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OZET

Amlodipin ve Hidroklorotiyazid Etkin Maddelerinin Kare Dalga ve Diferansiyel Puls

Voltametri Yontemi ile Farmasotik Preparatlarda Aym Anda Miktar Tayini

Ama¢: Bu calismada amlodipin ve hidroklorotiyazid etkin maddelerinin
elektrokimyasal davranislari, camsi1 karbon elektrotta 0.04 M Britton-Robinson tampon

cozeltisinde (pH 5.0) Kare Dalga ve Diferansiyel Puls Voltametri yontemi ile incelendi.

Materyal ve Metot: Amlodipin ve hidroklorotiyazid doniisiimlii voltamogramlari
yaklagik olarak camsi karbon elektrotta +0.50 ve +1.50 V da ylikseltgenme piki gézlenmistir.
Dogrusallik, kesinlik, dogruluk, stabilite, tayin edilebilme smir1 ve miktar tayin sinirt gibi

parametreler ICH Guidelines’e gore ¢alisildi.

Bulgular: Kare Dalga ve Diferansiyel Puls Voltametri yonteminin kalibrasyon egrisi
2.5-30 pug ml! derisim araliginda dogrusaldir. Amlodipin ve hidroklorotiyazid icin giinici ve
giinler aras1 kesinlik degerleri % 5.34’ten ve dogruluk (bagil hata) % 6.29°dan kiigiiktiir.

Sonug: Gelistirilen bu yontemler ile amlodipin ve hidroklorotiyazid etkin maddelerini
iceren Cardofix Plus preparatinda miktar tayini yapildi. Elde edilen analiz sonuglar

degerlendirildi.

Anahtar Kelimeler: Amlodipin, diferansiyel puls voltametri, doniisiimlii voltametri,

hidroklorotiyazid, kare dalga voltametri, tablet
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ABSTRACT

Simultaneus Quantitation of Amlodipin and Hydrochlorothiazide Effective Substances
in the Pharmaceutical Preparations with Square Wave and Differential Pulse

Voltammetry Method

Aim: In this study, electrochemical behaviors of amlodipin and hydrochlorothiazide
effective substances were investigated on glassy carbon electrode in 0.04 M Britton-Robinson

buffer solution (pH 5.0) by Square Wave and Differential Pulse Voltammetry method.

Material and Method: Cyclic voltammograms of amlodipin and hydrochlorothiazide
were observed oxidation peak at about +0.50 V and +1.50 V on glassy carbon electrode.
Parameters such as linearity, precision, accuracy, stability, limit of detection and limit of

quantification were studied according to the ICH Guidelines.

Results: Calibration curve of Square Wave Voltammetry and Differential Pulse
method was linear between the concentration range of 2.5-30 pg ml™!. Within- and between-
day precision values for amlodipin and hydrochlorothiazide were less than 5.34% and

accuracy (relative error) was better than 6.29%.

Conclusion: Quantitation of amlodipin and hydrochlorothiazide was performed with
this method which is developed in Cardofix Plus pharmaceutical preparation containing the
amlodipin and hydrochlorothiazide effective substrances. Obtained analysis results were

evaluated.

Key Words: Amlodipin, cyclic voltammetry, differential pulse voltammetry,

hydrochlorothiazide, square wave voltammetry, tablet
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1. GIRIS

Amlodipin (AML) bir kalsiyum kanal blokoriidiir. Hipertansiyon tedavisinde
kullanilir. AML kalsiyumun viicutta hiicre membranindaki kalsiyum kanallar1 yoluyla
hiicre i¢ine girisini inhibe eder. Bundan dolay1 viicudun kan basincini diigiirir.
Hidroklorotiyazid (HCT) ise baslangigta kalp debisini diisiirerek, plazma ve ekstraseliiler
stvi hacmini azaltarak kan basincimi diigliriir. Ancak tedaviye birka¢ hafta devam
edildiginde, diisen plazma hacmi yavas yavag normale donmesine ragmen yaptigi
hipotansiyon devam eder. Bunun nedeni periferik vaskiiler rezistansta yaptigr azalmadir
veya damar diiz kas hiicrelerinin noradrelaniline kars1 duyarliliklarinin azaltilmasindan
kaynaklanir.'-?

Literatiir taramasinda, farmasotik preparatlarda ve biyolojik sivilarda AML veya
HCT etkin maddesinin miktar tayini icin UV-Gorilinlir Bolge Absorbsiyon
Spektrofotometri,*?>* Yiiksek Performansli Sivi Kromatografisi (HPLC),*** FT-IR
Spektrometri*® ve Sivi Kromatografi-Kiitle Spektrometri (LC-MS)**** yontemleri ile ilgili
caligsmalara ulasildu.

Calismalarda genellikle tampon sistemi igeren mobil faz kompozisyonlari
kullanilmustir. pH’s1 bilinen tampon mobil faz sistemi giinliik hazirlanmasi1 gerekmekte ve
bu durum kolon dmriinii azaltmaktadir. HPLC calismasinda analizin yapilmasi, kolonun
sartlandirilmasi, analiz 6ncesi HPLC sisteminin ¢alismaya optimize edilmesi i¢in ¢ok fazla
zaman harcanmaktadir. HPLC yontemi ile farkli etkin maddelerinin farmasdtik
preparatlarda ve biyolojik materyallerde yontem gelistirme, yontem validasyonu ve gercek
numunelerde uygulamasinda HPLC sistemi ile ¢alismanin zorluklar1 bilinmektedir. AML
ve HCT’nin farmasotik preparatlarda tayinine yonelik Kare Dalga ve Diferansiyel Puls

Voltametri yontemi ile ayn1 anda tayinine yonelik bir ¢aligmaya ulagilamamistir. Bundan



dolayt AML ve HCT etkin maddelerinin farmasdtik preparatlarda ayni anda tayinine

iliskin kolay, ekonomik ve hizli yontemler gelistirilmesi gerekmektedir.

Farmasotik dozaj formlarinda AML ve HCT ila¢ etkin maddesinin yapisindaki
degisiklikler, bu ila¢ etkin maddelerinin elektrokimyasal Ozelliklerine baghdir. Tez
kapsaminda ¢alisilan ila¢ etkin maddesinin olduk¢a yeni olmasi nedeniyle literatiir
arastirmasinda voltametrik yontemler ile analizi i¢in bir ¢alismaya ulagilamamistir. Ayrica
bu etkin maddenin elektrokimyasal mekanizmasi hakkinda da literatiirde bir bilgiye

rastlanmamugtir.

Bu nedenle tez kapsamimnda yer alan AML ve HCT maddelerinin
yiikseltgenme/indirgenme mekanizmalar1 iizerinde de c¢alismalar yapilarak, analiz
sonuglari ile birlikte degerlendirilmistir. Bu tezde kullanilan elektrokimyasal yontem olan
voltametri 1970’11 yillardan itibaren giliniimiize kadar teknolojinin ve bilisim sektoriindeki
gelismelerle Ozellikle ilag analizlerinde giderek artan bir uygulama alanina sahip

olmustur.5”-%

Voltametrik yontemlerin giiniimiizde ¢ok sayida kullanim alan1 vardir. Temel olarak
en onemli kullanim alani madde miktar tayinidir. Bu nedenle ozellikle klinik amagla
kullanimlar1 ¢ok yaygindir. ilaglarin igindeki etkin maddelerin tabletlerden, biyolojik
stvilardan  izole edildikten sonra miktarlarinin tayininde oldukca hassas tayinler
yapilabildiginden analizlerde tercih edilen yontemler olmuslardir.

Modern elektro analiz yontemler (kare dalga ve diferansiyel puls voltametri)
sayesinde biyolojik sivilardan ilag etkin maddeleri ve metabolitlerinin direkt olarak
analizinin yapilabilmesi saglanmaktadir.®”*® Bu yontemler diger pek ¢ok yoénteme (HPLC,
LC-MS, GC-MS vb.) gore oldukea kolay ve hizlidir.

Yapilan literatiir aragtirmalarinda AML ve HCT etkin maddesinin bir arada

tayinine iliskin herhangi bir kare dalga ve diferansiyel puls voltametri yontemine
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rastlanmadi. Bundan dolay1 etkin maddelerin ¢oziilecegi ¢ozelti ortam pH’sinin, ¢dziicli ve
destek elektrolit cinsinin etkisi aragtirilarak kare dalga ve diferansiyel puls voltametri
yontemi optimize edildi. Uygun ortam sartlar1 belirlendikten sonra, kare dalga ve
diferansiyel puls voltametri yonteminde belirleyicilik, dogrusallik, dogruluk, kesinlik,
gerikazanim, teshis limiti, miktar tayin smir1 ve kararlilik parametreleri ile yontem
validasyonu (gegerlilik testi) yapildi. Ayrica AML ve HCT’nin kombine farmasdtik

preparatlarinda miktar tayini de yapilarak yontemlerin uygulanabilirligi gosterildi.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Amlodipin

AML (Sekil 2.1) kalsiyum kanal blokorii olup dihidropiridin ila¢ siifindandir.
AML hiicre membranindaki kalsiyum kanallar1 yoluyla hiicre icine kalsiyumun girisini
engeller. Bu nedenle AML tarafindan kalsiyum akimi engellenir. Bu etki yoluyla sistemik
kan basinct diiser. AML agiz yoluyla alinir. Bunun sonucu alindiktan sonra iyi absorbe
olup, plazma doruk konsantrasyonuna 6-12 saat sonra ulasilir. AML ilacinin % 93’
plazma proteinlerine baglanir. AML itrah sonucu inaktif metabolitlere doniisiir ve AML
ilacinin % 10’u degigsmeden % 60’1 ise metabolitleri seklinde idrarla atilir. Plazmadan
ilacin eliminasyon yar1 omrii 30-50 saat arasidir. AML ilact her giin verilirse bir hafta

sonra kararli plazma ila¢ konsantrasyonu diizeylerine ulasilir.!
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Sekil 2.1. AML’nin kimyasal yapisi

Hipertansiyon tedavisinde kullanilan AML yalniz basina kullanilabildigi gibi diger
antihipertansif ilaglarla da kombine olarak giiniimiizde regete edilmektedir. Hipertansif
AML ilac1 gerek teshisi kesinlesmis gerekse varligindan siiphe edilen vazospastik angina
pektoris tedavisinde kullanilmaktadir. Bu amacgla gerek yalniz basina gerekse diger
antianjinal ilaglarla birlikte beraber tipta kullanilmaktadir. AML, dihidropiridinler ilag

sinifina ait ilaglara kars1 asir1 duyarlilig olan kisilerde kullanilmamasi gerekmektedir.'



AML nin viicutta emilimi iyidir. Prospektiiste yazilan yan etkilerin ¢ogu hafif ve
orta derecededir. Tedavi sirasinda en sik goriilen yan etkileri bas agrisi, bas donmesi,
yorgunluk, karin agrisi carpinti, dem, kizarma, bulant1 ve uyuklamadir.'

AML’nin kimyasal adi 3-O-Ethyl-5-O-methyl 2-(2-aminoethoxymethyl)-4-(2
chlorophenyl)-6-methyl-1,4-dihydropyridine-3,5-dicarboxylate ~ olup  Sekil  2.1’de
verilmistir. AML nin molekiil formiilii C20H25CIN20s ve agirhigi 408.85 g mol " diir. AML
beyaz kristal bir toz olan suda iyi ¢6ziiniirken etil alkolde ¢Oziiniirligli suya gore daha
diistiktiir. Erime noktasit 134 °C’dir. AML’nin kaynama noktast 760 mmHg'de 527.2 °C
olup etkin maddenin pKa degeri 8.6°dir’.

2.2. Hidroklorotiyazid

Hidroklorotiazidin etki mekanizmasi1 tam olarak bilinmemektedir. Genellikle
normal kan basincin1 etkilemez. Baslangicta kalp debisini diisiirerek, plazma ve
ekstraseliiler s1vi hacmini azaltarak (hipovolemi) kan basincini diisiiriirler. Ancak tedaviye
birka¢ hafta devam edildiginde, diisen plazma hacmi yavas yavas normale donmesine
ragmen yaptig1 hipotansiyon devam eder. Bunun nedeni periferik vaskiiler rezistansta
yaptig1 azalmadir ve olasilikla damar diiz kas hiicrelerinin noradrelaniline karsi
duyarliliklarinin azaltilmasindan kaynaklanir.

Hidroklorotiazidin astrointestinal kanaldan absorpsiyonu verildigi farmasotik sekle
ve verilen doza bagl olarak degiskenlik gosterir. Sistemik biyoyaralanimi yaklasik % 50-
60’tir. Etkisi oral yolla verildikten 2 satta sonra baslar ve doruk etki diizeyine 4 saatte
ulagir. Toplam etki siiresi 6-12 saattir. Hidroklorotiazid plasentay1 asmasina ragmen kan-
beyin engelini asmaz. Anne siitiine gecebilir. Metabolize olmaz ve esas olarak idrarla
degismeden atilir; verilen dozun % 61’1 24 saatte elimine olur'.

Hidroklorotiazidin  (HCT)’nin  kimyasal adi  6-kloro-3,4-dihidro-2H-1,2.4-

benzotiazidin-7-siilfonamid 1,1-dioksit olup Sekil 2.2°de verilmistir.
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Sekil 2.2. HCT nin kimyasal yapist

HCT nin molekiil formiilii C7HsCIN304S2 ve molekiil agirhigi 297.70 g mol ™! diir.
HCT beyaz veya beyaza yakin, kokusuz kristal yapili bir tozdur. Suda hafif¢e ¢6ziiniir, etil
alkol ve metil alkol i¢indeki ¢oziirliigii suya gore daha azdir’.

2.3. Cardofix Plus Tablet ile ilgili Genel Bilgiler

Cardofix Plus, agik sar1 renkli bir film kapli tablettir. Her bir film kapli tablet 10
mg amlodipine esdeger bazda 13.87 mg amlodipin besilat, 12.5 mg hidroklorotiyazid ve
160 mg valsatran igerir. Cardofix Plus, 28 adet film kapli tablet igeren blister ambalajlarda
satilmaktadir. Cardofix Plus film kapl tablet, amlodipin, hidroklorotiyazid ve valsartan
isimli etkin maddeler igermektedir. Her ii¢ etkin madde de, yiiksek kan basincini kontrol
etmeye yardimci olur. Amlodipin, kalsiyumun damar duvari igine girmesini engelleyerek
damarlarin daralmasimi onler. Amlodipin, “kalsiyum kanali blokerleri” adi verilen bir
madde grubuna aittir. Valsartan, “anjiyotensin-II reseptdr antagonistleri” adi verilen bir
madde grubuna aittir. Anjiyotensin-II viicutta tretilir ve damarlarin daralmasina neden
olan kan basicini yiikseltir. Valsartan, anjiyotensin-II ‘nin etkisini dnleyerek etki eder.
Hidroklorotiyazid, idrara ¢ikmay: artirarak kan basincim diisiiriir'. Hidroklorotiyazid,

“tiyazid ditiretikleri” ad1 verilen bir madde grubuna aittir.



2.4. AML ile Ilgili Yapilan Calismalar

Yucesoy ve ark.> AML’nin miktar analizi i¢in bir spektrofotometrik yontem valide
etmislerdir. Yontem AML’nin dinitrobenzensiilfonik asit ile birlikte kompleks olusturmasi
esasina dayanmaktadir. Reaksiyon bazik ortamda (pH=10) oda sicakliginda
gergeklestirilmis olup komleks iiriin kloroform fazina sivi sivi ekstraksiyon yontemi ile
aliarak 337 nm’de absorbansi dl¢iimii gergeklestirilmistir. Kalibrasyon egrisi 6.0-30.0 pg
ml! derisim araliginda gecerlidir. Sonuglarin kesinligi % bagil standart sapma (BSS)
olarak verilmis ve % BSS % 1.34’tlir. AML ig¢in tablette geri kazanim % 99.7°dir.
Yontemin uygulanabilirligi AML igeren tabletlerde denenmis ve basarili sonuglar
alimmustir.

Jain ve ark.* tarafindan AML’nin tabletlerde tayini i¢in bir spektrofotometrik
yontem gelistirilmistir. AML sodyum asetat icinde ¢6ziinmiis ve 240 nm’de absorbans
ol¢iilmiistiir. Kalibrasyon egrisi 50 ve 250 pug ml! (r’= 0.9998) derisim araliginda
gecerlidir. AML icin tablette geri kazanim ¢aligmasi sonucunda gerikazanim % 97.84 ve %
100.16 arasinda hesaplanmastir.

Abdel-Wadood ve ark.’ tabletlerde AML tayini igin AML, ninhidrin ve
fenilasetaldahit ile kompleks yapilarak iki farkli spektroflorometri yontemi gelistirip valide
etmislerdir. Kalibrasyon egrileri 0.35-1.80 ug ml! ve 0.55-3 pg ml!' derisim araliginda
dogrusaldir. Yontemlerin miktar tayin sinirlar1 0.30 ve 0.54 ug ml! olarak tespit edilmistir.

Prasad ve ark.® tabletlerde lisinopril-AML ve enalapril-AML miktar tayini igin
tiirev spektrofotometri yontemlerini gelistirmisler. 215 ve 260 nm dalga boyundaki tiirev
absorbanslari dlglilerek AML’nin geri kazanim degerlerini % 100.15 ve % 99.71 arasinda
bulmuslardir.

Prasad ve ark.” AML ve atenolol etkin maddelerinin tabletlerde tayinini igin tiirev

spektroskopisi yontemi gelistirmislerdir. Bu analizlerde 250 ve 273.4 nm dalga boylarinda



olgiimler alinarak AML ve atenelol igin lineer derisim araliklarmi sirasiyla 2.5-10 ug ml™!
ve 15-30 ug ml™! olarak belirlemislerdir. Yontemin miktar tayin smirlar1 0.10 ve 0.40 ug
ml! olarak belirtilmistir.

Juyal ve ark.® AML ve atorvastatinin tabletlerde ayn1 anda analizi i¢in hizli, kesin
ve basit bir yontem olan ¢ok bilesenli analiz modlu UV spektofotometri yontemi
gelistirmis ve valide etmislerdir. Dogrusal derisim araligint AML ve atorvastatin igin
sirastyla 7.0-10 pug ml! ve 14-26 ug ml! olarak bulmuslardir.

Ramesh ve ark.” AML ve atorvastatin kalsiyumun tabletlerde ayni anda analizi i¢in
ekonomik iki spektrofotometrik yontem gelistirmislerdir. Birinci yontemde 361 ve 246 nm
dalga boylarinda, ikinci yontemde 238.8 ve 246 nm dalga boylarinda g¢alisiimistir.
Dogrusal derisim araligint AML ve atorvastatin i¢in 0.5-30 pg ml! olarak bulmuslar.

Rao ve ark.!® AML ve atorvastatinin tabletlerde ayn1 anda analizi i¢in hizl, kesin
ve basit bir spektrofotometrik yontem gelistirmis ve valide etmislerdir. Bu yontem igin 242
nm ve 364 nm dalga boylar1 kullanilmis olup, yontemin validayon asamasinda AML ve
atorvastatin i¢in dogrusal derisim araliklari sirasiyla 1-50 pg ml! ve 1-20 pg ml! olarak
bulunmustur.

Abdallah ve ark.'! AML ve atorvastatinin tabletlerde aym anda miktar tayini i¢in
bir tlirev spektrofotometri yontemi gelistirmis ve valide etmislerdir. Bu ¢aligmada 228 nm
ve 245 nm dalga boylarinda ol¢timler yapilmis olup, AML ve atorvastatin icin dogrusal
derisim araliklar1 10-100 ug ml! ve 2.5-30 pg ml™! olarak bulunmustur.

Basavaiah ve ark.!> AML ve felodipinin tabletlerde ayn1 anda tayini i¢in hizl, basit
ve ekonomik bir yontem gelistirmislerdir. Bu yontem icin 760 nm dalga boyunda
calisilmis olup AML ve felodipin i¢in dogrusal derisim araliklar1 5-15 pg ml™! ve 1.5-5 pg

ml™! olarak bulunmustur.



Rathee ve ark.!* AML ve lisinoprilin tabletlerde aym anda tayinini tiirev
spektrofotometrisi ile gergeklestirmisler. Bu ¢alismada AML ve lisinopril dogrusal derigim
araliklar1 10-40 pg ml™! ve 4-40 pg ml! olarak bulunmustur.

Joshi ve ark." AML ve lisinoprilin tabletlerde ayni anda analizi igin iki
spektrofotometrik yontem gelistirmislerdir. Birinci yontem de 360 ve 248 nm dalga
boylarinda, ikinci yontemde 300 ve 360 nm dalga boylarinda her iki maddenin absorbansi
olgiilmiis olup AML ve lisinopril i¢in dogrusal derisim araligi 5-40 pg ml' olarak
bulunmustur.

Patil ve ark.'”> AML ve losartan potasyumun tabletlerde aym anda tayini i¢in iki
spekrofotometrik yontem valide etmislerdir. Birinci yontemde 208 ve 237.5 nm dalga
boylarinda, ikinci yontemde de 242.5 ve 237.5 nm dalga boylarinda 6l¢iimler alinmis olup
AML ve losartan potasyumun dogrusal derisim araliklar1 2-20 ug ml™! olarak bulunmustur.

Kavari ve ark.'® AML ve losartan potasyumun tabletlerde ayn1 anda tayini igin
hizli, basit ve ekonomik bir spekrofotometrik yontem gelistirmislerdir. Bu yontemde 206
ve 360 nm gibi iki farkli dalga boyunda ¢alisilarak AML ve losartan i¢in dogrusal derisim
araliklar1 10-30 pg ml! ve 2.5-7.5 pg ml™! olarak bulunmusdur.

Rahman ve ark.!” AML ve ninhidrinin tabletlerde aym anda tayini igin bir
spektrofotometrik yontem gelistirmislerdir. Yapilan calismada 595 nm dalga boyunda
olgiimler alinmis olup AML ve ninhidrin i¢in dogrusal derisim araliklar1 10-60 pg ml!
olarak bulunmustur.

Mehulkumar ve ark.'® AML ve olmesartanin tabletlerde aym anda tayini icin
spektrofotometrik bir yontem gelistirmisler olup bu yontemde AML i¢in 259 nm dalga
boyunda calisilmistir. AML ve olmesartanin dogrusal derisim araliklar1 5-30 pg ml!
arasinda dogrusal olup miktar tayin sinir1t AML ve olmesartan igin sirasiyla 0.18 pg ml!

ve 0.43 ug ml!'  olarak bulunmustur.



Kardile ve ark.'” olmesartan ile AML’nin tabletlerde ayni anda tayini igin
spektrofotometrik bir yontem gelistirmislerdir. Absorbanslar 239 ve 256 nm dalga
boyunda 8l¢iilmiis olup AML ve olmesartan i¢in dogrusal derisim araliklar1 5-35 pg ml!
olarak bulunmustur.

Patil ve ark.?’ olmesartan medoksimil ile AML’nin tabletlerde ayn1 anda tayini igin
spektrofotometrik bir yontem gelistirmislerdir. Bu yontemde 360 nm dalga boyunda
calisilmis olup AML ve olmesartan i¢in dogrusal derisim araligi 2-20 pg ml ! dir.
Yoéntemde AML ve olmesartan igin miktar tayin sinir1 sirastyla 0.092 pg ml! ve 0.05 ug
ml! olarak bulunmustur.

Muthu ve ark.?! tabletlerde UV- spektrofotometri yontemiyle AML ve felodipinin
ayni anda tayini i¢in bir yontem gelistirmislerdir. Bu yontemde 296 ve 363 nm gibi iki
farkli dalga boyunda ¢alisilmis, AML ve felodipin i¢in dogrusal derigim araliklart 1-3 pg
ml! olarak bulunmustur. AML ve felodipin i¢in miktar tayin sinir1 sirastyla 0.4125 pg ml™!
ve 0.3786 ug ml! olarak hesaplanmistir.

Golcii ve ark.”?> AML’nin bromfenol mavisi ile pH 3.2°de renkli bir iyon-¢ifti
kompleksi olusumuna dayanan bir reaksiyon gelistirerek AML’nin kolorimetrik tayinini
yapmuglardir. Olusturulan kalibrasyon egrisi 6-30 pg ml' derisim araliginda Beer
kanununa uymaktadir ve regresyon esitligi y=0.055x-0.018"dir (r=0.9997). AML’nin
farmasotik prepararttan geri kazanimi degeri % 100.7 ve calismanin kesinligi igin
kullanilan % BSS degeri % 1.24°diir. Sonugclar istatistiksel olarak karsilastirilmis ve
anlamh bir fark bulunamamustir.

Monkman ve ark.?*> AML’nin insan plazmasinda ve dis eti olugu sivis1 igerisinde
var olup olmadiginin goriilmesi i¢in bir gaz kromatografisi yontemi gelistirmislerdir. Sivi-

stv1 ekstraksiyonun ardindan AML etkin maddesi tiirevlendirme ile ugucu hale getirilerek
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analiz gergeklestirilmistir. Kardiyovaskiiler rahatsizliklardan dolay1 AML tedavisi goren
hasta plazmalar1 ve dis eti olugu sivilarinda AML analizi yapilmistir.

Bahrami ve ark.** AML analizi i¢in insan serumunda bir HPLC yontemi
gelistirmislerdir. AML, serumdan etil asetat kullanilarak ekstrakte edilmistir. HPLC
sisteminde mobil faz olarak trietilamin ve metanol (50:50, h/h) kullanilmistir. Caligmada
propranolol internal standart olarak kullanilmistir. Kalibrasyon egrisi, insan serumunda
0.25-16 ng ml""’lik derisim araliginda lineer dogrusallik gostermistir. Kesinlik calismasi
giin i¢i ve gilinler arast %BSS ile degerlendirilmis ve % 12’den diisiik bir varyasyon
gostermistir.

Vora ve ark.? bisoprolol fumarat ve AML etkin maddelerinin tabletlerde ayni anda
tayini icin bir HPLC yontemi gelistirmislerdir. Calismada mobil faz olarak 25 mM
amonyum asetat (pH 5.0) ve methanol (65:35, h/h) karisimi, 0.8 ml dk!' akis hiza
kullanilmigtir. Calismada Cis ters faz kolonu (3 um 50 x 4.6 mm i.d.) ve 230 nm’de 6l¢iim
yapabilen UV dedektorii kullanilmistir. Alitkonma siiresi bisoprolol ve AML igin sirastyla
1.45 ve 3.91 dk’dir. Kalibrasyon egrisi 8-33 pg ml! derisim arahiginda cizilmistir.
Calismanin geri kazanim degeri her iki madde i¢in sirasiyla % 99.1 ve % 98.6 olarak
bulunmustur.

Shah ve ark.?® atorvastatin ve AML miktarlarinin tabletlerde ayn1 anda tespit
edilebilmesi i¢in bir HPLC yontemi gelistirmislerdir. Kolon olarak Cis (5 um 250 x 4.6
mm i.d.) kullanilmistir. HPLC yoOntemi izokratik eliisyon modu ile, 0.02 M potasyum
dihidrojen fosfat:asetonitril:metanol (30:10:60, h/h/h) iceren bir hareketli fazla birlikte
kullanilmistir. Akis hizi1 1.0 ml dk'"’dir. Atorvastatin ve AML maddelerinin alikonma
stireleri sirasiyla 11.6 ve 4.5 dk’dir. Lineer aralik atorvastatin kalsiyum i¢in 0.08-20 pg ml

' ve AML igin 0.1-20 pg ml' derisim arahiginda saglanmistir. Atorvastatin ve AML
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¢ozeltilerinin stabilite ¢alismasi da yapilmistir. Yontem, atorvastatin ve AML maddelerini
iceren kombine tabletlere uygulanmistir.

Prajapati ve ark.?’ perindopril erbumin ve AML maddelerinin tabletlerde aym anda
miktar tayini i¢in bir HPLC yontemi gelistirmiglerdir. Her iki etkin maddenin
kromatografik ayrimi Eclipse XDB Cs (150 mm x 4.6 mm, 5 pm) kolonu fiizerinde
gergeklestirilmistir. Hareketli faz olarak 5 mM fosfat tamponu (pH 2.6):asetonitril
kullamlmistir. Akis hizi 1.0 ml dk! olarak segilmistir. Analiz 8 dk igerisinde
tamamlanmustir. Lineer konsantrasyon aralig1 perindopril erbumin igin 8-60 ug ml"!, AML
i¢in 10-75 pg ml""’dir. Yontemin kesinligi %BSS ile degerlendirilmis ve %BSS<%2.0’ dir.

Rajitha ve ark.?® telmisartan ve AML maddelerinin tabletlerde ayn1 anda 6lgiimii
icin basit, kesin, dogru ve hizli bir HPLC yontemi gelistirmislerdir. Kolon olarak
Symmetry Cis (4.6 x 250 mm, 5 um) kullanilmistir. Yontemde gradient eliisyon modlu
mobil faz kullanilmistir. Akis hiz1 1.0 ml dk! ve dedektér dalga boyu 245 nm olarak
secilmistir. AML ve telmisartan i¢in alikonma zamani sirasiyla 2.32 ve 3.52 dk’dir. Lineer
derisim aralig1 telmisartan i¢in 32-96 pug ml! ve AML igin 4-12 pg ml! “dir.

Chaudhari ve ark.?’ atorvastatin ve AML’nin ayn1 zamanda analizi i¢in bir HPLC
yontemi gelistirmislerdir. Gelistirilen HPLC yonteminde asetonitril ve 50 mM potasyum
dihidrojen fosfat tamponu (60:40, h/h) iceren hareketli faz ile Lichrospher® 100 Cis (5
um, 250 mm x 4.0 mm i.d.) kolonu kullanilmistir. Akis hizi 1.0 ml dk”!' ve UV degeri 254
nm olarak secilmistir. Atorvastatin ve AML etkin maddeleri sicaklik, asidik ve bazik baski
unsurlarina maruz birakilarak stabilite ¢alismalar1 gerceklestirilmistir. Kalibrasyon egrileri
atorvastatin ve AML icin sirasiyla 1-90 ug ml' ve 1-80 pg ml! derisim araliginda
lineerdir. Tabletten geri kazanim swrasiyla % 99.76 ve % 98.12°dir. Yontemin

gozlenebilme sinir1 atorvastatin ve AML igin sirastyla 0.4 ve 0.6 pug ml™!, miktar tayin alt
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sinir1 ise her ikisi i¢in de 1.0 ug ml! olarak bulunmustur. Yontem deneysel ortamda iki
adet kombine kullanimli olan ila¢ formiilasyonunda uygulanmustir.

Ustiin ve ark.*® tarafindan AML’nin IR Spektroskopisi ve HPLC ydntemleriyle
kantitatif tayini gergeklestirilmistir. IR Spektroskopisi yonteminde KBr tablet teknigi
kullanilmig, disulfiram ise internal standart olarak secilmistir. Calismalarda AML ve
disulfiram icin sirasi ile 693 cm™ ve 913 ¢cm’! spesifik absorpsiyon bantlar1 segilmistir.
AML icin Beer yasasina gore uygun derisim araliindaki regresyon denklemi
y=0.652x+0.024 (r’>=0.9968)'dir. Calismanin geri kazanim degeri ve %BSS’s1 IR
spektroskopisi yontemi i¢in sirast ile % 98.2 ve % 1.63 olarak bulunmustur. HPLC
sisteminde Luna Cis (Sum, 250 x 4.6 mm) kolon hareketli faz olarak su:metanol:fosfat
tamponu (pH:3) (36:64:1, h/h/h) kullamlmustir. Akis hizi 0.7 ml dk!*dir. Mefrusid etkin
maddesi internal standart olarak caligmada segilmistir. Analiz 275 nm’de yapilmis ve
pikler AML ve mefrusid i¢in siras1 ile 11.5 ve 7.27 dakikadir. AML i¢in lineer derisim
aralig1 0.004-0.020 mg ml"'dir. Regresyon denklemi y=0.846x-0.013 (r>=0.9950) olup
ortalama geri kazanim degeri ve %BSS degeri siras1 ile % 98.9 ve % 0.75 olarak
bulunmustur.

Chitlange ve ark.’! valsartan ve AML etkin maddelerinin HPLC yontemindeki
analizinde 1.0 ml dk' akis hizinda hareketli faz kullanilmistir. Hareketli faz olarak
asetonitril:fosfat tamponu (0.02 M, pH:3.0) (56:44 h/h), 234 nm dalga boyu ve Kromasil
Cis (S5pm, 250 x 4.6 mm) kolon kullanilmistir. AML ve valsartan i¢in alikonma stireleri
sirastyla 3.07 ve 6.20 dk olarak bulunmustur. BHPLC yo6ntemi ile bu etkin maddelerin
stabilite calismalarida yapilmis ve her iki maddenin de bozulma iiriinleri ile birlikte
analizinin yapilabildigi sonucuna varilmistir. Gelistirilen yontem kesinlik, dogruluk ve

saglamlik acisindan degerlendirilmistir.
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Klinkenberg ve ark.’> AML ve metabolitlerinin tayini igin bir HPLC yontemi
gelistirmislerdir. Calisgma 25 °C’de ters faz Cis kolonu, asetonitril:metanol:trietilamin
(pH:3) (15:35:50, h/h/h) hareketli faz1 kullanilarak gerceklestirilmistir. Calisma 237 nm
dalga boyundaki UV dedektor ile gergeklestirilmistir. AML igin lineer derisim araligi 0.39-
1.56 png ml'dir. HPLC c¢alismasmin miktar tayin alt smir ise 0.08 pg ml' olarak
bulunmustur.

Sah ve ark.*> AML’nin miktar tayini icin WATERS Cig (250 mm x 4.6 mm, 5um)
kolonu kullanarak tabletlerdeki miktar tayinini yapmislardir. Hareketli faz olarak
asetonitril, 70 mM potasyum dihidrojen ortofosfat tamponu:metanol (15:30:55, h/h/h)
kullanilmigtir. Karisimin pH degeri 3 olarak secilmistir. AML’nin alikonma zamani 2.60
dakika olarak belirlenmistir. HPLC calismasinda hareketli faz akis hiz1 1.0 ml dk™!' olarak
secilmistir. AML igin lineer derisim aralig1 0.5-8 pug ml'dir. Yontemin miktar tayin alt
siurt ise 0.20 pg ml!' olarak hesaplanmistir.

Ma ve ark.** AML’nin insan plazmasinda tayini icin ultra performansli sivi
kromatografi ardigik kiitle spektrometri (UPLC-MS/MS) yontemini gelistirmislerdir. Bu
analiz Cis kolonu (50mm x 2.1 mm, 1.7 um) ve 0.35 ml dk"’hk akis hiz1 ile
gerceklestirilmistir. Hareketli faz olarak % 0.3’likk formik asit iceren su ve asetonitril
kullanilmistir. Internal standart olarak da nimodipin kullamlmustir. Iyonizasyon teknigi
olarak elektrosprey iyonizasyon (ESI) modu kullanilmistir. Lineer derisim araligi 0.15-
16.0 ng ml!'dir. Giin i¢i ve giinler aras1 %BSS degerleri % 15’in altinda, dogruluk degeri
ise tiim ¢ kalite kontrol 6rnegi icin % bagil hata ile verilmis olup % -2.3 ile % 6.9
arasindadir. Yontem, AML’nin, agiz yoluyla saglikli goniilliller iizerinde kullanimasi
sonrasindaki biyoyararlanim ¢alismasinda kullanilmistir.

Dongre ve ark.’® metoprolol siiksinat ve AML etkin maddelerinin tabletlerde ayni

anda tayini i¢in basit ve kesin bir HPLC yontemi gelistirmislerdir. Kromatografik ayrim

14



fotodiyot array dedektorii kullanilarak Cis ters faz kolonu tizerinde gergeklestirilmistir. 1.0
ml dk! akis hizina sahip olan ydntem ICH talimatlarma gore spesifik, dogrusal, dogru ve
saglam oldugu gosterilmistir.

Shentu ve ark.** AML’nin insan plazmasindaki tayini i¢in kat1 faz ekstraksiyonu
kullanarak bir LC-MS/MS yontemi kullanmiglardir. Plazmadan (10 mm x 2 mm)
HySphere Cs kolonu ile kati-faz ekstraksiyon kullanilarak ekstraksiyon gergeklestirilmistir.
LC-MS/MS yénteminin derisim araligi 0.10 ile 10.22 ng ml! arasinda dogrusaldir. Giin ici
ve giinler aras1 dogruluk degerleri % 8 civarindadir. Yontemin kolay, az zaman alict ve
diger numune hazirlama yontemlerine gére daha hizli oldugu belirtilmektedir. Yontem
biyoesdegerlik analizlerinde kullanilmustir.

Qi ve ark.’’ insan plazmasi ve idrarinda olmesartan ve AML miktarinmn ayn1 anda
tayini i¢in hassas ve hizli bir UPLC-MS/MS yontemi gelistirmigtir. Kromatografik ayrim
Cig ters faz kolonunda ESI modunda QTrap-5500 kiitle spektrometresi kullanarak
gergeklestirmislerdir. Yontem seg¢icilik, dogrusallik, dogruluk, kesinlik, stabilite ve matriks
etkisi parametreleri ile valide edilmistir. Bu yontemin lineer dogrusalligi olmesartan i¢in
insan plazmasi ve idrar igin sirasiyla 0.2-500 ng ml' ve 4-5000 ng ml!'dir. AML ise
strastyla kan ve idrar i¢in 0.1-50 ng ml! ve 2-1000 ng ml!' olarak bulunmustur. Analiz
stiresi sadece iki dakikadir. Yontem olmesartan ve AML maddelerinin farmakokinetigini
incelemek iizere saglikli goniillillerde uygulanmustir.

Bathula ve ark.*® AML miktarmin insan plazmasinda tayini i¢in, hizli ve hassas bir
UPLC-MS/MS yontemi gelistirmislerdir. Kromatografik ayirim Cis (100 x 2.1 mm, i.d,
1.7 pwm) kolonunda yapilmistir.. Hareketli faz 10 mM’lik amonyum asetat tamponu
(pH:4.5) ve metanol (20:80 h/h) karisimindan olusmaktadir. Calismada 0.2 ml dk!' akis
hiz1 kullanilmistir. Calismada ondansetron hidroklorit dihidrat internal standart olarak

kullanilmistir. ESI kaynagi ile analiz gerceklestirilmistir. Lineer derisim araligi 0.20-20 ng
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ml"dir. Kesinlik calismasinm % BSS degerleri % 15’in altindadir. Yontemin
gozlenebilme smir1 0.1 ng ml"!' ve miktar tayin alt simr ise 0.20 ng ml"' degerlerinde
bulunmugtur. Yontem, sagikli erkek goniilliilerde AML tabletinin kullanimi1 sonrasinda
farmakokinetiksel ¢aligmaya da uyarlanmustir.

Zhou ve ark.** AML, atorvastatin ve bunun metabolitleri ortohidrojen atorvastatin
ve parahidrojen atorvastatin miktarlarinin insan plazmasinda pozitif iyon ESI ile birlikte
ayn1 anda analizi i¢in yeni, hassas, basit ve kisa slirede tamamlanan bir ESI-LC-MS/MS
yontemi gelistirmiglerdir. Etkin maddeler insan plazmasindan sivi-sivi ekstraksiyonu ile
alimmustir. Ekstraksiyon ¢oziiclisii i¢in metil tertbiitil eter ve etil asetat karigimi (50:50, h/h)
kullanilmigtir. Kromatografik ayrim Cis (150 mm x 2.0 mm, 5 um) kolonu {izerinde 6.0
dakika icerisinde, % 0.3 oraninda formik asit iceren asetonitril ve amonyumdan olusan bir
hareketli faz ile gergeklestirilmistir. Dogrusallik AML igin 35-10.000 pg ml’!, atorvastatin
i¢in 35-25.000 pg ml! derisim aralifinda saglanmistir. Ayn1 zamanda yéntem 50 erkek
goniillii izerinde biyoesdegerlik calismast i¢in uygulanmistir.

Chang ve ark.*> AML ve bisoprololiin plazmada miktar tayini igin yeni ve hassas
bir LC-MS/MS yontemi gelistirmislerdir. Caligmada internal standart olarak klenbuterol
kullanilmigtir. AML’nin plazmadan ekstraksiyonu sivi sivi ekstraksiyon yontemi ile
gergeklestirilmistir. LC-MS/MS yo6teminde Diamonsil Cis kolonu (50 mmx 4.6 mm, 5
pm), metanol-su-formik asit birlesiminden olusan (75:25:0.01, h/h/h) hareketli faz
kullanilmigtir. Yontemin analiz siiresi 3 dk’dir. Yontemin miktar tayyin sinirt AML ve
bisoprolol igin 0.2 ng ml™! olarak bulunmustur. Kalibrasyon egrisi her iki etkin madde i¢in
de 0.2-50 ng ml"! derisim araliinda dogrusaldir. Gelistirilen yéntem Sprague Dawley
sicanlarinda, farmakokinetiksel acidan AML ve bisoprolol caligsmalarina basariyla

uygulanmistir.
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Karra ve ark.*! insan plazmasinda losartan ve aktif metabolitleri ile AML’nin ayni
anda tayini i¢in basit, hizli ve hassas bir LC-MS/MS yontemi gelistirmislerdir. Caligmada
internal standart olarak irbesartan kullanilmistir. Etkin maddeler insan plazmasi
orneklerinden kat1 faz ekstraksiyon yontemi kullanilarak elde edilmistir. Calismada Cis
ters faz kolonu, metanol ve % 0.1 h/h oranindaki formik asit karigiminin (85:15, h/h) 1.0
ml dk! akis hiziyla hareketli faz olarak kullanilmasiyla yontem optimize edilmistir. Lineer
derisim aralig1 losartan ve aktif metaboliti i¢in 0.5-1000 ng ml™!, AML i¢in ise 0.05-10.1
ng ml! derisimde dogrusaldir. Kesinlik ve dogruluk parametreleri hesaplanmis ve kabul
edilebilir seviyede oldugu bulunmustur.

Sirikatitham ve ark.*> insan plazmasindaki AML miktarmi tayin etmek igin,
internal standarti tizanidin olan, pozitif iyonizasyon modunda ¢alisan hassas, spesifik, ESI
ile kombine bir LC-MS/MS yontemi gelistirmislerdi. ~AML  plazmadan
dietileter/diklorometan (70/30, h/h) karisimiyla sivi-sivi  ekstraksiyonu kullanilarak
ekstrakte edilmistir. Analiz Cis ters faz analitik kolonunda, 10 mM’lik amonyum
format/metanol/asetonitril (30/50/20, h/h/h) hareketli faz karistminin 1.0 ml dk™!' hizinda
kullanilmastyla gergeklestirilmistir. AML i¢in m/z 409.4, 238.1 ve internal standart i¢in
m/z 254.2, 44.1 degerlerine sahip iyonlar se¢ilmistir. Plazmada AML’nin lineer derisim
araligi 0.3-15.0 ng ml"dir. Caligmada %BSS % 10'un altinda olup plazmadan
gerikazanim % 94.87 ile % 102.44 arasinda bulunmustur. LC-MS/MS yo6ntemi, tek bir
dozda (10 mg’lik tablet) saglikli goniillillere oral uygulandiktan sonra biyoesdegerlik
calismasinda basariyla uygulanmistir.

2.5. HCT ile Tlgili Yapilan Cahsmalar

Abdel-Hay ve ark.* amiloride (AMD), HCT ve timolol maleat (TIM) 1 aym anda
tayini i¢in iki atane spektrofotometrik yontem gelistirmislerdir. Birincisi birlikte tiirev

spektrofotometrisi yontemini igermektedir. Sifirinci ve birinci tiirev kullanilarak 365 ve
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385 nm’de AMD, iigiincii derece tiirev kullanilarak 265 nm’de HCT ve birinci derece tiirev
kullanilarak 315.4 nm’de TIM saptannustir. Ikinci yontem ise spektrum oranlari, birinci ve
ikinci tlirev egrilerinin 6l¢tim teknigini icermektedir. Bu yontemde her bir etkin maddenin
miktar tayini iki noktada yapilmaktadir. HCT béliicti olarak kullanildiginda AMD/HCT
oraninin birinci ve ikinci tiirevleri alinarak 299.4 ve 311 nm’de AMD saptanmistir. Boliicii
olarak TIM kullanilip ikinci tiirev alindiginda elde edilen degerler 264.2 ve 290 nm’de
HCT derisimi ile orantilidir. Boliicli spektrum olarak AMD’ nin spektrumu kullanildiginda
289.8 nm de alinan birinci tlirev yardimiyla ve boliicii olarak HCT kullanildiginda 314.8
nm’de alinan birinci tiirev yardimi ile TIM tayin edilmistir. Onerilen yontem, laboratuvar
ortaminda hazirlanan tabletler ve farkli oranlarda hazirlanan sentetik karigimlar iizerinde
uygulanmis, dogruluk ve tekrar edilebilirlik agisindan iyi sonuglar alinmgtir.

Kartal ve ark.** AMD ve HCT nin es zamanli miktar tayini icin hizli, dogru ve
kesin bir yontem olan spektrum oranlar tlirev spektrofotometrisi ve HPLC yontemlerini
tanimlamiglardir. Karisim i¢in yapilan spektrum oranlar tiirev spektrofotometrisinde 285.7
nm’de HCT igin 302.5 nm’de de AMD icin &lgiim yapilmustir. Ikinci yontem ise
LiChrosorb RP-Cis kolonunun kullanildig: (5 pm, 20 cm x 4.6 mm) HPLC yontemidir.
0.025 M o-fosforik asit (pH 3.0’a trietilamin (TEA) ile ayarlanmis), asetonitril (84:16, h/h)
hareketli faz olarak 1.2 ml dk' akis hizinda 278.0 nm’de UV detektér ile saglanmustir.
Gelistirilen yontemler farkli oranlarda bu bilesikleri i¢eren piyasa preparatlarindan ve
laboratuvar ortaminda hazirlanmis karigimlardan elde edilen numunelere uygulanmistir.

Ferraro ve ark.*> AMD, HCT ve TIM’in aym anda miktar tayininin yapilabilmesi
i¢in CLS, PCR ve degistirilebilir PLS ydntemlerini bu maddelerin UV spektrumlarina (°D)
ve bu spekturumun (D) birinci tiirevlerine uygulamislardir. Bu ydntemlerin etkinligi
ANOVA testi kullanilmak yoluyla birbirleriyle karsilastirilmigtir. °D-PCR, 0D-PLS-1, 'D-

PCR ve 'D-PLS-1 yontemleri ile tekrar edilebilir ve istatistiksel olarak benzer sonuglari

18



elde edilmistir. Dort adet farkli istatistiksel esdegerlik basamagi analitlerin sentetik
karisimlarina basariyla uygulanmistir. Islem AMD ve HCT’i tek basina iceren tabletlere ve
atenolol ve TIM ile karigim haldeki tabletlerine de basariyla uygulanmistir.

Ferraro ve ark.*® ¢ok degiskenli spektrofotometrik kalibrasyon yoéntemini
kullanarak AMD ve HCT igeren sentetik karigimlarin ve tablet numunelerinin miktar
tayinini es zamanl olarak gergeklestirmislerdir. Analitin igerisinde 10:1 oraninda bulunan
bilesiklerin elektronik absorpsiyon verilerinin hizli ve dogru ayirimi en kiiciik kareler
(PLS-1) yontemi ile saglanmistir. Bu ayirim sirasinda herhangi bir 6n islem gerekmemis
ve herhangi bir maddenin girisimi olugsmamistir. Yontem, her iki bilesigin sentetik
karigimlart yardimiyla, dogrusal calisma araliginin dogrulugu ve giin-i¢i giinler-arasi
kesinlik ¢alismalar1 yapilarak valide edilmistir. Dogrusal aralik HCT igin 21.7-30.4 mg L'
ve AMD icin 1.8-3.0 mg L' olarak belirlenmistir. Onerilen yontem bu bilesikleri iceren
farkli farmasotik dozaj formlarindan miktar tayininde kullanilmig ve HPLC yontemi ile
olduk¢a uyumlu sonuclar vermistir. Ayrica ila¢ ¢oziiniirlik c¢aligmalarinda kullanilan
metanol:su ortaminda bu maddelerin stabilitesinin nasil oldugunun anlasilmasi i¢in yapilan
calismaya da basariyla uygulanmistir.

Dinc ve ark.*’” AMD ve HCT igeren farmasétik preparatlarin absorpsiyon ve tiireve
dayal1 spektrofotometrik ¢aligsmalara dort farkli kemometrik yontem olan CLS, ILS, PCR
ve PLSR yéntemini uygulamislardir. 205-395 nm araliginda AMD igin 2-10 pg ml™!, HCT
i¢in 4-28 pg ml! araliginda ve 25 karisim dizayni noktasindan 0. derece ve 1. Derece tiirev
spektrum degerleri yardimiyla kemometrik kalibrasyonlar olusturulmustur. Her iki
maddenin absorbpsiyon ve tiirev spektrumlarinin 6l¢limiine dayali Onerilen yontemin
istatistiksel karsilastirmalar1 yapilmistir.

Elshanawane ve ark.*® AMD ve HCT nin aym anda analizini ger¢eklestirmek icin

klortalidonun i¢ standart olarak kullanmildigi UV dedektorlii bir HPLC yodnetimi
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gelistirmislerdir. Gelistirilen yontem bir ters-faz kromatografidir. Hareketli faz 10 mM
KH2PO4 ¢ozeltisi (pH 4.5):methanol (70:30, h/h) karisimi ve akis hiz1 1 mL dk! olarak
optimize edilmistir. Dedektor 215 nm dalga boyuna ayarlanmistir. Toplam analiz siiresi 10
dakikadir. Yontem kesinlik, dogruluk, tekrar edilebilirlik ve stabilite agisindan valide
edilmistir. YoOntem herhangi bir 6n islem gerektirmeden idrar numunelerine de
uygulanmigtir.

Song ve ark.*” AMD ve HCT nin ayn1 anda tayini igin elektrosprey tandem kiitle
spektrometrik  tayine  dayanan bir LC  yontem  gelistirip  validasyonunu
gergeklestirmislerdir. Numune hazirlanmasi sirasinda proteinleri ¢oktiirmek amaciyla
asetonitril kullanmiglardir. Ayirma islemi gradient eliisyon yontemi ile Phenomenex
Curosil-PFP (250 x 4.6 mm, 5 um) kolonunda yapilmistir. Hareketli faz % 0.23 amonyum
asetat iceren % 0.15 formik asit ¢dzeltisi ve metanol den olusmus ve akis hizi1 1.0 ml dk!
olarak belirlenmistir. I¢ standart olarak rizatriptan kullanilmistir. Pozitif m/z 230—171
AMD’1, m/z 270—158 rizatriptan1 ve negatif m/z 296—205 HCT’1 gostermektedir. AMD
ve HCT igin miktar tayin smmr1 sirastyla 0.1 ve 1.0 ng ml™! olarak bulunmustur. Bu degerler
bu iki madde i¢in daha Once yaymlanan UV, florometrik ve Kkiitle spektrometrik
yontemlere gore daha diisiik degerlerdir. Validasyon parametrelerinden dogruluk ve
kesinlik caligmalar1 farkli derisimlerde yapilmis ve % 15’in altinda bulunmustur. Bu basit
ve duyarli LC-MS/MS yontemi AMD ve HCT tabletlerinin saglikli goniillii erkeklerde
farmokinetik ¢aligmasinda basariyla kullanilmistir.

Lu ve ark.”® icinde HCT etkin maddesi de olan on iki adet diiiretik etkili ilag icin
hizli, yliksek ¢oziintirlikli ve etkili bir MS dedektorlii kapiler elektroforez yontemi
gelistirmislerdir. Iki adet notral bilesik disinda on adet diiiretik bilesik kapiler elektroforez
yontemiyle 20 kV voltaj uygulamak suretiyle 50 um capinda ve uzunlugu 48.5 cm olan

silika kapiler icinde 40 mM amonyum fosfat tamponu (pH 9.40) igerisinde 6 dakika i¢inde
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ayrilmislardir. Kapiler elektroforez bir ortogonal elektrosprey ara yiizeyi yardimiyla bir
kiitle spektrometresine baglanmistir. Optimize edilmis kosullar altinda oniki adet diiiretik
icin LOD degeri 13-2.7 umol L' olarak belirlenmistir. Geri kazanim degerleri ise % 72.4
ile % 118 arasinda degismektedir. Idrar numuneleri 0.22 pm membran filtrelerden
gecirildikten sonra dogrudan enjekte edilebilmektedir.

Goebel ve ark.’! atletlerden alinan idrar numunelerinde diiiretiklerin rutin analizi
icin yeni bir yontem gelistirmislerdir. Gelistirilen yontemde kat1 faz ekstraksiyon ile elde
edilen ekstreler elektrosprey iyonlasmali tandem kiitle spektrometri dedektorlic LC
cihazina enjekte edilmektedir. Yontemde her bir 6rnek tek bir enjeksiyonla ayrilmakta ve
yontem 35 adet ditiretik ve ilgili bilesikleri saatte bes numune analiz edecek sekilde
ayarlannistir. Idrar numunelerindeki 100 ng ml! derisimin altindaki bilesikler tayin
edilebilmekte ve geri kazanimlar1 % 80 ve {lizerindedir.

Belal ve ark.’? klorotiazid, HCT, triklorometiazid, benztiazid, bendroflumetiazid,
metilklotiazid etkin maddelerini hidroliz ederek kuvvetli alkali ortamda etilasetoasetat ile
ciftlestirmisler ve sar1 renkli bilesikler olusturmuslardir. Bu reaksiyon sonucunda olusan
renkli bilesiklerin maksimum absorbans verdikleri dalga boyunda adi gecen etkin
maddelerin spektrofotometrik tayinlerini ger¢eklestirmislerdir.

Bebawy ve ark.® farmasétik preparatlardaki telmisartan ve HCT’nin miktar
tayinleri i¢in dort analitik yontem gelistirmislerdir. Bu yontemler tiirev spektrofotometri,
spektrum oranlar tiirev yontemi, ince tabaka kromatografi (ITK) ve spektroflorimetridir.
Tiirev yontemiyle karisimdaki telmisartan ve HCT analizi i¢in sirasiyla 241.6 ve 227.6 nm
dalga boylarindaki tiirev absorbans degerlerinin Olglimleri kullanilmistir. Spektrum
oranlar tiirev yonteminde telmisartan i¢in 242.7 nm’de ve HCT i¢in 274.9 nm’deki sinyal
genlikleri kullanilarak kalibrasyonlar elde edilmistir. iki etkin maddenin ITK ile

ayrimindan sonra sirastyla telmisartan ve HCT i¢in 295 ve 225 nm’deki dansiyometrik
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Ol¢iimler ile miktar tayinleri gergeklestirilmistir. Spektroflorimetrik olarak yalnizca
karisimdaki telmisartanin analizi gergeklestirilmistir.

Prasad ve ark.>* metoprolol HCT ve propranolol karigimlarmi igeren farmasotik
preparatlarda bu etkin maddelerin miktar tayinlerini 1. ve 2. tiirev spektrofotometrik
yontemlerini  kullanarak  gergeklestirmislerdir. Bu c¢alismada bilesenlerin tiirev
spektrumlarinda sifir noktalar1 birbirine ¢ok yakin oldugundan bu durumu ortadan
kaldirmak i¢in kompensasyon teknigi kullanmiglardir. Bu tayinlerde ¢alisma aralig: 1. seri
HCT igin 5 -10 pg ml”!, propranolol i¢in 5-15 pug ml™, 2. seride 6,25 pug ml! HCT sabit
olmak kaydiyla propranolol i¢in 5-15 ug ml"! araligindadir. Bu iki serinin tiirev absorbans
degerleri kullanilarak HCT ve propranololun miktarlarini tayin edilmislerdir. HCT ve
metoprolol karisiminda ise HCT igin 5-10 pg ml! ve metoprolol igin 40-60 pg ml™! derisim
araliginda ¢aligmislardir.

Banoglu ve ark.”® yaptiklar1 galigmada tabletlerdeki benazepril hidrokloriir ve
HCT’nin spektrofotometrik olarak miktar tayinlerini yapmuslar ve sonuglart HPLC
yontemi ile dogrulamislardir. Bu ¢alismada 239/249 nm’deki absorbans oranini benazepril
icin ve 269/249 nm’deki absorbans oranlarim1 HCT’nin regresyon denklemlerinin
hesaplanmasi i¢in kullanmiglardir.

Erk>¢ iki bilesenli karisimlarda HCT, spironolakton, ramiprilin miktar tayinlerini
spektrum oranlar tlirev ve Vierordt yontemleri ile yapmistir. HCT-ramipril karigimini
iceren tabletlerde HCT i¢in 0.8 ve ramipril i¢in 0.7 standart sapma ile Vierordt yontemini,
HCT i¢in 0.3 ve ramipril i¢in 0.9 standart sapma ile spektrum oranlari tiirev yonteminin
uygulanabildigi goriilmektedir. HCT-spironolakton karisimini igeren tabletlerde Vierordt
yontemi ile HCT igin 0.7, spironolakton i¢in 1.1 standart sapma ve spektrum oranlari tiirev
spektrofotometrisi ile hidroklorotiazid i¢in 0.5 ve spironolakton i¢in 0.9 standart sapma ile

tayinleri gergeklestirmistir.
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Shaikh ve ark.’” dana siitiinde bulunan klorotiazid ve HCT nin miktar tayini igin
0.05 M ve pH 3 olan potasyum fosfat tamponu (1:1, h/h) ile asetonitril tetrahidrofurandan
ibaret olan ¢dziicii sistemini hareketli faz olarak kullanmistir. Bu etkin maddelerin miktar
tayini 225 nm’de dalgaboyu degisebilen dedektor yardimi ile HCT ve klorotiazid igin
korelasyon katsayisinin karesi 0.995 olan lineer regresyon denklemleri kullanilarak
gergeklestirmislerdir.

Ozkan®® yaptigi bir kromatografik calismada tabletlerde ve insan serumunda
bulunan losartan potasyum ve HCT nin miktar tayinlerini HPLC yontemi ile yapmistir. Bu
calismada ters faz Cis kolonunu ve 0.01 M KH2POs-asetonitril (65:35, h/h) karigimini
pH’sin1 H3POs4 ile 3’e ayarlayarak hareketli faz olarak kullanmistir. Uygulanan yontemin
gozlenebilme ve miktar tayin limitlerini sirasiyla losartan potasyum igin 1.02 ng ml™! ve
3.39 ng ml"! ve HCT igin 4.49 ng ml"!' ve 14.96 ng ml"! olarak bulunmustur.

2.6. Elektrokimyasal Yontemler

Elektrokimya, maddenin elektrik enerjisi ile etkilesmesi sonucu olusan kimyasal ve
fiziksel degisimleri ve ayrica kimyasal enerjinin elektrik enerjisine doniisiimiinii inceleyen
bir bilim dalidir. Elektroanalitik yontemlerde elektrot-¢ozelti sistemine bir elektriksel etki
uygulanir ve bu etki sonucu sistemin verdigi cevap incelenir.

Elektrokimyasal bir sistemde katot ve anot olmak iizere iki elektrot bulunur. Bir
elektrokimyasal  hiicrede  indirgenme reaksiyonunun oldugu elektrot katot,
yiikseltgenmenin oldugu elektrot ise anottur.

Elektroanalitik yontemler icinde voltametrik, polarografik potansiyometrik,
amperometrik ve konduktometrik yontemler mevcuttur. Bu yontemlerde akim, direng,
iletkenlik, potansiyel, elektrik miktar1 ve siga gibi degiskenler ile derisim arasindaki

iliskiler incelenir.®!
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2.6.1. Voltametri

Voltametri yonteminde ¢alisma elektrotuna uygulanan potansiyelin bir fonksiyonu
olarak akim ol¢iiliir. Bu bilgilerden yararlanarak analit hakkinda bilgi edinilir.

Voltametride numunenin koyuldugu elektrokimyasal hiicreye degistirilebilen
potansiyel uyarma sinyalleri uygulanir ve bu uyarma sinyalleri, yonteme gore karakteristik
akim olusturur. Olusan elektrokimyasal reaksiyon sonucu calisma elektrotunda olusan
akima kars1 ¢aligma elektrotunun potansiyelinin grafigi ¢izilerek voltamogram alinir. Tipik
bir voltamogram Sekil 2.3°de gosterilmistir.

Sekil 2.3'teki voltamograma gore, baslangicta (A noktasinda) akim c¢ok diistiktiir.
Safsizlik ve c¢ift tabaka yilikleme (elektrot ylizeyi kondansatdr gibi davrandigindan)
sebebiyle A ve B noktalar1 arasinda akim yavasca yiikselir. Bu genellikle zemin akim
olarak adlandirilir. B noktasinda potansiyel, yiikseltgenmis tiirlerin indirgenme potansiyeli
degerine yaklagir.

Potansiyel artis1 elektronlarin, elektrottan yiikseltgenmis tiire dogru artan bir hizla
gb¢ etmesine sebep olur. Indirgenmedeki hiz artis1 hiicredeki akimi da artirir. Bu artis
siirekli devam etmez. Sekil 2.3 te goriildiigii gibi C noktasinda bir pik ile sonlanir.>

Voltametri ve polarografi ilk kez 1954 Cekoslovak farmakopesinde ilag
analizlerinde kullanilmistir. Polarografi ile saf etkin maddenin yaninda ¢ok kompleks bir
karisim olsa bile aktif maddelerin analizi hassasiyetle yaoilabilmektedir. Analiz esnasinda

herhangi bir girisim olmadigindan analiz basar ile yapilabilmektedir.®
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Sekil 2.3. Voltamogram

Pek cok ilag etkin maddesi ve viicutta bulunan fizyolojik aktif maddeler
polarografik veya voltametrik yontemlere cevap vermektedir.

Bu yontemin diger analitik yontemlere istiinliigli ise; analitlerin 6n saflagtirma
islemlerine fazla ihtiya¢ olmamasi, ucuz olmalari, az miktarda maddenin analiz i¢in yeterli
olmasi, kolay uygulanabilir olmalari, fazla ¢oziicii gerektirmemeleri ve hassas birer
yontem olmalaridir.®'-%2

Voltametrik ¢alismalarda tablet, surup, siispansiyon, kapsiil, vb. ilag
preparatlarinda bulunan etkin maddenin haricindeki diger katki maddelerinin
¢coziinmemesinden dolay1 genelde elektroaktivite gostermez.

Bundan dolay1 farmasétik preparatlarda analiz i¢in herhangi bir ayirma islemine
gerek olmadan elektokimyasal analizler yapilabilmektedir. Ayrica bu yontemlerin diger bir
tistiinliigii de ¢ok pahali ve az miktardaki ilag etkin maddelerinin kimyasal analizinde de

cok az miktarda numuneyle ¢alisma imkani vermektedir.52-64
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2.6.1.1. Voltametride Uyarma Sinyalleri

Voltametride, caligma elektrotuna elektrokimyasal hiicre i¢inde kontrol edilebilir

ve degistirilebilir bir potansiyel uygulanir. Bunun karsiliginda akim o6lgiiliir. Voltametride

en ¢ok kullanlan uyarma sinyallerinden dordii Sekil 2.4'te verilmistir.%

. fo: Dalga zekli Voltametrinin
o 1 T 5 Izim =
Isim Dalga geldi '[\i;}tm.trmm o tipi
(a) E Polaroprafi ® E
Dogmusal Diferanstyel ;hu{:ranstyel
= Hidrodinamik Puls Polarosrafisi
Taramah voltametri clarograist
Zaman Faman
© [ Al @ -
E A I
Kare Kare dalga Uggen E Y Diniigiimli
: - \ oltametri
dalga voltametrisi f-" \ voltametri
Y
Zaman
Zaman

Sekil 2.4. Voltametride en ¢ok kullanilan uyarma sinyalleri

2.6.1.2. Doniisiimlii Voltametri

Doéniistimlii voltametri yontemi nitel analiz ve mekanizma aydinlatmada kullanilan
en yaygin elektrokimyasal yontemdir.%® Doniisiimlii voltametri ydénteminde ¢ozelti icinde
bulunan c¢alisma elektroduna uygulanan potansiyel polarizasyon dalgasinin diizgiin bir
sekilde degistirilmesi sonucu olusan akim-potansiyel davranisini incelenir. Yontem bu
esasa gore calisir. Doniisiimlii voltametri yonteminde, uygulanan potansiyel dnce bir
yonde sonra ters yonde taranirken akim 6l¢iiliir. Bir doniisiimlii voltametri deneyinde tek

bir tam dongii, bir yarim dongii veya bir¢ok dongiiler kullanilabilir
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Sekil 2.5. Doniistimlii voltametri potansiyel-zaman grafigi

2.6.1.3. Kare Dalga Voltametrisi
Kare dalga voltametri son derece hizli ve duyarli olma istiinliigii olan bir puls

voltametri teknigidir. Voltamogramin tamami 10 ms’den daha az siirede elde edilir.

= TOoO

o< T 0n

A

Zaman

Sekil 2.6. Kare dalga voltametri potansiyel-zaman grafigi

Sekil 2.6’da kare dalga voltametrisinde elde edilen basamakli sinyal goriilmektedir.

Basamakli sinyalde her basamagin boy ve puls periyodu esit olup bu yaklagik 5 ms

civarmdadir.

27



| | Il 1 1
-5
200 100 0 =100 —-200 -—300 —400 -—-500

n EE - EL,-::Ir mV

Sekil 2.7. Kare dalga voltamogrami

Sekil 2.7°de bir tepkime i¢in alinan kare dalga voltamogrami gosterilmektedir.
Kare dalga voltametri yontemi ile nicel analiz yapilirken 1077 ile 10® M tayin sinirlarma
ulasilabildiginden ¢ok hassas analizler gerceklestirilebir. Bu nedenle farmasdotik preparat
ve biyolojik drneklerdeki analizlerde ¢ok rahat tercih edilebilmektedir.

2.6.1.4. Diferansiyel Puls Voltametri

Bu yontem, kapasitif akimin faradayik akimdan ayrilmasi esnasinda kullanilir. Bu
yontemde faradayik akimin ve kapasitif akimin oranlar1 alinir ve faradayik akimin
kapasitif akima oran yliksektir.

Her bir pulsta iki 6lgiim alir. Birinci 6l¢iim puls uygulamadan hemen once
alinirken ikinci 6l¢lim ise puls bitmeden alinmalidir. Net akim, son akim ile ilk akimin
farki alinarak bulunmakta ve yapilan fark alma islemi kapasitif akimin yok edilmesi olarak

bilinmektedir.5’
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dogru oldugunun analasilabilmesi i¢in yapilan testlerin tiimiidiir.

2.6.2. Elektroanalitik Yontemlerin Kullanim Alanlari
Cok diisiik tayin sinirlarina ulasabilen kantitatif tayinler
Kalitatif tayinler
Elektrot reaksiyon mekanizmalarinin belirlenmesi

Oksidasyon basamagi, sitokiyometri, reaksiyon hizt ve yiik transferinin

belirlenmesi

Kiitle aktarimi1 ve adsorbsiyon olaylarinin incelenmesi

Standart elektrot potansiyellerinin belirlenmesi

Kimyasal ve elektrokimyasal reaksiyon denge sabitlerinin belirlenmesi
Difiizyon katsayilarinin belirlenmesi

Elektrot yiizey alanlarinin tespiti

Korozyon g¢alismalari

Organik veya inorganik materyallerinin ince filmlerinin olusturulmasi
Elektrokimyasal polimerizasyon

Enerji iiretimi

Elementlerin geri kazanimi

2.7. Yontem Gegerlilik Testleri (Validasyon)

Gegerlilik Testi (Validasyon), kalitatif veya kantitatif analizler yapilirken analizin

68,69

Yontemin gegerlilik testi i¢in kullanilan parametreler:

1. Dogruluk

2. Kesinlik

3. Saklanan Orneklerin Kararlilig1 (Stabilite)

4. Dogrusallik

5. Segcicilik
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6. Duyarlilik
7. Geri Kazanim

Biyolojik ortamlarda ve farmasotik preparatlarda etkin maddelerin miktarlarinin
belirlenmesinde gelistirilen yontemlerin gegerlilik testlerinin yapilmasi gerekmektedir.
Bunlarin nasil yapilacagi asagida 6zetlenmistir.

2.7.1. Dogruluk ve Kesinlik

Dogruluk, bir analitik yontemde sonuglarin gergek degere veya gercek olarak kabul
edilen degere yakinlig1 olarak ifade edilir ve bagil ya da mutlak hata ile verilir. Kesinlik
ise, analitik bir islemde 6nceden belirlenmis kosullar altinda ayn1 homojen 6rnekten bir¢cok
ornekleme yapilir ve bu 6rneklerin herbirinden alinan bir seri dl¢lim sonuglarinin birbirine
yakinlig1 olarak ifade edilir ve % BSS (bagil standart sapma) ile verilir.

i) Giini¢i kesinlik: Birbirinden bagimsiz bi¢imde hazirlanmis numunelerin ayni giin
icerisinde tekrarlayan analiz sonuglarinin birbirine yakinligt (n=6, n:6l¢iim sayis1) % BSS
degeri ile verilir.

ii) Giinler arasi kesinlik: Birbirinden bagimsiz bicimde hazirlanmis numunelerin farkl
giinler (en az alt1 giin) igerisinde tekrarlayan analiz (en az n=6) sonuclarinin birbirlerine
olan yakinlik Olgiisiidiir. Bu g¢alismayla elde edilen degerler ayni zamanda yontemin
uygulanabilirliginin de bir dl¢iisiidiir.

2.7.2. Orneklerin Kararhhg (Stabilite)

Analiz siiresince saklanan 6rneklerin bozunmadan sabit kaldigindan emin olmak
icin yapilan testlere kararlilik (stabilite) denilmektedir. Etkin maddeyi iceren kan
orneklerinin normal laboratuar kosullarinda nem, sicaklik, hava ve érneklerin dondurulup-
eritilmesi (-20 °C bekletilmesi) gibi etkilere maruz kaldiginda etkin maddenin
bozunmadan sabit kaldig1 siire tespit edilmeli ve aym1 zamanda elde edilen bilgilerin

literatiir bilgileri ile de desteklenmesi gerekmektedir.
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2.7.3. Dogrusallik ve Kalibrasyon Egrisi

Bir analiz yonteminde en diisiik derisimden en yiiksek derisime dogru c¢ozeltiler
hazirlanir. Analiz gergeklestirilir. Sonra ¢ozeltinin derisimine karsi elde edilen cihazin
cevabi (absorbans, akim, alan, yilikseklik vb.) grafige gecirilerek kalibrasyon egrisi
tiiretilir. Kalibrasyon egrisinden regresyon denklemi ve korelasyon katsayisi elde edilir.

2.7.4. Duyarhhk

Analitik yontemin en diisiik derisimdeki analitleri saptayabilmesinin bir 6l¢iisiidiir.

2.7.5. Tayin Alt Sinir1 (LOQ)

Belirlenen deney kosullar1 altinda, analitik yontemin tayin alt sinir1 degeri numune
icindeki analitin uygun dogruluk ve kesinlik ile tayin edilebildigi en diisiik derisimdir.
Kromatografik ¢alismalarda tayin alt sinir1 degeri, pik yiiksekliginin giiriiltli yiiksekligine
oranin 10 oldugu derisim olarak belirlenir.

2.7.6. Gozlenebilme (Teshis) Stmir1 (LOD)

Bir analitik yontemin gézlenebilme (teshis) sinir1, bir 6rnekteki incelenen bilesigin
belirlenebilen en diisiik miktaridir. Gézlenebilme sinirinda belirlenen derisim kantitatif
tayin icin tam olarak kesinlik ifade etmeyip sadece bir simir degeridir. Kromatografik
calismalarda gozlenebilme sinir1 degeri, pik yiiksekliginin giiriiltii yliksekligine oranin 3
oldugu derisim olarak ifade edilir.

2.7.7. Geri Kazamim

Analiz sonucunda bulunan degerin gercek degere orani olarak ifade edilir.
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Kimyasal Maddeler ve Malzemeler

Amlodipin (Sigma, Almanya)

e Hidroklorotiyazid (Sigma, Almanya)

e Cardofix Plus (Erzurum, Tiirkiye)

e Fosforik asit (HPLC grade, Merck, Almanya)
e Borik asit (Sigma, Almanya)

e Deiyonize su (Millipore)

Azot (N2) (% 99.9 saflikta, Erzurum, Tiirkiye)
3.2. Kullanilan Cihazlar
o Etiiv (Memmert)
e Ultrasonik banyo (Elma LC 30)
e Terazi (Metler Toledo)
e Karstiric1 (Vorteks, IKA)
3.3. Voltametre Sistemi
e Potansiyostat (Gamry Interface 1000)
3.3.1. Etik Kurul ve Voltametrik Yontem Sartlari
Bu calisma invitro kosullarda yapilan bir c¢aligmadir. Bu amagla 02.11.2017
tarihinde Eczacilik Fakiiltesi Etik Alt Kurulundan 93722986/56 Nolu kararla tez izni
alimmustir.
Voltametrik 6l¢iimler doniisiimlii voltametri yontemi kullanilarak +0.50 ile +1.50
V potansiyel araliinda Gamry Interface 1000 markali potansiyostatta gerceklestirildi.
Calismada camsi karbon elektrot indikator elektrot, Ag/AgClI referans elektrot ve karsit
elektrot olarak platin tel kullanildi. AML ve HCT c¢ozeltilerinin doniisiimlii voltametride

taramast 100 mV tarama hizinda gergeklestirildi. Kare dalga voltametri yonteminde tarama
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hiz1 20 mV s, frekans 25 Hz ve puls genligi 50 mV olarak se¢ilmistir. Diferansiyel puls
yonteminde ise 50 mV puls genligi degerinde voltamogramlar alinmistir.

3.3.2. Amlodipin ve HCT icin Kare Dalga Voltametri (SWV) Deneyinin
Yapihsi

Kare Dalga Voltametri deneylerinde kullanilan elektrokimyasal hiicrede, daha dnce
yapilan CV deneylerinde belirlenen potansiyel penceresinde, Kare Dalga Voltametri
yontemi i¢in gerekli parametreler ayarlandiktan sonra calismalar gerceklestirilmigtir. AML
ve HCT stok standart cozeltisinden elde edilen farkli derisimler i¢in kare dalga
voltamogramlarin pik akimlar1 kaydedilmistir.

3.3.3. Amlodipin ve HCT icin Diferansiyel Puls Voltametri (DPV) Deneyinin
Yapihsi

Diferansiyel puls voltametri deneylerinde kullanilan elektrokimyasal hiicrede, daha
once yapilan DPV deneylerinde belirlenen potansiyel penceresinde, DPV yontemi igin
gerekli parametreler ayarlandiktan sonra calismalar gerceklestirilmistir. AML’nin stok
standart ¢Ozeltisinden elde edilen farkli derigimler i¢in voltamogramlarin pik akimlari
kaydedilmistir.

3.3.4. Yontemlerin Farmasotik Preparatlara Uygulanmasi

Gelistirilen ve gecerlilik testi (validasyonu) yapilan yontemlerin uygulanabilir
oldugunu gormek amaciyla AML ve HCT igeren farmasotik preparatta kare dalga ve
diferansiyel puls voltametri yontemi ile etkin madde miktar analizi yapildi. Bu ¢alisma igin
AML ve HCT igeren Cardofix Plus tabletten 25 ug ml! derisimde ¢ozelti hazirlandi.
Cozeltinin SWV ve DPV voltamogrami alinip pik akimlari okundu. Voltamogram standart

¢ozeltilerin voltamogramlari ile karsilastirildi
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4. BULGULAR

4.1. Voltametri Yontemi

4.1.1. Doniisiimlii Voltametri (CV) Deneyinin Yapihisi

Destek elektrolit olarak segilen 0.04 M Britton-Robinson (BR) ¢dzeltisinden (pH
5.0) 5 mL alinarak elektrokimyasal hiicreye konulmus ve 3 dakika siire ile azot gazi
gecirilmistir. Caligmalarin yapilacagi sinir potansiyel degerlerinin belirlenmesi igin bir
takim 6n denemeler yapilmis ve ¢alisma potansiyel penceresinin +0.50 V ile +1.50 V

oldugu belirlenmistir (Sekil 4.1).

30,00 uA

- AML + HCT

20,00 uA

10,00 ul

Im (A

0,000 A

-10,00 ud
00,0 my 1,000 W 1,500 W 2,000

VTV ve. Ref)

Sekil 4.1. AML ve HCT etkin maddesinin 0.04 M BR i¢indeki doniisiimlii

voltamogramlar1 (AML ve HCT, 50 pg ml')
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Potansiyel sinir degerleri belirlendikten sonra elektrokimyasal ¢alisma hiicresindeki
¢oziicli destek elektrolit igerisine belirlenen derisimlerde AML ve HCT bulunacak sekilde
stok ¢ozelti eklemeleri yapilmistir. Bu eklemeler i¢in mikro pipetler kullanilmigtir. AML
ve HCT 50 pug ml! derisimleri i¢in 100 pg ml! olan stok ¢dzeltiden alman bir miktar, 6n
seyreltme yapilarak eklemelerde olasi hatalar 6nlenmistir. CV calismalarinda sabit AML
ve HCT derisimlerinde tarama hizinin pik akimina etkisi ¢alisilmistir. Bu ¢aligsma igin 0.01
Vs'ile 1 Vs arasindaki tarama hizlarindaki voltamogramlar alimustir.

Ayni sekilde HCT ve AML i¢in kare dalga ve diferansiyel puls voltamogramlari da
alinmis olup; AML i¢in +0.80 V ve HCT i¢in +1.03 V potansiyelde maksimum kare dalga
akimi (Sekil 4.2), AML i¢in +0.75 V ve HCT i¢in +1.01 V potansiyelde maksimum

diferansiyel puls akimi gozlenmistir (Sekil 4.3).

10,00 ud

--- AML + HCT

8,000 uh

6,000 uA

Iif ()

4,000 ud

2,000 ui

0,000 A
500,0 m\ 1,000V 1,500V 2,000V
Watep (V)

Sekil 4.2. AML ve HCT etkin maddesinin 0.04 M BR i¢indeki kare dalga voltamogramlari

(20 pg ml™)
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0,000 A —— :
300,0 m\ 1,000 W 1,500V 2000w

Viwd (V)
Sekil 4.3. AML ve HCT etkin maddesinin 0.04 M BR i¢indeki diferansiyel puls

voltamogramlar1 (20 pg ml™!)

4.1.2.1. Standart Cozeltilerin Hazirlanmasi

AML 0.04 M BR ¢ozeltisi i¢inde 100 ug ml! derisimde stok ¢ozeltisi hazirlandi.
Bu stok ¢6zeltiden belirli hacimlerde alinip 0.04 M BR ¢ozeltisi ile seyreltilerek 2.5, 5, 10,
15, 20, 25 ve 30 pg ml' derisimlerde AML standart calisma ¢ozeltileri hazirland.

AML nin +0.80 Volt potansiyeldeki kare dalga voltamogramlari alind1 (Sekil 4.4).
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Sekil 4.4. AML etkin maddesinin 0.04 M BR ¢ozeltisindeki
kare dalga voltamogramlar1 (2.5, 5, 10, 15, 20, 25 ve 30 ug ml™)

4.1.2.2. Yontemin Gegerlilik Testi (Validasyonu)
4.1.2.2.1. Dogrusal Aralik ve Kalibrasyon Egrisi
2.5-30 pg ml! derisim arahginda AML ¢ozeltilerinin derisimlerine karsi +0.80 V

potansiyelde okunan kare pik akim degerlerinin grafige gecirilmesi ile kalibrasyon egrileri

elde edildi (Sekil 4.5).
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Sekil 4.5. Kare dalga voltametrik yontem kalibrasyon egrisi
Kare Dalga Voltametrik yontemle elde edilen kalibrasyon egrilerinin regresyon

esitliklerinin istatistiksel analiz sonuglar1 Tablo 4.1°de verildi.

Tablo 4.1. Kare dalga voltametrik calismada AML’ye ait kalibrasyon egrisinin istatistiki

degerleri
Parametreler Kare Dalga Voltametri

Potansiyel (E: V) +0.80
Dogrusal aralik (ug ml™) 2.5-30
Regresyon dogrusu denklemi A=0.0264x+0.1369
Sa 1.726
S 0.312
Korelasyon katsayist () 0.9986
St 1.13x10™

Sa: Kaymanin standart sapmast, Sp: Egimin standart sapmasi, S,: Korelasyon katsayisinin standart sapmasi

4.1.2.2.2. Gozlenebilme Sinir1 (LOD) ve Tayin Alt Sinir1 (LOQ)
AML igin kalibrasyon egrisinin en kii¢iik degerinden daha kiiglik derigimlerde bir seri
¢ozelti hazirland1 ve pik akimlar ii¢ kez okundu. Okunan degerlerin yiizde bagil standart

sapma (% BSS) degerleri belirlendi. Yiizde bagil standart sapma degeri % 20’den kiigiik
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olan derisim gdzlenebilme sinir1 ve % 10’dan kiiclik olan derisim de tayin alt sinir1 degeri
olarak tespit edildi. Kare Dalga Voltametrik yontemin gozlenebilme sinir1 ve tayin alt
sinir1 degerleri sirastyla 0.80 pg ml™! ve 2.40 pg ml™! olarak bulundu.

4.1.2.2.3. Dogruluk ve Kesinlik

Yontemin dogrulugu ve kesinligi giini¢ci ve giinler arasi degiskenlerle belirlendi.
Kalibrasyon egrileri i¢ine diisen ii¢ farkli derisimdeki AML ¢o6zeltilerinin giini¢i ve giinler
arasi (farkli gilinlerde en az iki giin) pik akimlarn ii¢ kez okundu. Okunan degerlerin
ortalamalar1 ve standart sapmalar1 belirlendi. Yontemin giini¢i ve giinler arasi kesinligi
yiizde bagil standart sapma (% BSS) ve dogruluk da bagil hata ile Tablo 4.2’de verildi.

Tablo 4.2. Kare dalga voltametrik yonteminin giini¢i ve giinler aras1 dogruluk ve kesinlik

degerleri
Giinigi Giinler arasi

Eklenen  Bulunan#std. % bagil % Bulunan =std. % bagil hata %

(ng ml™) Sapma hata BSS sapma BSS
7.5 7.67+0.41 2.26 5.34 7.31+0.31 -2.53 4.24
17.5 17.95+0.62 2.57 3.45 16.47+0.81 -5.88 4.92
27.5 27.91£1.09 1.49 3.91 28.11£1.13 2.22 4.02

4.1.2.2.4. Kararhlik (Stabilite)

AML stok ve standart ¢ozeltilerinin ¢alisma siiresince kararli (stabil) kaldigi siireyi
belirlemek amaciyla kararlilik ¢alismasi gergeklestirildi. Bunun i¢in AML’nin ii¢ farkh
derisimde hazirlanan ¢ozeltileri oda sicakhigi, 4 ve -20 °C’de 24 ve 48 saat siireyle
bekletildi. Bu stireler sonunda ¢ozeltilerin pik akimlar 6lgiildii ve elde edilen degerler
hemen standart ¢ozeltilerin okunan degerleri ile kiyaslanarak sonuglar yiizde geri kazanim

ile Tablo 4.3’de verildi.
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Tablo 4.3. AML’nin kare dalga voltametrik yontemle belirlenen kararlilik (stabilite)

degerleri
Eklenen  Oda sicakhign  Oda sicaklig 4°C 4°C -20°C -20°C
(ug ml™) 24 saat 48 saat 24 saat 48 saat 24 saat 48 saat
10 99.1+5.72 101.1+£3.51 9794446 99.5+1.41 101.1+£3.51 99.3£1.79
20 102.1+4.62 98.5+4.21 99.1+£5.72  99.7+1.17  99.5+1.41  98.7£2.59
30 98.5+4.21 102.1+4.62  98.3+£3.15 99.7+1.17  97.6£3.23  99.1+1.68
4.1.2.2.5. Geri Kazamim

Farmasotik preparattan geri kazanim caligmalar1 standart ekleme yontemi ile
yapildi. Cardofix Plus tablet preparatmn smrasiyla 5 pg ml! derisimde ¢ozeltileri
hazirlanarak pik akimlar1 okundu. Sonra bu cozeltiler ilizerine AML’nin 3 farkh
derisimdeki standart ¢ozeltileri eklendi ve gilini¢i ve giinler arasi (farkli giinlerde en fazla
iki gilin) pik akimlar1 belirlendi. Belirlenen pik akimi degerleri ayni derisimdeki standart

coOzeltilerinin pik akimi degerleriyle kiyaslanarak sonuclar yiizde geri kazanim olarak

Tablo 4.4’de verildi.

Tablo 4.4. Kare dalga voltametrik yontemle belirlenen farmasotik preparatin giini¢i ve

giinler aras1 geri kazanim degerleri

Giinigi Giinler arasi
Preparat Eklenen  Bulunantstd. Geri % Bulunan Geri %
(ug ml™) sapma kazanom BSS  +std. sapma  kazanim BSS
Cardofix 5 49+0.13 98.0 2.65 5.1+0.18 102.0 3.53
Plus tablet 15 148+027 987 1.82 146+028 973 192
(5 pg ml™) 25 24.8940.418  99.6  1.68 25.16£0.597  100.6  2.37

4.2.2.1. Standart Cozeltilerin Hazirlanmasi
HCT’nin 0.04 M BR ¢ozeltisi icinde 100 pg ml' derisimde stok c¢ozeltisi
hazirlandi. Bu stok c¢ozeltilerden belirli hacimlerde alinip 0.04 M BR c¢ozeltisi ile

seyreltilerek 2.5, 5, 10, 15, 20, 25 ve 30 pg ml! derisimlerde HCT standart ¢alisma
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cozeltileri hazirlandi. HCT’ nin +1.03 Volt potansiyeldeki voltamogramlart alindi (Sekil

4.6).

3,000 uA

2,000 uA

Idif {4)

1,000 uA

0,000 A
500,0 mV 1,000 V 1,500 V 2,000V

Vstep (W)

Sekil 4.6. HCT etkin maddesinin 0.04 M BR ¢ozeltisi i¢cindeki
kare dalga voltamogramlar1 (2.5, 5, 10, 15, 20, 25 ve 30 ug ml™")

4.2.2.2. Yontemin Gecerlilik Testi (Validasyonu)

4.2.2.2.1. Dogrusal Aralk ve Kalibrasyon Egrisi

2.5-30 pg ml! derisim arahginda HCT c¢ozeltilerinin derisimlerine karst +1.03 V

potansiyelde okunan pik akim degerlerinin grafige gegirilmesi ile kalibrasyon egrileri elde

edildi (Sekil 4.7).
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Sekil 4.7. Kare dalga voltametrik yontem kalibrasyon egrisi

Kare Dalga Voltametrik yontemle elde edilen kalibrasyon egrilerinin regresyon

esitliklerinin istatistiksel analiz sonuglar1 Tablo 4.5°de verildi.

Tablo 4.5. Kare dalga voltametrik ¢aligmada HCT e ait kalibrasyon egrisinin istatistiki

degerleri
Parametreler Kare Dalga Voltametri

Potansiyel (E: V) +1.03
Dogrusal aralik (pg ml™) 2.5-30
Regresyon dogrusu denklemi A=0.0638x+0.3811
S 0.234
S 0.712
Korelasyon katsayis1 (r) 0.9941
St 1.73x10™

S.: Kaymanin standart sapmasi, Sp: Egimin standart sapmasi, S;: Korelasyon katsayisinin standart sapmasi

4.2.2.2.2. Gozlenebilme Sinir1 (LOD) ve Tayin Alt Sinir1 (LOQ)
HCT igin kalibrasyon egrisinin en kiigiik degerinden daha kii¢iik derisimlerde bir seri

¢Ozelti hazirland1 ve pik akimlari {i¢ kez okundu. Okunan degerlerin yiizde bagil standart
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sapma (% BSS) degerleri belirlendi. Yiizde bagil standart sapma degeri % 20’den kiigiik
olan derisim gdzlenebilme sinir1 ve % 10’dan kiiclik olan derisim de tayin alt sinir1 degeri
olarak tespit edildi. Kare Dalga voltametrik yontemin gézlenebilme sinir1 ve tayin alt sinir1
degerleri sirastyla 0.80 pug ml! ve 2.40 ug ml™! olarak bulundu.

4.2.2.2.3. Dogruluk ve Kesinlik

Yontemin dogrulugu ve kesinligi giini¢i ve giinler aras1 degiskenlerle belirlendi.
Kalibrasyon egrileri i¢ine diisen ii¢ farkl derisimdeki HCT ¢d6zeltilerinin giinici ve giinler
arasi (farkli gilinlerde en az iki giin) pik akimlarn ii¢ kez okundu. Okunan degerlerin
ortalamalar1 ve standart sapmalar1 belirlendi. Yontemin giini¢i ve giinler arasi kesinligi

yiizde bagil standart sapma (% BSS) ve dogruluk da bagil hata ile Tablo 4.6’da verildi.

Tablo 4.6. Kare dalga voltametrik yonteminin giinici ve giinler aras1 dogruluk ve kesinlik

degerleri
Giinigi Giinler arast

Eklenen Bulunantstd. % bagil % Bulunan +std. % bagil hata %

(ug ml™) sapma hata BSS Sapma BSS
7.5 7.294+0.19 -2.80 2.61 7.88+0.23 5.06 291
17.5 18.13+0.30 3.60 1.65 18.60+0.32 6.29 1.72
27.5 26.86+0.42 -2.32 1.56 28.04+0.59 1.96 2.10

4.2.2.2.4. Kararhlik (Stabilite)

HCT stok ve standart ¢ozeltilerinin ¢alisma siiresince kararl (stabil) kaldig: siireyi
belirlemek amaciyla kararlilik caligsmasi gergeklestirildi. Bunun i¢in HCT’ nin ii¢ farkl
derisimde hazirlanan ¢ozeltileri oda sicakhigi, 4 ve -20 °C’de 24 ve 48 saat siireyle
bekletildi. Bu siireler sonunda ¢ozeltilerin pik akimlar 6lgiildii ve elde edilen degerler
standart ¢ozeltilerin hemen okunan degerleri ile kiyaslanarak sonuclar yiizde geri kazanim

ile Tablo 4.7’de verildi.
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Tablo 4.7. HCT’ nin kare dalga voltametrik yontemle belirlenen kararlilik (stabilite)

degerleri
Eklenen  Oda sicakligi  Oda sicaklig 4°C 4°C -20°C -20°C
(ng ml ™) 24 saat 48 saat 24 saat 48 saat 24 saat 48 saat
10 99.1+1.68 97.9+4.46  99.5+1.43 98.842.56 101.1+3.52 99.4+1.79
20 99.8+1.18 99.1+£5.72  99.7+1.17 99.3+£5.41 101.1+£3.72 99.6+1.45
30 98.6+4.32 101.1+44.02  97.34£3.12 102.1+4.62  98.5+4.21 97.6+3.23
4.2.2.2.5. Geri Kazamim

Farmasotik preparattan geri kazanim caligmalar1 standart ekleme yontemi ile
yapildi. Cardofix Plus tablet preparatinin sirastyla 5 pg ml' derisimde ¢ozeltileri
hazirlanarak pik akimlar1 okundu. Sonra bu ¢o6zeltiler lizerine HCT’nin 3 farkh
derisimdeki standart ¢ozeltileri eklendi ve gilini¢i ve giinler arasi (farkli giinlerde en fazla
iki gilin) pik akimlar1 belirlendi. Belirlenen pik akimi degerleri ayni derisimdeki standart

coOzeltilerinin pik akimi degerleriyle kiyaslanarak sonuglar yiizde geri kazanim olarak

Tablo 4.8’de verildi.

Tablo 4.8. Kare dalga voltametrik yontemle belirlenen farmasotik preparatin giini¢i ve

giinler arasi geri kazanim degerleri

Giinigi Giinler arast
Preparat Eklenen Bulunantstd. Geri % Bulunan Geri %
(ug ml™) sapma kazannm BSS  =+std. Sapma  kazamim BSS
Cardofix 7.5 7.31+0.31 97.5 424 7.67£0.41 102.2 5.34
Plus tablet 175 1697+0.84 969 494 17.95+0.62 102.5  3.45

(5 pg ml™)
25 25.68+0.324 102.7 1.26 26.06+£0.589 104.2 2.26

4.2.2.3. Yontemin Farmasotik Preparatlara Uygulanmasi

Gelistirilen ve gecerlilik testi (validasyonu) yapilan yontemin uygulanabilir
oldugunu géormek amaciyla AML ve HCT igeren farmasdtik preparatta etkin madde miktar
analizi yapildi. Bu c¢alisma igin AML ve HCT igeren Cardofix Plus tabletten 25 pg ml’!

derisimde ¢Ozelti hazirlandi. Cozeltinin kare dalga voltametrik voltamogrami alinip pik
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akimi okundu. Voltamogram standart ¢ozeltilerin voltamogramlar: ile karsilastirildi ve

Sekil 4.8de verildi.

4,500 ub
4,000 us
3,500 ud
3,000 ud

2,500 uA

Iif ()

2,000 uA
1,500 ud
1,000 ud
300,0 nd
0,000 A

300,0 m\ 1,000 W 1,500 2000w

atep (W)

Sekil 4.8. Cardofix Plus farmasotik preparatinin kare dalga voltametrik voltamogrami

(25 pg ml)

4.4. Amlodipin I¢in Diferansiyel Puls Voltametri (DPV) Deneyinin Yapihsi

4.4.1. Standart Cozeltilerin Hazirlanmasi

AML BR tamponu (pH 5) iginde 100 pg ml"' derisimde stok ¢ozeltileri hazirlandi.
Bu stok cozeltilerden belirli hacimlerde alinip BR tamponu (pH=5) ¢ozeltisi ile
seyreltilerek 2.5, 5, 10, 15, 20, 25 ve 30 pg ml! derisimlerde AML standart ¢alisma

cozeltileri hazirlandi. AML +0.75 Volt potansiyeldeki voltamogramlart alind1 (Sekil 4.9).
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Sekil 4.9. AML etkin maddesinin BR tamponu ortaminda (pH 5) diferansiyel puls
voltamogramlar1 (2.5, 5, 10, 15, 20, 25 ve 30 ug ml™! ug ml™)

4.4.2. Diferansiyel Puls Voltametri Yonteminin Gegerlilik Testi (Validasyonu)

4.4.2.1. Dogrusal Aralik ve Kalibrasyon Egrisi

2.5-30 pg ml! derisim araliginda AML ¢ozeltilerinin derisimlerine kars1 +0.75 V
potansiyelde okunan pik akim degerlerinin grafige gecirilmesi ile kalibrasyon egrileri elde

edildi (Sekil 4.10).

Diferansiyel puls voltametrik yontemle elde edilen kalibrasyon egrilerinin

regresyon esitliklerinin istatistiksel analiz sonuglar1 Tablo 4.9°da verildi.
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Sekil 4.10. Diferansiyel puls voltametrik yontem kalibrasyon egrisi

Tablo 4.9. Diferansiyel puls voltametrik calismada AML’e ait kalibrasyon egrisinin

istatistiki degerleri

Parametreler Diferansiyel Puls Voltametri
Potansiyel (E: V) +0.75
Dogrusal aralik (pg ml™) 2.5-30
Regresyon dogrusu denklemi A=0.0116x+0.0138
S 0.512
So 0.143
Korelasyon katsayist (r) 0.9908
Sr 1.75x10*

S.: Kaymanin standart sapmasi, Sp: Egimin standart sapmasi, S;: Korelasyon katsayisinin standart sapmasi

4.4.2.2. Gozlenebilme Sinir1 (LOD) ve Tayin Alt Simir1 (LOQ)

AML ig¢in kalibrasyon egrisinin en kii¢iik degerinden daha kiigiik derisimlerde bir
seri ¢ozelti hazirland1 ve pik akimlar1 ii¢ kez okundu. Okunan degerlerin ylizde bagil
standart sapma (% BSS) degerleri belirlendi. Yiizde bagil standart sapma degeri % 20’den

kiiciik olan derisim gozlenebilme sinir1 ve % 10’dan kii¢iik olan derisim de tayin alt sinir1
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degeri olarak tespit edildi. Diferansiyel puls voltametrik yontemin gozlenebilme sinirt ve
tayin alt simir1 degerleri sirasiyla 0.80 pg ml™! ve 2.40 pg ml! olarak bulundu.

4.4.2.3. Dogruluk ve Kesinlik

Yontemin dogrulugu ve kesinligi giini¢ci ve giinler arasi degiskenlerle belirlendi.
Kalibrasyon egrileri i¢ine diisen ii¢ farkl derisimdeki HCT ¢d6zeltilerinin giinici ve giinler
arasi (farkli gilinlerde en az iki giin) pik akimlarn ii¢ kez okundu. Okunan degerlerin
ortalamalar1 ve standart sapmalar1 belirlendi. Yontemin giini¢i ve giinler arasi kesinligi

yiizde bagil standart sapma (% BSS) ve dogruluk da bagil hata ile Tablo 4.10’da verildi.

Tablo 4.10. Diferansiyel puls voltametrik yonteminin giini¢i ve gilinler aras1 dogruluk ve

kesinlik degerleri

Giinigi Ginler arast
Eklenen Bulunan#std. % bagil % Bulunan =std. % bagil hata %
(ug ml™h) sapma hata BSS sapma BSS
7.5 7.29+£0.19 -2.80 2.61 7.88+0.23 5.06 291
17.5 18.60+0.32 6.29 1.72 18.13+0.30 3.60 1.65
27.5 27.42+0.88 -0.29 3.20 27.64+0.93 0.51 3.36

4.4.2.4. Kararhlk (Stabilite)

AML stok ve standart ¢ozeltilerinin ¢alisma stiresince kararli (stabil) kaldig: siireyi
belirlemek amaciyla kararlilik ¢alismasi gergeklestirildi. Bunun i¢in HCT’ nin ii¢ farkl
derisimde hazirlanan ¢ozeltileri oda sicakhigi, 4 ve -20 °C’de 24 ve 48 saat siireyle
bekletildi. Bu siireler sonunda ¢ozeltilerin pik akimlar 6lgiildii ve elde edilen degerler

standart ¢ozeltilerin hemen okunan degerleri ile kiyaslanarak sonuglar yiizde geri kazanim

ile Tablo 4.11°de verildi.
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Tablo 4.11. AML’nin diferansiyel puls voltametrik yontemle belirlenen kararlilik
(stabilite) degerleri

Eklenen  Oda sicaklign  Oda sicaklig 4°C 4°C -20°C -20°C
(ng ml™) 24 saat 48 saat 24 saat 48 saat 24 saat 48 saat
10 99.3+£3.12  98.76£3.216  100.1+1.020 98.70+0.264 97.4+1.25 101.2+3.14
20 98.09+4.507 101.2+3.62 98.6+3.61  98.57£0.214 100.8£2.034  99.30+0.094
30 103.0£1.228  99.18+1.234  103.740.076  101.5£0.096  102.9+0.064 101.4 +4.12
4.4.2.5. Geri Kazanim

Farmasotik preparattan geri kazanim caligmalar1 standart ekleme yontemi ile
yapildi. Cardofix Plus tabletten 5 pug ml"! derisimde ¢ozeltileri hazirlanarak pik akimlar
okundu. Sonra bu c¢ozeltiler lizerine AML’nin 3 farkli derisimdeki standart ¢ozeltileri
eklendi ve giini¢i ve giinler aras1 (farkli giinlerde en fazla iki giin) pik akimlar1 belirlendi.
Belirlenen pik akimi degerleri aymi derisimdeki standart ¢ozeltilerinin pik akim

degerleriyle kiyaslanarak sonuglar yiizde geri kazanim olarak Tablo 4.12’de verildi.

Tablo 4.12. Diferansiyel puls voltametrik yontemle belirlenen farmasétik preparatin giinici

ve glinler aras1 geri kazanim degerleri

Giinigi Giinler arasi
Preparat Eklenen Bulunan#std.  Geri % Bulunan #std. Geri %
(ug ml™) sapma kazanim  BSS sapma kazanim BSS
5 49+0.13 98.0 2.65 5.1 £0.22 102.0 4.31
Cardofix 15 14.8+0.27 98.7 1.82 14.7+0.34 98.0 2.31
Plus tablet
25 25.4+0.92 101.6 3.62 25.1+0.84 1004 3.34

(5 pg ml')

4.5. Hidroklorotiyazid icin Diferansiyel Puls Voltametri (DPV) Deneyinin
Yapihsi

Diferansiyel puls voltametri deneylerinde kullanilan elektrokimyasal hiicrede, daha
once yapilan DPV deneylerinde belirlenen potansiyel penceresinde, DPV yontemi igin

gerekli parametreler ayarlandiktan sonra c¢aligmalar gergeklestirilmistir. HCT nin stok
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standart ¢ozeltisinden elde edilen farkli derisimler i¢in voltamogramlarin pik akimlari

kaydedilmistir.
4.5.1. Standart Cozeltilerin Hazirlanmasi

HCT BR tamponu (pH 5) iginde 100 pg ml! derisimde stok ¢ozeltileri hazirlandi.
Bu stok c¢ozeltilerden belirli hacimlerde alinip BR tamponu (pH 5) ¢ozeltisi ile

seyreltilerek 2.5, 5, 10, 15, 20, 25 ve 30 pg ml! derisimlerde HCT standart ¢alisma

cozeltileri hazirlandi. Hidroklorotiyazidin +1.01 Volt potansiyeldeki voltamogramlari

alindi (Sekil 4.11).
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Sekil 4.11. AML etkin maddesinin BR tamponu ortaminda (pH 5) diferansiyel puls
voltamogramlar1 (2.5, 5, 10, 15, 20, 25 ve 30 ug ml™)
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4.5.2. Diferansiyel Puls Voltametri Yonteminin Gecerlilik Testi (Validasyonu)

4.5.2.1. Dogrusal Aralik ve Kalibrasyon Egrisi

2.5-30 ug ml! derisim araliginda HCT c¢ozeltilerinin derisimlerine karst +1.01 V
potansiyelde okunan pik akim degerlerinin grafige gecirilmesi ile kalibrasyon egrileri elde

edildi (Sekil 4.12).

1,2 -
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R?=0,9916
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Akim (LA

0,4 -
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Sekil 4.12. Diferansiyel puls voltametrik yontem kalibrasyon egrisi

Diferansiyel puls voltametrik yontemle elde edilen kalibrasyon egrilerinin

regresyon esitliklerinin istatistiksel analiz sonuglar1 Tablo 4.13’de verildi.
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Tablo 4.13. Diferansiyel puls voltametrik calismada HCT’e ait kalibrasyon egrisinin

istatistiki degerleri

Parametreler Diferansiyel Puls Voltametri
Potansiyel (E: V) +1.01
Dogrusal aralik (pg ml™) 2.5-30
Regresyon dogrusu denklemi A=0.032x+0.1173
Sa 0.519
So 1.246
Korelasyon katsayist (1) 0.9916
Sr 1.72x10*

Sa: Kaymanin standart sapmasi, Sp: Egimin standart sapmast, S,: Korelasyon katsayisinin standart sapmasi

4.5.2.2. Gozlenebilme Sinir1 (LOD) ve Tayin Alt Simir1 (LOQ)

HCT ig¢in kalibrasyon egrisinin en kii¢lik degerinden daha kii¢iik derisimlerde bir seri
¢ozelti hazirland1 ve pik akimlar ii¢ kez okundu. Okunan degerlerin yiizde bagil standart
sapma (% BSS) degerleri belirlendi. Yiizde bagil standart sapma degeri % 20’den kiigiik
olan derisim gozlenebilme sinir1 ve % 10’dan kiiciik olan derisim de tayin alt sinir1 degeri
olarak tespit edildi. Diferansiyel puls voltametrik yontemin gozlenebilme sinir1 ve tayin alt
sinirt degerleri sirastyla 0.80 pg ml! ve 2.40 pg ml™! olarak bulundu.

4.5.2.3. Dogruluk ve Kesinlik

Yontemin dogrulugu ve kesinligi giini¢i ve gilinler arasi degiskenlerle belirlendi.
Kalibrasyon egrileri i¢ine diisen ii¢ farkli derisimdeki HCT ¢dzeltilerinin giinigi ve giinler
arast (farkli giinlerde en az iki giin) pik akimlar {i¢ kez okundu. Okunan degerlerin
ortalamalar1 ve standart sapmalar1 belirlendi. Yontemin giini¢i ve giinler arasi kesinligi

yiizde bagil standart sapma (% BSS) ve dogruluk da bagil hata ile Tablo 4.14’da verildi.
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Tablo 4.14. Diferansiyel puls voltametrik yonteminin giini¢i ve giinler aras1 dogruluk ve

kesinlik degerleri

Giinigi Giinler arasi
Eklenen Bulunantstd. % bagil % Bulunan +std. % bagil hata %
(ug ml™h) sapma hata BSS sapma BSS
7.5 7.69+£0.25 2.53 3.25 7.79+0.34 3.86 4.36
17.5 16.81+0.71 -3.94 4.22 18.42+0.77 5.25 4.18
27.5 27.18+1.09 -1.16 4.01 27.23+1.29 -3.98 4.74

4.5.2.4. Kararhhk (Stabilite)

HCT stok ve standart ¢ozeltilerinin ¢alisma siiresince kararli (stabil) kaldig: siireyi
belirlemek amaciyla kararlilik ¢alismasi gergeklestirildi. Bunun i¢in HCT’ nin ii¢ farkl
derisimde hazirlanan ¢ozeltileri oda sicakhigi, 4 ve -20 °C’de 24 ve 48 saat siireyle
bekletildi. Bu siireler sonunda ¢ozeltilerin pik akimlar 6lgiildii ve elde edilen degerler
standart ¢ozeltilerin hemen okunan degerleri ile kiyaslanarak sonuglar yiizde geri kazanim

ile Tablo 4.15°de verildi.

Tablo 4.15. HCT’nin diferansiyel puls voltametrik yontemle belirlenen kararlilik
(stabilite) degerleri

Eklenen  Oda sicakligi  Oda sicakligi 4°C 4°C -20°C -20°C
(ng ml™) 24 saat 48 saat 24 saat 48 saat 24 saat 48 saat
10 99.7+1.17 99.5+1.41 98.74+2.59 99.5+1.41 97.6+£3.23 99.1£1.68
20 99.7+1.17 102.3+4.12 101.4+5.06 99.1+5.72 102.1+4.62 98.34£3.15
30 98.5+4.21 99.6 + 5.84 99.1 +£3.52 102.1+4.62 98.3+322 102.3+3.72
4.5.2.5 Geri Kazanim

Farmasotik preparattan geri kazanim g¢alismalart standart ekleme yontemi ile
yapildi. Cardofix Plus tabletten 5 pg ml' derisimde ¢dzeltileri hazirlanarak pik akimlar
okundu. Sonra bu c¢ozeltiler lizerine HCT’nin 3 farkli derisimdeki standart ¢ozeltileri

eklendi ve giini¢i ve giinler aras1 (farkli gilinlerde en fazla iki giin) pik akimlar1 belirlendi.
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Belirlenen pik akimi degerleri ayni derisimdeki standart c¢ozeltilerinin pik akimi

degerleriyle kiyaslanarak sonuglar yilizde geri kazanim olarak Tablo 4.16’da verildi.

Tablo 4.16. Diferansiyel puls voltametrik yontemle belirlenen farmasotik preparatin giinigi

ve giinler aras1 geri kazanim degerleri

Giinigi Giinler arast
Preparat Eklenen Bulunantstd.  Geri % Bulunan +std. Geri %
(ug ml™ sapma kazanim  BSS sapma kazanim BSS
Cardofix 5 4.8 +0.20 96.0 4.17 5.2+0.21 1040 4.04
Ps lus mbllff 15 145+£029 967 200 146+028 973 192
(5 ngmb) 25 2524063 1008 250 2534102 1012  4.03

4.5.2.6. Yontemin Farmasotik Preparatlara Uygulanmasi

Gelistirilen ve gecerlilik testi (validasyonu) yapilan yontemin uygulanabilir
oldugunu gérmek amaciyla AML ve HCT igeren farmasoétik preparatta etkin madde miktar
analizi yapildi. Bu ¢alisma igin AML ve HCT igeren Cardofix Plus tabletten 25 pg ml!
derisimde ¢ozelti hazirlandi. Cozeltinin DPV voltamogrami aliip pik akimi okundu.

Voltamogram standart ¢ozeltilerin voltamogramlari ile karsilastirildi (Sekil 4.13).
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5. TARTISMA

Analitik kimya, kimyasal analizle ugrasan bir bilim dalidir. Analitik kimyada
herhangi bir maddeyi analiz etmek icin kullanilacak analitik yontemlerin {stlinliikleri ve
sinirlamalart hakkinda yeteri kadar bir bilgi donanimina ve iyi bir karar verme yetisine
sahip olmak gerekir. Ayrica analizi yapilacak madde ile ilgili iyi bir literatiir taramasinin
yapilmis olmasi1 da gerekmektedir. Aslinda analitik bir yOntemin nasil segilecegi
konusunda net bir sey sdylemek miimkiin degildir; ¢iinkii laboratuvar kosullarina bagh
olarak kullanilacak yontemler degisebildiginden dolay1 her zaman en iyi yol sadece bir
tane olamayabilir. Kosullara bagli olarak kullanilacak yontemler degisebilmektedir.
Bundan dolay1 analitik kimya ¢alismalar1 ¢ok biiyiik bir ¢esitlilik arz eder.

llag analizlerinde kullanilacak yontem segimi analizin gergeklestirildigi ortama
(farmasotik  preparat veya biyolojik materyal) ve laboratuvar kosullarmma gore
yapilmaktadir. Bir analiz i¢in analitik yontem gelistirildikten sonra bu yoOntemin
uygulanabilir oldugunu gostermek icin dogrusal aralik, dogruluk, kesinlik, gdzlenebilme
siirt, tayin alt smiri, geri kazanim ve stabilite parametreleri incelenerek yontemin
gegcerlilik testinin (validasyonunun) yapilmasi gerekmektedir.

Bu c¢alismada AML ve HCT ilag etkin maddelerinin oncelikle elektrokimyasal
davranigi, doniisiimlii voltametri yontemi ile tersinirlik ve adsorpsiyon ozellikleri gibi
ozelliklerinin incelenmesi amaglandi. Bu diisiinceyle derisim, pH, tarama hiz1 gibi
deneysel parametreler degistirilerek, en uygun deneysel kosullar belirlenmis ve bu
kosullarda nicel tayin ¢alismalar1 gergeklestirilmistir. Genel olarak biitiin elektrokimyasal
yotemlerde potansiyel, akim ve zaman parametreleri bulunur ve bu parametreler yontemin

adin1 belirler.”®
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Voltametride deneyler iiclii elektrot sisteminde gergeklestirilmektedir. Ug
elektrottan birisi zamanla potansiyeli degistirilen indikatoér elektrot veya calisma
elektrotudur.®

Voltametride indikatdr elektrot olarak, platin, paladyum, altin, civa, cams1 karbon
elektrot gibi elektrotlar yaygin olarak kullanilmaktadir. Referans elektrotun potansiyeli
deney siiresince sabit kalir. Glinlimiizde referans elektrot olarak genellikle Ag/AgCl veya
doymus kalomel elektrot kullanilir. Elektrot sistemindeki {i¢iincii elektrot ise karsit veya
yardimet elektrottur. Karsit elektrot olarak ise genellikle Pt tel kullanilir.®!

Voltametride akim, calisma elektrodu {lizerinde maddelerin yiikseltgenmesi veya
indirgenmesi sonucunda gerceklesir. Yiikseltgenmeden dolay1 olusan akima ise anodik
akim ve indirgenmeden dolay1 olusan akima katodik akim denilmektedir.

AML ve HCT etkin maddeleri i¢in yapilan literatiir aragtirmasinda miktar
tayinine yonelik UV dedektorlii HPLC, LC-MS, LC-MS/MS gibi kromatografik
yontemlere ulagilmistir.

Voltametrik analizde kati elektrotlarla yapilan caligmalardaki en 6nemli problem
maddelerin ylizeyde tutulmalar1 nedeniyle elektrot yiizeyinin kolayca temizlenememesi ve
bu nedenle tekrar edilebilirligin kotii olmasidir. Bunun i¢in zimpara ile veya aliimina ile
parlatma veya elektrokimyasal ©6n islemler yapilmaktadir® Bu engeli ortadan
kaldirabilmek icin modifiye elektrotlar veya 6zellikleri degistirilerek gelistirilmis elektrot
dizayn ¢aligmalarinin yapilabilmesi saglanmistir.

AML ve HCT’nin elektrokimyasal davramiglarini incelemeden once, 0.04 M
Britton-Robinson (BR) ortami i¢in potansiyel penceresi belirlendi. Bu amagla, 0.04 M BR
ortaminda 50 pg ml! olarak hazirlanan AML ve HCT g¢ozeltilerinin doniisiimlii
voltamogrami alind1 ve Sekil 4.1°de verildi. Sekil 4.1 den de goriilecegi gibi +0.50 V ile

+1.50 V araliginda ¢oziicii sistemine ait herhangi bir indirgenme-yiikseltgenme pikine
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rastlanmadi. Bu nedenle, ¢aligmaya uygun potansiyel penceresinin +0.50 V ile +1.50 V
olarak sec¢ilmesine karar verildi. 0.04 M BR ile hazirlanan AML ve HCT ¢ozeltilerinin,
100 m Vs! tarama hizinda, +0.50 V ile +1.50 V potansiyel araliinda camsi karbon
elektrot kullanilarak alinan doniisiimlii voltamogrami Sekil 4.1°de goriilmektedir.

Sekil 4.1° de elektrokimyasal davranisi incelenen AML ve HCT’e ait elde edilen
voltamogramda, bir anodik pik gozlenirken katodik pike rastlanmadi. Asidik ortamda
anodik pik potansiyeli AML i¢in +0.80 V, HCT igin +1.03 V’dur. Voltamogramlarda bir
katodik pikin gdzlenmemesi, AML ve HCT’nin yiikseltgenmesinin tersinmez
olabileceginin bir gostergesidir.

AML ve HCT nin elektrot ylizeyine adsorplanip adsorplanmadiginin belirlenmesi
icin doniisiimlii voltametri yontemi kullanildi. AML ve HCT ’nin elektrot yilizeyine adsorbe
olup olmadigr farkli tarama hizlarinda doniisiimlii voltamogramlar1 alinarak pik
akimlariin tarama hiziyla degisiminden yararlanildi.

Bu amagla log ip-log v grafikleri ¢izildi. Bilindigi gibi, difiizyon dikkate alinarak
tiiretilen ve doniistimlii voltamogramdaki pik akimini veren Randless-Sevcik esitliginden,
log ip ve log v arasinda, egimi 0.5 olan bir dogru elde edilir.

Maddenin elektrot yilizeyinde adsorpsiyonu séz konusu ise, bu bagintidan ve
dolayistyla 0.5’den sapmalar meydana gelir ve genellikle bu durumda grafiklerin egimi
0.5’den biiyiik olur.%? Yapilan calismada cizilen log ip ve log v arasindaki grafikte egimin
AML i¢in 0.531 ve HCT i¢in 0.541 olmasi difiizyon kontrollii mekanizma yaninda AML
ve HCT nin elektrot ylizeyinde adsorpsiyonu da s6z konusudur.

Kare dalga voltametri yonteminde +0.80 V potansiyeldeki 2.5-30 pg ml!
derisime sahip AML standart ¢ozeltilerinin voltamogramlar1 alind1 (Sekil 4.4). Ayrica
yontemin dogrusal oldugu derisim araligida (2.5-30 pg ml') AML ¢ozeltisi derisimine

kars1 okunan pik akimlar siddeti degerleri grafige gecirilerek kalibrasyon egrisi elde
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edildi. Voltametri yOnteminin kalibrasyon egrisinin regresyon analizinden regresyon
dogrusu denklemi ve korelasyon katsayisi (r) sirasiyla y=0.0264x+0.1369 (y: Pik akim
siddeti, x: derigim) ve 0.9986 olarak, yontemin gozlenebilme sinir1 (LOD) degeri 0.80 pg

! ve tayin alt sinir1 (LOQ) degeri ise 2.40 ug ml! olarak belirlendi. Giinigi ve giinler

ml
arast kesinlik belirlenmesinde yiizde bagil standart sapma (% BSS) ve dogruluk
belirlenmesinde bagil hata degerleri sirasiyla % 5.34 ve % 5.88’den kiiciik olarak tespit
edildi. Yontemin uygulamast AML ve HCT igeren farmasdtik preparatlardan Cardofix
Plus tablette miktar analizi yapilarak gerceklestirildi. Yontemin farmasotik preparattan
geri kazanim degerleri % 97.3 ile % 102 arasinda oldugu belirlendi.

HCT i¢in gelistirilen kare dalga voltametri yonteminde ise; +1.03 V potansiyelde
2.5-30 pg ml' derisim aralifinda okunan kare dalga voltamogramlarmin pik akim
siddetleri kullanilarak kalibrasyon egrisi {iretildi. Kalibrasyon egrisinin regresyon
analizinden elde edilen regresyon denklemi ve korelasyon Kkatsayist sirastyla
y=0.0638x+0.3811 ve r’=0.9941 olarak bulunmustur. Yéntemin LOD ve LOQ degerleri
sirastyla 0.80 ug ml™! ve 2.40 ug ml™! olarak bulunmustur. Giinigi ve giinler aras1 %BSS ve
% bagil hata degerleri sirasiyla % 5.06 ve % 6.29 olarak tespit edilmistir. YOntemin
uygulanmast AML ve HCT igeren farmasétik preparatlardan Cardofix Plus tablette miktar
analizi yapilarak gelistirildi. Yontemin farmasotik preparattan geri kazanim degerleri
%96.9 ile %102.7 arasinda oldugu belirlendi.

Diferansiyel puls voltametri yonteminde +0.75 V potansiyeldeki 2.5-30 ug ml™!
derisime sahip AML standart ¢ozeltilerinin voltamogramlar: alind1 (Sekil 4.9). Ayrica
yontemin dogrusal oldugu derisim araligida (2.5-30 pg ml') AML ¢ozeltisi derisimine
kars1 okunan pik akimlar siddeti degerleri grafige gecirilerek kalibrasyon egrisi elde

edildi. Voltametri yonteminin kalibrasyon egrisinin regresyon analizinden regresyon

dogrusu denklemi ve korelasyon katsayisi (r) sirasiyla y=0.0116x+0.0138 (y: Pik akim
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siddeti, x: derigsim) ve 0.9908 olarak, yontemin gozlenebilme sinir1 (LOD) degeri 0.80 pg
ml! ve tayin alt sinirt (LOQ) degeri ise 2.40 ug ml™! olarak belirlendi. Giinigi ve giinler
arast kesinlik belirlenmesinde yiizde bagil standart sapma (% BSS) ve dogruluk
belirlenmesinde bagil hata degerleri, sirasiyla % 3.36 ve % 6.29’dan kiiciik olarak tespit
edildi. Yontemin uygulamast AML ve HCT igeren farmasdtik preparatlardan Cardofix
Plus tablette miktar analizi yapilarak gerceklestirildi. Yontemin farmasotik preparattan
geri kazanim degerleri % 98 ile % 102 arasinda oldugu belirlendi.

HCT icin gelistirilen diferansiyel puls voltametri yonteminde ise; +1.01 V
potansiyelde 2.5-30 pg ml! derisim araliginda okunan diferansiyel puls
voltamogramlariin pik akim siddetleri kullanilarak kalibrasyon egrisi {iretildi.
Kalibrasyon egrisinin regresyon analizinden elde edilen regresyon denklemi ve korelasyon
katsay1s1 sirastyla y=0.032x+0.1173 ve 1*=0.9916 olarak bulunmustur. Yéntemin LOD ve
LOQ degerleri sirasiyla 0.80 pg ml! ve 2.40 ug ml! olarak bulunmustur. Giinigi ve giinler
aras1 %BSS ve % bagil hata degerleri sirasiyla % 4.74 ve % 5.25 olarak tespit edilmistir.
Yontemin uygulanmast AML ve HCT igeren farmasotik preparatlardan Cardofix Plus
tablette miktar analizi yapilarak gelistirildi. Yontemin farmasotik preparattan geri kazanim
degerleri %96.7 ile %104 arasinda oldugu belirlendi.

Bu tez calismasinda gelistirilen yontemin farmasoétik preparatlardan geri kazanim
degerleri de oldukga yiiksektir. Bu yontemlerin baska bir avantaji da herhangi bir 6n
zenginlestirme, ekstraksiyon veya uzun bir numune hazirlama islemine gerek duyulmadan
dogrudan o6l¢iim yapilabilmesine izin vermesidir. Bu nedenle ila¢ endiistrisinde kalite
kontrol calismalarinda kare dalga ve diferansiyel puls voltametri yontemleri basariyla

uygulanabilir.
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6. SONUC VE ONERILER

Bu calismada, AML ve HCT etkin maddesinin standart ¢ozeltilerde ve farmasotik
preparatlarda ayni anda miktar tayini i¢in literatiirdeki yontemlere alternatif olacak kare
dalga ve diferansiyel puls voltametri yontemleri gelistirilip gecerlilik testi yapildi.

Gelistirilen bu yontem hassas, duyarli, segici, dogru ve kesin oldugu gegerlilik testi
ile gosterildiginden dolay1r yontemin farmasotik preparatlarda AML ve HCT’nin miktar
tayini i¢in uygulanabilir oldugu sonucuna varildi. Bu calismadan elde edilen verilerin
ileriki ¢aligmalara da yol gdsterici olacag diisiiniilmektedir.

Bunlar;

Hipertansiyon hastaliginda kullanilan ilaglarin analizleri i¢in kromatografik
sistemler pahali organik solvanlar1 kullanirken, gelistirilen yontemlerde minimum solvan
sarfiyatt bulunmaktadir. Bunun i¢in 6n zenginlestirme, ekstraksiyon veya tiirevlendirme
gibi basamaklara ihtiya¢ duyulmadan kare dalga ve diferansiyel puls voltametri yontemi
ile direkt dl¢lim yapilmasiyla literatiirdeki diger yontemlere alternatif olabilir. Bu anlamda
yapilan tez 6zgiin bir ¢caligmadir.

Ayrica yliriitiilen aragtirmanin bilimsel katkis1 ve pratik sonuglari sunlardir:

- Segilen AML ve HCT etkin maddelerinin yiikseltgenme ve indirgenme mekanizmasi
aydinlatilmig, boylece bu etkin maddelerin viicutta nasil bir mekanizma ile metabolize
oldugu hakkinda in vitro olarak bilgi sahibi olunmaya calisilmistir.

- AML ve HCT etkin maddesinin ileride insan plazmasinda tayini i¢in Onerilecek
ekonomik ve rutin analizlere uygulanabilecek 6zgilin bir yontem gelistirilmis oldu. Bu
nedenle ozellikle tip ve eczacilik alanlarinda rutin analizlerin yapilmasi kolaylasacak ve

cok sayida analiz kisa siirede yapilabilecektir.
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