 0.9978 ve hidroklorotiazit icin ise 0.9996
olarak hesaplanmistir Yakalama siniri ve tayin alt siniri sirasiyla bisoprolol
fumarat icin sirasiyla 0.102 pg/mL ve 0.340 pg/mL bulunurken
hidroklorotiazit icinse sirasiyla 0.098 uyg/mL ve 0.326 ug/mL  olarak
bulunmustur. spektrum oranlari birinci tirev UV spektrofotometri yonteminin
dodrulugunun belirlenmesi icin 230 nm’deki BSS % degeri 0.41 ve geri

kazanim degderi %100.2 olarak bulunmustur.

ikinci olarak 6nerilen ydntem yiiksek performansli sivi kromatografi
yontemidir. Yontemde standart ve numune metanoldeki c¢ozeltilerinin

bisoprolol fumarat ve hidroklorotiazit icin 230 nm’deki pik alanlari
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Olculmustur. Yontemde dogrusal calisma arahdi bisoprolol fumarat ve
hidroklorotiazit icin ise 2.0 — 22.0 pg/mL olup korelasyon katsayilari
bisoprolol fumarat 230 nm’de 0.9903 ve hidroklorotiazit icin ise 0.9996 olarak
hesaplanmistir.  Yuksek performansh  sivi  kromatografi  yéntemin
dodrulugunun belirlenmesi icin 230 nm’deki BSS % degerleri bisoprolol
fumarat ve hidroklorotiazit icin sirasiyla 0.41 ve 0.54; geri kazanim degerleri
bisoprolol fumarat ve hidroklorotiazit icin sirasiyla %100.2 ve %100.6 olarak

bulunmustur.

Onerilen bu spektrofotometrik metotlar ve yiiksek performansli sivi
kromatografisi metodu bisoprolol fumarat ve bisoprolol
fumarat+hidroklorotiazit iceren farmasoétik preparatlara basari ile

uygulanmistir.

Anahtar Kelimeler: Bisoprolol fumarat; hidroklorotiazit; dogrudan UV
spektrofotometri;  birinci  tlrev  spektrofotometri;
spektrum oranlari birinci tirev UV spektrofotometri;
farmasotik  preparat; ylUksek performansli  sivi

kromatografi
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SUMMARY

Simultaneus determination of pharmaceutical preparations containing
Bisoprolol fumarate and Hydrochlorothiazide by using

Spectrophotometry

In this study; spectrophotometric method and high performance liquid
chromatographic method for determination are suggested for the tablets
including bisoprolol fumarate alone and bisoprolol

fumarate+hydrocholorothiazide combination.

Direct UV spectrophotometry , first derivative UV spectrophotometry and
high performance liquid chromatographic method have been proposed for

only bisoprolol fumarate including tablets.

The first suggested method is direct UV spectrophotometry. In this
method , absorbance values of standart and sample solutions in methanol
measured at 224.6 nm.Linear working range of bisoprolol fumarate was 2.0-
22.0 ya/mL.In the calibration graphs, coefficient of corrrelation was 0.9983.
Limit of detection and limit of quantification for 224.6 nm was 0.008 ug/mL
and 0.027 pg/mL respectively. To determine the accuracy of method ,"%
recovery” study that used standart addition method were performed; in these
studies RSD value at 224.6 nm’s was found %1.84 and mean recovery value
was found %98.6.

In first derivative UV spectrophotometry, absorbance values of standart
and sample solutions in methanol measured at 232.6 nm. Linear working
range of bisoprolol fumarate was 2.0-22.0 ug/mL.In the calibration graphs

,coefficient of corrrelation was 0.9995. Limit of detection and Ilimit of
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quantification for 232.6 nm was 0.013 uyg/mL and 0.043 pg/mL respectively.
To determine the accuracy of method ,"% recovery” study that used standart
addition method were performed; in these studies RSD value at 232.6 nm’s

was found %1.75 and mean recovery value was found %99.1.

The third method suggested is high performance liquid chromatography .
This method was applied to standart and samples containing bisoprolol
fumarate area was measured 230 nm. Linear working range was 2.0-22.0
ua/mL. Calibration graphs, coefficient of corrrelation was 0.9903. Limit of
detection for 230 nm’s was 0.211 pg/mL and limit of quantification for this
wavelenght was 0.703 uyg/mL In the "% recovery” study performed to
investigate the accuracy of the method, for 230 nm’s mean recovery value
was found %100.2 and RSD value was found %0.41.

Ratio spectra first derivative spectrophotometry and high performance
liquid chromatography are proposed for the quantitative determination of

bisoprolol fumarate and hydrochlorotiazide combination.

The first method that suggested is ratio spectra first derivative
spectrophotometry. First derivative absorbance values of solutions containing
bisoprolol fumarate 244.6 nm and hydrochlorotiazide 275.8 nm. As a result of
experiments that performed in bisoprolol fumarate and hydrochlorothiazide
2.0-22.0 ya/mL working range ,calibration curves were bisoprolol fumarate
and hydrochlorotiazide 0.9978 and 0.9996, respectively. Limit of detection for
bisoprolol fumarate 244.6 nm’s was 0.102 ug/mL and limit of quantification
for this wavelenght was 0.340 pag/mL. Limit of detection for
hydrochlorothiazide 275.8 nm’s was 0.098 pg/mL and limit of quantification
for this wavelenght was 0.326 ug/mL.

The second and the last method suggested is high performance liquid
chromatography. UV dedector of high performance liquid chromatography

was set to 230 nm both bisoprolol fumarate and hydrochlorothiazide. As a
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result of experiments that performed in bisoprolol fumarate and
hydrochlorothiazide 2.0-22.0 ug/mL working range, calibration curves were
bisoprolol fumarate and hydrochlorothiazide 0.9903 and 0.9996, respectively.
Limit of detection for bisoprolol fumarate 230 nm’s was 0.161 pg/mL and
limit of quantification for this wavelenght was 0.537 ug/mL. Limit of detection
for  hydrochlorothiaizide 230 nm’'s was 0.081 pyg/mL and limit of
quantification for this wavelenght was 0.270 ug/mL. In the "% recovery” study
performed to investigate the accuracy of the method, for bisoprolol fumarate
mean recovery value was found %100.2 and RSD value was found %0.41.
And for hydrochlorothiazide mean recovery value was found %100.6 and
RSD value was found %0.54.

Key Words: Bisoprolol fumarate; hydrochlorothiazide; direct
spectrophotometry; first derivative spectrophotometry;
ratio first derivative spectrophotometry; pharmaceutical

preparations; high performance liquid chromatography
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