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TESEKKUR

Bana bu ¢alismay1 gergeklestirmek firsatimm ve olanaklarim taniyan,
calismanin tiim asamasmda yardim ve bilgilerini esirgemeyen ¢ok
degerli hicam Saym Prof Dr. Sidika SUNGUR'a sonsuz saygi ve
siikranlarimi sunarim.

Calismam boyunca daima bana destek olan aileme ve Analitik
Kimya  anabilim dalinda go6revli asistan arkadaglara sonsuz
tesekkiirlerimi belirtmeyi bir bor¢ bilirim .
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OZET

Silazapril - hidroklorotiazid ve benazepril - hidroklorotiazid igeren iki adet
antihipertansif tablet formulasyonu mor otesi tiirev spektrofotometresi ile belirteg
kullanmaksizin ve 6n aywma yapmaksizin tayin edildi. Bu ila¢ kangimalarnin
analizi spektral ¢akigma sebebiyle dogrudan mor otesi absopsiyon oOlgiilerek
yapilamaz . Tirev spektrofotometrisi pik - sifir teknigi ile bu tiir kangimlarm
kantitatif analizine imkan saglamaktadir .

Bu iki kangimin , tirev spektrofotometrik analizi i¢in en uygun ¢oziici , tiirev
derecesi ve dalga boylarinin saptanmas: i¢in ilag maddelerinin metanol , 0,1 N NaOH
ve 0,1 N HCl'deki c¢ozeltlerinin 1.,2., ve 3. derecede tiirev spektrumlart alindi .
Metanoliin , her iki kangimmn analizi i¢in en uygun ¢o6ziici oldugu gorildi .
Silazapril - hidroklotiazid kangimi i¢in 2. derece tiirev spektrumunda 215 nm ve
3. derece tirev spektrumunda 272.9 nm dalga boylanmin swasiyla silazapril ve
hidroklorotiazid ' in  Olgiilmesi i¢in en uygun oldufu saptandi. Dier kansmmn
analizi i¢in ise 2. derece tiirev spektrumunda 224.7 nm'nin benazepril, 3. derece
tirev spektrumunda 253.7 nm 'in hidroklorotiazid tayinine uygun oldugu sonuguna
vanild . Olgii egrileri , silazapril icin 4- 12 pg.ml™, benazepril ve hidroklorotiazid igin
2-10 pgmi! konsantrasyon arahfinda hazrlanan standart g¢ozeltilerin bu dalga
boylarinda Olgilen tiirev absorbans degerleri ile konsantrasyonlar arasinda
olusturuldu . Bu dogrulara ait regresyon esitlikleri ;

Silazapril - hidroklorotiazid karigimu igin ;

’D,;s =0.146 C+0.025 (r=0.9999) ( silazapril )
’Dy0=0.119C-0.000  (r00.9999) ( hidroklorotiazid )

Benazapril - hidroklorotiazid karnigimi igin ;
3Dy 7=0.061 C -0.013 (r=0.9996) ( benazepril )

’Dys3,= 0226 C+0.023 (r=0.9999) ( hidroklorotiazid )
seklindedir .



Silazapril (5 mg) - hidroklorotiazid ( 12.5 mg) ve  benazepril (10 mg) -
hidroklorotiazid ( 12.5 mg) igeren ticari tabletlerin analizi metanol ile ekstraksiyon,
siizme , uygun seyreltme ve tiirev absorpsiyonlarimun ilgili dalga boylaninda olgimii
ile gergeklestirildi . Tabletlerdeki ila¢ etken maddelerinin miktarlan , ilgili ol¢i
egrilerinden yararlandarak hesaplandi. Bu kangimlarin analizt farmakopede yer
almadifindan elde edilen sonuglarm karglastirilmasi , yitksek basingh svi
kromatografik yontem ile yapildi. Her iki yOntemle yapdan 5'er adet analiz
tizerinden ortalamalar ve standart sapmalar hesapland: . Istatiksel degerlendirmeler,

her iki kangim igin iki yéntemin ortalamalar ve prezisyonlar agisindan anlamh fark
olmadigim gosterdi .



SUMMARY

Two antithypertansive tablet formulations containing cilazapril - hydrochlorothiazide
and benazepril - hydrochlorothiazide were assayed by derivative UV spectrophotometry
without using any seperation technigues and reagents .

The simultaneous determination of these drug mixtures is not possible by direct
UV  absorption measurements because of the spectral overlap. Derivative
spectrophotometry allows the quantitative analysis of such mixtures using a
zero - crossing technique of measurement .

For the selection of the optimum solvent, derivative order and wavelength for the
derivative spectrophotometric analysis of the two mixterus, first , second and third
derivative spectra of the drug solutions in methanol, 0.1 N NaOH and. 0.1 N HCI
were recorded .

Methanol was selected as the most suitable solvent for the analysis of both
mixtures . For cilazapril - hydrochlorothiazide mixture zero - crossing wavelengths of
215nm in the second derivative spectrum and 272.9nm in the third derivative
spectrum were selected for the determination of cilazapril and hydrochlorothiazide
respectively . Zero - crossing wavelengths of 224.7nm in the second derivative
spectrum and 253.7nm in the third derivative spectrum were chosen as the
optimal wavelengths for the determination of benazeprii and hydrochlorothiazide
respectively in other mixture .

Calibration curvers were constructed by plotting derivative absorbance values
measured at selected =zero - crossing wavelengths againts corresponding
concentrations of standart drug solutions in 2-10 pgml' for cilazapril and
4-12 pg.mi! forhydrochlorothiazide range . Regression eguations of the calibration
curves were as follows .

For cilazapril - hydrochlorothiazide mixture ;

’Dyis =0.146C+0.025  (r=0.9999) ( cilazapril )
D= 0.119C - 0.000 (r=0.9999)  ( hydrochlorothiazide )



For benazepril - hydrochlorothiazide mixture ;

’D.,, = 0.061C - 0.013 (r=0.9996) ( benazepril)
2 Dys3 7= 0.226C + 0.023 (r=0.9999) ( hydrochlorothiazide )

Commercially awailable tablets containing cilazapril ( 5 mg ) - hydrochlorothiazide
(12.5mg) and benazepril {10 mg) - hydrochlorothiazide (12.5 mg) were analysed by
extracting of the drug from tablets with methanol, filtration , appropriate dilution
and measurement of derivative absorbances at corresponding zero - crossing
wavelengths . Drug concents of tablet formulations were calculated using the
corresponding calibration curves . For comparison the tablets were also assayed
with high pressure liquid chromatographic method since a pharmacopial method is
not awailable for these mixtures. Mean valves and standart derivations were
calculated from five determinations for both methods . The statistical evalvations
indicated that there was no significant difference between the mean valves and
preciasions of the two methods for both mixtures at 95 % confidance level .

VII



1.GIRIS VE CALISMANIN AMACI

Hipertansiyon tedavisinde diinyada son yillarda kullaniimaya baglanmis olan ACE
inhibitorlerinin , bir diiiretik ile kombinasyonu da aym amagla kullamlmaktadir .
Ulkemizde de bu gruptan silazapril ve benazepril'in eski bir diiiretik olan
hidroklorotiazid ile kombinasyonlarim igeren iki adet tablet preparat g¢ok yakin
zamanda piyasaya ¢ikarilimgtir .

Silazapril ve benazepril , olduk¢a yeni ilag maddeleri oldugundan, literatirede bu
maddelerin analizleri ile ilgili olarak yayinlanmig ¢ahgmalar yok denecek kadar
azdir . Ilag kalite kontrolinde , kombine prepratlarm analizin de genellikle
kromatografik yontemler ve ozellkle yitksek basingh svi  kromatografisi
kullanlmaktadir . Pahali ve zaman alict bu yontemlere karsi , ozellikle ikili
kangimlarin analizinde basitlik ve ucuzluk ile alternatif olan tiirev spektrofotometresi
farmasotik analizlere basariyla uygulanmaktadir ( Yurdakul et al. , 1991 , Ustiin and
Sungur, 1992) . Bu diisiinceden hareket ile iilkemizde kullamma giren bu iki
kombine preparatin analizine , tiirev spektrofotometrik yéntemin uygulanabilirligini
aragirmak ve elde edilen sonuglan degerlendirerek , yilksek basingh swi
kromatografik yontemle elde edilerek kargilaghrma amacryla bu ¢ahigma yapilmustir .



2 . GENEL BOLUM

2 . 1. Incelenen Ilag Maddeleri

2 . 1.1 . Hidroklorotiazid

2.1.1.Ozellikleri ve Tarihgesi ( Florey , 1981 )

Hidroklorotiazid , 1958 yiinda Stevens ve arkadaglan tarafindan 4 amino-6 kloro-3,5
disiilfonamid ile formaldehit'in reaksiyonundan sentez edilmigtir. Bu tarihten
itibaren de, digitk toksik etkisi sebebiyle bir diliretik olarak genis kullamm alani

bulmugtur. Hidroklorotiazid su gekilde isimlendirilir ; 6-kloro-3,4-hidro-7-siilfamin-2H-
1,2,4-benzotiazid-1,1dioksit .




Kapah Formul : C,H,CIN,O,S,
Molekiil Agirhigs : 297,73 g/ mol

Elementel Analiz :

Element C H Cl N 0 S
Hesaplanan % 28,24 2,71 11,91 14,12 21,49 21,54
Bulunan % 28,21 2,72 12,15 14,18 21,26 21,45

Beyaz knistalize toz gorinimiinde, kokusuz ve hafif aci lezzette bir maddedir .
Cesitli  ¢oziiciilerdeki  ¢oziintrhigin g/ 100 ml cinsinden ; suda 60,9x 10° R
0,1 N HCl'de 60,8x10%, 0,1 N NaOH 'de 1,79 , asetonda 13,7 , % 96 ik
etanolde 1,4 ve metanolde 4,1 dir.

Yogunlugu :1,68 ¥ 0,01 g.cm-3

Erime Noktasi : 263 -275 °C arasmdadir . 307°C 'de bozunur . 280°C 'nin
alinda % 0,1 'den daha az ugucu safsizlik igerir.

pK, degerlen : pK, =86
pKaz =99

IR spektrumu : Sekil 2. 1'de hidroklorotiazid 'in mineral yag kangiminda alinmug
IR spekturumu génilmektedir.
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UV spekturumu : Hidroklorotiazid 'in ¢esitli ¢oziiciilerdeki absorpsiyon ozellikleri
tablo 2.1. de verilmistir.

Tablo 2.1. Hidroklorotiazid 'in absorsiyon ozellikleri (Florey , 1981)

Coziicii Apmefnm) log €
Etanol 225 4,576
269 4,307

316 3,505

Metanol 226 4513
271 4.279

317 3,471

Su 270 4,286
315 3,495

0.01 NHCI 270 4,290
315 3,500

0.01 N NaOH 272 4193
323 3,435

Sentezi : Kleeman (1978) sentezini 2 ayr reaksiyonla gergeklestirmigtir. 1.reaksiyonda ;
S-kloro -2,4 distlfamilanilin ve paraformaldehit, 2.reaksiyonda ; sulu bazik ortamda
6 - kloro - 7 stilfamil - 2H-, 1,2, 4 benzothiadiazin - 1, 1 - dioksit ile formaldehit,
hidroklorotiazid vermistir .

Stabilitesi : Kati toz halindeki madde , oda sicakliginda 5 yil bozunma gostermeden
saklanabilir . Sicaklik degisimlerinden gok az etkilenir . Sulu ¢ozeltilerinde hidroliz olup
formaldehit ve 6-kloro-2,4 disiilfamil anilin verir . pH = 7,2 'de hidroliz reaksiyonunun
hmz1 maksimumdur .

2.1.1.2.Farmakolojik Etkisi
Diiiretik ilaglar, bobrek tubuluslan iizerine etki ederek sodyum ve su kaybim

arttiran ajanlardir . Biitiin hipertansiyon gekillerinde kan basincim disgiirerek , tansiyon
yikselmesini engellerler. Hafif hipertansiyon olgularinda , tek bagina kullamldiklannda



yaptiklan kan basinct azalmasi genellikle yeterli olur ve bagka bir antihipertansif ilag
kullanilmasina gerek olmayabilir . Orta ve agir hipertansiyon tedavisinde daha giiglu
bir antihipertansif ilagla ( ACE inhibitorleri , B blokerler , kalsiyum antagonistleri gibi )
birlikte kullanilir .

Hidroklorotiazid tiazid grubu bir diiiretiktir . Diger tiazid grubu diiretiklerde
( klorotiazid , metiklotiazid , politiazid , hidroflumetiazid vs ) oldugu gibi diiiretik
etkiyi 7 numarah karbona baglanmig , serbest siilfonamid grubu saglar . Hidroklorotiazid
bu grup ilaglar igerisinde tekli veya kombine preparati halinde en ¢ok kullanilamidir
(Karayalp , 1990 ) .

2.1.1.3. Taninma Yédéntemleri

Hidroklorotiazid 'e ait tamnma yontemleri , genellikle kromatografik esaslt olup , ince
tabaka kromatografisi (ITK ) , yiiksek basingh srvi kromatografisi (HPLC ) ve gaz
kromatografisi ( GC ) ile yapimgtir. Bu yontemler farmasotik preparatlara , idrar ve
kan omeklerine uygulanmugtir .

ITK , ayirma ve tamma yontemi olarak g¢ok kullamlmistir . Bu yontemde gesitli
adsorbanlar kullamlmig olup , en ¢ok kullamlam silikajeldir . Al ,O; ve seliloz da
bazi galismalarda kullamlmistir . ITK yonteminde maddenin taninmas: i¢in maddenin
kendisinin piiskiirtme belirtegleri ile olugturdugu lekelerden ya da hidrolizden sonra
diazolama , kenetleme veya sodyum kromatropat ile reaksiyon yolu ile olan renk
reaksiyonlarindan yararlaniimigtir ( Thielemann et al. ,1973 , Stohs ve Scratchley , 1975,
Wallace et al. , 1977 ) .

ITK yonteminde maddenin gesitli goziicii sistemlerindeki Rf degerlerinden
yararlanilip , taninmas: saglanmistir . Ornek olarak 23°C'de etilasetat + kloroform +
metanol ( 11+8+1 ) ¢oziicii sisteminde maddenin Rf degeri 0,3 olarak bulunmusgtur .
Bu sistem yan kantitatif stabilite teslerinde ve safbik kontrolinde kullamlmustir
( Florey, 1981).

Yuen (1985), bitkisel karigimlara uyguladlél bir ¢ahymada etanol ile elde ettifi
ekstreleri iki ayn ¢oziici sistemi kullanarak analiz etmistir . Olusan lekeler kisa ve
uzun dalga boylu UV lamba ile belirlenmigtir. Valladao ve arkadaglan (1994)
4 ayn diiretifin aynlmasi ve tanmnmasm: 2 adsorban , 9 ayn mobil faz ve



6 degisik puskiirtme belirteci kullanarak saglamuglardir .

Tamma amaciyla gelistiriimiy HPLC yontemlerinde genellikle ters faz sw
kromatografisi (RP-HPLC) kullamlmigtir. Bu ¢alhgmalarda tekli veya ¢okiu
preparatlarda maddenin tamnmasimn yanmnda olabilecek safsizhklardan veya diger
bilesenlerden aynimasi da saglanrmstir .

Degisik bilegenli ikili tablet kangimlarina uygulanmug c¢aligmalarda RP - HPLC
yontemi kullamlmmgtir . Erram ve Tipnis (1992 a,b,c) bu g¢ahigmalarda C - 18 kolon
kullamlmglar ve tablet orneklerindeki hidroklorotiazidi'i 220 nm 'de belirlemiglerdir.
Bu ¢ahgmalarda , hidroklorotiozid'in penbutolol sulfat (a) , betaxolol HCI (b)
ve nadolol (c)'dan ayrilmasi, pH=3,5'a tamponlanmis , degisik oranlardaki fosfat
tamponu-asetonitrii mobil fazlannin kullamilmasiyla saglanmugtir . Bu ¢ahigmalarin
tiimiinde hidroklortiazid 'in alikkonma zamam ortalama 3,5 dak. civarinda bulunmustur.

RP-HPLC yonteminin kullamldifi bazz ¢aliymalarda , kolon  degistirme
(Colom - Switching) teknigi yardimyla daha duyarhi ve segici analizler yapilmugtir .
Saarmnen ve arkadaglan (1993) bu teknikle idrar 6rneklerindeki 16 degisik diiiretik
maddenin belirlenmesini gergeklestirmiglerdir . Bu ¢aligmalarinda idrar érnekleri bir
miktar su ile beraber kisa bir ekstraksiyon kolonuna alimip , 6rneklerdeki polar
matriksli bilegenler elue edilmigtir . Sonra analiz edilecek karigim, analitik kolona
almip, pH=3,1 fosfat tamponu ve asetonitrilden olugan mobil faz kullamlarak
ayrnimigtr . Compins ve g¢aliyma grubu ise (1994) yine idrar orneklerindeki
ditiretiklerin belirlenmesini aym: teknigi kullanarak gerceklestirmiglerdir .

RP-HPLC yontemlerinin yamnda normal faz stvi kromatografisi yontemleri de
ayirma ve tammma amagh olarak kullandmigtir . Honigberk ve arkadaglan (1975)
antihipertansif maddelerin kangimlarini normal faz kolonlar kullanarak ayirmuglar ve
maddelen belirlemiglerdir . Campins ve arkadaglann ise (1993) idrar oOrneklerindeki
diiretiklerin belirlenmesini , normal faz kolanlar yardimiyla gergeklestinnislérdir.

Gaz kromatografisi kullanilarak , idrardaki diiiretiklerin aynldify bir gahigmada ,
omeklerdeki ditiretikler metil tiirevieri haline getirildikten sonra G.C+MS ( gaz
kromatografisi - kiitle spektrometrisi) ile belirlenmiglerdir. Bunun i¢in 3 ayn



metilasyon teknigi geligtiriimis olup , bu yolla 20 ayn diretifin taninmast
saglanmigtir ( Carreras et al. , 1994 ) .

Wallace ve arkadaglannt (1977 ) hidroklorotiazid 'in metillendirme yolu ile gaz
kromatografik analizini, ITK yontemine karsilastirma yontemi olarak kullanmiglardir .
Vandenheevel ve arkadaglari (1975) ise bu yontemi kan ve plazmadaki, diiiretiklerin
belirlenmesi amagciyla gelistirmiglerdir .

Hidroklorotiazid ' in tamnmasma yonelik olarak kapiler zon elektroforez’in
kullanildi3z bir caligmada , idrar ve kan Orneklerindeki degigik ditiretikler saptanmugtir .
Bunun igin silfonamid veya karboksilik fonksiyonel grup igeren diiiretikler
pH=10,6"'da , amin grubu igerenler ise pH=4,5'da aynlmslardir . En iyi aynlma
20°C ' de olup , 30 dakika i¢inde aynlan bilegiklerin yapi analizileri de GC-MS ile
yapilmistir (Jumppanen , 1993) .

2. 1. 1. 4. Miktar Tayin Yontemleri

Hidroklorotiazid , oldukga eski bir ilag maddesidir ve toksik etkisi ¢ok diigiiktiir . Bu
nedenle uzun zamandan bu yana ¢esitli farmasotik preparatlarda genis kullamm
alam bulmug bir diiiretiktir . Farmasotik preparatlannn yaninda , idrar ve kan gibi
degisik vucut sivilarindaki analizi i¢in birgok teknik geligtirilmigtir . Literatiirde bu
konularla ilgili olarak yaymlanmig olan galiymalarin sayisi ¢ok fazladir . Bu yiizden
bu béliimde , bizim ¢aliyma konumuzla ayni olmasi bakimindan ikili kangimlardaki,
hidroklorotiazid ' in miktar tayinine yonelik ¢ahgmalara agirhk verilmigtir. Diger
cabigmalar smuflandinlarak , érmek olmast bakimindan sadece birkag kaynak
verilecektir .

Tekli preparatlardaki hidroklorotiazid ' in kantitatif tayininde genellikle titrimetrik
yontemler kullamlmis olup , bazi ¢ahigmalarda UV - VIS spektrofotometrik , HPLC ve
poloragrafik tayinlere de yer verilmistir .

Titrimetrik  tayinler direkt ve indirekt titrasyon geklinde smifladinlabilirler .
USP XIX'da (1975) n-butilamin de ¢oziilmiiy hidroklorotiazid ' in azoviole
indikatorligiinde sodyum  metoksit 1ie titre edilmesi Onerilmektedir . BP 73
(1973) de ise pridinde ¢ozilmis hidroklorotiazid  potansiyometrik  olarak



NH OH ile titre edilmigtir . El - Brashy ve arkadaslan (1994) hidroklorotiazid 'i
sodyum hidroksit ve civa asetat ile kondiktometrik olarak titre etmislerdir .
Przyborawski ve arkadaglan (1976) Pb~ ve Hg  ile kondiiktometrik olarak ,
Madgeanu ve arkadaglan (1969) sodyum nitrit ile amperometrik olarak , Daleo
ve arkadaslan (1966) sodyum hidroksit ile termometrik olarak titre etmislerdir .
Minerallestirmeden sonra Gonzales ve galiyma grubu (1968) siilfat tayini seklinde ,
Friedrick ve grubu ise (1976) arjantimetrik titrasyon seklinde tayin etmiglerdir .

Indirekt titrasyonda genellikle halojenli titrantlar kullanlmigtir . Shukla ve
arkadaslan (1983) K. Hekzasiyoneferrat IIl ve N-klorosiiksinimid (NCS) , Amer ve
arkadaglar1 (1989) N - klorosiiksininmid (NCS) , N - bromosiiksimid (NBS) ve
dibromohidantoin , Belal ve arkadaglan (1988) ise NBS ve 1,3dibromo-5,5dimetil
hidantoin kullanarak titre etmiglerdir . Indirekt tayinlerin hepsinde reaktan fazlasi ,
KI ilavesi ile agifa ¢ikan I, un nisasta indikatorlifinde Na,S,0, ile titre
edilmesiyle belirlenmistir .

Degisik vucut svilarimdaki ITK esash tayinlerde 2 ng miktarmdaki hidroklorotiazid 'i
Steinbach ve arkadaglari (1978) 272 nm'de dansitometrik , Schacfer ve arkadagian
(1977) ise fluorodansitometrik olgiimlerden yaralanarak tayin etmiglerdir .

Tekli preparatlardaki hidroklorotiazid 'in UV-VIS spektrofotometrik kantitatif analizinde,
maddenin maksimum absorbans verdigi dalga boylarindaki direkt absorbans 6l¢limleri
kullamimistir . Hu ve arkadaglan (1984) , hidroklorotiazid ' in metanoldeki ¢ozeltisinin
absorbansim 253,274 ve 323 nm'de olgmigtir . Xiao (1986) ise 272 nm'deki
olgimleri kullanmstir . Her iki ¢aligmada da tabletlerdeki difer maddelerin,
hidroklorotiazidin absorbansim etkilemedikleri belirtilmigtir .

HPLC yonteminin kullamidi, hidroklorotiazidin tekli preparatlarimin analizlerinde
genellikle ters faz kolonlar kullamimugtir . Bu amagla Dang ( 1991°) metanol -
asetonitril - su  (11:9:80) mobil fazim kullanmig ve 270 nm'de hidroklorotiazid ' in
miktarmt saptamugtir .
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Polarografik bir gahiymada ise Ling ve arkadaglar (1994) tabletlerdeki hidroklorotiazid 'i ,
diferansiyel puls polarografi teknigi kullanilarak saptamuslardir . Kokolos ve
arkadaglar1 (1975) ise yine tabletlerdeki hidroklorotiazid 'i degisik polarografik
teknikler yardimiyla belirlemislerdir .

Ikili kangimlardaki  hidroklorotiazid ' in  kantitatif analizlerinde UV - VIS
spektrofotometrik , ITK - dansitometrik ve HPLC esash teknikler kullamimugtir .
UV - VIS spektrofotometrik tayinlerde , ikili kangim: olugturan maddeler ya UV
alanda dogrudan yada cesitli renkli tiirevleri olugturularak goriiniir boélgede analiz
edilmiglerdir . UV alanda yapilan g¢ahigmalarda , maddelerin maksimum absorbans
verdikleri dalga boylaninda yapian absorbans 6lgiimlerinin yaninda , ikili karisim
olusturan maddelerin absorbanslarinin egit oldugu dalga boylaninda yani 1sosbestik
noktalarda yapilan olgimler de kullandmugtir . Bu galigmalarin yaninda UV alanda
tirev spektroskopik olgiim tekniklerinin kullamidigi calismalar da oldukca fazladir .
Goriniir  bolgede yapilan ¢ahigmalarda hidroklorotiazid renkli tiirevleri haline
getirildikten sonra , goriiniir alandaki absorbans olgiilmiigtiir .

HPLC yontemlerinde ikili kangimi olusturan maddeler degisik mobil fazlar
yardimiyla ve genellikle UV veya fluoresans detektorlerin kullamlmasiyla saptanmugtir .
Bu cahsmalar gerek tabletlerin gerekse idrar ve kan 6meklerinin analizi igin
yapilmugtir .

Kantitatif amagh bir ITK yonteminde , propranol HCL ve hidroklorotiazid ' in ikili
kargiminin , benzen - metanol - etilasetat - amonyak (8:2:1:0,2) mobil fazinda aynhp ,
280 nm ' de dansitometre yardimmyla analizi gergeklestirilmigtir (Shinde et al ., 1994) .
El - Sadek ve gahsma grubu (1993), hidroklorotiazid 'in spironolakton ve kaptopril
lle olan iki ayn ikli kangimmin analizinde de yine spektrodansitometrik
olgimleri kullanmiglardir .

UV alandaki analizlerde , tek dalga boyunda absorbans 6lgiimlerinin
yaminda , iki dalga boyunda yapilan olgiimler (bir dalga boyu isosbestik
nokta) ile tirev spektrofotometrik olgiimlere de yer verilmistirdir . Ikili
kangimlarin dogrudan  absorbans  olgiimleri yolu ile miktar  tayininin
yapudifi cabsmalarda , maddelerden birinin  absorbans vermedigi  dalga
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boyunda digerinin absorbansi  olgiilmiigtir . Béylece her madde , birbirlerinin
absorbanslarindan etkilenmedikleri dalga boylarinda tayin edilmigtir. Hidroklorotiazid 'in;
metoprolol tartarat ile (Nowakowaska 1988) , spironolakton ile (Nowakowaska 1989),
triamteren ile (Nowakowaska 1992) ve amilorid ile (Nowakowaska 1993) olan ikili
kangimlannin  analizlerinde , tabletlerdeki hidroklorotiazid 318 nm'de saptanmustir .
Zhu (1987) ise hidroklorotiazid 'in timolol ile olan ikili tablet kangiminin analizinde
maddelenn bu ozelligini kullanmistr. Qiu ve g¢aliyma grubu (1987) yine
hidroklorotiazid - triamteren kangimimi bu yolla analiz etmigtir .

UV alanda ikili kangimlara uygulanmis miktar tayini yontemlerinin bazilarinda 1sosbestik
noktalardaki 6l¢timlerden yararlanilmistir . Bu ¢alismalarda kanisim olusturan maddelerin
esit absorbans verdikleri isosbestik noktada, karigim olsuturan maddelerin toplam
absorbansi belirlenmektedir . Kangimu olusturan maddelerden birinin absorbsiyon
yapmadiga ikinci bir dalga boyunda ise, kangimdaki diger maddelerin absorbansi
belirlenip , maddelerin miktarlan iki ayn dalga boyunda yapian 6lgiimler
kullamlarak  saptanmaktadir . Erram ve ¢alisjma grubu bu teknik yardimiyla
hidroklorotiazid ' in ; pindolol ile (1993 a) , asebutolol veya atenelol ile (1993 b),
propronol HCl ile (1994 a) ve satalol HCl ile (1994 b) olan ikili tablet
kangimlannin analizini gergeklestirmislerdir .

Bulut ve arkadaglar1 (1984) ise hidroklorotiazid 'in spironolakton ile ikili tablet
kangminin analizini absorbans oranlan teknidi yardimiyla yapmuglardir .

UV alanda kantitatif amagla yapilan analizlerde tiirev spektroskopisi teknikleride
kullamlmistir . Bu tekniklerde , tirev absorbaslanmin  okunmasinda  pik - sifir
(zero - crossing) ve pik - pik (peak to peak) yontemleri kullamlmgitir. Pik - sifir
tekmginde , spektrumdaki difer maddenin tirev absorbansmn sifir oldugu dalga
boyunda tirev pikinin yiikseklifinin absise olan uzakhigimn , ordinata paralel olarak
olcilmesi ile elde edilen olgimler kullanthr . Pik - pik tekniginde ise birbirini
izleyen iki ekstremum arasindaki uzaklik , ordinata paralel olarak olgilir .
Hidroklorotiazid ' in ikili kangimlarnm tirev spektroskopik analizlerinde daha gok
pik - sifir teknifi kullanilmugtir . Hidroklorotiazid 'in kaptopril ile olan ikili tablet
kangimmin analizini Mahgoub ve arkadaglan (1992) , 1. derece tiirev spektrumlanndan
pik - sifir teknifi kullanarak yapmuglardir . Aym kansimin analizini Salem ve
arkadaglan (1991) ' da yine aym teknii kullanarak gergeklestirmislerdir . Bedair ve
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arkadaglart (1991) , hidroklorotiazid ile triamteren'in kombine oldugu tabletlerin
analizlerinde , pik - sifir teknigini 1. ve 2. derece tiirev spektrumlarinda kullanmuglardir .
Carlucci ve arkadaglar1 (1993) enalapril maleat - hidroklorotiazid ikili kangiminmn
analizinde 2. derece tirev spektrumunda , pik - sifir teknigi ile yapilan 6lgiimleri
kullanmuglardur .

Ikili kangimlara uygulanmis bazi caligmalarda maddelerden biri tiirev absorbans
degerlerinden yararlanilarak pik - sifir teknigi ile olgiiliirken , digeri birinci maddenin
absorpsiyon yapmadifn bolgedeki bir dalga boyunda absorbansi 6lgiilerek tayin
edilmigtic. Ornegin  Yiicesoy (1990) yaptign bir g¢ahsmada hidroklorotiazid ' in
amilorid HC! ile olan ikili arigimimin analizinde , hidroklorotiazid'i 1. derece tiirev
spektrumundan , amilorid HCl'i ise 361,5 nm'deki absorbansini 6lgmek yolu ile
belirlemigtir .

Pik - sifir  tekniginin yaninda pik - pik teknifi de baz ikili kansimlann tirev
spektroskopik analizlerinde kullanilmigtir Porissi ve arkadaglari(1989) hidroklorotiazid'in
amilorid ile olan ikili tablet kangimlarimn analizlerinde her iki madde 2. derece
tirev spektrumundaki ekstremumlar arasindaki uzakhklarm kullamidifs pik - pik
olgiimlen1 kullamlarak hesaplanmgtir .

UV alanda yapilan bu galigmalarin yaninda , gorinir bolgede yapilan analizler de
olduk¢a fazladir . Goriiniir bolgede yapilan ¢aligmalarda , maddenin kendisinin veya
hidroliz Uriinlerinin renkli tirevieri olugturulmustur . Sulu ¢ozeltide hizla hidroliz
olan hidroklorotiazid 'in , hidroliz urtinii olan S - kloro-2,4 disiilfamil anilin'in
diazolanmasi ve diazolanmus bu Urinin aromatkk bir amin veya fenol ile
kenetlenmesiyle olugan kararh azo boyar maddelerinin absorbansinin 6lgiilmesi,
hidroklorotiazid ' in kantitatif tayinine olanak saglamaktadir . Bu amacla kenetlenme
belirteci olarak Sheppard ve arkadaslari (1960) N-(1- naftil)-etilendiamin , Magalhaes
ve ¢alisma grubu (1971) benzen silfonik asit , Rehm ve arkadaglan (1960)
kromotropik asit ve Kala(1965) ise timol kullanmuglardir . Hidroliz iriinlerinin
diazolanmasmmn yaminda, maddenin kendisinin baz rtenk reaksiyonlarindan da
yararlanilmugtir . Moussa ve arkadaglar1 (1985) tabletlerde spironolakton ile ikili kangim
halinde bulunan hidroklorotiazid'in butilamin ve susuz CoCl, ile verdigi mavi
viole rengin kolorimetrik olarak olgiilmesiyle belirlemiglerdir . Elsayed ve arkadaslan
(1979) ise tabletlerdeki hidroklortiazid 'in saptanmasinda , bazik safranin boyalan ile
iyon ¢ifti ekstraksiyonunu kullanmiglardir .
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HPLC tekniklerinin kullamildigs kantitatif amagh ikili tablet kangimlarinin analizlerinde
Ozellikle ters faz kolonlar kullamlmustir . Nitekim USP XXII' da hidroklorotiazid ' in
Metildopa , Propranol , Amilorid HC1 , Metoprolol tartarat ve Timolot Maleat ile olan
ikii  kangmmlarmin  analizleri i¢in  degistk oranlardaki metanol - fosfat tamponu
kangimindan olugsan mobil fazlarin, ters faz kolonlarda kullamilmas:1 Onerilmigtir .
De Croo ve arkadaglani (1985) ters faz svi kromatografisi (RP-HPLC) yontemiyle
hidroklorotiazid ' in amilorid HCl ile kombine olan tabletlerinin analizini
gergeklestirmiglerdir . Sane ve arkadaglan (1992) yontemi hidroklorotiazid - lisinopril
kangmminin analizinde kullanmuglardir . Jain ve ¢aligma grubu (1992) ise RP-HPLC
yontemi ile hidroklorotiazid'in enalapril maleat ile kombine tabletlerinin analizini
gerceklestirmiglerdir .

Sivi  kromatografisi yontemlerinde detektér olarak genellikle UV detektorler
kullamlmaktadir . Jain ve arkadaglari (1991) hidroklorotiazid - kaptopril tabletlerinin
analizinde metanol - sodyum fosfat (30:70) mobil fazi kullanmuglar ve kolonda
aynilan bilesikleri UV detektér yardimiyla belirlemiglerdir . Fatmi ve ¢alisma grubu
(1990) ise metanol - butil amonyun fosfat mobil fazx kullanarak hidroklorotiazid -
hidralazin HCl kangmmimi , UV detektér yardimiyla analiz etmiglerdir . Ficcara ve
arkadaglan (1986) metoprolol tartarat - hidroklorotiazid kansgiminin analizini
gergeklestirmiglerdir . Bu ¢aliymada asetik asit - asetonitril mobil fazz ve UV detektor
kullanmuglardir . Sasa ve arkadaglan (1988) ise hidroklorotiazid'in atenolol ile
kombine oldugu tabletlerin analizinde yine UV detektor kullanmiglardir .

UV  detektorlerin = yaninda , fluoresans  detektorler de  kantitatif swi
kromatografisi ¢aliymalarinda kullamm alam bulmugtur . Cieri (1988) tabletlerdeki
hidroklorotiazid - reserpin kangimmin kantitatif analizi igin yaptifi caligmada , tablet
kangmm metanolde ¢ozdilkten sonra , gesiti mobil fazlar yardimiyla karsimi
kromatografiye etmigtir . Bu kansimin analizinde seri baflanmmg 2 ayn detektér
kullamlmistir . Kangimdaki reserpin'i fluoresans detektér yardimiyla (280 nm'de
uyarma ve 360 nm'de emisyon) saptamigtir. Hidroklorotiazid'i ise 345 nm 'de
UV detektor yardimiyla tayin etmistir . Cieri (1994) yaptiga bir bagka calismada bu
ikili kangima ilave olarak hidralazin HCl'in kombine oldugu tabletlerin tayinini
amaglamigtir . Cahsmada reserpin yine fluoresans detektoér ile belirlenmis olup,
kangimdaki hidroklorotiazid ve hidralazin HCl UV detektér ile 260 nm ' de
saptanmgtir .
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2.1.2. Silazapril

2.1.2.1. Ozellikleri ( Merck Index )

Silazapril antihipertansif tedavi amactyla kullanan ve ACE inhibitorii olan bir ilag
maddesidir . Asafidaki bi¢imde isimlendirilir .

[1s-[1 ,9 R*)]]1-9-[[1 - (Etoksi karbonil) - 3 - Fenil propil] - amino ] oktahidro -
10 - okso - 6 H- piridazino -[1,2-a] [1,2] diazepin- I - karboksilik asit -
monohidrat .

Teote, ::’-‘i; il e o e ': C%HS LW O .-'.:' - s | IR R
B R A ‘ R L
CHyCHy — € — Nooo-

Kapali Formala: G, H, N Q . H,0

Molekiil Agirligr : 435, 52 g mol™!

Elementel Bilesimi : C (% 60,67), H(% 7,64) , N (% 9,65) , O (% 22,04)
Erime Noktas: : 95-97 °C

Beyaz kristalize ve kokusuz tozdur . Literatiirde etanolde ¢oziindiigii bildirilmigtir .
Yaptifimiz incelemelerde , organik ¢oziiciilerde (metanol , kloroform , aseton) gok iy,
asitik ve bazik g¢ozicilerde (0.1 N HCI ve O.1N NaOH) zor ve suda ¢ok az

¢oziindagn belirlenmigtir .

Optik Cevirmesi : [ ];° =-62,51 (Etanoldeki % 1Tk gozeltisinin)
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Silazapril vucuda ahindikdan sonra, aktif metaboliti olan silazaprlat'a dunusir . Bu
madde dikarboksilik asit yapisindadir ve su sekilde isimlendirilir :

9 (s) - [1(s) - karboksi - 3 fenil propil amino] - oktahidro - 10 - oksa - 6H - piridazino -
[1,2,-a][1,2]-diazepin - 1 (s) - karboksilik asit

Kapalh Formila : C H ,,N, O,

Molekiil Agirligr : 389,25 g mol?!

Erime Noktas: : 242 °C

Optik Cevirmesi : [ o] j;’= -74,7 (1 M NaOH 'deki 0,5M 'lik ¢ozeltisinin)

IR Spektrumu : Silazapril 'in IR spektrumu KBr disk kullamlarak alnmstir .
Sekil 2.2. 'de bu spektrum gosterilmistir .

UV spektrumu : Silazaprilin gesitli ¢oziiciilerdeki absorpsiyon ozellikleri tablo 2.2.
verilmistir .

Tablo 2. 2. Silazaprilin absorbans ozellikleri

Coziicu Apafnm) log €
Metanol 2145 4,098
Etanol 209,6 4,080
0,1 N HCI 208,8 4,132
0,1 N NaOH 219,2 3,918




16
TRANSMITTANCE (%)

nwnpjeds 1 w, judezeps 7T [RS

. ) \ \ 1 1 1
: : ” — L b } ; ; I ¥ ¥

-
-
—
——
—
T

[ SPECTRASET MODE S — SINGLE BEAM SCAN TIME X wmmuozm% RES EXP % T EXP REMAFRKS
FIXED RESPONSE
u AUTO SMOOTH MINS ) o ] 0| SLITWIDTH BACK OFF = — -
. s
..-.n.mt__: S REteey FRT soeoe] pstiated] [ottortor] —1r ER=1 fades = o 100
T = e b
== == = =ET = = 20
80 poy promsnyy Puramry Py [r——— S —
B Erats paa s = ===
p— lpp. e Sy ey py ”.. —
S e
= =E[ERE e
==1° == ===t
=== === &xwﬂ..lxﬂ B e
PR Ry Fored o iy H ety oo o i o) o]
== ! =)
Aonl...llll.nuu“.m =i =.pn= :
= g b i ] ) et el e =¥
i) s By St ] P Eey Pt B N T el =
=" .I..“.-'I jraey guemy Pt R0 DTS =
e L e e e .w... == =\ ,
——— ] - == n 4 = N T md
0 e e et et it o fearprt et by
i 800 400 200
o 0 o0 PATHLENGTH OPERATOR 20
SAMPLE TECHNIOUE OPER
REFERENCE CONCENTRATION REF No PART. No 841749

pR— -



17

2.1.2.2. Farmakolojik Etkisi

ACE ( Anjiontensin converting enzyme ) inhibitorleri , hipertansiyon tedavisinde
kullamian maddelerdir . Birer ACE inhibitérii olan silazapril ve Benazepril sentezleri.
ve kullanimlan bakimindan yeni ilag maddelerdir . Lisinopril , Perindopril , Enalapril
ve Kaptopril bu gruba giren diger ilag maddeleridir .

Bobreklerden salgilanan Anjiotensin I enzimi , kanda bulunan anjiotensin dénigtiiriici
enzim 'in etkisiyle Anjiotensin II'ye doniigiir . Bu enzim , Anjiotensin I 'e gore daha
kuvvetli damar biziicii etkiye sahiptir . Bunun sonucunda damarlarin biziilmesi ile
tansiyon yiikselmesi meydana gelir . Oral yolla alman ACE inhibitorii ilag maddeleri
de Anjiotensin I'mn, Anjiotensin II'ye doniigiimiinii engeller . Bu sebeple plazmada
ve dokularda Anjiotensin II diizeyi azalrr . Dolaywsiyla atar ve toplar damarlardaki
genislemeye bagh kan basincimin (tansiyon) diigmesine neden olur .

ACE inhibitorii ilaglann yaptifi tansiyon diigmesi , farkedilecek kadar belirgin olur.
Ogzellikle diiiretiklerle kombine preparatlarn  kullanilmasiyla , ilerlemis hipertansiyon
olgularda bile kisa siirede azalma goriiliir . (Dokmeci 1979) .

2.1.2.3. Analiz Yoéntemleni

Silazapril , sentezi ve kullammi ile olduk¢a yeni bir ilag maddesidir . Literatiirde
silazapril ile yapimig caligmalar daha ¢ok farmakolojik 6zellikleri Tizerinedir .
Analiz metodlan igin yapilmiy caliymalar da ¢ok az olmakla beraber asafida yer
verilmigtir .

Ezawa ve arkadaslan (1989) yaptklan ¢aliymalarda silazaprilin fizikokimyasal
ozelliklerini agiklamuglardir . Yaptiklar1 ¢aligmada silazapril 'in elementel , IR , NMR
ve kiitle spektroskopik analizlerini yapmuglardir. Ayrica erime noktas: , dagilma
katsayis1 , pK, degeri ve optik ¢evirmesi gibi Ozelliklerini de belirlemiglerdir . Bunun
yamnda silazaprilin  stabilitesi ve bozunma Uriinleri hakkinda aciklamalar
getirmislerdir . Ancak bu ¢aliymamn yer aldif literatiirii bulmak olam@imiz olmadig
icin daha ayrmth bilgilere yer verilemedi .
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Tanaka ve arkadaglari (1987) vyaptiklari ¢alijmada enzim immiinassay yontemiyle
silazapril ve aktif metaboliti olan silazaprilat't farklandirip , kantitatif olarak tayin
etmiglerdir . Yontemi plazma ve serum Orneklerine uygulamuslar vé sonuglan radyo
enzimik tayinlerle kargilagtirmuglardir .

2.1.3. Benazepril
2.1.3.1. Ozellikleri
Benazepril silazapril gibi yeni kullamm alam bulan bir ACE inhibit6riidiir . Madde

ve metaboliti hakkinda literatirde bilgi bulunamamugtir . Verilen bu bilgiler
Ciba - geigy A.S 'den saglanmugtir .

NH?HCHzCHzPh
~N 0 '
CH,COpH CO2CHZCH3

Kapali Formuli : G4 Hy N, O5. HCI

Molekiill Agirlig: : 461 g.mol!

Erime Noktas: : 176 - 181 °C

Beyaz , kristalize kokusuz tozdur.Metanol ve etanolde serbestge, diklorometan,
siklohekzan , etil asetat ve suda az ¢Oziinir . Bunlara ilaveten yapti§imiz ¢oziiniirlik
testlerinde kloroformda ¢ok , asidik ve bazik sulu ¢ozeltilerde (0,1 N HCI ,

0,1 N NaOH) zor ¢6ziindiigii belirlenmigtir .

IR Spektrumu : Benazepril 'in IR spektrumu KBr disk kullamlarak alinmustir ve
sekil 2.3. ' de gosterilmigtir .
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UV Spektrumu :
Benazepril ' in gesitli ¢oziicillerdeki absorbans 6zellikleri tablo 2. 3. ' de verilmigtir .

Tablo 2 . 3 . Benazepril 'in ¢esitli ¢oziicilerdeki absorpsityon o6zellikleri

Cozici Ay{nm) log €
Metanol 209 4.448
241 4015

Etanol 208 4,484
240 4,027

0,01 N HCI 206,7 4,465
236,8 4.047

0,01 N NaOH 217,6 4,078
241,6 4,045

2.1.3.2. Farmakolojik Etkisi

Benazepril , silazapril gibi ACE inhibitorleri grubuna giren bir ilag maddesidir .
Farmakolojik etkisi , silazaprlinki ile aym oldugu ig¢in bu bolimde tekrar yer
verilmemuistir .

2.1.3.3. Analiz Metodlan

Benazepril de silazapril gibi sentezi ve kullammu ile olduk¢a yeni bir ilag
maddesidir . Bu yizden literatirde bu maddenin analizine iligkin yapimg ¢aliymalar
¢ok azdir . Bulabildifimiz birka¢ ¢ahgma asagida verilmigtir .

Kaiser ve arkadaglan (1987) yaptiklan bir ¢aliyjmada benazepril ve metaboliti olan
benazeprilat'1 gaz kromatografisi - kiitle spektroskopisi yontemi (GC-MS) ile
tayin etmislerdir . Benazeprii ve benazeprilat plazma ve idrardan asidik XAD -2
reginesi veya Extrelutl kolonunu kullanarak izole etmislerdir . Izole edilen
maddeler diazometan ile tirevlendirilmis ve bu tirevier dolgulu kolon gaz
kromatografisi - iyon  segicili elektron impact kiitle spektroskopisi ile analiz
edilmigtir. Bu analizin plazma ve idrar Omeklerinin farmakokinetik ve



biyoyararlanim ¢aliymalant icin kullanigh ve hassas oldugu belirtilmistir . Sioufi ve
arkadaglan (1988) aym ¢alismayr kapiler kolonlarla tekrarlayarak daha duyarh bir
cahiyma yapmuglardir . ~

2.2. Tirev Spektroskopisi

Tiirev spektroskopisi , UV - VIS spektroskopisinin nispeten yeni bir uygulamasidir .
1950 i yillarda absorpsiyon spektrumlarmin ayrntilarmin belirginlestiriimesi amaciyla
ortaya konmus ancak analittk kimyadaki uygulamast 1970'li yilarda analitik
cihazlarda kullamlmasi ile baglamgtir (Geise et al 1955 , Hammond et al 1953,
Morrison 1953 , Tannenbaver et al 1953) . Giiniimiizde 6zellikle farmasétik analizlerde
geniy uygulama alami bulmustur .

Tirev spektrometrisinin prensibi , klasik absorpsiyon spektrumlarnin yerine, tiirev
spektrumlaninin kullaniimasidir . Tiirev spektrumlannin olusturulmasi igin gerekli olan
matematiksel islemler spektrofotometredeki bilgisayarlar yardim ile yapilmaktadir .

Bir fonksiyonun herhangibir noktasindaki tiirevi dy / dx 'dir . Absorpsiyon spektrumlar
soz konusu oldugunda ise , tirev d A/d A olacaktir . Spektrumun herhangibir
noktasindaki tiirev deferleri hesaplamp , dalga boyunun fonksiyonu olarak grafik
edildiginde 1. tiirev absorpsiyon spektrumu elde edilir. Buna benzer gekilde
dZA/dA%....... d"A/d A" derecesinde tiirev spektrumlan elde edilir .

Absorpsiyon spektrumlarinda herhangibir dalga boyunda Lambert - Beer yasasi
gecerli ise bu yasanm ifadesinden hareketle n. dereceden tirev spektrumunda tirev
absorbanst "D 'in konsantrasyon ile iligkisini ifade eden egitlik tiiretilebilir .

A=€b.c . Absorbans molar absorptivite ile dogru orantii oldufu igin:
"D=d"A/dA"= (d"€ /dA").b.c yazlabilir. Gorildigi gibi tirev absorbans
degerleri ile konsantrasyon arasinda dogrusal iligki vardr. Bu da tirev
spektrofotometresinin kantitatif uygulamalarinin temelini olusturur . '



UV - VIS Tirev spektroskopisinin avantajlan ve kullanim alanlart olduk¢a cesitlidir :
Amex | Un kesin olarak belirlenmesi :

Orginal spektrumda maksimum absorbansin bulundugu dalga boyunda 1. tiirev
egrisinin sifirdan ge¢mesi , bu dalga boyunun ¢ok daha kesin bir sekilde
saptanabilmesine olanak saglar .

Rezohisyondaki artig :

Tirev spektrunmarinin 2. bir avantaji da orjinal spektrumda zor goriilebilen ince
yapinin , ortaya ¢ikmasi yani rezoliistonun artmasidir . Bunun igin ¢ift sayih tiirev
spektrumlart daha avantajhdir . Ciinkii orjinal spektrumda bulunan maksimum ve
minimumlar bu spektrumlarda yine aymt dalga boylarinda birer ekstremum halinde
ortaya c¢ikar .

Identifikasyon :

Ozellikle absorbsiyonu goriiniir bolgede olan renkli maddelerin absorsiyon
spektrumlann genig bantlar halinde oldugu i¢gin bu spektrumlar maddenin
karakterizasyon ve identifikasyonunda Onem tagimaz ., Buna karsin orjinal
spektrumundaki omuzlarin tirev spektrumlarinda ozellikle yiiksek dereceli olanlarda
ektremum haline doniigmesi , piklerin sayisiin artmast ve keskinlegmesi ile
spektrumun ince yapisi ortaya ¢ikar ve adeta infrared parmak iz spektrumlarina
benzeyen spesifik spektrumlar elde edilir . (Talsky 1987) .

Bulanik ¢o6zeltilerde kantitatif analiz :

Bulanik ¢ozeltiler ve siispande yada emiilsifiye kati veya sivi maddeler igeren
cozeltilerle spektrofotometrik 6lgiimlerin yapilmasit zordur . Ozellikle UV alanda 15n
sacilmasi sebebi ile , analitin spektrumu kuvvetli yada zayf bir zemin absorbsiyonu
le cakigir . Tirev spektrumdaki uygun pik-pik uzakliklari degerlendinlerek ,
bulankhigin spektrum izerindeki bu olumsuz etkisi yok edilebilir . Bu teknik atik
sularda fenol tayinini amaglayan bir ¢aliymada kullanilmugtir . ( Talsyk 1983 )
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Matriks etkisinin giderilmesi :

Tirev spektrumlarin alinmasi ile orjinal spektrumladaki keskin spektral ozellikler
kuvvetlenmekte ve keskinleymekte , buna karsin genis ve yaygin bantlar daha da
basiklagmaktadir . Bu 6zellik analit piki ile galijan degeisken zemin absopsiyonunun
diizeltilmesine ve bu sekilde madriks etkisinin giderilmesine olanak saglar ( Davidson
et al 1982)

Saflik kontrolu :

Tirev spektrumlarindaki spektral aynntilar maddelerin saflik testlerinde de avantaj
saglar . Eser miktardaki safsizliklara ait kiigiik absorpsiyon pikleri tiirev
spektrumlarinda daha kolay saptanabilen pikler haline démiigiir . Bu spektrumlarin
saf maddenin aym kosullarda kaydedilen tiirev spektrumlan ile karsilastinimas: ile
saflik kontrolu yapilabilir .

Eser analiz :

llag maddesi , besinler v.b. maddelerde bulunabilen eser miktardaki safsizhklann
saptanmasi ve miktanimin tayin edilmesi de tiirev spektrofotometresinin bir bagka
uygulama alamdir . Buna 6rnek olarak etanolde eser miktarda bulunan benzenin
taymi gosterilebilir ( Talsky et al. 1978 ) .

Kangimlan simultane analizi ;

Tirev spektrofotometresinin  olduk¢a yaygin bir kullanim alam da absorpsiyon
bantlan c¢akisan ve bir sebeble absorpsiyon spektrofotometresi ile bir én aywrma
yapmaksizin tayin edilemeyen kangimlarin simultine analizidir . Bu konuda yapilms
caligmalar kombine ilag preparatlarinda ve besinlerdeki katki maddelerinin analizine
yogunlagmistir . Bu analizlerde pik - sifir ( Morelli 1988 a,b, 1990) , pik - pik (Morel ,
1988 ) , ve pik - pik oram (Talsky et al 1987 ) olgiimleri kullamlmugtir .



z : pik - sifir 6lgimii
p : pik - pik 6lgiimii
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3 . DENEYSEL BOLUM
3 . 1. Maddeler, Coziciler ve Cozeltiler
3.1.1.1lag Maddeleri ve Coéziicii

Farmasotik safikta hidroklorotiazid®, silazapril® , benazepril2 temin edildii sekilde
kullamld: . Coziicii olarak metanof kullamld: .

3.1.2. Standart Cozeltiler

Hidroklorotiazid , silazapril ve benazepril 10 pg.ml! konsantrasyondaki standart
¢ozeltileri spektrumlann alinmast ve deney kosullarinin saptanmast igin kulamild: .
40 yg.ml” konsantrasyondaki  difer standart gozeltiler ise olgii efrilerinin
hazirlanmas: igin kullamid ..

I:Roche AS. , 2:Ciba-Geigy AS. , 3:Merck
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3.2. Alet ve Diger Geregler

Spektrofotometre (Philips PU 8700 UV-VIS), analitik terazi (Auqust Sourter GmbN
D-700,0,1 mg'a duyarl)) , calkalayict (NUVE SL50) . 3.9 um ¢apmda , 30cm
boyunda 10 um Bandopak Cg ters faz kolon, 510 model yiiksek basi¢ pompasi, '

481 model degigken dalga boylu spektrofotometre , bilgisayar ve yazicidan olusan sivi
kromatografisi cihaza (Waters) , 25 ul hamiiton enjektor .

3.3 . Yontemler

3.3.1. Spektrumlarin Cizilmesi

Hidroklorotiazidin silazapril ve benezepril ile olan ikili kangimlanmin analizinde
absorbsiyon (A) , birinci tirev ('D) , ikinci tirev (D) ve igunci tirev (*D)
spektrumlani metanole karyi 200-300nm dalga boyu araliginda , 2nm band
genigliginde , 500 nm.dak; tarama iz ile alind: .

3. 3. 2. Hidroklorotiazid - Silazapril Karigimmin Analizi
3.3.2.1. Turev Spektrofotometrik Yoéntem

3.3.2.1.1.0Igu Egrisinin Hazirlanmasi

Hidroklorotiazid ' e ait 6lgti egrisinin hazirlanmas: igin 40 pg.ml™ konsantrasyondaki
standart hidroklorotiazid ¢ozeltisi kullamld: . Bu standart ¢ozeltiden sirayla 0,5, 1,0,
1,5,2,0,2,5 ml. aynn ayn 10ml 'lik balon jojelere konuldu ve balon jojeler
¢oziicii ile hacmine tamamlandi. Balon jojeler iyice kanstinldiktan sonra
boliim 3.3.1'de belirtilen kosullarda 3 . derece tiirev absorbans degerleri ¢ D, )
okundu . Bu tiirev degerleriile bu degerlere kargihk gelen konsantrasyonlar arasinda
bir grafik gizilerek olgii egrisi olusturuldu . Olgii egrisine ait dogru denklemi en
kiigiik kareler yontemine gore saptand .

Silazapril ‘e ait 6l¢ii egrisinin  hazwrlanmast igin 40 pg.ml™ konsantrasyondaki
standart silazapril ¢ozeltisi kullanildi. Bu standart ¢ozeltiden srayla 1,0, 1,5,2,0,
2,5,3,0 ml ayn ayn 10 ml 'lik balon jojelere konuldu ve balon jojeler ¢oziicii ile
hacmine tamamland:i . Balon jojeler iyice kanstrildiktan sonra , bolim 3.3.1.'de
belirtilen kosullarda , 2. derece tirev spektrumlan ahindi . Bu spektrumlardan
215 nm 'deki 2. derece tiirev absorbans degerleri (*D,,,) alindi . Bu tirev degerleri
ile bu degerlere karsiik gelen konsantrasyonlar arasinda olgii egrisi olusturuldu .



Olgii efrisine ait dogru denklemi en kiigitk kareler yontemine gore saptand: .
3.3.2.1.2. Farmasotik Preparatlara Uygulanmasi

Hidroklorotiozid - silazapril kangmmi igeren tabletlerin analizi i¢in 10 tablet ayn ayn
tartiip ortalama tablet agwh@ bulundu . Tabletler birarada toz edildi ve buradan
2,5 mg civarinda hidroklorotiazid igeren bir miktar dogru olarak tartihp 25 ml' Lk
balon jojeye konuldu. 10-1S ml metanol ilavesi ile g¢alkalayicida 15-20 dak.
calkaladiktan sonra hacmine tamamland: . Cozelti iyice kangtinidiktan sonra , mawvi
banth sizge¢ kagidindan sizildi . Suziltiniin ilk 15mi'si atldiktan sonra ,
stiziintiden 1 ml . alnarak 10 ml'lhk balon jojede metanolle hacmine tamamland: .
Hazirlanan bu ¢ozeltinin billim 3.3.1'de belirtilen kosullarda 2. ve 3. derece tiirev
spektrumlan alindi . 2. derece tirev spektrumundan silazapril igin 215 nm'deki ,
3.derece tirev spektrumundan hidroklorotiazid i¢in 272,9 nm'deki tiirev absorbans
degerleri okundu.Bu degerlerin olgii egrisindeki karsihklari bulunarak tabletteki
madde miktarlan tayin edildi.

3.3.2.2. Kiyas Yoéntemi

Kiyas yontemi olarak ters faz sivi kromatografisi (RP-HPLC) yontemi kullandmustir .
Yontemde mobil faz olarak metanol - pH = 4 fosfat tamponu (70:30) kullanitmmgtir .
Detektor olarak UV detektor kullanilmuis ve maddeler 209 nm ' de belirlenmistir .
Akis hizn 1 ml/ dak. (1500 pSI) ' dir ( Cetin ,1996) .

3.3 .3 . Hidroklotiazid - Benazepril Karigimmin Analizi

3.3.3.1. Turev Spektrofotometrik Yontem

3.3.3.1.1. Olgi Egrilerinin Hazirlanmasi.

Olgii egrilerinin  ¢izilmesi igin her iki maddenin metanoldeki 40 pg.ml!
konsantrasyondaki standart ¢ozeltileri kullanildi. Bu standart ¢ozeltiden ayn ayn

alman 0,5,1.0,1,5,2,0, 2,5 ml hacimler ayn1 ayn1 10 mi 'lik balon jojelerde hacmine
tamamland: . Elde edilen standart gozeltilerin boliim 3.3.1'de belirtilen kogsullarda



spektrumlan alindi . Benazepril i¢in 3.derece tiirev spektrumlarindan 224,7 nm 'deki
3.derece tirev absorbans degerleri (°D,,,), hidroklorotiazid igin' 2. derece tirev
spektrumlarindan 253 ,7nm'deki 2. derece tiirev absorbons degZerleri (2D253’7)
okundu . Bu degerler ile bu degerlere karsihik gelen konsontrasyonlar arasinda bir
grafik ¢izilerek her iki madde igin olgii egrileri olusturuldu . Olgii egrilerine ait
dogru denklemleri en kiigik kareler yontemine gore hesaplandi .

3.3.3.1.2. Farmaso6tik Preparatlara Uygulanmasi

Hidroklorotiazid - Benazepril karnigimi igeren tabletlerin analizi igin 10 tablet ayn
ayn tartitp ortalama tablet agirhigi bulundu . Tabletler birarada toz edildi ve burada
4,7 mg ctvannda hidroklorotiazid igeren bir miktar dogru olarak tartiltp 50 ml 'lik
balon jojeye konuldu. 15-20ml metanol ilavesi ile calkalayicada 15-20 dak .
calkaladiktan sonra hacmine tamamlandi. Cozelti mavi banth siizgeg kagidndan
sizildi . Siizintiniin ik 15ml'si atldiktan sonra siiziintiiden alman 2 mi
25 ml'lhk balon jojede hacmine tamamlandi. Elde edilen bu ¢ozeltinin
bolim 3.3.1'de belirtilen kosullarda 2. ve 3. derece tirev spektrumlan alindi.
Elde edilen bu ¢oOzeltinin 3. derece tirev spektrumundan benazepril icin
224,7nm 'deki, 2 . derece tiirev spektrumundan hidroklorotiazid igin 253,7 nm 'deki
tirev absorbans degerleri okundu. Bu degerlerin olgii egrisindeki kargiliklar
bulunarak tabletteki madde miktarlan tayin edildi.

3.3.3.2. Kiyas Yontemi
Bu tabletlerin sivi kromatografisi ile analizi hidroklorotiazid - silazapril karigimim

iceren  difer tabletlerin st kromatografik  analizi  gibi oldugu igin
bolim 3.3.2.2.1.'de anlatildifr gibidir . Bu yiizden tekrar bahsedilmeyecektir.
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4 . SONUCLAR
4 . 1. Hidroklorotiazid - Silazapril Karistmmin Analizi
4.1.1.Uygun Kogullarin Belirlenmesi

Hidroklorotiazid ve silazapril'in 0,1 NHCl1, 0,1 N NaOH ve metanoldeki 10 pg.mi*!
konsantrasyondaki  ¢ozeltileri hazrlandi. Bélim 3.3 .1. ' de verilen 6l¢im
kosullarmda absorpsiyon ve 1.,2., 3. derece tiirev absorpsiyon spektrumlan alind .
Bu i¢ c¢oziicideki absorpsiyon spektrumlarina bakildiginda bu  maddelerin
absorpsiyon piklerinin st uste cakish@1 gorilmiigtir . Bu yiizde bu iki maddenin
birarada tayini , bir 6n ayrma yapmaksizin , absorpsiyon spektrofotometrisi ile
miimkiin defildir . Bu yiizden bu iki maddenin bir arada tayininde tiirev
spektrumlarindan yararlamlmigtir . Yine bu ii¢ ¢dziciide alnan tiirev spektrumlarina
bakildiginda maddelerin analizleri igin spektrumlarin birbirine ustinlitk saflamadiklart
gorilmigtir . Bundan dolayr ¢ozicii segerken , maddelerin bu ¢ozicilerdeki
gozinirlikleri goz oniine almmustr . Her iki maddenin de metanoldeki ¢6zimirligii
¢ok iyi oldugu i¢in ¢ézicii olarak metanol segilmigtir .

Silazapril ve hidroklorotiazid 'in metanoldeki 10 pg.ml”? konsantrasyondaki
¢ozeltilerinin absorpsiyon ve 1.,2.,3. derece tirev absopsiyon spektrumlan
sekil 4. (1,2,3,4) 'de gosterilmigtir .
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Sekil 4. 1. Silazapril (—) ve hidroklorotiazid' in (—) metanoldeki (10 pg.mi-Y)
¢ozeltilerinin absorpsiyon spektrumlar
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Sekil 4. 2 . Silazapril (—) ve hidroklorotiazid 'in (—) metanoldeki (10 pg.ml™?)
gozeltilerinin 1. derece tiirev absorpsiyon spektrumlar
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Tirev spektrumlarma bakilarak , maddelerin belirlenecegi dalga boylan ve tiirev
derecesinin belirlenmesi igin spektrumlar incelenmigtir . Ikili kangimn analizi , tirev
spektrumlarinda , maddelerden birinin tiirev absorbansmin sifir “oldugu noktada
diger maddenin tiirev absorbansimin oOlgiilmesine dayanmaktadir. 1. derece tiirev
spektrumunda hidroklorotiazid 'in tiirev absorbansimn sifir oldugu nokta (silazapril
tayini i¢in) 2227 nm'dir . Fakat bu dalga boyunda , hidroklorotiazid 'in yiiksek
absorbansina kargilik | silazapril'in absorbanst ¢ok digiktir . Oysa tabletlerdeki
hidroklorotiazid miktan , silazapril ' in miktaninin 2,5 katidir .

2. derece tirev spektrumunda slazapril tayininin yapilabilecegi dalga boyu 215 nm
'dir . Bu dalga boyunda hidroklorotiazid ile silazapril'in absorbanslant arasindaki
fark ¢ok daha azdir.

3. derece tirev spektrumuna bakildifinda , silazapril tayint yapilabilecek uygun bir
nokta bulunmamaktadir . Bu yizden bu kangimdaki silazapril 'in , tiirev
spektrofotometrik kantitatif' tayini , 2. derece spektrumunda 215 nm'de yapimustir .

Kangimdaki , hidroklorotiazid 'in belirlenmesinde , 260 nm 'den sonra silazaprilin
absorbanst hemen hemen sifir oldugundan , bitin tirev spektrumlarinda bu dalga
boyundan sonraki bélgelerde calismanmn uygun oldufu gorilmektedir . Bunlarin
arasinda en uygun olarak 3. derece tiirev spektrumu segilmistir . 270 - 285 nm arasi
buyiiltilerek incelendiginde gekil 4. 5. 'den de gonildigi gibi , 272,9 nm'de
silazapril ' in tirev absorbansmun sifir oldufu  saptanmustir . Bu nedenle
hidroklorotiazid miktarinin saptanmasi i¢in bu dalga boyundan yararlanimagtir .
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4.1.2. 0Ol Egrileri

Olgii egrileri silazapril igin 4-12 pg.ml™ hidroklorotiazid igin 2-10 pg.mi?
konsantrasyon arahifinda hazirlanmig ve tiirev spektrumlarn bu konsantrasyon
arabiklarindaki standartlar kullamlarak alinmugtir .

Cozeltilerdeki silazapril ve hidroklorotiazid konsantrasyonlan ile , silazapril igin
2. derece tirev spektrumunda 215nm'de okunan 2. derece tirev absorbans
degerlei (*°D ,15) Vve hidroklorotiazid igin 3. derece tirev spektrumunda
272,9nm'de okunan 3. derece tiirev absorbans degerleri ¢ D,,,) tablo4.1. ve
tablo 4.3.'de ve bu degerler yardimiyla olugturulan 6l¢ii egrilerinin regresyon
analizlerine ait parametreler tablo 4. 2. ve 4. 4.'de verilmigtir . Ortalama 2D ve *D
degerler1 ile olusturulan 6l egrileri sekil 4. 6. ve 4. 7.'de gosterilmigtir . Bu o6lgii
egrilerine ait regresyon denklemleri, silazapril ve hidroklorotiazid igeren tabletlerin
analizinde kullanilmugtir . '

4.1.3. Yontemin Farmas6tik Preparatlara ve Sonuglarin Kiyas
Yontemiyle Elde Edilen Sonuglarla Kargilagtirilmasi

Hidroklorotiazid ve silazapril 'i bir arada iceren tabletlerde bu ilag maddelerinin
miktarlann  bolim 3.3.2.1.2."'de anlatldifi gibi cahgilarak tirev spektrofotometrik
yontem ile tayin edildi . Elde edilen sonuglanin kiyaslanmast amaciyla aym tabletler
HPLC yontemiyle de analiz edildi. Her iki yontemle elde edilen sonuglar
tablo 4.5. ' de toplu olarak verilmigtir. Aym tabloda 5 adet tayin iizerinden
hesaplanan ortalama (X)) , standart sapma ( S) ve bagl standart sapma (% S ) ve
% 95 'lik guvenilirlik dizeyinde giiven aralifi (X +t.s /N1 ) degerleride gosterilmistir .

Geligtirilen yontem ve kiyas yontemiyle elde edilen sonuglar student (t) testi ile
ortalamalar , Fisher (F) testi ile prezisyonlar yoniinden % 95 giiven diizeyinde
kargilagtnimgtir . Tablo 4.5.'de gorildugii gibi hesaplanan t ve F degerleri, ilgili
giivén diizeyi ve bes deneme igin verilen tablo degerlerinden kiigiiktiir . Buna gore
bu ilag maddelerinin analizinde geligtirilen yontem ile kargilagtirma yontemi arasinda
gerek dogruluk , gerek prezisyon yoniinden anlaml fark bulunmamaktadir .
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Tablo 4 . 1. Silazapril 'in tirev spektrofotometrik yontem ile hazrlanan 6lgi
egrilerinin 2. derece tiirev absorbans degerleri (*D ) ve regresyon analizleri

No | ,uill D, |?D, | D, |*D,|?Ds|*D | S | %S
4 |0.608]0.611]0.606]0.5990.602]0.605[0.004 [0.787
0.909]0.9110.908]0.904 [0.9140.909}0.003 |0.407
1.184|1.987(1.184]1.182{1.187|1.185/0.002 {0.183
10 |1.480(1.488|1.488|1.490|1.480|1.485(0.005 |0.324
12 |1.774]1.774|1.777|1.778{1.773|1.775| 0.002 |0.122

N KW N
<]

’D, ,=0.146 C+0.025 r=0.9999

Tablo 4.2 . Tablo 4.1.'deki ol¢ii egrilerine ait parametreler .

1 2 3 4 5 ORTALAMA
a 0.030 | 0.033 0.024 | 0.016 | 0.028 | 0.026
b 0.145 | 0.145 0.146 | 0.147 | 0.145 | 0.146
r 0.9999 | 0.9999 | 0.9999 | 0.9998 | 0.9997 | 0.9998
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Tablo 4 . 3. Hidroklorotiazid ' in tiirev spektrofotometrik yontem ile hazirlanan ol¢i
egrilerinin 3. derece tiirev absorbans degerleri (D) ve regresyon analizleri

No |,ami]’D; |*D, |°D,|°D,|°Ds|°D | S | %S
2 [0.241[0.240]0.240]0.243[0.238[0.240[0.002[0.757
4 |0.473(0.485/0.478|0.497[0.445 {0.475|0.002|0.421
6
8

0.71410.71210.7160.716|0.711|0.714]0.0020.319
0.95910.960(0.946 (0.962]0.947]0.95510.007 {0.802
10 1.19241.190(1.201{1.197]1.191{1.194]0.004 [0.390

wn AW N

3 — =
D,,, =0.119C+0.000 r=0.9999

Tablo 4.4 . Tablo 4.3.'deki olgii egrilerine ait parametreler .

1 2 3 4 5 ORTALAMA

a 0.000 | 0.005 | 0.000 | 0.011 | -0.016 | 0.000
b 0.119 | 0.119 | 0.119 | 0.118 | 0.119 | 0.119
0.9999 | 0.9999 | 0.9998 | 0.9998 | 0.9995 | 0.9997
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Tablo 4.5. Inhibace Plus (5 mg silazapril + 12,5 mg hidroklorotiazid)
tabletlerinin analizi

Istatiksel
parametreler.

SILAZAPRIL

HIDROKLOROTIAZID

Ttirev Spektrofo-
tometrik Yontem

HPLC Yontemi

Ttrev Spektrofo
tometrik Yontem|

HPLC Yontemi

mgftablet| %

mgftablet| %

mghablet| 9%,

mg/ablet! %

W H W N =

4.970 | 99.40
4.971 | 99.42
4.956 | 99.12
4.945 | 98.90
4.960 | 99.20

5.000
4.950
4.940
4.920
4.960 | 99.20

100.00
99.00
98.80
98.40

12.520]100.16
12.503 1100.02
12.513100.10
12.420{ 99.36
12.515]100.12

100.00
99.60
100.16
99.28

12.500
12.450
12.520
12.410
12.360| 99.88

4.960 | 99.20

4.950 | 99.08

12.495] 99.95

12.450] 99.78

0,010

0,029

0,042

0,065

%S

0,216

0,585

0,336

0,522

Xzt.sAm

4,949 - 4,971

4.920 - 4.980

12.484 - 12.505

12.383 - 12.517

t testi

0.623 <2.31

1.03<2,31

F test

5.93<6.39

2.39<6.39

n,= n2=5

p=0,05

ttablo =231

Ftablo

=6,39
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4 . 2 . Hidroklorotiazid - Benazepril Kanigimmin Analizi
4.2 .1.Uygun Kogullarin Saptanmasi

Hidroklorotiazid ve benazepril'in 0,1 N HCl, 0,1 N NaOH ve metanoldeki 10 pg.ml™
konsantrasyondaki ¢ozeltileri hazirlandi . Boliim 3.3.1. ' de verilen dl¢iim kosullarinda
absorpsiyon ve 1.,2.,3. derece tiirev absorpsiyon spektrumlarr alndi. Bu ig¢
coziiciideki absorbans spektrumlarina bakildiginda piklerin st Uste gakigtig
gorilmigtir . Bu yiizden bu iki maddenin bir arada tayini , bir 6n ayirma
yapmaksizin absorpsiyon spektrofotometrisi ile miimkiin degildir . Bu yiizden bu iki
maddenin bir arada tayininde tiirev spektrumlarindan yararlamlmgtir . Yine bu ig
¢oziicide ahnan tirev spektrumlarma bakiddiginda , maddelerin analizleri igin
spektrumlarin  birbirlerine iistiinliik saglamadiklann g6rilmistir . Bundan dolay:
¢oziicii secerken , maddelerin bu ¢ ¢ozicideki ¢Oziiniirlikkleri goz 6niine almmugtir
Her iki maddenin de metanoldeki ¢oziinirligii ¢ok iyi oldugu i¢in, ¢oziici olarak
metanol segilmigtir .

Benazepril ve hidroklorotiazid ' in metanoldeki 10 pg.ml™ konsantrasyondaki
gozeltilerinin  absorpsiyon ve 1.,2.,3. derece tirev absorpsiyon spektrumlan
sekil 4.(8 -11) ' de gosterilmistir .

Bu ikili kangmin analizinde de, difer kangimun analizinde oldugu gibi, maddelerin
tayini igin secilecek tirev derecesi ve dalga boylarmin belirlenmesi igin tiirev
absorpsiyon Spektrumlan incelenmistir . Karigimdaki benazepril 'in tayini igin
kullanilabilinecek dalga boylan (hidroklorotiazid'in tiirev absorbansmun sifir oldugu
noktalar) , 1. derece tirev absorpsiyon spektrumunda 222.7 nm ve 242.7 nm'dir .
2. derece tiirev absorpsiyon spektrumunda 261 nm ve 3. derece tirev absopsiyon
spektrumunda 224.7 nm 'dir. Bunlar arasinda benazepril 'in tirev absorbans
degerinin en yikksek ve tepe noktasina en yakin oldugu dalga boyu 3. derece tiirev
absorpsiyon spektrumundaki. 224.7 nm'dir . Bu bakimdan , kangimdaki benazepril
tayini bu noktada yapilmstir .

Kangimdaki hidroklorotiazid ' in belirlenmesi igin kullanilacak dalga boyunun ve
tirev derecesinin segiminde , o dalga boyundaki spektrumun gekli ve elde edilen
sonuglarin tekrarlanabilirlikleri goz oniine almmugtir . Tim bunlar digintldigtinde,
kangimdaki hidroklorotiazid ' in belirlenebilecegi dalga boyu olarak 2. derece tiirev
spektrumundaki 253.7 nm segilmigtir .
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4.2 .2 .0l¢u Egrileri

Olgii egrileri benazepril ve hidroklorotiazid igin 2 - 10 pg.mi™ konsantrasyon
arahginda hazirlanmg ve spektrumlar bu standartlar kullamlarak alinmgtir .

Cozeltilerdeki benazepril ve hidroklorotiazid konsantrasyonlant ile benazepril i¢in
3. derece tirev spektrumunda 224,7nm'de okunan 3. derece tiirev absorbans
degerleri (3D224..) ile hidroklorotiazid i¢in 2. derece tiirev spektrumunda 253,7 nm 'de
okunan 2. derece absorbans degerleri € D,,,,) tablo4.6. ve 4.8.'de ve bu
degerler yardimiyla olugturulan 6l¢ii egrilerinin regresyon analizlerine ait parametreler
tablo 4. 7. ve 4.9.'de verilmistir . Ortalama *D ve D degerleri ile olusturulan olgii
egrileri gekil 4. 12. ve 4.13.'de gosterilmigtir . Bu o6lgii egrilerine ait regresyon
denklemleri benazepril ve hidroklorotiazid igeren tabletlerin analizinde kullamimugtir .

4. 2. 3. Yontemin Farmasoétik Preparatlara Uygulanmas:t ve
Sonug¢larin Kiyas Yoéntemiyle Elde Edilen Sonuglarla Karsilagtirilmasi

Hidroklorotiazid ve benazepril'i bir arada igeren tabletlerde bu ila¢ maddelerinin
miktarlann 3. 3. 3. 1. 2. 'de anlatildift gibi gahgilarak tiirev spektrofotometrik yontem
ile tayin edildi . Elde edilen sonuglarin kiyaslanmasi amaciyla aym tabletler HPLC
yontemiyle de analiz edildi . Her iki yontemle elde edilen sonuglar tablo 4. 10. ' da
toplu olarak verilmigtir . Aym tabloda 5 adet tayin iizerinden hesaplanan ortalama
(X)), standart sapma (S ) ve bagil standart sapma (% S) ve % 95 'lik giivenirlik
diizeyinde giiven arah@ (X Ft.sNT) degerleri de gosterilmigtir .

Geligtirilen yontem ve kiyas yontemiyle elde edilen sonuglar student (t) testi ile
ortalamalar , Fisher (F) testi ile prezisyonlar yoninden % 95 giivenilirlik diizeyinde
kargilagtinlmugtir . Tablo 4. 10 'da gortildiigi gibi hesaplanan t ve F degerleri , ilgili
giiven diizeyi ve bey deneme igin verilen tablo degerlerinden kiigiiktiir . Buna gore
bu ilag maddelerinin analizinde geligtirilen yontem ile kargilaghrma yéntemi
arasinda gerek dogruluk , gerek prezisyon yoéniinden anlaml bir fark bulunmamamgtir .
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Tablo 4 . 6. Benazapril ' in tiirev spektrofotometrik yontem ile hazirlanan 6lgii
egrilerinin 3. derece tiirev absorbans degerleri (*D) ve regresyon analizleri

No | amil’D, |°D,|°D,|°D,|°Ds|{°D | S | %S
0.116]0.112{0.112{0.115]0.119]0.115]0.003 |2.565
0.22310.230(0.23010.228 10.23210.228{0.003 |1.506
0.343 [0.351{0.340{0.358 |0.358 [0.350(0.008 |2.382
0.46610.47610.43210.4880.49910.472|0.025 |5.440

0.611]0.617/0.601{0.599[0.601 |0.606{0.007 | 1.290
3 i =
D,,,, =0.061C-0.013 r=0.9996

wn b W I —
Sooox.hl\)q%ﬂ

Tablo 4.7 . Tablo 4.6.'deki olgii egrilerine ait parametreler .

1 2 3 4 5 ORTALAMA|

a -0.018 | -0.019 } -0.011 |.-0.011 | -0.008 | -0.013
b 0.061 | 0.062. | 0.059 | 0.061 | 0.061 | 0.061
r 0.9998 | 0.9993 | 0.9996 | 0.9996 | 0.9996 | 0.9996
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Tablo 4 . 8. Hidroklorotiazid ' in tiirev spektrofotometrik yontem ile hazirlanan olgi
egrilerinin 2. derece tiirev absorbans degerleri (2D) ve regresyon analizleri

No |l °D; |’D, |*D,|*D | *D|*D | S | %S
1 | 2 [0.468[0.445[0.5150.498[0.439]0.473(0.033 |6.975
2 | 4 10.924]0.927]0.940]0.930]0.937]0.931(0.006|0.720
3 | 6 [1.397{1.351|1.431}|1.378|1.381]1.387/0.029[2.116
4 | 8 [1.839]1.813|1.933]1.729(1.831|1.829(0.072{3.978
5 | 10 [2.309(2.273|2.265(2.300|2.287|2.2870.018 |0.798

2 — -
D,,,,=0226C+0.023 r=0.9999

Tablo 4.9 . Tablo 4.8.'deki 6lgu egrilerine ait parametreler .

1 2 3 4 5 ORTALAMA|

a 0.008 | 0.000 | 0.068 | 0.046 | -0.002 | 0.024
b 0229 | 0227 | 0224 | 0220 | 0.229 | 0.226
r 0.9999 1 0.9999 | 0.9998 | 0.9980 | 0.9998 | 0.9995 |
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Tablo 4.10. Cibadrex (10 mg benazepril + 12,5 mg hidroklorotiazid)
tabletlerinin analizi

BENAZEPRIL HIDROKILOROTIAZID
Istatiksel - "
parametreler. :;lekp:{i:: HPLC Yontemi Zu;:m&):{i: ::; HPLC Yontemi
mg/tablet| %  jmgftablet] 9% mghablet| 9, [mghabletf %
1 9.994 1 99.94 110.080100.80/12.506{100.04}12.580]100.64
2 9.880 | 98.80 | 9.940 | 99.40 {12.490| 99.92 {12.470] 99.76
n 3 9.872 | 98.72 | 9.970 | 99.70 {12.453| 99.62 [12.480] 99.84
4 9.988 | 99.88 110.050}100.50]12.480| 99.84 [12.490{ 99.92
5 9.980 | 99.80 | 9.960 | 99.60 {12.480] 99.84 }12.520]100.16
X 9.943 | 99.43 |10.000]100.00112.482] 99.85 {12.510{100.06
S 0.061 0.061 0.019 0.044
% S 0.616 0.610 0.155 0.351
X:t.sAm | 9.880-10.006 }9.937 - 10.063 |12.462 - 12.502[12.465 - 12.555
t testi 0.779 < 2.31 122<231
F testi 1.72 <6.39 4.00<6.39
n,=n,=35
bl = 2-31 F 1o = 6,39

p=0,05
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5. TARTISMA

Cok bilesenli ilag preparatlarinda bulunan etken maddelerin analizinde ,bu maddelerin
UV absorpsiyon spektrumlan g¢akistfi zaman ince tabaka kromatografisi, klasik
sitiin kromatografisi veya ekstraksiyon ile ayumadan tiirev spektrofotometrik olgiim
yapiumakta yada ince tabaka kromatografisi , dansitometri , yitkksek basingh sivi
kromatografisi , gaz kromatografisi gibi tontemler kullamimaktadir . Bunlann disinda
etken maddelerin kimyasal reaksiyonlarla tirevlendirilerek birarada bulundugu diger
maddelerin tekisi olmadan tayin edildidi 6zel durumlarda vardir. Son willarda
farmakopelerde bu tir preparatlanin analizi igin genellikle yiksek basingh svi
kromatografisi ¢nerilmektedir .

Diger yandan 1980'li yillarda analitik kimyada kullanilmaya baglanan tiirev
spektrofotometrisi difer baz1 alanlarda oldugu gibi ¢ok bilesenli ilag preparatlarimn
analizinde de basanyla uygulanmaktadir . Bu sekilde bir kimyasal reaksiyon yada
bir aymma yapiimaksizin kisa zamanda analiz miimkiin olmaktadir .

Bu tez caliymasinda da iilkemizde piyasaya yeni ¢ikarlmis olan ve iki etken
maddeyr birarada iceren iki adet antihipertansif tablet'in tiirev spektrofotometrisi
ile analizi incelenmigtir. Bu tabletlerden birisi 5mg silazapril ile 12.5 mg
hidroklorotiazid , digeri ise 10 mg benazepril ile 12.5 mg hidroklorotiazid



52

icermektedir . Benazepril ve silazapril ¢ok yeni maddeler oldugundan heniiz
farmakopede yer almamuglardir . Hidroklorotiazid ise olduk¢a eski bir ditiretiktir ve
birgok antihipertansif ila¢ maddesi ile kombine preparatlar halinde kullamlmaktadir .
1990 Amerikan farmakopesinde bu maddelerin amilorid HCl , metidopa ,
metoprolol tartarat , propranolol ve timolol ile birarada bulundugu tabletlerin analizi
icin ters faz HPLC yontemleri onerilmistir, rezerpin ile kombine tabletlerinde ise
hidroklorotiazid ekstraksiyon ile tiirev spektrofotometrik yontem ile tayin edilmigtir .

Tiirev spektrofotometrik yéntemle analiz i¢in gahigmalara ¢oziiciniin saptanmasi ile
baglandi . Benazepril ve silazapril suda zor ¢oziinmektedir. Asitk ve bazk
ortamda da ¢ozimirligi olduk¢a azdir . Alkollerde ise her ii¢ madde ¢ok kolay
¢oziinmektedir . Difer yandan spektrumlara bakildiginda ¢oziicinin degigmesiyle
¢ok fazla farklihk olmadil1 gorilmigtir. Bu ylizden ¢ozicii olarak metanol
kullanilmigtir . Analiz i¢in en uygun . tirev derecesi ve dalga boyunun segimi
yapilirken maddelerden herbiri igin dierinin tiirev absorbansinmn sifir oldugu dalga
boyu arastinildi . Buna imkanveren segenekler arasindan segim yapilirken maddelerin
tabletteki oranlanda gozoniine ahndi. Ciinkii tiirev spektrofotometrisinde tiirev
almaya ait matematiksel iglemler bir yana birakilirsa , analizin temeli absorban
olgimii olur . Ozellikle silazapril tayininde hem silazaprilin molar absoptivitesinin
HPLC'e gore daha diigik hem de tabletteki oraminin 2.5 kez daha az oldugu
dugtnilerek bu maddelerin absorbansimn yiiksek oldugu bolgedeki segenek tercih
edildi .

Benazepril - hidroklorotiazid kanigiminda ise tablettiki oranlann 1.25 oldugundan bu
durum fazla 6nem tagimadi. Sonugta silazapril - hidroklorotiazid kangimimin analizi
i¢in silazapril 2. derece tiirev spektrumunda 215 nm'de, hidroklorotiazid 3. derece
tirev spektrumunda 272.9 nm ' de , benazepril - hidroklorotiazid kangmnin analizi
igin ise benazepril 3. derece tirev spektrumunda 224.7 nm'de , hidroklorotiazid
2. derece tiirev spektrumunda 253.7 nm'de yapilacak tiirev absorbans olgiimlerinin
en uygun oldugu sonucuna vanid: .

Saptanan bu kogullarda piyasadan alinan ticari tabletler analiz edildi . Elde edilen
sonuglarin  gegerlilifini saptamak i¢in aym tabletler yiikksek basingh s
kromatografisi ile de analiz edildi . Her iki yontemle elde edilen sonuglarin
istatistk degerlendirmesi yapildifinda gerek dogruluk gerekse presizyon yoninden
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anlamh bir fark bulunamadi . Bu durum bu tabletlerin analizinde tirev
spektrofotometrik yontemi HPLC yontemi kadar dogru ve tekrarlanabilir oldugunu
gostermektedir . Iki yontem igin gerek cihaz, ¢oziicii ve zaman karglagtinlirsa tirev
spektrofotometrik yonteminin ¢ok daha avantajh oldufu goriilmektedir .Bu bakimdan
bu tabletlerin rutin analizinde rahathkla kullanilabilir .
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