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OZET

Kalsiyum kanal blokerleri ve anjiotensin déniigtiriici
enzim (ACE) inhibitdrleri, antihipertansif ilac maddelerinin
yeni ve oOnemli gruplaridir. Bu calismanin birinci boéliminde,
bir kalsiyum kanal blokeri olan amlodipin ile ACE inhibitérii
olan silazapril 'in miktar tayini icin iki adet spektrofoto-
metrik yontem gelistirildi. Ikinci boliimde ise silazapril ve
diger bir ACE inhibitori olan benazepril hidrokloriir 'iin
hidroklorotiazid ile karisimlarini1 iceren iki adet dozaj
seklinin yiksek basin¢li sivi kromatografisi 1ile analizi

incelendi.

Amlodipin (besilat) 'in spektrofotometrik analizi, bu
maddenin amino grubunun 1,2-naftokinon-4-siilfonik asit sodyum
tuzu (NQS) ile kondensasyon reaksiyonu sonunda kirmizi renkli
kromofor olusumuna ve bir organik c¢oziiciiye ekstraksiyondan
sonra absorpsiyon dlcimiine dayanir. Analizin optimum kogul-
lary : a) tampon c¢oézeltinin pH 'y ve cinsi, b) reaksiyonun
siiresi ve sicaklik, c¢) ekstraksiyon c¢odziicisiinin cinsi, d)
belirte¢ miktar:i 'na bagl: olarak incelendi. En yiksek
absorbans degeri, pH:10 fosfat tamponu 1ile elde edildi.
Sicaklik ve zamanin reaksiyon hizina etkisi, 25-70 °C
arali1ginda incelendi ve reaksiyonun 70 ° C de 20 dakikada

tamamlandi1g1 gozlendi. n—-Biitanol, ekstraksiyqﬁftvicin
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en uygun ¢oziicii olarak belirlendi ve en yiiksek absorbans, 494
nm de elde edildi. Optimum belirte¢ miktari, 5x10~7 mol amlo-
dipin icin % 1,0 'lik NQS cozeltisinden 0,5 ml olarak saptan-
di. Bu kosullarda amlodipin besilat konsantrasyonu (c) ile
absorbans (A) arasinda (15-75) pg.ml~* araliginda dogrusal
baginti bulundugu saptandi. Regresyon esitligl,
A = 9,86x10"® ¢ + 0,01 (r=0,9998) dir.

Bu yontem amlodipin besilat iceren ticarl tabletlere uygulan-
d1 ve sonuclar farmakope yontemi bulunmadigi icin UV-spektro-
fotometrik y6ntem ile kiyaslandi. lki ydntem arasinda anlamli
fark bulunmadi.

Silazapril 'in spektrofotometrik analizi, bu maddenin
karboksil grubunun, disikloheksilkarbodiimid (DCC) varliginda
hidroksilamin hidrokloriir ile reaksiyona girerek hidroksamik
asit olusturmasl1 ve daha sonra etanolli perklorik asit
cozeltisinde demir (III) perklorat 1ile demir hidroksamat
kompleksi meydana gelmesine dayanir. Hem hidroksamik asit hem
de kompleks olusumuna ait optimum kosullar incelendi.
Hidroksamik asit olusumu, reaksiyon siiresi ve sicaklik ve di-
sikloheksilkarbodiimid ile Thidroksilamin hidrokloriir tin
miktarlari yéniinden incelendi. 5x10-° mol silazapril icin
reaksiyon etanollid ortamda 0,5 ml 0,3 M hidroksilamin hidro-
klorir ve 0,4 ml 0,3 M DCC cozeltileri ile 30 °C de 10 daki-
kada tamamlandi. Kompleks olusumu icin demir (III) perklorat
ve perklorik asit konsantrasyonlari incelendi ve Fe (III)
perklorat 'i1n 0,2 M etanolli perklorik asitteki 0,02 M
cozeltisinden 1,0 ml gerektigi goriildii. Meydana gelen@klzllf

kahverenkli ¢oézeltinin absorbansi, 517 nm(Ah.x) de ﬁiéﬁldﬁ ve
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silazapril konsantrasyonu (c) ile absorbans (A) arasindaki
iliskinin, (80-300) pg.ml-* araliginda dogrusal oldugu
bulundu. Regresyon esitligi,

A =1,42x10"2 ¢ + 0,004 (r=0,9998) dir.
Bu ydntem, tabletlerde silazapril tayinine uygulandl.
Silazapril icin monograf bulunmadiindan sonugclar UV-spektro-
fotometrik yontem ile analiz sonunda bulunanlarla karsilas-

tirild: ve aralarinda anlamli fark bulunmadi.

Calismanin son bolimiinde ters faz si1vi kromatografisi
sisteminde silazapril, benazepril hidrokloriir ve hidrokloro-
tiazid 'in alikonma davranislari ve silazapril ile benazepril
hidrokloriir 'iin hidroklorotiazid 1ile 1ikili karisimlarinin
analizi incelendi. Mobil fazin pH 'inin ve organik cézici
iceriginin alikonma hacimlerine etkisi, Cis kolon kullani-
larak arastirildi. Hidroklorotiazid, pH degisiminden etkilen-
medi. Silazapril ve benazepril hidrokloriir 'iin alikonma
hacimleri, mobil fazin pH 'inin yikselmesi ile azaldi. Her
iki karisimin analizi, p-Bondapak Cia ters faz kolon ve
metanol-pH:4,0 fosfat tamponu (70:30) isokratik mobil faz
kullanilarak gerceklestirildi. 1I¢ standart olarak fenobarbi-
tal kullanildi. Maddeler, 209 nm de degisken dalga boylu
detektor ile saptandi. 1500 PSI (1,0 ml.dak™* akis hizi) da
hidroklorotiazid, fenobarbital, silazapril ve benazepril
hidrokloriir icin alikonma zamanlar: sirasiyla, 2,56 ; 3,53 ;
5,30 ve 5,34 dakika olarak saptandi. Ila¢ maddelerinin pik

alanlarinin ic¢ standardinkine orani ile herbip“wffiac
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maddesinin konsantrasyonu arasinda dogrusal iliski oldugu
goriildi. Bu karisimlara iceren ticari tabletler analiz
edildi. Yine ofisiyel yontem bulunmamasi sebebiyle ayni
tabletler tiirev UV-spektrofotometrisi 1ile analiz edilerek

sonuclar karstlastirild: ve anlaml: fark bulunmadi.



SUMMARY

Calcium channel blockers and angiotensin converting
enzyme (ACE) 1inhibitors are new and important groups of
antihypertensive drugs. In the first part of the present
study two spectrophotometric methods have been developed for
the assay of a calcium channel blocker, amlodipine and an ACE
inhibitor, cilazapril. In the second part, high pressure
liquid chromatographic analysis of two pharmaceutical dosage
forms containing cilazapril-hydrochlorothiazide and benazep-
ril hydrochloride (ACE inhibitor)-hydrochlorothiazide mix-

tures were investigated.

Spectrophotometric analysis of amlodipine besylate is
based on the formation of a red coloured chromophore by the
condensation reaction of the amino group of this drug with
1,2-naphthoquinone-4-sulfonic acid sodium salt (NQS) and the
measuring its absorption after extraction into an organic
solvent. The optimum conditions for the analysis were
investigated as a functions of : a) pH and the type of the
buffer, b) reaction temperature and time, ¢) the type of
extraction solvent, d) the reagent amount. The maximum
absorbance value was obtained with pH 10 phosphate buffer.

The effects of temperature and time on the reaction rate were
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examined in 256-70 °C interval and it was observed that the
reaction was completed in 20 min. at 70 °C. n-Butanol was the
best solvent for the extraction and maximum absorbance was
obtained at 494 nm. The optimum amount of the reagent was
determined as 0.5 ml of 1.0 % NQS solution for 5x10-7 mole of
amlodipine. Under these <conditions a 1linear relationship
existed between absorbance (A) and amlodipine besylate
concentration (c) over 15-76 pg.ml~* range. The regression
equation is
A = 9.86x10"% ¢ + 0.01 (r = 0.9998).

The method was applied to the determination of amlodipine
besylate in commercially available tablets and the results
were compared with those obtained by UV-spectrophotometric
method since a pharmacopoeial method is not available. There

was no significant difference between the two methods.

Spectrophotometric analysis of cilazapril involves the
reaction of its carboxyl group with hydroxylamine hydrochlo-
ride in the presence of, dicyclohexylcarbodiimid (DCC) to
give the corresponding hydroxamic acid and then the formation
of the reddish brown coloured ferric hydroxamate complex with
iron (III) perchlorate in ethanolic solution of perchloric
acid. The optimum conditions were investigated for both
hydroxamic acid and hydroxamate complex formation. Hydroxamic
acid formation was studied 1in respect of the reaction
temperature and time and the amounts of dicyclohexylcarbodi-

imide and hydroxylamine hydrochloride. The reaction was
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completed in 10 min. at 30 °C with 0.5 ml of 0.3 M ethanolic
hydroxylamine hydrochloride and 0.4 ml 0.3 M ethanolic DCC
solutions for 5x10~® mole cilazapril. Iron (III) perchlorate
and perchloric acid concentrations for complex formation were
examined and it was found that 1.0 ml of 0.02 M iron (III)
perchlorate solution in 0.2 M ethanolic perchloric acid
solution was required. The absorbance of the resulted reddish
brown coloured solution was measured at 517 nm (A:'u-x), and a
linear relationship was obtained between absorbance (A) and
cilazapril concentration (c¢) in the range of (60-300) pg.ml-?
The regression equation is
A =1.42x10"= ¢ + 0.004 (r=0.9998).

The method was applied to the assay of cilazapril tablets.
Since there is no monograph on cilazapril, the results were
compared with those obtained by UV-spectrophotometric method.

There was no significant difference between the two methods.

The last part of the study involves the investigation of
the retention behaviour of cilazapril, benazepril hydrochlor-
ide and hydrochlorothiazide and the assay of cilazapril-
hydrochlorothiazide, benazepril hydrochloride-hydrochlorothi-
azide mixtures in reversed phase 1liquid chromatographic
system. The effects of the pH and organic solvent content of
the mobil phase on the retention volumes were studied using a
Cie column. Hydrochlorothiazide was not effected by the pH
changes. The retention volumes of cilazapril and benazepril

hydrochloride were decreased with the increasing pH of the
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mobil phase. The assay of both mixtures were performed using
p-Bondapak Cis RP column and methanol-pH:4.0 phosphate buffer
(70:30) as isocratic mobil phase. Phenobarbital was used as
an internal standard. The substances were detected by a
variable wavelength detector operating at 209 nm. At 1500 PSI
(1.0 ml.min™* flow rate), retention times of hydrochlorothi-
azide, phenobarbital, cilazapril and benazepril hydrochloride

were 2.56 ; 3.53 ; 5.30 and 5.34 min. respectively.

A linear relation was obtained between the ratio of peak
area of drugs to internal standard and the concentration of
each drug. Commercial tablets containing these mixtures were
assayed by this method. These tablets were also assayed by
derivative UV-spectrophotometric methods since there is no
official methods for the analysis of these mixtures. There

was no significant difference between the two methods.
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1. GIRIS

Yiksek tansiyona karsi kullanilan ilac etken maddelerine
zamanla yenileri eklenmektedir. Kalsiyum kanal blokerleri ve
anjiotensin doéniistiiriici enzim (ACE) inhibitodorleri, bu amacla
son yi1llarda diinyada ve {iilkemizde ¢ok popiiler olan yeni
gruplardir. Kullanima giren yeni ila¢c maddelerinin gerek
ilac preparatlarinda gerekse biyolojik ortamlarda analizi
icin duyarli ve secici yontemlerin geligstirilmesi 6nemlidir.
Bu tezde bu iki gruptan ila¢ preparatlarinin analizi icin
spektrofotometrik ve sivi kromatografik yontemler gelistiril-

mesi amaclanmigtir.

Amlodipin, kalsiyum kanal blokerleri grubundandir.
Literatiirde bu maddenin analizi ile 1lgili sivi kromatografik
ve gaz kromatografik birkac yénteme rastlanmis, ancak
spektrofotometrik bir yontem bulunamamigtir. Yapisinda
bulunan alifatik primer amin grubundan yararlanilarak, renkli
bir tiirev olusturulmas: ve goriinir bdlge spektrofotometrik

bir analiz yontemi gelistirilmesi disiintilmistir. Bunun icin



belirtec olarak, 1,2-naftokinon~-4-siilfonik asit sodyum tuzu

secilmistir.

Silazapril, ACE inhibitorid olan yeni bir 1ilag madde-
sidir. Literatiir incelemesinde bu maddenin analizi i¢in
sadece bir adet enzimatik imminolojik y6nteme rastlanmistair.
Silazapril 'in yapisinda bulunan karboksil grubundan hare-
ketle, renkli demir (III) hidroksamat kompleksinin olusumuna
dayanan bir spektrofotometrik analiz yonteminin kosullarinin

incelenmesi amaclanmistir.

Silazapril ve ayni gruptan diger bir ilac etken maddesi
olan benazepril hidrokloriir 'din bir ditretik olan hidrokloro-
tiazid ile kombinasyonlarini iceren 1iki tablet preparat:,
iilkemizde ¢ok yakin zamanda piyasaya c¢ikarilmistir. 1ki etken
maddeyli birarada iceren bu tabletlerin yiiksek basincl:i sivi
kromatografisi ile analizi icin, once bu maddelerin ters faz
si1vi kromatografisindeki davranislarinin incelenmesi, sonra

en uygun sistemde analizi amaclanmistir.



2. GENEL BOLUM

2.1. ilac Maddeleri

2.1.1. Amlodipin Besilat

2.1.1.1. Amlodipin 'in Ozellikleri (Merck Imndex)
Amlodipin, ilk olarak Alker et al., (1983) tarafindan

tanimlanan bir dihidropiridin bilesigidir.

H
H,C __N<_ CH, OCH, CH, NH,

CH,00C COOC; Hs

Cl

Kimyasal Ismi : { 2-[(2-Aminoetoksi)metil]-4-(2-klorofenil)-
1,4-dihidro-6-metil-3,56-piridindikarboksilik asit 3-etil,

5-metil ester }



Kapali: Formiilii : C20H2aC1N=20s
Molekiil Agirlig: : 408.88 g.mol—*

Elementel Analizi :

Element C H Cl N 0

% 58,75 6,16 8,67 6,85 | 19,56

Goriintisit : Beyaz renkli, kristalize yapidadir. Etilasetat’'dan
kristallendirilir.

Erime Derecesi : 178-179 °C

Amlodipin Besilat 'in Céziniirligi : Literatiirde amlodipin 'in
¢ozinilirligine ait bilgi verilmemistir. Yapilan incelemelerde
amlodipin besilat 'in ¢o6zintrliginin, etanol, metanol ve
kloroform gibi organik c¢oézicilerde c¢ok iyi, sulu asidik
cozeltilerde (0,1 N HCl) iyi oldugu, sulu bazik cézeltilerde
(0,1 N NaOH) zor cozindigi, etilasetat ve eter gibi organik

coziicilerde ve suda coziinmedigi belirlenmistir.

Amlodipin Besilat 'in UV Spektrumu : Literatiirde Amlodipin'in
UV spektrumu hakkinda bilgi bulunamamistir. Amlodipin besilat
'in, bazi coziiciiler icinde hazirlanan 10 pg.ml—*
konsantrasyonundaki c¢6zeltilerinin UV spektrumlari alinarak,

UV absorpsiyonu hakkinda veriler elde edilmistir. Bu veriler

cetvel 2.1. de verilmistir.



Cetvel 2.1. Amlodipin Besilat 'in UV Absorpsiyonu

Cozici Amax (nm) log €
239,0 4,376
0,1 N HCl
365,0 3,951
212,0 4,428
Etanol 238,0 4,308
363,0 3,859
212,0 4,431
Metanol 238,0 4,300
362,0 3,835

Amlodipin Besilat '"in FTIR Spektrumu : Amlodipin besilat '"in

FTIR spektrumu Sekil 2.1. de yer almaktadir.

2.1.1.2. Farmakolojik Etkisi

Bir dihidropiridin tirevi olan amlodipin, Kalsiyum kanal
blokerleri sinifina girmektedir. Bu sinifin yeni ve wuzun
etkili bir iyesi olarak, anjina pektoris ve yiksek tansiyona
karsi1 kullanilmaktadir (Burges et al., 1985, 1987, 1990).
Amlodipin 'in (+) ve (-) olmak iizere iki enantiomeri vardir.
Yapi1lan farmakolojik calismalarda, amlodipin ‘'in bir dihidro-
piridin kalsiyum kanal blokeri olarak sagladigi etkinligin,
(-)-enantiomeri seklinde bulunmasindan kaynaklandigi belir-
lenmistir. Bu nedenle farmasotik preparatlar icinde (-)-

amlodipin seklinde yer almaktadir.
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Amlodipin, insan, fare ve kopekte biiyik miktarda
metabolize edilir. tdrarda, dozun yalnizca %b 'i degismemis
halde bulunabilir. Bu metabolizmanin karmagsik oldugu ve
piridin analoguna oksidasyonu icerdigi belirtilmektedir.
Higuchi et al., (1980) ve Beresford et al., (1989) metabo-
litleri idrardan izole ederek Gaz kromatografisi-Kitle
spektroskopisi (GC-MS) ve Sivi kromatografisi-Kiitle spek-
troskopisi (LC-MS) yontemleri ile tanimlamislardir. Amlo-
dipin 'in damardan ve agiz yoluyla verildikten sonra saptanan
ortalama plazma yar: Omrii, 33-36 saattir (Faulkner et al.,

1986., Beresford et al., 1988).

2.1.1.3. Taninma Yontemleri

Amlodipin yeni bir ilac maddesi oldugundan Theniiz

farmakopede yer almamistir.

Amlodipin ve diger kalsiyum kanal blokerlerinin yiksek
basincli sivi kromatografisi (HPLC) ile ayrilmasi ve
taninmasi1 icin gerek isokratik kosullarda gerekse gradient
eliisyon ile incelemeler yapilmis, pH 'in ayirmaya etkisi

incelenmistir (Barbato et al., 1993).

Bretnall et al., (19956) ise amlodipin 'in diger bazi
kalp ilaclar: ile karisiminin ayrilmasi ve taninmasi ig¢in
miselli elektrokinetik kapiler kromatografi (MECC) yoéntemini

kullanmislar ve pH, sodyum dodesil siilfat konsantrasyonu,



organik coéziclinin cinsinin ve konsantrasyonunun etkisini

incelemislerdir.

Amlodipin 'in enantiomerlerinin ayrilmasinda da yine
yiksek basincli sivi kromatografisi kullanilmistir. (-)-Men-
til kloroformat ile tiirevlendirmeden sonra pordz grafit kolon
ve diklorometan-asetonitril-formik asitden olusan hareketli
faz kullanilmistir (Josefsson et al., 1983). Vandenbosch et
al., (1992) ise bu ayrimi kiral duran fazlar kullanarak

gerceklestirmigtir.
2.1.1.4. Miktar Tayini Yontemleri

Literatirde amlodipin 'in miktar tayini icin sadece

birkac calismaya rastlanmistair.

Farmasotik preparatlarda bulunan amlodipin 'in tayini,
yiksek performansl: ince tabaka kromatografisi (HPTLC) ile
yaptlmistir (Chandrashekhar et al., 1984). Tayin siniri

0.2 ng olarak belirtilmistir.

Amlodipin 'in insan, fare ve kopek plazmasi gibi biyo-
lojik orneklerde elektron yakalama detektorii (ECD) kullani-
larak gaz kromatografisi yontemiyle tayinleri yapilmistir
{Beresford et al., 1987., Scharpf et al.,1994). Bu calis-
malarda amlodipin, trimetilasetil kloriir, (+)-(S)- -metoksi-

-triflorometilfenilasetil kloriir belirte¢cleri kullanilarak

amid tirevlerine doniistiiriilmistir.



Amlodipin 'in gerek farmasdotik preparatlar (Patki et
al., 1994) ve gerekse biyolojik sivilardaki analizi ic¢in
yilksek basincl:i sivi kromatografisi (HPLC) ile tayinleri
yapilmistir. Biyolojik sivilar ig¢inde yapilan tayinlerde,
fareler idzerinde yapilan farmakokinetik calismalarda elek-
trokimyasal detektdér kullanilmistir (Shimooka et al., 1989).

Caligma araligi, 0,2-2,0 ng.ml-* olarak belirtilmistir.

Bir baska calismada ise tavsanlara ait plazma odrnekleri,
ters faz S1v1 kromatografisi sistemiyle, UV detektér
kullanilarak analiz edilmistir (Yeung et al., 1981). Mobil
faz olarak, %0,02 trietilamin iceren metanol-0,04 M amonyum
asetat-asetonitril karisimi (38:38:24) kullanilmigtir. Calis-

ma araligi, 2,5-100 ng.ml~* olarak belirtilmistir.
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2.1.2. Silazapril

2.1.2.1. Ozellikleri (Merck Index)

Silazapril, antihipertansif etki amaciyla kullanilan bir

ilac maddesidir.

COOC,H; 0 COOH
]
H | '
CH2CH2_?—N—- N
: I . H,0
v N

Kimyasal ismi : { [1S-[1a,90(R™)]1]1-9-[[1-(Etoksikarbonil)-3-
fenilpropillamino]oktahidro-10-okso-6H-piridazinol1,2-a][1,2]

diazepin—-1-karboksilik asit monohidrat 1}

Kapal1 Formiili : Ce2HaiNaOs.H20
Molekil Agirlag: : 435.52 g.mol"?

Elementel Analizi :

Element C H N 0

% 60,67 7,64 9,65 | 22,04

Goriintlisii : Beyaz renkli, kristalize yapidadir. Sulu etanolden
kristallendirilir.

Erime Derecesi : 95-97 °C
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Coziindrligi: Literatiirde silazapril 'in c¢oziindirligine ait
bilgi verilmemistir. Yapilan incelemelerde c¢oziniirliigiinin
etanol, metanol, aseton ve kloroform gibi organik coziiciilerde
cok iyi oldugu, asidik ve bazik sulu c¢ézeltilerde (0,1 N HC1
ve 0,1 N NaOH) zor c¢oziindigi ve suda céziinmedigi belirlenmis-
tir.

Optikce Aktiflik : Silazapril, optikce aktiftir. Polarize
1511 sola cevirir., [Aln®°= -62,51° (%1 'lik etanol cozelti-
sinde) dir.

UV Spektrumu : Cetvel 2.2. de silazapril 'in baz1 coéziiciiler

icindeki UV absorpsiyonu hakkinda bilgi verilmektedir.

Cetvel 2.2. Silazapril 'in UV Absorpsiyonu

Cozici Mamx (nm) log €
0,1 N HC1 208,8 4,113
0,1 N NaOH 219,2 3,899

Etanol 209,6 4,061

Metanol 209,0 4,117

Literatiirde silazapril 'in UV spektrumu hakkinda bilgi
olmadig1 icin, cetvel 2.2, de verilen degerler, silazapril
'in degisik cdéziiciiler i¢inde hazirlanan 10 pg.ml~-* konsan-
trasyonundaki c¢oézeltilerinin UV spektrumlarinin alinmasiyla
elde edilmistir.

FTIR Spektrumu : Silazapril 'in FTIR Spektrumu, sekil 2.2 de

yer almaktadir.
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2.1.2.2. Farmakolojik Etkisi

Silazapril, kalp—-damar sistemi 1ilaclarindan olan ACE
(Anjiotensin donilistiriici enzim) inhibitérleri sinifina giren
yeni bir ila¢ maddesidir (Belz et al., 1994). Bu ila¢ madde-

leri, sentezleri ve kullanimlari bakimindan oldukca yenidir.

Bobreklerden salgilanan Anjiotensin I enzimi, Kkanda
bulunan anjiotensin doniistiiriicii enzim 'in etkisiyle Anjio-
tensin Il 'ye dénigir. Bu enzim, Anjiotensin I 'e giére daha
kuvvetli damar  biiziicii etkiye sahiptir. Bunun sonucunda
damarlarin biiziilmesi ile tansiyon yiikselmesi meydana gelir.
Ag1z yoluyla alinan ACE inhibitérii ilac maddeleri, Anjioten-
sin I 'in Anjiotensin Il 'ye doéniismesini engelleyerek plazma
ve dokularda Anjiotensin Il dizeyini azaltirlar. Dolayisiyla
atar ve toplar damarlardaki genislemeye bagl: kan basincinin

dismesine neden olurlar (Canay, O. 1982),

Silazapril, viicuda alindiktan sonra ester grubunun
hidrolizi ile aktif metaboliti olan silazaprilat 'a doniisir.
Silazapril 'in farmakolojik yarilanma o&mri, yaklasik 4 saat
olarak tayin edilmistir. Anjiotensin dénfigtiriici enzimin
aktivitesinin 3 saat icinde %50 azalmasi icin, silazapril 'in
yaklasik 0,6 mg dozunun yeterli oldugu belfrtilmektedir (Belz

et al., 1994).

Literatiirden, silazapril 'in taninmasiyla ilgili bilgi
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edinilememisgtir.

2.1.2.3. Miktar Tayini Yontemleri

Silazapril, sentezi ve kullanimiyla oldukca yeni bir
ilac maddesidir. Silazapril 'in miktar tayini ile 1ilgili
olarak yaptlan arastirmada, farmakokinetik oOzelliklerinin
incelendigi yalnizca tek bir calismaya rastlanmistir: Tanaka
et al., (1987) enzimatik immiinolojik y6ntemle (enzyme immin-
assay) silazapril ve aktif metaboliti olan silazaprilat 'i
farklilandirip, kantitatif olarak tayin etmislerdir. Yontemi
plazma ve serum o6rneklerine uygulamislar ve sonuc¢lari radyo

enzimik tayinlerle karsilastirmislardir.
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2.1.3. Benazepril Hidroklorir

2.1.3.1. Ozellikleri

Benazepril hidroklorir, silazapril gibi yeni kullanim
alani bulan bir ACE inhibitéridir. Literatiirde benazepril
hidrokloriir hakkinda  herhangibir bilgiye rastlanmamistir.

Burada verilen bilgiler, Ciba-geigy A.S.'den elde edilmistir.

NHCHCH, CH,Ph . HCI

N—=0

h.co,n  CO2CHCH,

Kimyasal Ismi : { 3-[(1-Etoksikarbonil-3-fenil-(1S)-propil)
amino]-2,3,4,5-tetrahidro~-2-okso-1H-1-(3S)-benzazepin-1-

asetik asit hidrokloriir }

Kapali Formiili : C24H=28Nz0s.HC1

Molekil Agirlig1 : 461 g.mol~?*

Goriiniisi : Beyaz renkli, kristalize yapidadir.

Erime Derecesi : 176,6-181 °C |

Coziniirligi : Metanol, etanol ve kloroform icinde kolay-

ca ¢oziindir. Sulu asidik ve bazik c¢oézeltilerde (0,1 N HCl1l ve
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coziinlirligi cok azdir. Aseton, siklohekzan ve suda c¢oziinmez.
Optikce Aktiflik : Benazepril hidrokloriir optikce aktiftir.

Polarize 1s1g1 sola cevirir. [Q]p®®= (-136°)-(-142°) (etanol

'de) dir.
UV Spektrumu ¢ Literatiirde benazepril hidrokloriir ‘in UV
spektrumu hakkinda bilgi bulunamamistir. Benazepril

hidrokloriir 'iin bazi c¢éziciler icindeki 10 pg.ml-* 'lik
¢ozeltilerinin UV  spektrumlar: alinarak UV absorpsiyonu
tzerine veriler elde edilmistir. Bunlar, cetvel 2.3. de

verilmisgtir.

Cetvel 2.3. Benazepril Hidrokloriir 'iin UV Absorpsiyonu

Coziici Amx (nm) log €
206,7 4,466
0,1 N HC1
236,8 4,048
217,6 4,079
0,1 N NaOH
241,6 4,046
208,0 4,484
Etanol
240,0 4,027
208,1 4,496
Metanol
240,0 4,008

FTIR Spektrumu : Benazepril hidrokloriir 'in FTIR spektrumu

gsekil 2.3. de yer almaktadir.
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2.1.3.2. Farmakolojik Etkisi

Benazepril hidrokloriir, ACE (Anjiotensin doniigtiirici

enzim) inhibitdrleri sinifina giren yeni bir ila¢ maddesidir.

Benazepril hidroklorir viicuda alindiktan sonra, ester
grubupun hidrolizi ile aktif metaboliti olan, dikarboksilik

asit yapisindaki benazeprilat 'a dontsgir.

ACE inhibitorlerinin farmakolojik etkisi bolim 2.1.2.2.

de anlatildigy icin bu béliimde tekrar yer verilmemistir.

Benazepril hidroklorir yeni bir ila¢ maddesi oldugundan,
farmakopede ve literatiirde herhangibir taninma yéntemine

rastlanmamistir.

2.1.3.3. Miktar Tayini Yontemleri

Benazepril 'in miktar tayini ile ilgili eolarak yapilan
kaynak arastirmasinda iki adet caligma bulunmustur. Bunlar-
da, benazepril ve aktif metaboliti olan benazeprilat 'in
plazma ve idrardaki analizleri gaz Lkromatografisi-kiitle
spektrometrisi (GC-MS) yéntemiyle yapilmistir. Bu callsma—‘
larin birinde dolgu kolon (Kaiser et al., 1987) digerinde ise

kapiler kolon (Sioufi et al., 1988) kullanilmistir.
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2.1.4. Hidroklorotiazid
2.1.4.1. Ozellikleri ve Sentezi (Florey, K. 1981)

NH, SO, ~

Cl

Kimyasal Ismi : { 6-kloro-3,4-dihidro~-2H-1,2,4-benzotiadiazin

~-7-stilfonamid-1,1-dioksit }

Kapali Formiild : C+HsCIlNaOaS=
Molekiil Agirlig: : 297,73 g.mol~?

Elementel Analizi

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

Goriinlisii : Beyaz renkli, kristalize yapidadir.

Erime Derecesi : 273-276 °C

Cézinlrligi : Hidroklorotiazid, notral ve asidik ortamda
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bulunan sulu c¢ézeltilerde hemen hemen coéziinmez. Sodyum hid--
roksit veya amonyum hidroksit gibi inorganik bazlarin sulu
cozeltilerinde ve n-bitilamin gibi organik bazlar icinde

¢oziinir. Ayrica, metanol, etanol, aseton icinde c¢oziinir.

Kararlilig: : Hidroklorotiazid, oda sicakliginda bozunma
gostermeden 5 y1l saklanabilir. Isidan c¢ok yavas etkilenir.
307 °C nin #zerinde bozunmaya ugrar. Normal giin 1s1g1inda
oldukca kararlidir. Sulu cézeltiler icinde <formaldehit ve
6-kloro-2,4-disiilfamoilanilin vermek izere hidroliz olur

(Florey, K. 1881).

Ayrisma Sabiti : Hidroklorotiazid 'in sulu ¢ézeltiler icinde
potansiyometrik titrasyon yéntemi ile saptanan pKa degerleri
Analytical Profiles of Drug Substances (Florey, K. 1981) da,

pKa.1=8,6 ve pKa==9,9 olarak bildirilmektedir.

Dagilma Orani : Hidroklorotiazid 'in n-oktanol:su sisteminde
farkl:y pH 'larda 25 °C de tayin edilen dagilma oranlari,
cetvel 2.4, te gosterilmektedir. Bu cetveldeki dagilma oran-
lari1, maddenin organik ve sulu fazdaki konsantrasyonlarinin

orani olarak ifade edilmistir.
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Cetvel 2.4, Hidroklorotiazid 'in Dagilma Oranlari (Florey, K.

1981)
Organik Sulu Faz Dagilma
Faz Orani
n-Oktanol 0,1 N HC1 1,940
(pH=1,086)
n~-Oktanol 0,1 M Glisin 0,866
Tamponu
(pH=3,0)
n-Oktanol 0,067 M Fosfat 0,855
Tamponu
(pH=T7,4)

UV Spektrumu : Cetvel 2.5. de hidroklorotiazid 'in bazi
coziiciler icindeki uv absorpsiyonu hakkinda bilgi

verilmektedir.

FTIR Spektrumu : Hidroklorotiazid 'in FTIR spektrumu gekil

2.4, de yer almaktadir.
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Cetvel 2.5. Hidroklorotiazid 'in UV Absorpsiyonu

(Florey, K. 1981)

Cozicii Aax (nm) log €
270 4,286
Su
315 3,495
270 4,290
0,01 N HC1
315 3,500
272 4,193
0,01 N NaOH
323 3,436
225 . 4,576
Etanol 269 4,307
316 3,506
226 4,613
Metanol 271 4,279
317 3,471

Sentezi : Kleemann, A. (1978) hidroklorotiazid 'in sentezinin

ikl sekilde yapilabilecegini gostermistir. Buna gore,

i) b-kloro-2,4-disultfamoilanilin ve paraformaldehit, susuz
ortamda hidroklorotiazid olusturmak dizere reaksiyona

girerler.
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0 0 0
27 O\S/O ! %/
H,N=S ~NH, H,N" “NH
+ (CH,0) —s !
J 2
cl NHe cl N

il) 6-kloro-7-siilfamoil-2H-1,2,4-benzotiadiazin-1,1-dioksit
ve formaldehit 'den sulu alkali c¢ozelti icinde hidrokloro-

tiazid elde edilir.

0
0 O Q 0 o7 Af
Ay N/ S S
~
H N~ SN on~  HN7 H
MW+ cH0 =
L _SH,
~ N
cl N~ cl H

2.1.4.2. Farmakolojik Etkisi

1958 'de De Stevens tarafindan kesfedilen hidro-

klorotiazid, bir benzotiadiazin tirevi olup, tiazidfxgrubu
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diiiretikler sinifina girmektedir.

Tiazidler, diiiretik etkilerinin disinda antihipertansift
etki de gosterdiklerinden, tiazid grubu diiretikler bugin
klinikte genis o6lciide kullanilmakta olup antihipertansif ilacg

kombinasyonlarinda en si1k yer alan ilaclardir.

Tiazidlerin ¢cogu, mide-bagirsak kanalindan % 50-65
oraninda absorbe edilirler. Hidroklorotiazid, a¢ karna
alindiginda ortalama % 68, yemek sirasinda alindiginda ise
% 76 oraninda ve oldukca cabuk bir sekilde absorbe edilir.
Etkisi 8-12 saat kadar siirer. Alinan dozun tamami degismemis
halde idrar yoluyla viicuttan atilar. Gﬁnlﬁk doz 50-100 mg
dir. Hidroklorotiazid 'in plazmadaki eliminasyon yarilanma
omrii, yaklasik 3-4 saat olarak belirtilmistir (Kayaalp, O.

1990).

Tiazidler baslica, Yyiksek tansiyon, kalp yetmezligine
bagli1 6dem, karaciger sirozuna bagli: asit ve o6dem, nefrotik

6dem, seker hastaligi tedavilerinde kullanilmaktadir.
2.1.4.3. Taninma Yontemleri

Hidroklorotiazid 'in taninmasi icin bazi kimyasal test-
ler tanimlanmis (Kertesz, P. 1964., Kala, H. 1965., Perez et
al., 1967) ve De Zoeten, E. (1960), Groenewegen, H. (1960),

Kala, H. (1860) ve Auerbach, L. (1978) tarafindan mikro
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kimyasal tanima yontemleri aciklanmistir.

Hidroklorotiazid 'in taninmasi i¢in USP XXII de, KBr
diski kullanilarak infrared spektrumunun veya metanol ig¢in-
deki % 1 'lik c¢ozeltisinin ultraviyole spektrumunun alinmasi

Onerilmistir.

Literatiir arastirmasinda hidroklorotiazid 'in taninma-
sinda genellikle IR (Baltazar et al., 1965., Kala, H. 1961),
UV (Siek et al., 1976) ve kiitle spektrumlarinin (Yoon et al.,

1990., Ehrhardt, J.D. 1992) kullanildig: goriilmistir.

Hidroklorotiazid 'in kromatografik olarak taninmasina
iliskin bircok calisma yapilmistir. Bu calismalarda 6nceleri
kagit kromatografisinden (Pilsbury et al., 1966., Kala, H.
1961., Sheppard et al., 1960., Hentrich, K. 1963., Macek et
al., 1965) yararlanilmigstir. Daha sonra bunun yerini ekseri-
yetle silikajel plaklar kullanilarak wuygulanan ince tabaka

kromatografisi (TLC) almistir.

Biyolojik Oornekler (Schaefer et al,, 1977., Wallace et
al., 1977., Osborne, B.G. 1972., Sohn et al., 1973) ve
farmasotik dirinler (Steinbach et al., 1978., Macek et al.,
19656., Smith et al., 1968) icinde bulunan hidroklorotiazid
‘in silikajel plaklar kullanilarak ¢ok sayida kalitatif
analizleri yapilmistir. Bu c¢alismalardan aktitf maddenin

saflik testleri veya yari kantitatif stabilite testleri
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amaciyla yararlanilmistir.

Bir calismada silfonamid yapisindaki S iceren ilaclarin
Ehrlich belirteci (pdab), Naz[Fe(CN)zNO] ve Kal[Fe(CN)e] ile
farklandirilarak saptandigi belirtilmektedir (Frank et al.,

1879).

Kan orneklerinde bulunan asidik ve nétral ilaglarin
analizinde alev iyonizasyon detektoriiniin yer aldigi gaz kro-
matografisi yontemi kullanilmigtir (Sharp, M.E. 1987). Tirev-
lendirme yapmadan kolon iizerinde metilasyon tekniginden
yararlanilmis olan bu calismada hidroklorotiazid de incelen-

mistir.

Hidroklorotiazid 'in sivi kromatografisi ile yapilan
analizleri, onceleri diisiik basin¢ sartlarinda gerceklestiril-
migtir. Tablet bilesenleri ic¢inde bulunan hidroklorotiazid
'in disik basin¢ sartlarinda ayrilma ve taninmasinda alkali
celite kolonlar (Fazzari, F.R. 1870, 1872), c¢ok bilesenli
farmasotik tiriinler icinde bulunan hidroklorotiazid ‘in
analizinde ise iyon degistiriel kolonlar kullanilmistir
(Urbanyi et al., 1972., Chu, R. 1971). Daha sonra diisiik
basin¢c yontemlerinin yerini yiksek basing¢li sivi kromatogra-

fisi almigtir.

Idrar 6rneklerinde bulunan hidroklorotiazid ve diger

diidretikler, Cais kolon ve propilamin hidroklorﬁf;fostat
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tamponu-asetonitril 'den olusan gradient eliisyon sartlarinda
ters faz yiiksek basincli sivi kromatografisi (HPLC) sistemi
ile ayrildiktan sonra diod array (foto diyot dizisi) detektor
ile saptanmis ayrica, gaz kromatografisi-kitle spektrometrisi
yéntemi (GC-MS) ile de alternatif analiz yapilmistir (Tsai et

al., 1991).

Campins-Falco et al., (18994) 1ise hidroklorotiazid 'i
diger diiiretikler ile birlikte idrarda, Cis kolonda aseto-
nitril-pH: 3.0 fosfat tamponuyla gerceklestirilen gradient
eliisyon sistemiyle kolon degistirme (column switching)

teknigini kullanarak HPLC yontemiyle saptamislardir.
2.1.4.4. Miktar Tayini Yontemleri

Hidroklorotiazid 'in titrimetrik tayini icin kuvvetli
bazlarla susuz ortamda yapilan titrasyonlar (Kala,H. 1965, ,
Chiang, H.C. 1961., De Paulis et al., 1960., Weclawska et
al.,, 1968., Stark et al., 1970., Wu et al., 1983., Schneken-

burger et al., 1984) genis o6lciide uygulanmistir.

Hidroklorotiazid USP XIX da, n-biitilamin icinde sodyum
metoksitle azo viyole indikatorliigiinde titre edilmistir.
tngiliz farmakopesinde (BP73) piridin icinde tetrabutilamon-

yumhidroksit ile potansiyometrik bir titrasyon onerilmigtir.

Farmasdtik preparatlarin ve ham madde 6rnekiérinin
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analizinde indirekt titrasyon yontemleri kullanilmistir. Bu
titrasyonlarda titrant olarak 1,3-dibromo-5,5-dimetilhidan-
toin, N-bromosiiksinimid, N-klorosiksinimid gibi halojenli
bilesikler kullanilmis, belirtecin asirisi iyodometrik olarak
geri titre edilmistir (Amer et al., 1989., Belal et al.,
1988., Shukla et al., 1983). Titrant olarak amonyum metava-
nadat 'in kullanildig: bir calismada belirtecin asirisi,
N-fenilantranilik asit indikatérligiinde Fe (II) cozeltisi ile

geri titre edilmistir (Shukla, I.C. 1891).

Uygulanan diger titrasyon yéntemleri ; Pb (II) (Przy-
borowski et al., 1976) veya Hg (I1) (Teodorescu et al.,
1967., Kolusheva et al., 1963) ile yapilan c¢oéktirme islemi~
nden sonra kompleksometrik, nitrit ile amperometrik (Madgearu
et al., 1968), bromatometrik (Kertesz, P. 1963), sodyum
hidroksit ile termometrik (Deleo et al., 1966), giimis silfiir
membran elektrodu kullanilarak potansiyometrik (Malecki et
al., 1982) ve kondiktometrik (Walash et al., 1994) titras-

yonlar olarak belirtilmistir.

Hidroklorotiazid 'in ultraviyole spektrofotometrik ana-
lizinin, hidroliz f{irini olan b-kloro—-2,4-disiilfamoil anilin
'in varliginda uygun olmadiginin belirtilmesine (Rehm et al.,
1960) ragmen bazi arastirmacilar, hidroklorotiazid tablet-
lerinin analizinde bu ydéntemi kullanmisgslardir (Steinbach et
al., 1978., Ruiz Rodriguez et al., 1873). Fazzari, F.R.

(1970) ise ©lciimden ©o6nce kolonda ekstraksiyon ile ayirma h
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yapmigstir. Bir baska c¢alismada ise tabletler icginde bulunan
hidroklorotiazid, 0,1 N sodyum hidroksit icinde ¢ozilerek 272
nm de ultraviyole absorpsiyonunun o6lcilmesiyle spektrofoto-
metrik olarak tayin edilmistir (Xiao, C. 1986., Chen, X.
1980). Hidroklorotiazid, farmasdtik preparatlar icinde orto-
gonal fonksiyon uygulamali spektrofo tometrik yontemle, diger
bilesenlerin girisim etkisli ortadan kaldirilarak tayin edil-

mistir (Xu et al., 1982).

Cok bilesenli farmasétik oOrnekler icinde bulunan hidro-
klorotiazid 'in spektrofotometrik tayinine 1iliskin bircok
calisma yapilmistir. Hidroklorotiazid, tabletler icinde
spironolakton (Bulut et al., 1984., Nowakowska, Z. 1989),
amilorid hidrokloriir (Bulut et al., 1983., Nowakowska et al.,
1983), alprenolol hidrokloriir (Barary et al., 1984), sotalol
hidroklorir (Erram et al., 1994), propranolol hidrokloriir
(Erram et al., 1994), pindolol (Erram et al., 1993), asebuto-
1ol hidrokloriir (Erram et al., 1993), atenolol (Erram et al.,
1993), timolol (Zhu, D. 1987) ve metoprolol tartarat (Nowa-—
kowska, Z. 1988) gibi ila¢ maddeleri ile olusturdugu ikili
karisimlar icinde isobestik dalga boylarindaki UV absorpsi-
yonlarinin 6lciilmesi ile on ayirma yapilmaksizin tayin edil-

migtir.

Hidroklorotiazid 'in tirev spektrofotometrisi yéntemi
ile de tayinleri yapilmistir. Tek bilesenli tabletler icinde

bulunan hidroklorotiazid 1. tiirev spektrometrisi ,iie fayin
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edilmistir (Xu et al., 1982). Hidroklorotiazid, iki bilesenli
farmasdtik preparatlar icinde, enalapril maleat (Carlucci et
al., 1993), hidralazin hidroklorir (Bedair et al., 1886),
amilorid (Parissi-Poulou et al., 1983) ve spironolakton
(Salem et al., 1991) gibi ilac maddeleri ile karisim halinde
2. tirev UV spektrofotometrisi yontemi ile kaptopril ile
olusturdugu ikili karisimlarda ise 1. tiirev UV spektrofoto-
metrisi yontemi ile pik-sifir (zero—crossing) teknigi kulla-
nilarak tayin edilmistir (Mahgoub et al., 1892., Panderi et

al., 1992).

Hidroklorotiazid 'in miktar tayini icin gériinir bdlgede
spektrofotometrik 6lgiimler de yapilmistir. Bu calismalar,
uygun bir kimyasal reaksiyonla renkli bir tirev olugsturulma-

si1na dayanmaktadir.

Benzotiadiazin yapisindaki diiliretikleri iceren tablet-
lerin analizleri 1icin pH: 6,0 da fenotiazin ve N-bromosik-
sinimid ile (Youssef et al., 1992) veya sodyum asetatl:
ortamda 7,7,8,8-tetrasiyanokinodimetan ile (Mohamed, A.M.I.

1988) elde edilen renkli tiirevlierden yararlanilmistir.

Sastry et al., (1989) tarafindan ham madde ve preparat
analizleri icin yapilan bir caligmada hidroklorotiazid,
p-N,N-dimetilfenilendiamin dihidrokloriir ve kloramin-T belir-
tecleri ile elde edilen renkli iriine dayanilarak analiz edil-

migtir.
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Ham madde ve preparat analizlerinde hidroklorotiazid 'in
susuz ortamda butilamin ve kobalt klorir ile {(Moussa et al.,
1985) veya derisik silfirik asit varliginda farkla belirtec-
ler ile (Perez et al., 1967., Sheppard et al., 1960., Vachek,
J. 1961) direkt renk reaksiyonlarina dayanilarak kolorimetrik

tayinleri yapilmistar.

Tabletler icinde bulunan hidroklorotiazid, alkali ortam-
da tetraklorobenkinon ile yiik transfer kompleksinin olusmasi:

izerinden tayin edilmigtir (Long et al., 1993).

Farmasotik preparatlarin analizinde hidroklorotiazid,
asidik yada alkali coézeltiler icinde hidroliz edilerek, elde
edilen hidroliz tUridni (6-kloro-2,4-disiilfamoilanilin) diazo-
landirilmis ve takiben bir aromatik amin yada fenol ile ke-
netlenerek kararli azo boyalar:i elde edilmistir. Bu c¢alisma-
larda N-(1-naftil)-etilendiamin (Sheppard et al., 1960.,
Suria, D. 1978., McLeod et al., 1870., Esteve-Romera et al.,
1993), kromotropik asit (Rehm et al., 1960), guayakol siilfon-
ik asit (Magalhaes et al., 1871), timol (Kala, H. 1965) ve
etil asetoasetat (Belal et al., 1986) gibi kenetleme ajanlar:
kullanilmistir. Diger yontemler, hidroliz iiriinlerinin konden-
sasyon reaksiyonlari iizerine gelistirilmistir (Mollica et

al., 1971., Namigohar et al., 1977., Moussa et al., 1983).

Hidroklorotiazid iceren tabletlerin analizlerinde

ametist viyole (Prasad et al., 1987) ve safranin (ElSayed et
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al., 1979) bazik boyalar1 ile iyon <c¢ifti ekstraksiyonu

yapillarak ekstraktif spektrofotometrik yontem kullanilmistir.

Hidroklorotiazid, bir calismada tris(2,2'-bipiridin)-
rutenyum(III) belirteci ile gerceklestirilen kemiliminesans
reaksiyonuna dayanilarak kantitatif olarak tayin edilmistir

(Holeman et al., 1993).

Hidroklorotiazid 'in, gerek cok bilesenli ila¢ preparat-
lar1 gerekse biyolojik sivilardaki analizinde, ince tabaka
kromatografisi ile ayirmadan sonra dansitometrik o6lg¢iimlerden
de yararlanilmistir. 11k olarak, Steinbach et al., (1978)

tarafindan 272 nm de dansitometrik 6lciim yapilmistir.

Hidroklorotiazid, spironolakton ve kaptopril gibi ilag
maddeleri ile olusturdugu iki bilesenli farmasétik preparat-
lar icinde (El-Sadek et al., 1993) ve idrar ekstrelerinde (Lu
et al., 1983., Chen et al., 1983) de TLC-dansitometrik yon-

temle analiz edilmistir.

Hidroklorotiazid, propranolol hidroklorir ile olustur-
dugu iki bilesenli tablet ornegi icinde yiiksek islevli ince
tabaka kromatografisinden (HPTLC) sonra 280 nm de dansito-

metrik olarak tayin edilmigtir (Shinde et al., 1994).

Hidroklorotiazid 'in ince tabaka kromatografisi ile

analizinde, uygun  bir
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Bu yontem ilk kez Schaefer et al., (1977) tarafindan tanim-

lanmistair.

Bir caligmada, biyolojik ornekler icinde bulunan
hidroklorotiazid etilasetatla ekstrakte edildikten sonra,
TLC-fluorodansitometrik yontemle tayin edilmistir (Schaefer
et al., 1980). Burada fluoresans indikatori olarak trietanol

amin kullanilmistir.

Hidroklorotiazid 'in gaz kromatografisi ile tayinine
yonelik calismalar da yapilmistir. Lindstroem et al., (1875)
ve Fagerlund et al., (1879) tarafindan plazma, idrar ve kan
tdrnekleri icinde gaz kromatografik tayinleri tanimlanmistir.
Bu calismalarda ekstraktif-alkilasyon 1islemi kullanilarak,
hidroklorotiazid metiliyodiir ile tirevlendirilmistir. Bir
calismada, tirevlendirmeden sonra faz transfer reaktifinin
organik fazdan birlikte ekstrakte edilmesini ©Onlemek icin
makro ag seklinde akrilik kopolimer kullanilmistir (Lisi et
al., 1992). Bu c¢aligsmalarda, elektron yakalama detektéri
(ECD, 300 °C) veya alev iyonizasyon detektori (FID, 270 °C)
kullanilmistir. Bu yoéntem, Beermann et al., (1876, 1977,
1978, 1979) ve Backman et al., (1979) tarafindan biyolojik ve

kinetik caligsmalara uygulanmistir.

Vandenheuvel et al., (19756) kan ve plazma analizleri
icin tetrametilanilinyom hidroksit 1ile kolonda

teknigine dayali bir ydntem geligtirmistir.
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Hidroklorotiazid, plazma icinde elektron yakalama
detektori (ECD) kullanilarak kapiler gaz kromatografisi

yontemiyle tayin edilmistir (Lutz et al., 1985).

Hidroklorotiazid 'in si1vi kromatografisi yontemiyle cok

sayida tayini yapilmistir.

Hidroklorotiazid, kan, plazma‘ve serum icinde Cs kolon
ve UV detektor kullanilarak 272 nm de ters faz iyom c¢ifti
kromatografisi yéontemiyle tayin edilmistir (Weinberger et

al., 1983).

Biyolojik sivilar icinde bulunan hidroklorotiazid, her-
hangibir 6rnek hazirlama islemi yapilmadan direkt enjeksiyon-
la, ters faz kolonda miselli elektrokinetik kapiler kromatog-

rafi teknigi ile analiz edilmistir (Fett et al., 1991).

tdrar icindeki doping ajanlarinin analizi amaciyla yapi-
lan bir caligmada diiiretikler, ters faz sivi kromatografisi
sistemiyle diod array (foto diyot dizisi) detektdér kullani-
larak tayin edilmigtir (Park et al., 1990). Bu calismaya
alternatif olarak GC-MS yontemi dnerilmigtir. tIdrar icindeki
ditiretiklerin tayininde ayni kosullarla yapilan baska bir
calismada ise kolon degistirme (column switching) teknigi

kullanilmigtir (Saarinen et al., 1993).
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maddelerinin analizinde hidroklorotiazid ve diger bazi sil-
fonamidlerin tayinini fotoiletkenlik detektdrii kullanarak

gerceklestirmistir.

Hidroklorotiazid, insan plazmasi ve idrar ©ornekleri
icinde amilorid (Van der Meer et al., 1987) ve klorotiazid
(Barbhalya et al., 1981) ile birlikte ikili karisimlar sek-
linde birarada tayin edilmistir. Bu calismalarda Cis kolon
ile ters faz sivi kromatografisi sistemi kullanilmistir.
Amilorid-hidroklorotiazid karisiminin analizinde 1iki farkl:
detektor kullanilmistir. Amilorid 'in tayini 368/415 nm de
fluoresans detektéor ile, hidroklorotiazid 'in tayini ise 271

nm de UV detektdor ile gerceklestirilmistir.

Ham madde ve tablet formiilasyonlari icinde bulunan
hidroklorotiazid, metanol ile ekstre edildikten sonra Cais
kolonda pH '1 4.5 a ayarlanan metanol-su (5:985) mobil fazi
ile ters faz sivi kromatografisli sisteminde analiz edilmigtir
(Daniels et al., 1981). Bu calismada i¢ standart madde olarak

siilfadiazin kullanilmistir.

Hidroklorotiazid, USP XXII de metildopa, metoprolol
tartarat, amilorid hidrokloriir, propranoclol hidrokloriir ve
timolol maleat ile olusturdugu ikili tablet kombinasyonlar:
icinde, UV detektor ile 254-295 nm arasindaki dalga boylarin-
da saptanarak ters faz sivl kromatografisi sistemiyle simul-

tane olarak tayin edilmisgtir.

P e
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Hidroklorotiazid, farmasétik tablet formilasyonlar)
icinde metoprolol tartarat (Ficarra et al., 1986., Ramana
Rao et al., 1985), enalapril maleat (Jain et al., 1992),
spironolakton (La Rotonda et al., 1980), metildopa (Rao et
al., 1982., Ting, S. 1983., Ting, S. 1984), propranolol hid-
roklorir (Hitscherich et al., 1987), asebutolol hidrokloriir
(Erram et al., 1992., Sane et al., 1993), triamteren (Korany
et al., 1983), kaptopril (Jain et al., 1991., Kirschbaum et
al., 1984), amilorid hidrokloriir (De Croo et al., 1985),
hidralazin hidrokloriir (Fatmi et al., 19390), lisinopril (Sane
et al., 1992), betaksolol hidrokloriir (Erram et al., 1982),
nadolel (Erram et al., 1992), penbutolol silfat (Erram et
al., 1992) ve pindolol (Erram et al., 1982) ile olusturdugu
ikili kombinasyonlarda UV detektdér kullanilarak 210-280 nm
arasinda ters faz si1vi kromatografisi sistemiyle simultane
olarak tayin edilmistir. Bu calismalarda genellikle okta-
desil, oktil, siyanopropil, amino, fenil tiplerinde ters faz

kolonlar kullanilmistair.

Hidroklorotiazid, bazi tablet formilasyonlar: icinde
elektrokimyasal detektéor kullanilarak tayin edilmigtir. Bu
sekilde guanetidin silfat (Stewart et al., 1986) ve spiro-
nolakton (Bachman et al., 1990) ile olugturdugu ikili kari-
simlar icinde ters faz sivi kromatografisi sistemiyle simul-

tane olarak tayin edilmistir.

Hidroklorotiazid yine ters faz s1v1
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sistemiyle, atenolol-klortalidon (Sa'sa et al., 1988) ve
atenolol-amilorid hidrokloriir (Sane et al., 1981) ile olus-
turdugu iic bilesenli tablet kombinasyonlari icinde simultane

olarak tayin edilmistir.

Hidroklorotiazid, normal faz sivi Kkromatografisi siste-
miyle UV detektor kullanilarak, plazma, idrar, kan ve safra
icinde (Yamazaki et al., 1984), reserpin ile birlikte iki
bilesenli tablet karisim: icinde (Cieri, U.R. 1988) ve
reserpin-hidralazin hidroklorir ile birlikte ii¢c bilesenli

tablet karisimi icinde (Cieri, U.R. 19%94) tayin edilmistir.

Ruggieri, R. (1960) tarafindan hidroklorotiazid 'in

kantitatif analizi icin elektroforez yontemi uygulanmistir.

Hidroklorotiazid, dihidralazin silfat ile olusturdugu
iki bilesenli tablet karisim: icinde klasik (DC) ve diferen-
siyal puls polarografi (DPP) yontemleri ile simultane olarak

tayin edilmistir (Van Kerchove et al., 1882).

Hidroklorotiazid, ham madde ve Ornek analizlerinde 1.
tirev diferensiyal puls polarografi yontemiyle kantitatitf

olarak tayin edilmistir (Liang et al., 1994).
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2.2. 1,2-Naftokinon-4-Siilfonik Asit Sodyum Tuzu (NQS)

SO;Na

Sodyum -naftokinon-4-siilfonat olarak da isimlendirilen
bu belirte¢c, ilk kez 1922 yilinda Folin tarafindan sentez

edilmistir.

NQS, alifatik veya aromatik yapidaki primer ve sekonder
aminlerle, aminin cinsine bagli olarak degisen renklerde
tirevler olusturmaktadir. NQS 'in primer ve sekonder aminler
icin duyarl: bir renk belirteci olmasina dayanilarak, cesitli

kalitatif ve kantitatif analiz yontemleri geligtirilmigtir.

NQS, aminoasitlerin tayininde kullan:imistir (Furman et
al., 1850., Evans et al., 1993). Prokain ve tetrakain 'in
tayininde, belirtec fazlasinin sodyum tiyosiilfatla giderilme-
si gerektigi belirtilmistir (Feldmann et al., 1859). Asebu-
tolol 'un asidik hidrolizi ile elde edilen bozunma irininén,

tayininde N@QS belirtect kullanilarak, ilac
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stabilitesi incelenmistir (Hakyemez, G. 1988).

Farmasotik preparatlar ig¢inde bulunan alifatik veya
aromatik amin yapisindaki cesitli ilac maddelerinin tayininde
NQS belirteci ile renkli kondensasyon iiriinlerinin olusmasina
dayanilarak, spektrofotometrik calismalar yapilmistir. Bu
sekilde, prokain (Salama et al., 1980., Gutierrez et al.,
1989), klorpromazin, prometazin ve promazinin hidroklorir
tuzlar: (Hussein et al., 1973), bendrofluazid (Salama et al.,
1983), siprofloksasin hidrokloriir (Shanbhag et al., 1991),
pindolol (Sastry et al., 1992), baklofen (Bilgic et al.,
1991), isoniazid, saluzid gibi 1isonikotinik asit tiirevleri
(Filipeva et al., 1989), aminoglutetimid (6zkirimli et al.,
1989), analjin (Filipeva et al., 1989), fluoren (Tachibana et
al., 1990), dihidralazin siilfat (Salman, A. 1987), dapson
(Iskender et al., 1986), prokainamid hidrokloriir (Giirkan, T.
1982) ve efedrin (Campins Falco et al., 1994) gibi ilac mad-

deleri NQS belirteci kullanilarak tayin edilmistir.

fdrar icinde bulunan amfetamin ve metamfetamin 'in eks-
traktif-spektrofotometrik tayininde de NQS belirteci kulla-

nilmistir (Campins Falco et al.,1994).

Amin grubu iceren maddelerin, NQS belirteci ile konden-
sasyonunu takiben sodyum ve potasyum boro hidrir ile indir-
generek fluoresans Ozellik go6steren irinlere danﬁstﬁpg;@%%i
gﬁpnd
L -
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alifatik aminler (Pesez et al., 1969) ile <farmasétik pre-
paratlarda bulunan amfetamin (Giirkan, T. 1980) ve hidralazin
(Danielson et al., 1983) NQS belirteci ile tiirevlendirilerek

fluorometrik olarak analiz edilmistir.

Feniletilamin tirevlerini (Hashimoto et al., 1979) ve
primer aromatik amino gruplarini (Vasyuk et al., 1989) icgeren
ilaglar, NQS ile tiirevlendirilerek TLC-dansitometrik olarak

tayin edilmistir,

Biyolojik sivilar icinde bulunan feniletilamin tirevi
bilesikler (Nakahara et al., 1989), primer ve sekonder amin-
ler ile amfetamin ve benzeri bilesikler (Nakahara et al.,
1988), guanidin bilesikleri (Kobayashi et al., 1987) ve met-
amfetamin ile metabolitinin (Sekine et al., 1991) tayininde
NQS belirteci ile tiirevlendirme isleminden sonra ters faz
yiksek basincli sivi kromatografisi (HPLC) yontemi kulla-
nilmistir. Bu c¢calismalarda genel olarak elektrokimyasal

detektdor kullanilmistir.

NQS belirteci ile polarografik yontemle yapilan calisg-

malara da rastlanmistir (Vire et al., 1979).
2.3. Demir Hidroksamat Reaksiyonu

Karboksilli asitler, asit anhidritler, estep;gg,
nitriller ve amidlerin hidroksilamin ile hldroksamlkwaégﬁié
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olusturmasi, bu maddelerin taninmasina olanak saglar. Hidrok-
samik asitlerin olusmasi 1ic¢cin, asit anhidritler, esterler,
nitriller ve amidler hidroksilamin ile direkt olarak reaksi-
yon verirken, Kkarboksilli asitlerin daha o6nceden ester yada
kloriirlerine doniligtiriilmesi gerekir. Olusan hidroksamik
asitlerin Fe (III) iyonu ile reaksiyonu sonunda, kirmizi-mor
renkli demir hidroksamat kompleksleri meydana gelir. Bu bile-
siklerin demir hidroksamat komplekslerinin olugmasina dayani-
larak yapilan taninma reaksiyonlarina ilaveten, kantitatitf

analiz yontemleri de gelistirilmistir.

Demir hidroksamat reaksiyonu, esterler, asit kloriirler

ve asit anhidritler icin asagidaki sekilde gerceklesmektedir:

OH~
RCOOR' + NHzOH - ~------ > RCONHOH + R'OH
RCOC1 + NH=:OH --——-- > RCONHOH + HC1
(RCO)20 + NHz:OH ------ > RCONHOH + RCOOH

3 RCONHOH + Fe3+ g====2  Fe(RCONHO)s + 3 H*

Hidroksamik asit olusumu icin karboksilli asitlerin,
aktif acil grubu olusturulmak iizere esterlerine yada kloriir-
lerine doniigtirilmesi gereklidir. Bu donistiirme reaksiyon-
lari1, susuz ortamda gerceklesmektedir. Bu yiizden, sulu
drneklere uygulanmasi zordur. 11k kez Sheehan ve Hesas (1955)
tarafindan, peptid bag:i olusturmak amaciyla kullanilmis olan
disikloheksilkarbodiimid (DCC) 'in, daha sonra (Franzblﬁgmgph

al., 1963) serbest karboksilli asitlerin hidroksilamin Bjdvo- - -
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kloriir ile hidroksamik aside doniistiriilmesinde kullanilabile-
cegl ortaya konmustur. Tanimura et al., (1972) bu reaksiyon-
dan baz: karboksilli asitlerin taninmasinda yararlanmiglar,
daha sonra (Kasai et al., 1875) benzoik, kaprilik, laktik ve
p-nitrofenil asetik asitlerin bu reaksiyona dayanan spektro-
fotometrik tayini icin optimum kosullar: incelemislerdir. Bu
arastiricilar reaksiyonun, asagidaki sekilde'gerceklestiglnl

one siirmiislerdir.

Y
RCOOH + O—N=C=N—<:>—— RCO0—C
\

H
r!l
N
P /
RCOO0—C +NH, OH—= RCO NHOH + O-_:C\
n* l
H

Bartos et al., (1974) da, baz1i karboksilli asitlerin

analizinde, bu yéntemi kullanmisglardair.

tngiliz farmakopesinde (1993) indometazin ve klofibrat

adl: ila¢ maddelerinin taninmasinda, demir hidroksamat reak-

T
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Rieko et al., (1986) ise ibuprofen, mefenamik asit,
kaptopril ve sodyum valproat gibi karboksil grubu iceren bazi
ilac maddelerinin spektrofotometrik tayininde bu yontemi

kvullanmislardir.
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3. DENEYSEL BOLUM
3.1. Maddeler, Coziciler, Cozeltiler

3.1.1. 1lac Maddeleri

Farmasotik saflikta amlodipin besilat, silazapril (%
99,5), benazepril hidrokloriir, hidroklorotiazid ve fenobar-
bital kullanildi. Amlodipin besilat, Pfizer A.S.; silazapril
ve hidroklorotiazid, Roche A.$.; benazepril hidrokloriir, Ciba
A.85.; fenobarbital, Fako A.S. 1ilag Fabrikalarindan temin

edildi.

3.1.2. Kimyasal Maddeler ve Coéziiciler

1,2-Naftokinon-4-siilfonik asit sodyum tuzu (NQS) (Flu-
ka), oniki mol sulu disodyum hidrojen fosfat (Merck), oniki
mol sulu trisodyum fosfat (Merck), sodyum dihidrojen fosfat

mono hidrat (J.T.Baker), borik asit (Merck), potasyum klorir
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hidroksilamin hidrokloriir (Merck), disikloheksilkarbodiimid
(Merck), dokuz mol sulu Fe (III) perklorat (Fluka), % 37 '1lik
hidroklorik asit (Merck), % 85 'lik fosforik asit (Merck), %
20 'lik perklorik asit (Panreac), metanol (Merck), kloroform
(Merck), n-biitanol (Merck), metilizobutilketon (Merck), ben-

zen (Merck), etilasetat (Merck), 1,2-dikloroetan (Merck).

Etanol (Tekel), distillendikten sonra kullanildi. Sulu
cozeltilerin hazirlanmasinda potasyum permanganat iizerinden

distillenmis bidistile su kullanild:.

HPLC ile 1ilgili olan calismalarda HPLC grade saflikta

metanol ve asetonitril (J.T.Baker ve Merck) kullanild:.

3.1.3. Cozeltiler
a) Amlodipin Besilat 'in Spektrofotometrik Analizinde

Kullanilanlar

Amlodipin besilat ile yapilan spektrofotometrik c¢alis-
mada deney kosullarinin saptanmasi ve olci egrisinin cizilme-
si icin, amlodipin besilat 'in su-etanol (97:3) icinde 3,00
mg.ml~* konsantrasyonunda stok <coézeltisi hazirland:. Bu
¢b6zeltinin ayn1 c¢éziici ile seyreltilmesiyle elde edilen
100-600 pg.ml-* konsantrasyonlarinda amlodipin besilat

¢cozeltileri kullanild:.
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Reaksiyon iiriininin, organik faza ekstraksiyonunda kulla-

nilmak idzere 0,1 M HCl c¢6zeltisi hazirlandl.

Amlodipin besilat 'i1n etanol icinde 500 pg.ml-* konsan-
trasyonunda stok c¢o6zeltisi hazirlandi. Bu c¢dézeltinin etanol
ile seyreltilmesiyle elde edilen 10 pg.ml~-* 'lik cdzelti, UV

spektrofotometrik yontem ile yapilan calismada kullanild:.

Belirteg Cozeltisi : NQS 'in sudaki % 1,0 'lik cozeltisi
hazirlandi. Bu c¢dézelti, hergiin taze olarak hazirlandi ve

karanlikta sakland:.
Tampon Cozeltiler :

0,1 M pH:4,0 Fosfat tamponu : 0,1 M KH=PO. ve 0,1 M HC1

cozeltileri kullanilarak hazirlandl.

0,2 M pH:6,0 ve pH:8,0 Fosfat tamponlar:i : 0,2 M KHzPO4. ve

0,2 M NaOH c¢ozeltileri kullanilarak hazirland:.

0,1 M pH:9,0, pH:9,5, pH:10,0 ve pH:10,56 Fosfat tamponlar:i :
0,1 M NagHPO., ve 0,125 M NaaPO. ¢Ozeltileri kullanilarak

hazirland:.

0,05 M pH:9,0 ve pH:10,0 Borat tamponlar:i : 0,056 M HaBOsa,

0,068 M KC1 ve 0,2 M NaOH c¢ézeltileri kullanilarak hazirlandi.

. @ZQ Lo ‘&\,

E v, S N
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0,05 M pH:10,0 Karbonat tamponu : 0,06 M Na=:COs ve 0,06 M

NaHCOas co6zeltileri kullanilarak hazirland:.

b) Silazapril 'in Spektrofotometrik Analizinde

Kullanilanlar

Silazapril ile yapilan spektrofotometrik calismada deney
kosullarinin saptanmas: ic¢in, silazapril 'in etanol icgindeki
5 mM cozeltisi, 0,3 M etanolik hidroksilamin hidrokloriir ve
0,3 M etanolik disikloheksilkarbodiimid coézeltileri hazirlan-
di. 0,02 M Fe (III) perklorat c¢oézeltisi, Fe (III) perklorat
'in 0,2 M etanolik perklorik asit icinde c¢oéziilmesiyle hazir-

land:.

Perklorik asit konsantrasyonunun saptanmas: icin, 0,10 ;
0,15 ; 0,20 ; 0,25 ve 0,30 M etanolik perklorik asit c¢ozelti-

leri hazirland:.

Olcii egrisinin c¢izilmesinde, silazapril 'in metanol

icindeki 3,0 mg.ml~* 'lik stok ¢dézeltisi hazirland:.

Silazapril 'in UV spektrofotometrik ydntemle tayininde,
metanol icinde 500 pg.ml-* konsantrasyonunda stok c¢dézeltisi
ve bu ¢oézeltinin metanol ile seyreltilmesiyle elde edilen 10

pg.ml~* 'lik cozeltisi kullanild:.
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c) Karisimlarin HPLC ile Analizinde Kullanilanlar

HPLC yontemi ile yapilan calismada, silazapril, benazep-
ril hidrokloriir, hidroklorotiazid ve fenobarbital 'in mobil
faz icinde, 1000 pg.ml~* 'lik stok cozeltileri hazirlandi. Bu
gozeltilerin mobil fazla seyreltilmesiyle elde edilen 25
pg.ml~* 'lik c¢oézeltiler, c¢alisma kosullarinin saptanmasinda

kullanild:.

Detektdor dalga boyunun saptanmasi icin, hidroklorotiazid,
benazepril hidrokloriir ve silazapril 'in asetonitril ve meta-

nol iginde hazirlanan 10 pg.ml~* 'lik cozeltileri kullanildi.

Silazapril ve benazepril hidrokloriir 'iin 6lcii egrileri-
nin cizilmesinde, herbirinin icinde 10 pg.ml~* fenobarbital
bulunan 5-15 pg.ml-* konsantrasyon araliginda standart c¢o-

zeltiler hazirlandi.

Hidroklorotiazid 'in ol¢i egrisinin cizilmesinde, her-

birinin icinde 10 pg.ml~* fenobarbital bulunan 10-30 pg.ml—*

konsantrasyon araliginda standart cézeltiler hazirland:.

Tampon Cézeltiler :

0,02 M pH:3,0 ve pH:4,0 Fosfat tamponlari : 0,02 M NaH=PO. ve

0,02 M HaPOa. cOzeltileri kullanilarak hazirland:.
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0,02 M pH:6,0 ve pH:6,0 Fosfat tamponlar:i : 0,02 M NaHzPO, ve

0,02 M NazHPO, cozeltileri kullanilarak hazirlandi.

Mobil Faz : Mobil faz olarak, metanol-pH:4,0 fosfat tamponu

(70:30)

karisim: kullanild:.

3.2. Aletler ve Diger Gerecler

Spektrofotometre (Philips PU 8700 UV-Visible)
Spektrofotometre (Unicam UV2-100 UV-Visible)
Spektrofotometre icin 1 em 'lik cam ve kuvais
kivetler (Hellma, 10x10x45 mm)

Analitik terazi (Sartorius analytic A 200B, 0,1 mg 'a
kadar duyarli)

FTIR Spektrometre (Mattson 1000)

Girdap Karistiric: (Niive)

Calkalayici (Nive SL5O)

Santrifiij (Janetzki T 30)

pH metre (Metrohm E-510 Herisau) ve pH elektrodu

(Metrohm AG CH-9101 Herisau)

10- Vakum pompasi (Edwards High vacuum pump E2M5)

11- Ultrasonik banyo (Azakli)

12- 3,9 pm capinda 30 cm boyunda, 10 pm Bondapak Cis

ters faz kolon, 6510 model yiiksek-basin¢ pompasi,
481 model degigsken dalga boylu spektrofotometre,

UBK iiniversal enjektér, bilgisayar ve yazicidan
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olusan sivi kromatografi cihazi (Waters)

13- Hamilton enjektor (25 pl 'lik)

14- Mobil faz ve ornek ¢oézeltilerinin siizilmesi icin, HA
(0,45 pm), HV (0,45 pm), FH (0,5 pm) tiplerinde
milipor filtreler

15- Plastik kapakl:i ve silifli 15 ml 'lik cam santrifiij

tipleri (spektrofotometrik calismalarda kullanildli)

3.3. Yontemler
3.3.1. Amlodipin Besilat 'in Spektrofotometrik Analizi

3.3.1.1. Deney Kosullarinin Saptanmasi

Amlodipin ile NQS  Dbelirteci arasindaki reaksiyonun
sonunda meydana gelen kirmizi renkli kromoforun olusmasinda,
uygun pH ve tampon c¢ézeltinin cinsi, ekstraksiyonda kullani-
lan g¢oziciiniin cinsi, sicaklik, reaksiyon siiresi ve belirtecg
miktar:i gibi parametrelerden herbirinin etkisi asagidaki gibi

incelendi.

3.3.1.1.a. Uygun pH ve Tampon Coézelti

Kapakli ve silifli tipler icine, 200 pg.ml~* amlodipin
besilat iceren c¢dzeltiden 0,5 'er ml alindi. 1,0 ml tampon
¢cozelti ve 0,56 ml % 1,0 'lik NQS c¢6zeltisi ilave edilerek
70 °C de 20 dakika 1sitildi. Daha sonra sogutulan cozeltilere

2,0 ml 0,1 M HCl1 cozeltisi ve 2,0 ml su ilave edilerek toplam

+ . S,
N

S
er..




b2

kullanilarak elde edilen c¢ozeltilerin, bos deneme c¢odzelti-
lerine kars: spektrumlar:i alindi ve bu spektrumlara dayanil-
arak reaksiyonun gerceklesmesi icin uygun pH ve tampon
cozelti saptandl. Elde edllenvsonuclar, bélim 4.1.1.a. ‘'da

verilmistir.
3.3.1.1.b. Uygun Ekstraksiyon Cézicisi

Kapakli ve silifli tilpler icine, 100 pg.ml—* amlodipin
besilat iceren c¢ozeltiden 1,0 'er ml alindi. 0,5 ml pH 10,0
fosfat tamponu c¢ézeltisi ve 0,5 ml % 1,0 'lik NQS ¢oézeltisi
ilave edilerek 70 ©°C de 20 dakika 1si1tildi. Daha sonra
sogutulan ¢ozeltilere 1,0 ml 0,1 M HCl c¢o6zeltisi ve 4,0 ml
organik ¢éziici ilave edilerek, girdap karistiricisinda 1,5
dakika karistirildy ve 5 dakika santrifiij yapildi. Organik
fazlar, bir pastor pipet yardimiyla sulu fazdan ayrildl.
Farkli organik c¢oziiciiler kullanilarak ekstre edilen renkli
tirevlerin, bos deneme cozeltilerine kars: spektrumlar:
alindi. Anex 'lar ve bu dalga boyundaki absorbanslar saptan-
di1. Uygun c¢ozici saptandiktan sonra, elde edilen tirevin bu
goziici icindeki dayanikligi: incelendi. Elde edilen sonuclar

bolim 4.1.1.b, 'de gosterilmistir.
3.3.1.1.c. Sicaklik ve Reaksiyon Siresi

Santrifij tiplerl icine, 100 pg.ml~* amlodipin besilat

iceren c¢cozeltiden 1,0 ‘er ml alindi. 0,5 ml pH 10,0 fosfat

"("” s% g ,

tamponu c6zeltisi ve 0,6 ml % 1,0 'lik NQS cozel}ﬁ@% vg;
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edildi. Bir de bos deneme codzeltisi hazirlandi. Hazirlanan
ornek ve bos deneme ¢6zeltileri, belirli sicakliklarda 10,
20, 30 ve 40 'ar dakika bekletildi. Cozeltilerin oda sicak-
li1gina sogutulmasinin ardindan tiim 6rnek ve bos deneme ¢ozel-
tilerine, 1,0 ml1 0,1 M HCl cozeltisi ve 4,0 ml n-biitanol ila-
ve edilerek girdap karistiricisinda 1,5 dakika karistirild:.
6 dakika santrifiij yapildi. Tim coézeltilerde organik fazlar,
bir pastor pipet yardimiyla sulu fazdan ayrilarak, herbir
sicaklik ve 2zaman peryodunda elde edilen tiirevin 484 nm de
bos deneme c¢o6zeltisine kars: absorbans: o6lgiildi. Elde edilen
veriler ve bunlara dayanilarak varilan sonug¢lar, 4.1.1.d.

bélimiinde yer almaktadir.

3.3.1.1.d. Belirtec Miktar:

Santrifij tipleri icine, 600 pg.ml~* amlodipin besilat
iceren cozeltiden 0,5 'er ml alindi. 0,5 ml pH 10 fosfat
tamponu c¢ézeltisi ve sirasiyla 0,15 ; 0,26 ; 0,35 ; 0,40 ;
0,60 ; 0,60 ve 1,0 ml % 1,0 "l1ik N@QS cozeltileri ilave edil-
di. Hazirlanan ¢dézeltilere, herbirinde toplam hacim 2,0 ml
olacak sekilde su ilave edildi. Bos deneme c¢oézeltileri de
hazirlanarak, o6rnek c¢oézeltileri 1ile birlikte 70 °C de 20
dakika 1si1ti1ldi. Coézeltilerin sogutulmasinin ardindan her-
birine, 1,0 ml 0,1 M HCl cézeltisi ve 4,0 ml n-biitanol ilave
edilerek girdap karistiricisinda 1,5 dakika karigtirildi. B

dakika santrifiij yapildi. Hazirlanan o&rnek ve bos deneme

e

o

cézeltilerindeki organik fazlar, bir pastér pipet yardimiyla
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elde edilen tirevlerin 4%4 nm de bos deneme coézeltilerine
karsi absorbanslar:i olciildi. Elde edilen sonucgclar, bdliim

4.1.1.e. de yer almaktadir.
3.3.1.2. Olci Egrisinin Hazirlanmasi

Santrifij tipleri 1icine, 300 pg.ml—* amlodipin besilat
iceren cozeltiden, sirasiyla 0,2 ; 0,4 ; 0,6 ; 0,8 ve 1,0 ml
alindi. Uzerlerine, toplam hacim 1,0 ml olacak sekilde su-
setanol (87:3) cozeltisi, 0,5 ml pH 10,0 fosfat tamponu c¢ézel-
tisi ve 0,5 ml % 1,0 '1ik NQS c¢ézeltisi ilave edildi. Bir de
bos deneme c¢oézeltisi hazirlandi. Hazirlanan cdzeltiler 70 °C
de 20 dakika 1sitildi. Cézeltilerin oda sicakligina sogutul-
masinin ardindan, 1,0 ml 0,1 M HCl coézeltisi ve 4,0 ml n-bii-
tanol ilave edilerek, girdap karistiricisinda 1,5 dakika
karistirildi. 5 dakika santrifij yapild:. Organik fazlar,
bir pastor pipet yardimiyla sulu fazdan ayrildi.Hazirlanan
standart ¢ézeltilerin, 494 nm de bos deneme ¢ozeltisine kars:
absorbanslar: olc¢iildii. Bu islem, herbir standart coézelti icin
5 kez tekrarlanarak standart sapmalar hesaplandi. Bu degerler
ile konsantrasyonlar arasinda bir grafik cizilerek, amlodipin
besilat 'in 8lc¢i egrisi olusturuldu. Olci egrisine ait dogru

denklemi en kiiciik kareler yontemine gére hesaplanda.
3.3.1.3. Farmasotik Preparata Uygulanmasi

.20 adet tablet tek tek tartildi. Ortalama tablet

agirlig1 saptandi. Tabletler cam havanda ezilerek to;fh%ﬁﬁﬁb¢
_."‘(‘ dn ;»"‘f*u\“
Jk’ frr g
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getirildi. Bu toz karisimdan, 10 mg civarinda amlodipin besi-
lat 'a esdeger miktarda bir porsiyon hassas olarak tartila-
rak, 50 ml 'lik balonjojeye konuldu. 30-40 ml su-etanol
(87:3) cozeltisi 1lave edilerek calkalayicida yarim saat
karigtirildiktan sonra ayni1 ¢oziici ile hacmine tamamlandi.
Cozelti iyice karistirildiktan sonra mavi bantli siizgec kagi-
dindan siiziildi. Sizintinin ilk 10 ml 'si atild:. Kuru ve
temiz bir balonjojede toplanan kalan kisimdan 1,0 ml alina-
rak, santrifij tidpiine aktarildi. Uzerine, 0,5 ml pH 10,0
fosfat tamponu coézeltisi ve 0,56 ml % 1,0 'lik NQS c¢gozeltisi
ilave edildi. Bir de bos deneme ¢é6zeltisi hazirlanarak,
cozeltiler 70 °C de 20 dakika 1si1tild:. Cozeltilerin oda
sicakligina sogutulmasinin ardindan, 1,0 ml 0,1 M HCI1
¢cozeltisi ve 4,0 ml n-biitanol ilave edilerek, girdap karisti-
ricisinda 1,5 dakika karistirildir. b dakika santrifiij yapi1l-
di. Organik fazlarin bir pastéor pipet yardimiyla sulu fazdan
ayrilmasini takiben, o6rnek coézeltisinin 494 nm de bos deneme
cozeltisine karsi1 absorbansi o6lgiildii. Bu absorbans degerinin
0lcii egrisindeki karsiligi bulunarak, tabletdeki madde mik-
tari1 tayin edildi. itslem farkli tartimlar alinarak b kez

tekrarland:.
3.3.2. Kryas Yontemi
Kiyas yontemi olarak, ultraviyole spektrofotometrik

yontemden yararlanild:. Amlodipin besilat 'in etanol icinde

10 pg.ml-* konsantrasyonunda standart cozeltisi ha21r;&ﬁ§ﬁ§k,“ﬁ
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A

uvltraviyole bélgede spektrumu alindi ve 'max (238 nm) ile
absorbans degeri kaydedildi. Daha &6nce toz haline getirilen
tablet o6rneginden 2,3-2,5 mg amlodipin 'e esdeger miktarda
tartim alinarak, 25 ml 'lik balonjoje icine aktarildi. 20 ml
kadar etanol ilave edilerek calkalayicida yarim saat
karistirildi. Etanol ile hacmine tamamlandiktan sonra iyice
karistirilan ¢cozelti, mavi bantli sizgeg¢ kagidindan siizildii.
Siziintinin ilk 5-10 ml 'si atildi. Kuru ve temiz bir balon-
jJojede toplanan kalan kisimdan 1,0 ml alinarak, 10 ml '1lik
balonjojeye aktarildi. Etanol ile hacmine tamamlandiktan
sonra karistirilan c¢oézeltinin 238 nm de etanole kars:
absorbansi: olgiildi. Bu islem, farkli tartimlar alinarak 5 kez
tekrarlandi. Tabletdeki madde miktari, elde edilen absorbans
degerlerinden yararlanilarak tek standart yoéntemi ile tayin

edildi.
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3.3.3. Silazapril 'in Spektirofotometrik Analizi

Silazapril, yapisinda karboksil grubu bulunan bir ilac
maddesidir. Bu karboksil grubu dzerinden, renkli demir
hidroksamat tiirevi haline déniigtiriilerek, spektrofotometrik
tayini icin optimum kosullar incelendi. Demir hidroksamat
olusumu, iki kademede tamamlanmaktadir. Birinci kademe, sila-
zapril 'in karboksil grubu iizerinden, disikloheksilkarbodi-
imid ve hidroksilamin hidrokloriir ile alkolli ortamda hidrok-
samik asite doniismesi, ikinci kademe ise perklorik asitli
ortamda Fe (III) iyonu ile kizil-kahverenkli demir hidroksa-
mat olusmasidir. Bu reaksiyonlarla ilgili reaksiyon denklem-

leri, genel boéliimde verilmistir (Boélim 2.3.).

Sekil 4.5. de , bu tirevin UV-goriinir bdélge spektrumu,
bos deneme c¢ozeltisininki ile birlikte goriilmektedir. Goril-
diigii gibi absorpsiyon maksimumu, 517 nm dedir. Her iki kade-
meye ait optimum kosullarin belirlenmesi icin, disikloheksil-
karbodiimid, hidroksilamin hidrokloriir, demir (III) perklorat
miktarlar: ve perklorik asit c¢ozeltisinin konsantrasyonu,

birinci kademe icin sicaklik ve reaksiyon siiresi incelendi.

3.3.3.1. Deney Kosullarinin Saptanmasi

3.3.3.1.a. Disikloheksilkarbodiimid (DCC) Miktara

Diger belirteclerin miktarlari sabit tutularak, deg{gqn

DCC miktarlar: ile birlikte, silazapril 'in demir hidrokgauk

o .
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tiirevleri olusturuldu. Bu amacla, silifli tipler icine, 5mM
silazapril iceren etanolik cozeltiden 1,0 ml alindi. Uzerle-
rine, 1,0 ml 0,3 M hidroksilamin hidrokloriir cozeltisi ve
sirasiyla 0,2 ; 0,3 ; 0,4 ; 0,5 ; 1,0 ve 1,5 ml 0,3 M DCC
cozeltileri ilave edildi. Ayni sekilde bos deneme coézeltileri
de hazirlanarak, tim cdézeltiler 30 °C de 20 dakika 1s1tild:.
Cozeltilerin oda sicakligina sogumasinin ardindan herbirine
1,0 ml 0,02 M Fe (III) perklorat cozeltisi ilave edildi. Daha
sonra 10 ml ’'lik balonjojelere transfer edilen c¢ozeltiler,
etanol ile hacmine tamamlandi: ve karistirildi. Degisen DCC
miktarlar: ile elde edilen c¢odzeltilerin Amax 'unun saptan-
masindan sonra, bu dalga boyundaki (517 nm) absorbanslar:
bos deneme c¢oézeltisine karsi olciildii. Bulunan degerler,

4.2.1.2.a. bolimindedir.

3.3.3.1.b. Hidroksilamin Hidroklorir (HAHC) Miktar:

DCC miktar:, ile Fe (I1II) perklorat 'in miktari sabit
tutularak, hidroksilamin hidroklorir miktarlarinin absorbansa
etkisini incelemek amaciyla, gilifli tipler icine 5mM sila-
zapril iceren etanolik c¢ézeltiden 1,0 ml alindi. Uzerlerine
0,4 ml 0,3 M DCC ¢obzeltisi ve sirasiyla 0,3 ; 0,4 ; 0,5 ; 1,0
ve 1,5 ml 0,3 M HAHC co6zeltisi ilave edildi. Ayni sekilde bos

deneme ¢o6zeltileri hazirlandi. Hazirlanan cozeltiler 30 °C de

20 dakika 1si1tildi. Oda sicakligina sogumalarinin ardindan

edildi. Ornek ve bos deneme coézeltileri 10 ml
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Jojelere transfer edilerek etanol ile hacmine tamamlandi ve
karigtirildi. Degisen HAHC miktarlari ile elde edilen gdézel-
tilerin, 517 nm de bos deneme ¢dzeltilerine kars: absorbans-
lari1 é6lc¢iildii. Elde edilen sonuclar, bélim 4.2.1.2.b. de yer

almaktadir.
3.3.3.1.c. Fe (II1) Perklorat Miktar:

Belirlenen DCC ve HAHC miktarlari kullanilarak, Fe (III)
perklorat miktarlari degistirildi. Bu amacla gilifli tipler
igine, b mM etanolik silazapril coézeltisinden 1,0 ml alind:.
Uzerlerine 0,4 ml 0,3 M DCC ve 0,5 ml 0,3 M HAHC cozeltileri
ilave edildi. Ayni1 sekilde bos deneme cézeltileri de hazirla-
narak tim coézeltiler, 30 °C de 20 dakika 1sitildi. Coézelti-
lerin oda sicakligina sogumalarini takiben drnek ve bos dene-
me ¢o6zeltilerine sirasiyla 0,3 ; 0,4 ; 0,5 ; 1,0 ve 1,56 ml
0,02 M Fe (III) perklorat ¢ézeltisi ilave edildi. Daha sonra
10 ml 'lik balonjojelere transfer edilen c¢dézeltiler etanol
ile hacmine tamamlandi ve karistirildi. Degisen Fe (III)
perklorat miktarlari ile elde edilen c¢ézeltilerin bos deneme
cozeltilerine karsi absorbanslari, 517 nm de Olgiildi. Sonug-

lar, boélim 4.2.1.2.c. 'de verilmistir.
3.3.3.1.d. Perklorik Asit Cozeltisinin Konsantrasyonu

Ortamda bulunan perklorik asit konsantrasyonunun, sila-
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olan etkisi incelendi. Bu amacla, silitli tipler icine 1,0 ml
5 mM etanolik silazapril cozeltisi, 0,4 ml 0,3 M DCC cozel-
tisi ve 0,5 ml 0,3 M HAHC cozeltisi konuldu. Ayni sekilde bir
seri bos deneme cozeltisi hazirlandi. Coézeltiler 30 °C de 20
dakika 1si1tildi. Oda sicakligina sofumalarini takiben ornek
ve bos deneme c¢oézeltilerine sirasiyla 0,10 ; 0,15 ; 0,20 ;
0,26 ve 0,30 M etanolik perklorik asit ig¢inde coziilerek
hazirlanmis 0,02 M Fe (III) perklorat gozeltilerinden 1,0 'er
ml ilave edildi. Daha sonra 10 ml 'lik balonjojelere transfer
edilen cozeltiler, etanol ile hacmine tamamlanarak karisti-
rildi. Bu sekilde farkli konsantrasyonlarda perklorik asit
cozeltileri icinde olusturulan demir hidroksamat tiirevlieri-
nin, bos deneme cdzeltilerine karsi absorbanslari, 517 nm de

kaydedildi. Sonuclar bdélim 4.2.1.2.d. 'de gosterilmektedir.

3.3.3.1.e. Sicaklik ve Reaksiyon Siiresi

Silifli bir seri tip icine, B mM etanolik silazapril
¢cozeltisinden 1,0 ml, 0,4 ml1 0,3 M DCC c¢ozeltisi ve 0,5 ml
0,3 M HAHC cozeltisi konuldu. Ayni sekilde bos deneme
cozeltileri hazirlandi. Hazirlanan ornek ve bos deneme
cozeltileri 156 °C ve 30 °C olmak 1{izere iki ayri sicaklikta
5, 10, 20 ve 30 'ar dakika bekletildi. Herbir oérnek ve bos
deneme c¢ozeltisine, tatbik edilen siirenin sonunda 1,0 'er ml
0,02 M Fe (III) perklorat ¢ozeltisi ilave edildi. Daha sonra
10 ml ‘1lik balonjojelere transfer edilen cozeltiler,

ile hacmine tamamlanarak karistirildi. Bu sekilde
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si1caklik ve siirelerin sonunda elde edilen c¢o6zeltilerin, bos
deneme ¢ozeltilerine karsi absorbanslar:i, 517 nm de kayde-

dildi. Elde edilen sonug¢lar, bélim 4.2.1.2.e. dedir.

3.3.3.2. Olci Egrisinin Hazirlanmas:

Silifli bir seri tip icine, silazapril'in 3,0 mg.ml—*
'lik stok cozeltisinden sirasiyla 0,2 ; 0,4 ; 0,6 ; 0,8 ve
1,0 ml alinarak, iizerlerine toplam hacim 1,0 ml olacak
gsekilde metanol, 0,4 ml 0,3 M DCC ¢bzeltisi ve 0,5 ml 0,3 M
HAHC cozeltisi 1ilave edildi. Bir de bos deneme cozeltisi
hazirlandi. Cozeltiler 30 °C de 10 dakika 1sitildiktan sonra
oda sicakligina sogumalarini takiben tdzerlerine 1,0 ml 0,02 M
Fe (III) perklorat coézeltisi ilave edildi. Daha sonra 10 ml
'1ik balonjojelere transfer edilen c¢bdzeltiler, etanol ile
hacmine tamamlanarak karistirildi. Hazirlanan standart ¢ozel-
tilerin absorbans: 517 nm de bos deneme c¢dzeltisine kars:
6lgiildi. Bu islem herbir standart coézelti icin 5 kez tekrar-
lanarak ortalamalar ve standart sapmalar hesaplandi. Absor-
bans degerleri ile konsantrasyonlar arasinda bir grafik cizi-
lerek silazapril 'in o6lcii egrisi olusturuldu. Ol¢i egrisine
ait dogru denklemi, en kiiciik kareler yodntemine goére hesap-

land:.

3.3.3.3. Farmasotik Preparata Uygulanmasi
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111 saptandi. Tabletler cam havanda ezilerek toz haline
getirildi. Bu toz karisimdan alinan 25 mg silazapril 'e
esdeger miktarda ©Ornek, hassas olarak tartilarak 25 ml 'lik
balonjoje icine konuldu. Uzerine 15-20 ml metanol ilave
edilerek calkalayicida yarim saat karistirildi. Daha sonra
metanocl ile hacmine tamamlanarak iyice karistirilan cézelti,
temiz ve kuru bir balonjoje icine mavi bantli siizge¢c kagidin-
dan siizildi. Siiziintiinin ilk 5-10 ml 'si atild:. Kalan kis-
mindan silifli tidp icine 1,0 ml alinarak iizerine, 0,4 ml
0,3 M DCC c¢ozeltisi ve 0,56 ml 0,3 M HAHC cozeltisi ilave
edildi. Bir de bos deneme ¢6zeltisi hazirlanarak, oOrnek
cozeltisi ile birlikte 30 °C de 10 dakika 1sitildi. Cozelti-
lere, oda sicakligina sogumalarinin ardindan 1,0 ml 0,02 M Fe
(II1) perklorat cozeltisi ilave edildi. Daha sonra 10 ml 'lik
balonjojelere transfer edilen cozeltiler, etanol ile hacmine
tamamland: ve karistirildi. Ornek c¢dzeltisinin absorbans:,
517 nm de bos deneme c¢ozeltisine karsi olciildii. Bu absor-
bansin o6lcii egrisindeki karsilig: bulunarak, tabletdeki madde
miktari tayin edildi. Bu islem, farkli tartimlar alinarak 5

kez tekrarland:.
3.3.4. Kiyas Yontemi

Kiyas yontemi olarak, ultraviyole spektrofotometrik
yontemden yararlanildi. Silazapril 'in metanol icinde hazir-
lanan 10 pg.ml~* konsantrasyonundaki standart czeltisinin

S g Ty
ultraviyole spektrumu alinarak, Aunu.x (209 nm) ve absorbans

i
E ot an
o e
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degeri saptandi. Daha o6nce toz haline getirilen tablet 6rne-
ginden, 25 mg silazapril 'e egdeger miktarda tartim alind:.
25 ml 'lik balonjoje igcinde 20 ml kadar metanol ilavesiyle
calkalayicida yarim saat karigtirildi. C(Cozelti metanol ile
hacmine tamamlandiktan sonra lyice karistirildi ve temiz ve
kuru bir balonjoje icine mavi bantl:i siizge¢ kagidindan stzdl-
di. Sizintinin ilk 5-10 ml 'si atildi. Kalan kismindan 0,1
ml alinarak, 10 ml 'lik balonjojeye aktarildi ve metanol ile
hacmine tamamlandi. (Coézelti karistirildiktan sonra 209 nm de
metanole karsi absorbansi élcildi. Bu islem, farkli tartimlar
alinarak 5 kez tekrarlandi. Elde edilen absorbans degerlerin-
den yararlanilarak tabletdeki madde miktari, tek standart

yontemi ile tayin edildi.
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3.3.56. Hidroklorotiazid-Benazepril Hidrokloriar ve
Hidroklorotiazid-Silazapril Karisimlarinin
Yiksek Basincl: Sivi Kromatografisi ile Analizi

3.3.5.1. Detektor Dalga Boyunun Saptanmas:

Hidroklorotiazid-benazepril hidrokloriir ve hidrokloro-
tiazid-silazapril iceren tabletlerin yiksek basinc¢cl: s1ivi
kromatografisi ile analizinde detektdér dalga boyunun saptan-
mas) icin, hidroklorotiazid, silazapril ve benazepril hidro-
kloriir 'in metanol ve asetonitril icinde hazirlanan 10 ug.ml-
* konsantrasyonundaki c¢ézeltilerinin spektrumlari alindi. Bu
spektrumlar, bélim 4.3.1. de belirtildigi gibi incelenerek
hidroklorotiazid-benazepril hidroklorir ve hidroklorotiazid-
silazapril karigimlari icin absorbansin gézlenecegi en uygun

dalga boyu belirlendli.
3.3.5.2. pH 'i1n Alikonma Zamanlarina Etkisi

Hidroklorotiazid, benazepril hidroklorir ve silazapril
'in alikonma zamanlari 1ile mobil fazin pH '1 arasindaki
iliskinin incelenmesinde, pH '1 3 1ila 7 arasinda degisen
ftosfat tamponu c¢ozeltileri ile metanol veya asetonitrilin
belirli oranlardaki karisimlarindan elde edilen mobil fazlar
kullanildi. Hidroklorotiazid, silazapril ve benazepril hidro-
kloriir 'tin kullanilan mobil faz iginde hazirlanan 25 pg.ml—2*

konsantrasyonundaki coézeltilerinden 25 pl, 1,0 ml.dak™*

a

akis

s

hizinda (1500 PSI basincta) sivi kromatografa enjektpﬁﬁy“%
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Elde edilen kromatogramlarin incelenmesiyle silazapril, bena-
zepril hidrokloriir ve hidroklorotiazid 'in cesitli pH ’'larda
asetonitril veya metanol iceren mobil fazlar kullanildiginda
kolondaki alikonma hacimleri belirlendi. Mobil fazin metanol
veya asetonitril icerdigi durumda maddelerin herbiri icin pH
ile alikonma hacmi arasindaki iliski incelendi ve buna daya-
narak hidroklorotiazid-benazepril hidrokloriir ve hidrokloro-
tiazid-silazapril karisimlarinin analizi icin uygun pH arali-
g1 belirlendi. Elde edilen verilere dayanilarak varilan

sonuc¢clar bolim 4.3.2. de gosterilmektedir.

3.3.5.3. Mobil Fazdaki Organik Coziici Oraninin Alikonma

Zamanlarina Etkisli

Mobil fazdaki organik c¢éziicii oran1 ile hidroklorotiazid,
benazepril hidrokloriir ve silazapril 'in alikonma zamanlari
arasindaki iliskinin incelenmesi amaciyla mobil faz olarak,
asetonitril veya metanoliin pH 4,0 fosfat tamponu ile cesitli
oranlarda karistirilmas: ile elde edilen ¢dézeltiler kullanil-
di1. Hidroklorotiazid, benazepril hidrokloriir ve silazapril
'in kullanilan mobil faz icinde 25 pg.ml~* konsantrasyonunda
cozeltileri hazirlanarak, bu ¢dzeltilerden si1vi kromatografa
1,0 ml.dak~™* akis hizinda 25 pl enjekte edildi. Elde edilen
kromatogramlarin incelenmesiyle silazapril, hidroklorotiazid
ve benazepril hidrokloriir 'iin c¢egitli oranlarda asetonitril
veya metanol igeren mobil fazlar kullanildiginda kolondaki

alikonma hacimleri belirlendi. Maddelerin herbiri icin, mobil. .

A

3

fazdakl organik c¢oziciiniin metanol veya asetonitril”

T e
olmasi
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durumunda mobil fazdaki organik c¢ozici oran1 ile alikonma
hacmi arasindaki iliski incelendi. Elde edilen veriler, béliim

4.3.3. de yer almaktadir.

3.3.5.4. Kantitatift Amaliz

3.3.5.4.1. Uygun 1lc¢ Standart Maddenin Saptanmasi

Hidroklorotiazid-benazepril hidrokloriir ve hidrokloroti-
azid-silazapril karisimlarinin kantitatif analizlerinde Iic¢

standart yontemi kullanildi.

Uygun i¢c standart maddenin belirlenmesi icin, kafein,
parasetamol, antipirin, fenobarbital, askorbik asit, salisi-
lik asit ve sakkarin gibi maddeler test edildi. Bu amacla
mobil faz olarak metanol-pH 4,0 fosfat tamponu (70:30) kari-
sim1 kullanilarak, i¢ standart olarak incelenen maddelerin
mobil faz icinde 256 pg.ml~* 'lik c¢ozeltileri hazirlandi. Bu
¢b6zeltilerden siv1 kromatografa 1,0 ml.dak~* akis hizinda 26
pl enjekte edildi. Elde edilen kromatogramlarin incelenmesi-
yle hidroklorotiazid-benazepril hidrokloriir ve hidrokloroti-
azid-silazapril karisimlarinin analizi icin uygun i¢ standart

madde belirlendi.
3.3.5.4.2,. O0l1ci Egrilerinin Hazirlanmasi

Incelenen ila¢ maddelerinin konsantrasyonlar:i ile pik

alanlar: arasindaki 1iliskiyi incelemek iizere asagidaki kari-

""""

simlar hazirland:i:
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Hidroklorotiazid-benazepril hidrokloriir karisiminin
analizi i¢cin, hidroklorotiazid 'in mobil faz icinde hazir-
lanan 1000 pg.ml1-* 'lik stok c¢odzeltisinden 10 ml 'lik balon-
Jojeler igine (100-300)pl 'lik hacimler alindi. Uzerlerine
benazepril hidrokloriir ‘'idin 1000 pg.ml-* 'lik stok cozelti-
sinden (50-150) pl 'lik hacimler ve 1000 pg.ml~* 'lik feno-
barbital cdzeltisinden 100 pl ilave edildi ve balonjojeler

mobil fazla hacmine tamamland:.

Hidroklorotiazid-silazapril karisiminin analizi icin,
hidroklorotiazid 'in mobil faz icinde hazirlanan 1000 pg.ml-*
'1ik stok cozeltisinden 10 ml 'lik balonjojeler icine (100-
300)ul 'lik hacimler alindi. Uzerlerine, silazapril 'in 1000
pg.ml~* "1ik stok c¢oézeltisinden (50-160)ul 'lik hacimler ve
1000 pg.ml~* ’'1ik fenobarbital c¢dzeltisinden 100 pl ilave

edilerek, balonjojeler mobil fazla hacmine tamamlandi.

Hazirlanan bu standart c¢oézeltiler, siizildiikten sonra 25
pl "lik hacim, sivi kromatografa enjekte edildi. Kromatografi
islemi, metanol-pH:4,0 fosfat tamponu (70:30) mobil fazi ile
1,0 ml.dak~* akis hizinda yapildi. Detektdr, 209 nm dalga

boyunda tutuldu.

Ayn1 kosullarda 5 kez caligsilarak, hidroklorotiazid,
benazepril hidrokloriir ve silazapril 'in herbir konsantras-

yonda elde edilen pik alanlari, i¢ standart madde olan feno-

-4 Sy, .
430 o M%‘gﬂh

barbital 'in pik alanlarina oranlandi. Pik alanlar: ’dﬁ éii—'ﬁ

4
b6
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nin ortalamasi1 (A) ve bag:il standart sapmalar [(S/X)x 100]
hesaplandi1. Hidroklorotiazid, benazepril hidrokloriir ve
silazapril 'in ortalama pik alanlar: orani1 degerleri 1ile
karsi1lik olan konsantrasyon degerleri arasinda 6lcii egrileri
cizildi. Olci egrilerine ait regresyon denklemleri en kiicik

kareler yéntemi ile hesaplandl.
3.3.5.4.3. Farmasotik Preparatlarin Analizi

Her iki preparatin analizinde 10 adet tablet tek tek
tarti1ld: ve ortalama tablet agirliklari saptandi. Daha sonra
tabletler, bir porselen havanda ince toz haline getirilerek
toz tablet karisimlar: hazirlandi. Toz tablet karisimlarin-
dan, hidroklorotiazid-benazepril hidrokloriir karisiminin
analizi icin 3,0 mg benazepril hidroklorir 'e (ve 3,75 mg
hidroklorotiazid 'e) esdeger miktarda ; hidroklorotiazid-
silazapril karisiminin analizi icin ise 2,6 mg silazapril 'e
(ve 6,0 mg hidroklorotiazid 'e) esdeger miktarda odrnek
alinarak hassas olarak tartildi. Alinan tartim, 50 ml 'lik
balonjojeler icinde 30-40 ml metanol ilavesiyle calkalayicida
yarim saat karigtirildi. Daha sonra, metanol 1ile hacmine
tamamlanarak iyice karistirilan c¢dzelti, mavi bantl:i siizgecg
kagidindan siiziildi. Siizintiinin ilk 5-10 ml 'si atildiktan
sonra, kalan kisimdan 10 ml 'lik balonjoje icine 2,0 ml
alind:. Uzerine, 1000 pg.ml~-* 'lik fenobarbital ¢ézeltisinden
100 pl ilave edildi ve balonjoje, mobil fazla hacmine tamam%

lanarak karistirildi. Elde edilen ¢ozelti suzuldukt @&0ﬁ¢a,
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HPLC calismasi icin 256 pl 'lik hacim alinarak, boliim
3.3.5.4.2. de anlatildig:1 sekilde caligildl. Islemler 5 'er
kez tekrarlandi. Olgiilen pik alani oranlari degerlerine kar-
s1l1k olan hidrpklorotiazid, benazepril hidrokloriir ve sila-
zapril miktarlar:, ilgili 6lcli egrileri yardimlari ile
hesaplanarak, bir tablet 1icinde bulunan hidroklorotiazid,

benazepril hidroklorir ve silazapril miktarlar: tayin edildi.
3.3.5.4.4. Kiyas Yontemleri

Kiyas yontemleri olarak, tirev spektrofotometrik yontem-
den yararlanildi. Bu yéntemde, hidroklorotiazid-benazepril
hidrokloriir karisiminin analizi ic¢cin  hidroklorotiazid ve
benazepril hidrokloriir 'tin metanol icinde 2-10 pg.ml-* ara-
sindaki standart coézeltileri ile hidroklorotiazid-silazapril
karisiminin analizi ic¢in hidroklorotiazid ve silazapril 'in
metanol i¢inde sirasiyla 2-10 pg.ml~* ve 4-12 pg.ml-* arasin-
daki standart c¢ozeltileri hazirlandi. Hidroklorotiazid-bena-
zepril hidrokloriir karisiminin analizi ic¢in hazirlanan hidro-
klorotiazid iceren standart c¢cézeltilerin, 2563,7 nm de 2.dere-
ce tiirev absorbans degerleri ve hidroklorotiazid-silazapril
karisiminin analizi ic¢cin hazirlanan hidroklorotiazid iceren
standart ¢ozeltilerin, 272,9 nm de 3.derece tirev absorbans
degerleri, benazepril hidrokloriir iceren standart cozelti-
lerin 224,7 nm de 3.derece tiirev absorbans degerleri ve
silazapril iceren standart c¢bzeltilerin 215 nm de 2.derece
tirev absorbans degerleri o6lciildi. Tiirev absorbans degerleri

ile konsantrasyonlar arasinda grafikler cizilerek hingK?SEK?m%
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tiazid, silazapril ve benazepril hidroklorir 'e ait o6lci
egrileri olugsturuldu. 1la¢ maddeleri, +toz tablet karisim-
larindan metanol ile alindiktan sonra, hidroklorotiazid-
benazepril hidrokloriir karisimini iceren tablet icinde
bulunan hidroklorotiazid miktari, 253,7 nm de 2.derece tiirev
absorbans degerinin 6lcilmesiyle, hidroklorotiazid-silazapril
karisiminil iceren tablet icinde bulunan hidroklorotiazid
miktari 272,9 nm de 3.derece tiirev absorbans degerinin
6lciilmesiyle, tablet icinde bulunan benazepril hidrokloriir
miktar:i 224,7 nm de 3.derece tiirev absorbans degerinin 61-
ciilmesiyle ve tablet ic¢cinde bulunan silazapril miktari ise
215 nm de 2.derece tiirev absorbans degerinin délcilmesiyle, bu
absorbans degerlerinin 6lc¢ii egrilerindeki karsiliklar:i bulu-

narak tayin edildi (Bora, O. 1936).
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4. SONUCLAR

4.1. Amlodipin Besilat 'in Spektrofotometrik Analizi

Amlodipin ile NQS arasindaki reaksiyon, NaHSOs eliminas-
yonu ile gerceklesen basit bir kondensasyon reaksiyonudur.

Reaksiyon denklemi asagida gorilmektedir.
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4.1.1. Deney Kosullar:
4.1.1.a. Uygun pH ve Tampon Cozelti

Amlodipin-NQS renklt tirevinin Olusma31nda,,; b
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3.3.1.1.a. da belirtildigi gibi caligilarak c¢egitli pH ve
tampon sistemlerinin kullanilmasiyla, 16,6 pg.ml~* amlodipin
besilat 'a esdeger olan amlodipin-NQS tiirevleri olugturul-
mustur. Elde edilen tiirevlerin bos deneme ¢ézeltisine karsa
spektrumlari alinarak, Anax ve absorbans degerleri incelen-
mistir. Cetvel 4.6. da, c¢esitli pH ve tampon sistemleri ile
elde edilen amlodipin-NQS tirevlerinin Apax ve absorbans

degerleri goriilmektedir.

Cetvel 4.6. Cesitli pH 'larda elde edilen amlodipin-N@S

tirevlerinin spektral 6zellikleri

Tampon Sistemi pH Maax (nM) A
Fosfat 6,0 482 0,069
Fosfat 8,0 485 0,105
Fostat 9,0 486 0,101
Fosfat 9,56 487 0,103
Fosfat 10,0 479 0,187
Fosfat 10,5 485 0,117
Borat 9,0 487 . 0,048
Borat 10,0 493 0,096
Karbonat 10,0 499 0,162

Elde edilen verilere gore, amlodipin—-N@gs tirevinin
olusmasinda uygun pH ve tampon sistemi olarak, pH:10,0 fosfat

tamponu belirlenmigtir.
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4.1.1.b. Uygun Ekstraksiyon Coziicisi

B6lim 3.3.1.1.b. de belirtildigi gibi, 100 pg amlodipin
besilat 'a esdeger olan amlodipin-NQS tiirevleri olusturula-
rak, elde edilen tiirevler cesitli organik c¢oziiciilere ekstrak-
te edilmistir. Ekstraktlarin sulu fazlardan ayrilmasin: taki-
ben bos deneme co6ézeltilerine kars:i spektrumlari alinmistir.
Bu spektrumlarda amlodipin-N@QS tiirevinin, kullanilan organik
coziiciiye gore degisen Amax ve absorbans degerleri elde
edilmistir. Elde edilen veriler, cetvel 4.7. de gosterilmek-

tedir.

Cetvel 4.7. Amlodipin-N@S tiirevinin, organik ¢odziciiler

icindeki spektral dzellikleri

Coziici xm.x A

Kloroform 445 0,126
Kloroform : n-Biitanol

(1 : 1) 4456 0,201
n-Bitanol 494 0,254
Metilizobiitilketon 4566 0,081
Benzen 440 0,031
Etilasetat 447 0,023
1,2-Dikloroetan 444 0,084

Cetvel 4.7.de yer alan absorbans degerleri incelendi-

ginde, amlodipin-NQS tiirevinin ekstraksiyonu icin en uygun_

‘i

¢oziiciinin, n-biitanol oldugu belirlemmigtir. Sekil 4giﬁ
§
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n-bitanol 'e ekstre edilmis olan tiirevin bos deneme cézelti-

sine karsi1 spektrumu gérilmektedir.
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Sekil 4.1. Amlodipin-NQS tirevinin, UV-gériiniir bolge

absorpsiyon spektrumu
4.1.1.c. Tirevin Dayaniklig:

Amlodipin-NQS tiirevinin n-biitanol icindeki dayaqgkﬁam

li1ginin incelenmesi icin, 200 pg.ml-2 konsantrasy%ﬁﬁgﬁgkj;“
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amlodipin besilat cozeltisinin 1,0 ml ‘ai ile bo1liim
3.3.1.1.b. deki gibi c¢alisilarak, elde edilen n-bitanol
ekstresinin oda sicakligindaki dayaniklig: incelenmistir.
Cetvel 4.8. de, tiirev c¢ozeltisinin oda sicakliginda bekletil-
diginde, 10, 20,30, 40, BO ve 60 dakika sonra 494 nm de bos
deneme c¢ozeltisine karsi dlciilen absorbans‘degerleri goril-

mektedir.

Cetvel 4.8. Amlodipin-NQS tiirevinin, n-biitanol icindeki

dayaniklig1 (A=494 nm)

Zaman| Baslangicta| 10' 20’ 30" 40" 50" 60
sonra| sonra| sonra| sonra| sonra| sonra

A 0,507 0,508/0,506/0,506(0,504/0,503/0,503

Goriildugi gibi tiirev, oda sicakliginda en az bir saat

dayanikli: kalmaktadir.
4.1.1.d. Sicaklik ve Reaksiyon Siiresi

Amlodipin besilat ile NQS arasindaki reaksiyonun gercek-
lestirilmesinde uygun sicaklik ve reaksiyon siiresinin saptan-
mas1 amaciyla, bélim 3.3.1.1.c. de anlatildig:r gibi, cesitli
s1caklik ve siirelerde amlodipin-NQS tiirevleri olusturulmusg-
tur. Elde edilen tirevlerin, sicaklik ve zamana bagli olarak

degisen absorbans degerleri, cetvel 4.9. da goésterilmektedir.
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Cetvel 4.9, Amlodipin-NQS tiirevinin absorbansi iizerine

sicaklik ve zamanin etkisi (A=494 nm)

Si1caklik

25 °C 50 °C 60 °C 70 °C

Zaman

(dak)
10 0,090 0,151 0,164 0,222
20 0,129 0,168 0,179 0,267
30 0,139 0,170 0,189 0,258
40 0,148 0,177 0,193 0,258

Cetvel 4.9. daki verilerin grafik iizerinde gésteril-

mesiyle, sekil 4.2. deki graftik, elde edilmistir.

0,30 : : 4 ,

0,25} % v 0¢c
) B _
g 02 em--a
2 L.C o A 50°
:
G ,
4 015F - O 25% -
< ’_‘o..-—"‘

/o-‘
010 - e i
o g
0'05/} 1 1 1 1 ]
00 10 20 30 40 50

Zaman (dakika)

Sekil 4.2. Amlodipin-NQS tirevinin olusmas: izerine s;fcﬁ:kﬁlf‘x;i‘{"»

&

ve zamanin etkisi
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Elde edilen verilerin incelenmesi {iizerine, amlodipin
besilat ile NQS arasindaki reaksiyonun tamamlanmasi 1ig¢in
70 °C de 20 dakika siire ile 1sitmanin yeterli oldugu belir-

lenmistir.

4.1.1.e. Belirtec Miktar:

Amlodipin-NQS tiirevinin olusmasinda belirtec miktarinin
saptanmas:i icin, belirlenen pH, tampon sistemi, cézicii,
sicaklik ve reaksiyon siiresi gibi c¢alisma sartlarinda farkl:
belirtec miktarlar: kullanilarak, 300 pg amlodipin besilat
ile NQS tiirevleri olusturulmustur. Elde edilen coézeltilerin,
belirtec miktarina gore degisen absorbans degerleri cetvel
4.10 da, bu degerler ile olusturulan grafik ise, sekil 4.3.

de gosterilmektedir.

Cetvel 4.10. Amlodipin-NQS tiirevinin absorbans1 iizerine

belirtec miktarinin etkisi (A=494 nm)

%1'1ik NQS
cozeltisi 0,15 0,25 0,35 0,40 0,50 0,60 1,00
hacmi (ml)

A 0,564 0,658/ 0,720| 0,730| 0,7650| 0,752 0,751

L
kS
BA

R,
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Sekil 4.3. Amlodipin-N@S tiirevinin olusmasi iizerine belirtec

miktarinin etkisi

Elde edilen verilere dayanilarak, amlodipin-NQS tiirevi-
nin olusmas1 icin gerekli belirtec miktar:i olarak, 0,5 ml %
1,0 '"1lik NQS c¢ozeltisi hacmi belirlenmigtir. Bu belirtec
miktari, (NQS : Amlodipin besilat) = (36 : 1) mol oranina es-

deger olmaktadir.

4.1.2, Olci Egrisi
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santrasyonunun (15-75) pg.ml~* oldugu aralikta hazirland:.
Bu amac¢la, boélim 3.3.1.2. de anlatildigi gibi calisilarak,
her bir konsantrasyon 1icin bulunan absorbans degerleri,
cetvel 4.11. de verilmigstir. Bu degerlerle olusturulan dlcii
egrilerinin regresyon analizlerine ait parametreler, cetvel
4.12 de goriilmektedir. Ortalama absorbans degerlerinden cizi-
len 6lci egrisi (sekil 4.4.) ve bu egriye ait dogru denklemi,
preparattaki amlodipin besilat miktarin: tayin etmek icin

kullanilmistir.

Cetvel 4.11. Amlodipin besilat 'in spektrofotometrik analizi
icin hazirlanan dlcii egrilerinin absorbans

degerleri (X) ve regresyon analizleri (A=494 nm)

No C Aa A Aa Aa As A S %S
pg.ml—2

1 15 0,148|0,155|0,157|0,167|0,1563|0,154|0,004| 2,43

2 30 0,317|0,314|0,314|0,303|0,323|0,314|0,007| 2,31

3 45 0,445/0,451|0,451}0,452|0,457|0,451|0,004] 0,94

4 60 0,59%0|0,600|0,601|0,602{0,612|0,601{0,008] 1,29

B 76 0,745|0,750{0,760[0,753|0,762|0,750/0,003| 0,41

>
n

8,86x10-%c + 0,010

L«
I

= 0,9998
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Cetvel 4.12., Cetvel 4.11. dek! 6lcii egrilerinin regresyon

analizlerine ait parametreler

a b r
1 9,78x10-% 8,90x10-% 0,9992
2 9,84x10"° 11,2x10-° 0,9998
3 9,82x10-3 12,7x10-S 0,9998
4 9,94x10-3 6,10x10-3 0,9999
5 9,91x10-3 13,3x10-3 0,9994
Ortalama 9,86x10~9 10,3x10—3 0,9998

o o o e ©
[4;] o ~ o W
1 1 1 ]
1 i i 1

Absorbans
p
o
1

A=9,86x10°c+0,010 ]

03}
r=0,9998
0,2t .
0.1f -
0.0 L [ i 1 1 i 1 1
00 10 20 30 40 50 60 70 80 90
c (pg/ml)

Sekil 4.4. Amlodipin besilat 'i1n spektrofotometrik tayininde

kullanilan 6lcii egrisi (A=494 nm)
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4.1.3. Yontemin Farmasotik Preparata Uygulanmas: ve
Sonuclarin Kiyas Yontemiyle Elde Edilen

Sonuclarla Karsilastirilmasi

Ticari preparatlar icinde bulunan amlodipin 'in miktari,
bolim 3.3.1.3. de anlatildig:r gibi calisilarak, spektrofoto-
metrik yontemle tayin edildi. Yeni bir ilac maddesi olan
amlodipin heniiz farmakopelerde yer almadi®: icin, karsilas-
tirma yéntemi olarak UV-spektrofotometrik yoéntem kullanild:.
Bu amac¢la ayni tabletler, bélim 3.3.2. de anlatildig: gibi
ultraviyole spektrofotometrik yontemle de analiz edildi. Her
iki yontemle elde edilen sonuclar, cetvel 4.13. de toplu
olarak verilmigtir. Cetvel 4.13. de, b adet tayin iizerinden
hesaplanan ortalama (X), standart sapma (s), bagil standart
sapma (%S) ve % 95 giivenirlik dizeyinde giiven aralig:

[Ex(t.s/Vn)] degerleri yer almaktadir.

Gelistirilen yontem ve kiyas Yyontemiyle elde edilen
sonuclar, Student (t) testi ile ortalamalar, Fisher (F) testi
ile presizyonlar yoéniinden % 95 giiven diizeyinde karsilastiril-
di. Cetvel 4.13., de gorildigid gibi hesaplanan t ve F deger-—
leri, ilgili given diizeyi ve 5 deneme icin ilgili tablolarda
(Chalmers, R.A. 1972) verilmis olan degerlerden kiiciiktir. Bu
durumda ila¢c maddesinin analizinde, gelistirilen yontem ile
kiyas yéntemi olarak yararlanilan UV spektrofotometrik yontem
arasinda ortalamalar ve standart sapmalar yoéniinden ﬁﬂlémli

bir fark bulunmamaktadir.
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Cetvel 4.13. Vasocard Tabletlerinint™? Analizi

Gelistirilen UV Spektrofotometrik
Spektrofotometrik Yontem
Istatistik Yontem
Parametreler
mg/tablet % mg/tablet %
1 5,05 101,0 5,04 100,8
2 5,02 100,4 4,91 98,2
n 3 5,17 103,4 5,07 101,4
4 5,18 103,86 5,00 100,0
5 5,10 102,0 4,99 99,8
X 5,10 102,08 5,00 100,04
S 0,07 0,06
%S 1,37 1,20
t.s
X 65,03-6,17 4,94-5,06
{n"
t testi 2,17
F testi 1,36
ni = nz = H
teavrie = 2,31 Feabio = 3,39
P =0,05

£*3 Bir tablet, 5,0 mg amlodipin 'e esdeger miktarda

amlodipin besilat icermektedir.
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4.2. Silazapril 'in Spektrofotometrik Analizi
4.2.1. Deney Kosullar:

4.2.1.1. Silazapril 'in Demir Hidroksamat Tirevi

5 wmol silazapril ' e esdeger miktarda demir hidroksamat
tirevi olusturularak, bos deneme c¢dzeltisine karsi spektrumu
(sekil 4.5.) alindi1 ve ki1zil kahverenkli tiirevin Anm 'u,

517 nm olarak belirlendi.

4.2.1.2.a. Disikloheksilkarbodiimid (DCC) Miktar:

5 pmol silazapril 'e esdeger miktarda hazirlanan demir
hidroksamatin olusmasi icin gerekli DCC miktarinin belirlen-
mesinde, b6lim 3.3.3.1.a. da anlatildig: gibi calisild:.
Tirevin olusmas: i¢in reaksiyona giren diger belirteclerin
miktarlari sabit tutularak, degistirilen DCC miktarinin
absorbans iizerine olan etkisi incelenmigtir. Cetvel 4.14.
de, DCC miktarlarinin degistirilmesiyle olusturulan renkli
tirevlerin absorbans degerleri, sekil 4.86. da ise, bu

degerlerle olusturulan grafik goriilmektedir.
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Sekil 4.5. Silazapril 'in demir hidroksamat tirevi (—) ve

bos deneme c¢ozeltisinin (~--) UV-gériiniir bolge

#""ﬁ M dﬂ%é‘v‘v*w
0 LI £

absorpsiyon spektrumlar:



Absorbans

0,4 ¥ 1 1 LI i 1
03
02}
01}
0.0 1 1 L 1 1 L
0,0 02 0.4 0,6 0,8 10 1,2 1,4 1,6
03 M DCC cozeltisi hacmi (ml)

8b

Cetvel 4.14. Absorbansin, DCC miktar: ile degismesi
(A=517 nm)
0,3 M DCC
Cozeltisi 0,2 0,3 0,4 0,5 1,0 1,56
Hacmi (ml)
A 0,237 0,265 0,293 0,278 0,236 0,202
Elde edilen veriler incelendiginde, tiirevin olusmasi
icin gerekli 0,3 M DCC c¢ozeltisi hacminin, 0,4 ml oldugu

belirlenmistir.
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4.2.1.2.b. Hidroksilamin Hldrok}orﬁr (HAHC) Miktar:

b umol silazapril 'e esdeger miktarda hazirlanan demir
hidroksamatin olusturulmasinda, belirlenen DCC miktari ile Fe
(III) perklorat 'in miktari sabit tutularak, degistirilen
HAHC miktarlarinin tirevin olusmasi1 iizerine olan etkisi
incelendi. Bu amac¢la, bélim 3.3.3.1.b., deki gibi calisilarak,
degistirilen HAHC miktarlar: ile elde edilen absorbans
degerleri, cetvel 4.15. de yer almaktadir. Sekil 4.7. de ise,

bu degerlerle olusturulan grafik verilmistir.

Cetvel 4.15. Absorbansin HAHC miktari 1ile degismesi

(A=517 nm)
0,3 M HAHC
Cozeltisi 0,3 0,4 0,5 1,0 1,5
Hacmi (ml)
A 0,246 | 0,272 | 0,299 | 0,294 | 0,262

Elde edilen sonuclara goére, 5 pmol silazapril 'e esdeger
miktarda demir hidroksamat olusmasi icin gerekli 0,3 M HAHC

cbzeltisinin hacmi, 0,5 ml olarak belirlenmistir.

4.2.1.2.c. Fe (11I) Perklorat Miktar:

Boltim 3.3.3.1.c. de anlatildigi gibi caligsilarak, demir




0;4 T T 1 T T | T
g 0'3 — / \ _
o
0
o
n
0
< 0‘2 - -
P
| 1 | { | l 1
0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0 1,2 1,4 1,6

0,3 M HAHC c¢ozeltisi hacmi ( ml)

Sekil 4.7. HAHC miktarinin, hidroksamat olusumu {izerine

etkisi

olan etkisi incelendi. Bu amacla, belirlenen DCC ve HAHC
miktarlari sabit tutularak, degistirilen Fe (III) perklorat
miktary ile elde edilen absorbanslar 6lcilmiustir. Cetvel 4.16
da, degisen Fe (III) perklorat ve karsiliklari olan absorbans
degerleri, sekil 4.8 de ise, bu degerlerle olusturulan grafik

gosterilmektedir.

Cetvel 4.16. Absorbansin, Fe (III) perklorat miktar: ile

degismesi (A=517 nm)

0,02M Fe(III)
perklorat

Cozeltisi 0,3 0,4 0,5 1,0 1,5
Hacmi (ml)

A 0,260 | 0,264 | 0,274 | 0,299
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Elde edilen verilere gére, b pmol silazapril 'e esdeger
miktarda demir hidroksamat olusumu icin gerekli 0,02 M Fe
(IIIl) perklorat c¢ozeltisi hacmi, 1,0 ml olarak belirlenmis-

tir.

2 003 [~ o__-o/o——/—'—G J\) N
g
Na)
o
a
< 0,2 i
p
1 A | ~L | i L
0,0 0,2 04 06 0,8 1,0 1,2 1,4 1,6

002 M Fe(lll) perklorat ¢ozeltisi hacmi (ml)

Sekil 4.8. Fe (III) perklorat miktarinin, demir hidroksamat

olusumu tHzerine etkisi
4.2.1.2.d. Perklorik Asit Coézeltisinin Konsantrasyonu

Belirlenen DCC, HAHC ve Fe (IlI) perklorat miktarlari
sabit tutulup, ortamda bulunan perklorik asitin konsantras-
yonu degigtirilerek bélim 3.3.3.1.d. de anlatildig: gibi
calisildyr, Cetvel 4.17. de degigsen perklorik asit konsantras-
yonlar: ile elde edilen c¢ozeltilerin absorbans degerleri,
sekil 4.9. da ise bu degerlerle olusturulan grafik gésteryl—

mektedir.
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Cetvel 4.17. Absorbansin, perklorik asit konsantrasyonu ile

degismesi (A=517 nm)

HC10a.
konsantrasyonu 0,10 0,15 0,20 0,25 0,30
(M)
A 0,274 0,273 0,307 0,267 0,265
0;4 T ) i
n
o
o -
Qa 03} )
(o] ©
o © ©
o
<
0,2
yr
L_/’l; 1 i 1
0,1 0,2 0.3

Perklorik asit cbzeltisinin
konsantrasyonu (M)

Sekil 4.9. Perklorik asit konsantrasyonunun, demir

hidroksamat olusumu iizerine etkisi

Cetvel 4.17 de goriildigi gibi, ortamdaki perklorik asit
konsantrasyonu 0,2 M oldugunda absorbans maksimum olmaktadir.
Bu sebeple, Fe (IIIl) perklorat ¢dzeltisi (0,02 M), 0,2 M per-

klorik asit c¢6zeltisinde hazirlanmistir.
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4.2.1.2.e. Sicaklik ve Reaksiyon Sidresi

Gerek hidroksamik asit, gerekse demir hidroksamat olu-
sumu icin gerekli belirte¢ miktarlari saptandiktan sonra,
b6lim 3.3.3.1.e. de anlatildig: gibi calisilarak, hidroksamat
olusumunda sicaklik ve siirenin etkisi incelenmistir. Bu amac-
la, 158 °C ve 30 °C de caligilarak, belirli siirelerde elde
edilen absorbans degerleri Olcgiilmistiir. Bu degerler cetvel
4.18. de, bu degerlerle olusturulan grafik ise sekil 4.10 da

gosterilmektedir.

Cetvel 4.18. Hidroksamat olusumunda sicaklik ve siirenin

etkisi (A=517 nm)

Si1caklik

15 °C 30 °C

Zaman

(dak)
5 0,256 0,300
10 0,300 0,307
20 0,305 0,308
30 0,308 0,308

Cetvel 4.18. de goriildigi gibi, oda sicakliginda da
maksimum absorbansa ulasilmaktadir. Ancak, reaksiyonun

hizlandirilmasy igin biraz isitmanin yarari olmaktadir. Bunun

icin, 30 °C de 10 dakika siirenin uygun oldugu belirlenm7f  &
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Absorbans

Oa" T T T T— T T
-------- = : -1
_1
--=-30 C i
—15°C
A ] 1 ]
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Zaman (dakika)

Sekil 4.10 Hidroksamat olusumunda sicaklik ve sﬁrenin etkisi
4.2.1.2 .2, Tirevin Dayaniklig:

Silazapril 'in demir hidroksamat tiirevinin oda sicakli-
gindaki dayanikligi, yarim saatlik bir siire icinde absorbans
6lcilerek incelenmistir. Cetvel 4.18. da, c¢odzelti oda sicak-
liginda bekletildiginde, 5, 10, 15, 20, 256 ve 30 dakika sonra
517 nm de bos deneme ¢dzeltisine karsiy ©olciilen absorbans

degerleri gorilmektedir.
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Cetvel 4.19, Silazapril 'in demir hidroksamat tirevinin

dayanikligi
Zaman|Baslangicta 5° 10’ 15" 20° 25" 30°
A 0,236 0,234|0,232/0,228(0,222/0,217|0,213

Cetvel 4.19 da goriildigi gibi, demir hidroksamat tirevi-
nin absorbans:, gecen zamanla birlikte devamli ve yavas bir
sekilde azalmaktadir. Tidrevin renginin ilk 10 dakika ig¢inde
nispeten kararli oldugu, daha sonra zamanla acildigi belir-
lenmistir. Bu sebeple, 6lcimlerin hemen yapilmasi uygun

olmaktadir.

4.2.2. Olcii Egrisi

Olci egrisi, silazapril konsantrasyonunun (60-300)
pg.ml—* oldugu aralikta hazirland:. Bu amac¢la, bélim
3.3.3.2. de anlatildig: gibi calisilarak, herbir konsantras-
yon icin bulunan absorbans degerleri, Cetvel 4.20. de veril-
mistir. Bu degerlerle olusturulan dlci egrilerinin regresyon
analizlerine ait parametreler, cetvel 4.21 de gorilmektedir.
Ortalama absorbans degerlerinden c¢izilen o6lci egrisi (sekil
4.11.) ve bu egriye ait dogru denklemi, preparattaki sila-

zapril miktarini tayin etmek icin kullanilmistir.
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Cetvel 4.20. Silazapril 'in spektrofotometrik analizi icin
hazirlanan 6lci egrilerinin absorbans degerleri

(A) ve regresyon analizleri (A=517 nm)

No C As Ag As Aa Ap A S %S
pg.ml—*

1 60 0,095/0,090[/0,092/0,091|0,093/0,092/0,002| 2,09

2 | 120 0,173|0,172|0,172{0,170|0,168{0,171|0,002] 1,17

3 180 0,257/0,264|0,261{0,254|0,264|0,260{0,004] 1,70

4 | 240 0,337|0,348|0,342|0,348|0,338|0,343|0,005| 1,54

5 | 300 0,429/0,432]0,435/0,433|0,433|0,432|0,002| 0,51

2
1

= 1,42x10"3%¢c + 0,004

s
I

= 0,9998

Cetvel 4.21. Cetvel 4.20. deki ©Olci egrilerinin regresyon

analizlerine ait parametreler

a b r
1 1,39x10-2 8,6x10"3 0,9996
2 1,43x10% 3,2x10= 0,9999
3 1,43x10-3 3,6x10-° 0,9997
4 1,44x10-3 0,6x10-2 0,9996
b 1,42x10-3 4,2x10~% 0,9991
Ortalama 1,42x10% 4,0x10—% 0,9998
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Sekil 4.11. Silazapril 'in spektrofotometrik tayininde

kullanilan 6lcii egrisi (A=517 nm)

4.2.3. Yontemin Farmasotik Preparata Uygulanmasiy ve
Sonuclarin Kiyas Yontemiyle Elde Edilen

Sonuclarla Karsilastirilmas:

Silazapril iceren tabletlerde bu ilac maddesinin mikta-
ri, bolim 3.3.3.3. de anlatildigi gibi calisilarak, spektro-

fotometrik ydntemle tayin edildi. Silazapril, yeni bir ilac

$

maddesi oldugundan farmakopelerde yer almamistir. Bu,
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ayni1 tabletler, elde edilen sonuclarin kiyaslanmasi amaclyla
209 nm de UV-spektrofotometrik yontemle de analiz edilmistir.
Cetvel 4.22. de her iki yontemle elde edilen sonuclar ve 5
adet tayin tizerinden hesaplanan ortalama (X), standart sapma
(s), bagi1l standart sapma (%S) ve % 95 giivenirlik diizeyinde

giiven aralig:r [X:(t.s/{M] degerleri verilmistir.

Geligtirilen yontem ve kiyas ydntemiyle elde edilen
sonuclar, Student (t) testi ile ortalamalar, Fisher (F) testl
ile presizyonlar yoniinden % 95 giiven diizeyinde karsilastiril-
di. Cetvel 4.22. de goriildigii gibi hesaplanan t ve F deger-
leri, 1lgilil given dizeyi ve 5 deneme icin ilgili tablolarda
(Chalmers, R.A. 1972) verilmis olan degerlerden kiigiktir. Bu
durumda bu ilac maddesinin analizinde, geligtirilen yontem
ile kiyas yontemi olarak yararlanilan UV spektrofotometrik
yontem arasinda, gerek dogruluk gerek presizyon yoniinden

anlaml: bir fark olmadigi ortaya cikmistir.

e mmmmoﬁ.l

e
i




96

Cetvel 4.22. Inhibace Tabletlerinin®™? Analizi
Gelisgtirilen UV Spektrofotometrik
Spektrofotometrik Yéntem
Istatistik Yontem
Parametreler
mg/tablet % mg/tablet %
1 4,96 99,20 5,00 100,00
2 5,03 100,60 5,06 101,20
n 3 5,01 100,20 5,09 101,80
4 5,13 102,60 5,07 101,40
5 5,08 101,60 5,06 101,20
X 5,04 100,84 5,06 101,12
S 0,06 0,03
%S 1,29 0,66
t.s
X % 4,98-5,10 5,03-5,09
yn'
t testi 0,564
F testi 3,78
Ny = ng = b
temnvrio = 2,31 Feunio = 6,39
P = 0,05

£=3 Bir tablet,

5,0 mg silazapril

icermektedir.




97

4.3. Hidroklorotiazid-Benazepril Hidroklorir ve
Hidroklorotiazid-Silazapril Karisimlarinin Yiksek

Basincl:i Sivi Kromatografisi 1ile Analizi

Hidroklorotiazid, silazapril ve benazepril hidrokloriir
'iin ters faz sivi kromatografisi sisteminde alikonma hacim-
lerine mobil fazin, pH ve organik c¢éziici oraninin etkisi
incelendi. Daha sonra bu karisimlar: iceren preparatlar,
saptanan en uygun kosullarda siv: kromatografisi ile analiz

edildi.

4.3.1. Detektor Dalga Boyu

Hidroklorotiazid-benazepril hidrokloriir ve hidrokloro-
tiazid-silazapril karisimlarinin analizinde detektér dalga
boyunun saptanmasi icin bélim 3.3.5.1. de belirtildigi gibi
hidroklorotiazid, silazapril ve benazepril hidroklorir ‘in
metanol ve asetonitril icinde hazirlanan c¢odzeltilerinin
spektrumlari alinmistir. Hidroklorotiazid ve benazepril
hidrokloriir ’'iin metanol ve asetonitril icinde st iiste alinan
spektrumlar:i, sekil 4.12. ve sekil 4.13. de verilmigtir.
Gortildigi gibl iki c¢oziici ic¢cindeki spektrumlar, hemen hemen
aynidir. Genel olarak benazepril hidrokloriir 'iin absorpsiyonu
hidroklorotiazid 'e oranla disiktir. 250 nm den sonraki
bolgede benazepril hidrokloriir 'tin absorpsiyonu c¢ok zayiftir.

Benazepril hidrokloriir 'in spektrumunda, 208,1 nm vemzﬁﬁwnm

Bs

de iki adet maksimum bulunmaktadir. 208,1 nm deki ébSqufifl

Tr N
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vite, 240 nm dekine oranla daha yiliksektir ve ayrica 240 nm de

hidroklorotiazid 'in absorpsiyonu, si1fira ¢ok yakindir,.

Bunlar goézonine alinarak detektér dalga boyu, 209 nm

olarak saptanmigtir.

2,0 I T T T

1,5

Absorbans

-~
) S 1

' 200 220 240 260 280 300
A(nm)

Sekil 4.12. Hidroklorotiazid (——) ve benazepril hidrokloriir

'iin (-—-) metanol icindeki cozeltilerinin (10

pg.ml~*) absorpsiyon spektrumlari
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Absorbans

~

e M

0,0 L
250

A (nm)

1
300 350

Sekil 4.13. Hidroklorotiazid (——) ve benazepril hidroklorir
'in (---) asetonitril icindeki c¢dzeltilerinin (10

pg.ml-*) absorpsiyon spektrumlari

Hidroklorotiazid ve silazapril 'in metanol ve aseto-
nitril icinde iist i{iste alinan spektrumlari, sekil 4.14 ve
sekil 4.15. de gosterilmektedir. Her iki ¢éziiciideki spektrum-
larda hidroklorotiazid, 225 nm ve 270 nm de giicli absorpsi-

yonlara sahip olan iki adet maksimum icermektedir. Silazap-

ril ise 209 nm de hidroklorotiazid 'e oranla oldukca diisiik
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siyonu, 209 nm nin iizerindeki dalga boylarinda giderek azal-
maktadir. Bu sebeple detektéor dalga boyu, silazapril ‘'in
maksimum absorpsiyon gosterdigi Amax 'n olan 209 nm olarak

saptanmistir.

2,0 T T T T
1,5F -
=
o
210 -
(o]
(7))
0
<
05 -
0,0 e 1
200 220 240 260 280 300

A(nm)

Sekil 4.14. Hidroklorotiazid (——) ve silazapril 'in (---)
metanol icindeki ¢ézeltilerinin (10 pg.ml—)

absorpsiyon spektrumlari
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Absorbans

1 1
200 250 300 350

Sekil 4.15. Hidroklorotiazid (——) ve silazapril 'in (---)

asetonitril icindeki c¢ozeltilerinin (10 pg.ml—2)

absorpsiyon spektrumlar:

4.3.2. pH '1n Alirkonma Zamanlarina Etkisi

Hidroklorotiazid-benazepril hidrokloriir ve hidrokloroti-
azid-silazapril karisimlarinin ters faz kolonda ayrilmasinda,
mobil fazin pH 'i1nin etkisi incelendi. Bu amacla mobil faz

olarak, bolim 3.3.5.2. de anlatildig: gibli metanol ve aseto-

sy SR

.8, CUKUEL 06T M BURERY,®

g
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nitrilin pH 3-7 arasinda hazirlanan 0,02 M {fosfat tamponu
cozeltileri ile, (80:20) oranindaki karisimlari kullanilmis
ve 1,0 ml.dak~* akis hizinda elde edilen kromatogramlar
incelenmistir. Bu kromatogramlardan yararlanilarak, hidro-
klorotiazid, benazepril hidrokloriir ve silazapril 'in cesitli
pH 'larda kolondaki alikonma hacimleri belirlenmistir. Cetvel
4.23 de hidroklorotiazid 'in, mobil faz olarak metanol ve
asetonitrilin cesitli pH ‘larda tampon c¢ézeltileri ile kari-
simlarinin kullanilmasiyla elde edilen alikonma hacimleri yer

almaktadir.

Cetvel 4.23. Hidroklorotiazid 'in alikonma hacminin pH ile

degismesi

pH 3 4 5 6 7

Ali1konma
Hacmi (ml)

Metanol-Tampon 2,55 2,585 2,564 2,54 2,562
Cozelti(80:20)

Asetonitril-
Tampon Cozelti 2,46 2,47 2,51 2,50 2,44
(80:20)

Cetvel 4.23., de gorildigii gibi hidroklorotiazid 'in
alikonma hacimlerinde, degisen pH ile birlikte fazla bir
degisiklik olmamaktadir. Asetonitril iceren mobil fazlarin

kullanilmasiyla elde edilen alikonma hacimleri, metanol

iceren mobil fazlara oranla biraz daha disiktiir.
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Cetvel 4.24. de benazepril hidroklorir 'in, mobil faz
olarak metanol ve asetonitrilin cesitli pH ‘'larda tampon
cozeltileri ile Kkarisimlarinin kullanilmasiyla elde edilen

alikonma hacimleri verilmistir.

Cetvel 4.24. Benazepril hidrokloriir 'in alikonma hacminin pH

ile degismesi

pH 3 4 5 6 7

Ali1konma
Hacmi (ml)

Metanol-Tampon 4,17 4,03 3,37 3,17 2,15
Cozelti(80:20)

Asetonitril-
Tampon Cozelti 3,24 3,24 3,00 2,49 1,50
(80:20)

Cetvel 4.24. de gorildiigii gibi, benazepril hidroklorir
'in alikonma hacimleri, pH ile birlikte degismektedir. Meta-
nol iceren mobil fazlarin kullanilmasiyla elde edilen alikon-
ma hacimleri, asetonitril iceren mobil fazlara oranla daha
yiikksektir. Alikonma hacimleri, mobil £fazin pH ’'inin artma-
s1yla birlikte azalmaktadir. Ozellikle pH:6 'dan sonra hizl:

bir azalma oldugu goériilmektedir.

Cetvel 4.25. de silazapril 'in, mobil faz olarak metanol

ve asetonitrilin cesitli pH ’'larda tampon cﬁzeltilergguilg
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karigimlarinin kullanilmasiyla elde edilen alikonma hacimleri

gosterilmektedir.

Cetvel 4.25. Silazapril 'in alikonma hacminin pH ile

degismesi

pH 3 4 B 8 7

Ali1konma
Hacmi (ml)

Metanol-Tampon 4,056 4,09 3,566 3,29 3,16
Cozelti(80:20)

Asetonitril-
Tampon Cozelti 3,14 3,24 3,21 2,45 1,50
(80:20)

Silazapril 'in, metanol ve asetonitril iceren mobil
fazlar kullanildiginda alikonma hacimlerinde, pH:4 'ten sonra
bir azalma oldugu belirlenmistir. Asetonitril iceren mobil
fazlar kullanildiginda o6zellikle pH:6 ’'dan sonra hizli bir
azalma olmaktadir. Metanol iceren mobil fazlar kullanildigin-

da, daha yiksek alikonma hacimleri elde edilmisgtir.

Sekil 4.16. da hidroklorotiazid ve benazepril hidro-
kloriir 'in, mobil faz olarak, metanol-fosfat tamponu (80:20)
cozeltileri karisimlarinin kullanilmasiyla elde edilen

alikonma hacimleri ile pH arasindaki iliski gosterilmektedir.
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Sekil 4.16. Hidroklorotiazid (—) ve benazepril hidro-
klorir 'din (---) alikonma hacimlerinin pH 1ile

degismesi (Mobil taz: Metanol-tampon c¢o6zelti

(80:20))

Sekil 4.17. de hidroklorotiazid ve benazepril hidro-
kloriir 'iin mobil faz olarak, asetonitril-fosfat tamponu
(80:20) cozeltilert karisimlarinin kullanilmasiyla elde edi-
len alikonma hacimleri ile pH arasindaki iliski gosterilmek-

-

tedir.
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Sekil 4.17. Hidroklorotiazid (—) ve benazepril hidro-
klorir 'éin (---) alikonma hacimlerinin pH ile
degismesi (Mobil faz: Asetonitril-tampon cozelti
(80:20))

Sekil 4.18. de hidroklorotiazid ve silazapril 'in, mobil
faz olarak, metanol-fosfat tamponu (80:20) ¢cozeltileri kari-
simlarinin kullanilmasiyla elde edilen alikonma hacimleri ile

PH arasindaki iliski gosterilmektedir.
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Sekil 4.18. Hidroklorotiazid (—) ve silazapril 'in (---)
alikonma hacimlerinin pH ile degismesi (Mobil

taz: Metanol-tampon c¢ézelti (80:20))

Sekil 4.19. da, hidroklorotiazid ve silazapril 'in,
mobil faz olarak asetonitril-fosfat tamponu (80:20)
cozeltileri karisimlarinin kullanilmasiyla elde edilen

alikonma hacimleri ile pH arasindaki iliski gosterilmektedir.
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Sekil 4.19. Hidroklorotiazid (——) ve silazapril 'in (-—-)
alikonma hacimlerinin pH ile degismesi (Mobil

faz: Asetonitril-tampon ¢ézelti (80:20))

Cetvel ve sgekiller iizerinde gdrildiigi gibi, hidrokloro-
tiazid-benazepril hidrokloriir ve hidroklorotiazid-silazapril
karisimlarinin analizinde, metanol iceren mobil fazlar ile
asetonitril iceren mobil fazlara goére daha iyi bir ayirma
saglanmaktadir. Mobil fazin pH 'i yo6ninden bakildiginda pH

digtikce, madde ciftlerinin alikonma hacimleri arasindaki

. %7

)

fark artmaktadir. Notral ortamda ise hidrokloroty% 1

N
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degismeyen alikonma hacmine karsi, diger iki maddenin hacmi
azalmakta hatta, sekil 4.18. disindaki grafiklerde durum

tersine dénmektedir.

4.3.3. Mobil Fazdaki Organik Coziica Oraninin

Alikonma Zamanlarina Etkisi

Hidroklorotiazid-benazepril hidrokloriir ve hidrokloro-
tiazid-silazapril karisimlarinin ters faz kolonda ayrilma-
sinda, mobil fazdaki organik c¢oéziicii oran1 ile ilac maddeleri-
nin alikonma hacimleri arasindaki iliski, bélim 3.3.5.3. de
anlatildig: gibi pH:4,0 de incelendi. Bu amacla, metanol veya
asetonitrilin 0,02 M pH:4,0 fosfat tamponu c¢dézeltisi ile
cesitli oranlarda karistirilmasi ile elde edilen mobil fazlar
kullanilmis ve alinan kromatogramlarin incelenmesiyle, sila-
zapril, benazepril hidrokloriir ve hidroklorotiazid 'in mobil
tazdaki degisen organik c¢oziicii oranlarina gore kolondaki ali-

konma hacimleri belirlenmistir.

Cetvel 4.26. 'da hidroklorotiazid 'in, mobil faz olarak
metanol veya asetonitrilin 0,02 M pH:4,0 fosfat tamponu co-
zeltisi ile cegitli oranlarda karisimlarinin kullanilmasiyla

elde edilen alikonma hacimleri yer almaktadir.
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Cetvel 4.26. Hidroklorotiazid 'in alikonma hacminin mobil

faz orani ile degismesi (pH:4,0)

Mobil faz
orani 60 70 80
%

Alikonma
Hacmi (ml)

Metanol-Tampon 3,02 2,56 2,55
Cozelti(pH:4,0)

Asetonitril- i
Tampon Cozelti 3,00 2,50 2,47
(pH:4,0)

Cetvel 4.26. da gorildigi gibi, hidroklorotiazid 'in
metanol veya asetonitril iceren mobil fazlar ile elde edilen
alikonma hacimleri, mobil faz oraninin degismesi ile birlikte
fazla bir degisiklik gostermemektedir ve birbirlerine cok
vyakindir. Mobil fazdaki organik c¢éziici miktarlarinin artma-
s1yla birlikte alikonma hacimlerinde hafif bir azalma oldugu

goriilmektedir.

Cetvel 4.27. de benazepril hidrokloriir 'iin, mobil faz
olarak, metanol veya asetonitrilin 0,02 M pH:4,0 fosfat tam-
ponu cozeltisi ile cgesitli oranlardaki karisimlarinin kulla-

nilmasiyla elde edilen alikonma hacimleri verilmistir,
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Cetvel 4.27. Benazepril hidrokloriir 'iin alikonma hacminin

mobil faz orani ile degismesi (pH:4,0)

Mobil faz
oranit 60 70 80
%

Ali1konma
Hacmi (ml)

Metanol-Tampon 12,04 5,34 4,03
Cozelti(pH:4,0)

Asetonitril-
Tampon Cézelti 4,26 3,44 3,24
(pH:4,0)

Cetvel 4.27 de goriildigi gibi, metanol 1iceren mobil
fazlarla elde edilen alikonma hacimleri, asetonitril iceren
mobil fazlara gore yiiksektir. Alikonma hacimleri, mobil faz-
daki asetonitril miktarlar: ile fazla bir degisiklik goster-
memektedir. Metanol iceren mobil fazlar kullanildiginda,
mobil fazdaki metanol oraninin % 60 'a distrilmesiyle birlik-
te, benazepril hidrokloriir 'in alikonma hacminde ani bir

artis olmaktadir.

Cetvel 4.28, de silazapril 'in, mobil faz olarak, metan-
ol veya asetonitrilin 0,02 M pH:4,0 fosfat tamponu c¢oézeltisi
ile cesitli oranlardaki karisimlarinin kullanilmasiyla elde

edilen alikonma hacimlerine yer verilmistir.
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Cetvel 4.28. Silazapril 'in alikonma hacminin mobil faz

orani ile degismesi (pH:4,0)

Mobil faz
orani 60 70 80
%

Ali1konma
Haemi (ml)

Metanol-Tampon 10,37 5,30 4,09
Cozelti(pH:4,0)

Asetonitril-
Tampon Cézelti 4,02 3,46 3,24
(pH:4,0)

Cetvel 4.28. de goriildiigi gibi, metanol iceren mobil
fazlar ile elde &edilen alikonma hacimleri, asetonitril
icerenlere géore yiiksektir. Beklendigi gibi mobil fazdaki
organik ¢ozici miktarlarinin azalmasi ile, alikonma hacimleri
artmaktadir. Silazapril 'in alikonma hacimleri, mobil fazdaki
asetonitril miktary ile fazla bir degisiklik géstermezken,
metanol miktarinin azalmasi ile hizli bir artis gostermekte-
dir. % 60 Metanol iceren mobil faz kullanildiginda alikonma
hacmi, 10,37 ml olmaktadir. Sekil 4.20 de hidroklorotiazid ve
benazepril hidrokloriir 'tin, mobil faz olarak cegitli oranlar-
da metanol-fosfat tamponu (pH:4,0) c¢ozeltisi karisimlarinin
kullanilmasiyla elde edilen alikonma hacimleri ile mobil faz-
daki organik c¢oziicii oranlari arasindaki iliski gésterilmekte-

dir.
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Sekil 4.20. Hidroklorotiazid (——) ve benazepril hidrokloriir
'in (——-) alikonma hacimlerinin metanol orani ile
degismesi

(Mobil Faz: Metanol-tampon cotzelti (pH:4,0))

Sekil 4.21. de hidroklorotiazid ve benazepril #hiﬁﬁﬁu%h

kloriir 'iin, mobil faz olarak cesitli oranlarda aseﬁbﬂﬁ?lefW§;}

¢
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fosfat tamponu (pH:4,0) ¢ozeltisi karisimlarinin kullanil-

masiyla elde

edilen alikonma hacimleri 1ile mobil fazdaki

organik c¢odziici oranlari arasindaki iliski gosterilmektedir.

(ml)

Hacmi

Alikonma

Sekil 4.21.
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Hidroklorotiazid (——) ve benazepril hidrokloriir
'in (-—--) alikonma hacimlerinin asetonitril orani

ile degismesi
(Mobil Faz: Asetonitril-tampon c¢ozelti
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Sekil 4.22, de hidroklorotiazid ve silazapril 'in, mobil
faz olarak cesitli oranlarda metanol-fosfat tamponu (pH:4,0)
co6zeltisi karisimlarinin kullanilmasiyla elde edilen alikonma
hacimleri ile mobil fazdaki organik cozicii oranlari

arasindaki iliski gosterilmektedir.
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Sekil 4.22. Hidroklorotiazid (——) ve silazapril 'in (---)

alikonma hacimlerinin metanol orani ile gggysmgg;

’\v

(Mobil Faz: Metanol-tampon ¢ozelti (pﬂﬁﬁ;hoé;mg
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Sekil 4.23. de hidroklorotiazid ve silazapril 'in, mobil
taz olarak cesitli oranlarda asetonitril-fosfat tamponu
(pH:4,0) c6zeltisi karisimlarinin kullanilmasiyla elde edilen
ali1konma hacimleri ile mobil fazdaki organik c¢ozici oranlari

arasindaki iliski gosterilmektedir.
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Sekil 4.23. Hidroklorotiazid (—) ve silazapril 'in (---)
alikonma bacimlerinin asetonitril orani 1ile

degismesi
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Sekillerde gorildigi gibi, mobil fazdaki organik c¢oziicii
oranl azaldiginda asetonitrilde madde c¢iftlerinin alikonma
hacimlerindeki artma paralel olmakta, buna karsin metanolde,
hidroklorotiazid 'de fazla bir degisme olmazken benazepril

hidrokloriir ve silazapril 'de artis hizli olmaktadir.
4.3.4. Kantitatif Analiz

Onceki Uc boélimde verilen cetvel ve sekillerde gorildigi
gibi, hidroklorotiazid-silazapril ve hidroklorotiazid-bena-
zepril hidrokloriir karisimlarinin analizi icin asetonitril-
tampon c¢ozelti (pH:4,0) karisimlarindan olusan mobil fazlar
yeterince uygun degildir. Cinki sekil 4.21. ve sgekil 4.23.
de gorildigid gibi, incelenen tim oranlarda her iki karisimi
olusturan ilac maddelerinin alikonma hacimleri, birbirlerine
olduk¢ca yakindir. Bunun yanisira, her iki karisimin analiz-
inde, metanol-tampon cozelti (pH:4,0) karisimlarindan olusan
mobil fazlarla cok daha iyi bir ayirma saglanmaktadir. Sekil
4.20. ve sekil 4.23. de goriildiigi gibi karisimlar:i olusturan
ilac maddelerinin alikonma hacimleri, c¢egitli mobil faz

oranlarinda belirgin farkliliklar gostermektedir.

Her iki karisimin analizinde % 60 metanol iceren mobil
tazlar kullanildiginda, silazapril ve benazepril hidroklorir
'‘in alikonma hacimleri, 10 dakikay: gecmektedir. % 70 metanol
iceren mobil fazlar ile kantitatif analizler icin yet“}ince

\‘,a

iyi ayirmalar saglandig: belirlenmigstir. Bu baklmdan kantlta




118

tif analiz icin, metanol-pH:4,0 fosfat tamponu c¢ozeltisi
(70:30) karisimi kullanildi. Bunun yanisira, pH:6,0 ve pH:7,0
'de ekonomik olmasi bakimindan daha az metanol 'iin kullanil-
di1g1 metanol-fosfat tamponu c¢ozeltisi (60:40) karisimlar: ile
de calisilabilirdi. Ancak bu pH 'larda silazapril, benazepril
hidrokloriir ve hidroklorotiazid 'e ait olan piklerde genisle-

me goriilmistir.,

Kantitatif analiz, i¢ standart teknigi ile gercekleg-
tirildi. Her 1iki karisim ic¢cin en uwygun i¢ standart madde

olarak, fenobarbital secildi.

Hidroklorotiazid, fenobarbital, silazapril ve benazepril
hidrokloriir icin elde edilen analitik piklerin alikonma
zamanlari sirasiyla, 2,566 ; 3,53 ; 5,30 ve 5,34 dakika olarak
belirlendi. 1,0 ml.dak~* akis hizinda (1500 PSI basincgta)
caligilarak, 0,625 pg hidroklorotiazid, fenobarbital, bena-
zepril hidrokloriir ve 0,625 pg hidroklorotiazid, fenobarbi-
tal, silazapril ile elde edilen kromatogramlar, sekil 4.24.

ve sekil 4.256. de verilmistir.

4.3.4.1. Olci Egrileri

4.3.4.1.a. Hidroklorotiazid 'in Olci Egrisi

Enjekte edilen hidroklorotiazid miktari ile hidrokloro-

¥ -
:‘f’"w
[0

lar:1 oran1 arasindaki iliski, - 0,250-0,750 pug 1;%}@§L
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Sekil 4.24. Optimum kosullarda elde edilen kromatogram

(Konsantrasyon : 0,625 pg/25pl hidroklorotiazid,
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Sekil 4.25. Optimum kosullarda elde edilen kromatogram
(Konsantrasyon : 0,625 png/26pnl hidroklorotiazid,

fenobarbital ve silazapril; A.u.f.s.=0,1)
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incelendi. Bu amacla, boélim 3.3.5.4.2. de anlatildigi gibi
calisilarak bulunan pik alanlar:i orani (A) degerleri, cetvel
4.29. da verilmistir. Bu degerlerle olusturulan dlci egriler-
inin regresyon analizine ait parametreler, cetvel 4.30. da
gorilmektedir. Ortalama pik alanlari orani1 degerlerinden
cizilen 6lcii egrisi, sekil 4.26. da yer almaktadir. Bu egriye
ait dogru denklemi, analiz ornegindeki hidroklorotiazid

miktarini tayin etmek icin kullanilmistir.

Cetvel 4.29. Hidroklorotiazid 'in sivi kromatografik analizi
icin hazirlanan o6lcii egrisine ailt pik alanlari

orani1 degerleri (A) ve regresyon analizi

Hidro-
kloro-
No| tiazid Ai Az As Aa Aa A S %S
pg/25pl1

1| 0,250 |0,871{0,885|0,8686|0,879/0,894(0,879/0,011|1,264

0,375 |1,266(1,277|1,295|1,290|1,282|1,282]/0,011]0,884

0,500 |1,694|1,697|1,690|1,682|1,687|1,690|0,006|0,348

B> W M

0,625 |2,102|2,104/2,086|2,105|2,113|2,102|0,009|0,469

5| 0,750 |2,483(2,495|2,486|2,466|2,545/2,495/0,030(1,197

A= 3,242 c + 0,069

c : pg/25pl
r = 0,9999




122

Cetvel 4.30. Cetvel 4.29. daki olcii egrilerinin regresyon

analizlerine ait parametreler

a b r
1 3,248 0,059 0,9998
2 3,238 0,073 0,9999
3 3,225 0,072 0,9999
4 3,191 0,089 0,9997
5 3,306 0,051 0,9997
Ortalama 3,242 0,069 0,9999

4.3.4.1.b. Benazepril Hidroklorir 'iin Olci Egrisi

Enjekte edilen benazepril hidrokloriir miktari ile bena-
zepril hidrokloriir ve i¢ standart madde olan fenobarbital 'in
pik alanlari orani arasindaki iliski, 0,1250-0,3750 pg arali-
ginda incelendi. B6liim 3.3.5.4.2. de anlatildig: gibi calisi-
larak bulunan pik alani oranlari degerleri, cetvel 4.31. de
verilmistir. Bu degerlerle olusturulan 6lcii egrilerinin reg-
resyon analizine ait parametreler, cetvel 4.32, de gorilmek-
tedir. Ortalama pik alani oranlari degerlerinden cizilen é6lcii
egrisi, sekil 4.27. de yer almaktadir. Bu egriye ait dogru
denklemi, analiz O6rnegindeki benazepril hidrokloriir miktarini

tayin etmek icin kullanilmistir.
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Benazepril Hidrokloriir 'iéin sivi: kromatografik
analizi 1ic¢in hazirlanan 6lcii egrisine ait pik

alani oranlari: degerleri (A) ve regresyon

analizi
Bena-

zepril
NO HC]. A:. A:a Aa Aa. Ae. A S %S

pg/25pl
1 0,1250{0,499/0,503/0,5617/0,490/0,506;0,50310,009|1,963
2 0,1875(0,746|0,719{0,740|0,730{0,715(0,730{0,013{1,815
3 0,2500[{0,960|0,958{0,974|0,859;0,949|0,96010,009;0,935
4 0,3125(1,208(1,205/1,198|1,202}1,197{1,202|0,005]0,386
5 0,3750(1,429/1,431|1,425|1,440/1,400|1,425|0,015|1,054
A= 3,706 ¢c + 0,038

c : pg/25ul

r = 0,9999

Cetvel 4.32.

Cetvel 4.31. deki ol¢ii egrilerinin regresyon

analizlerine ait parametreler

a b r
1 3,715 0,040 0,9998
2 3,747 0,026 0,9998
3 3,638 0,061 0,9999
4 3,796 0,015 0,9999
5 3,632 0,045 0,99956
Ortalama 3,706 0,038 0,9999
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Sekil 4.27. Benazepril hidrokloriir 'éin sivi kromatografik

analizi icin hazirlanan 6lci egrisi

4.3.4.1.c. Silazapril 'in Olci Egrisi

Enjekte edilen silazapril miktar: ile silazapril ve li¢

standart madde olan fenobarbital 'in pik alanlari orani ara-

. @%""B’um
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sindaki iliski, 0,1250-0,3750 pg araliginda incelend

amacla, bolim 3.3.5.4.2. de anlatildig: gibi calisila
;Jj

H
i
KR
LB



126

lunan pik alanlari orani degerleri, cetvel 4.33. de verilmis-
tir. Bu degerlerle olusturulan 6l¢ii egrilerinin regresyon
analizine ait parametreler, cetvel 4.34. de goriilmektedir.
Ortalama pik alanlar: orani degerlerinden c¢izilen o&lcgi
egrisi, sekil 4.28. de yer almaktadir. Bu egriye ait dogru
denklemi, analiz 6rnegindeki silazapril miktarini tayin etmek

icin kullanilmistir.

Cetvel 4.33. Silazapril 'in sivi Kkromatografik analizi icin
hazirlanan 6lcii egrisine ait pik alanlari orani

degerleri (A) ve regresyon analizi

Sila-
No| zapril Ax Az As Aa Ag A S %S
pg/26pl

1| 0,1250/0,192|0,197]0,199/0,196/0,201|0,197|0,003|1,721

0,1875|0,295/0,299(0,300{0,292[0,289|0,295/0,005[1,572

0,2500|0,388|0,381|0,374/0,387|0,370|0,380(0,008/2,080

0,3125|0,474|0,469|0,477|0,470|0,460|0,470/0,006[1,371

0,3750|0,567|0,564|0,586[0,572(0,566(0,571|0,009|1,557

n

»| | ] W[ ™

1,477 ¢ + 0,013

c : pg/25pl
r = 0,9996

¢_4: R ke i i ,:"'
Negp g ?



Cetvel 4.34. Cetvel 4.33.
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deki

6lgii egrilerinin regresyon

analizlerine ait parametreler

a b r
1 1,486 0,012 0,9996
2 1,446 0,020 0,9995
3 1,522 0,007 0,9981
4 1,488 0,011 0,9996
5 1,442 0,017 0,9988
Ortalama 1,477 0,013 0,9996
0,6
L
0,5}
-
4 -
= 0,4
O
L -
O
§ 03
c
o :
<
x 0,21
(a N
i A=1,477¢c + 0,013
r=0,9996
0,1}
0,0 g 1 L
00 0 0,2 03 0.4
c (pg/25ul)
Sekil 4.28. Silazapril 'in si1vi kromatografik

hazirlanan 6lcii egrisi

analizivicin

A
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4.3.4.2. Yontemin Farmasotik Preparatlara Uygulanmas: ve
Sonuclarin Kiyas Yontemleri ile Elde Edilen

Sonuclarla Karsilastirilmasi

Hidroklorotiazid-benazepril hidrokloriir ve hidrokloroti-
azid-silazapril 'i birarada iceren ticari preparatlarda, bu
ilac maddelerinin miktari, boélim 3.3.5.4.3. de anlatildig:
gibi calisilarak, sivi kromatografisi yontemiyle tayin edil-
di. Benazepril ve silazapril, yeni bir ila¢ maddesi olduk-
larindan heniiz farmakopelerde yer almamistir. Bu bakimdan
elde edilen sonuclar, tirev UV-spektrofotometrisi 1ile elde
edilenlerle karsilastirildl. Bu amacla, ayn: preparatlar
tiirev spektrofotometrisi yontemi ile de analiz edildi (Bora,
O. 1996). Her iki ydontemle elde edilen sonugclar ve § adet
tayin iizerinden hesaplanan ortalama (X), standart sapma (s),
bagi1l standart sapma (%S) ve % 95 givenirlik dizeyinde giiven
araliglr [X £+ (t.s/Vn)], degerleri, cetvel 4.35. ve cetvel

4.36. da verilmistir.

Gelistirilen yontemler ve kilyas yontemleriyle elde
edilen sonu¢lar, Student (t) testi ile ortalamalar, Fisher
(F) testi 1ile presizyonlar yoniinden % 95 giiven diizeyinde
karsilastirildr. Cetvel 4.35. ve cetvel 4.36. da gorildiigd
gibi hesaplanan t ve F degerleri, ilgili giiven diizeyi ve b
deneme icin ilgili tablolarda (Chalmers, R.A. 1972) verilmis
olan degerlerden kiicliktir. Bu durumda her iki prepara£w494nde

vayl“ a} 3
bulunan ila¢ maddelerinin analizinde gelistirilenm yﬁnf%mlpr
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ile kiyas yontemi olan tiirev spektrofotometrik yodéntemler
arasinda, gerek dogruluk gerek presizyon yoéniinden anlamli bir

fark bulunmadigi ortaya cikmistir,

5 7"“Wﬁ£m"’=~&

£
F e
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Cetvel 4.35, Cibadrex Tabletlerinint™? Analizi

H1DROKLOROT1AZ1D BENAZEPR1L HiDROKLORUR
istatistik
Parametre- HPLC Tirev Spektro- HPLC Tiirev Spektro-
ler Yontemi fotometrik Yontemi fotometrik
yontem yontem
mg/tablet % mg/tablet % mg/tablet % mg/tablet %
1 12,58 100,64 12,51 100,08 10,08 100,80 10,04 100,40
2 12,47 99,76 12,49 99,92 9,94 99,40 9,98 99,80
n 3 12,48 99,84 12,45 99,60 9,97 99,70 9,92 99,20
4 12,49 99,92 12,48 99,84 10,05 100,50 9,95 99,560
5 12,52 100,16 12,48 99,84 9,96 89,60 9,94 99,40
X 12,51 100,06 12,48 99,86 10,00 100,00 9,87 99,8686
s 0,04 0,02 0,06 0,05
%S 0,32 0,16 0,60 0,50
X+t.s/{n" 12,47-12,55 12,46-12,50 9,94-10,06 9,92-10,02
t testi 1,22 0,78
F testi 4,00 1,72
Ny = ng = 6
temwio = 2,31 Fravie = 6,39
p = 0,05

R

L hidroklorir

i

t*a Bir tablet, 12,
icermektedir.
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Cetvel 4.36. itnhibace-Plus Tabletlerinin®™3 Analizi

HI1DROKLOROT1AZ1D S1LAZAPRIL
Istatistik :
Parametre- HPLC Tiivev Spektro- HPLC Tirev Spektro-
ler Yéontemi fotometrik Yontemi fotometrik
yontem yontem
mg/tablet % mg/tablet % mg/tablet % mg/tablet %
1 12,50 100,00 12,52 100,18 5,00 100,00 4,97 99,40
2 12,45 99,60 12,50 100,00 4,95 99,00 4,97 99,40
n 3 12,52 100,18 12,51 100,08 4,94 98,80 4,96 99,20
4 12,41 99,28 12,42 99,36 4,92 98,40 4,94 88,80
5 12,36 98,88 12,562 100,16 4,96 89,20 4,96 99,20
X 12,45 99,58 12,489 99,95 4,985 99,08 4,96 89,20
S 0,065 0,042 0,029 0,012
%S 0,48 0,32 0,61 0,20
Xtt.s/{m 12,39-12,51 12,45-12,53 4,92-4,98 4,96-4,97
t testi 1,03 0,62
F testi 2,39 5,84
ni = nz = 6
teavio = 2,31 Feavro = 6,38
p=0,05

£*1 Bir tablet, 12,5 mg hidroklorotiazid ve 5,0 mg silazapril lcermggerQQ.
L 'Véﬁ‘;\.
£, ‘r‘% . .
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5. TARTISMA

Amlodipin 'in analizi icin duyarl:i bir spektrofotometrik
yontem gelistirilmesi amaclandiginda bu maddenin amino
grubunun NQS ile kondensasyonu ile renkli tirev olusturulmasi
diisiintildii. NQS ile aminler arasindaki kondensasyon reaksiyonu
bircok arastirmaya konu olmus olduk¢a bilinen bir reaksiyon-
dur. Reaksiyonun olusmasinda ortamin pH '1 ¢ok Onemlidir.
Alifatik aminler durumunda bazik, aromatik aminler durumunda
ise asidik ortamda gerceklesmektedir. Bazi calismalarda tam-
ponun cinsinin de etkili oldugu bildirilmistir. Genellikle
bir siire 1sitilmas: gerekir. Bizim incelemelerimizde de bun-
lara paralel sonuclar alinmistir. pH:10,0 da ve fosfat tam-
ponu ile en yiiksek absorbans degeri elde edilmistir. Reaksi-
yonun 60 °C ye kadar olan sicakliklarda 40 dakikada bile ta-
mamlanmadigi, 70 °C de 20 dakikada en yiiksek absorbansa ula-
s1ldigr goriilmigtiir. Gerekll NQS miktari, mol oranlari yonin-
den (36 kat) diger arastirmacilarin bulgularina oranla yiiksek
goriinmektedir. Reaksiyon idriiniinin sulu ortamdan ekstraksiyaq%

: 4
icin genellikle n-biitanol yada kloroform veya diklgge%amﬂg}b

E

PR

o &
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coziiciilerle karisimlarinin kullanildig: goriilmektedir. Bu
calismada da en iyi sonug¢, n-biitanol ile elde edilmigtir.
Tirevin dayanikligl genelde oldugu gibi amlodipin ic¢in de
iyidir. Konsantrasyon ile absorbans arasindaki iliski,
absorbans degerlerinin 0,150 ile 0,750 arasinda oldugu
aralikta incelenmistir. Bu aralikta amlodipin besilat kon-
santrasyonu (15-75) pg.ml~* dir.Bu degerler biraz yiksek
gorinmekle birlikte, bunda ila¢ maddesinin molekiil agirligi-
nin yiikksek olmasinin roliinin bulundugu da dtsintilebilir.
Gelistirdigimiz analiz yontemi, amlodipin icin goriinilir alanda
spektrofotometrik analize imkan verecek ilk yontem olmakta-
dir. Literatirde amlodipin 'in buna benzer bir yoéntemle ana-
lizi bulunmamaktadir. Bu bakimdan secicilik ve duyarlik

yoniinden bir karsilastirma olanagi sdéz konusu olamamaktadir.

Silazapril, tlkemizde kullanilan ACE inhibitdrlerinden
biridir. Bu grupta kimyasal yapi bakimindan birbirine benze-
yen benazepril, perindopril, enalapril, fosinopril, lisinop-
ril ve ramipril adli1 ila¢ maddeleri bulunmaktadir. Bu madde-
lerin timinin UV absorpsiyonlari, yaptlar:i geregi oldukca
diisiik dalga boyundadir. Bu yiizden spektrofotometrik analizler
icin uygun bir tirevlendirme reaksiyonu 6nemlidir. Maddeler-
in yapilarinda bulunan fonksiyonel gruplara bakildiginda,
hepsinde bulunan karboksil grubunun bunun icin uygun olabile-
cegi ve bu grup icin demir (III) hidroksamat reaksiyonunun
renklendirme amaciyla incelenmesi diisiinilmistir. Bu ca£%§?ada”%

#a By
silazapril ornek olarak secilmistir. Demir (III) higd f@’”
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tirevinin olusmas1 icin silazapril 'in karboksil grubu, &6nce
disikloheksilkarbodiimid varliginda hidroksilamin hidroklorir
ile ilgili hidroksamik aside doniistiriilmekte, sonra Fe=3*
iyonu ile renkli tirev olusmaktadir. Her 1iki kademe icin
uygun kosullar incelenmistir. Literatirdeki calismalarda
birinci kademe genellikle (80-70) °C de 1sitilarak gercek-
lestirilmistir. Oysa bizim calismalarimizda 30 °C de 10
dakikada maksimum absorbansa ulasilmistir. Gerekli disiklo-
heksilkarbodiimid ve hidroksilamin hidroklortir miktarlarinin
saptanmas1 ic¢in c¢izilen grafiklerde, ozellikle disiklohek-
silkarbodiimid miktarinin artmasiyla absorbans bir maksimuma
ulastiktan sonra azalmistir. Bu goriinim hidroksilamin hidro-
kloriir 'e ait grafikte cok daha az belirgindir. Belirteclerin
fazlasinin bu olumsuz etkisine bir aciklama getirilememis ve
calismalar maksimum absorbansin elde edildigi miktarlarla
yapilmistir. Bu durumun analiz sonuclarinin tekrarlanabilir-
ligine olumsuz etkisi olabilecegi disiiniilebilir, ancak hesap-
lanan bagi1l standart sapma degeri bdyle bir silipheyi hakla
cikarmamistir. 1tkinci kademede Fe (III) perklorat miktarinin
absorbansa etkisi ic¢cin c¢izilen grafikte béyle bir durum s6z
konusu olmamistir. Birinci reaksiyon asgsiri hidroksilamin
hidrokloriir 'in tampon etkisi ile pH:4 civarinda, ikinci
reaksiyon ise asitli ortamda gerceklesmektedir. Kasai et al.,
(1975) bunun ic¢in en uygun asidin Fe (III) iyonu ile koordi-

nasyon egiliminin ¢ok az olmasi nedeniyle perklorik asit

yiziinden, digerlerinin ise hidroksamatin bozunmasfi .
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olmalari: nedeniyle uygun olmadigini bildirmislerdir. Yine bu
arastirmacilar, ortamdaki etanol yizdesinin yiksek olmasi
gerektigini, sulu c¢oézeltide Fes~+ iyonunun hidroksilamin
tarafindan indirgendigini ileri siUrmiislerdir. Yaptigimiz on
incelemelerden aldigimiz sonuclar, bu goriisler ile uyum
saglamistir. Reaksiyon kosullarinin incelenmesinden sonra
saptanan optimum kosullarda konsantrasyon-absorbans 1liskisi
duyarl:igin biraz disik olmas1i yiizinden A = 0,1-0,8% araliginda
incelenmistir. Duyarligin diigsiik olmasi, gelistirilen bu spek-
trofotometrik yontem icin bir sakincadir. Ancak ilac prepa-
ratlarinin analizi icin bu durumun 6nemli olmadigi diistinile-
bilir. Yontemin diger bir sakincasi ise tiirevin dayanikligi-
nin az olmasidir. Absorbans dlg¢imlerinin hemen yapilmasi
gerekmektedir. Yine de bu sakincalara ragmen bu grup llacg
maddelerinin timine uygulanabilecegi diisiinildiigiinde, yararl:

bir analiz yontemi oldugu gérilmektedir.

Ginimizde yilksek basingcli sivi kromatografisi, 1ilacg
preparatlarinin, o6zellikle kombine olanlarin analizinde
vazgecilmez bir analiz yéntemi haline gelmistir. Farmakope-
lerde bu yéntemle yapilan analizlerin sayisi siiratle art-
maktadir. Bu diistinceyle silazapril ve benazepril hidrokloriir
'in hidroklorotiazid 1ile karisimlariniy icgeren tabletlerin
sivl kromatografik analizi amaclanmigtir. Oncelikle, ilacg
maddelerinin ters faz sistemdeki alikonma davranislarina
mobil fazin pH 'inin etkisi incelenmistir. Eldg¢@dm@®n

verilerin maddelerin yapisi ile uyum gdésterdigi goyiElm g
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pKa degerleri 8,6 ve 9,9 olan hidroklorotiazid 'in alikonma
hacmi, pH:3-7 arasinda hemen hemen sabit kalmistir. Karboksil
grubu iceren diger ikl madde ise diigsik pH larda daha fazla
alikonmus, pH:4-5 den sonra alikonma zamanlarinda azalma
gozlenmistir. Maddelerin pK. degerleri ile ilgili bilgi
bulunmamakla birlikte, karboksil grubunun ayrismasina ait pKa
degerinin bu civarda olmasi muhtemeldir. Elde edilen ali-
konma verilerine dayanarak bu iki karisimi iceren tabletlerin

kantitatif analizi icin optimum kosullar belirlenmistir.

Amlodipin ve silazapril 'i tek etken madde olarak ve
silazapril-hidroklorotiazid ve benazepril hidrokloriir-hidro-
klorotiazid 'i{ karisim olarak iceren tabletlerin geligtirilen
bu yontemlerle analizlerinden elde edilen sonuclar, incelenen
ila¢ maddelerinin heniz farmakopelerde yer almamasi nedeniyle
ofisiyel analiz yoéntemleri ile karsilastirilamamistair. 11k
ikisi UV-spektrofotometrik, karisimlar:i iceren tabletlere ait
sonuclar ise UV-tiirev spektrofotometrisi ile elde edilenler
ile karsilastirilmis ve ortalamalar ve presizyonlar arasinda
anlamli bir fark bulunmamistir. Bu bakimdan gelistirilmis
olan bu yéntemlerin bu yeni ilac maddelerinin farmasotik
preparatlarda analizi icin yararli sec¢enekler olustura-

bilecegi disiniilmektedir.
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