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ONSOZ

Telmisartan anjiyotensin II (Tipl) reseptor blokorii ve Hidroklorotiazit’de tiazit
grubu diiiretik ilaglar grubunda yer alan antihipertansif etkili ilaglardir. Bu iki ilacin
birlikte kullanim1 daha etkin bir tedaviyi saglamaktadir. Tez kapsaminda bu ikili ilag
karigiminin ayn1 anda analizi i¢in en uygun kolon ve hareketli faz kompozisyonu ve
akis hizinin etkisi incelenmis ve yeni, basit, hizli, duyarli ve secici bir analiz yontemi
gelistirilmeye c¢alisilmistir. Gelistirilen yontemin bu maddelerin dozaj formlarindan
ayn1 anda analizine uygulanabilirligi arastirilmistir.
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1. GIRIS

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

parametredir.

Bugiin kabul edilen kan basinct degeri dinlenme halindeki normal bir yetiskinde
120/80 mmHg'dir (milimetre civa). Herhangi bir kiside kan basinci uyku sirasinda
diisiik, sinirli ya da heyecanliyken yiiksektir. Normal sartlarda, siirekli olarak kan
basinci 120/80 mmHg {izerinde olan kisiler hipertansiyon hastaligi aday: kabul
edilmektedir. Kan basinci siirekli olarak 140/90 mmHg ve iizerinde bir basingla
seyrediyorsa hipertansiyondan bahsedilir. Hipertansiyon kalp hastaliklar i¢in temel
bir risk faktoriidiir. Eger tedavi edilmezse beyin, dolasim, kalp, damar, géz ve bobrek
hastaliklar1 i¢in temel hazirlar. Bir kez teshis yapilip tedaviye baslanirsa artan kan
basinc1 distirtilebilir, kalp ve dolasim sistemindeki hastalik riski azaltilabilir.
Sanayilesmis iilkelerdeki yetiskin niifusun %10-20 kadarinda hipertansiyon
bulundugu hesaplanmaktadir. Kisinin yasi, cinsiyeti ve irki hipertansiyon sikligi
konusunda belirleyici faktorlerdir. Kisi yasinin hipertansiyona olan katkis1 6ncelikle
damarlarda yaslanmaya eslik eden anormalliklerdir. Bu durum o&zellikle de kani
kalpten damarlara tagiyan damarlardaki esneklik kaybi ile agiklanabilir. Ancak yasla
hipertansiyon arasindaki bu baglantiya bazi ilkel toplumlarda hi¢ rastlanmamaktadir.
Bu durumda etkili faktoriin "uygarlasma" ve bununla baglantili yasam bi¢imi oldugu
da sdylenebilir. Tuz kullanimi, asir1 beslenme, hareketsiz yasam, stres, vs buna neden
olan faktorler arasinda sayilabilir. Hipertansiyon ciddi bir durumdur. Hipertansiyon,
kendi basina oldiiriicii degildir; fakat tedavi edilmedigi zaman hipertansiyonun
sonuclar1 Oldiirlicii  olabilir (O’Neil, 2001; Sweetman, 2007; Duplay, 2007;
RxMediapharma, 2008).

Hipertansiyon kalbi zorlayarak kalp yetmezligine de neden olabilir. Ustelik

ateroskleroz ve bunun yol agabilecegi iskemik kalp hastaligi (belli bir bolgede kan



akiminin kesilmesi nedeniyle olusan gecici kansizlik sonucu dokularin hava
alamamasi) riskini de 6nemli Slgiide arttirir. Buna ek olarak; hipertansiyonlu hastalar
kanama ve beyindeki kan damarlarinin pihtiyla tikanmasi olayina digerlerinden daha
kolay yakalanirlar. Hipertansiyon ayrica koroner arter hastaligina da biiylik katkida
bulunur ki, bu hastalik sanayilesmis toplumlarda Sliimlerin baslica nedenlerinden
biridir. Biitlin bu olgular tedavi edilmeyen hipertansiyonun sonuglar1 olup,
hipertansiyona bagli morbidite (hastalik) veya mortalite (6liim) biiyiik bir boliimiinii

olusturur.

Hipertansiyon, nedenine gore 2 grupta siniflandirabilir.

i.  esansiyel (primer - birincil) hipertansiyon

ii.  sekonder (ikincil) hipertansiyon

Hipertansiyon vakalarinin yaklasik %90'1, nedeni (etiyoloji) bilinmediginden primer
ya da "esansiyel" hipertansiyon olarak adlandirilir. Hipertansiyon vakalarimin geriye
kalan boliimiine, yani yaklasik %10'una bu durumun nedeni bilindiginden "sekonder"
hipertansiyon denir. Boébrek kokenli olan (renal) hipertansiyon bunlarin en yaygin
olanidir. Kan basincinin istenen seviyelerde kontrolii, tedavideki tek amag¢ degildir.
Bunun yani sira yasam kalitesinin yiikseltilmesi, tedavi yan etkilerinin en azda
tutulmasi, tedavi maliyetinin azaltilmasi, komplikasyonlarin engellenmesi, 6lim
oranlarinin azaltilmas1 ve eslik eden hastaliklarin da (ateroskleroz, iskemik kalp
hastaligi, dislipidemi vb) Onlenmesi/iyilestirilmesi, tedavi amacglar1 arasindadir

(O’Neil, 2001; Sweetman, 2007; Duplay, 2007; RxMediapharma, 2008).

Tedavi ii¢ grupta incelenebilir.

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

iii.  Cerrahi tedavi.



Giliniimiizde degisik gruplardan ilaglar, birgok etki mekanizmasiyla hipertansiyon
tedavisinde kullanilmaktadir. Bu da hipertansiyon tedavisinde ilag se¢imini ¢ok

onemli hale getirmektedir.

Antihipertansif ilaclarin simiflamasi: Antihipertansif ilaclar asagidaki sekilde
siralanabilir ve tedavide genellikle ilk 6 grupta yer alan ilaglar kullanilmaktadir

(O’Neil, 2001; Sweetman, 2007; Duplay, 2007; RxMediapharma, 2008).

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

Xx.  Sadece hipertansif kriz tedavisinde kullanilan ilaglar



1.1. Angiotensin - IT Reseptor Antagonistler (Sartanlar) :

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

Kandesartan, Irbesartan, Telmisartan, Eprosartan’dur.

Glglii vazokonstriktif angiotensin II'nin (AT II) AT, reseptére yapismasini

Onleyerek etki gosterirler. Bradikinin {izerine ACE-inhibitorleri gibi etkileri yoktur.

Arteryel hipertansiyon sol ventrikiil hipertrofisinin énemli nedenlerinden birisidir.
Hipertansiyonun sol ventrikiile olan etkisi olduk¢a karmasik olup bazi hipertansif
hastalarda sol ventrikiil kitlesi artarken bazilarinda ise normal kalmaktadir. Arteryel
hipertansiyonda sol ventrikiil hipertrofisinin, anjiyotensin II reseptorlerinin
uyartlmasina bagli olarak olustugu sdylenmektedir. Basing yiiklenmesinin
kardiyovaskiiler sistemde olusturdugu ilk etki ventrikiiler hipertrofik degisimlerdir.
Renin-anjiotensin-aldosteron sisteminin (RAAS) aktif hormonu, ACE (anjiotensin
doniistiirlicii enzim) etkisiyle AT;' den meydana getirilen AT II’dir. Anjiyotensin II,
renin-anjiyotensin-aldesteron sisteminin en Onemli vazoaktif hormonudur ve
hipertansiyon ve diger kardiyovaskiiler bozukluklarin fizyopatolojisinde 6nemli bir
rol oynar. AT II reseptdr antagonistleri son yillarda yaygin olarak kullanilmaktadir.
ACE inhibitorlerine benzer antihipertansif etkinlige ve diisiik bir yan etki
potansiyeline sahiptirler. AT, reseptorlerini segici ve yarismali olarak bloke ederler.
Anjiotensin II g¢esitli dokularin hiicre membranlarindaki spesifik reseptorlere
baglanir. Ayrica viicutta sodyum tutulmasini ve aldosteron salgilanmasini tesvik
eder. Anjiyotensin II'nin vazokonstriiksiyon, aldosteron saliniminin uyarilmasi, tuz
ve su dengesinin diizenlenmesi ve hiicre biliylimesinin uyarilmasi gibi temel
fizyolojik etkileri tip I reseptorii (AT;) araciligiyla olur (O’Neil, 2001; Sweetman,
2007; Duplay, 2007; RxMediapharma, 2008).



Valsartan

Valsartan, oral yolla alindig1 zaman aktif olan, spesifik bir anjiotensin II (AT II)
reseptdr antagonistidir. Ozellikle AT, reseptdr alt-tipi iizerinde segici bir etki
gosterir. AT, reseptoriinde hicbir kismi agonist etkisi olmayan valsartanin bu
reseptore olan afinitesi, AT II reseptoriine olan etkisinin yaklasik 20 000 katidir.
Valsartan, ayni zamanda kininaz II adiyla da bilinen, AT;'1 anjiotensin II'ye
doniistiiren ve bradikinini pargalayan bir enzim olan “anjiotensin doniistliriicii
enzimi” (ACE) inhibe etmez. Valsartan, diger hormon reseptorlerine veya
kardiyovaskiiler diizenlemede 6nemli olduklar1 bilinen iyon kanallarina baglanmaz
ya da onlar1 bloke etmez. Hipertansiyon hastalarina valsartan verilmesi sonucunda,
nabiz sayist degismez ve kan basinci azalir. Hastalarin ¢ogunda antihipertansif etki,
bir tek oral dozun alinmasindan sonraki 2 saat igerisinde baslar ve 4-6 saat igerisinde
en yiiksek diizeye ulasir. Antihipertansif etki dozun verilmesinden sonra 24 saat
boyunca devam eder. Tekrarlanan dozlar kullanildigr zaman, maksimal kan basinci
azalmasi, hangi doz kullanilirsa kullanilsin genellikle 2-4 hafta igerisinde elde edilir
ve uzun siireli tedavi sirasinda ayni sekilde devam eder. Valsartanin hidroklorotiazit
ile birlikte kullanilmasi, kan basincinda onemli bir ilave azalma saglar. Agizdan
alman valsartan hizla emilir, ancak emilen miktar ¢ok degisik olabilir.Valsartan

iceren Diovan® i¢in ortalama mutlak biyoyararlanim %23 'tiir.

Odem, asteni, uykusuzluk, deri dokiintiisii, libido azalmasi, bas ddénmesi tesbit
edilebilen yan etkileridir. Valsartan plazma proteinlerine giliglii bir sekilde

baglandigindan, hemodiyaliz yoluyla viicuttan uzaklastirilamaz.

Kandesartan Sileksetil

Kandesartan sileksetil oral kullanima uygun bir 6n ilagtir. Gastro-intestinal kanaldan
emilimi sirasinda ester hidrolizi sonucu hizla, aktif formu olan kandesartana doniisiir.
Kandesartan, AT, reseptorlerine selektif olarak siki baglanan ve yavas ayrilan, bir

anjiyotensin II reseptdr antagonistidir. Agonist aktivitesi yoktur. Kandesartan,



anjiyotensin I'1 anjiyotensin II'ye ¢eviren ve bradikinini pargalayan ADE'i
(anjiyotensin doniistiirlicii  enzim) inhibe etmez. Kandesartan, diger hormon
reseptorlerine veya kardiyovaskiiler regililasyonda o6nemli oldugu bilinen iyon
kanallarina baglanmaz veya bloke etmez. Anjiyotensin II reseptdrleri antagonizmasi,
plazma renin diizeylerinde, anjiyotensin I ve anjiyotensin II diizeylerinde doza bagh
artiglara ve plazma aldosteron derisiminde de diisiise sebep olur. Kandesartan,
hipertansiyon tedavisinde, arteriyel kan basincinda uzun etkili ve doza bagh bir
diisiis saglayarak etki gosterir. Antihipertansif etkisi, kalp hizinda refleks artisa
neden olmadan sistemik periferik direnci azaltmasina baghdir. Tek dozluk kullanimi
takiben, antihipertansif etki genellikle 2 saat iginde baslar. ila¢ herhangi bir dozda
devamli kullanildiginda, kan basincindaki diisiisiin biiyiik bir kism1 genellikle 4 hafta
icinde elde edilir ve uzun siireli tedavi ile kan basincindaki bu seviye devam ettirilir.
Dozaj formu olan Atacand®’in giinde tek doz kullanimi, kan basincinda 24 saat
boyunca etkili ve diizglin bir azalmaya neden olur. Atacand®, hidroklorotiazit ile
birlikte kullanildiginda aditif antihipertansif etki ortaya c¢ikar. Kandesartan,
hidroklorotiazit ya da amlodipin ile birlikte kullanildiginda iyi tolere edilmistir. Oral
uygulandiktan sonra, kandesartan sileksetil ilacin aktif formu olan kandesartana
dontisiir.  Oral kandesartan sileksetil  soliisyonunun alinmasindan sonra
kandesartan’in mutlak biyoyararlanimi1 yaklasik %40'tir. Ayni oral soliisyon ile
karsilagtirilan tablet formunun bagil biyoyararlanimi, yaklasik %34°diir. Dolayisiyla
tabletin mutlak biyoyararlanimi %14’diir. Tablet alinmasindan sonra en yliksek
serum derisimine (Cmax) 3-4 saat'te ulasilir. Kandesartan esas olarak idrar ve safra
yoluyla degismeden atilir, ¢ok kiiciik bir kismi karacigerde metabolize edildikten
sonra atilir. Kandesartan’in yarilanma siiresi yaklagitk 9 saattir. Tekrarlanan

dozlardan sonra birikme 6zelligi gdstermez.

Losartan

Losartan bir non-peptid angiotensin II reseptdr antagonistidir. Losartan viicutta
dontstiigi aktif metaboliti ile birlikte selektif olarak AT; reseptorlerine baglanarak
angiotensin II’nin vazokonstriktor ve aldosteron salgilatici etkilerini bloke eder ve bu

yolla antihipertansif etki gdsterir. Gerek losartan gerek onun aktif ana metabolitinin



AT, reseptorlerinde parsiyel agonist aktivitesi yoktur. In vitro arastirmalarda
losartanin AT; reseptorleri i¢in geri doniisiimlii ve kompetitif bir inhibitér oldugu,
aktif metabolitinin ise geri donilisiimlii ve non-kompetitif inhibitor etki gosterdigi ve
losartana gore agirlikca 10-40 kat daha aktif oldugu gosterilmistir. Renin-
angiotensin-aldosteron sisteminin, kan basinci, kan hacmi ve sodyum iyonunun
kontrol ve regiilasyonunda 6nemli fonksiyonu vardir. Hipotansiyon, hipovolemi ve
hiponatremi bu sistemi aktive eder. Renin sekresyonu artar, renin kandaki
angiotensinojeni angiotensin I’e doniistiiriir, bu da ACE (kininase II) ile AT II’ye
doniistir. AT II damar diiz kaslarinda kontraksiyon yapar, kan basincini arttirir,
aldosteron ve vazopressin saliverilmesini stimiile eder, sempatik sistemi stimiile eder,
susuzluk hissini arttirir, AT II’nin biitiin bu fizyolojik etkileri losartan ve aktif
metaboliti tarafindan inhibe edilir. Angiotensin viicuttaki fizyolojik etkilerini AT,
reseptorlerine baglanarak gergeklestirir. Biitliin angiotensin II reseptorlerinin yaklasik
% 30’unu olusturan AT II reseptorlerinin kardiyovaskiiler sistemdeki fonksiyonu tam
olarak bilinmemektedir. Losartan ve aktif metaboliti, AT, reseptorleri icin yiiksek
derecede selektivite gosterir. Bunlarin AT, reseptorlerine ilgisi, AT II reseptorlerine
gore 1000 kat fazladir. Terapotik dozlarda losartan verilmesinden sonra kan basinci
diiser, renin ve angiotensin II seviyeleri yiikselir, aldosteron azalir, potasyum
degismez. Bobrekte glomerular filtrasyon hizi ve filtrasyon fraksiyonu degismez,
renal plazma akimi artar, plazma lipid profili degismez. Glukoz tiiketim indeksi ve
insiilin  sensitivitesi ylikselir, iirikoziirik etki goriilir. ACE inhibitorleri ile
karsilastirmali bir aragtirmada losartanin Oksiiriige neden olmadig goézlenmistir.
Losartan, hipertansiyonlu hastalarin tedavisinde en az ADE inhibitorleri,
dihidropiridin kalsiyum antagonistleri ve beta-adrenerjik blokorler kadar etkilidir.
Hidroklorotiazit ile kombine olarak verildiginde dozu titre ederek kan basicini
istenilen seviyeye kadar diistirmek miimkiindiir. Losartan agiz yoluyla iyi absorbe
olur, karacigerde ilk gecis metabolizmasina ugrar. Sistemik biyoyararlilig1 yaklasik
% 33’tiir. Absorbe olan losartanin % 14’1 aktif metabolite doniisiir. Ortalama doruk
plazma derisimleri losartan i¢in 1 saatte, metabolit i¢in 3-4 saatte olusur ve bunlar
yaklagik birbirinin aynidir. Losartan yemekten sonra alinirsa absorbsiyonu yavaslar.
Losartan ve metaboliti plazma proteinlerine (baslica albiimine) yiiksek oranda

baglanir. Serbest plazma fraksiyonu losartan i¢in % 1,3; metaboliti i¢in % 0,2’dir.



Losartanin serebrospinal siviya gecisi ¢ok azdir. Losartan, aktif karboksilik asit
metabolitinin yani sira bir¢ok inaktif metabolite de doniistir. Bunu P450 2C9 ve 3A4
enzim sistemleri saglar. Normal kimselerde losartanin % 14’ti metabolitlere doniigiir

(O’Neil, 2001; Sweetman, 2007; Duplay, 2007; RxMediapharma, 2008).

Olmesartan Medoksomil

Olmesartan medoksomil, kuvvetli, oral yoldan etkili, secici bir anjiyotensin II
reseptor (tip AT;) antagonistidir. ATII'nin kaynag1 veya sentez yolundan bagimsiz
olarak AT,'in aracilik yaptig1 biitin AT II etkilerini bloke ederek etkimesi
beklenmektedir. Anjiyotensin II reseptorlerinin segici olarak antagonizmi, plazma
renin seviyelerinde ve anjiyotensin I ve II derisimlerinde yilikselmelerle ve plazma
aldosteron derisimlerinde bir miktar azalmayla sonuclanmaktadir. AT II, renin-
anjiyotensin-aldosteron sisteminin primer vazoaktif hormonudur ve AT, reseptorii
yoluyla hipertansiyon fizyopatolojisinde anlamli  bir rol oynamaktadir.
Hipertansiyonda, Olmesartan, arteriyel kan basincinda doza bagli, uzun siire devam
eden bir azalmaya neden olmaktadir. Olmesartan giinde tek doz ile, 24 saatlik doz
aralig1 boyunca kan basincinda etkili ve diizgiin bir azalma saglamaktadir. Giinde tek
doz kullanim, ayni1 giinliik dozda giinde 2 kez kullanim ile kan basincinda benzer
azalma meydana getirir. Siirekli tedaviyle, kan basincini diisirme etkisinin 6nemli
bir kismi1 2 haftalik tedaviden sonra gozlenebilmekteyse de, kan basincinda
maksimum azalmalara tedaviye baslandiktan 8 hafta sonra ulagilmaktadir.
Hidroklorotiazit ile birlikte kullanildiginda kan basincindaki ek bir azalma etkisi
olmaktadir ve birlikte kullanilmalari iyi tolere edilmektedir. Olmesartan medoksomil
bir 6n ilagtir. Barsak mukozasindaki ve gastrointestinal kanaldan absorbsiyonu
sirasinda portal kan igindeki esterezlarla hizla farmakolojik olarak aktif metabolite
olan olmesartana donlismektedir. Plazmada veya ifrazatta hi¢c bir tam olmesartan
medoksomil veya tam medoksomil grubu yan zinciri tespit edilmemistir. Tablet
formiilasyonundan olmesartanin ortalama mutlak biyoyararlanimi  %25,6'd1r.
Olmesartan medoksomil’in oral dozundan 2 saat kadar sonra olmasertanin ortalama

pik plazma derisimine (Cmax) ulasilmaktadir. Olmesartan plazma proteinine yiiksek



Olciide baglanmaktadir (%99,7). Birden fazla oral dozdan sonra olmesartanin

terminal eliminasyon yar1 6mrii 10-15 saat arasinda degismistir.

Eprosartan Mesilat

Anjiotansin II reseptor antagonisti antihipertansif eprosartan anjiyotensin II (Tip 1)
reseptor blokoriidiir. Eprosartan da Angiotensin II reseptor antagonistlerinden olup
AT, reseptorlerini selektif olarak bloke eden giiclii ve uzun etkili nonpeptid ajandir.
Eprosartan da diger bu grup ilaglar gibi etkisini, ekstrensek AT II disinda, intrensek
ATII’nin de etkilerini bloke ederek gosterirler. Renin Anjiotensin aktivitesini
diisiiriicii etkileri yaninda sempatikolitik ve antiproliferatif etkisi de vardir. Losartan
ve Valsartandan sonra ¢ikarilan iiclincii anjiotensin II grubu antagonistidir.
Anjiyotensin doniistiiriici enzimi inhibe etmez bu nedenle bradikinin birikimine de
yol agmaz. Oral yoldan kullanilir. Absorbsiyonu oldukga hizlidir. A¢ karnina alindigi
zaman maksimum derisimine 1-2 saat igerisinde ulasilir. Biyoyararlanimi yaklasik
%13’tlir. Plazma proteinlerine %98 oraninda baglanir. Safra ve idrarla atilir.
Eliminasyon yar1 omrii 5-9 saat arasindadir. Hastada kararli konumuna 4 giinde

ulasir.
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1.2. Telmisartan ve Hidroklorotiazit Hakkinda Genel Bilgi

Telmisartan yagda c¢oziilebilen, tetrazol yapisi tasimayan anjiyotensin II (Tipl)
reseptor blokoriidiir. Ayn1 gruptaki Valsartan ve Losartan’a benzemektedir.
Telmisartan’in AT, reseptor alt tipine olan ilgisi AT II reseptor alt tipine olan ilgisine
gore cok daha fazladir. Telmisartan, AT II’nin etkilerini insiiline duyarlilig1 artiran
ilaglarin hedefi olan peroksizom proliferatoriince aktive edilen reseptor—y’y1 aktive
ettigi gosterilmistir (PPAR—y). Antihipetansif etkisinin yaninda, insiilin duyarliligin
da artirarak, hipertansiyon olusum mekanizmasi, hedef organ hasar1 ve mortalite,
morbiditede 6nemli rol oynayan lipid ve glilkoz metabolizmasi {izerine olumlu etkisi
bulunur. Telmisartan da, Anjiyotensin I'i anjiyotensin II'ye ¢eviren ve bradikinini
parcalayan ADE'i (anjiyotensin doniistiirlicii enzim) inhibe etmez. Bradikinin, P
maddesi ve ADE iizerine etkisi yoktur. Diger hormon reseptorlerine veya
kardiyovaskiiler regiilasyonda onemli oldugu bilinen iyon kanallarina baglanmaz
veya bloke etmez. Anjiyotensin II reseptorleri antagonizmasi, plazma renin
diizeylerinde, anjiyotensin I ve anjiyotensin II diizeylerinde doza bagh artislara ve
plazma aldosteron derisiminde de diislise sebep olur. Telmisartan, diger benzeri
ilaglarin molekiillerinden daha kuvvetli bicimde kalp, karaciger ve bobreklerde
bulunan AT, reseptorlerine baglanarak uzun siire koruma saglar. Kanda bulunan ve
viicuttaki kan basincini arttiran AT II hormonunu daha etkili baskiladigi i¢in daha
uzun siireli etki gostermektedir. Yapilan g¢aligmalar Telmisartan’in 35 saat etki
yapabildigi i¢in hipertansiyon hastalarinda goriilen sabah kalp krizi riskini azalttigi

yoniindedir(RxMediapharma, 2008; Sweetman, 2007).

Hidroklorotiazit 6dem ve hipertansiyon tedavisinde kullanilan tiazit yapili bir
ditiretiktir. Tiazit grubu ditiretikler hipertansiyonun baslangic tedavisinde tek
baslarina veya diger ilaglarla kombine kullanilirlar. Kivrim ditiretiklerden farkl
olarak, bobrek yetmezlikli hastalarda etkinlikleri zayiflar. Hidroklorotiazit diabetes
insipidus ve hiperkalsiiri tedavisi i¢inde kullanilir. Hidroklorotiazit, FDA gebelikte
ilag kullanimi risk siniflandirmasinda B kategorisine dahildir (hayvan deneyleri ve

gebelerde yapilan kontrollii capraz ¢alismalarda risk olasiligi dogrulanmamus ilaglar).
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Tiazit grubu ditiretikler bobrek tubulus epitelyumundan sodyum iyon transportunu
inhibe ederek sodyum, klor ve suyun atilimini artirirlar. Tiazitlerin bu etkiyi
gostermelerinde farkli mekanizmalar rol oynayabilirse de, yaptiklari dilirezden
sorumlu esas mekanizma Henle kivriminin ¢ikan kolunun kortikal bolimi (kortikal
diltie edici segment) ile distal tubulusun proksimal boliimiinde aktif kloriir
reabsorbsiyonunu inhibe etmeleridir. Ikincil olarak sodyum reabsorbsiyonunu da
azaltirlar. Kloriir transportunu nasil azalttiklar1 tam olarak bilinmemektedir. Tiazitler
ayrica potasyum ve bikarbonat atilimini artirir, kalsiyum ve {irik asit eliminasyonunu
azaltirlar. Hidroklorotiazitlerin potasyum atilimini artirmalar1 renal tiibiiliislerin
distal boliimiinde sodyum yiikiinii arttirmalarina (Na' iyonundan zengin filtrat)
baglidir; boylece sodyum-potasyum degis-tokus mekanizmasini harekete gecirerek
potasyum salgilanmasini indirekt olarak artirmis olurlar. Neden olduklari
hipokloremi ~ ve  hipokalemi hafif metabolik alkaloza yol agabilir.
Hidroklorotiazitlerin diiiretik etkileri hastanin asit-baz dengesinden etkilenmez.
Hidroklorotiazitler aldosteron antogonisti etki gostermezler ve esas etkileri karbonik
anhidraz enzim inhibisyonundan bagimsizdir (RxMediapharma, 2008; Sweetman,

2007).
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1.2.1. Telmisartan ve Hidroklorotiazit’in Kimyasal Yapisi

Telmisartan nonpeptit bir molekiildiir ve acik formiiliin okunusu; 4'-[(1,4'-
dimetil-2'-propil[2,6'-bi-1H-benzimidazol]-1'-yl)metil]-[1,1'-bifenil]-2-karboksilik
asit seklindedir (Sekil 1.1).

Sekil 1.1. Telmisartanin Yapisi

Telmisartan sarimsi renkte bir katidir ve molekiil agirligr 514,63 tiir. Pratikte suda
¢oziinmez, pH degeri 3 ile 9 arasindadir. Kapali formiilii C33H30N4O,'dir. Kuvvetli

bazlarda ¢oziiniir.

Hidroklorotiazit beyaz renkte, kokusuz, kristal yapida bir maddedir ve molekiil
agirhgr 297,74°diir. Suda ¢ozilintirligl az, fakat sodyum hidroksitte ¢oziiniirliigii
yiiksektir. A¢ik formiiliiniin okunusu; 6-kloro-3,4-dihidro-2H-1,2,4-benzotiadiazin-
7-sulfonamit 1,1-dioksit seklindedir (Sekil 1.2). Kapali formiilii C;HsCIN;O4S, “dir.

O, 0O
W
NH,S0, H“sﬁfNH

cl H*"'

Sekil 1.2. Hidroklorotiazitin Yapisi
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1.2.2. Farmakokinetik Ozellikleri

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

daha fazladir (RxMediapharma, 2008).

Hidroklorotiazitin gastrointestinal kanaldan absorpsiyonu verildigi farmasdétik sekle
ve verilen doza bagl olarak degiskenlik gdsterir. Sistemik biyoyararlanimi yaklasik
%350-60’t1r. Etkisi oral yolla verildikten 2 saat sonra baglar ve doruk etki diizeyine 4
saatte ulasir. Toplam etki siiresi 6-12 saattir. Hidroklorotiazit plasentay1 agmasina
ragmen kan-beyin engelini asamaz. Anne siitiine gecebilir. Hidroklorotiazit
metabolize olmaz ve esas olarak idrarla degismeden atilir; verilen dozun %61°1 24

saatte elimine olur.
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1.3. Calismanin Amaci:

Bu c¢alismada, telmisartan ve hidroklorotiazitin ayn1 anda kromatografik tayini i¢in
basit, hizli, duyarli ve dogru bir yontem gelistirilmesi ve bu yontemlerin farmasotik
dozaj formlarindan analizi i¢in uygulanmasi amaglanmistir. Yiiksek performanslt sivi
kromatografisi (YPSK) ve kromatografik sistemde kullanilan Ultraviyole/Goriiniir
Bolge (UV/GB) dedektorii ile uygun bir ayirimin saglanabilmesi i¢in kromatografik
kosullarin optimizasyonu ve meydana getirilen bu sartlarda telmisartan ve

hidroklorotiazitin plazma igerisinde tayinine uygulanmasi amaglanmstir.

Bu nedenle telmisartan ve hidroklorotiazitin plazma igerisinde tayini ig¢in
gelistirilecek yOntemin gegerliliginin kanitlanmasi amaciyla yontem validasyonu
uygulanacak, yapilan analizlerin sonuclari istatistiksel olarak degerlendirilecektir.
Gelistirilen yontemin duyarlilik, dogruluk, kesinlik, aralik ve dogrusallik, cihaz
tekrarlanabilirligi, tekrarlanabilirlik, saglamlik, 6zgiinliik, tutarlilik, mutlak ve bagil
geri kazanim, ger¢ek numunelerin analizine uygulanabilirlik gibi parametreleri

degerlendirilecek, sistem uygunlugu testleri gergeklestirilecektir.
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1.4. Telmisartan ve Hidroklorotiazit’in Literatiirde Yer Alan Tayin Yontemleri

1.4.1.S1v1 Kromatografisi ve Kiitle Spektrofotometrisi

Chen ve ark. (2005) telimsartani insan plazmasinda tayin edebilmek icin sivi
kromatografisi-kiitle spektrofotometrisi yontemini gelistirmislerdir. Oncelikle 0,1 ml
plazmadaki proteinler metanol ile ¢oktiiriilmiis, daha sonra santrifiij edilerek plazma
proteinlerini ayirmig ve metanolii ugurmuslardir. Hareketli faz olarak 10 mM
amonyum asetat:asetonitril (58:42, h/h) ve % 0,2 asetik asit kariggmini 0,2 ml/dk akis
hiziyla kullanmislardir. Numuneler tekrar bu hareketli faz igerisinde ¢oziilmiistiir. i¢
standart olarak valsartanin kullanildigi bu yontemde, kolon olarak Hypersil-Keystone
C18 secilmistir. Olgiimler, pozitif segici iyon gdsterim modunda elektrosprey iyon

kaynagiyla yapilmistir. Tayin sinir1 0,001 pg/ml bulunmustur.

1.4.2. Kapiler Elektroforez

Zhang, M., ve ark. (2006), kapiler elektroforez yontemini insan idrarlarindaki
antiotensin II reseptdr antagonistlerin kantitatif tayinleri i¢in kullanmislardir. Bu
yontemde polimonolitik kapiler kullanmislardir. Yontemde dogrusal calisma
araligmmi  0,08-3,00 pg/ml, alt tayin smirmi ise 0,015-0,020 pg/ml olarak

belirlemislerdir.

Gonzales, L., ve ark. (2002), telmisartan, irbesartan, losartan, valsartan ve eprosartan
icin kapiler elekroforez yontemi gelistirmislerdir. Yontemde % 5°lik metanol ile 5
mM potasyum dihidrojen fosfat, borik asitle 25:75 (h/h)(pH=5.0) oraninda karistirip

kullanilmustir.

Hillaert, S., ve ark. (2002), losartan, telmisartan, eprosartan, valsartan, irbesartan ve

kandesartan icin kapiller zon elektroforez yontemiyle validasyon ve optimizasyon
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islemlerini uygulamiglardir. Yontemde 60 mM sodyum fosfat tamponu (pH=2,0)

kullanmislardir.

Hillaert, S., ve ark. (2003), telmisartan ile alt1 antijiyotensin-II-reseptdr antagonistleri
ve hidroklorotiazitin kantitatif tayini i¢in kapiler zon elektroforez ve miseller
elektrokinetik kapiler kromatografik yontemlerini gelistirmislerdir. Her iki yontemin
uygulamasinda da validasyon parametreleri kullanilmis ve yoOntemler valide

edilmistir.

1.4.3. Spektrofotometri

Bebawy ve ark. (2005), hidroklorotiazit ve telmisartanin kantitatif analizleri i¢in dort
yontem gelistirmislerdir. Bu yontemlerden ilki tiirev spektrofotometrisidir.
Yontemde karisim igerisindeki telmisartan ve hidroklorotiazitin analizi i¢in sirasiyla
241,6 ve 227,6 nm dalga boylarindaki tlirev absorbans degerlerinin olgiimleri
kullanilmistir. Spektrum oranlari tiirev yonteminde telmisartan i¢in 242,7nm’de ve
hidroklorotiazit i¢in 274,9 nm’deki sinyal genlikleri kullanilarak kalibrasyon egrileri
elde edilmistir. Iki etken maddenin ITK ile ayirimindan sonra sirastyla telmisartan ve
hidroklorotiazit i¢in 295 ve 225 nm’deki dansiyometrik oOlgiimler ile kantitatif

analizleri gergeklestirilmistir.

Panderi ve ark. (1999), farmasditik tabletlerdeki benazepril hidrokloriir ve
hidroklorotiazitin miktarlarim1 aym1 anda tayin etmek ic¢in 2.dereceden tiirev
spektrofotometriyi  kullanmiglardir. Bu yontemde hidroklorotiazit varliginda
benazepril hidrokloriiriin miktar tayinini 253,6 ve 282,6 nm’deki 2.dereceden tlirev
absorbans degerlerini Olcerek, hidroklorotizitin miktar tayinini ise 282,6 nm’deki
absorbans degerlerini kullanarak gergeklestirmislerdir. Dogrusal calisma araligi

hidroklorotiazit i¢in 18,50-42,20 pg/ml olarak saptanmistir.

Abdine ve ark. (1978) hidroklorotiazit ve rezerpini i¢eren kombinasyonlarda bu
maddeleri tayin etmek icin iyot ile bir yiik transferi yOntemini ve diferansiyel

spektrofotometrik yontemleri kullanmislardir.
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Carlucci ve ark. (1993) yaptiklar1 bir ¢alismada tabletlerdeki enalapril maleat ve
hidroklorotazitin ayn1 anda miktar tayinini tiirev spektrofotometrisi ile yapmislardir.
Tayinlerini yaklagik % 2 bagil standart sapma ile gerceklestirmislerdir ve elde

ettikleri sonuglar1 YPSK yontemi ile karsilastirmislardir.

Magri ve ark. (1995), hidroklorotiazit ve fosinoprilin ayn1 anda miktar tayini
analizlerini ¢oklu dalgaboyu UV spektrofotometri yontemiyle yapmislardir. Bu

yontemde optimum dalga boyu araligin1 210-240 nm olarak belirlemislerdir.

Satana ve ark. (2001), farmasotik tabletlerdeki hidroklorotiazit ve valsartan
karisiminin miktar tayinini 1. tiirev spektrofotometrisi ile gerceklestirmislerdir. Bu
yontemi YPSK yontemi ile karsilastirarak dogrulamislardir. Yontemde sirasiyla
hidroklorotiazit ve valsartan i¢in 335 nm ve 270,6 nm’deki tiirev absorbans degerleri

kullanilmustir.

Salem ve ark. (1991) hidroklorotiazit-spironolakton, hidroklorotiazit-kaptopril,
hidroklorotiazit-furosemid karisimlarint igeren farmasotik preparatlarda bu etken
maddelerin ayn1 anda miktar tayinlerini tiirev  spektrofotometrisi ile

gerceklestirmislerdir. Bu tayinde 1. ve 2. tiirev yontemleri kullanilmistir.

Belal ve ark. (1986) alt1 benzotiadiazini tayin etmek i¢in (klorotiazit, hidroklorotiazit,
triklorometiazit, benztiazit, bendroflumetiazidt, metilklotiazit) bu maddeleri 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 etken maddelerin

spektrofotometrik tayinlerini ger¢eklestirmislerdir.

Bebawy ve ark. (1997) yaptiklar1 bir ¢alismada farmasotik tabletlerde bulunan
hidroklorotiazit’in bozunma {iriinleri yaninda miktar tayini i¢in spektrofotometrik
olarak 278,8 nm’de 1. ve 2544 nm’de 2. tiirev yOntemini gelistirmislerdir.

Calismada basarili sonuglar elde edilmistir.
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1.4.4. Yiiksek Performansh Sivi Kromatografisi (YPSK)

Leena R.B. ve ark. (2007), yiiksek performansli sivi kromatografik yontemle
telmisartan, hidroklorotiazit ve rabeprazol etken maddelerinin tayinini
gergeklestirmislerdir. Telmisartan ve hidroklorotiazit’in tayinini 270 nm dalga
boyunda, Iml/dk hizindaki hareketli faz ile yapmislardir. Hareketli faz olarak
asetonitril : metanol (30:70-h/h) kullandiklar1 bu yontemi Telmisartan ve
hidroklorotiazitin ~ tabletlerden analizine uygulamiglardir. Telmisartan,
hidroklorotiazit ve rabeprazoliin ¢ikis zamanlar1 sirasiyla 1,79+0,01, 2,80+0,01 ve

3,19+0,01 olarak bulunmustur.

Wankhede SB. ve ark. (2007), telmisartan ve hidroklorotiazitin saf etken maddeden
ve farmasoétik dozaj formlarindan analizi igin yliksek performansli sivi kromatografik
yontemini gelistirmislerdir. 271 nm dalga boyunu analiz i¢in kullanmislardir.
Hareketli faz olarak asetonitril : 0,05 M KH,PO,4 pH 3.0 (60:40-h/h) kullanmislardir.
Alikonma degerleri telmisartan ve hidroklorotiazit i¢in sirastyla 5,19 ve 2,97 olarak
bulunmustur. Yontem, gerekli validasyon parametreleri sinanarak valide edilmistir.
Sabit faz olarak ODS Hypersil C18 (25 cmx4.6 mm [.D) kullanilmistir. Dogrusallik
aralig1 telmisartan ve hidroklorotiazit i¢in sirasiyla 4,1-20,48 pg/ml ve 1,28-6,4
ug/ml’dir.

Nie, J., ve ark (2005), insan plazmasi ve idrarinda anjiotensin II reseptor
antagonistlerinin kati faz mikroektraksiyonu icin bir polimonolitik kapiler
(metakrilik asit-etilen glikol dimetakrilat, MAA-EGDMA) kulanmiglardir. YPSK
yontemi floresans dedeksiyon ile kandesartan, losartan, irbesartan, valsartan,
telmisartan miktar tayinlerine uygulanmustir. Bu bilesikler i¢in yakalama siniri
strastyla insan plazmasinda ve idrarda 0,1-15,3 ng/mL and 0,1-15,2 ng/mL olarak
bulunmustur. Yontemin uygulamasinda dogrusal derisim ¢alisma aralig1 telmisartan
icin 0,5-200 ng/mL, kandesartan ve irbesartan i¢in 0,005-2 pg/ml, valsartan igin
0,01-2 pg/ml ve losartan i¢in 0,05-5 pg/ml olarak verilmistir.
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Shen, J., ve ark (2005), insan plazmasindaki telmisartan miktarinin tayini i¢in YPSK
yontemi gelistirmigler, i¢ standart olarak Naproksen kullanmiglardir. Yontemin
uygulamasinda ¢aligma araliklar1 0,0005-1 pg/ml olarak saptanmistir. Gelistirilen

yontem farmakokinetik ¢calismalara da basar1 ile uygulanmustir.

Torrealday, N., ve ark (2003), tarafindan yapilan bir ¢alismada telmisartanin idrarda
miktar tayini i¢in kromatografik sartlarin optimize edildigi YPSK ydntemi
kullanilmistir. Calismada Novapak C18 kolonu, hareketli faz olarak asetonitril-fosfat
tamponu (45:55, h/h) ve akis hizi 0,5 ml/dk olarak verilmektedir. Kromatografik
tayin floresans detektor ile 305 nm deki uyarma ve 365 nm deki emisyon dalga

boylarinda ve cevaplar Olciilerek gerceklestilmistir.

Weinberger ve Pietrantonio (1983), Amerika’da yaptiklar1 bir calismada kan
serumunda hidroklorotiaziti tayin etmek i¢in pH: 5 olan 0,05 M tetrabiitil amonyum
hidroksit ile hacimce %20 asetonitril igeren 0,01M fosfat tamponundan olusan
¢coziicii sistemini hareketli faz olarak kullanmiglardir. 0,05-1 pg/ml derisim
araliginda hazirlanan kalibrasyon grafigi ile bu etken maddenin miktar tayinini

gerceklestirmislerdir.

Azuyama (1990), yaptig1 ¢alismada insan plazmasindaki hidroklorotiazitin miktar
tayinini % 1’lik glasiyal asetik asit ve % 0,035°lik trietilen amin igeren asetonitril ve
0,07 M heptan siilfonik asitin sodyum tuzu (18:82) karisimini hareketli faz olarak, 2

cm X 4,6 mm ID C18 kolonunu kullanarak basarmislardir.

Koopmans (1984) calismasinda plazma ve idrarda bulunan hidroklorotiazitin miktar
tayinini 0,01024 M tetrabiitil amonyum hidrojen siilfat ve 0,00976 M hidroksimetil
aminometan iceren metanol-su (20:80) karistmim1 hareketli faz olarak kullanip
paslanmaz celik (15 cm X 4,6 mm L[.D) kolon ve UV dedektor ile 272 nm’de
yapmuslardir.
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Cooper ve ark. (1976), insan serumu ve idrardaki hidroklorotiazitin miktarini tayin
etmek i¢cin Bondapak C18 kolonunu metanol - 0,01 M sodyum dihidrojen fosfat
hareketli fazin1 ve 271 nm’deki UV dedektoriinii kullanmislardir.

Domingo ve ark. (1992), Spherisorb ODS-2 analitik C18 kolonunu ve hareketli faz
olarak pH 6,9 olan 0,05 M SDS (sodyum dodesil siilfat) - % 5 metanol karigimin
kullanarak hidroklorotiazit basta olmak iizere diiiretiklerin idrardan miktar tayinlerini

gerceklestirmislerdir.

Papadoyannis ve ark. (1998) hidroklorotiazit igeren farmasdtik preparatlarda ve insan
serumunda bu etken maddenin miktar tayinini kat1 faz ekstraksiyonundan sonra
asetonitril ve asetik asit (% 1°lik) (20:80) hareketli fazin1 kullanarak UV — goriiniir

alan dedektorii ile 270 nm’de gergeklestirmislerdir.

Shaikh ve Rumnel (1998), dana siitlinde bulunan klorotiazid ve hidroklorotiazitin
miktar tayini i¢in 0,05 M ve pH 3 olan potasyum fosfat tamponu ile asetonitril
tetrahidrofurandan (50:50, h/h) ibaret olan ¢oziicli sistemini hareketli faz olarak
kullanmistir. Bu etken maddelerin miktar tayini 225 nm’de fotodiyot dizisi dedektorii
yardimi ile hidroklorotiazit ve klorotiazid i¢in determinasyon katsayisinin karesi

0,995 oldugu dogru denklemleri kullanilarak gerceklestirmislerdir.

Carlucci ve ark. (2000), vyaptiklar1 calismada tabletlerdeki valsartan ve
hidroklorotiazitin miktar tayinlerini 5-10 pg/ml valsartan i¢in ve 0,5-2,0 pg/ml
hidroklorotiazit i¢in kullanilan ¢aligsma araliklarinda YPSK yontemi ile yapmislardir.
Bu analizde ters faz Hypersil ODS kolonu ve asetonitril-asetat tamponu (0,1 M, pH
4,9) (40:60) karisimini tasiyici faz olarak kullanmiglardir.

Stewart ve Clark (1986), yaptiklart ¢alismada guanetidin ve hidroklorotiazit
karigimlarinda bu iki etken maddeyi tayin etmek i¢in 0,02 M sodyum pentan siilfonat
iceren asetonitril ve 0,05 M NaH,POs (30:70) karisitmin1 hareketli faz olarak
kullanmiglardir. Analizi oktadesilan kolonu ve elektrokimyasal dedektoér kullanarak

gergeklestirmislerdir.
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De Croo ve ark. (1985), tabletlerdeki hidroklorotiazit ve amilorid hidrokloriiriin ayni
anda miktar tayinlerini C18 kolonunu kullanarak YPSK ile basarmiglardir. Bu
calismada 50 pM propilamin igeren asetonitril — 0,1 M fosfat tamponunu (pH 3)
(15:85) ¢oziicii sistemini hareketli faz olarak kullanmislardir. Yaptiklar1 geri kazanim
calismasinda amilorid hidrokloriir i¢in % 100,9 ve % 1,6 bagil standart sapma,

hidroklorotiazit i¢in % 101,9 ve % 0,9 bagil standart sapma ile elde etmiglerdir.

Fett ve ark. (1991), yaptiklar1 bir ¢alismada biyolojik sivilarda hidroklorotiazitin
tayinini Pinkerton TM ISRP, Hisep TM ve Hypersil C18 kolonlarim1 kullanarak
YPSK yéntemiyle basarmislardir. Ug¢ kolon igin de 0,3 — 100 pg/ml calisma
araliginda iyi bir dogrusallik ve % 98 - % 102 geri kazanimla idrardan ilacin tayinini

yapmuslardir.

Hitscherich ve ark. (1987), yaptiklar bir ¢aligmada tabletlerdeki hidroklorotiazidi ve
propranololii YPSK yontemiyle tayin etmislerdir. Bu maddelerin miktar tayini i¢in
siyanopropil silan kolon ve asetonitril - 0,05 M pH 3,0 olan amonyum fosfat (15:85,
h/h) tastyict fazi ve 280 nm’de UV dedektorii kullanilmastir.
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1.5.Kromatografi

Kromatografi birbirine fiziksel ve kimyasal 06zellikleri bakimindan benzeyen
maddelerin, karigimlarin, birbirinden ayrilmasini, taninmasini ve tayinini saglayan,
birgok yontemi kapsayan yoOntemlerin genel adidir (Skoog, 1998). Yiizlerce
maddenin karigimi bile kromatografi yontemiyle analiz edilebilir. Kromatografi
terimi ilk olarak Mikhail Tswett tarafindan 1906 yilinda kullanilmistir. Daha
sonralar1 analitik ¢aligmalarin birgogunda kromatografi yer almistir. Modern gaz ve
stvi kromatografisinin temellerini ise A.J.P. Martin ve R.L.M. Synge(1941), buhar
hareketli fazin s1v1 hareketli faz kadar etkili kullanilabilecegini gdstererek atmislardir

(White, 1990).

Kromatografik ayirmada 6rnek, gaz, sivi veya siiper kritik bir akiskan olan hareketli
faz ile sistemde tasinir. Hareketli faz kati1 bir yiizeyde ya da kolonda sabitlestirilmis
hareketli faz ile karigmayan bir sabit faz igerisinden gecirilir. Bu iki fazin se¢imi,
ornek bilesenlerinin hareketli ve sabit fazlarda farkli oranlarda dagilmasini hedefler.
Ornek igerisindeki bilesenler ile sabit faz arasinda bazi fiziksel ve kimyasal
etkilesimler olur. Analitin kolon boyunca hareket etmesi, sabit faz ve hareketli faz
arasindaki kimyasal ve fiziksel dengeleri, dagilimina baglidir. Bunlar ¢oziiniirliik,
elektron ¢ifti alici-verici etkilesimler, iyonik etkilesimler ve hidrojen bagi olusumu

gibi olaylardir (Hamilton, 1982; Bidlingmeyer, 1992). Iyonik etkilesimler,

a) lIyonlar arasinda kulombik kuvvetler,
b) Iyon-indirgenmis iyon etkilesimleri,
c¢) Dipol-dipol etkilesimleri,

d) Dipol-indirgenmis dipol etkilesimleri,

e) Notral atom ya da molekiiller aras1 kuvvetlerdir.

Dipol-dipol etkilesimleri, dipol-indirgenmis dipol etkilesimleri ve notral atom ya da
molekiiller arasit kuvvetler Van der Waals kuvvetleri olarak da tanimlanmaktadir.
Ayrica en iyi kosullarin saglanabilmesi i¢in, sabit faz yapisi, hareketli faz bilesimi ve

sicakligin dagilima etkisi ayarlanabilir.
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Hollandali kimya miihendisi Van Deemter kendi adini tasiyan ve kromatografik
kolondaki ayirma olaylarin1 matematiksel olarak tanimlayan bir esitlik bulmustur

(Bidlingmeyer, 1992).

H=A+B/u+C (1.1)

Esitlik 1.1°de;

H: Tabaka yiiksekligi(cm)
A: Coklu akis yollar1 ve Eddy difiizyonu
B: Boyuna diflizyon

C: Fazlar arasindaki kiitle aktarimi, u:Cizgisel hiz

Karisimda bulunan maddelerin kolon boyunca ayrilmasi ve hareketli faz akis hiziyla

kolondan ge¢cmesi Sekil 1.3’de gosterilmistir.

Kromatografi sistemi iki ana grupta toplanir; hareketli fazin gaz ya da sivi olmasina
baglh olarak sivi, siiperkritik akiskan ve gaz kromatografisidir. Kromatografik
yontemler hareketli fazin gaz ya da sivi olmasina, sabit fazin kat1 ya da sivi olmasina,
kromatografik ayirimin mekanizmasina ve ayirma teknigine gore isimlendirilirler

(Adamovics, 1997)(Sekil 1.4).

~
1 2 3
Karisim  Ayrilma Ayrilma bitmistir,
kolona baglar. maddeler dedektore
yiiklenir. ayr1 olarak gider.

Sekil 1.3. Kromatografik ayirimin sematik olarak gdsterilmesi



24

1s1yeISojewion] eyeqe) aoul Ijsuewiofad Yasyn A (D) TLdH
ISjeIS0jewony] BYeqe) 9ou] 1)L ‘ISyeiSorewony 1A1S [[suewiofad YosynA (O TdH

(L861 ‘[oMOS) ISBWLIPUR[JIUIS UTWIISIS YIJRIS0IBWOLY “t' T [IS

-

morny ﬁ Tory mory Wory WO TY “TOTY oIy
415 £ JTdH - - - -
21LdE | D1dH ELIE o] 13ap UOA] nZey | o1rda | 0L ueyarg || DL TATS-TATS LEY-Z80) TAIS-ZED)
=1 e —— _ _ _ r
'd
Juya L
vyeqel | | moroy Haresl ooy ByRqe], R | BYEQEL uoroy Holal oo ememsin
N
BU1ZR(] WA Ti§13ap uoA] uodrsdiospy BUITIZE( nokisdiospy | wuigeq |WSEWZIUEYAM
L _ ) _ _ eudy
H ' N \
uBySIye
TATS T[§eg ey ymrryredns/iatg ) ey TALS e Nqeg
A
| |
1syyeISorRmony 1ST]2130)RTIOLY] e
TAIS 780 nayate

[JeIS0IRWOory|




25

1.5.1.Adsorpsiyon Kromatografisi

Adsorpsiyon; ¢oziinmiis maddenin kati faz {izerinde tutunmasidir. Bu kromatografi
cesidinde analiz edilen madde gaz halinde ise yontem gaz-kati, siv1 halde ise sivi-kat1
kromatografisidir. Adsorpsiyon 6zelligi gosteren maddelere adsorban denir ve burada
tutunma yiizeyseldir. Adsorpsiyon sirasinda ¢oziicii i¢inde maddeler adsorbe ya da
desorbe olabilir. Adsorpsiyon ve desorpsiyon hizlariin farki toplam adsorpsiyon
olarak tanimlanir. Adsorpsiyon ve desorpsiyon hizlari birbirine esit ise denge
halindedir ve bu durumda madde kolonda sabit hizla ilerler. Sabit faz ile hareketli faz
arasindaki bir A ¢Oziineni i¢in kiitle aktarimi su sekilde ifade edilebilir (Skoog,

1998):

Ahareketli faz < Asabit faz (1 2)

Coziinen maddenin adsorpsiyon katsayist veya dagilma katsayis1 K; maddenin
adsorbandaki molar derisiminin (C;), maddenin hareketli fazdaki derisimine (C;)

orani ile tamimlanir.

Ci
K=— 1.3
o (1.3)

K degerinin biiyiik olmasinin anlami, karigim i¢indeki maddenin adsorban tarafindan
daha iyi tutundugunu, karisim halinde olan K degeri daha diisiik maddelere gore daha
yavas ilerledigini gosterir. K degerinin kiiclik olmasi ise maddenin hareketli faza

daha fazla ilgi duydugunu gostermektedir (Hamilton, 1982).
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1.5.2.Iyon Cifti Kromatografisi

Bu yontemde dagilma kromatografisiyle ayrilamayan molekiillerin ayrilmasi
saglanir. lyon-cifti olusturma kromatografisinde iyonlasabilen ve iyonik molekiillere,
hareketli faza eklenen uygun bir karsi iyon ile iyon ¢ifti olusturularak lipofilik

karakter kazandirilir ve sabit faza olan ilgi artar.

Iyon cifti olusturulan maddeler pik kuyruklamasini engellemeyi ve pik keskinligini
arttirmay1 sabit faz iizerindeki artik silanol gruplarini orterek saglarlar. Genelde iyon
cifti maddesi olarak ; tersiyer aminler, kuaterner aminler, alkil siilfonik asitler, alkil

stilfonatlar kullanilir (Sewell, 1987).

1.5.3.1yon Degistirme Kromatografisi

Iyon degistirme kromatografisi tipki iyon-gifti kromatografisi gibi iyonik ya da
iyonlagabilen maddelerin ayrilmasinda yararlanilan bir tekniktir. Bu kromatografide
belirli pH degerlerinde iyon veya iyonik yap1 verebilen molekiiller (organik baz ya
da organik asitler) ya da iyonik yapilar (K™, Na" , SO,") ayrilir. Sabit faz ile
ayrilacak madde arasinda iyonik bag ne kadar kuvvetli ise o kadar gii¢lii bir alikonma
saglanir. Sulu tuz ¢dzeltileri ve az miktarda alkol igceren polar hareketli faz ¢ozeltileri

ile asidik ya da bazik gruplar baglanmis sabit fazlar kullanilmaktadir.

Ayirim pK,’ya yani analizi yapilacak maddenin iyonik yapisina baglidir. Maddenin
adsorplanmasindan sonra desorpsiyon hareketli fazin pH degerinin ya da hareketli
fazdaki tuz c¢Ozeltinin bilesiminin degistirilmesiyle saglanir. Peptitlerin  ve
proteinlerin ayrilmasinda kullanilan bir yontemdir. Siklikla kullanilan katyon ve
anyon degistiriciler Cizelge 1.1°de verilmistir (Skoog, 1998; Hamilton, 1982;
Bidlingmeyer, 1992; Sewel, 1987; Meyer, 1988; Scott, 1995; Adamovics, 1997).



Cizelge 1.1. Katyon ve Anyon Degistiriciler
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Anyon Katyon Polimer Temelli Degistiriciler
Degistiriciler Degistiriciler Hidrofobik Hidrofilik

Sitrat Ba™ Ag’
Siilfat Pb*? Cs' i. Polisitiren i. Seliiloz
Oksalat Sr'? Rb" | ii. Polimetilmetakrilat ii. Dekstran
Iyodiir Ca™ K (%20 Capraz (Ticari ad1
Nitrat Ni? NH," | bagli divinil sephadex)
Kromat Cd™ Na®© | benzen
Bromiir Cu'? ot icermektedir)
Tiyosiyanat Co™ Li’
Kloriir Mg ™
Format U0,™
Asetat Te™
Hidroksit
Floriir

1.5.4.Eleme Kromatografisi

Eleme kromatografisiyle ayirimda molekiiliin biiytikliigli onem tasir. Molekiiliin

biiytlikliigii hakkinda da bilgi edinilebilir. Coziiciiniin viskozitesi ¢alisma sicakliginda

diisiik olmalidir ve secilen hareketli fazin organik bilesiminin analiz edilecek 6rnegi

iyi dagitmas1 gerekir.Coziici piki ise karisimdaki maddelerden sonra gelir.

Cogunlukla ii¢ cesit jel kullanilmaktadir; aerojeller, zerojeller ve zerojel-aerojeller.

Eleme kromatografisinde kullanilan ¢dziiciiler ve fiziksel ozellikleri Cizelge 1.2°de

verilmigtir (Hamilton, 1982; Bidlinmeyer, 1992; Sewel, 1987; Meyer, 1988; Scott,

1995).
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Cizelge 1.2. Eleme kromatografisinde kullanilan ¢oziiciiler ve fiziksel 6zellikleri

Coziicii GB Cut-off Viskozite Maks. Akis Kirilma

(nm) (cP)xe Hizi ml/dk Indeksi
Hegzan 210 0,326 7,2 1,375
Tetrahidrofuran 220 0,550 4,0 1,407
Diklorometan 220 0,440 53 1,424
p-Dioksan 220 1,439 1,6 1,422
Siklohegzan 220 0,980 2,4 1,426
Dikloroetan 225 0,840 2.8 1,444
Trikloroetan 225 1,200 2,0 1,479
Kloroform 245 0,580 4,0 1,446
Karbon tetrakloriir 265 0,969 2.4 1,463
Benzen 280 0,652 3,6 1,501
Toluen 285 0,590 4,0 1,497
Ksilen 290 0,810 2.9 1,497
N,N-Dimetilformamid 295 0,924 2,5 1,429
m-kresol* - 184,200 - 1,540
1,2,4-triklorobenzen* - 0,50 4,0 1,570

*Standart yiiksek sicaklik ¢oziiciileri, GB cut-off:Goriiniir bolge, bu dalga boyunun altinda ¢6ziicii
kullanilamaz.

1.5.5.Dagilma Kromatografisi

Dagilma kromatografisi sivi-sivi kromatografisi olarak da bilinir ve temelinde birbiri
ile karismayan iki s1v1 faz arasinda maddelerin dagilmasi ilkesi yatar. Sabit faz kati
ylizey tlizerinde kolon dolgu maddesi iizerine tutturulmus ince bir sivi film
tabakasiyken, diger sivi hareketli fazdir. Karigimdaki maddelerin sabit faz icerisinde
kismen ¢oziinmesi gerceklesir (solvofobik etki). Burada maddelerin sabit fazdaki
¢Oziiniirliikleri fazla, hareketli faz icerisindeki ¢oziiniirliikleri ise az olmalidir. Yoksa

maddelerin ayrim1 gerceklesmez ve hareketli faz ile beraber atilirlar.

Sabit faz ile hareketli faz farkli polariteye sahip olduklarinda 6rnek molekiilleri de
farkli ¢oziiniirliiklere sahip olabilmektedirler. Bu iki fazin polarite farkliligina gore
dagilma kromatografisi iki kisimda incelenebilir; bunlar ters-faz sivi kromatografisi
ve normal-faz sivi kromatografisidir (Moreira, 1999; White, 1990; Hamilton, 1982;
Bidlinmeyer, 1992;).
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1.Ters-Faz Sivi Kromatografisi

Ters-faz sivi kromatografisinde hareketli faz sabit faza gére daha fazla polardir. En
cok kullanilan kimyasal olarak baglanmis fonksiyonel grup tasiyan sabit fazlardan
biri ODS (18 karbon atomu zincirinden olusan oktadesilsilan) dir. Bunun yan sira
fonksiyonel grup olarak daha kisa zincirli (Cs, C, gibi), fenil ve siyano (CN)

baglanan sabit fazlar da kullanilir.

Ters-faz sivi kromatografisinde hareketli faz bileseninin bir pargasi olan tampon
coOzeltiler ¢ok onemlidir. Bu ¢6zeltileri hazirlarken suyun oldukga saf olmasi gerekir.
Diger 6nemli hareketli faz bilesenleri ise, suyla karisabilen organik ¢oziiciilerdir.
Hareketli fazlarda kullanilan organik c¢oziiciiler ile polariteleri ve ilgili detaylar

Cizelge 1.3’de verilmistir.

Ters-faz sivi kromatografisinde genellikle apolar maddelerin ayrimi gergeklestirilir.
Uzun zincirli sabit fazlar (C;g) daha apolar maddelerin, kisa zincirli sabit fazlar (Cs,
C,) ise daha polar maddelerin ayrilmasinda kullanilir. Buna gore polar maddeler
uzun alkil zincirli sabit fazlarda daha az tutunurken, apolar maddelerde kisa zincirli
sabit fazlarda daha az tutunurlar (Hamilton, 1982; Bidlinmeyer, 1992; Sewel, 1987;
Meyer, 1988; Scott, 1995).



Cizelge 1.3.Coziictilerin fiziksel 6zellikleri

30

KI GB | Viskozite | KN ) P
(m) | (P) | (°C)
cut-
off

n-Pentan 1,358 | 210 0,23 36,0 7,1 0,0
n-Hegzan 1,375 | 210 - 68.7 7.3 0,0
n-Heptan 1,388 | 210 0,41 98,4 7,4 0,0
Siklohegzan 1,427 | 210 1,00 81,0 8,2 0,0
Karbon disiilfit 1,626 | 380 0,37 45,0 | 10,0 1,0
Karbon tetraklorit 1,466 | 265 0,97 76,7 8,6 1,7
_zopropil eter 1,368 | 220 0,37 69,0 7,0 2,2
2-kloropropan 1,378 | 225 0,33 34,8 - -
Toluen 1,496 | 285 0,59 110,6 | 8,9 2.3
1-kloropropan 1,389 | 225 0,35 46,6 8,3 -
Klorobenzen 1,525 | 280 0,80 132,0 | 9,6 2,7
Benzen 1,501 | 280 0,65 80,1 9,2 3,0
Bromoetan 1,424 | 225 0,41 38,4 8,8 3,1
Etil eter 1,353 | 220 0,23 34,6 7,4 2,9
Kloroform 1,443 | 245 0,57 61,2 9,1 4.4
Diklorometan 1,424 | 245 0,44 41,0 9,6 3,4
Tetrahidrofuran 1,408 | 222 0,55 65,0 9,1 4,2
1,2-Dikloroetan 1,445 | 230 0,79 84,0 9,7 3,7
Metil etil keton 1,381 | 330 0,43 79,6 - 4,5
Aseton 1,359 | 330 0,32 56,2 9,4 5,4
Dioksan 1,422 | 220 1,54 104,0 | 9,8 4.8
Etil asetat 1,370 | 260 0,45 77,1 - 43
Metil asetat 1,362 | 260 0,37 57,1 9,2 -
Pentan-1-ol 1,410 | 210 4,10 137,3 - -
Dimetil stilfoksit 1,478 | 270 2,24 190,0 | 12,8 6,5
Anilin 1,586 | 325 4,40 184,0 - 6,2
Nitrometan 1,394 | 380 0,67 100,8 | 11,0 6,8
Asetonitril 1,344 | 210 0,37 80,1 11,8 6,2
Piridin 1,510 | 305 0,94 115,5 | 10,4 5,3
Propan-2-ol 1,380 | 210 2,30 82,4 | 10,2 43
Etanol 1,361 | 210 1,20 78,5 11,2 5,2
Metanol 1,329 | 210 0,60 65,0 | 12,9 6,6
Etilen glikol 1,427 | 210 19,90 198,0 | 14,7 5,4
Asetik asit 1,372 | 251 1,26 118,5 | 12,4 6,2
Su 1,333 | <190 1,00 100 23,3 9,0
KI :Kirilma indeksi

GB cut-off :Goriiniir bolge, bu dalga boyunun altinda ¢6ziicii kullanilamaz
Viskozite :Viskozite (Centipois)

KN :Kaynama noktasi

) :Hildebrand ¢dziiniirliik parametresi

P’ :Polarite indeksi, Rohrschneider’s verileriyle hesaplanan
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2.Normal-faz Sivi Kromatografisi

Normal-faz sivi kromatografisinde hareketli faz polaritesi sabit faz polaritesinden
daha disiiktiir. Polar sabit fazlar kullanilir. Hareketli faz igerisinde genelde metilen
kloriir, dietil eter, kloroform veya  hekzan gibi polaritesi diisiikk coziiciiler
bulunmaktadir. En ¢ok kullanilan sabit fazlar ise; silika ve aliiminadir. Ters ve
normal-faz sivi kromatografilerinin farkliliklar1 Cizelge 1.4’de verilmistir (Skoog,

1998; Hamilton, 1982; Bidlinmeyer, 1992; Sewel, 1987; Meyer, 1988; Scott, 1995).

Cizelge 1.4. Ters ve Normal-faz s1vi kromatografilerin karsilastiriimasi

Ters-Faz Normal-Faz
Kromatografi Kromatografi
Sabit faz polaritesi Diisiik Yiiksek
Coziicii polaritesi Ortadan yiiksege Diistikten ortaya
Ornek ayrilma zamam | Polar olanlar 6nce Diisiik polarlar 6nce
Coziicii polarite Ayrilma zamanini Ayrilma zamanini
artisimin artirir azaltir
etkisi

[laglar genellikle apolar yapida olduklar1 igin ters-faz s1vi kromatografisi, normal-faz
sivt kromatografisine gore daha ¢ok tercih edilir. Bunun yani sira kromatografik
ayrimda s6z konusu olan solvofobik olaylarin etkisi, herketli faz igerisine konulan
¢oziiclilerin ucuz olmasi, sulu tampon c¢ozeltilerin oraninin yiiksek tutulmasi,
uygulamanin ve sistem kontroliiniin daha kolay olmasi gibi sebeplerden dolay1 ters-

faz s1vi kromatografisi tercih edilir.

Ters ve Normal-faz sivi kromatografide kullanilan sabit ve hareketli fazlar Cizelge

1.5’de verilmistir.



Cizelge 1.5. Ters ve Normal-faz s1vi kromatografide kullanilan sabit ve hareketli fazlar

Sabit faz

Hareketli Faz

Normal-Faz Sivi Kromatografisi

B, B -oksidipropionitril

Pentan, siklopentan,
hegzan, izooktan, %10-

1_,253,'Tr1i(2" 20(v/v) kroroform, tetra
Slyanoeto §1)propan hidro furan, asetonitril,
(Fraktonitril) dioksan
Dimetilsiilfoksit [zooktan

Su-etilen glikol

Hegzan, karbontetra kloriir

Etilendiamin Hegzan
Su Butanol
Nitrometan Hegzan, karbontetra kloriir

Ters-Faz Sivi Kromatografisi

Hidrokarbonlar Metanol-su
Dimetilpolisiloksan Asetonitril-su

ODS Asetonitril/ Metanol/su
CN Asetonitril/ Metanol/su
Fenil Asetonitril/ Metanol/su
C, Asetonitril/ Metanol/su

NH;

Asetonitril/ Metanol/su
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1.5.6.Yiiksek Performansh Sivi Kromatografisi

Son yillarda gelisen teknolojiyle ayirmada c¢ok kii¢lik tanecikler (tanecik ¢api; 3-10
um) yaklasik Smm capindaki kolonlarin kullanilmasini saglanmistir. Bu gelismeler
kromatografik ayiriciligin artmasina neden olmustur. Dolayisiyla kromatografik
ayirimin performansi artmakta, ayirim c¢ok kisa siirelerde gergeklesebilmektedir. Bu
durumda kullanilan malzeme miktar1 diismekte ve birim zamanda daha fazla analiz
yapilabilmektedir. Bu sartlar altinda ayirim iglemi 100-400 atmosfer kolon basinci
altinda  gergeklestirilmektedir.  Uygulanan islemler sonucunda kullanilan
kromatografik teknige yiiksek performansli sivi kromatografisi (YPSK) adi

verilmektedir.

YPSK’nin diger kromatografik yontemlere gore bazi avantajlar1 vardir;

i.  Kolon ayriciligr yiiksektir.
ii. Islem kullanictya daha az bagimlidir ve bu nedenle tekrarlanabilirlik
artmistir.
iii.  Nicel analize uygundur.
iv.  Analiz siiresi genelde daha azdir.
v.  Genis derigim araliklarinda ¢alisma olanag saglayacak kadar esnektir.
vi.  Diisiik sicakliklarda uygulanir.
vii.  Maddenin geri kazanimi kolaydir.

viii.  Dedektor segcme olanagi vardir.

YPSK ile aminoasitler, niikleik asitler, ilaclar, karbonhidratlar, proteinler,

hidrokarbonlar ve benzeri maddeler analiz edilebilmektedir.
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A.Yiiksek Performansh Sivi Kromatografisi Sistemi

Bir yiiksek performansli sivi kromatografisinin kisimlari sunlardir (Sekil 1.5);

1. Hareketli faz haznesi,

2. Baglanti ekipmanlar ve hareketli faz uygulama sistemi,
3. Hareketli faz pompast,

4. Otomatik drnekleyici,

5. Kolon,

6. Dedektor,

7. Kayit cihazi.

deteltir
- ahilk
Harzkefli faz i enjekisr l
sttt | |
Yazlel

Sekil 1.5. Yiiksek performansl sivi kromatografisini kisimlari

1.Hareketli Faz Haznesi:

Hareketli faz hazne materyalinin hareketli faz ile etkilesmemesi, sistemde korozyona
ya da oksitlenmeye yol agmamas1 gerekir. Hazne ya da pompaya gelen hareketli
fazda herhangi bir tanecik, toz veya kabarcik olmamalidir. Bu yiizden steril
edilebilir, materyali cam veya celikten olan hazneler kullanilir. Kullanilan hareketli
fazdan ¢oziinmiis gazlarin uzaklastirilmasi gerekir. Bu ylizden sistemden helyum gibi
eylemsiz bir gazin diisiik akis hizinda gecirilmesi, hareketli fazi sonikatorde
bekletme ya da vakumla gaz uzaklastirma gibi islemler uygulanir (Skoog, 1998;
Hamilton, 1982).
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2. Baglanti Ekipmanlar ve Hareketli Faz Uygulama Sistemi

Hareketli faz sisteme gonderilmeden once 2 um ya da 5 um c¢apindaki tanecikleri
siizebilen kagit ya da celik filtrelerden gecirilerek tanecikler uzaklastirilir.
Sistemdeki baglanti ekipmanlar1 dis ¢apr 1/8, 1/16 inch veya daha genis olan
paslanmaz celikten veya teflondan borularla saglanmaktadir. Hareketli faz akisi,
baglanti elemanlar1 (fitting), feriiller ve sikistirici vida (nut) ile sabitlestirilmis

paslanmaz celik borularla saglanmaktadir (Hamilton, 1982).

YPSK’inde hareketli faz sisteme iki sekilde gonderilir: (i) Gradient eliisyon ve (ii)
[zokritik eliisyon. Sisteme gonderilen akis ve bilesim sabit ise bu ayirma izokritik
eliisyon olarak adlandirilir. Eger hareketli fazin bilesimi veya akis hizi zamanla

degisiyorsa yapilan ayirma islemine gradient eliisyon denilmektedir.

3.Hareketli Faz Pompasi:

Bir YPSK sisteminde kullanilan pompanin su 6zellikleri gdstermesi gerekmektedir;

i.  Ust basing smirmim 400 atm (=400bar ~ 6000 Ibg/in”) olmas: gerekmektedir,
it.  Normal ¢aligma basinci ~100-200 atm olmalidir,
. “‘pulssuz’’ veya “‘puls’’ diisiiriicii ile birlikte kullanilmalidir,
iv.  Sinyal/giiriltii oran1 yiiksek olmalidir,
v.  Analitik uygulamalar i¢in 1-10 ml/dk araliginda akis saglamaldur,
vi.  Kullanilan ¢ozeltilere kars1 eylemsiz olmalidir,
vii.  Sistem 6lii hacmi diisiik olmalidir,
viii.  Cozelti degistirmek kolay olmalidir,
ix.  Bakimi ve tamiri kolay olmalidir,
x.  Conta, halka, valf gibi kolay asinan pargalarin dayanikli ve yedek pargalari

kolay bulunabilir olmalidir.
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Ayrica pompada akis denetleyiciler bulunur. Bunlar, akisla olusan basinci dlgiip sabit
bir basing degeriyle karsilastiran ve aradaki fark belirlenen sinirlart gectiginde
pompa akis hizinin ayarlanmis akisi sabit tutacak sekilde ayarlayan cihazlardir.
Yiiksek basing altinda kolondan gecen akisin hizi, sivilarin  bastirilamaz
katsayilarindaki farkliliklarindan dolay: ayarlanan akis hizi gibi olmayabilir. Boylece
hareketli faz akis1 sirasinda kolon gecirgenliginden, viskozite degisikliginden

kaynaklanan degismelerin diizenlenmesi saglanir.

Bir YPSK sisteminde kullanilan pompalar iki kisimda incelenebilir; sabit basing
pompalar1 ve sabit akis pompalari. Calisma farklihigina gore ise, bu pompalar;
pistonlu pompalar, siringa pompalar ve pndmatik pompalar olarak {i¢ ¢esittir (Skoog,

1998; Hamilton, 1982).

a) Sabit Hacim Pompalan

Motor kontrollii tek vuruslu siringa ile ya da bir veya iki pistonun ileri-geri
hareketiyle hareketli fazin pompalandig: kiiciik bir silindirden olusan pompalardir.
Tek vuruslu siringa pompast Sekil 1.6’da verilmistir. Bu pompanin en 6nemli

{istiinliigii, 7500 Ibg/in® basinglara bile dayanabilmesidir.

Atk

o Harne
Kolon girisi oikis1
Coziel
Vana kabi
Hareketli
conta

Harzeketli
piston vidasi

Maotor

Sekil 1.6. Tek vuruslu siringa sabit hacim pompast
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Bu pompalarin dezavantaji ise; siirli sayida ve hacimde (yaklasik 250ml) ¢oziicii ile
calisihiyor olmasidir. iki siringali sistemler ise yiiksek maliyetleri nedeniyle pek

kullanilmamaktadir.

Piston ve diyaframlarin kullanildigi pompalarin materyali paslanmaz geliktir ve
¢Oziicii sadece paslanmaz celikten olan diyafram ile temastadir. Bu sistemin en
onemli pargalar1 ¢oziicii haznesindeki giris ve ¢ikis kontrol vanalaridir. Bu vanalarin
gorevi akisi sabit, dogru ve diizenli bir sekilde sisteme gondermektir. En biiyiik
dezavantajlar1 ise , kontrol contalarinin aginmasi , pulslarin olusmasi ve bunun da
zemin giiriltiisii olarak goézlenmesidir. Puls olusumunu gidermek icin puls

denetleyiciler kullanilir ya da birden fazla vana kullanilir.

Tek pistonlu ve iki pistonlu pompalar olarak iki ¢esidi kullanilmaktadir. Iki pistonlu
diyafram pompasmin (Sekil 1.7) ve tek pistonlu sabit hacim pompasinin sekilleri

(Sekil 1.8) sematik olarak asagida gosterilmistir.

Balon vana Ctzalti harnesi
Czelti Yo _'__’__,.-f"'"
irigi /| T o
s Q.Q; = @ —— Folongins

Diyaf; -y
ryaamn — Taghaznes

#—— Taghaznesd girig

/ Fizton contast

Wurug blogn

= -

i

Karst piston

Caligma pistonn

Sekil 1.7. iki pistonlu diyafram pompasi
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Kclon girig

T Zzelti haznesinden gelen

E /R
Il III
II II : I

Sekil 1.8. Tek pistonlu pompa

b)Sabit Basin¢ Pompalari

Sabit basing pompalarmin en biiylik avantajlar1 maliyetinin diigiik olmasi, pulssuz
akis saglamasi ve kolay kullanilabilir olmalaridir. Dezavantaji ise; sabit hacim

pompalari kadar dogru hacim 6lgemezler ve tekrarlanabilirlikleri diistiktiir.

Pnématik pompalarda akiskan madde, sikistirilmis bir gaz ile basinglandirilabilen

Bir kap i¢ine yerlestirilmis, portatif bir kap i¢ine konur. Sistemden hareketli faz
gecirildiginde sabit basing kontrollii pompalar, ¢oziicii viskozitesindeki degisikliklere
ve kolon gecirgenligine karsi olduk¢a duyarhidir. Bu nedenle gradient eliisyon
calismalari i¢in uygun degildir. Bir pnomatik yiikseltici pompa Sekil 1.9’da sematik

olarak verilmistir.
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Hareketli faz girisd

Hidrolik piston l
& e
- Balon vana
:__ - _-__‘ Harsketli
T L _TT® fazkalm
«— A
3az piston Conta 1

Kolon girig
Faz silindir

Sekil 1.9. Pnomatik yiikseltici pompa

4.0tomatik Ornekleyici

Analizi yapilacak olan 6rnek sisteme dogru ve tekrarlanabilir olarak gonderilmelidir.
Sisteme gonderilen Ornegin enjeksiyonunda kullanilan enjektorler; siringa
enjektorler, vana-sarim (valve-loop) enjektorler ve siringa-sarim (syringe-loop)
enjektorlerdir. Enjeksiyon sirasinda sistem basincini diistirmeden ve hareketli faz
akigint durdurmadan veya akis hizin1 degistirmeden Ornek sisteme gonderilmelidir.
Siringa enjektorler 1500 Ibg/in” basinca kadar sisteme 6rnek gonderebilirler. Fakat bu
enjektorlerde hareketli faz akisi bir siire durdurulur. Bu sebepten dolay1 kolay
kullanilabilir olmasma ragmen tekrarlanabilirligi diisiik oldugu i¢in siringa

enjektorler tercih edilmemektedir.

Vana-sarim enjektorler 7000 Ibg/in®  basinca kadar sisteme ornek enjeksiyonu
yapabilirler. Belirli bir hacimde sarim kullamilir. Ornegin sisteme enjeksiyonu
sirasinda hareketli faz akisinda duraksama veya akis hizinda bir degisim olmaz.
Sarim hacimleri 10-1000 pl arasinda degisir. Yiiksek hacimde ornek enjeksiyonu

yapildiginda tayin edilen maddenin diisiik derisimlerine kadar inilebilmektedir, fakat
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bu, sisteme yani kolona asirt madde yiiklemesi yapilmasindan dolayr bant
genislemesine ve pik keskinliginin azalmasma neden olur. Bu nedenle diisiik
hacimdeki enjeksiyonlar daha avantajlidir. Bu tip enjektorlerde sistem
tekrarlanabilirligi  yiiksektir, calisma basing iist siirt yiiksektir, otomatik
ornekleyicilerle kullanim1 miimkiin oldugu i¢in birim zamandaki, standart enjeksiyon

sayis1 daha fazladir.

Siringa enjektorler ise, 0.5-5 ul arasinda enjeksiyonlar yapilabilen mikro enjektorlere
sahiptir.Ornek kab1 olmadan sifir 6lii hacimle enjeksiyon yapabilir, kii¢iik hacimlerde

dahi kesinlik ve dogruluk degerleri yliksektir (Bidlinmeyer, 1992; Sewel, 1987).

5.Kolon

Sivi kromatografisinde kullanilan kolonlar, kullanilan hareketli faz bilesenlerinden
etkilenmeyen ve bilesenlerle etkilesmeyen, oksitlenmeyen ve korozyona ugramayan
malzemelerden yapilmistir. Bunun igin 0zel paslanmaz celik, teflon ve cam
kullanilir. Genellikle kullanilan kolonlar 2.1, 3.2, 4.1 ve 4.6 mm c¢apinda, boyu ise
10-30 cm arasindadir. Ayni boydaki kolonlar i¢in kolon c¢ap1 artarsa kolona
gonderilen madde miktar1 da artmaktadir. Analiz sirasinda birden fazla kolon birbiri
ile kombine kullanilarak analizin kalitesi arttirilabilir. En sik kullanilan kolonlar
25cm boyunda ve 4,6 mm i¢ capinda, 5 um capinda tanecik dolgu maddesi ile

doldurulmus kolonlardir.

Son yillarda firmalar yukarida anlatilan kolon boyutlarindan farkli olarak i¢ ¢ap1 1-

4,6 mm olan uzunlugu 5-10 cm olan kolonlar iiretmektedir. Dolgu maddesinin

tanecik ¢ap1 da 1,7 um’ye kadar diistiriilmiistiir (Bidlinmeyer, 1992; Sewel, 1987).
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Kolon Dolgu Maddeleri:

Sivi kromatografisinde iki ¢esit kolon dolgu maddesi kullanilmaktadir. Bunlar, film
dolgular ve gozenekli dolgulardir. Film dolgular cam veya polimer malzemeden
yapilmis, gozeneksiz, kiiresel ve ¢aplar1 30-40 um arasinda degisen taneciklerdir. Bu
taneciklerin yiizeyine, silis, alumina, polistiren-divinil benzen sentetik reginesi veya

bir iyon degistirici re¢ineden olusan ince bir gdzenekli film kaplanmustir.

Bazi uygulamalar i¢in uygun bir sivi, absorpsiyon ile kat1 yiizeye tutturularak, ilave
bir katman halinde sabit faz olarak kaplanir. Ayrica organik temelli bir yiizey

katmani olusturulmak amaciyla kimyasal islemler de uygulanmaktadir.

Sivi kromatografisinde kullanilan gozenekli taneciklerin ¢aplart 3-50 pm arasinda
degisebilmektedir. Tanecikleri olusturan reginelerden biri olan silika, en yaygin
olarak kullanilanlardan biridir. Bu tanecikler yar1 gecirgendir, ¢aplar1 10-50 um ve
yiizey alanlar1 1-25 m?/g arasinda degismektedir. Bu analitik uygulamalarda bir
dezavantajdir. Mikro gézenekli taneciklerin yiizey alanlari ise 200-300 m*/g’a kadar
cikabilmektedir ve caplart da 3-10 um arasindadir. Yiizey alani arttikga ayirma

kapasitesi artmaktadir. Tanecik boyutu kii¢tildiik¢e kolon geri basinci da artmaktadir.

Bu iliski Esitlik 1.4’de gosterilmistir.

1.8
Basing O{dL] dp: Tanecik gap1 (1.4)

p
Silika bazi1 kimyasal islemlerle tiirevlendirilerek bagl sabit fazlar elde edilmektedir;

1.Silikat ester olusumu (Si-O-Si):Olusumunda yiizey silanol gruplar (Si-OH) alkolle

tepkimeye sokulmaktadir.

Si-OH + ROH — Si-O-Si
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i1.Silikon baglar1 olusumu (Si-O-Si-R3):Yiizey silanol gruplar1 organoklorosilan ile

tepkimeye girmektedir.

Si-OH + R;3SiCl — Si-O-Si-R3
iii.Silikon-karbon baglar1 olusumu:Yiizey silanol gruplari tionil kloriir ile tepkimeye
sokularak organolityum bilesikleri olusturulmaktadir. Olusturulan organik gruplar
dogrudan silika yiizeyine baglanir.

Si-OH + SOCl, — Si-Cl

Si-Cl1+ RLi — Si-R

Ayrica silika, yiizeyi hidrolizlenerek hidroksil gruplar takilir ve metiltriklorosilan ile

asagida gosterildigi gibi tepkimeye sokulur.

i i
|
_Ti o S‘i _
- ol ol 1 |0 |O
| ‘ CHsSICl | _ | _ RSiCl E — g—cH
- Ssi—pg—8—— —= CH 7s|1 — CHs CHs Si CHy —— CH; —35i CHs CHs i 3
T | | : o
| | | |
—si 0 .‘|3i — —si ] |Si —

Doygun hidrokarbon polimer tabakalari, siyanoetilsilikon polimer tabakalar1 ve
naylon kapl silika da kullanilmaktadir. Ornegin, 18 karbon zincirli sabit faz elde
edilmesinde asagidaki tepkimeler kullanilmaktadir.

Si-OH + CI3Si(CH,)7,CH3 — Si-O-Si(CH3);7CH3
(ODS gecirgen faz)
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Benzer sekilde CN bagl faz elde etmek icin asagidaki tepkime uygulanmaktadir.

Si-OH + (CH30)3SiCH,CH,CN — Si-O-SiCH,CH,CN
(Nitril gecirgen faz)

Bu polimerler hareketli faz akisi ile silika yiizeyinden ¢ikartilamazlar ve kalicidir.
Silika gruplarina (Cg, C,) diger fonksiyonel gruplarin, 6rnegin fenil (SiPh,), alkil
fenil (SiCcH4CH=CH,), ve floro-eter eklenmesi ile farkli fonksiyonel gruplari iceren
sabit fazlar elde edilebilir (Hamilton, 1982).

6.S1v1 Kromatografi Dedektorleri:

Sivi kromatografisinin giincel olarak kullanilmasini saglayan en biiylik gelisme
hassas Ol¢timler saglayan dedektorlerin gelistirilmesi ve bu dedektorlerin “‘on-line”’
kullanimlarinin miimkiin olmasidir. Sivi kromatografisinde 6rnek ile hareketli faz
fiziksel Ozellikleri yoOniinden benzerlik gosterir. Buna gore iki c¢esit dedektor
gelistirilmistir (Skoog, 1998; Hamilton, 1982; Bidlinmeyer, 1992; Sewel, 1987,
Meyer, 1988; Scott, 1995).

i.0rnek ve hareketli faz 6zelliklerine gére dedektorler;
a. Fotometrik dedektorler (UV/GB, Fluoresans dedektor, Foto diyot dizi (FDD)
ve Infrared absorbans dedektorleri),
b. Radyoaktivite dedektort,
c. Elektrokimyasal dedektor,
d. Ayirim sonrasi tepkime dedektorti,

e. Kiitle spektrometrisi.

ii.Ornek 6zelliklerinin 8lciilmesine gore dedektorler;
a. Dielektirik sabiti dedektorii,
b. Tletkenlik dedektori,
c. Yogunluk 6l¢iimii dedektor,

d. Refraktif indeks dedektorleridir.
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YPSK sisteminde sik¢a kullanilan dedektor ¢esidi UV/GB dedektor, FDD, fluoresans
dedektor ve elektrokimyasal dedektordiir.

UV/GB Dedektor

UV/GB 1s1niin absorblanmasi ilkesine dayanan dedektor ¢esididir. Genellikle ii¢ tip
lamba kullanilir. Déteryum lambasi; 190-400 nm dalga boyu araliginda, Kuartz-
iyot/tungsten lambasi; 350-700 nm dalya boyu arasinda ve civa lambasi; 254, 280,
313, 334, 365 dalga boylarinda 1s1n yayarlar. Degisken dalga boyunda 1s1n yayabilen

lamba kullanilan dedektorlerin bazi avantajlari vardir. Bunlar;

1.  Aym anda ¢ogu madde icin yiliksek degerlerde absorbans elde edilir. Bu
durumda duyarhlik artar,
ii.  Secicilik daha yiiksektir.

iii.  Gradient eliisyon i¢in kullanim kolaylig1 saglar.

Absorbans degeri derisimle dogru orantili bir sekilde artmaktadir. Lambert-Beer
yasasi gecerlidir. Genellikle bagli olmayan elektron igeren bilesikler ya da cift bag
iceren bilesikler saptanabilmektedir. Bir de tiirevlendirme sonucunda absorpsiyon

yapabilen maddeler de bu dedektorle saptanabilir.

UV/GB dedektoriinde kullanilan akis hiicresi 4 ya da 8 pl hacminde, 1mm capinda
ve 10mm uzunlugundadir. Kolon dis1 bant genislemesini en aza indirmek i¢in akis
hiicrelerinin hacimleri miimkiin oldugunca en aza indirilmistir (Skoog, 1998;

Hamilton, 1982; Bidlinmeyer, 1992; Sewel, 1987; Meyer, 1988; Scott, 1995).

Absorbans dedektorlerinin bir ¢ogu ¢ift 151n yolludur. Daha sonra bu iki 1ginin
siddetinin karsilastirilmas1 amaciyla fotoelektrik dedektorler kullanilir. Sekil 1.10°da
UV/GB dedektorii sematik olarak verilmistir. Isin belirli bosluklardan gegerek
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istenen dalga boyuna ayarlanir. Gelen 1smin, lens ile odaklanarak hiicreye paralel
olarak geg¢mesi saglanir. Isin filtreden gectikten sona dedektore gelir. Isinin siddeti

ile orantil1 olarak sinyaller kayit edilir.

Delik-15m
Detektér Filtre Pencers déniigtiiried

NN

Pencers Filtre

.Y —f Detektir

Hilere

Sekil 1.10. Cift 1s1n yollu bir UV/GB dedektorii

Foto Divot Dizi Dedektor (FDD)

Foto diyot dizi dedektorde polikromatik 1s1n kullanilir. Isin kaynagi olarak tungsten
ve doteryum lambasi kullanilir. Isik kaynagindan gonderilen polikromatik 1sinlar akis
hiicresine gelir, bunlar optik ag iizerinde dagilir ve ¢ok sayida diyottan olusan foto

diyot dizisi iizerine diiser.

FDD 200-700 nm dalga boyu araliginda 0,1 s araliklarla spektrum alinabildiginden
FDD ile birden fazla dalga boyunda analiz yapilabilmektedir. Kromatografik piklerin
safligimin  ya da pik girisiminin  olup olmadiginin  kontroliinde de

kullanilabilmektedir. FDD’nin avantjlar1 asagida siralanmistir (Skoog, 1998).

i.  Piklerin biitiin dalga boylarinda dl¢iimleri ayn1 anda yapilabilmektedir.
ii.  Maksimum absorbans yapilan dalga boylar: tek bir enjeksiyonla saptanabilir.
iii.  Kromatografik olarak ayrilamamis piklerin nicel analizi yapilabilir.

iv.  Pik kontrolii ve maddenin nicel analizi yapilabilir.
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Floresan Kktor

Floresans verebilen maddeler i¢in yiiksek segicilik ve duyarlilikta saptama saglayan
dedektorlerdir. Diisiik floresans veren bilesikler; aromatik amino asitler, kinolonlar,
Ostorojenler, fenoller, aflatoksinler, poliniikleer aromatikler, konjlige siklik yapida

olan bilesiklerdir.

Floresans dedektorler tiirevlendirme yapilarak fluoresan Ozellik katilmis bir ¢ok
maddenin de saptanmasina olanak saglar. Genel olarak kullanilan tiirevlendirme

ajani; dansil kloriir (5-dimetil-aminonaftalen-1-sulfonil kloriir) ve fluroseindir.

Dansil kloriir primer ve sekonder aminler ve fenollerle, fluoresein ise; primer aminler

ve biojenik amino asitler ile tepkime vermektedir.

Floresans dedektorde iki dalga boyu secilmesi saptamada seciciligi artirmigtir.
Bunlardan biri; eksitasyon (uyarma) dalga boyudur ve dalga boyu 190-400 nm
araliginda (doteryum lambasi) ve 350-600 nm araliginda (tungsten lambasi)
saptanacak madde 6zelligine gore ayarlanmaktadir. Digeri emisyon dalga boyudur ve
90°1ik ag1 ile l¢iilmektedir. Emisyon tiim yénlerde oldugu i¢in duyarlilik azalir.
Bunu o6nlemek icin yarikiiresel kollektér ayna kullanilmaktadir. Bazi fluoresans
dedektorler, absorpsiyon dedektorlerine gore yaklasik 100 kat daha duyarhdir. Isik
kaynag1 olarak civa lambasi da kullanilir. Daha gelismis cihazlarda ise, 151k kaynagi
olarak ksenon lambas1 kullanilir. Bir floresans dedektor Sekil 1.11°de sematik olarak
verilmistir (Skoog, 1998; Hamilton, 1982; Bidlinmeyer, 1992; Sewel, 1987; Meyer,
1988; Scott, 1995).
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Sekil 1.11. Floresans dedektor

Elektrokimyvasal dedektor

Elektrokimyasal dedektorler, duyarliligi yiiksek ve secici dedektorlerdir. Diisiik
derisimdeki maddelerin saptanmasina olanak saglarlar, fakat kullanimlar1 optik

dedektorler kadar kolay ve pratik degildir.

Ayrilan maddeler camsi-karbon ¢alisma elektrodu veya karbon/polimer elektrot
lizerinde, sabit potansiyel altinda yiikseltgenme ya da indirgenmeye maruz birakilir.
Referans elektrot olarak platin elektrot kullanilir. Ornek derisimi elektrot akimu ile
dogru orantilidir. Akim voltaj ¢ikist olarak doniistiiriilir ve zamanin fonksiyonu

olarak gozlemlenir. Elektro aktif olmayan maddelerin analizi miimkiin degildir.

7. Kayit Cihazi

Dedektorden gelen sinyallerin yazilmasinda tek kalemli yazicilar, karmasik

integratorler ya da bilgisayar sistemli veri kaydediciler kullanilir.

Teknolojinin  ilerlemesiyle son yillarda mikroislemciler ve bilgisayarlar
kullanilmaktadir. Bu sistemlerde hareketli faz akis hizi, enjektor, kolon firini,
dedektor, 6rnek alma sistemi ve veri kaydi sistemi merkezi bir veri kayit cihaz ile

kontrol edilmektedir. Mikroislemciler ve bilgisayarlarin kullanilmas: kromatografik
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sistemin tekrarlanabilirligini arttirmakta ve sistem validasyon parametrelerinde daha

dogru sonuglarin elde edilmesini saglamaktadir (Hamilton, 1982).

B. Temel Kromatografi Parametreleri

Kromatografik bir sistemde veriler kromatogramlarla yorumlanmaktadir.
Kromatogram; tayini yapilan 6rnegin her bir bileseni i¢in belirli zamanlarda derigsim
degerine kars1 elde edilen cevabin uygun bir dedektor ile saptanmasiyla elde edilmis
pikleri gdsteren grafiktir. iki bilesenli bir drnege ait kromatogram Sekil 1.12°de

verilmistir. Bir kromatogram1 yorumlamada kullanilan ana parametreler sunlardir;

1.  Alikonma zamani, tg
i1.  Kapasite faktorii, k'
mi.  Segicilik , o
iv.  Kolon etkinligi,N

v.  Ayiiclik, R

vi.  Pik simetri orani, PSO
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i Ahkonma Zamani.tg

Ornegin enjekte edilmesinden sonra analit pikinin dedektdre gelmesine kadar gegen

stireye alikonma zamani denir.

h/2

h/10 $
Yy V

| | |
tm ta tg

Sekil 1.12 YPSK yontemiyle elde edilen kromatogram

Sekil 1.12°de t,; sabit faz ile etkilesmeyen maddelerin veya hareketli fazin alikonma
zamanini, ta; A maddesinin alikonma zamanini, tg; B maddesinin alikonma zamanini
gostermektedir. Alikonma zamani yerine alilkonma hacmi de denilmektedir.
Ayrilamayan piklerin veya hareketli fazin alikonma hacmi, 6li hacim (V) olarakta
adlandirilir. Bir maddenin alikonma hacmi ayirimi yapilacak olan maddenin sabit
fazdan eliie olmasi i¢in gerekli olan hareketli faz hacmidir. Alikonma hacmi,

alikonma zamani ile hareketli faz akis hizin1 (F) ¢arpilmasi ile hesaplanabilir.

V0=thF (15)
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ii. Kapasite faktorii, k'

Kapasite faktorii alikonma faktorii olarak da bilinmektedir. Kolon igerisinde ¢oziinen

maddenin ilerleme hizini ifade eden bir faktordiir. A ¢6ziineni i¢in kapasite faktorii,

(1.6)

Esitlik 2.6’da Ka; A maddesi icin dagilma katsayisi, Vg; sabit faz hacmi, Vy;
hareketli faz hacmidir. Dagilma katsayisini ise, K ¢oziinenin sabit fazdaki molar
deisiminin (Cs), hareketli fazdaki molar derisimine (Cy), orani ile hesaplanir (Esitlik

1.7).
K=Ss (1.7)
CM

Kapasite faktorii, hareketli fazin sabit akis hizinda, Esitlik 1.8’deki gibi alikonma
zamanlar1 kullamlarak da hesaplanabilir. Iyi bir ayirim icin kapasite faktorii

degerinin 1 ile 10 arasinda olmas1 gerekmektedir.

o= faty (1.8)

Kapasite faktorii maddenin kimyasal ve fiziksel 6zelliklerine, uygulanan yonteme
gore farkliliklar gosterir ve 6zgiil bir degerdir. Kromatografik sistemde en 6nemli

parametrelerden biridir.



51

iii.Secicilik, o

Secicilik, esas olarak sabit fazin 6zelligine gore degisiklik gosterse de seciciligi

kismen etkileyen faktorlerden birisi de hareketli fazin bilesimidir.

Seciciligin matematiksel ifadesi Esitlik 1.9°da gdosterilmistir. Bu esitlikte kolonda
daha uzun siire tutulan maddeye ait kapasite faktoriinlin daha kisa siire tutulan
maddeye ait kapasite faktoriine oranlanmasi ile hesaplanabilir. Bu tanima gore
secicilik daima 1’den biiyiiktiir (Skoog, 1998; White, 1990; Hamilton, 1982;
Bidlinmeyer, 1992; Sewel, 1987; Meyer, 1988; Scott, 1995; Rosing, 2000; Yildiz,
1997).

k '
a=— (1.9)
k,'

iv.Kolon etkinligi, N
Kolon verimliliginin bir ol¢iisii olarak, genel olarak birbiri ile baglantili iki terim

kullanilmaktadir. Bunlar, tabaka yiiksekligi, H ve tabaka sayis1 N’dir. Bu iki terim
arasinda Esitlik 1.10’daki bagint1 vardir,

(1.10)

o | =

L, kolon dolgu uzunlugudur. Kolon verimliligi kolon tipi, sabit faz tipi ve boyutu,
hareketli faz bilesimi ve akis hizina gore degisebilmektedir. Kolonun esdeger tabaka
sayist (N), kolon etkinliginin bir 6l¢iisiidiir. Genel olarak N degerinin hesaplanmasi
Esitlik 1.11°de gosterilmistir. Esitlik 1.12°de ise teorik plaka sayisinin hesaplanmasi
verilmistir. Esitlik 1.11 ve 1.12°de W4, A maddesine ait zemin ¢izgisindeki pik cm
cinsinden genisligidir (Sekil 1.12)( White, 1990; Hamilton, 1982; Bidlinmeyer, 1992;
Sewel, 1987; Meyer, 1988; Scott, 1995; Rosing, 2000).
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(1.11)

2
t, -t
N, =16 ( A mj (1.12)

Y. Avinahk, R

Ayiricilik kolon etkinliginin ve ¢oziicii etkinliginin bir dl¢tsiidiir. Esitlik 1.13°de

ayiriciligin matematiksel olarak hesaplanmasi verilmistir.

R = 2(tB -tA)

1.13
W, W (1.13)

Ve

R:l(a_'lj( K j\/ﬁ (1.14)

Ayiriciligin -+ hesaplanmasinda, kapasite faktorii, tabaka sayist ve segicilik
kullanilmaktadir. Genel olarak birbirini takip eden iki pik i¢in R degeri 1.5 ve lizeri
iken tam ayirim saglanmaktadir. R=1.325 iken maddelerden biri digeri i¢ine %0.3
oraninda girmis durumda, R=1 iken, maddeler birbiri i¢ine % 4 oraninda girmis
durumdadir ve R=0.75’de ayirim olmamaktadir. R=1,5 oldugu zaman maddeler %95
olasilikla birbirlerinden ayrilmis olarak kabul edilebilir (Sekil 1.13)( Skoog, 1998;
White, 1990; Hamilton, 1982; Bidlinmeyer, 1992; Sewel, 1987; Meyer, 1988; Scott,
1995; Adamovics, 1997).
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4 S, Rg=0.50 Rs=0.75

Zaman

Sekil 1.13. Ayiriciligin piklerin birbirinden ayrilmasina etkisi (o:sabit)

Seciciligin Ayiricihk Uzerine Etkisi: Genelde secicilik arttig1 zaman ayiriciiginda
artmasi beklenir. Esitlik 1.14’°deki tek degisken o oldugunda bu ifade asagidaki gibi
gosterilebilir (Hamilton, 1982).

R=C, (“—lj (1.15)

C;; bir sabittir ve o’ya kars1 R grafige gecirildiginde o’nin artmasiyla R degeri belli
bir degere kadar artip daha sonra sabit kalmaktadir (Sekil 1.14). a=1 oldugunda iki

bilesik arasinda ayirim gergeklesmemektedir.
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Sekil 1.14. Segiciligin ayiricilik iizerine etkisi

Kapasite Faktoriiniin Ayiriciik Uzerine Etkisi: Ayiricilik ile kapasite faktorii

arasindaki iliski tek degisken k' oldugunda Esitlik 1.16’daki gibi ifade edilir.

k|
R=C{ﬁ+k] (1.16)

Burada C; sabittir ve k'=0 iken ayirim gerceklesemez. Biiyiik k' degerlerinde Esitlik

1.16’in sag tarafi 1 olur ve ayiricilikta bir farklilik olmaz. Optimum k' degeri 1 ile 10
arasinda oldugunda istenilen ayiriciliga ulasilir. k' ye kars1 R grafige gecirildiginde k'

10 degerine gelene kadar R degeri artip daha sonra sabit kalmaktadir (Sekil 1.15)
(Hamilton, 1982).
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Sekil 1.15. Kapasite faktoriiniin ayiricilik izerine etkisi

vi, Pik Simetri Oranmi. PSO

PSO, bir A pikine ait bc ve ab uzunluklarinin oranlanmasiyla hesaplanir (Sekil 1.12,
Esitlik 1.17). PSO pik yiiksekliginin zemin ¢izgisinden itibaren % 10’luk kismindan

Ol¢iimler yapilarak hesaplanir.

PSO = b_c (1.17)
ab

Diizgiin bir kromatogram egrisinin olmasi i¢in PSO degerinin ‘1’ olmasi gerekir.

Pratikte ise 0,8-1,2 araligindaki degerler kabul edilebilir (Hamilton, 1982).

Kromatografide kuramsal olarak kolonda ayrilan maddelere ait bantlarin Normal
dagilim (Gauss dagilimi) gostermesi beklenir. Normal dagilimda sabit fazdaki madde
derisimi ile hareketli fazdaki madde derisimi arasinda dogrusal bir iliski
bulunmaktadir. Ancak bu her zaman miimkiin degildir. Maddeler kolondaki sabit

faza tutuldugunda Langmuir ya da anti-Langmuir davranis gozlenmektedir (Sekil
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2116). Langmuir izotermi sabit fazda daha fazla miktarda madde bulundugunu, Anti-
Langmuir izotermi ise, tam tersini gostermektedir. Eliisyon egrisinin oniinde ya da
arkasinda bir alan olusur ve bu da madde pikinde 6ne kayma (fronting) ya da
kuyruklanma (tailing) seklinde goézlenir. Sabit fazdaki derigim ile hareketli fazdaki
derisim arasinda dogrusal biri iliski oldugunda, K, dagilma katsayis1 sabittir,
alikonma zamani madde derisiminden bagimsizdir ve gozlenen madde piki ¢an

(Gauss) egrisi seklindedir (Hamilton, 1982).

Do grusal L angrmuir Anti-Langrmnir
k:
=]
l
o
i
i3
[ﬁ L
Harekatli Fazdaki derigim

8

8

8

%

b7

]

tr tp tr
Fauss kuyrukl anma one kayma

Sekil 1.16. Alikonma zamani ve pik sekline etkisi

Genellikle kromatogramlarda ge¢ gelen pikler once gelen piklere gore daha yayvan
ve genislemis olurlar. Bu durum pikin seklini bozacagindan istenilen bir durum

degildir. Boyle durumlarda pik seklinde kuyruklanma da gozlenebilir.
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1.6. Analitik Yontem Validasyonu (Yontem Gegerlilik Testleri)

Saglik alaninda kullanilan analitik yontemlerden, ila¢ analizlerinde, biyolojik
numune analizlerinde, biyoesdegerlik, biyoyararlanim calismalarinda,
farmakokinetik bilgilerin degerlendirilmesi ve yorumlanmasinda, ila¢ etken
maddelerinin nitel ve nicel analizlerinde, ila¢ etken maddelerinin metabolitlerinin

tayininde yararlanilmaktadir.

Bu islemlerin yapilabilmesi i¢in iyi karakterize edilmis, giivenilir sonuglarin elde
edilebilecegi tamamen gecerli analitik yontemlerin kullanilmasi veya gelistirilmesi
gereklidir. Her yeni gelistirilen yontemin validasyon sonuglar1 birbirinden

bagimsizdir (Ahuya ve Scypinski 2001; Lunte ve Radzik 1996).

Yontem validasyonu analitik islemlerin istenilen kullanim i¢in uygunlugunu gosteren
parametrelerdir. Uygulanacak analitik islemler i¢in hangi tip validasyon
karakteristiklerinin kullanilacagi belirlenmelidir. Gelistirilen bir ydntemin veya
parametrelerinde ufak degisiklikler yapilmis bir yontemin gecerli olabilmesi igin
mutlaka gerekli validasyon testlerinin ve ilgili hesaplarin yapilmis olmasi gereklidir
(Riley ve Rosanske 1996; Swartz ve Krull 1997; ICH 1994; Snyder ve ark 1997,
Ahuya ve Scypinski 2001; Lunte ve Radzik 1996; Adamovics 1997; Braggio ve ark
1996; Shabir 2003; Papadoyannis ve Samanidou 2004; Ermer 2001; Mc Dowell
1999; Ermer ve Miller 2005; De Bievre ve Gunzler 2005; Vessman 1996).

Amerikan Farmakopesine (The USP 24, 2000) gore validasyon, analizi yapilacak
madde i¢in gelistirilen analiz yonteminin secilen aralikta uygunlugunu, dogrulugunu,

duyarhigini, tekrar edilebilirligini ve saglamligini belirtmektedir.
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2.5.1. Validasyonun Genel Islemleri

1. Cihazin kontrolii ve validasyonu, (tim donanim ve yazilimlar i¢in gecerlidir)

2. Gelistirilen yontemin gecerliligini kanitlamak i¢in veya gelistirilmis olan bir
yontemdeki parametrelerde yapilan degisikliklerden sonra yapilan validasyon,

3. Cihaz ve ilgili yontem seg¢ildikten sonra ve validasyonlari yapildiktan sonra
ayirma yontemleri i¢in gerceklestirilen Sistem Uygunluk Testleri (SUT). Bu
testler FDA ve USP tarafindan onerilen ve sivi kromatografisi ve diger ayirma

tekniklerinde yontem gelistirmenin bir parcasini olusturan testlerdir.

Bir analitik yontemin validasyonu; laboratuvar calismalari ile belirlenen ve istenen
analitik uygulamalar1 i¢in gerekli yontem performans parametrelerinin bulunmasidir.
Bunlar analitik parametreler cinsinden ifade edilir. Bu parametreler hem in-vivo hem
de in-vitro ¢alismalarda kullanilan yontemler i¢in gegerlidir (Riley ve Rosanske
1996; Swartz ve Krull 1997; ICH 1994; Snyder ve ark 1997; Ahuya ve Scypinski
2001; Lunte ve Radzik 1996; Adamovics 1997; Braggio ve ark 1996; Shabir 2003;
Papadoyannis ve Samanidou 2004; Ermer 2001; Mc Dowell 1999; Ermer ve Miller
2005; De Bievre ve Gunzler 2005; Vessman 1996).

Biyoanalitik yontemler; kan serum, plazma veya idrar gibi biyolojik sivilarda etkin
maddelerin veya metabolitlerinin; gaz kromatografi (GK), sivi kromatografisi (SK)
veya bunlarin SK-KS, GK-KS, SK-KS-KS, GK-KS-KS gibi kiitle spektrometrisi
(KS) kombinasyonlar1 ile elektrokimyasal ve radyokimyasal yontemlerle miktar

tayinlerini igerir.
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2.5.2. Tipik Validasyon Parametreleri

Dogruluk

Analiz sonucu elde edilen degerin gergek degere yakinliginin olgiisiidiir. Sonuglar

ortalama % geri kazanim olarak verilir.

Ortama ilave edilen analitin (analizi yapilacak madde) analiz yapilan ortamdan hangi
oranda geri alinabildigini gosterir. Bu ayn1 zamanda biyolojik sivilardan tiiketmenin
etkinligini de gosterir. Kullanilan cihazlardan yapilan o6l¢iimlere dayali olarak

hesaplanir. Biyolojik sivilarda ¢alisilirken geri kazanimin % 100 olmas1 gerekmez.

Geri kazanim c¢alismalar1 en az 3 degisik derisim icin yapilir; alcak (tayin alt
siirinda veya yakin derisiminde), orta (¢alisma derisim araliginin ortasinda yer alan
bir derisimde) ve yiiksek (¢alisma derisim araliginin iist sinirlarinda veya yakininda
yer alan bir derisimde) derisim degerleri segilerek kullanilir. Secilen herbir derisim
icin minimum 5 tayin yapilmalidir. Bu tayinlerden minimum 3 tanesi ortalama
degerin % 15 inden daha fazla sapma gostermemelidir. Tayin alt sinirindaki derisim

icin bu sapma % 20 yi gegmemelidir (Riley ve Rosanske 1996).

Geri kazanim calismalari i¢in 3 yol izlenebilir. Bunlar:

i. Referans bir yontemle karsilastirmak

Gelistirilen analiz yontemi ile, 3 farkli derisimde, 3’er 6l¢lim alinir ve bu degerler %
geri kazanim degerlerine ¢evrildikten sonra tiimii bir araya getirilir. Sonuglar referans
kabul edilen veya basili olan bagka bir yontem sonuglari ile istatistiksel olarak
karsilastirilir. Bu karsilastirma islemi i¢in student-t ve Fisher (F) testleri kullanilir.
Student-t testi ile iki yontemin ortalamalari arasindaki, F testi ile de standart
sapmalar1 arasindaki farklilik karsilastirilir. Hesapla bulunan t ve F degerleri
cizelgelerde verilen teorik t ve F degerleri ile kiyaslanir. Hesapla bulunan degerlerin
cizelgede yer alan degerlerden kiiclik olusu gelistirilen yontemin en az referans

olarak kabul edilen yontem kadar hassas ve dogru oldugunu gosterir. Sonuglarin
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ortalamalari, % bagil standart sapma (%BSS) ve/veya % bagil hata (BH) (% Bias) ile
beraber verilir (Esitlik 2.18) (Swartz ve Krull 1997; ICH 1994).

SS
0 —
%o BSS = —x100 (2.18)

GD: Gergek Deger

SS: Standart Sapma

X : Ortalama Deger

ii. Kor matriks ortamina analizi yapilan maddeyi ilave etmek:

Farmasotik dozaj formlar1 gibi matriks etkisi olan numunelerle ¢alisildigr zaman
kullanilan bir yontemdir. Analizi yapilacak madde bos matrikse degisik derisimlerde
eklenir. Bu matriks ilag dozaj formlari i¢in (etken maddesiz) yardimc1 maddelerden,
pestisit kalintilar1 i¢in pestisit ile muamele edilmemis ekinlerden olusur.

Genellikle % 50, 75, 100, 125 ve 150 oraninda madde ilavesi yapilir ve her seviyede
en az 3’er Ol¢iim yapilir. Sonucglar % geri kazanim olarak ifade edilir ve % bagil

standart sapma ve/veya % bagil hata (% Bias) ile beraber verilir.

iii. Standart ekleme yontemi ile saf madde ilavesi

Analizi yapilacak maddenin bilinen ve degisik miktarlar1 matriks igerisinde yer alan
ve miktar1 bilinmeyen veya daha Once tayin edilmis ayn1 maddenin {izerine ilave
edilir. Asil numunedeki etken madde derisimi deney verilerinden matematiksel
olarak hesaplanir. Genellikle % 25, 50, 100 oraninda madde ilave etmek iyi bir
yaklagimdir. Madde ilave edilmis ve ilave edilmemis biitiin numuneler en az 3’er
defa analiz edilir. Sonuglar ilave edilen ve Olgiilen madde miktarlar1 verilerek ifade
edilir. Bu  teknik, katki maddelerinin ve yardimci maddelerin bilinmedigi
durumlarda kullanilir. Sonuglarin ortalamalari, % bagil standart sapma ve/veya %

bagil hata (% Bias) ile beraber verilir.
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Kesinlik

Gelistirilen yontemin ¢alisilan kosullar altinda tekrarlanabilirliginin 6l¢iisiidiir. Baska
bir ifade ile bir numuneye ayni yontem birden ¢ok sayida uygulandiginda analit i¢in
bulunan sonuglarin birbirine yakinlhiginin bir 6l¢iistidiir. % BSS (Bagil Standart
Sapma) veya % VK (Varyasyon Katsayis1) olarak ifade edilir. Olgiim yapilan herbir
derisim i¢in minimum 5-6 tayin yapilmalidir. Bunlardan en az 3 deney sonucunun
% BSS’1 olarak teorik degerin % 15’inden daha fazla sapma gostermemelidir. Tayin
alt stnirindaki derisim i¢in (LOQ) bu sapma % BSS olarak % 20 yi gegmemelidir.

Kesinlik ii¢ kisimda diisiiniilmelidir. Tekrarlanabilirlik (repeatability), orta kesinlik

(intermediate prcision) ve tekrar elde edilebilirlik (reproducibility).

1. Tekrarlanabilirlik

Kisa zaman araligi icerisinde ayni islem kosullar1 altindaki kesinligi ifade eder.
Analizi yapilacak maddenin c¢alisma ortamindaki ¢dozeltisi hazirlanir ve bu
cozeltilerden en az 10 O6l¢iim yapilir (30-40 Olglim tercih edilmelidir). Bu tekrar
edilebilirlik giin i¢i veya ¢alisma sirasindaki kesinlik olarak da adlandirilir. Sonugta,
kesinlik elde edilen degerlerin %BSS’1 verilerek ifade edilir ve %BSS < 1.0 olmalidir
(The USP 24, 2000).

2. Orta-Kesinlik

Orta kesinlik laboratuvar i¢i deneysel fakliliklar1 belirten bir kesinlik derecesidir.
Farkli giinlerde, farkli analizciler veya farkli cihazlar kullanilarak saptanabilen
degerlerdir. Caligmalar arasi, deneyler arasi veya giinler aras1 kesinlik olarak
tanimlanan bu deger calismanin tam anlamda kesinligini belirtir. Bu kesinligi
saglayan calisma diger kesinlik parametrelerini de saglamis olur. Analizi yapilacak
maddenin calisma ortamindaki ¢ozeltisi ayr1 ayri hazirlanir ve bu ¢ozeltilerin her
birinden en az 3’er Ol¢lim, farkli giinlerde ve/veya farkli analizciler tarafindan
ve/veya farkli cihazlarla yapilir. Sonugta, orta kesinlik elde edilen degerlerin %BSS’1
verilerek ifade edilir ve %BSS < 2,0 olmalidir. Biyolojik numunelerle ¢aligirken

%BSS degerleri 10-15’e kadar ¢ikabilmektedir.
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3. Tekrar Elde Edilebilirlik

Tekrar elde edilebilirlik ozellikle ortak c¢alisma yapan farkli laboratuvarlarin
uygulamalar1 sonucu elde edilen ve deneysel fakliliklar1 belirten bir kesinlik
derecesidir. Ozellikle ydntem tek bicimliligi (standardizasyonu) calismalarinda
kullanilan bir kesinlik degeridir. Gelistirilecek yontem farkli laboratuvarlarda da ayni
anda kullanilacaksa bu kesinligin hesaplanmasi ve degerinin raporda belirtilmesi
gerekir. Analizi yapilacak maddenin calisma ortamindaki ¢ozeltisi ayr1 ayri
laboratuvarlarda, farkli zamanlarda ve farkli analizciler tarafindan (En az bir kag giin
ara ile yapilmalidir) hazirlanir ve bu ¢ozeltilerin her birinden en az 3’er 6lgiim
yapilir. Sonugta, tekrar elde edilebilirlik, dlgiilen degerlerin %BSS’1 verilerek ifade
edilir ve %BSS < 2,0 olmalidir. Biyolojik numunelerle ¢alisirken %BSS degerleri
10-15’e kadar ¢ikabilmektedir (The USP 24, 2000).

Secicilik

Analizi yapilacak maddenin numunede bulunan girisim yapma ihtimali bulunan diger
yardimcit veya etken maddeler yaninda miktarinin tam ve dogru olarak tayin
edilebilecegini gosteren bir parametredir. Bu kompleks numune karigimlarinin
analizinde girisim derecesinin de bir dlgiisiidiir. Etken madde yaninda safsizliklarin,
parcalanma Triinlerinin, benzer kimyasal maddelerin veya plasebo bilesenlerin
bulundugu numune ile bulunmadiklar1 numunede yapilan miktar tayini analizlerde
etkin maddenin bulunan derisimleri arasindaki fark olarak ifade edilir. Ozellikle
stabilite tayini ¢aligmalarinda yapilmasi kesinlikle zorunlu olan bir parametredir.
Secicilik yeterli diizeyde degilse, yontemin dogrulugu, kesinligi ve dogrusallig

hakkinda bir siiphe uyanir (Adamovics 1997).

Secicilik, miktar tayini sirasinda gerekli validasyon islemleri yapilirken, teshis
testleri ve safsizliklarin tayini sirasinda yapilmalidir. Kiitle spektrometri ile
birlestirilmis yontemlerin kullanilmasi durumunda girisimin olmadigi kabul edilir.

Segicilik 2 yolla saptanir:
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i- Tayini yapilan bilesik ile girisim yapma olasilig1 bulunan maddelerin girisim
yapma oranina veya ayirma yontemlerinde, “Ayirim giicii” (Rg) degerlerine bakilir.

Bu deger ayirma yontemleri icin Rg > 2,0 olmalidir.

ii- Ayirma yontemlerinde duyarl: bir dedektér segilebilir. Incelenecek bilesige cevap
verme yetenegine sahip olan dedektorler Elektrokimyasal veya Radyoaktivite
Dedektorleridir. Bu dedektorler belli maddelere duyarlidir ve bagka maddelerin

girisim yapma ihtimalini yok ederler.

1. basamaktaki islem i¢in:

i- Biitiin bilinen veya girisim yapmasindan siiphe edilen maddelerin varliginda ayni
anda gelistirilen yontemle analiz edilir ve cevaptaki degisim incelenir. Maddeler
kolona etken madde ile birlikte enjekte edilir ve ayirim giici degerlerine bakilir

(R>2,0 olmalidir).

ii- Ilag dozaj sekillerinin yardimci maddeleri, analizi yapilan madde ile birlikte
gelistirilen yontemle analizlenir ve cevap incelenir. Ayirma yontemlerinde kolona

enjekte edilir ve R degerlerine bakilir (R> 2,0 olmalidir).

i1i- Maddenin %10-30’unu bozacak kadar stire, 0,1 N HCI (asit); 0,1 N NaOH (baz);
50 °C sicaklik; UV 15181 veya %3 lik H,O, ¢ozeltisi ile etkilestirilir ve elde edilen

cozelti gelistirilen yontemle analiz edilir, ayirma yontemlerinde ise kolona enjekte

edilir. Sonucta elde edilen kromatogramdaki piklerin R degerleri R> 2,0 olmalidir.

iv- Gelistirilen yontemin sartlarinda ufak degisiklikler olusturulur (pH, tampon, iyon
siddeti, sicaklik gibi). Bu degisiklikler sonucu cevapta bir farklilik olup olmadigi,
ayirma yontemlerinde herhangi bir ilave pik olup olmadigr ve bunun madde pikini

etkileyip etkilemedigi saptanir.

v- Ayirma yontemlerinde kiitle spektrometrisi dedektorleri gibi duyarli ve hassas
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tekniklerle veya DAD (Fotodiyot dizisi) dedektorii ile degisik dalga boyunda
deney aninda taramalar yaparak herhangi ilave bir pik olup olmadigimi kontrol

edilir.

Teshis Simirl, Gozlenebilirlik Sinir1 (LOD)

Analizi yapilan Ornegin belirdigi fakat nicel simnirlar igerisine girmedigi en alt
derigimdir. Dogrudan, yapilan deneylerden veya hesapla bulunabilir. Dogrudan
yapilan deneylerden, gozlenerek yapilan hesaplamalarda genel olarak Sinyal/Gtiriiltii

(signal/noise) orani 3 olarak alinir.

Hesaplama yolu ile Teshis Sinir: saptanmasinda Esitlik 1.19. kullanilir;
LOD=33xSS/m (1.19.)

esitligi kullanilir. Bu esitlikte SS= Kor ¢ozeltilerinde ( en az 5 adet) yoOntem
uygulandiginda elde edilen sonuglarinin veya ilgili kalibrasyon dogrusunun kesigim
degerinin standart sapmasi, m= ilgili kalibrasyon dogrusunun egim degeridir (Sekil

1.17).

SINYAL =30

GOROLTU = 10

Sekil 1.17. Teshis siirini1 hesaplanmasinda kullanilan sinyal/giiriiltii orani sekli
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Tayin Alt Simir1 (LOQ)

Analizi yapilan maddenin kabul edilebilir diizeyde kesin ve dogru olarak miktarinin
tayin edilebilecegi, dogrusallik sinirlar1 igerisine girmeyen veya kalibrasyon egrisinin
en alt derisimini olusturan derisim diizeyidir. Dogrudan yapilan deneylerden veya
hesapla bulunabilir.

Dogrudan yapilan deneylerden gozlenerek LOQ tesbiti igin genel olarak

Sinyal/Giiriiltii oran1 10 olarak alinir.

Hesaplama yolu ile Tayin Alt Siniri saptanmasinda Esitlik 1.20. kullanilir;
LOQ=10xSS/m (1.20)
esitligi kullanilir. SS= Kor ¢ozeltilerinde (en az 5 adet) yontem uygulandiginda elde

edilen sonuclarin veya y ekseninindeki kesisim degerinin standart sapmasi, m= ilgili

kalibrasyon dogrusunun egim degeridir (Sekil 1.18).

SS ve m degerleri LOD esitliginde kullanilan degerlerle aynidir.

SINYAL =100

I ——

GURULTU = 10

Sekil 1.18. Tayin alt hesaplanmasinda kullanilan sinyal/giiriiltii oran1 sekli
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Biyolojik sivilarla ¢alisilirken LOQ’yu belirlemek i¢in asagidaki sartlarin yerine
gelmesi gerekir:
a- Analitin LOQ’daki derisimi i¢in cihazdan Olgiilen cevap kor i¢in OSlgiilen
cevabin en az 5 kat1 olmalidir
b- Analit i¢in gozlenen pikin veya alinan cevabin tanimlanabilir ve diger girisim
yapma ihtimali bulunan maddelerden ayr1 olmas1 gerekir ayrica % 20 kesinlik

ve % 80-120 dogrulukta tekrar edilebilir olmalidir.

Dogrusalhik

Derisime kars1 cevabin dogrusal olarak degismesi ve cizilen grafikte noktalarin diiz
bir c¢izgi lizerinde yer almasidir. Korrelasyon katsayisi (r) dogrusalligi veren
parametrelerdir. Analit derisiminin Ol¢iilen degerlere karsi regresyon analizleri ile
matematiksel olarak hesaplanir. Dogrusallik, korelasyon katsayisi r= 0,999 ve
tizerinde ise ve cevap degerleri c¢izilen dogrunun iizerinde yer aliyorsa saglanmis

demektir.

Dogrusalligi belirleyebilmek i¢in stok ¢ozeltiden en az 5 degisik derisimin
hazirlanmas1 ve analiz edilmesi gerekir. Bu derisimin alt sinir1 hedef seviyenin %50
sinden diistik ve st sinir da %150 sinden yiiksek olacak aralikta se¢ilmelidir. Bu 5
degerle yapilan dogrusalligin saptanmasi isleminin en az 3 defa tekrarlanmasi
gerekir. Dogrusalligin tam validasyonu i¢in ayrica egim ve kesisim degerlerinin

%BSS lar1 veya standart hatalar1 da hesaplanmali ve raporda verilmelidir.

Kalibrasyon Dogrusu (Grafigi)

Analitin bilinen derisimleri ile degisen degiskenin cevaplar1 arasindaki iliskidir. Bir
kalibrasyon egrisi hazirlanirken secilen derisimler daha 6nce yapilan g¢alismalarla
belirlenir. Dogrusal veya dogrusal olmayan sonuclar elde edilebilir. Tayin alt sinir1
ve Tayin st sinirt derisimleri de dahil olmak {izere calisma araliginda en az 5
derigim i¢in (kor harig) cihazdan 6lgiilen degerlere gore hazirlanir. Dogrusal olmayan

egriler i¢in daha fazla standart derisimin secilmesi uygun olur (Sekil 1.19).
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Sekil 1.19. Kalibrasyon dogrusu (grafigi) ve esitligi

Biyolojik sivilarla ¢alisilirken kalibrasyon egrisi olustururken asagidaki kriterlerin
yerine gelmesi gerekir:
a- Tayin alt sinir1 derisiminden elde edilen cevaplar arasindaki sapma %20 den
fazla olmamalidir
b- Tayin alt sinir1 derisiminin disinda segilen standart derisimlerden elde edilen

cevaplardaki sapmalar % 15’ den fazla olmamalidir.

Duyarhhk

Duyarlilik, dogrusalligin gegerli oldugu araliktaki dogru denkleminin egimidir. Pek
cok kitapta ayni1 zamanda tayin alt sinir1 olarakta tanimlanmistir. Tayin alt sinir1 ne

kadar kiiclikse yontem o derece duyarlidir.

Calisma Arahgi

Yeterli dogruluk ve duyarlikta dogrusalliga sahip yontemin gecerli oldugu alt ve {ist

sinirlar arasinda yer alan derisim araligidir. Derisim araligi genellikle secilen
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yontemin tipine gore degisir. Bu aralik yontemin dogrusalligi bulunduktan sonra
belirlenir. Ana maddenin analizinde standartlarin derisimleri genellikle hedeflenen
seviyede veya ona yakin dl¢iiliir. Bu derisimin alt sinir1 hedef seviyenin %50’ sinden
diisiik ve %150’ sinden yiiksek olacak aralikta se¢ilmelidir. Hedef miktarin % 50, 75,
100, 125 ve 150 olacak sekilde aralik diizenlenebilir.

Saglamhk

Yontemin, analiz parametrelerindeki ufak degisimlerden etkilenmeden kalabilme
kapasitesidir. Bu parametreler organik ¢oziicii yiizdesi, pH, iyonik giic, sicaklik gibi
etkenlerdir. Kararlilik yontemin normal kulanimindaki giivenirliginin bir dl¢iistidiir

ve yontem gelistirilirken degerlendirilmesi gereken bir parametredir.

Ornegin pH 3 de + 0.1 kadar bir degisim gosteren bir madde pH 4,5 da degismeden

ayni sonucu veriyorsa pH 4,5 ortam olarak secilmelidir.

Tutarhhk

Yontemin gergek kullanim kosullari altinda tekrar edilebilirliginin saptanmasidir.
Bunun i¢in c¢alismanin: Ayni laboratuvarda farkli analizciler tarafindan; Ayni
laboratuvarda farkli cihazlar tarafindan; Farkli laboratuvarda gerceklestirilmesi,
Reaktif ve ¢oziiclilerin markalarinin degistirilmesi; Farkli giinlerde ve sicakliklarda
yapilmasi gibi normal test sartlarinin degistirilmesi; ayni marka ve modele sahip

yeni bir kolon kullanarak tekrarlanmasi gereklidir.

Orta kesinlikle de benzesmektedir. % BSS ile ifade edilir. Uluslararas1 Uyum
Konferansi (ICH= International Conferance on Harmonization) bunu yapilmasi kesin

olarak zorunlu islemler gurubuna dahil etmemistir.
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Yontem Validasyonu ile flgili Calismalarin Sunumu

Bir analitik yontemin validasyonu; labortauvar caligmalari ile dogrulanmasi ve
sonuglarin deney validasyon raporlar1 olarak sunulmasi ile tamamlanir. Miiracaat

sirasinda hazirlanacak raporlar agsagidaki bilgileri kapsamalidir:

a- Ozet bilgi,

b- Kullanilan yontem ile ilgili bilgiler,

c- Rutin numune analizlerine yontemin uygulanmasiyla elde edilen
biyoanalitik raporlar,

d- Diger bilgiler.



2. GEREC ve YONTEM

2.1. Kimyasal Maddeler

Telmisartan
Hidroklorotiazit
Irbesartan

Losartan

Sodyum dihidrojen fosfat
Fosforik asit

Asetonitril

Metanol

Sodyum hidroksit
Milli-Q saf su

2.2. Cihazlar

(Cosmo)

(Cambrex)

(Teva)

(Nobel)

(NaH,POy,, JT. Baker)
(H3PO4, JT. Baker)
(CH3CN, JT. Baker)
(CH;OH, JT. Baker)
(NaOH, JT. Baker)

YPSK pompasi (Waters 2695)
UV/GB (Waters 2487)
YPSK Kolonu (Inertsil ODS 3V 5 um 4.6x250 mm)
Spektrofotometre (Shimadzu UV-2550)
pH metre (WTW pH 526)
Ultrasonik banyo (Bandalin Sonorex)
Hassas terazi (Mettler)
YPSK saflikta su cihazi (Sartorius)
Derin dondurucu (Arcelik)
2.3. Cam ve Diger Malzemeler
e Balon joje (20ml, 100ml) (Isolab)
e Mezur (1000ml, 2000ml) (Isolab)

e Beher (Isolab)



71

e Enjektor (Sml, 10ml) (Ayset)
e Cam pipet (Iml, 2ml) (Schott)
e 0.45um PTFE filtre (Wattman)
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2.4. Cozeltilerin Hazirlanmasi

2.4.1. Telmisartan Stok Cozeltisi: Analiz islemlerinde kullanilacak telmisartan
stok cozeltisi derisimi 0,8 mg/ml olacak sekilde metanol igerisinde hazirlanmstir.
Ara stok g¢ozeltiler ise, istenen derisim degerlerine stok ¢ozeltinin hareketli faz ile

seyreltilmesiyle hazirlanmistir.

2.4.2. Hidroklorotiazit Stok Cozeltisi: Analiz islemlerinde kullanilacak
hidroklorotiazit stok ¢ozeltisi derisimi 0,125 mg/ml olacak sekilde metanol igerisinde
hazirlanmistir. Ara stok cozeltiler ise, istenen derisim degerlerine stok ¢dzeltinin

hareketli faz ile seyreltilmesiyle hazirlanmistir.

2.4.3. lIrbesartan Stok Cézeltisi: Analiz islemlerinde kullanilacak irbesartan stok
coOzeltisi derisimi 1,0 mg/ml olacak sekilde metanol igerisinde hazirlanmistir. Ara
stok cozeltiler ise, istenen derisim degerlerine stok c¢ozeltinin hareketli faz ile

seyreltilmesiyle hazirlanmstir.

2.4.4. Sistem Uygunluk Cozeltisi: Telmisartan, hidroklorotiazit ve irbesartan stok
cozeltilerinden 1’er ml alinmig 10 ml’lik balonjojeye konulmustur ve istenilen

hacime hareketli faz ile tamamlanarak sistem uygunluk ¢ozeltisi hazirlanmistir.

2.4.5. Test Cozeltisi: Miktar tayini yapabilmek amaciyla 10 tablet duyarli olarak
tartilmis, havanda ezilmis ve 1 tablete esdeger tablet tozu hassas olarak tartilip 100
ml’lik balonjojeye almmustir. Uzerine metanol eklenerek ultrasonik banyoda 10 dk
¢Oziinmesi i¢in bekletilmistir. Hacmine metanolle tamamlanmistir. Hazirlanan ¢ozelti
0.45um PTFE filtreden siliziilmiis ve bu siiziintiiden 1ml alimarak 10 ml’lik

balonjojeye konulmus, hacmine hareketli faz ile tamamlanmustir.

2.4.6. NaH,PO4 Cozeltisi: 1,7 mM derisiminde NaH,PO, deiyonize su ile 1000
ml’lik balonjojede hazirlanmistir. pH’s1 derisik fosforik asitle 3,0’e pH metre

kullanilarak ayarlanmustir.
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2.4.7. Hareketli Faz Cozeltisi: Giinliik hazirlanmis 1,7 mM NaH,PO4 (pH 3,0)’den
hacimce % 54 ile asetonitrilden hacimce % 46 karistirilarak hazirlanmistir. Tampon
cozeltinin pH degeri derisik fosforik asitle ayarlandiktan sonra asetonitril ilave
edilmistir. Hareketli faz 0.45 pum filtreden siiziildiikten sonra 5 dk ultrasonik banyoda

tutulup gazi giderilmistir.
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2.5. YPSK Yontemi

2.5.1 Deneyin Yapihis

YPSK sistemine telmisartan ve hidroklorotiaziti enjekte etmeden Once, sistemin
dengelenmesi ve kanallarda bulunan havanin giderilmesi amaciyla Oncelikle
deiyonize su ve YPSK saflikta asetonitril gegcirilir. Bu islem ayni zaman da bir
onceki analizden kalan hareketli fazin temizlenmesi amaciyla da yapilir. Daha
sonrasinda hareketli fazin kolondan gegirilmesi saglanir. Boylece kolon ve sistem
uygun hale getirilir.

Sistem kapatilirken kolonun temizlenmesi i¢in ilk olarak saf su, daha sonra

asetonitril ve en son asamada asetonitril ve saf su birlikte gegirilir.

2.5.2. YPSK Yonteminin Optimizasyonu

Gelistirilecek yontem i¢in en iyi aywrimin saglanmasi amaciyla optimum
kromatografik kosullar saptanmistir. Bu amagla, telmisartan ve hidroklorotiazitin
ters-faz sivi kromatografisiyle ayiriminda; sabit faz secimi, hareketli faz organik
diizenleyici se¢imi (metanol veya asetonitril), hareketli faz organik diizenleyici orani
(asetonitril orani; % 44, 45, 46 (h/h)), i¢ standart secimi ve hareketli faz akis hiz1
(1,0; 1,5; 2,0 ml/dk) etkileri incelenmistir.
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3. BULGULAR

3.1. Saflik Kontrolii

3.1.1. IR Spektroskopisi

Telmisartan ve hidroklorotiazitin saflik kontrollerini yapabilmek i¢in IR (kizil 6tesi)

spektroskopisinden yararlanilmistir (Sekil 3.1 ve Sekil 3.2).

Dalga sayisi

Sekil 3.1. Telmisartanin IR spektrumu



76

e

g

% Gegirgenli

Dalga sayisi

Sekil 3.2. Hidroklorotiazitin IR spektrumu
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3.2. Telmisartan ve Hidroklorotiazitin Dalga Boyu Taramasi
Telmisartan metanol ile ¢oziildiikten (80 pg/ml) sonra spektrofotometre ile dalga
boyu taramasi yapilmis ve maksimum absorbans yaptig1 dalga boyu 298 nm olarak

saptanmigtir (Sekil 3.3).
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Sekil 3.3. Telmisartanin 80 pg/ml derisiminde hazirlanan ¢ozeltisinin UV/GB spektrumu
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Hidroklorotiazit metanol ile ¢oziildiikten (12,5 pg/ml) sonra spektrofotometre ile

dalga boyu taramasi yapilmis ve maksimum absorbans yaptig1 dalga boyu 270 nm
olarak saptanmistir (Sekil 3.4).
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Sekil 3.4. Hidroklorotiazitin 12,5 pg/ml derisiminde hazirlanan ¢ozeltisinin UV/GB
spektrumu

Telmisartan ve hidroklorotiazitin YPSK ydnteminde kullanilacak dalga boyunu
segmek i¢in oOncelikle her iki maddenin de dalga boyu taramasi yapilmistir.

Telmisartanin minimum absorbans yaptig1 ve hidroklorotiazitin de maksimum

absorbans yaptig1 dalga boyu olan 270 nm segilmistir.
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3.3. Gelistirilen YPSK-UV/GB Dedektor Yontemine Ait Analiz Bulgular:

3.3.1. YPSK Sistemi Optimizasyonu

Telmisartan ve hidroklorotiazitin YPSK yontemiyle analizi i¢in en uygun
kromatografik kosullarin  belirlenmesinde, telmisartan ve hidroklorotiazitin
kromatografik davraniglar1 dncelikle sabit faz 6zellikleri; fonksiyonel grup, tanecik
capi, silika tlirli agisindan degerlendirilmistir. Daha sonra hareketli faz organik
diizenleyicisinin secimi, hareketli faz organik ¢oziicii tiiriiniin ve oraninin etkisi ve
akis hizinin etkileri incelenmistir. Analiz sirasinda kisa zamanda sonug¢ alinabilmesi

icin i¢ standart se¢imi yapilmistir.

A. Sabit Faz Secimi

Gelistirilen yontemde YPSK ile analiz i¢in iki farkli sabit faz (kolon) denenmistir.
Kolon se¢imi sirasinda hareketli faz tampon c¢ozeltisi olarak sodyum dihidrojen
fosfat (pH 3,0), hareketli faz organik diizenleyici olarakta asetonitril sirasiyla 40:60
(h/h) oranlarinda karistirilarak kullanilmistir. Kolon sicakligi 30°C, hareketli faz akis
hiz1 1,0 ml/dk ve dalga boyu 270 nm seklinde belirlenmistir.

Telmisartan ve hidroklorotiazitin yukarida verilen sartlarla ACE 5 C18 4.6x250 mm
kolonu kullanilarak elde edilen kromatogram Sekil 3.5°de verilmistir. Ayni sartlar
kullanilarak Inertsil ODS 3V 5 pum 4.6x250 mm kolonu kullanilmistir ve
kromatogramlar kaydedilmistir (Sekil 3.6).
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Sekil 3.5. ACE 5 C18 4.6x250 mm kolonu kullanilarak yapilan analizin kromatograma;
4ng/ml derisiminde Telmisartan ve 0,03 pg/ml derisiminde Hidroklorotiazit.
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Sekil 3.6. Inertsii ODS 3V 5 um 4.6x250 mm kolonu kullanilarak yapilan analizin
kromatogrami; 4ug/ml derisiminde Telmisartan ve 0,06 pg/ml derisiminde Hidroklorotiazit.

Her iki kromatogramda pik simetri oranlar1 degerlendirilmis, ACE 5 C18 4.6x250
mm kolonu kullanildiginda telmisartanin pik simetri orani 1,4 ; Inertsil ODS 3V 5
pum 4.6x250 mm kolonu kullanildiginda ise 1,1 bulunmustur. Bu yiizden Inertsil
ODS 3V 5 pum 4.6x250 mm kolonu ayirma isleminde kullanilacak kolon olarak

secilmistir.
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B. Hareketli Fazin Belirlenmesi

Hareketli faz bilesiminin belirlenmesinde hareketli faz organik diizenleyici se¢imi,
hareketli faz organik bilesiminin ve oraninin etkisi, hareketli faz pH ve akis hiz1

etkileri incelenmistir.

1.0rganik Diizenleyici Tiirii ve Miktarinin Belirlenmesi

Organik diizenleyici se¢imi i¢in hareketli faz organik diizenleyicisi olarak metanol ve

asetonitrilin telmisartan ve hidroklorotiazit analizine etkisi incelenmistir.

Hareketli faza % 60 (hacimce) oraninda asetonitril ve metanol eklenmis, asetonitril
iceren hareketli faz ile 2,867’de hidroklorotiazit piki elde edilirken, aym
kromatografik kosullarda, metanol iceren hareketli fazda 1,952 de elde edilmistir.
Fakat telmisartan piki metanol iceren hareketli fazda ge¢ alikonma zamaninda
gelmigtir. Akis hizi 2,0 ml/dk’ya ¢ikarilip hareketli faz oram1 degistirildiginde ise
hidroklorotiazit 0,816 ‘de gelmistir. Coziicli pikleri, hidroklorotiazitin alikonma
zamaninda gelebilecegi i¢in organik diizenleyici olarak asetonitril se¢ilmistir. Iyi bir
ayirim i¢in en uygun asetonitril oraninin saptanmasi amaciyla hareketli faz ¢oziicii
icerigi hacimce % 44, 45 ve 46 olacak sekilde degistirilmistir. Hareketli faz oraninin
incelenmesi ¢alismalarinda, 1,7 mM, NaH,PO4 (pH 3,0) iceren hareketli faz (1,5
ml/dk) 30°C kolon sicakliginda kullanilmistir.

Hareketli fazin asetonitril miktarindaki degisimleri Sekil 3.7, Sekil 3.8 ve Sekil
3.9’da verilmistir. Analizin iyi bir ayirim ile daha kisa siirede gergeklestirilebilmesi
icin, i¢ standart olarak secilen irbesartan pikinin de daha kisa alikonma zamaninda
gelmesinden dolayr Sekil 3.9’daki asetonitril oranimin % 46 (h/h) oldugu

kromatogram secilmistir.
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Sekil 3.7. Asetonitril oraninin % 44 (h/h) oldugu kromatogram ; 80pg/ml derigiminde
Telmisartan , 12,5 ug/ml derisiminde Hidroklorotiazit ve 100 ug/ml derisiminde Irbesartan
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Sekil 3.8. Asetonitril oraninin % 45 (h/h) oldugu kromatogram ; 80pg/ml derigiminde
Telmisartan , 12,5 ug/ml derisiminde Hidroklorotiazit ve 100 ug/ml derisiminde Irbesartan
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Sekil 3.9. Asetonitril oraninin % 46 (hacimce) oldugu kromatogram ; 80pg/ml derisiminde
Telmisartan , 12,5 ug/ml derisiminde Hidroklorotiazit ve 100 ug/ml derisiminde Irbesartan

2. Hareketli Faz Akis Hizinin Belirlenmesi

Telmisartan ve hidroklorotiazitin analizinde kullanilan hareketli faz akis hizinin
ayirima etkisinin incelenmesi amaciyla, asetonitril ve 1,7 mM NaH,PO4 (60 :40 h/h ;
pH 3,0) iceren hareketli faz, 30°C kolon sicakliginda farkli akis hizlarinda YPSK
sistemine verilmistir. Akis hiz1 1,0; 1,5 ve 2,0 ml/dk olarak degistirilmistir ve
kromatogramlar Sekil 3.9, Sekil 3.10 ve Sekil 3.11°de verilmistir. Hareketli faz
YPSK sistemine 1,0 ml/dk akis hiz1 ile verildiginde alikonma siirelerinin uzun
oldugu, 2,0 ml/dk akis hizinda verildiginde ise hidroklorotiazitin istenenden daha
kisa siirede geldigi saptanmistir. Bu sartlar géze alinarak optimum akis hizi 1,5
ml/dk olarak se¢ilmis ve asetonitril oraninin degistirilmesiyle uygun kromatografik

kosullar belirlenmistir.
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Sekil 3.10. Hareketli faz akis hizinin 1.0 ml/dk oldugu kromatogram ; 4ug/ml derisiminde
Telmisartan , 0,06 ug/ml derisiminde Hidroklorotiazit ve 100 ug/ml derisiminde Irbesartan
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Sekil 3.11. Hareketli faz akis hizinin 2,0 ml/dk oldugu kromatogram ; 4pg/ml derisiminde
Telmisartan , 0,06 ug/ml derisiminde Hidroklorotiazit ve 100 ug/ml derisiminde Irbesartan

C. i¢ Standartin Belirlenmesi

Telmisartan ve hidroklorotiazitin tayini sirasinda kullanilacak i¢ standart se¢imi i¢in
parasetamol, mirtazapin, losartan ve irbesartan denenmistir. Losartan ve
irbesartanin ; telmisartan ve hidroklorotiazitten ayirimi saglanmistir (Sekil 3.12 ve
Sekil 3.13). Pik simetri orani, segicilik ve analiz siiresi géz Oniine alinarak i¢ standart
olarak irbesartan secilmistir. Irbesartanin secimi sirasinda, asetonitril ve 1,7 mM
NaH,POy4 (40 :60 h/h ; pH 3,0 akis hiz1 1,5 ml/dk) iceren hareketli faz, 270 nm dalga
boyu ve 30°C kolon sicakligi kullanilmstir.
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Sekil 3.12. I¢ standart olarak Losartanin kullanildig1 kromatogram ; 80ug/ml derisiminde
Telmisartan , 20 pg/ml derisiminde Hidroklorotiazit ve 100 pug/ml derisiminde Losartan
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Sekil 3.13. I standart olarak Irbesartanin kullanildig1 kromatogram ; 80ug/ml derisiminde
Telmisartan , 12,5 ug/ml derisiminde Hidroklorotiazit ve 100 ug/ml derisiminde Irbesartan

D. Sistem Uygunluk Testi Sonuc¢lari

Gelistirilen analiz yontemi i¢in sistem uygunluk testleri YPSK-UV/GB dedektor
sistemine enjekte edilerek gerceklestirilmigtir. Bolim 2.4.4. te anlatildigi gibi
hazirlanan ¢ozeltinin sisteme enjeksiyonundan sonra kromatografik parametreler

cihaza hesaplatilmistir (Cizelge 3.1 ve Sekil 3.14).
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Cizelge 3.1. Sistem Uygunluk Parametreleri

Telmisartan Hidroklorotiazit
Kapasite Faktori (k) 2,038 1,441
Secicilik (o) 1,414
Kolon Etkinligi (N) 5087 3942
Ayiricilik (R) 3,4
Pik Simetri Orani1 (PSO) 1,15 1,19
0.25‘3 %,
o,:o—: .Ei ;
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Sekil 3.14. Sistem uygunluk parametrelerinin hesaplandig1 kromatogram ; 80pg/ml
derisiminde Telmisartan , 12,5 pg/ml derisiminde Hidroklorotiazit ve 100 pg/ml

derisiminde Irbesartan
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3.3.2. Telmisartan ve Hidroklorotiazitin YPSK-UV/GB Dedektor ile Analizi

Yonteminin Validasyonu

Gelistirilen ~ yontemin  gegerliliginin ~ kanitlanmasi  amaciyla  validasyon
parametrelerine gore test edilmesinde kaynaklarda bildirilen parametreler segilmis ve
ilgili gecerlilik kriterleri kabul edilmistir. Bu amacla, validasyon caligmalarinda ;
dogrusallik, aralik, duyarlilik, kesinlik, geri kazanim, tekrarlanabilirlik parametreleri

incelenmis ve istatiksel degerlendirmeleri yapilmistir (ICH, 1996, Eurochem, 1998).

Telmisartan ve hidroklorotiazitin YPSK ile analiz yonteminde Inertsii ODS 3V
(tanecik ¢ap1; 5 um, 4.6x250 mm) kolon, 30°C kolon sicaklig1 ile asetonitril ve
NaH,PO4 (pH 3,0; 1,7 mM), (46:54, h/h) iceren hareketli faz (1,5 ml/dk)
kullanilmistir. UV/GB dedektorii ile telmisartan ve hidroklorotiazit i¢in ortak dalga
boyu 270 nm olarak se¢ilmistir. Bu kosullarda ; telmisartan, hidroklorotiazit ve i¢
standart olarak secilen irbesartanin alikonma zamanlar sirasiyla 3,020 ; 2,348 ve

5,103 tur.

3.3.2.1. Kalibrasyon Egrisi (Dogrusallik) ve Duyarhhk

Telmisartan ve hidroklorotiazitin YPSK ile analizi yonteminde dogrusal araligin ve
kalibrasyon egrisinin saptanmasinda telmisartan i¢in 0,0227 pg/ml ile 745 pg/ml
(Sekil 3.15), hidroklorotiazit i¢in ise 0,00476 pg/ml ile 156 pg/ml (Sekil 3.16)
arasinda farkli derisimlerde metanol ile ¢oziiliip hareketli faz ile seyreltilerek

cozeltileri hazirlanmistir ve YPSK’ne enjekte edilmistir.

Kalibrasyon egrisi, her bir derisim degeri i¢in elde edilen telmisartan ve
hidroklorotiazitin pik alaninin (Ar, Ap) irbesartan (i¢ standart) pik alanina (Aj)
boliinerek elde edilen oraninin, telmisartan ve hidroklorotiazit derisimi degerine karsi
grafige gecirilmesiyle olusturulmustur. Gelistirilen YPSK yontemi telmisartan igin
0,0227 pg/ml ile 745 pg/ml hidroklorotiazit icin ise 0,00476 pg/ml ile 156 pg/ml

derisimleri arasinda dogrusaldir. Telmisartan analizi i¢in tanimlanan YPSK-UV/GB
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dedektor yonteminde dogrusal aralik egri denklemi y= 0,0190x+0,0128 ; 1’=0,9999
ve hidroklorotiazit i¢in ise y=0,0402x+0,0063 ; r’=0,9999 olarak saptanmuistir.

Telmisartan ve hidroklorotiazitin YPSK-UV/GB dedektor ile analizi yonteminde
teshis sinir1 (LOD) telmisartan icin; 0,00424 pg/ml (sinyal/giirtilti; S/G=62500),
hidroklorotiazit i¢in ise 0,00115 pg/ml (sinyal/giiriiltii; S/G=35714) ve tayin alt sinir1
(LOQ) kabul edilen BSS sinirlart i¢inde (< %?2) telmisartan i¢in; 0,0127 pg/ml

(Cizelge 3.2), hidroklorotiazit icin ise 0,0035 pg/ml olarak saptanmistir (Cizelge
3.3).
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Sekil 3.15. Telmisartan analizi igin kalibrasyon dogrusu



Py/P; Pik Alan1 Oram

89

y = 0,0402x + 0,0063
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Sekil 3.16. Hidroklorotiazit analizi i¢in dogrusal aralik

Cizelge 3.2. Telmisartanin YPSK-UV/GB dedektorii ile analizi yontemine ait kalibrasyon

egrisi ozellikleri (n=16)

Regresyon Denklemi” y =0,0190x+0,0128
Egimin Standart Hatas1 0,0006
Kesisimin Standart Hatasi 0,0113
Korelasyon Katsayisi (1) 0,9999
Determinasyon Katsayisi (1°) 0,9999

Kalibrasyon Aralig1 (ug/ml) 0,0227-745

Teshis Sinir1 (ug/ml) 0,00424
Tayin Alt Sinirt (pug/ml) 0,0127

*y=Dbx+a;x:ug/mlbiriminde derisim, y : telmisartan/i¢ standart alan oran1 degerleri, a : kesigim,
b :egim
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Cizelge 3.3. Hidroklorotiazitin YPSK-UV/GB dedektorii ile analizi yOntemine ait

kalibrasyon egrisi 6zellikleri (n=16)

Regresyon Denklemi” y = 0,0402x+0,0063
Egimin Standart Hatas1 0,0001
Kesisimin Standart Hatasi 0,0044
Korelasyon Katsayisi (1) 0,9999
Determinasyon Katsayisi (1°) 0,9999

Kalibrasyon Aralig1 (ng/ml) 0,00476-156

Teshis Sinir1 (pg/ml) 0,00115
Tayin Alt Sinirt (pug/ml) 0,0035

*y=Dbx +a;x:ug/mlbiriminde derigim, y : hidroklorotiazit/i¢ standart alan oran1 degerleri, a :
kesisim, b : egim
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3.3.2.2. Sentetik Karisim

Telmisartan ve hidroklorotiazitin YPSK-UV/GB dedektdr ile analizi yonteminde iki
etken maddenin birbirlerine olan etkilerini incelemek amaciyla birinin derisimi sabit
tutulup, diger etken maddenin derisimi degistirilerek sentetik karisim yapilmistir.
Telmisartan derisimi 80 pg/ml oraninda sabit tutulmus, hidroklorotiazitin derigimi
1,245; 3,135; 6,2; 9,4 ve 12,5 ug/ml oranlarinda degistirilerek % geri kazanim
calismasi yapilmistir. Ayni islem hidroklorotiazitin derigimi 12,5 pg/ml oraninda
sabit tutularak, telmisartanin derisimi 8,1; 20,2; 40,2; 59,9 ve 80,0 ng/ml oranlarinda

degistirilip uygulanmistir (Cizelge 3.4).

Cizelge 3.4. Telmisartan ve hidroklorotiazit igeren sentetik karisimin YPSK-UV/GB

dedektorii ile analizi yontemine ait % geri kazanim sonuglar1 (n=5)

Ilave Edilen Bulunan Madde % Geri Kazanim
Madde Miktari Miktar: (ug/ml)
(ug/ml)

8,10 8,30 102,47
20,20 20,50 101,49
40,20 39,90 99,25

Telmisartan 59,90 59,50 99,33

80,00 80,70 100,88

Xort: 100,68
SS:1,39

%BSS:1,38

%Bias:-0,68

1,25 1,21 97,19

3,14 3,20 102,07

6,20 6,05 97,58

Hidroklorotiazit 9,40 9,22 98,09

12,50 12,33 98,64

Xort: 98,71
SS:1,95

%BSS:1,98

%Bias:1,29
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3.3.2.3. Dozaj Formlarmma Uygulama ve Geri Kazanim

Telmisartan ve hidroklorotiazitin tayini i¢in gelistirilen YPSK-UV/GB dedektor
yontemi piyasa preparatlarina uygunlanmistir. Tablet katki maddelerinin yontemi bir

etkisinin olup olmadigini anlamak igin de geri kazanim deneyleri gergeklestirilmistir.

Telmisartan ve hidroklorotiazit iceren tabletlerden miktar tayini yapabilmek amaci
ile Boliim 2.4.5. anlatildig1 sekilde tablet ¢ozletileri hazirlanmig ve saf telmisartan ve
hidroklorotiazit igeren ¢ozeltiler ile ayn1 anda analizi yapilmistir. Bu egrilerden
okunan pik alan degerleri ilgili kalibrasyon denkleminde yerine konularak tabletlerin
icerdigi telmisartan ve hidroklorotiazit miktarlar1 hesaplanmistir. Gelistirilen
yontemle yapilan analiz sonuglar1 Cizelge 3.5’te, kromatogrami ise Sekil 3.17°de

verilmigtir.

Cizelge 3.5. Telmisartan ve hidroklorotiazit igeren Micardis Plus (80+12,5mg) tabletlerin
YPSK-UV/GB dedektorii ile analizi yontemine ait bulgular (n=5)

Tablette Bulunan Etken Madde Miktar1 (mg)

Numune No. Telmisartan Hidroklorotiazit
: 80,10 12,45
2 80,03 12,30
3 79,80 12,60
4 79,10 12,40
> 80,30 12,56
Kor 79,87 12,46
55 0.46 0,12
7oBSS 0,58 0,97
VoBias 0,17 0,30
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0,257

0,157

Irbesartan - 5,061

AU

0,107

0,057

0,00 T

Hidro

Sekil 3.17. Telmisartan ve hidroklorotiazit igeren Micardis Plus (80+12,5mg) tabletlerin
YPSK-UV/GB dedektorii ile analizi yontemine ait kromatogram ; 80pg/ml derisiminde
Telmisartan , 12,5 ug/ml derisiminde Hidroklorotiazit ve 100 ug/ml derisiminde Irbesartan

Tablet icerisinde yer alan yardimci maddelerin analiz yontemi iizerindeki etkilerini
inceleyebilmek icin geri kazanim caligmalart yapilmistir. Boliim 2.4.5. anlatildigi
gibi bilinen miktarda hazirlanan telmisartan ve hidroklorotiazit iceren tablet
numunelerinin iizerine, yine bilinen miktarda saf telmisartan ve hidroklorotazit ilave
edilmis ve gerekli hesaplamalar sonucunda % geri kazanim bulunmustur. Sonuglar

Cizelge 3.6’da verilmistir.
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Cizelge 3.6. Telmisartan ve hidroklorotiazit igeren Micardis Plus (80+12,5mg) tabletlerin

YPSK-UV/GB dedektorii ile analizi yontemine ait % geri kazanim sonuglari (n=5)

Ilave Edilen Bulunan Madde % Geri Kazanim
Madde Miktar1 Miktar1 (mg)
(mg)
80,00 79,10 98,86
80,00 80,10 100,13
80,00 81,20 101,50
Telmisartan 80,00 78,50 98,13
80,00 80,40 100,50
Xort: 99,83
SS:1,34
%BSS:1,34
%Bias:0,18
12,50 12,20 97,60
12,50 12,60 100,80
12,50 12,30 98,40
Hidroklorotiazit 12,50 12,70 101,60
12,50 12,40 99,20
Xort: 99,52
SS:1,66

%BSS:1,67

%Bias:0,48
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3.3.2.4. Dogruluk ve Kesinlik

Telmisartanin ve hidroklorotiazitin tayini i¢in kesinlik ve dogruluk caligmalari;
telmisartanin 0,045 pg/ml ve 46,5 pg/ml derisimlerinde, hidroklorotiazitin ise 0,019
pg/ml ve 9,76 pg/ml derisimlerinde gergeklestirilmis, giin i¢i ve glinler arasi (n=6)

degerlendirme sonuclar1 Cizelge 3.7 ve Cizelge 3.8’de verilmistir.

Glin i¢i ¢aligmalart iki farkli derisim diizeyinde ve alt1 bagimsiz ¢ozelti kullanilarak
aymi glin igerisinde, giinler arasi calismalar ise iki farkli derisim diizeyinde alti

bagimsiz ¢ozelti kullanilarak ii¢ ayr1 giinde yapilmstir.

Cizelge 3.7. Telmisartanin YPSK-UV/GB dedektor ile analizi yontemine ait gilin ici ve

giinler arasi kesinlik ve dogruluk analizi bulgular

Eklenen Telmisartan Giin Ici Giinler Arasi
miktar1 (ug/ml) Telmisartan alani/i¢ Telmisartan alany/i¢
standart alani orani standart alani oranm
0,000631 0,000620
0,000624 0,000634
0,045 0,000635 0,000621
0,000611 0,000610
0,000625 0,000636
0,000609 0,000621
Xort 0,000623 0,000624
S8 0,000011 0,000010
%BSS
1,687000 1,560000
0,895 0,882
0,898 0,885
46,5 0,891 0,89
0,890 0,889
0,891 0,881
0,894 0,892
Xort 0,893 0,887
SS 0,003 0,005
1)
/4BSS 0,343 0,508
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Cizelge 3.8. Hidroklorotiazitin YPSK-UV/GB dedektérile analizi yontemine ait giin i¢i ve

giinler arasi kesinlik ve dogruluk analizi bulgular

Eklenen Hidroklorotiazit Giin Ici Giinler Arasi
miktar1 (ug/ml) Hidroklorotiazit alani/ic | Hidroklorotiazit alani/ic
standart alani orani standart alani oran
0,00328 0,00312
0,00321 0,00301
0.019 0,00333 0,00314
’ 0,00336 0,00306
0,00324 0,00317
0,00330 0,00315
Xort 0,00329 0,00311
S8 0,000006 0,000006
% BSS
1,696 1,967
0,396 0,385
0,397 0,381
0,398 0,387
9,76 2 2
’ 0,391 0,39
0,39 0,383
0,389 0,392
Xort 0,394 0,386
S8 0,004 0,004
0,
/BSS 1,001 1,082




3.3.2.5. Cihaz Tekrarlanabilirligi

Kullanilan YPSK-UV/GB dedektor sisteminin tekrarlanabilirliginin test edilmesi i¢in
dogrusal aralik igerisinde bir derisiminde hazirlanan standart telmisartan ve

hidroklorotiazit ¢dzeltisinin ayn1 giin igerisinde 6 tekrarli analizi yapilmistir. Analiz
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sonuglart Cizelge 3.9 ve Cizelge 3.10°da sunulmustur.

Cizelge 3.9. Telmisartanin YPSK-UV/GB dedektorii

tekrarlanabilirligi analiz bulgulari

Madde
Miktar

(ng/ml)

Telmisartan
alany/ic¢ standart

alani oram

80

1,6315

ile analizi yOntemine cihaz

1,6318

1,6314

1,6316

1,6318

1,6317

Xort: 1,6320

SS: 0,0002

BSS: 0,0100

Cizelge 3.10. Hidroklorotiazitin YPSK-UV/GB dedektorii ile analizi yontemine cihaz

tekrarlanabilirligi analiz bulgular

Madde
Miktan

(ng/ml)

Hidroklorotiazit
alani/ic standart

alani oram

12,5

0,5639

0,5638

0,5640

0,5648

0,5649

0,5639

Xort: 0,5640

SS: 0,0005

BSS: 0,0850
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4. TARTISMA

Telmisartan yagda ¢d6ziilebilen, tetrazol yapisi tagimayan anjiyotensin II (Tipl)
reseptor blokoriidiir. Diger benzeri ila¢ molekiillerinden daha kuvvetli bigimde kalp,
karaciger ve bobreklerde bulunan AT, reseptorlerine baglanarak uzun siireli bir
koruma saglar. Kanda bulunan ve viicuttaki kan basincini artiran ATII hormonunu
daha etkili baskiladig1 i¢in daha uzun siireli etki gostermektedir. Hidroklorotiazit
6dem ve hipertansiyon tedavisinde kullanilan tiazit grubu bir diiiretiktir. Tiazit grubu
ditiretikler hipertansiyonun baslangi¢ tedavisinde tek baslarina veya diger ilaglarla
kombine kullanilirlar. Tiazit grubu diiiretikler bobrek tubulus epitelyumundan
sodyum iyon transportunu inhibe ederek sodyum, klor ve suyun atilimini artirirlar.
Tez kapsaminda Telmisartan ve Hidroklorotiazit’in YPSK yontemi ile ayni anda
analizleri i¢in hizli, duyarli ve ekonomik bir analiz yontemi gelistirilmeye calisilmisg

ve gerekli optimizasyonlar ve yontem gegerlik testleri yapilmaya ¢alisilmistir.

Uygulanacak yonteme ait deneylere baslamadan once Telmisartan ve
Hidroklorotiazit standart maddelerinin safligin1 arastirmak amaci ile UV ve IR
spektrumlart alinmistir. Sonucta elde edilen bulgular 1s131Inda maddelerin bu
calismay1 etkileyebilecek herhangi bir safsizlik icermedigine ve caligmalarin bu

maddelerle yiiriitiilebilecegi sonucuna varilmistir.

Telmisartan ve hidroklorotiazitin YPSK yontemiyle analizi i¢in en uygun
kromatografik kosullarin  belirlenmesinde, telmisartan ve hidroklorotiazitin
kromatografik davraniglar1 6ncelikle sabit faz 6zellikleri; fonksiyonel grup, tanecik
capi, silika tiirii agisindan degerlendirilmistir. Hareketli faz organik diizenleyicisinin
secimi, hareketli faz organik ¢oziicii tiirliniin ve oraninin etkisi ve akis hizinin etkileri
incelenmistir. Analiz sirasinda kisa zamanda sonug¢ alinabilmesi igin i¢ standart

secimi yapilmustir.

Gelistirilen yontemde YPSK yontemi ile analiz igin iki farkli sabit faz (kolon)
denenmistir. Hareketli faz bilesiminin belirlenmesinde hareketli faz organik

diizenleyici se¢imi, hareketli faz organik bilesiminin ve oraninin etkisi, hareketli faz
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pH ve akis hiz1 etkileri incelenmistir. Organik diizenleyici se¢imi i¢in hareketli faz
organik diizenleyicisi olarak metanol ve asetonitrilin telmisartan ve hidroklorotiazit
analizine etkisi incelenmistir. Hareketli faza % 60 (h/h) oraninda asetonitril ve
metanol eklenmis, asetonitril igeren hareketli faz ile 2,867 dk.da hidroklorotiazit piki
elde edilirken, ayni kromatografik kosullarda, metanol igeren hareketli fazda 1,952
dakikada elde edilmistir. Fakat telmisartan piki metanol iceren hareketli fazda gec
alikonma zamaninda gelmistir. Akis hiz1 2,0 ml/dk’ya c¢ikarilip hareketli faz oram
degistirildiginde ise hidroklorotiazitin 0,816 dakikada gelmistir. Coziicli pikleri,
hidroklorotiazitin alikonma zamaninda gelebilecegi ve pikin igerisine karigabilecegi
icin organik diizenleyici olarak asetonitril secilmistir. Elde edilen sonuglardan

organik diizenleyicisi olarak asetonitrilin daha uygun oldugu sonucuna varilmstir.

Iyi bir ayirim igin en uygun asetonitril oranimin saptanmasi amaciyla hareketli faz
¢oziicli igeri8i % 40’ a (h/h) ilave olarak % 44, 45 ve 46 (h/h) olacak sekilde
degistirilmigtir. Hareketli faz oraninin incelenmesi ¢alismalarinda, 1,7 mM,
NaH,PO4 (pH 3,0) iceren hareketli faz (1,5 ml/dk) 30°C kolon sicakliginda
kullanilmigtir. Hareketli fazin asetonitril miktarindaki degisimleri Sekil 3.7, Sekil 3.8
ve Sekil 3.9’da verilmistir. Analizin 1iyi bir ayirim ile daha kisa siirede
gerceklestirilebilmesi i¢in, i¢ standart olarak secilen irbesartan pikinin de daha kisa
alikonma zamaninda gelmesinden dolayr Sekil 3.9’daki asetonitril oraninin % 46

(h/h) oldugu hareketli faz calisma ortami olarak se¢ilmistir.

Kolon se¢imi sirasinda hareketli faz tampon ¢ozeltisi olarak sodyum dihidrojen
fosfat (pH 3,0) ve hareketli faz organik diizenleyici olarak da asetonitril, 40:60 (h/h)
oranlarinda karistirilarak kullanilmistir. Kolon sicakligi 30°C, hareketli faz akis hiz1

1,0 ml/dk ve her iki maddenin analizi i¢in dalga boyu 270 nm seklinde belirlenmistir.

Telmisartan ve hidroklorotiazitin yukarida verilen sartlarla ACE 5 C18 4.6x250 mm
kolonu ve Inertsil ODS 3V 5 pum 4.6x250 mm kolonu kullanilmistir. Her iki
kromatogramda pik simetri oranlari degerlendirilmis, ACE 5 CI18 4.6x250 mm
kolonu kullanildiginda telmisartanin pik simetri orani 1,4; Inertsil ODS 3V 5 um

4.6x250 mm kolonu kullanildiginda ise 1,1 olarak saptanmistir. Bu yiizden Inertsil
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ODS 3V 5 um 4.6x250 mm kolonu ayirma isleminde kullanilacak kolon olarak

secilmistir.

Telmisartan ve hidroklorotiazitin analizinde kullanilan hareketli faz akis hizinin
ayirima etkisinin incelenmesi amaciyla, asetonitril ve 1,7 mM NaH,PO, (60 :40 h/h ;
pH 3,0) igeren hareketli faz, 30°C kolon sicakliginda farkli akis hizlarinda YPSK
sistemine verilmistir. Akis hiz1 1,0; 1,5 ve 2,0 ml/dk olarak degistirilmistir ve
kromatogramlar Sekil 3.9, Sekil 3.10 ve Sekil 3.11°de verilmistir. Hareketli faz
YPSK sistemine 1,0 ml/dk akis hizi ile verildiginde alikonma siirelerinin uzun
oldugu; 2,0 ml/dk akis hizinda verildiginde ise hidroklorotiazitin istenenden daha
kisa siirede geldigi saptanmistir. Bu sartlar gbze alinarak optimum akis hizi 1,5
ml/dk olarak secilmis ve asetonitril oraninin degistirilmesiyle uygun kromatografik

kosullar belirlenmistir.

Telmisartan ve hidroklorotiazitin analizi sirasinda kullanilacak i¢ standart se¢imi i¢in
parasetamol, mirtazapin, losartan ve irbesartan denenmistir. Losartan ve irbesartanin,
telmisartan ve hidroklorotiazitten ayirimi saglanmistir (Sekil 3.12 ve Sekil 3.13). Pik
simetri orani, secicilik ve analiz siiresi gz Oniine alinarak i¢ standart olarak
irbesartan secilmistir. Irbesartanin secimi sirasinda, asetonitril ve 1,7 mM NaH,PO,

(40 :60 h/h ; pH 3,0 akis hiz1 1,5 ml/dk) igeren hareketli faz, 270 nm dalga boyu ve
30°C kolon sicaklig1 kullanilmustir.

Sonug olarak Telmisartan ve Hidroklorotiazit’in YPSK ile analiz yonteminde Inertsil
ODS 3V (tanecik capi; 5 pum, 4.6x250 mm) kolon, 30°C kolon sicakligi ile
asetonitril ve NaH,PO4 (pH 3,0; 1,7 mM), (46 :54, h/h) iceren hareketli faz; 1,5
ml/dk akis hizinda kullamilmigtir. UV/GB dedektorii ile Telmisartan ve
Hidroklorotiazit i¢in ortak dalga boyu 270 nm olarak secilmistir. Bu kosullarda ;
telmisartan, hidroklorotiazit ve i¢ standart olarak secilen irbesartanin alikonma
zamanlan sirastyla 3,020; 2.348 ve 5,103 dk. olarak saptanmis ve analizlere bu

sartlarda devam edilmistir.
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Gelistirilen yontemin validasyonuna gegmeden once sistem uygunluk parametreleri
saptanmis ve elde edilen parametreler 15181nda (Cizelge 3.1) yontemin uygulanabilir

oldugu bulunmustur.

Gelistirilen yontemin gecerliliginin kanitlanmasi amaciyla gerekli yontem gecerlilik
testleri i¢cin kaynaklarda bildirilen parametreler secilmis ve ilgili gecerlilik kriterleri
kabul edilmistir. Bu amagcla, validasyon calismalarinda; dogrusallik, aralik,
duyarlilik, kesinlik, geri kazanim, tekrarlanabilirlik vb. parametreler incelenmis ve
istatiksel degerlendirmeleri yapilmistir (ICH Steering Committe, 1996; Eurochem
1998).

Bu parametrelerden dogrusallik icin telmisartan ve hidroklorotiazitin YPSK ile
analizi yonteminde telmisartan i¢in 0,0227-745 pg/mL (Sekil 3.15), hidroklorotiazit
icin ise 0,00476-156 pg/ml (Sekil 3.16) araliginda dogrusallik elde edilmistir.
Kalibrasyon egrisi, her bir derisim degeri icin elde edilen telmisartan ve
hidroklorotiazitin pik alanimnin (Ar, Ap) irbesartan (i¢ standart) pik alanina (Aj)
oraninin, telmisartan veya hidroklorotiazit derisimi degerine karsi isaretlenmesiyle
olusturulmustur. Telmisartan analizi i¢in tanmimlanan YPSK-UV/GB yonteminde
dogrusal aralik dogru denklemi y= 0,0190x+0,0128 ; r*=0,9999 ve hidroklorotiazit
icin ise y=0,0402x+0,0063 ; r’=0,9999 olarak saptanmustir.

Telmisartan ve hidroklorotiazitin YPSK-UV/GB analizinde teshis siir1 (LOD)
telmisartan i¢in; 0,00424 pg/ml (sinyal/giiriiltii; S/G=62 500), hidroklorotiazit i¢in
ise 0,00115 pg/ml (sinyal/giiriiltii; S/G=35 714) ve tayin alt simir1 (LOQ) kabul
edilen BSS smirlart icinde (< %2) telmisartan i¢in; 0,0127 pg/ml (Cizelge 3.1),
hidroklorotiazit i¢in ise 0,0035 pg/ml olarak saptanmistir (Cizelge 3.2).

Telmisartan ve hidroklorotiazitin YPSK-UV/GB dedektdr ile analizi yonteminde iki
etken maddenin birbirlerine olan etkilerini incelemek amaciyla birinin derisimi sabit
tutulup, diger etken maddenin derisimi degistirilerek sentetik karisim yapilmistir.
Telmisartan 80 pg/ml derisiminde sabit tutulmus, hidroklorotiazitin 1,245; 3,135;

6,2; 9,4 ve 12,5 pg/ml derisimlerinde % geri kazanim ¢aligmast yapilmistir. Ayni
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islem hidroklorotiazitin derisimi 12,5 pg/ml de sabit tutularak, telmisartanin 8,1;

20,2; 40,2; 59,9 ve 80,0 pg/ml derisimlerinde uygulanmistir (Cizelge 3.4).

Telmisartan ve hidroklorotiazitin tayini i¢in gelistirilen YPSK-UV/GB dedektor
yontemi piyasa preparatlarina uygunlanabilirligi ve tablet katki maddelerinin
yonteme bir etkisinin olup olmadigi da arastirilmistir. Bunun icin geri kazanim

deneyleri gergeklestirilmistir.

Telmisartan ve hidroklorotiazit iceren tabletlerden miktar tayini yapabilmek amaci
ile Boliim 2.4.5. anlatildig: sekilde tablet ¢ozeltileri hazirlanmis ve her iki maddenin
de ayn1 anda analizi yapilmistir. Bu egrilerden okunan pik alan oranmi degerleri ilgili
kalibrasyon denkleminde yerine konularak tabletlerin icerdigi telmisartan ve
hidroklorotiazit miktarlar1 hesaplanmistir. Gelistirilen ydntemle yapilan analiz
sonuclar1 ve gerekli istatistiksel hesaplamalar ¢izelge 3.5’te verilmistir. Elde edilen
sonuglar 15181nda gelistirilen yontemin tabletlerden her iki maddenin de ayni anda

analizinde kullanilabilecegi goriilmiistiir.

Tablet icerisinde yer alan yardimci maddelerin analiz yontemi iizerindeki etkilerini
inceleyebilmek icin geri kazanim caligmalar1 yapilmistir. Boliim 2.4.5. anlatildigi
gibi bilinen miktarda hazirlanan telmisartan ve hidroklorotiazit iceren tablet
numunelerinin iizerine, yine bilinen miktarda saf telmisartan ve hidroklorotazit ilave
edilmis ve gerekli hesaplamalar sonucunda % geri kazanim bulunmustur. Sonuglar
cizelge 3.6’da verilmistir. Bu sonuglara gore tablet katki maddelerinin analizimizi

etkilemedigi sonucuna varilmistir.

Telmisartanin ve hidroklorotiazitin tayini i¢in kesinlik ve dogruluk caligmalari;
telmisartanin 0,045 pg/ml ve 46,5 pg/ml derisimlerinde, hidroklorotiazitin ise 0,019
ug/ml ve 9,76 ug/ml derisimlerinde gerceklestirilmis, giin ici ve giinler arasi (n=6)
degerlendirme sonuglar1 Cizelge 3.7 ve Cizelge 3.8’de verilmistir. Giin i¢i
caligmalar iki farkli derisim diizeyinde ve alt1 bagimsiz ¢6zelti kullanilarak ayni giin
icerisinde, giinler arasi c¢alismalar ise iki farkli derisim diizeyinde alti bagimsiz

cOzelti kullanilarak ii¢ ayr1 giinde yapilmistir. Kullanilan YPSK-UV/GB dedektor
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sisteminin de tekrarlanabilirliginin test edilmesi i¢in dogrusal aralik igerisindeki bir
analiz derisiminde hazirlanan standart telmisartan ve hidroklorotiazit ¢dzeltisinin
ayni giin icerisinde 6 tekrarl analizi yapilmistir. Analiz sonuglar1 Cizelge 3.9 ve
Cizelge 3.10’da sunulmustur. Elde edilen sonuglardan da yontemimizin yeterli

kesinlik ve dogruluk parametrelerini sagladig1 goriilmektedir.

Tez konusu segilirken yapilan literatiir taramasinda bu ikili karisimin ayn1 anda
analizine ait YPSK yontemi ile herhangi bir analiz yontemine rastlanmamisken,
ilerleyen donemlerde 2 adet ¢caligma saptanmistir. Leena R. B. ve arkadaslar1 (2007)
tarafindan yapilan calismada yiliksek performansli sivi kromatografik yontemle
telmisartan, hidroklorotiazit ve rabeprazol etken maddelerinin tayinini
gerceklestirmiglerdir. Telmisartan ve hidroklorotiazit’in tayinini 270 nm dalga
boyunda, 1ml/dk hizindaki hareketli faz ile yapmuslardir. Hareketli faz olarak
asetonitril:metanol  (30:70-h/h)  kullandiklar1 bu yontemi Telmisartan ve
hidroklorotiazitin tabletlerden analizine uygulamiglardir. Wankhede SB ve
arkadaslar1 (2007) ise Telmisartan ve hidroklorotiazitin saf etken maddeden ve
farmasotik dozaj formlarindan analizi igin yiiksek performansh sivi kromatografik
yontemini gelistirmislerdir. Hareketli faz olarak asetonitril : 0,05 M KH,PO4 pH 3.0
(60:40-h/h) karisimini, 271 nm dalga boyunu analiz i¢in kullanmislardir. Alinkonma
degerleri telmisartan ve hidroklorotiazit i¢in sirasiyla 5,19 ve 2,97 dk. olarak
bulunmustur. Sabit faz olarak ODS Hypersil CI8 (25 cmx4.6 mm 1.D)
kullanilmistir.  Gelistirdikleri yontemin gerekli validasyon ve optimizasyon
islemlerini gerceklestirmedikleri ve ¢ok dar bir kalibrasyon araliginda c¢alistiklar:

literatiiriin incelenmesiyle anlagilmigtir.

Her iki yontemle elde edilen sonuglarla tarafimizdan gelistirilen yontemin sonuglari
karsilagtirildigt  zaman,  gelistirdigimiz  YPSK  yonteminin  validasyon
parametrelerinin tamamen saptanmig, daha diisiik tayin aralifi ve tayin limitine

sahip, dogru, duyarl, kararli bir yontem oldugu goriilmektedir.
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SONUC ve ONERILER

Bu caligmanin ilk kisminda anjiyotensin II (Tip1) reseptor blokorii olan Telmisartan
ve tiazit grubu ditiretik ilaglardan olan Hidroklorotiazit i¢in en uygun sabit (kolon) ve
hareketli faz kompozisyonu (hareketli faz organik diizenleyicisi maddesinin sec¢imi)
ve akis hizinin etkisini saptayabilmek ic¢in; pH’in, organik ¢oziicii cinsinin ve
oraninin, sabit fazin cinsinin (fonksiyonel grup, tanecik c¢api, silika tiirii) etkileri
detayli bir sekilde arastirilmistir. Analiz sirasinda kisa zamanda sonug alinabilmesi

icin uygun bir i¢ standart se¢imi yapilmustir.

Gelistirilen yontemde YPSK yontemi ile analiz i¢in iki farkli sabit faz (kolon)
denenmistir. Hareketli faz bilesiminin belirlenmesinde hareketli faz organik
diizenleyici se¢imi, hareketli faz organik bilesiminin ve oraninin etkisi, hareketli faz
pH ve akis hiz1 etkileri incelenmistir. Elde edilen sonuglardan organik diizenleyici
olarak asetonitrilin daha uygun oldugu sonucuna varilmistir. Analizin iy1 bir ayirim
ile daha kisa siirede gergeklestirilebilmesi i¢in, i¢ standart olarak secilen irbesartan
pikinin de daha kisa alikonma zamaninda gelmesinden dolay1 asetonitril oraninin %

46 (h/h) oldugu hareketli faz ¢aligma ortami olarak se¢ilmistir.

Sonug olarak telmisartan ve hidroklorotiazitin YPSK ile analiz yonteminde Inertsil
ODS 3V (tanecik ¢apt; 5 pum, 4.6x250 mm) kolonu, 30°C kolon sicakligi ile
asetonitril ve NaH,PO4 (pH 3,0; 1,7 mM), (46 :54, h/h) iceren hareketli faz; 1,5
ml/dk akis hiz1 ve UV/GB dedektorii ile telmisartan ve hidroklorotiazit i¢in ortak
dalga boyu 270 nm olarak sec¢ilmistir. Bu kosullarda ; telmisartan, hidroklorotiazit ve
i¢ standart olarak secilen irbesartanin alikonma zamanlar1 sirasiyla 3,020 dk.;

2,348 dk. ve 5,103 dk. olarak saptanmustir.

Gelistirilen yontemin sistem uygunluk parametreleri saptanmis ve elde edilen
parametreler 1s1ginda  yontemin uygulanabilir oldugu bulunmustur. Gelistirilen
yontemin gegerliliginin kanitlanmas1 amaciyla gerekli yontem gecerlilik testleri i¢in

kaynaklarda bildirilen parametreler seg¢ilmis ve ilgili gecerlilik kriterleri kabul
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edilmistir. Bu amagcla, validasyon c¢alismalarinda ; dogrusallik, aralik, duyarlhlik,
kesinlik, geri kazanim, tekrarlanabilirlik vb. parametreler incelenmis ve istatiksel
degerlendirmeleri yapilmistir. Bu parametrelerden dogrusallik icin telmisartan ve
hidroklorotiazitin YPSK ile analiz yonteminde telmisartan i¢in 0,0227-745 pg/mL,
hidroklorotiazit i¢in ise 0,00476-156 pg/ml araliginda dogrusallik saptanmistir.
Telmisartan analizi i¢in tanimlanan YPSK-UV/GB yonteminde dogrusal aralik dogru
denklemi y= 0,0190x+0,0128 ; r=0,9999 ve hidroklorotiazit igin ise
y=0,0402x+0,0063 ; r’=0,9999 olarak saptanmustir. Gelistirilen ve yontem gegerlilik
hesaplamalar1 yapilmis olan yoOntem telmisartan ve hidroklorotiazit etken
maddelerini ayni anda igeren farmasotik dozaj formuna uygulanmis ve her iki
maddenin de ayni anda analizinde kullanilabilecegi goriilmustiir. Tablet igerisinde
yer alan yardimci maddelerin analiz yontemi {izerindeki etkilerini inceleyebilmek
icin geri kazanim calismalar1 yapilmistir. Elde edilen sonuglara gore tablet katki

maddelerinin analizi etkilemedigi sonucuna varilmistir.

Elde edilen veriler 1518inda, telmisartan ve hidroklorotiazitin ayni anda analizi i¢in
hizli, duyarli, kesin, kolay, dogru ve herhangi bir 6n ayirma islemine gerek
duyulmayan bir analiz yontemi gelistirilmis ve piyasa preparatlarindan bu
maddelerin ayn1 anda analizine basarili bir sekilde uygulanabildigi istatistiksel olarak
gosterilmistir. Sonug olarak, tez kapsaminda telmisartan ve hidroklorotiazitin ayni
anda tayini i¢in gelistirilmis olan YPSK yontemi bu iki maddenin farmasétik dozaj

formlarindan tayini i¢in 6nerilmektedir.

fleride yapilacak calismalarda telmisartan ve hidroklorotiazitin plazma igerisinde

tayini gergeklestirilecek ve stabilite testleri gelistirilen yontem ile uygulanacaktir.
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OZET

Telmisartan ve Hidroklorotiazit’in YPSK Yontemleri ile Ayn1 Anda Analizi

Telmisartan ve Hidroklorotiazit’in ayni anda analizi i¢in bir YPSK-UV yontemi
sunulmustur. Bu yontemde; bir ters-faz kolonu (Inertsil ODS 3V ; 5 um, 4.6x150
mm L[.D.) 1,5 ml/dk akis hizindaki acetonitril: NaH,PO4 tampon (pH 3,0 ; 1,7 mM)
(46 : 54 ; h/h ) karisimindan olusan bir hareketli faz ile 270 nm dalga boyunda iki
bilesigin ayrilmasi i¢in kullanilmistir. Kromatografik ayirim 30°C’de yapilmustir. I¢
standart olarak irbesartan secilmistir, ¢iinkii diger i¢ standartlara kiyasla da iyi bir pik
sekliyle daha kisa alikonma zamani ve daha iyi bir ayirim gostermistir. Gelistirilen
yontem kisa bir siire icerisinde telmisartan, hidroklorotiazit ve i¢ standardin iyi bir
sekilde ayrilmasii saglamistir. Bu sartlar kullanilarak, Telmisartan i¢in 3,020 dk;
Hidroklorotiazit i¢in 2,348 dk ve Irbesartan i¢in 5,103 dk alikonma zamani elde

edilmistir.

Taze hazirlanmig standart ¢ozelti kromatograminda validasyon prosediiriiniin bir
parcasi olan ayrisma, secicilik, asimetri ve kapasite faktorii gibi ¢esitli parametreleri
kontrol etmek i¢in sistem uygunluk testleri yapilmistir. Gelistirilen yontem tamamen
valide edilmistir. Telmisartan icin 0,0227-745 pg/ml ve hidroklorotiazit igin
0,00476-156 pg/ml derisim aralifinda dogrusallik elde edilmistir. Gelistirilen
yontemin gecerliligini ve uygulanabilirligini gostermek icin geri kazanim ¢alismasi
yapilmustir. Yiiksek orandaki geri kazanim; yontemin, ilaclarin formiilasyonunda
kullanilan  katki maddelerinden ve yardimci maddelerden etkilenmedigini

gostermektedir.

Gelistirilen YPSK calismasi, hammaddede ve farmasdtik formiilasyonlarda
telmisartan ve hidroklorotiazitin ayn1 anda tayini i¢in gelistirilmis olan yontem hizli,
basit, yiiksek kesinlik ve dogruluktadir. Gelistirilen bu yontem, ekonomik ve zaman
kazandirdigi i¢in, kalite kontrol laboratuvarlarinda kullanilabilir.

Anahtar Soézciikler: Telmisartan, Hidroklorotiazit, Analiz, YPSK, Dozaj Form,

Validasyon
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SUMMARY

Simultaneous Determination of Telmisartan and Hydrochlorothiazide By HPLC
Techniques

An HPLC-UV method is presented for the simultaneous determination of
Telmisartan and Hydrochlorothiazide. In this method; a reversed-phase column
(Inertsil ODS 3V ; 5 um, 4.6x150 mm [.D.) with a mobile phase of acetonitril:
NaH,PO4 buffer (pH 3,0 ; 1,7 mM) (46 : 54 ; v/v ) at 1,5 ml/min flow rate was used
to separate both compounds with a detection of 270 nm. The chromatographic
separation was performed at 30 °C. Irbesartan was chosen as the internal standard
because it showed a shorter retention time with better peak shapes and better
resolution, compared to other potential internal standards. The proposed HPLC
method gives a good resolution between Telmisartan, Hydrochlorothiazide and
internal standard within a short analysis time. Using these conditions, the retention
times were obtained as 3,020 min for Telmisartan, 2,348 min for

Hydrochlorothiazide and 5,103 min for Irbesartan (IS).

System suitability tests were carried out on the chromatogram of freshly prepared
standard solutions to check various parameters such as resolution, selectivity,
asymmetry and capacity factors as a part of validation procedure. The proposed
methods have been extensively validated. Linearity was obtained in the concentration
range of 0,0227-745 pg/mL for Telmisartan and 0,00476-156 pg/ml for
Hydrochlorothiazide. In order to demonstrate the validity and applicability of the
proposed HPLC method, recovery tests were carried. High percentage recovery
shows that the method is free from the interferences of the commonly used excipients

and additives in the formulations of drugs.

The present HPLC study purposes a rapid, simple, precise and accurate method for
the simultaneous determination of Telmisartan and Hydrochlorothiazide, in raw
material and pharmaceutical formulations. The proposed method is suitable for

quality control laboratories, where economy and time are essential.

Key Words: Telmisartan, Hydrochlorothiazide, Determination, HPLC, Dosage

Form, Validation.
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