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OZET

VALSARTANIN FARKLI MATRIKSLERDE TAYININE YONELIK
ANALITIiK YONTEM GELISTIRILMESI VE KARARLILIK
CALISMASI

Hakan SERBEST

Kimya Miihendisligi Anabilim Dali
Yiiksek Lisans Tezi

Tez Danismani: Yrd. Dog. Dr. Seyfullah KEYF
Es Danigsman: Dog. Dr. Sezgin BAKIRDERE

Anjiotensin antagonistleri hipertansiyon tedavisinde yillardir 6nemli bir rol
oynamaktadir. Anjiotensin II Tip I reseptor antagonistleri smifina ait olan valsartan
etkili, yiiksek secicilige sahip, oral yoldan aktif bir hipertansiyon ilacidir. Valsartan,
anjiotensin II tip I reseptorlerini bloke ederek kan basincini diisiiriir, bu sayede kan
damarlarini genisletir ve kan akis hizin1 normal hale getirir.

Valsartan agiz yoluyla alindiktan sonra hizli bir sekilde emilir. Agiz yolu
uygulamasindan sonra 2-4 saat siire arasinda pik plazma konsantrasyonuna ulasir ve bu
konsantrasyon 6-9 saat yar1 dmiir siiresinden sonra azalmaya baslar. Safra eliminasyonu
valsartan i¢in esas prosestir. Valsartanin %70’inden fazlasi safra salgisi ile elimine
edilir. Bobrek atilimi genelde doz alimmdan 2 giin sonra tamamlanir. Diger yandan
digk ile atilim 4-7 giin arasinda devam eder.

Bu tez ¢alismasinda ticari ilaglarda ve atik gamur 6rneklerinde bulunan valsartanin tayin
edilmesi i¢in HPLC-UV sisteminde analitik bir metot gelistirilmistir. Farkli ¢evresel
depolama kosullarmin valsartan stabilitesine olan etkisi 85 giinliik bir periyot i¢in
incelenmis ve sonrasinda bozulmanm olmadigi goézlenmistir. Ayni1 zamanda birgok
ilacin aktif bileseni olarak valsartan i¢in oral uygulama sonrasindaki valsartan stabilitesi
yapay mide kosullarinda arastirilmigtir. Elde edilen sonuclar valsartan yapisinin 3.5 saat

Xii



boyunca korundugunu gostermistir. Calismanin kalibrasyon grafigi genis bir
konsantrasyon araligit boyunca ve 0.9999 korelasyon katsayis1 ile dogrusaldir.
Gelistirilen yontemin goézlenebilme smir1 (LOD) ve tayin smirt (LOQ) degerleri
sirastyla 0.014 mg L™ ve 0.046 mg L™ olarak bulunmustur. Atik ¢amurdan valsartanin
geri kazanim yiizdesi ise % 99.8 olarak tespit edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Valsartan, Atik Camur, Ekstraksiyon, HPLC, Mide Kosulu, Tablet

YILDIZ TEKNIiK UNiVERSITESI FEN BiLIMLERI ENSTITUSU
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ABSTRACT

DEVELOPMENT AN ANALYTICAL METHOD FOR THE
DETERMINATION OF VALSARTAN IN DIFFERENT MATRICES
AND ITS STABILITY STUDY

Hakan SERBEST

Department of Chemical Engineering
MSc. Thesis

Adviser: Assist. Prof. Dr. Seyfullah KEYF
Co-Adviser: Prof. Dr. Sezgin BAKIRDERE

Angiotensin antagonists have been playing a major role in hypertension management
for many vyears. Valsartan which belongs to the angiotensin Il type | receptor
antagonists class is an effective, highly selective and orally active hypertensive drug.
This chemical reduces blood pressure by blocking the angiotensin Il type | receptor,
thereby widening the blood vessels and restoring a normal blood flow rate.

Valsartan is absorbed shortly after oral administration. It reaches its peak plasma
concentration between 2-4 hours after oral application and this concentration declines
after 6-9 hours as its half-life. Biliary elimination is a primary process for valsartan.
More than 70% of valsartan is eliminated by biliary. Renal excretion is generally
completed after two days of administering the drug. On the other hand, fecal elimination
continues in the range of 4-7 days.

In this thesis, an analytical method was developed for the determination of valsartan in
commercial drug and sewage sludge samples by HPLC-UV. The effect of different
environmental storage conditions on the stability of valsartan was examined for a period
of 85 days, after which no degradation was observed. The post oral administration
stability of the valsartan was also investigated by simulating gastric conditions for
valsartan as active ingredient of many drugs. Results obtained showed that the structure
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of valsartan was conserved over 3.5 hour period. The calibration plot of the study was
linear over a wide concentration range with a correlation coefficient of 0.9999. The
limit of detection (LOD) and limit of quantitation (LOQ) of the method developed were
found to be 0.014 mg L™ and 0.046 mg L™, respectively. The percentage recovery of
valsartan from sewage sludge was found to be 99.8%.

Keywords: Valsartan, Sewage Sludge, Extraction, HPLC, Gastric Condition, Tablet

YILDIZ TECHNICAL UNIVERSITY
GRADUATE SCHOOL OF NATURAL AND APPLIED SCIENCE
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BOLUM 1

GIRiS

1.1 Literatiir Ozeti

Hipertansiyon diinya genelinde toplum igerisinde siklikla karsilagilan bir hastalik
cesididir. Kan1 pompalayan kalp, gorevini yerine getirirken daha fazla calisarak kan
basincmin yiikselmesine neden olur. Hipertansiyon ile birlikte ortaya zamanla cesitli
rahatsizliklar ¢ikmaktadir. Baslica kalp ve damar hastaliklar1 olmak iizere, kanama,
beyin damarlarinda tikanma, bobrek hastaliklari, g6z hastaliklar1t gibi diger
rahatsizliklara sebebiyet vermektedir. Tedavi siirecinin gergeklesmemesi durumunda ise

Oliimle sonu¢lanan durumlarla karsilasiilmaktadir [1], [2], [3].

Tedavi siirecinde kan basincint normal degerlerde tutmak i¢in c¢esitli etki
mekanizmalarina sahip antihipertansif ilaglar kullanilmaktadir. izlenecek programda
hastalarin durumuna gore en etkili ve en dogru ilaclar secilerek kan basmci ideal
degerlerde tutulur. Yapilan bilimsel ¢alismalar ile gelistirilen ve iiretilen ¢ok sayida

antihipertansif ilag hipertansiyon tedavisi i¢in kullanilmaktadir [4], [5], [6].

Ilag gesitlerinin artmasi ile birbirinden farkli tayin yontemleri de gelistirilmistir. Bu
yontemlerden biri de kromatografik yontem olan yiiksek basingl sivi kromatografisidir.
Duyarliligi, kantitatif tayinler i¢in uyumlulugu, ucucu olmayan veya sicaklik etkisi ile
kolayca bozunabilen bilesiklerin ayrilmasi i¢in uygunlugu ile yiiksek basmgli sivi

kromatografisi sik kullanilan bir analitik yontemdir [7], [8].



1.2 Tezin Amaci

Bu tez calismasmin temel amaci, farkli matrikslerde bulunan ve hipertansiyon
tedavisinde kullanilan antihipertansif smifindaki valsartanin diisiik seviyelerde tayin
edilmesine yonelik HPLC (Yiiksek Basingli S1vi Kromatografisi) sisteminde bir analitik
yontem gelistirmektir. Bu amaca yonelik olarak, gelistirilen analitik yontem ile piyasada
satilan valsartan etken maddeli ilaclarin prospektiislerinde belirtilen miktarlarin yiiksek
dogruluk ve hassasiyetle tayin edilebilirligini saglamak ve kiyaslamak, farkli ortam
kosullarinda valsartanin muhafaza edilmesi ile bozunma siirecini incelemek, valsartanin
mide ortamindaki davranisini ve bozunup bozunmadigini tespit etmek, gelistirilen
ekstraksiyonu yontemi ile atik camurda bulunan valsartanin yiiksek geri kazanimda

ekstraksiyon sonrasi tayin etmek bu tez kapsaminda hedeflenmistir.

1.3 Hipotez

Gilinlimiizde teknolojinin ilerlemesiyle bilinmeyen bir¢ok hastalik giin yiiziine
cikarilmakta ve buna bagl olarak uygun tedavi sekilleri arastiriimaktadir. Ilag tedavisi
uygulamalarinda amag¢ dogrudan rahatsizlik veren bolgeye miidehale edip, bu olumsuz
etkileri ortadan kaldrmaktir. Ilag kullanimimda tedavi sekli zaman zaman bilingsizce
yonetilmektedir. Hangi ilacin, ne tiir rahatsizhiga etki ettigi kulaktan dogma bilgilerle
Ogrenilmis ve kimi zaman da bunun sonucu olarak saglikli olan diger organlar bilingsiz
ilag kullannomindan dolayr hasar gérmeye baslamistir. Yeni ilaglarin iiretilmesiyle,
kullanilan etken maddelerin diger organlarla iliskisi, hizmet ettigi hastaliklarm
belirlenmesi ve normal bir birey icin belirlenen dozaj degerlerinin uygunlugunun
arastirilmasi yakin gelecekte uygulanan tedavilerin daha etkili bir hale gelecegi fikrini

ortaya koymaktadir.

Hipertansiyon giiniimiizde olduk¢a sik rastlanan bir hastaliktir. Gerek saghk
bakimindan, gerekse ilag¢ sektdriine olan dogru orantili etkisinden dolay1 hipertansiyon
iizerinde farmakolojik c¢alismalar devam etmektedir. Tedavi siirecinde antihipertansif
ilaclarin kullanimi kan basing degerlerini diizenleyerek normal seviyelere getirir.
Valsartan hipertansiyon tedavisinde kullanilan bir antihipertansif ilagtir. Valsartanin
tedavi siirecinde fiziksel ve kimyasal Ozelliklerinin anlasilmasi, dogru bir sekilde
kullanilmas1 ve ortaya ¢ikabilecek yan etkilerin 6niine gegilmesi i¢in yeni, kolay, hizli

ve yliksek hassasiyetli analitik yontemlerin gelistirilmesi ihtiyaci dogmustur. HPLC



valsartan analitinin farkli matrikslerde yiliksek dogruluk ve kesinlikte tayininde
kullanilan en giivenilir yontemlerden birisidir. HPLC sisteminin tayininde degisken tiim
parametrelerin ~ optimize  edilmesi  gerekmektedir.  Valsartanin  viicuttaki
biyoerisilebilirliginin belirlenmesinde mide ortamindaki davranis1 biiylik 6nem arz
etmektedir. Bu kapsamda yapilacak olan c¢alismalar valsartanin mide igerisindeki
durumu hakkinda bilgiler sunarak literatiirde bu konuyla ilgili eksiklikleri tamamlamada
biiyiik katkilar saglayacaktir. Ayrica valsartanin atik ¢amurdan geri kazanimi igin
metotlar gelistirilmesi aritma stratejilerinin siirekliliginin saglanmasi bakimindan 6nem

arz etmektedir.



BOLUM 2

GENEL BILGILER

2.1 Hipertansiyonun Tanim ve Tarihgesi

Hipertansiyon diinya genelinde her toplumda yaygin olarak goriilen bir saglik
sorunudur. Kalp ve damar hastaliklar1 alaninda yapilan arastirmalar neticesinde
morbidite ve mortalitenin toplumda biiylik ve kiigiik tansiyon olarak bilinen sirasiyla

sistolik ve diyastolik kan basimci ile alakali oldugu saptanmustir [9], [10], [11].

Hipertansiyon, biiyiik tansiyon olarak nitelendirilen sistolik kan basicinin 140 mm/Hg,
kiiciik tansiyon olarak diyastolik kan basincinin 90 mm/Hg seviyesinin {izerinde
seyretmesidir [1], [12]. Kan basmcmin farkli degerlerde seyretmesine istinaden

hipertansiyona ait yapilan smiflandirma Cizelge 2.1°de verilmistir.

Cizelge 2.1 Kan basincindaki degisimlerin siniflandirilmasi [13]

Simiflandirma Sistolik Kan Basinci Diyastolik Kan Basinci

(mmHg) (mmHg)
Optimal <120 <80
Normal 120-129 80-84
Yiiksek Normal 130-139 85-89
HT 1.Evre 140-159 90-99

HT 2.Evre 160-179 100-109
HT 3.Evre > 180 > 110
Izole Sistolik HT > 140 <90




Primer ve sekonder olarak ikiye ayrilan hipertansiyon hastaliginda primer
hipertansiyonun olusum nedenleri belli olmamakla birlikte, bu oran yaklasik %95°lik bir
yiizdeyi sekonder hipertansiyonun olusum nedenleri ise Cizelge 2.2°de verilmis olup, bu

oran yaklagik %5°lik bir yilizdeyi igerisine alir [14], [15].

Cizelge 2.2 Sekonder hipertansiyona neden olan durumlar [13]

Faktor

Kronik bobrek hastaliklari

Renovaskiiler hipertansiyon

Cushing sendromu ve diger kronik steroid igeren glukokortikoid

Aort koarktasyonu

Uyarici ve buna yakin ilaglar

Feokromasitoma

Primer Aldostrenizm ve diger mineralkorticoid fazlaligi

Uyku apnesi

Tiroid/Partiroid hastaligi

Hipertansiyon arastirilmasi tarihte kan basincini 6lgmek igin uygun tekniklerin
gelistirilmesi ile baslar. Peder Stephen Hales 1733 yilinda atlarda dogrudan damar ig¢i
kan basmcini dlgen ilk insan olarak taninmaktadir. Neredeyse bir yiizyil sonra, kan
basincini cerrahi miidahale olmaksizin 6lgmek i¢in spirografik cihazlar gelistirilmistir.
Gelistirilen ilk cihazlar agir calisan ve duyarliligi olmayan cihazlardir. 1800’1 yillarin
sonu, 1900’1l yillarin basinda spirografik cihazlarm klinik uygulamalara giris yapmasi,
uygulamacilar tarafindan tanilara degerli bir yardim olarak kabul edilmistir.
Korotkoff’un 1905 yilinda doniim noktasi olarak nitelenen nabiz dalgalarinin goriiniimii
ile iligkili olan sesleri tarif etmesinden sonra, 20. yiizyilin ilk yarisinda kan basinci
Ol¢ctimiinde bir miktar degisim olmustur. 20. yiizyilin sonlarina dogru, esas olarak civa
ile iligkilendirilen saglik sorunlari nedeniyle, civa manometreleri aneroid ve elektronik
cihazlar ile degistirilmistir. Civa halen bu cihazlari kalibrasyonu i¢in kullanilmakta
olup, standart protokollerde de cihazlarin dogruluklarinin saglanmasi adina kullanimi

tavsiye edilmektedir [16].

Kan basinci dl¢limii yeteneginin zaman igerisinde artis gostermesiyle kan basmcmin

degiskenligi, fiziksel ve duygusal olarak uyaranlarin etkisi ve uyku sirasmda kan
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basincmin azalmasi 20. yiizyilin ortalarinda tespit edilmistir. 1940’11 yillarda, Sir
Horace Smirk esas ve gecici kan basinci arasinda ayrim yapmanin klinik ac¢idan yararl

olacagini digiinmiistiir [16], [17].

Amerika Birlesik Devletleri’'nde sigortacilik sektorii yliksek kan basincinin klinik
acidan onemini belirtmek adina oldukga tutarl deliller ortaya koymustur. 1906 yilinda
birka¢ sigorta sirketi sistolik kan basinci 6lgme g¢alismalarma baglamistir [16]. 1911
yilinda Northwestern Ortak Yasam Sigorta Sirketi tibbi direktorii tansiyon aletlerinin
muayenelerde vazgecilmez hale geldigini ve zaman i¢inde de gelisen sigorta
sirketlerinin muayenelerde bu aletlerin kullanimma siirekli ihtiyac1 oldugunu
belirtmistir [16], [18]. Bunun ardindan yeni 6l¢iim teknikleri gelistirilmis ve yapilan
calismalar ile yiiksek kan basmcmin 6liimlerle olan iliskisi hakkinda bulgular elde
edilmistir. 1918 yilina gelindiginde sirketler el ile muayene Glgiilen sistolik kan basinct
teknigine gore daha da standartalara oturtulmus sartlar altinda sistolik ve diastolik kan

basincini dinleme metoduyla 6lgmeye baslamiglardir [16].

19. ve 20. yiizy1l arasinda hipertansiyon ile ilgili yapilan klinik ¢calismalarda 6nceleri bu
hastaligin kronik bobrek hastahiklar: ile ilgili oldugu fikri ortaya atimustir. Ileri
safhalardaki ¢alismalarda hipertansiyonun saglikli kisiler arasinda hizla yayilan bobrek
ve kardiyovaskiiler hastaliklarin belirtisi oldugu anlasilmistir. Daha sonralari
hipertansiyon 1ile 1ilgili olarak arteryal kan basmcimi arttiran parametreler,
hipertansiyonun olusum evresi, sekonder hipertansiyon sebepleri, tedavi siirecinde ilag

kullanimi evreleri, ilaglarin etki mekanizmalar1 gibi ¢alismalar yapilmistir [19], [20].

Diinya genelinde bakilacak olursa, hipertansiyon en yaygin kardiyovaskiiler hastalik
olmakta ve gelismis lilkelerde %?20-50 arasinda bir yiizdeyle yetiskin niifusunda
goriilmektedir [21]. Hipertansiyonu olan kisilerin %50’si yasadigi bu saglik sorununun
bilincinde olup, bu kisilerin %50°’si tedavi siirecine girmekte ve tedavi gérenlerin de
%350’si kontrol altina alinabilmektedir [22]. Amerika’da hipertansiyon konusunda
bilinglenme ile farkindalik orani %50°den %70 civarlarmna, tedavi gorenlerin orani da
%31’den %59’a cikmustir. Avrupa’da durum Amerika ile benzerlik gostermekle
beraber, hipertansiyonun kontrol altina alinma oran1 Amerika’dan diisiik olup, bu deger
%8 civarindadir [23]. Tirkiye’de yapilan istatiksel bir ¢aliymaya goére yetiskin
erkeklerde 9%36,6, yetiskin kadinlarda da %49,1 oraninda hipertansiyon rahatsizlig
goriilmektedir [24].



2.2 Antihipertansif ilaclar

Hipertansiyon tedavisinde kullanilan antihipertansif ilaglarla kan basmcinin optimal
diizeyde tutulmas1 amaglanmaktadir. Bunun yani sira, tedavi siirecinde hastanin fiziksel
olarak da uygun kiloya gelmesi ve buna baglh olarak dengeli beslenme ve spor yapma
aligkanlhig1r kazanmasi, alkol, sigara gibi saghig1 olumsuz yonde etkileyen faktorlerden

uzak kalmasi tedaviyi olumlu yonde etkileyecektir [5] [13].

IIk olarak kullanilan farmakolojik ilaclar nitrit, tiyosiyanat, dehidrojenasyon olmus
ergot, pirojenler ve veratrum viritler ile ekstrakteleri igermektedir. 1960’11 yillarin
sonunda siklikla kullanilan ilaglar ditiretikler, rauvolfya alkoloidleri, ganglion blokerleri
ve sempatik antagonistlerdir [25]. Cizelge 2.3’ de antihipertansif ilaglarin ve ilag

smiflarmin kesfi ile ilgili tarihler verilmistir.

Cizelge 2.3 Antihipertansif Ilaglarm ve ila¢ Smiflarmin Kesifleri [25]

Yillar Antihipertansif Ajanlar
1900 Sodyum Tiyasiyanat
1931 Reserpin
1947-1950 Ganglion Onleyici ilaglar
1958 Tiyazit Tiirii Ditiretikler
1950’1er Hidralazin
1950’1er Guanetidin
1957 Spironolakton
1960 Metildopa
1973 B-Reseptdr Onleyicileri (Or: Propanolol)
1970’ ler Santral az Agonistleri (Or: Clonidine)
1975 Periferal a; Reseptor ()nleyicileri
1977 ADE Inhibitorler (Or: Kaptopril)
1977 Kalsiyum Kanal Onleyicileri (Or: Verapamil)
1993 Anjiyotensin II Reseptorleri (Or: Losartan)
2000 Renin Inhibitorleri (Or: Aliskiren)

Antihipertansif ilaglarin tarihsel silirecinde 2.Diinya Savasi Oncesinde etkili bir
antihipertansif ilacin olmadig1 goriilmektedir. 1900 yilinda sodyum tiyosiyanat Treupel

ve Edinger tarafindan ve sonrasinda Hines tarafindan Mayo Klinik’te kullanilmigstir
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[26]. Yapilan denemeler sonrasi sodyum tiyasiyanatin etkinliginin olmadigi ve
potansiyel toksik bir madde oldugu gézlemlenmistir. Dozaji belli bir giiven araliginda
tutmak icin kan seviyesi 6lgtimleri oldukg¢a gerekli hale gelmis ve o zamanlarda bile yan
etkilerin seyrek olmadigi goriilmiistiir. Bundan dolayi, zaman igerisinde ilag tedavisinin
Oonemi tip otoriteleri tarafindan 6n plana ¢ikarilmis ve bu konu hakkinda ¢alismalar
baslamigtir. 1960°larda bazi uzmanlar damar hastaliklarmin hipertansiyonun bir sonucu
olmasindan ziyade hipertansiyonun nedeni olduguna inanmislardir. Bunun yaninda,
agirhikli goristin ila¢ kullamimimi hasta tedavisi yerine manometre tedavisi olarak
gormiis ve toksisite sikliginin hipertansiyonun erken ilag tedavisi ile iliskili oldugunu bu

goriisle desteklemislerdir [26].

Antihipertansif grubuna ait olan ilaglar; diiiretikler, beta blokerler, anjiotensin
doniistiiriicii enzim inhibitorleri (ADE), anjiotensin reseptor blokerleri (ARB), kalsiyum
antagonistleri, alfa reseptor antagonistleri, santral sempatolitik etkili ilaglar,

vazodilatorler ve periferik sempatik inhibitorleridir [27].

2.2.1 Anjiotensin 2 Reseptor Antagonistleri

Renin-anjiyotensin sistemi agik bir sekilde hipertansiyon patofizyolojisi, konjestif kalp
yetmezligi, miyokardiyal enfarktiis, diyabetik nefropati alanlarmna katilmaktadir [28].
Bobrekte proteolitik olarak iiretilen bir enzim olan renin, karacigerde iiretilen a2
globulin formundaki anjiotensinle reaksiyona girerek anjiotensin 1’ i meydana getirir.
Bir sonraki adimda, anjiotensin 1 anjiotensin doniistiiriicii enzim (ADE) ile reaksiyona
girerek anjiotensin 2’ yi olusturur. Anjiotensin 2 (A2)’nin neden oldugu durumlar
dogruda vaskiiler etki ile vazokontriiksiyon ve aldosteron salgilatici etki ile viicutta sivi
ve sodyum birikmesidir. A2’ nin yarilanmasindan sonra yine peptit olan anjiotensin 3 ve

anjiotensin 4 olusur [29].

Anjiyotensin 2 reseptor antagonistleri sartan grubu olarak bilinmekte olup, sartan
grubuna ait ilaglar losartan, valsartan, kandesartan, irbesartan, telmisartan, eprosartan ve

olmesartandir [30].



2.3 Valsartan Hakkinda Genel Bilgiler

2.3.1 Fiziksel ve Kimyasal Ozellikleri

Valsartan yapisi Sekil 2.1 de gosterildigi tizere 3-metil-2-(N-{[2’-(2H-1,2,3,4-tetrazol-
5-yl)bifenil-4-yllmetil} pentanamido) biitanoik asit olarak adlandirilir ve C4H29N503
formiilasyonu ile gosterilir. Molekiil kiitlesi 435.519 g mol™ olarak belirlenmistir [31].
Beyaz renkli ve pudra boyutunda olan valsartan etanol ve metanolde olduk¢a iyi
¢Oziinlir. Bunun yani sira asetonitril ve suda da ¢oziinebilir, ancak sudaki ¢oziiniirliigii
25 °C sicaklikta 0.18 mg L™ olup, bu deger ¢oziniirlik icin ¢cok az bir miktar: temsil
etmektedir [32], [33].

HaC CHs

(o]
HBC\/\/lL
N COOH N=N
I\

HN /N

Sekil 2.1 Valsartanin kimyasal yapis1 [31]

Valsartanin erime sicakligi 105-110 °C aras1 degerlerdedir. Metanoldeki [a]D/20
spesifik rotasyonu 68° ve bolme katsayist (P) 0.033’tiir. Bu kimyasalin oldukca
hidrofilik bir karaktere sahip oldugu goriilmiistiir. Partikiil boyutunun da ince oldugu
g6z oniinde bulundurulursa, atmosfer ortamimdan nemi bilinyesine alma durumu soz

konusu olmaktadir. Dolayisiyla bu bilesigin kuru ortamlarda saklanmasi gerekmektedir
[32].

2.3.2 Farmakolojik Ozellikleri

Anjiotensin 2 Tip 1 (AT;) reseptor antagonisti ailesine ait olan valsartan (VAL) oral
yoldan alinan, etkili ve yliksek secicilige sahip bir hipertansiyon ilacidir. Valsartan,

anjiotensin 2 tip 1 (AT;) reseptorlerini engelleyerek kan basmcini azaltir. Valsartanin



kullanilmasiyla kan damarlarinda meydana gelen daralma ortadan kalkar ve kan akis

hiz1 normale doner [32], [34], [35].

Valsartanin anjiotensin 2 tip 2 (AT>) reseptorlerine olan afinitesinin, anjiotensin 2 tip 1
(ATy) reseptorlerine oranit 1/20000°dir. Bu olay kan basmcinin azalmasinda etkili
oldugu gibi, diiz kaslarda kasilmalarin azalmasinda, bobrek fonksiyonlarinin
iyilestirilmesinde ve ateroskleroz lezyonlarin azalmasinda da oldukga etkilidir. Bunun
yaninda, valsartanin AT; reseptOrlerini engellemesiyle ortamdaki Anjiotensin 2

konsantrasyonu artar ve uyarilan AT, reseptoriine baglanir [36].

2.3.3 Farmakokinetik Ozellikleri

Valsartan agiz yoluyla alindiktan sonra hizli bir sekilde emilir ve 2-4 saat siire sonra
plazma seviyeleri tepe noktasina ulasir. Daha sonra bu seviyeler, ¢esitli calismalarda da
gbzlenen 6-9 saat araligindaki yar1 Omiir stiresiyle birlikte de azalmaya baslar. Plazma
kismmin disinda sinirh bir dagitima sahip olan valsartan, %94-97 oraninda plazma
proteinlerine baglanir. Karboksilik gruplarin varhigindan dolay:r valsartan notr pH
araliginda ¢oziniir ve fizyolojik pH araliginda iyonlasmis sekilde bulunur. Kararh

haldeyken dagitim hacmi yaklasik 17 litredir [31].

Valsartan ve inaktif metaboliti i¢in esas eliminasyon prosesi safrada meydana
gelmektedir [24]. Tlacin %70’inden fazlas: safra salgisi ile elimine edilir [31], [38], [39],
[40]. Bobrek atilimi genelde doz alimindan 2 giin sonra tamamlansa da, digki ile atilim

4-7 giin arasinda devam eder [38], [41].

Oral soliisyon seklinde valsartan alindiginda, dozun 6ncelikle yaklasik %83’1 digki ile
yaklasik %13’ idrar ile degisiklige ugramadan atilir. Atilimi gerceklesen ve yapisal
degisiklige ugramamis ilacin %20’si metabolitleri seklinde olmakla beraber, bunun
%9’u da esas ve hipertansiyonda inaktif metabolit olan valeril 4-hidroksi valsartandir

[42], [41].

2.3.4 Valsartanin Hipertansiyon Tedavisindeki Yeri

Kan basinc1 seviyeleri ile ¢esitli kalp rahatsizliklari riskleri arasinda agikca bir yakinlik
bulunmaktadir. Hafif hipertansiyon olarak tanimlanan kan basinci seviyeleri esik degeri

cesitli kurallar arasinda farklilik gostermektedir. Bununla birlikte, kan basinci
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seviyesine veya lizerine ¢ikan degerlerin tedavi silirecinde azalma gosterdigi kabul
edilmistir.
Ilag tedavisinin uygulanmasma karar verildiginde ilag simiflarmin genis bir segimi

vardir. Bununla birlikte, baglangic tedavisi i¢in, antihipertensif ilaglar arasinda goriis

birliligi bulunmamaktadir [43], [34].

Valsartan gibi anjiotensin 2 antagonistlerinin avantajlar1 kaynagi ne olursa olsun
anjiotensin 2 blokaj1 ve bradikinin ile prostaglandinin bozulma etkisinin yetersizligidir

[34].

2.3.5 Piyasadaki Valsartan Etken Maddesi Iceren ilaglar

Hipertansiyon tedavisi uygulamalarinda kullanilan ve piyasada satilmakta olan valsartan

etken maddeli ilaglar Cizelge 2.4’de verilmistir.

Cizelge 2.4 Valsartan etken maddeli ilaglar [44]

ILAC FIRMA ILAC FORMU
Cardopan Sanovel Tablet

Diovan Novartis Tablet
Premium Abdi Ibrahim Tablet
Wansaar Pharmactive Tablet
Exforge Novartis Tablet
Cardofix Sanovel Tablet
Combisar Bilim Tablet

Giliniimiizde hipertansiyon hastaligmm giderek yaygmlasmasi sonucu kan basinci
degerlerinin normal diizeylere indirmek i¢in kullanilan antihipertansif sinifindaki

valsartan etken maddeli ilaglarin tiikketimi ayni oranda artig gostermektedir.
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BOLUM 3

ILAC ETKEN MADDE MIiKTAR TAYIN YONTEMLERI

Gilinitimiizde diinyanin her yerinde ¢esitli amaglar i¢in kullanilmakta olan ilaglarda etken
maddelerin taninmasi biiylik 6nem arz etmektedir. Her ilacin viicuda etki mekanizmasi
farkli olmakla beraber, etki mekanizmasini olusturan temel unsur da ila¢ etken
maddeleridir. Ilag kullaniminda alinan dozun almmasi saglik agisindan 6nem
tasimaktadir. ilag etken maddesinin, ilag¢ bilesimleri igerisindeki miktarlar1 her ilaca
gore degiskenlik gostermekle beraber, kullanilacak olan dozun normalinden yiiksek
degerlere c¢ikmasi, goriilebilecek yan etkilere sebebiyet vermektedir. Ayni sekilde
normalden diisiik miktarda etken madde kullanimi da gerekli etkiyi gostermeye yeterli
olmamaktadir. Uretimden tiiketime kadar olan siirecte gerek kullanilan ilaglardaki,
gerekse farkli madde miktar tayinleri bu konuda giderek 6nem kazanmaktadir. Ilag
etken madde tayin yontemleri kromatografik yontemler, spekroflorimetrik yontemler,

spektrofotometrik yontemler ve elektrokimyasal yontemler olarak dzetlenebilir [45].

3.1 Kromatografik Yontemler

Kromatografi yapisal olarak birbirine benzeyen maddeleri ayirmada kullanilan ve bu
ayrimdan sonra taninmasini ve tayin edilmesini saglayan yontemlerin tek bir baglik
altinda toplandig1 bir terimdir [45]. Bu ayrimin saglanmasi ve devaminda tayin edilmesi
icin alman numune gaz, sivi veya siliperkritik formda olan hareketli bir faz esliginde
sabit faz lizerinden tagmnir. S6z konusu sabit faz, kat1 bir yiizeyde ya da kolonda sabit
konumda duran ve gelen numuneyle herhangi bir karigsma meydana getirmeyen bir
fazdir. Hareketli fazin numuneyi sabit faza getirmesiyle karisim i¢indeki maddeler sabit

faz lizerinde farkli hizlarda hareket etmeye baglar ve birbirinden ayrilma olay:
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gerceklesir [46]. Sabit fazin karisimdaki bilesenleri tutma kuvveti degistikce bu
bilesenlerin sabit fazda ilerleme hizi ve buna bagli olarak sabit fazdan ayrilma siiresi de
degisir. Ornegin; bilesen sabit faz tarafindan daha biiyiik kuvvetle tutuldugunda, hareket

hiz1 yavas ve sabit fazdan ayrilma siiresi uzundur [47].

Kromatografide hareketli fazin tipine gore sivi ve gaz kromatografisi mevcuttur. Sivi
formun hareketli faz oldugu yontem sivi kromatografisi, gaz formun hareketli faz
oldugu yontem ise gaz kromatografisidir. iki kromatografi ¢esidi arasindaki fark; sivi
kromatografisinin kolonlarda ve diiz ylizeylerde, gaz kromatografisinin ise yalnizca

kolonlarda ger¢eklesmesidir [46], [48].

Kromatografik yontemler genel olarak bes grup altinda toplanmustir [49], [50].

3.1.1 Adsorpsiyon Kromatografisi

Coziinen bir maddenin kat1 faz yiizeyinde tutunmasi esasma dayanir. Coziinen
maddenin fiziksel 6zelligine gore; sivi i¢in sivi-kati, gaz igin gaz-kat1 kromatografisi
ismini alir. Organik solventlerde ¢oziinmiis farkli polaritelere sahip maddelerin ayrimi
ilkesine dayanir. Maddenin molekiil yapisindaki fonksiyonel gruplarin miktarina ve

¢esidine bagli olarak tutunma giicti hakkinda degerlendirme yapilabilir [51].

3.1.2 Dagilma Kromatografisi

Karisim igerisindeki maddelerin hareketli ve sabit faz arasinda farkli dagilimlara sahip
olmasi ilkesi ile ayirim meydana gelmektedir. S1vi-sivi kromatografisi olarak da bilinen
bu kromatografi ¢esidinde birbiri i¢inde ¢dziinmeyen 2 sivi faz mevcuttur. Sabit faz,
kolon dolgu malzemesinin iizerine yerlesmis, ince sivi film tabakasindan ibarettir.
Hareketli faz ise s6z konusu diger sividir. Hareketli ve sabit faz polaritesinin farkh

olmasi iyi bir ayrim i¢in 6nem arz etmektedir [52], [53].

Cozlinen maddenin adsorpsiyon katsayist K, s6z konusu maddenin adsorbandaki ve
hareketli fazdaki derisimleriyle orantilidir. Bu derisim degerleri sirasiyla C; ve C; olarak

verilirse;
K=C./C, ( 31)

Verilen denkleme gore K degeri arttikga karisim i¢indeki madde adsorban tarafindan

daha 1iyi tutulur ve sabit fazda daha yavas hareket eder. K degerinin azalmasi ise s6z
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konusu maddenin sabit fazda daha az tutundugunu ve daha hizli hareket ettigini ifade
eder [54].

Dagilma kromatografisi hareketli ve sabit fazin polaritelerinin farklili§ina istinaden ters-

faz ve normal-faz s1vi kromatografisi olarak iki alt bagliga ayrilmaktadir.

3.1.2.1 Ters-Faz Sivi Kromatografisi

Sabit fazin hareketli fazdan daha az polar oldugu s1vi kromatografisi yontemidir. Apolar
maddelerin ayrimmin saglandigi bu yontemde, hareketli fazin hazirlanmasinda
kullanilan su safligimin ytiksek olmasi ve ¢dziiciiniin suyla karigmasi olduk¢a 6nem arz
eder. Giliniimiizde apolar yapiya sahip olan ilaclarin analizlerinde sik¢a basvurulur.
Kullanilan sabit fazlardan oktadesilsilan (ODS) 18 karbon atomu zincirinden meydana
gelir ve daha apolar 6zellikteki maddelerin ayrilmasinda kullanilir. Polar 6zellikteki
maddeler C,g kolonunda daha az tutunmaktadir. Cg gibi kisa zincirli, fenil ve siklohekzil
baglanmis sabit fazlar da polar maddelerin ayrilmasinda kullanilir. Apolar 6zellikteki

maddeler bu tip sabit fazlarda daha az tutunmaktadir. [49], [55], [56].

Bu kromatografik sistemin ila¢ etken maddeleri tayininde kullanildig1 bir¢ok ¢alisma
literatiirde rapor edilmistir. Birajdar ve arkadaslari, nebivolol hidroklorid ve valsartanin
birlikte bulundugu farmasotik kati formda es zamanli tayinlerine yonelik basit bir
yiksek performansli sivi kromatografi (RP-HPLC) ve iki tekrarli ultraviyole
spektrofotometrik yontem gelistirmislerdir. Dalga boyu valsartanin spektrofotometrik
Olciimii i¢in 246.6 nm ve nebivolol hidroklorid es zamanli dl¢giimii i¢in 280.2 nm’ye, Q
analizi 6l¢iimii i¢in ise iki dalga boyu 246.6 nm ve 275 nm olarak ayarlanmistir.
Spektrofotometrik yontem ile, nebivolol hidroklorid i¢in dogrusallik araligi 0.5-2.5
pug/ml ve valsartan i¢in ise 5.0-25 pg/ml olarak bulunmustur. Her iki analit i¢in de
analizler HPLC cihazi ile gerceklestirilmis ve ters fazli C18 (25 cm x 4.6 mm, 5 pm
partikiil boyutu) kolon kullanilmistir. 50 mm amonyum asetat tamponu kullanilarak
pH’1 3.5’a ayarlanan isokratik mobil faz asetonitril de icermektedir (30:70, v/v). Akis
hizi, tayin dalga boyu 275 nm i¢in 0.80 mL dk™ olarak ayarlanmistir. Loratidin i¢
standart olarak kullanilmistir. HPLC yontemi ile, nebivolol hidroklorid i¢in lineer aralik
2.0-12 mg L™ ve valsartan icin ise 5.0-30 mg L™ olarak bulunmustur. Tiim yontemler
icin korelasyon katsayilari, 0.998’¢ esit veya daha yliksek degerler olarak elde
edilmistir. LOD ve LOQ degerleri sirastyla nebivolol hidroklorid ve valsartan igin 12
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mg L™ ve 38 mg L™, 32 mg L™ ve 95 mg L™°dir. Yontemlerin kesinligi geri kazanim
Olgtimleriyle degerlendirilmis ve iyi sonuglar elde edilmistir. Geri kazanim yiizdeleri,
tiim yontemler i¢in % 98.28 ile %102.25 araliginda bulunmus bagil standart sapma

degerleri %3’iin altinda elde edilmistir [57].

Rao ve arkadaslari, isokratik, ters fazli bir HPLC yontemi gelistirmiglerdir. Inertsil ODS
C8 (100 x 4.6 ) mm, 5 um kolonu ve tampon ¢dzelti ve asetonitrilin homojen karigimini
iceren mobil faz (65:35, v/v) analizler boyunca kullanilmistir. Akis hizi 1.0 mL dk™ ve
dalga boyu 250 nm olarak belirlenmistir. Gelistirilen yontem; dogrusallik, dogruluk,
kesinlik, sistem uygunlugu, segicilik, saglamlik gibi parametrelere bagli kalarak

yontemin uygunlugunu kanitlamak amaciyla degerlendirilmistir [58].

Kumar ve arkadaglar1 2011 yilinda saf ve tablet formiilasyonunda valsartan miktarmin
belirlenmesi icin hizli, kesin, dogru, spesifik ve duyarl bir tes faz likit kromatografi
yontemi gelistirmislerdir. Kromatografik yontem Kromasil Cig kolonu (250 mm x 4.6
mm 1.D. 5p) kullanilarak 233 nm dalga boyu ve 1.0 mL dk™ akis hizinda metod igin
parametreler olusturulmustur. Hareketli faz olarak fosfat tamponu ve asetonitril (ACN)
(55:45 v/v) karisiminin kullanildig1 sistemde alikonma zamanmi 3.94 dakika olarak
belirlenmistir. Geri kazanim yiizdesi %99.62 ve %99.88 arasinda olup, yontemin
dogrulugu ve hassasiyeti icin yiizde standart sapma degeri %2’den diisiiktlir. Bu
metodun valsartanin ilag tabletlerindeki rutin kalite kontrol analiz ¢alismalarinda

kullanilabilir oldugu beyan edilmistir [59].

3.1.2.2 Normal-Faz Sivi Kromatografisi

Sabit fazin hareketli fazdan ¢ok daha polar oldugu s1vi kromatografisi yontemidir. Sabit
faz olarak silika ve aliimina yaygin olarak kullanilmaktadir. Hareketli faz bileseni
olarak genellikle metilen kloriir, dietil eter, kloroform, hekzan gibi c¢oziiciiler
kullanilmaktadir. Sabit yilizey polar oldugundan dolayi, maddenin polaritesi ile

alikonma siireleri arasinda dogru oranti s6z konusudur [47], [60].

3.1.3 liyon Degistirme Kromatografisi

Sabit fazdaki ve Ornekteki ayni yiikli iyonlarin yer degistirmesi ilkesine dayanir.
Maddenin iyonik halde olmasi ya da iyonlagsmasi iyi bir ayrim saglanmasi i¢in dnemli

bir husustur. Hareketli faz olarak kullanilan sivi, belli bir pH degerine ayarlanmis bir

15



tampon c¢ozeltidir. Hareketli fazin pH degeri ve konsantrasyonu iyon degistirmeyi

etkileyen unsurlardir [52], [61].

Ayrilmasi zor olan iyonlarin, proteinlerin, peptidlerin ve aminoasitlerin ayrilmasinda

iyon degistirme kromatografisi kullanilmaktadir.

3.1.4 1lyon Cifti Kromatografisi

Hareketli faz1 organik ¢oziicii ihtiva eden sulu bir tampon ¢ozelti ve madde ile zit yiikli
karsit iyon igeren bir iyonik bilesikten meydana gelen bu yOntemde iyonik ve
iyonlasabilen tiirlerin ayrimi ve tayin edilmesi s6z konusudur. Iyon cifti olusturan
maddeler elde edilen sinyallerde pikin baglangig ve bitis noktalarinda meydana

gelebilecek kuyruk olusumunu 6nler ve dolayisiyla pikin keskinligini arttirir [50], [30].

Bhatia ve arkadaslari, tablet formundaki valsartan ve hidroklorotiazitin es zamanli
tayinini gergeklestirmek i¢in UV spektrofotometrik ve iyon gifti kromatogratisi olarak
basit, duyarl, hizlh ve dogrulugu yiksek iki yontem gelistirmiglerdir. UV
spektrofotometresinde valsartan icin dogrusal aralik 5.0-45 mg L™, hidroklorotiazit i¢in
2.0-18 mg L™ olarak tayin edilmistir. iyon ¢ifti kromatografisinde HIQsil ODS kolonu
(250 x 4.6 mm) kolonu kullanilmistir. Mobil faz (pH 4.6) %70 oraninda metanol, %30
oraninda 0.0025 M orto-fosforik asit ihtiva etmektedir. 259 nm dalga boyunda valsartan
icin konsantrasyon araligi 0-240 mg L™, hidroklorotiazit icin 0-75 mg L™ olarak tayin
edilmistir [62].

3.1.5 Eleme Kromatografisi

Molekiil biiyiikliigii farkli olan maddelerin ayrilmasinda kullanilan bu yOntemin bir
diger adi1 da jel filtrasyondur. Bu yontemde kat1 olan sabit faz ile numune arasinda
herhangi bir etkilesim meydana gelmemektedir. Alikonma zamanini etkileyen iki
Oonemli parametre sabit fazda bulunan dolgu maddesinin biiyiikliigii ve gelen numunenin
molekiil biiyiikligtidiir. Temel olarak; biiyiik molekiiller dolgu maddesinin boyutundan
biiyiik oldugu i¢in gozeneklere takilmadan diger molekiillere gore erken ¢ikar. Orta
biiytikliikteki molekiillerin bir kismi gozeneklere difiize olur ve gdzeneklerde
gecirdikleri zamana gore alikkonma belirlenir. Kiigiik boyuttaki molekiiller ise

gozeneklere diflize olarak kolondan diger molekiillere gore en geg siirede ¢ikar [50].
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3.2 Spektroflorimetrik Yontem

Farmasotik ¢aligmalarda diistik tayin limiti, duyarlilik, spesifik olusu, caligma kolayligi
saglamas1 gibi avantajlara sahip olmasi nedeniyle florimetri miktar tayinlerinde
kullanilan bir ydntemdir [63]. Yontem 0.001-1 mg.L™ derigimli analitleri dogru, kesin,
secici ve biiyiikk bir hassasiyetle tayin etme kabiliyetiyle diger yontemlere gore
istiinliige sahiptir [64]. Sahip oldugu molekiil yapilarindan dolay1 floresans 6zellik
gosteren ilag etken maddelerinde spektroflorimetrik metotlar uygulanabilmektedir [65].
Floresans teknigi dogrudan bir metot degildir, bu nedenle analitin tiirevlendirilmesini

gerektirir [66], [67].

Shalan ve arkadaslari, amlodipin besilat (AML) ve valsartan (VAL) ikili karigimimin es
zamanli tayini i¢in son derece hassas, basit bir spektroflorimetrik yontem
gelistirmislerdir. Yontemde bu ilaglarin sulu bir sodyum dodesil siilfat (SDS) sistemi
icerisinde AA=80 nm‘de es zamanl floresans yogunlugunun 6lgiilmesi esas alinmustir.
AML ve VAL’m her ikisinin de floresans yogunluklar1 SDS sisteminde biiyiik 6lgiide
sirastyla %200 ve %220 oraninda gelistirilmistir. Lineer aralik floresans -
konsantrasyon grafiginde VAL ve AML icin sirasiyla 0.5-4.0 mg L™ ve 0.05-3.0 mg L™
arahgmnda belirlenmis, LOD degerleri 0.027 mg L™ ve 0.022 mg L™, LOQ degerleri
0.083 mg L™ ve 0.007 mg L™ olarak tespit edilmistir [68].

Shalan ve arkadaslari, amlodipin ve valsartanin birlikte bulundugu tabletlerde her iki
analitin es zamanli tayini i¢in basit, hassas, ve giivenilir bir spektroflorimetrik yontem
gelistirmiglerdir. Yontem, AML ve VAL i¢in 455 nm (Aex) 360 nm) ve 378 nm (Aex 245
nm) floresans dlciimlerini icermektedir. Onerilen spektroflorimetrik yontemde analitik
performansin dogrusallik, hassasiyet, dogruluk, se¢i¢ilik, saglamlik ve tayin edilen
miktarlar ile validasyonu yapilmustir. Lineer aralik floresans yogunlugu — konsantrasyon
grafiginde AML ve VAL igin sirastyla 0.2-3.6 mg L™ ve 0.008-0.080 mg L' arasinda
belirlenmis olup, LOD degerleri 0.025 mg L™ ve 0.0012 mg L™, LOQ degerleri de
0.083 mg L™ ve 0.04 mg L' olarak hesaplanmistir. S6z konusu iki analitin kombine
olarak kullanildig1 tabletlerde optimum kosullarda gerceklestirilmesi amaglanan

calismada geri kazanimin %98.85’den az olmadig1 hesaplanmistir [69].

El-Kosasy ve arkadaslari, amlodipin ve valsartanin es zamanl tayini i¢in dort farkl
floresans yontemi gelistirmislerdir. Bu metodlar her iki ilacin Aex 300 nm’de uyarilmasi,

daha sonra sirasiyla AML ve VAL i¢in, Aem 378 ve 496 nm maksimum emisyon
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verilmesi esasina dayanmaktadir. 1k yontemde, tek Aex herhangi bir ilave olmaksizin
kullanilmigtir. Bu yontemin duyarliligi, diger ti¢ yontem igindeki, hidroksi propilmetil
seliloz (HPMC) yiizey aktif maddesi, B-siklodekstrin ya da demir oksit manyetit
nanopartikiilleri eklenerek artirilmigtir. Farkli siirfaktan tipleri ve B-siklodekstrin ve
demir oksit nanopartikiillerinin her ikisinin farkli konsantrasyon seviyeleri, duyarlilig
artirmak i¢in optimum kosullar1 belirlemek iizere taranmustir. S6z konusu her iki ilacin
florans yogunlugunu etkileyen, eklenen ¢oziicii tipi ve hacmi ve pH gibi faktorler
incelenip optimize edilmistir [70].

Omar ve arkadaglari, losartan (LOS), irbesartan (IRB), telmisartan(TELM) ve valsartan
(VAL) gibi bazi anjiyotensin reseptor blokerlerinin saf ve tablet formlarinda tayin
edilmesi igin basit, hizli ve duyarli bir spektrofotometrik ve spektroflorimetrik yontem
gelistirilmiglerdir. Spektrofotometrik yontem 413-419 nm’de siilfoflatein indikatorlerle
stabil, sar1 renkli iyon ¢ifti kompleksi olusumu ile IRB, LOS ve TELM etkilesimine
dayanmaktadir. Bromotimol mavisi (BTB), bromofenol mavisi (BPB) ve bromokresol
yesili (BCG) indikatér olarak kullanilmistir. Spektoflorimetrik yontem hicbir yiizey
aktif madde kullanmadan eosin ve LOS, IRB, TELM ve VAL arasinda ekstaktif
olmayan ikili kompleks olusumu esasina dayanmaktadir. S6z konusu analitlerin tablet
formlarinda ve bozunma {iriinlerinin varliginda belirlenmesi i¢in gelistirilen yontemde
yilksek bir geri kazanim elde edilmis olup, zamanin ve maliyetin 6nem tasidigi

alanlarda, kalite kontrol ve rutin analizler i¢in uygunlugu belirlenmistir [71].

Mohammed, blokaten adli amlodipin ve valsartan kombinasyonu igeren tabletlerde es
zamanl analit tayini igin spektroflorimetrik iki farkli ydntem gelistirmistir. Ik yontem,
her iki ilacin dogal floresans yogunlugu 6l¢iimlerine bagh olup, AML ve VAL i¢in suda
sirastyla Aex 390 nm ve 227 nm, Aem 460 nm ve 385 nm olarak belirlenmistir. Ikinci
yontemde, AML ve VAL i¢in AA=80 nm kullanilarak sirastyla 375 nm ve 285 nm dalga
boyunda emisyon spektrumunun es zamanli florimetrik kantititatif taramasi
gerceklestirilmistir. AML ve VAL i¢in dogrusallik sirasiyla 0.40-14 mg L? ve 1.0-22
mg L™ araliginda belirlenmis olup, LOD ve LOQ degerleri ilk yontemde AML igin
sirastyla 0.165 mg L™ ve 0.5 mg L™, VAL i¢in 0.495 mg L™ ve 1.5 mg L™ olarak, ikinci
yontemde ise AML igin sirasiyla 0.148 mg L™ ve 0.45 mg L™, VAL icin 0.396 mg L™
ve 1.2 mg L™ olarak hesaplanmistir [72].
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3.3 Spektroskopik Yontem

Bir maddenin elektromanyetik 1gimalarla olan etkilesimini inceleyen spektroskopide,
organik maddeler kalitatif/kantitatif olarak, yapisal olarak, stereokimyasal nitelik olarak
ve saflik olarak incelenebilir [45], [73].

UV-VIS (Ultraviyole-Goriiniir Bolge), IR (Kizil 6tesi), NMR (Niikleer Manyetik
Rezonans) ve kiitle spektroskopisi basta olmak iizere raman, mikrodalga ve elektron

sipini rezonansi spektroskopisi yontem dahilindedir [45], [73].

Spektrskopik yontemlerin valsartan tayininde kullanildigi bircok c¢alisma literatiirde
rapor edilmistir. Li ve arkadaslari, insan plazmasindaki valsartan ve hidroklorothiazidin
es zamanli tayinine yonelik hizli ve hassas bir sivi kromatografisi - tandem kiitle
spektrometresi (LC/MS/MS) yontemi gelistirmiglerdir.  Asetonitril kullanilarak
gerceklestirilen basit bir protein ¢oktiirmesinden sonra, analitler Zorbax SB-AQ C18
kolon kullanilarak ayrilmig ve mobil faz olarak asetonitril ve 10 mM amonyum asetat
(60:40, viv, pH 4.5) kullamlmstr. Akis hizi 1.20 mL dk™ olarak belirlenmistir.
Valsartan ve hidroklorothiazid sirasiyla 2.08 ve 1.50°nci dakikalarda ayrilmistir.
Gelistirilen yontem, 4.0-3600 mg L™ arahiginda valsartan icin dogrusal olmakla birlikte,
1.0-900 mg L* arahgmnda hidroklorothiazid i¢in dogrusaldir. Yontem, dagilabilen
Ozellikte, her biri 80 mg valsartan ile 12.5 mg hidroklorothiazdi iceren tabletin 20
saglikli goniilliide agiz yoluyla alimindan sonra yapilan farmakokinetik caligmada

basariyla uygulanmistir [74].

Nataraj ve arkadaglari, valsartanin kullanilan saf ve dozaj formlarin miktarmin
belirlenmesi icin basit, kesin ve hassas bir UV spektroskopisi yontemi gelistirmis ve
dogrulamiglardir. Spektroskopik yontem 250 nm dalga boyunda ve kalibrasyon
standartlar1 0.2-20 mg L™ arasinda olup korelasyon sabiti 0.9968 olarak tespit edilmistir.
LOD ve LOQ degerleri UV spektroskopisinde sirastyla 0.15 ve 0.449 mg L™? olarak
bulunmustur [75].

3.4 Elektrokimyasal Yontem

Ana bilesen igeren c¢ozeltinin elektrokimyasal davramiglarini inceleyen kantitatif
yontemleri konu alan elektroanalitik yontemlerde diisiik tayin limitlerine ulagsmanin

yanisira, bu yontemlerin uygulandigi alanlarda ara yiizeylerin yiik transferinin esitligi ve
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hizi, kiitle transfer hizi, gergeklesen kimyasal tepkimelerde hiz ve denge sabiti gibi

parametrelerin degerlerini verir [45].

Elektroanalitik yontemlerle valsartan analitinin de aralarinda oldugu bir¢ok ilag aktif
bileseninin kantitatif tayinleri yapilmaktadir. Ibrahim, iki farkli hipertansiyon ilaci olan
valsartan (VAL) ve losartan (LOS) analitlerinin termal davraniglarin1 termogravimetri,
ikincil termogravimetri ve diferansiyel tarama kalorimetri gibi farkli termal teknikler
kullanarak arastrmistir. VAL ve LOS bozunumunun ilk asamasindan elde edilen
verilerde aktivasyon enerjisi, frekans faktorii (A), tepkime derecesi ve bozunma
entalpisi gibi kinetik parametrelerin belirlenmistir. VAL ve LOS i¢in saflik diferansiyel
goriintiileme kalorimetresi ile tespit edilmistir. LOS analitinin VAL analitinden daha
fazla 1s1l kararliliga sahip oldugu birinci dereceden kinetik davranist ve bagil 1sil
kapasitesi ile degerlendirilmis olup, VAL ve LOS analitlerinin termal bozunmasi takip
edilmistir. Ayrigma sekilleri incelenmis ve kiitle spektroskopisi ile termal bozunmay1
iligkilendirmek i¢cin LOS analiti 6rnek olarak alinmistir. Diferansiyel goriintiilleme
kalorimetresi ile incelenen VAL ve LOS analitlerinin saflig1 sirasiyla %99.84 ve

%99.91 olarak bulunmustur [76].

Erden ve arkadaslari, amlodipin besilat (AML) ve valsartan ikili karisimmin anodik
davranigin1 Britton-Robinson tamponunda, pH 5.0’de, AML’nin 0.95 V ve VAL 1n 1.15
V’da Ag/AgCl’e karsi tek yonli oksidasyon camsi karbon elektrotlarinda
incelemislerdir. Diferansiyel puls voltametrik yontemi ilaglardaki AML ve VAL
tayininin ~ gerceklestirilmesi ve insan serumuna spike edilmesi Onerilmistir.
Dogrusalligin AML ve VAL konsantrasyonun es zamanh arttirilmasiyla AML i¢in 1.0-
35 uM araliginda, VAL i¢in 1.5-32 uM araliginda oldugu belirlenmis olup, LOD ve
LOQ degerleri AML i¢in sirasiyla 0.31 uM ve 1.03 uM, VAL igin swrastyla 0.36 uM ve
1.21 uM olarak tespit edilmistir [77].

Girler ve arkadaslari, hipertansiyon tedavisinde kullanilan valsartan1 ve protein
baglayict VAL serumunu voltametrik yontem kullanarak, camsi karbon elektrodunda
incelemiglerdir. Ayrica, ila¢ hazirlamada ve insan idrarinda ayni ajanlarin dogrudan
tayin edilebilmesi i¢in adsorptif siyirma voltametri yontemi de gelistirilmistir. Sonuglar
UV absorpsiyon ¢alismalarindan elde edilen sonuglarla karsilastirilmis ve %95 oraninda

bir giiven seviyesinde tespit edilen farkliligin 6nemsiz oldugu iddia edilmistir [78].
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BOLUM 4

YUKSEK PERFORMANSLI SIVI KROMATOGRAFISI (HPLC)

Yiiksek Performansli Sivi Kromatografisi (HPLC) ¢ok genis bir kullanim alanina sahip
bir analitik yontemdir [79], [80]. Yiiksek ayirma giicii, basinca dayanikli kiigiik ¢apli ve
paslanmaz ¢elik kolon kullanimi, hizli analiz, yiiksek mobil faz basincinin ve akis
hizinin kontol edilebilmesi HPLC’nin teknik 06zelliklerinden olup, baslica tercih

sebeplerindendir [79], [81].

4.1 HPLC Cihazinin Calisma Prensibi

Genel olarak bakildiginda, HPLC sisteminde numune hareketli faz icerisinde ¢oziiniip,
olusan karisim yiiksek basing altinda sabit faz olan dolgulu kolondan gegirilmektedir.
Hareketli faz akis kontrolii yapan piston pompasi ile mobil faz haznesinden
pompalanmaya baglanir, numune de piston pompasi ile dolgulu kolon arasindaki
enjeksiyon valfi ile dolgulu kolona girer. Numune igerisindeki bilesikler sahip olduklar1
polaritelerin farkli olmasi nedeniyle, kolondan farkli hizlarda, dolayisiyla farkli
stirelerde ayrilirlar. Kolondan ¢ikan hareketli faz dedektore gelerek analite ait sinyal
elde edilir. Analitin enjeksiyon sonrasi detektore varisina kadar gegen zaman alikonma

stiredir [81], [82]. Tipik HPLC akis semasi Sekil 5.1 de goriilmektedir.
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Yazic1 Atik Dedektir

Sekil 5.1 HPLC cihazinin sematik olarak gosterimi [81]
4.2 HPLC Cihazinin EKipmanlarn

4.2.1 Mobil Faz Hazneleri ve Coziicii Muamele Sistemleri

Cam veya ¢elik malzemeden yapilan, bir veya birden fazla sayida olan ve her biri 500-
1000 mL hacimli ¢6ziicii kapasitesine sahip mobil faz hazneleri kolon igerisinde ve
dedektor sisteminde ortaya c¢ikan ve sistemi olumsuz yonde etkileyecek olan gazlarin
bertaraf edilmesi i¢in bir cihazla donatilmistir. Mobil fazin sisteme verilmeden Once
0.45 pm membran filtrelerden gecirilerek siiziilmesi ve ayni zamanda ¢Ozlinmiis
gazlarin uzaklastirilmasi1 saglanir. Aksi halde, ¢6ziinmiis gazlar kolon icerisinde gaz
kabarciklarma neden olacagindan pik geniglemesine, dedektdor performansinin
azalmasma neden olur. Ultrasonik banyolarda bekletmek ve c¢oziiciiden inert gaz

gercirmek de gazlari uzaklastirmak i¢in kullanilacak alternatifler arasindadir [55], [60].

4.2.2 Pompa

Hareketli fazin kolona girmesini, kolon boyunca ilerlemesini ve dedektdre ulagsmasini
saglayan pompanin saglamasi gereken teknik 6zelliklerinden bahsetmek gerekirse; 6000
psi basmca kadar ¢ikabilir olmasi, akis hizinin 0.1-10 mL dk* kadar degiskenlik
gosterebilmesi, basing ¢ikisinda sivinin puls ihtiva etmemesi, sivi akis kontroliin % 0.5
veya daha iyi bir tekrarlanabilirlikte olmasi, kullanilan pargalarin korozif etkilere

dayanikli olmasi olarak siralanabilir [83], [84].
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4.2.2.1 Siringa Pompalar

Akis hiz1 kontroliiniin kolay olmasi ve puls igermeyen sivi ¢ikisi saglamasi en bilinen
ozelliklerindendir. 250 mL gibi c¢oziicii kapasitesinin sinirli olmasit ve degisik

¢oziliciilerin kullanima uygun olmayis1 dezavantaj yaratmaktadir [83].

4.2.2.2 Pistonlu Pompalar

Motor tarafindan gii¢ saglanan bir pistonun ileri ve geri yonde hareketi ile silindirik bir
tiiplin icerisi ¢oziicii ile doldurulup pompalanir. Akis ilk basta puls gosterse de, kisa siire
icerisinde toparlar ve siirekli bir hale gelir. I¢ hacim ¢apinin kiiciik olmasi, siv1 ¢ikis
basmcinm yiiksek olmasi, ¢oziiciiniin viskozite degeriyle baglantili olmayan sabit akis

hizi gibi 6zellikler avantaj olarak gosterilebilir [83], [84].

4.2.2.3 Pnomatik Pompalar

Sikistirilmig bir gaz kullanilarak dayanimi az olan bir kabin igerisine konulan sivinin
hareketini saglayan pompalardir. Maliyeti diisikk ve akiglar puls gostermez. Kapasite
smirliligi, basing dayanimimin az olmasi, sivi ¢ikis basincinin diisiik olmas1 ve sivi ¢ikis

hizinin ¢oziicii viskozitesine bagli olmasi dezavantaj olarak gosterilebilir [83].

4.2.3 Enjektor

Numunenin sabit faza girmeden 6nce hareketli faz igerisine enjekte edilmesi amaciyla

kullanilan enjektorler manuel ve otomatik enjektorler olarak ikiye ayrilir.

4.2.3.1 Manuel Enjektorler

Numuneyi yiiksek basingli ortama iletmek i¢in kullanilan ekipmandir. Enjeksiyon valfi
iki asamadan olusur. ilkinde numune yiikleme yapilir. Bunun igin dncelikle enjektor
yiikleme pozisyonuna getirilir, sonrasinda loop igerisine doldurulur. Ikinci kisimda

enjektor basingli ortama yoneltilerek numune sisteme iletilir [83].

4.2.3.2 Otomatik Enjektorler

Programlanan koordinatlara giden enjektdr, numune sisesinden numuneyi ¢ekerek, loop

icerisinde hareketli faza enjekte ederek sisteme gonderilmesini saglar. Enjeksiyon
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hacmi loop hacmi ile sinirlandirilmis olup, bu enjektor tipiyle ¢ok sayida enjeksiyon

yapilmasi miimkiindiir [83].

4.2.4 Kolon

Cogunlukla paslanmak c¢elikten imal edilen HPLC kolonlar1 diizgilin bir i¢ ¢apa sahip
olup, bu ¢ap degeri 4-10 mm’dir. Uzunluklar1 10-30 cm arasinda degisen kolonlarin
dolgu maddelerinin tanecik ¢ap1 da 3-10 pm arasinda degiskenlik gostermektedir [84].
Dolgu maddeleri silisyum dioksit, aliiminyum oksit ve iyon degistirici regineden
iiretilirler. Kullanimi en yaygm dolgu maddesi silisyum dioksit, yani silikadir. Ince,

organik bir film tabakasi silikanin yiizeyine ¢esitli metodlarla kaplanir [84] [85].

425 Dedektor

Numunenin derisimi ile orantili olarak elektrik sinyali iireten ve buna bagl olarak
numunenin kalitatif ve kantitatif olarak degerlendirilmesini saglayan dedektorler HPLC
cthaz1 icin 6nemli ekipmandir. Duyarhlik, kararhlik, tekrarlanabilirlik, glivenilirlik
Ozelliklerinin 1yi olmasi, ¢alisma araligi bakimindan genis olmasi, her numunedeki
analit icin ayni nitelikte yanit alinmasi bir dedektoriin tasimasi1 gereken 6zelliklerdir.
HPLC sisteminde bahsedilen 6zelliklere gore degisik dedektor tipleri bulunmaktadir.
Bunlar; ultraviole/goriiniir bolge (UV-VIS), sirali foto diyot, floresans, iletkenlik,

reaktif indeks, elektrokimyasal, kiitle ve evaporatif 1s1k dagitict dedektorlerdir [85].

4,26 Yazic1 Sistemi

Dedektorden ¢ikan sinyaller elektronik ortamda bir veri toplama cihazinda bir araya
gelmektedir. Bu cihaz bir bilgisayar olup, elde edilen sonuglarin yorumlanmasi,

tekrarlanabilirligin artmas1 ve kaydedilmesi hususunda 6nem arz eder.

4.3 HPLC ile ilgili Yapilan Cahsmalar

Celebier ve arkadaglari, amlodipin ve valsartanin es zamanl tayinini gerceklestirmek
amactyla HPLC yontemi gelistirmislerdir. Bunun i¢in ters-faz HICHROM Nucleosil
100-5 Cis kolon (250 mm x 4.6 mm L[.D.) kullanilmistr. Sistemde oda sicakliginda,
izokratik olarak calisilmis ve hareketli faz olarak pH 3.6’da olan 0.01 M fosfat
tamponu: asetonitril (ACN): metanol (50:40:10 v/v) karisimi kullanilmigtir. Hareketli
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faz karistirildiktan sonra 0.45 pm membran filtreden gegirilerek, sisteme 1.0 mL dk™
akis hizinda beslenmistir. 240 nm dalga boyunda yapilan caligmada alikonma siireleri
amlodipin ve valsartan i¢in swrasiyla 8.23 ve 10.43 dakika olarak belirlenmistir.
Dogrusal ¢alisma araligi 0.05-600 mg L™ olarak bulunmus ve LOD, LOQ degerleri
sirastyla 0.02-0.05 mg L™ olarak tayin edilmistir [86].

Tian ve arkadaslari, valsartan ve hidroklorotiazitin tabletlerde es zamanli tayini i¢in
basit, hizli1 ve dogrulugu yiiksek bir ters-faz HPLC yontemi gelistirmislerdir. Kullanilan
kolon izokrotik ve 200 x 4.6 mm boyutlarindadir. Kullanilan mobil faz metanol,
asetonitril, su, izopropil alkol igermekle birlikte oranlar1 sirastyla %22, %18, %68, %2
olarak belirlenmis olup, pH degeri 8.0° e trietilamin ile ayarlanmustir. 1.0 mL dk™ akis
hizinda ve 270 nm dalga boyunda optimize edilen yontemde alitkonma zamanlar
valsartan ve hidroklorotiazit i¢in sirasiyla 3.42 dk ve 8.43 dk olarak, dogrusal aralik ise

sirastyla 5-150 mg L™ ve 78-234 mg L™ olarak tayin edilmistir [87].

Satana ve arkadaslari, valsartan ve hidroklorotiazit kombine tabletlerinde UV
spektrofotometresi ve HPLC kullanarak analitik bir yontem gelistirmislerdir. Yapilan
caligmada sirasiyla 270.6 nm ve 335 nm dalga boylarinda ¢alisilmis ve lineer aralik
valsartan i¢in 4.0-12.1 mg L™, hidroklorotiazit icin 12-36.1 mg L? olarak belirlenmistir.
Kullanilan mobil fazm pH degeri 3.2 olup, bilesimi %45 0.02 M fosfat tamponu - %55

asetonitril ihtiva etmektedir [88].

Chitlange ve arkadaslar1 amlodipin besilat ve valsartanin RP C;3 Kromasil (250 x 4.6
mm) kolonunda es zamanli tayinini gergeklestirmek igin basit, hizli ve yiiksek
dogrulukta bir RP-HPLC yontemi gelistirmiglerdir. pH degeri 3.0 olan 0.02 M fosfat
tamponu ile asetonitril sirastyla %56-%44 oraninda kullanilarak mobil faz hazirlanmus,
1.0 mL dk? akis hizinda ve 234 nm dalga boyunda yontem optimize edilmistir.
Amlodipin besilat ve valsartan i¢cin alikonma siireleri sirasiyla 3.07 ve 6.20 dakika

olarak belirlenmistir [89].
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BOLUM 5

EKSTRAKSIYON

Ekstraksiyon yogun matriks igeren 6rneklerde analitin dogru ve hassas bir sekilde tayin
edilebilmesi i¢in basvurulan bir yontemdir. Ekstraksiyon ile tayini yapilmak istenen
analitin ¢ozelti igerisine alinmasi ve daha sonra kalitatif ve kantitatif tayin edilebilmesi
miimkiin olabilmektedir. Tayin edilecek analitin yabanci maddelerden uzaklastirilmasi
uygulanacak analitik yontemin dogrulugunu ve hassasiyetini arttirmasi i¢in 6nem arz
etmektedir. Ayrica ekstraksiyon prosesinde temel amag, yiiksek oranda geri kazanim

saglamaktir [90].

Sikca kullanilan ekstraksiyon yontemleri sivi-sivi ekstraksiyonu, iyon degistirme, kati
faz ekstraksiyonu ve bulutlanma noktasi ektraksiyonu olarak dort grupta toplanabilir

[91].

5.1 Sivi-Sivi Ekstraksiyonu

Cozelti icerisindeki analitin geri kazanimi i¢in, ¢0zeltinin organik madde ile temas
ettirilmesiyle analitin ¢oziicliye gegmesi sivi-sivi ekstraksiyon olarak tanimlanir [92].
Stvi-sivi ekstraksiyon yonteminde ¢Ozeltinin polaritesine gore polar ya da polar

olmayan bir ¢oziicii se¢ilmektedir [93].

Valsartan tayini icin literatiirde sivi-sivi ekstraksiyonla ilgili farkli ¢aligmalar
bulunmaktadir. Daneshtalab ve arkadaglar1 2002 yilinda sivi-sivi ekstraksiyon yontemi
kullanilarak insan kan plazmasida anjiotensin 2 reseptdr antagonisti olan valsartanin
miktar tayini i¢in basit bir analiz yontemi gelistirmislerdir. Yontem metil tersiyer biitil
eter kullanilarak 1.0 mL insan kan plazmasindan asit ekstraksiyonu ve bunu takiben

bazik bir ortama geri ekstraksiyonunu igerir. Calismalar oda sicakliginda yapilmis olup
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izokratik bir HPLC ters faz kolonu ve bir floresans dedektorii kullanilmistir. Valsartanin
10-2000 mg L™ arasinda dogrusal oldugu belirlenmistir. Denek olarak oral yoldan 160
mg valsartan verilen 3 kisinin plazmasinda 25-1540 mg L™ valsartan tespit edilmistir
[94].

5.2 iyon Degistirme

Iyon degisim prosesi ¢ozelti igerisindeki iyonlar ile ¢dziinmemis kat1 faz igerisindeki

iyonlar arasinda gergeklesen kimyasal reaksiyonlar olarak tanimlanabilir [95].

Iyon degisimi siirecinde iyonlar, iyon degisim katisi ile ortamdan uzaklastirilmaktadhr.
Sentetik recineler veya polimerler bu amagla kullanilan iyon degisim katilaridir. Bazi
sentetik recineler anyonik olan siilfonik, karboksilik veya fenolik gruplar icermekte
olup, bu gruplar katyonlarla iyon degisimi yapabilirler. Amin grubu igeren sentetik

regineler, ¢ozeltideki hidroksit iyonu degisimi i¢in kullanilmaktadir [95].

Kuvvetli asit ve kuvvetli bazlarda izlenen iyon degisimi siirecinde, ¢ozelti i¢indeki
iyonlar hidrojen ve hidroksit iyonlariyla yer degistirilerek devam etmektedir. Yer
degistirmis olan iyonlar re¢ineye tutunmaktadir. Katyon degisimi i¢in kuvvetli asit
coOzeltisi, anyon degisimi i¢in kuvvetli baz ¢dozeltisi temas ettirilerek bu siireg

tekrarlanmaktadir [95].

5.3 Kat1 Faz Ekstraksiyonu (SPE)

Ornek hazirlamada genis bir kullanim alanma sahip bir yontem olan kat1 faz
ekstraksiyonu, analitin kat1 faz lizerinde farkli bir forma doniistiiriiliip adsorplanmas1 ve
sonrasinda uygun bir ¢oziicii ile kat1 faz tizerinden desorplanmasi islemlerini

kapsamaktadir [96].

Temel olarak, kullanilacak olan ekstraksiyon kolonuna birtakim tutucu maddelerin
konulmasi ve sivi numunelerin hazirlanan kolondan gegirilmesi seklinde ifade
edilmekte olan kat1 faz ekstraskiyonunda tayini yapilacak maddenin molekiilleri ile
tutucu maddenin molekiilleri arasindaki etkilesimler biiyiikk 6nem arz etmektedir. Gerek
tayini yapilacak maddenin, gerekse tutucu maddenin molekiillerinin birbirine

baglanmasiyla analit, istenmeyen bilesiklerden ayrilmaktadir [97].
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Her ne kadar sivi-sivi ekstraksiyonu numune hazirlamada yaygin olarak kullanilan bir
yontem olsa da, harcanan ¢6ziicii miktarinin fazla olmasi, ¢ok zaman harcanmasi ve

maliyetinden dolay1 kat1 faz ekstraksiyonu daha cazip hale gelmektedir [96].

Kat1 faz ekstraksiyonunun valsartan tayininde kullanildig1 ¢calismalar literatiirde yerini
almistir. Koseki ve arkadaslar1 insan plazmasida valsartan tayininin yapilabilmesi i¢in
LC/MS yontemi gelistirmislerdir. Yiiksek performansli Empore ekstraksiyon diski,
evrensel regine-96 kullanilarak gergeklestirilen ¢alismada 0.5 mL aliquat ekstrakte
edilmistir. Dogrusal aralik 2-2000 mg L™ olarak belirlenmistir. Gelistirilen yontemin
giin igerisindeki dogrulugu %94.8-107 araliginda oldugu %2.19-5.40 bagil standart
sapma ile, diger giinlerdeki dogrulugu %93.5-105 araliginda oldugu %1.87-5.67 bagil
standart sapma ile tespit edilmistir. 24 saate kadar 10 °C sicaklikta tutulan 6rneklerde

valsartan kaybi1 goriilmemistir [98].

Levi ve arkadaslar1 insan plazmasinda ve idrarinda bulunan valsartanmn (5-2000 mg L™)
ve kandersartanmn (1-200 mg L™) tayin edilebilmesi icin tandem kiitle spektroskopisine
bagl kat1 faz ekstraksiyon yontemini gelistirmislerdir. Yontemin dogrulugu %89.2-111
araliginda oldugu %0.9-16.9 bagil standart sapma ile tayin edilmistir. Toplam analiz
stiresi 4.5 dakika olarak kaydedilmistir [99].

5.4 Bulutlanma Noktas1 Ekstraksiyonu

Cozeltiye ilave edilen yiizey aktif madde, ¢ozeltiden ayrilmasi istenen analit ile misel
olusturmaktadir. Sicaklhigin arttirilmasiyla bulutlanma noktasinda faz ayrimi
ger¢eklesmektedir. Olusan fazlar yiizey aktif maddenin konsantrasyonunun fazla oldugu
kisim ve az oldugu sulu faz kisimlaridir. Yontemde, faz ayriminin gergeklestigi sicaklik
degerinin 1sitidikdiktan sonra diisiiriilmesiyle tek fazli goriiniim elde edilebilmekte ve

bu da yonteme geri doniigiimlii olma 6zelligi katmaktadir [92].
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BOLUM 6

DENEYSEL CALISMALAR

Bu tez calismasinda hipertansiyon tedavisinde kullanilan valsartan etken maddesi tayini
icin yiiksek basigli sivi kromatografisinde hassas, dogru ve kesinligi yiiksek bir
analitik yontem gelistirilmesine yonelik deneysel ¢aligmalar gerceklestirilmistir. 250 nm
olarak tek dalga boyunda optimize edilen metotda, valsartanin farkli ortam
sicakliklarindaki zamana bagli bozunmalar1 incelenmistir. Piyasaya siiriilen
hipertansiyon ilaglarindan valsartan etken maddesi iceren bazi ilaglarda valsartan miktar
tayini yapilmistir. Mide ortaminda valsartan davraniginin incelenemesi maksadiyla,
hazirlanan yapay mide ortaminda piyasadaki s6z konusu ilaglardan bir tanesi
kullanilarak valsartanin zamana bagli davranisi incelenmistir. Atik su tesisinden temin
edilen atik ¢camur numunesinin igerisinden valsartanin ekstraksiyonu gerceklestirilerek
geri kazanim yiizdesi hesaplanmistir. Deneysel ¢alismalarda kullanilan tiim valsartan

standartlar1 5000 mg L™ konsantrasyonlu valsartan stok ¢ozeltisinden hazirlanmistir.
6.1 Kullanilan Ekipmanlar

6.1.1 HPLC Sistemi ve Kolon
e VVakum: Spectra System SCM1000 (Thermo)
e Pompa: Spectra System P1500 (Thermo)
e Kontrol elemani: Spectra System SN4000 (Thermo)
e Auto Sampler: Spectra System AS3000 (Thermo)

e Dedektor: Spectra System UV2000 (Thermo)
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e Software: ChromQuest

¢ Kolon (Hypersil, HSODS 4.6 x 250 mm, 5p)

Sekil 6.1 Kullanilan HPLC cihazi

6.1.2 Diger Ekipmanlar
e Mekanik calkalayici (Kermanlar)
e pH metre (Hanna HI 2211)
e Manyetik karistirici (ETS-D5, IKA)
e Elektronik kontakt termometre (ETS-D5, IKA)
e Oven (D-650, Heraeus)
e Hassas terazi (A120S, Sartorius ve AEG-220 G, Libror)

e Mikro pipet (PhysioCare Concept - Eppendorf Research Plus (100-1000 pL ve
500-5000 pL)

¢ Derin dondurucu (Ugur Derin Dondurucu UCF 1600 L)
¢ 0.45 pm filtre

e Mikrovialler: Agilent

e Saf su cihazi (Milli- Q")

e Cam malzemeler (Balon joje, meziir, havan, erlen, beher, saat cami)
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6.2 Kimyasallar

Tiim tez ¢alismasinda kullanilan valsartan etken maddesi Sanovel ilag San. ve Tic.
A.S.’den temin edilmistir. Deneysel ¢aligmalarda kullanilan saf su Yildiz Teknik
Universitesi Merkez Laboratuvari’nda bulunan A Milli-Q® Reference System

cihazindan elde edilmistir. Kullanilan solvent ve kimyasallar agagida verilmistir.
e Asetonitril, >%99 (Merck)
e Sodyum Dihidrojen Fosfat (Merck)
e Potasyum Dihidrojen Fosfat (Merck)
o Ortofosforik Asit, %85 (Merck)
e Metanol, >%99 (Merck)
o Hidroklorik Asit, %37 (Merck)
e Sodyum Kloriir (Merck)

e Sodyum Dodesil Siilfat (Merck)

6.3 Deneysel Kisim

6.3.1 Optimizasyon Cahsmalar

HPLC sistem optimum parametrelerini belirlemek i¢in bir dizi deneyler yapilmistir. S6z
konusu optimizasyon c¢alismalar1 Cizelge 6.1 de gosterilmis olup, yapilmasi diisiiniilen

tiim ¢alismalar belirlenen optimum kosullar altinda gerceklestirilmistir.

Calisma 1, 2 ve 3’te tampon ¢ozelti hazirlanmasinda 1.02 g potasyum dihidrojen fosfat
tartilarak 300 mL suda ¢6ziinmiistiir. 200 mL asetonitril eklenerek karistirilmis ve 0.10
M hidroklorik asit ile pH degeri ayarlanmistir.

Calisma 4’te tampon ¢ozelti hazirlanmasinda 1.7 g potasyum dihidrojen fosfat tartilarak
250 mL suda ¢oOzinmiistiir. 250 mL asetonitril eklenerek karistirilmis ve 0.10 M
hidroklorik asit ile pH degeri ayarlanmistir.

Calisma 5 ve 6’da tampon ¢ozelti hazirlanmasinda 1.5 g sodyum dihidrojen fosfat
tartilarak 250 mL suda ¢6ziinmiistiir. 250 mL asetonitril eklenerek karistirilmig ve orto-

fosforik asit ile pH degeri ayarlanmistir.
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Calisma 7°de %80 metanol ihtiva edecek sekilde 200 mL metanol alinmis hacmi 250

mL’ye saf su ile tamamlanmistir.

Calisma 8 ve 10°da tampon ¢ozelti hazirlanmasinda 3.9 g sodyum dihidrojen fosfat
tartilarak 500 mL suda ¢6ziinmiistiir. 500 mL asetonitril eklenerek karistirilmis ve orto-

fosforik asit ile pH degeri ayarlanmustir.

Calisma 9’da tampon ¢ozelti hazirlanmasinda 3.9 g sodyum dihidrojen fosfat tartilarak
500 mL suda ¢dziinmiistiir. 500 mL metanol eklenerek karistirilmig ve orto-fosforik asit

ile pH degeri ayarlanmigtir.

Cizelge 6.1 HPLC sisteminde valsartan etken maddesinin alikonmasina yonelik yapilan
optimizasyon ¢aligmalar1

Parametreler
. Akis Hizi, Dalga Boyu,
Mobil Faz pH mL dk-: i Kolon
%40 ACN - Nucleosil 5 C18
Calisma 1 %60 Tampon 3.1 1.0 250 100A
%40 ACN - Nucleosil 5 C18
Calisma 2 %60 Tampon 3.1 1.0 260 100A
%40 ACN - Nucleosil 5 C18
Calisma 3 %60 Tampon 3.1 1.0 270 100A
%50 ACN - Nucleosil 5 C18
Caligsma 4 %50 Tampon 5.9 1.2 270 100A
%50 ACN - Nucleosil 5 C18
Caligma 5 %50 Tampon 3.7 1.0 250 100A
%50 ACN - :
Calisma 6 %50 Tampon 3.7 1.0 250 Hypersil HSODS
%80 CH3OH - :
Calisma 7 %20 H,0 - 1.0 250 Eclipse C18
Calisma 8 %50 ACN - 3.7 1.0 250 Inertsil ODS - 3V
%50 Tampon
%50 CH30H - :
Caligma 9 %50 Tampon 3.7 1.0 250 Inertsil ODS — 3V
%50 ACN - :
Calisma 10 %50 Tampon 3.7 1.0 250 Hypersil HSODS
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I, 2 ve 3 numarali ¢aligmalar ayni kolon ile ayni mobil faz, pH ve akis hizi
parametreleri kullanilarak birbirini izleyen 3 analiz seklinde takip etmistir. 250, 260,
270 nm gibi farkl: dalga boylar1 kullanilarak bir sinyal tespit edilme amaci olsa da, bu
calismada herhangi bir alikonma zamani gézlenmemistir. 4 numarali ¢alismada, ilk ii¢
calismadan farkli bir mobil faz, pH ve akis hiz1 denenmis, ancak bu ¢alismada herhangi
bir alikonma zamani gozlenmemistir. 5 ve 6 numarali ¢alismalarda, belirlenen ayni
sartlar altinda deneme ¢aligmalar1 yapilmistir. 5 numarali ¢alismada Nucleosil 5 C18
100A kolonunda 5,543 dakikada alikonma zamani elde edilmistir. Elde edilen
kromatogram Sekil 6.1°de gosterilmistir.
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0 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Minutes

Sekil 6.2 %50 ACN-%50 Tampon (pH 3.7) Sisteminde, Nucleosil 5 C18 100A
Kolonunda Valsartan i¢in HPLC-UV Sisteminde Elde Edilen Kromatogram

Calisma 5 igin elde edilen ve Sekil 6.2°de gosterilen kromatogramda analit sinyali 5.
dakikaya girildiginde yukari dogru dogrusal bir sekilde artmaya baslamis ve 5.543
dakikada tepe noktasina ulagsmustir. Sinyalin sag tarafinda goriildiigii lizere, azalmaya
basladig1 saniyelerde pik eteklere dogru omuz vermeye baslamistir. Her ne kadar
sinyalin olusumu tatminkar olsa da, omuz verme nedenlerinden biri olan akis hizinda
yapilacak degisikligin sinyali 6lii zamana yakinlastiracagi diisiiniildiiglinden farkli bir
kolonla ¢alisma karar1 alinmistir. Bu ¢caligmanin akabinde 6 nolu ¢alisma yapilmis ve
burada kolon degisimi yapilarak Hypersil HSODS kullanilmasiyla Sekil 6.3’ deki sinyal
elde edilmistir.
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Sekil 6.3 %50 ACN-%50 tampon (pH 3.7) sisteminde Hypersil HSODS kolonunda
valsartan i¢cin HPLC-UV sisteminde elde edilen kromatogram

Elde edilen kromatogramda goriildiigi tizere sinyal hem simetrik degil hem de sinyalde
yarilmalar mevcuttur. Pik genisligi yaklasik olarak 3 dakika olarak gézlenmistir. Bu
durum belirtilen kromatografik ayirma sartlarmin valsartan analitinin kantitatif tayini
icin uygun olmadigini ortaya koymaktadir. 7 numarali ¢caligmada valsartan standartinin
metanol-su karisimi igerisinde HPLC sistemine gonderilerek herhangi bir siirede
alikonma meydana getirip getiremeyecegine dair bir deneme ¢alismasi yapilmistir.
Ancak, herhangi bir bulguya rastlanmamistir. 8 ve 9 numarali ¢aligmalarda Inertsil
ODS-3V kolonu ve ayni tampon ¢ozelti ancak, ¢oziicii olarak ¢alisma 8’de metanol,
calisma 9°da asetonitil olmak tizere iki farkli mobil faz i¢in deneme yapilmistir. Caligma
8’de sonunda elde edilen kromatogramda 13.78 dakikada alikonma siiresi elde
edilmistir. Calisma 9 i¢in ayni kosullar alinda herhangi bir alikonma zamani
gozlemlenmemistir. Bu c¢alismadan sonra mobil faz igin ¢oziicii olarak asetonitril
kullanilacagna karar verilmistir. Calisma 10’da %50 tampon ¢ozelti - %50 asetonitril
¢ozeltisi kullanilmistir. Hypesil HSODS kolonu HPLC sistemine dahil edildikten sonra
yapilan analizde valsartana ait sinyal 8.905 dakikada elde edilmistir. Bu alikonma
stiresine gore optimum kosullarm Caligma 10°da belirlenen sistem parametreleri

olacagina karar verilmistir. Elde edilen kromatogram Sekil 6.4° de gdsterilmistir.
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Sekil 6.4 %50 ACN-%50 tampon (pH 3.7) sisteminde valsartan i¢in HPLC-UV
sisteminde elde edilen kromatogram

6.3.2 Sistem Analitik Performansinin Tespiti

Valsartanin sistem performans degerlerinin tespiti amaci ile belirlenen optimum sartlar
altmda 0.05-500 mg L™ araliginda valsartan standartlar1 HPLC sistemine enjekte

edilmis ve Sekil 6.5’de goriilmekte olan kromatogramlar elde edilmistir.
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Sekil 6.5 2.0-500 mg L™ arahgndaki valsartan standartlarmm HPLC sistemine
enjeksiyonu ile elde edilen kromatogramlar
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Sekil 6.5’ de goriilen kromatogramlarda valsartanin pik alam1 ve pik yiiksekligi
kullanilarak elde edilen kalibrasyon dogrular1 Sekil 6.6 ve Sekil 6.7’de goriilmektedir.
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Sekil 6.6 Valsartanin pik alani kullanilarak elde edilen dogrusal kalibrasyon grafigi
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Sekil 6.7 Valsartanin pik yiiksekligi kullanilarak elde edilen dogrusal kalibrasyon
grafigi

HPLC-UV sisteminin LOD (Limit of Detection, G6zlenebilme Limiti) ve LOQ (Limit
of Quantitation, Tayin Limiti) degerlerinin tespiti amaci ile kalibrasyon grafiginde
kullanilan en diisiik derisim 0.05 mg L'l, sisteme 6 defa gonderilmis ve Sekil 6.8 teki

kromatogramlar elde edilmistir.
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Sekil 6.8 0.05 mg L™ standart valsartan ¢ozeltisinin optimum sartlar altinda sisteme
gonderilmesi ile elde edilen elde kromatogramlar

LOD ve LOQ degerlerinin hesaplanmasinda asagidaki formiiller kullanilmistir;

LOD=3 x Standart sapma / Egim

LOQ=10 x Standart sapma / Egim

Elde edilen LOD ve LOQ degerlerinin de aralarinda oldugu valsartan i¢in tespit edilen

(7.1)

(7.2)

sistem analitik performans degerler Cizelge 6.2’ te goriilmektedir.

Cizelge 6.2 Valsartan i¢in elde edilen sistem analitik performans degerleri

mAU

(Gergek numuneler i¢in)

Dogrusal Aralik, mg Lt

0.05-500

37

Pik Alam Pik Yiiksekligi
LOD, mg L™ 0.014 0.010

LOQ, mg L™ 0.046 0.032

R? 0.9999 0.9999

y=mx+n y=32109x+26636 y=1551,9x + 1515,2
%RSD %1.9-%3.4 arasi1



Cizelge 6.2° te goriildigii gibi optimize edilen sartlar altinda valsartan basit bir HPLC
sistemi ile diisiik seviyelerde tayin edilebilmektedir. Yapilan deneysel ¢alismalarda hem
pik yiiksekligi, hem de pik alan1 sayisal degerleri kaydedilmistir. Kantitatif caligmalarda
pik yiiksekligi esas alimmis olup, ortaya ¢ikabilecek herhangi bir durumda pik alani

sayisal degerleri kontrol amagli hesaplamaya dahil edilmistir.

6.3.3 Farkh Ortam Kosullarinda Valsartan Davramsimin Incelenmesi ve

Bozunma Tayini

Bu ¢alismada valsartan etken maddesinin farkli sartlar altinda ne sekilde bir davranis
gosterdigi ve bozunup bozunmadiginin belirlenmesi amaglanmistir. Numune olarak stok
¢ozeltisinden 100 mg L™ valsartan standart ¢ozeltisi hazirlanmis olup, bunlar viallere

konularak oda kosuluna, buzdolabina ve derin dondurucuya yerlestirilmistir.

Hazirlanan standart ¢ozelti HPLC sistemine gonderilerek valsartan tayini yapilip, ilk
giin kromatogrami elde edilmistir. Bunu takiben her 3 giinliik periyotta Onceden
hazirlanan vialler HPLC sistemine yerlestirilerek ¢aligmanin amacma yonelik tayinler

yapilmistir.

Valsartan -24 °C’de derin dondurucu, 4 °C’de buzdolabi, 25 °C’de oda kosulu olmak
iizere 3 farkli ortamda muhafaza edilmistir. 85 giinliik siirecte, calisilan 3 ortam i¢in

elde edilen kromatogramlar Sekil 6.9, Sekil 6.10 ve Sekil 6.11°de gosterilmistir.
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Sekil 6.9 Valsartanin oda kosulunda 3 giinliik siireclerle bozunma kromatografisi
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Sekil 6.10 Valsartanin derin dondurucuda 3 giinliik siireclerle bozunma kromatografisi
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Sekil 6.11 Valsartanin buzdolabinda 3 giinliik siire¢lerle bozunma kromatografisi

Yapilan caligmalar sonrasinda 100 mg L*? valsartan standart numunelerinin her iic
kosulda herhangi bir yapisal degisklige ugramadigir goriilmiistiir. Her ii¢ giinde bir

yapilan tayinlerde 31. giline gelindiginde bozunma gergeklesmemesi iizerine analit
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tayinlerine devam edilmis ve bu siire¢ 85 giine kadar uzatilmistir. 85. giinde yapilan
tayinlere gore valsartan i¢in bozunmanin s6z konusu olmadigi goriilmiistiir. 24. glinde
valsartan sinyalinde meydana gelen kaymanin yeni hazirlanan mobil faz ¢ozeltisinden
kaynaklandigr ve alikonma siiresinin arttigi gozlemlenmistir. Elde edilen sonuglar

valsartanin uzun siirede ortam fark etmeksizin muhafaza edilebilecegini gdstermistir.

6.3.4 Valsartan Etken Maddesi iceren D Isimli 80 mg Tabletinin Yapay Mide

Ortaminda Incelenmesi

Valsartan analitinin mide ortamindaki davranisinin incelenmesi ve yapisal olarak
bozulma olup olmadiginin belirlenmesi icin tablet seklinde satilan Marka D ilact
kullanmilmistir. Gergeklestirilecek analiz i¢in s6z konusu yapay mide ortami, uygun
prosediir izlenerek hazirlanmistir. 100 mL balon joje igerisine dncelikle 0.70 mL %35-
36’k HCI almarak, tizerine bir miktar saf su eklenmistir. 0.20 g NaCl ve 0.32 g pepsin
enzimi tartilarak balon jojeye aktarilmis ve hacim 100 mL’ye saf su ile tamamlanmustir.
Hazirlanan bu karisim bir behere aktarilarak isitmali manyetik karistiriciya konulmus
olup, sicakligin 37 °C’ye gelmesi saglanmis ve karistirma islemine 200 rpm hizinda

devam edilmistir.

Yapay mide ortami parametreleri Cizelge 6.3’ de gosterilmistir.

Cizelge 6.3. Yapay mide ortami parametreleri [100]

Parametre Deger
HCI (%35-36) 0.70 mL
NaCl 0.20¢g
Pepsin 0.32¢g
Sicaklik 37°C
Joje 100 mL

Karigim 37 °C sicakliga ulastiginda, icerinde 80 mg valsartan iceren D markali rastgele
bir tablet bu karigimin i¢erisine atilmistir. Tablet ¢6ziind{igli andan itibaren 30 dakikalik
periyotlarla bu karisimdan numune alinarak 0.45 pm filtrede siiziilmiis ve kalibrasyon
araligina girecek sekilde seyreltme yapilarak optimum kosullar altinda HPLC sistemine

gonderilmistir.
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Valsartan analitinin tayininden 6nce valsartan etken maddesinin 20, 50, 100 ve 200 mg
L™ konsantrasyonlu standartlart HPLC sistemine gonderilerek kalibrasyon dogrusu ve

denklemi elde edilmistir. Elde edilen kromatogramlar Sekil 6.12” de gosterilmistir.
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Sekil 6.12 Valsartan standartlarinin HPLC sistemine gonderilmesiyle elde edilen
kromatogramlar

Yapay mide ortamindaki davranisi ve yapisi incelenen valsartan igeren tabletten her 30
dakikada bir aliman numunelerin HPLC sistemine gonderilmesiyle elde edilen

kromatogramlar Sekil 6.13’de gosterilmistir.
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Sekil 6.13 Yapay mide ortamindan 30 dakikalik periyotlarla alinan numunelerin HPLC
sistemine gonderilmesiyle elde edilen kromatogramlar

80 mg valsartan iceren Marka D tableti ile yapay mide ortaminda yapilan analizler

sonucu, HPLC sistemine her 30 dakikada bir gdnderilen numunelerden elde edilen ve
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Sekil 6.13’de gosterilen kromatogramlarda piklerde ve dolayisi ile analitin yapisinda
herhangi bir degisikligin olmadigi goriilmiistiir. Alikkonma zamanlarinin ve pik
yiiksekliklerinin standart sapmaya bagli olarak degistigi ortaya konulmustur. Tim
bunlar degerlendirildiginde, 210 dakikalik analiz siiresi sonunda valsartanin mide
ortaminda bozunmadigi ve yapisal olarak herhangi bir degisiklige ugramadigi

kanitlanmustir.

6.3.5 Valsartan Etken Maddesi Iceren Tabletlerde Analit Miktar Tayinleri

Bu calismada hipertansiyon tedavisinde siklikla kullanilan valsartan etken maddesi
iceren ilaglar kullanilmistir. 80 mg valsartan iceren ve tablet seklinde satilan Marka A,
Marka B ve Marka C ilaglarmin yapilarinda bulunan valsartanin kalitatif ve kantitatif
tayininin yapilmasi amaci ile her bir markadan alinan tabletler ile uygun deney

prosediirii izlenerek optimum sartlar altinda tayin edilmistir.

Oncelikle, alinan her bir tablet 0.0001 g hassasiyete sahip terazide tartilmistir. Daha
sonra, steril kosullarda saklanan havanlarda Ggiitiilerek, toz haline getirilmistir. Toz
haline gelen her numune, 100 mL balon joje icerisine aktarilarak ¢oziicii olarak
kullanilan metanol ile hacmi 100 mL meniskiis c¢izgisine kadar tamamlanmustir.
Kalibrasyon araligina girecek sekilde, siizge¢ kagidindan siiziiliip, 10 kat seyreltilerek

HPLC analizi 6ncesi viallere alinmistir.

Valsartan standartlarinin en kii¢lik derisimden, en yiiksek derisime dogru HPLC
sistemine gonderilmesiyle kalibrasyon dogrusu ve denklemi elde edilmistir. A, B, C
isimli ilaglara ait numunelerin sisteme gonderilmesiyle de, elde edilen sinyal
degerlerinin kalibrasyon dogru denklemi sayisal degerleri kullanilarak yapilan

hesaplamalardan miktar tayinleri yapilmistir.

Valsartan standartlar1 derisimlerinin pik yiiksekligi kullanilarak elde edilen kalibrasyon

dogrusu ve denklemi Sekil 6.14’de gosterilmistir.
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Sekil 6.14 Pik yiiksekligi kullanilarak elde edilen dogrusal kalibrasyon grafigi

Marka A, Marka B, Marka C adli1 80 mg valsartan etken maddesi igeren tabletlerle, her
bir marka icin yapilan 3 tekrarli analiz sonucu optimum kosullar altinda elde edilen

kromatogramlar sirasiyla Sekil 6.15, Sekil 6.16, Sekil 6.17°de verilmistir.
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Sekil 6.15 Marka A numunelerinin HPLC sisteminde elde edilen kromatogrami

Rastgele segilen 3 adet Marka A tabletinden hazirlanan numuneler HPLC sistemine
gonderilmistir. Sekil 6.15° deki kromatogramlara bakildiginda, yaklasik 8.4 dakikada
alikonma zamani elde edilmistir. Yapilan optimizasyon caligmalarinda, belirlenen
kosullar altinda elde edilen analit sinyallerinin yine bu siire civarinda alikonma
gosterdigi kanitlandigindan dolayi, bu c¢alismada tabletlerden hazirlanan numunelerin

sinyallerinin dogrulugunu anlamak i¢in spike deneyi yapilmasina ihtiya¢ duyulmamuistir.
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Sekil 6.16 Marka B numunelerinin HPLC sisteminde elde edilen kromatogrami

Rastgele sec¢ilen 3 adet Marka B tabletinden hazirlanan numuneler HPLC sistemine
gonderilmigtir. Sekil 6.16’deki kromatogramlara bakildiginda, yaklasik 8.4 dakikada

alikonma zamam elde edilmis ve Ol¢iimlerin tekrarlanabilirliginin iyi oldugu tespit

edilmistir.
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Sekil 6.17 Marka C numunelerinin HPLC sisteminde elde edilen kromatogrami

Marka C den alinan fi¢ tabletin optimum sartlarda sisteme enjeksiyonu ile elde edilen

kromatogramlar Sekil 6.17 de goriilmektedir. Kromatogramlara bakildiginda, yaklagik
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8.4 dakikada alitkonma zamani elde edilmis ve pik ylikseklik ve alanlarinda belirgin bir
farklilik tespit edilmemistir.

Elde edilen verilerden hareketle bulunan analit miktarlar1 Cizelge 6.4’ te goriilmektedir.

Cizelge 6.4 A, B, C ilaglarinin 80 mg valsartan i¢eren tabletlerinde miktar tayinleri

Numune Hesaplanan Etken ;)Ezljem;ii:::‘ Standart %RSD
Ad1 Madde Miktari, mg mg ’ Sapma
Marka A-1 73.21
Marka A-2 75.80 76.23 2.66 3.4
Marka A-3 79.68
Marka B-1 77.49
Marka B-2 71.99 74.05 2.45 3.3
Marka B-3 72.67
Marka C-1 78.66
Marka C-2 75.16 77.13 1.46 1.9
Marka C-3 77.58

Elde edilen sonuglara gore, temin edilen A, B, C markalarmin 80 mg Valsartan
tabletlerinde yapilan miktar tayinleri sonucu bu ilaclarin igeriginde sirasiyla A
markasinda 76.23 + 2.66, B markasinda 74.05 + 2.44, C markasinda 77.13 + 1.46 mg
valsartan etken maddesinin oldugu belirlenmistir. Goriildiigii gibi ila¢ prospektiisiinde
yazan miktarlardan daha az ilag aktif bileseninin tabletlerde var oldugu A, B, C

markalari i¢in sirastyla %3.4, %3.3 ve %1.9 standart sapma ile tespit edilmistir.

6.3.6 Atik Camurda Bulunan Valsartan Etken Maddesinin Sodyum Dodesil
Siilfat ile Ekstraksiyonu Sonrasi1 HPLC Sisteminde Tayini

Bu caligmada atik su isletmesinden temin edilen kurutulmus ¢amur ile ¢gamur biinyesine
gecirilmig valsartanin sodyum dodesil siilfat (SDS) maddesi kullanilarak ekstraksiyonu
gerceklestirilmistir. Ekstraksiyon islemi Oncesi ¢amur Orneklerinde bulunan nemi
uzaklastirmak amaci ile 5.0 g numune behere almarak etiivde 80 °C sicaklikta
kurutulmaya baglanmistir. 15 dakikalik periyotlarla tartim alinmis ve tartim miktari
sabitleninceye kadar kurutma islemine devam edilmistir. Sabit tartim sonrasi ¢camur

etivden c¢ikartilmis ve 2.0 ¢ kurutulmus camur alinarak ekstraksiyon islemi
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uygulanmistir. Ekstraksiyonda yapida bulunan olast valsartan etken maddesinin
matriksten ayirilabilmesine yonelik 10 mL 1.0 M sodyum dodesil siilfat ¢ozeltisi
kullanilmistir. 60 dakika boyunca manyetik karistiricida oda sicakliginda karistirilan
numune siizge¢ kagidi ve 0.45 um filtre sisteminde siiziilerek optimum sartlar altinda

HPLC sistemine gonderilmistir. Elde edilen kromatogram Sekil 6.18’de gériilmektedir.
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Sekil 6.18 Kurutulmus ¢amur numunesinin sodyum dodesil siilfat (SDS) ile
ekstraksiyonu sonrast HPLC sistemine gonderilmesiyle elde edilen kromatogram

Sekil 6.18’de da goriildiigli gibi valsartanin alikonma siiresinde herhangi bir sinyal elde
edilememistir. Bu da numunede valsartan olmadigini gostermektedir. Camur
orneklerinde valsartan olmasi durumunda gelistirilen ekstraksiyon yontemi ile
dogrulugu yiiksek bir sekilde tayin edilip edilemeyeceginin tespiti amaci ile ¢amur
orneklerinde spike caligmalar1 yapilmistir. Bu amagla sabit tartima getirilmis 2.0 g
camur Ornegi tizerine 0.20 mL 500 mg/L valsartan standardindan ilave edilmis ve
numune 50 °C sicaklia ayarlanmis etiive konularak kurutulmustur. Kurutma sonrasi
numune homojen hale getirilerek 10 mL 1.0 M SDS ile karistirici tizerinden 30 dakika
boyunca ekstraksiyona tabi tutulmustur. Siiziilen numune HPLC sistemine gonderilerek

analiz edilmistir. Elde edilen kromatogram Sekil 6.19’de goriilmektedir.
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Sekil 6.19 0.2 mL 500 mg L™ valsartan spike edilmis ¢amur numunesinin 10 mL 0.10
M SDS ekstraksiyonu sonrasi elde edilen HPLC kromatogrami

Sekil 6.19’da goriildigii tizere 7.8 dakika alikonma siiresine sahip valsartan aktif
bilesenine ait sinyal tespit edilmistir. Geri kazanim verimini tespit etmek amaci ile bir
seri standart ¢ozelti HPLC sistemine gonderilmis ve Sekil 6.20°de goriilen dogrusal

kalibrasyon grafigi elde edilmistir.
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Sekil 6.20 Pik alanlar1 kullanilarak elde edilen dogrusal kalibrasyon grafigi

Sekil 6.20’de goriilen dogrusal grafik yardimi ile spike yapilmis numunede valsartan
miktar1 49.9 mg/kg olarak bulunmustur. Goriildiigii gibi spike edilen numunede 50
mg/kg valsartan beklenirken bu deger 49.9 mg/kg olarak tespit edilmistir. Bu da geri
kazanim veriminin %99.8 oldugunu gostermektedir. 7.8 dakikada gelen sinyalin

valsartana ait oldugundan emin olmak i¢in HPLC analizi dncesi numuneye matriksi
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biiylik oranda seyreltmeyecek sekilde yiiksek derisimde valsartan standarti ilave
edilmistir. Bu amagla 1.0 mL ekstraksiyon ¢dzeltisi iizerine 0.10 mL 500 mg L™
valsartan ilave edilmistir. Valsartan spike edilmis ¢amur 6rneginin ekstraksiyonundan
elde edilen ¢ozeltinin ve tayin oncesi 500 mg L™ valsartan ilave edilmis numunenin

HPLC sistemine gonderilmesi ile elde edilen kromatogramlar Sekil 6.21°de

gorilmektedir.
1000 100D
oCl:.‘f E:-E;-DC
El:l:: E:EGI:

s
s

l-GlJ—E |- 400
] 500 mg/L valsartan j :

'. ilaveli numyne o
200 200
E Valsartan spike i
g numune s
o M o
= T T T T T T T I T T T |

z + H E 10 1z

Sekil 6.21 Valsartan spike edilmis ¢camur 6rneginin ekstraksiyonundan elde edilen
¢ozeltinin ve tayin dncesi 500 mg L™ valsartan ilave edilmis numunenin HPLC
sistemine gonderilmesi ile elde edilen kromatogramlar

Sekil 6.21°de goriildigi tizere 0.10 mL 500 mg L™ valsartan ilave edilmis numunede
bulunan analit sinyali ayni alikonma siiresinde tespit edilmistir. Bu da matriksin

belirtilen sartlar altinda analit sinyali iizerine etkisinin olmadigin1 gostermektedir.

Gelistirilen ekstraksiyon yontemiyle yapilan deneysel caligmalar sonucu atik ¢amur
bilinyesine alinan valsartanin tekrar geri kazanimi i¢in sodyum dodesil stilfat ile yapilan
ekstraksiyon verimi %99.8 olarak tespit edilmistir. Elde edilen sonug, aritma

stratejilerinin gelistirilmesi ve siirekliliginin saglanmasi1 bakimindan 6nem tasimaktadir.
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BOLUM 7

SONUC VE ONERILER

Bu tez kapsaminda giiniimiiziin yaygin hastaliklarindan biri olarak goriilen ve 6zellikle
orta ve ileri yastaki insanlarda rastlanan hipertansiyonda tedavi siireci boyunca
basvurulan antihipertansif sinifindaki kimyasallardan biri olan valsartanin tayin
edilmesi i¢cin basit, hizli, kesin ve dogru bir HPLC tayin yontemi gelistirilmistir.
Sistemin degisken tiim parametreleri dogruluk ve duyarliligi yiiksek diisiik limitlerde
tayin yapilabilmesi i¢in optimize edilmistir. Optimum sartlar altinda HPLC-UV
sisteminde kullanilan Hypersil HSODS kolonu i¢in hesaplanan LOD / LOQ degerleri
srasiyla 0.014 mg L™ ve 0.046 mg L™ olarak bulunmustur.

Valsartanin farkli sicakliklarda bozunmasinin tespiti amaci ile yapilan deneysel
calismalarda valsartanin seksen bes giinliik siirecte oda kosulu, buzdolabi ve derin
dondurucu igerisinde yapisal olarak herhangi bir sekilde degisiklige ugramadigi
anlasilmistir. Bu durum valsartan etken maddesi igeren ilaclarn ilk kullanim tarihinden
itibaren yliksek raf dmriine sahip oldugunu ve analitin yaklasik ii¢ ay siire ile yapisini

muhafaza ettigini ortaya koymaktadir.

Giderek yayginlasan bir hastalik haline gelen hipertansiyon tedavisinde kullanilmakta
olan valsartanin kullanim dogrulugu agisindan prospektiisiinde belirtilen miktarda alinip
alinmadig1 viicut igerisindeki konsantrasyonu ve etki mekanizmasi agisindan énem arz
etmektedir. Gelistirilen analitik tayin yOnteminin piyasada mevcut olan ilag
formiilasyonlarinin yapisinda bulunan valsartanin yiiksek dogruluk ve duyarlilikta
tayininde kullanilip kullanilamayacaginin tespiti amaci ¢aligmalar bu tez kapsaminda
yapilmigtir. Bu amagla, ilag endiistrisinde {iretimi yapilan ve piyasaya sunulan

ilaglardan ii¢ tanesi ekstraksiyon sonrasi optimum sartlar altinda yapilarinda bulunan
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aktif bilesen tayini i¢in analiz edilmis ve tayin edilen miktarin iirin kutusunda iddia

edilen miktara yakin oldugu tespit edilmistir.

Valsartanin viicuda alindiktan sonra midede bulundugu siire icerisindeki davranisini
incelemek amaciyla, miktar tayininde kullanilan ilaglardan farkli olarak baska bir marka
ilactan rastgele secilen bir adet tabletin hazirlanan yapay mide ortamindaki davranisi
incelenmistir. Optimum kosullar altinda elde edilen analiz sonuglarina gore, valsartanin
zamana bagli olarak mide ortaminda yapisal olarak herhangi bir bozunmaya ugramadigi

ortaya konulmustur.

Yasam dongiisii icerisinde ortaya ¢ikan insani atiklarm iletim hatlariyla ulastirildig: ve
toplandig1 atik su tesislerinde aritma islemi biiyiikk 6nem arz etmektedir. Icerisinde
yogun matriks bulunan atik camur biinyesinde valsartan analitinin kantitatif tayinine
yonelik ¢aligmalarin gelistirilen analitik yontem ile yapilabilirligi bu tez kapsaminda
belirlenmistir. Optimum sartlar altinda SDS ekstraksiyonu sonrasi valsartan i¢in yiiksek
geri kazanim verimi elde edilmistir. Belirtilen analitin atik su sistemlerinde aritimlarina
yonelik strateji gelistirmede yiiksek dogruluk ve duyarlilikta tayinler biiyiilk 6nem
tasidigindan gelistirilen analitik yontem literatiirde var olan boslugu doldurmaya biiytik

katk1 saglayacaktir.
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