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Ozet: Son yillarda hipertansiyon tedavisinde kullanilan ilaglarin etken maddelerini
tayin etmek amaciyla gesitli yontemler gelistirilmektedir. Calismada, ila¢ etken
maddelerinden Kkinapril ve hidroklorotiyazid, UV/VIS ve HPLC yontemlerle
incelendikten sonra sonuglar kemometrik yontemlerden PLS ve temel PCR ile
degerlendirilerek analizlerin dogruluk ve kesinlik agisindan desteklenmesi
saglanmistir. UV/VIS ¢alismalarindan sonra, kinapril ve hidroklorotiyazidin PCR
analizleri sonucu geri kazamim degerleri sirasiyla %100,56 ve %99,85; standard
saplamalar ise 0,512 ve 0,027; PLS ¢alismalar1 sonucu geri kazanim degerleri
sirasiyla %99,18 ve %99,75; standard saplamalar ise 0,334 ve 0,289 olarak
hesaplanmistir. HPLC ¢alismalarindan sonra, kinapril ve hidroklorotiyazidin PCR
analizleri sonucu geri kazanim degerleri sirasiyla %100,01 ve % 99,78; standard
saplamalar ise 0,170 ve 0,241; PLS c¢alismalar1 sonucu geri kazanmim degerleri
sirasiyla %100,57 ve %100,51; standard saplamalar ise 0,462 ve 0,706 olarak
bulunmustur. Calismada UV/VIS ve HPLC yontemlerinin ila¢ etken maddelerinin es
zamanli tayinindeki yeterlilikleri kemometrik olarak incelenmis olup ¢ikan
sonuclar dogrultusunda bu yontemlerin kinapril ve hidroklorotiyazid’den olusan
hipertansiyon ilaglarinin kalitesi ve hedefe uygunlugu ile ilgili ¢alismalarda
kullanilabilirliginin oldugu sonucuna varilmistir.

Investigation of Some Drugs Used in High Blood Pressure Treatment by UV/VIS
Spectrophotometric and High Pressure Liquid Chromatographic (HPLC) Methods and
Evaluation Of Obtained Data by Chemometric Methods
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Abstract: Various methods have been developed in recent years to determine the
active ingredients of drugs used in the treatment of hypertension. In this study,
active agents such as quinapril and hydrochlorothiazide were examined with
UV/VIS and HPLC methods and to ensure accuracy and precision, studies are
supported by PLS and PCR chemometric analyzes. After UV / VIS studies, recovery
values of quinapril and hydrochlorothiazide as a result of PCR analysis were
100.56% and 99.85%, respectively; standard deviations are 0.512 and 0.027; As a
result of PLS analysis, recovery values were 99.18% and 99.75%, respectively; and
the standard deviations were calculated as 0.334 and 0.289. After HPLC studies,
the recovery values of quinapril and hydrochlorothiazide as a result of PCR
analysis were 100.01% and 99.78%, respectively; the standard deviations are
0.170 and 0.241; As a result of PLS studies, recovery values were 100.57% and
100.51%, respectively; and the standard deviations were found to be 0.462 and
0.706. In this study, the efficacy of UV/VIS and HPLC methods in the simultaneous
determination of the drug active substances were examined chemometrically and
it is concluded that these methods can be used in studies related to the quality and
target suitability of hypertension drugs composed of quinapril and
hydrochlorothiazide.

*ilgili yazar: uguryavas_ege@hotmail.com

175


https://orcid.org/0000-0003-2327-4031

A. H. Aktas, U. Yavas / Yiiksek Tansiyon Tedavisinde Kullanilan Baz ilag Etken Maddelerinin UV/VIS Spektrofotometrik ve Yiiksek Basingli Sivi Kromatografik (HPLC)
Yéntemlerle Incelenmesi ve Elde Edilen Verilerin Kemometrik Yontemlerle Degerlendirilmesi

1. Giris

Kalp ve damar hastaliklarinin tedavisinde kullanilan
ila¢ gruplary; a (reseptorlerin) almag¢ engellemesi (o
blockers), B reseptorlerin engellenmesi ( 3 blockers),
kalsiyum kanallarinin engellenmesi veya antijotensin
doniistiiriici  enzim aktivitelerinin engellenmesi
seklinde etki gostermektedir. Kan basincinin
diizenlenmesinde ACE inhibitérleri biiytik bir role
sahibidir. Bu tiir ila¢ gruplar1 kan damarlarini
genisleterek ve viicuttaki fazla suyun atilmasini
saglayarak damarlardaki basinci azaltir [1-4].

Kinapril hidroklorir [(3S) -2 - [(2S) -2 - [[((2S) -1-
etoksi-1-okso-4-fenilbiitan-2-il] amino] propanoil] -
3,4-dihidro-1H-izokinolin-3 -karboksilik asit;
hidrokloriir] hipertansiyon ve Kkalp yetmezliginin
tedavisinde kullanilan ACE inhibitérlerindendir (Sekil

1) [5].

HCI

Sekil 1. Kinapril hidrokloriir [5]

Hidroklorotiyazid  [6-kloro-1,1-diokso-3,4-dihidro-
2H-1A6,2,4-benzotiadiazin-7-siilfonamid] (HCT) ise
hipertansiyonun tedavisinde etkili olan bir
antihipertansif diiiretik ajandir (Sekil 2) [5-6].
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Sekil 2. Hidroklorotiyazid [5]

ACCUZIDE® FORT yiiksek kan basincinin tedavisi i¢in
kullanilan, bu iki etken maddeyi iceren bir ilactir. Her
bir film tablet, 20 mg kinaprile esdeger kinapril
hidrokloriir ve 25 mg hidroklorotiyazid iceren 30
tabletlik blister ambalajlarda kullanima sunulmustur.
ACCUZIDE® FORT pembe, liggen, bikonveks, film kapli
tablettir.

Yiiksek tansiyon tedavisinde tek bir etken madde
iceren ilag ile tedavinin yetersiz oldugu durumlarda
bu iki etken madde birlikte kullanmilmaktadir.
Hidroklorotiyazid viicuttan atilan idrar miktarini
artirarak kan basincinin azalmasinmi  saglarken
kinapril ile kombinasyonu antihipertansif etkileri
artirir.

Hipertansiyon tedavisinde bu iki bilesigin
kombinasyonu son yillarda popiilerlestiginden ayni
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anda tespiti icin daha hizli ve duyarli analiz
yontemleri gelistirilmek iizere ¢esitli calismalar
yapilmistir. Bilesik dozaj formundaki kinapril ve
hidroklorotiyazidin etken maddelerinin es zamanlh
tayini i¢in yapilan ¢alismada yiiksek performans sivi
kromatografisi (HPLC) yontemi gelistirilmistir. Foto
diyot dizisi dedektorii kullanilarak gerceklestirilen
analizde 220 nm’deki dalga boyu kullanilmistir.
Istatistiksel ~ analizler = sonucunda  gelistirilen
kromatografik yontemin ila¢ icerigini belirlemede
basarili oldugu bildirilmistir [7]. Ayn1 etken
maddelerin es zamanl tayininin yapildig1 bir baska
calismada ise ters faz HPLC yontemi uygulanmstir. i¢
standart kullanilarak gerceklestirilen calismada UV
gorinir bolge dedektérii 211 nm'ye ayarlanmustir.
Validasyonu gergeklestirilen ydntemin sentetik
karisimlarda ve farmasotik dozaj formlarindaki
kinapril ve hidroklorotiozidin tayininde basariyla
kullanilabilecegi gorilmiistiir [8]. Yontem gelistirmek
amaciyla yapilan bir baska calismada ise ii¢ farkh
analitik yaklasim kullanilmistir. Bu ¢alismada, ilaglar
sirasiyla  UV/VIS ve FT-IR spektrofotometre
kullanilarak ¢ift dalga boyu yontemi ve kalibrasyon
egrisi yontemleri ile analizleri yapilmistir. Daha sonra
HPLC kullanilarak yontemin kararliligi
degerlendirilmistir [6].

Bu ¢alismanin temel amaci, kinapril hidrokloriir ve
hidroklorotiyazid etken maddelerinin es zamanli
tayininde uygulanan yontemlerin uygunlugunun
kemometri ile degerlendirilmesidir. Bu amagla, ilag
etken maddelerinin tayini UV/VIS ve ters faz HPLC
yontemleri ile gerceklestirilmis ve elde edilen veriler
kemometrik kalibrasyon yontemlerinden temel
bilesen regresyon yontemi (PCR) ve kismi en kiigiik
kareler yontemi (PLS) uygulanarak analiz edilmistir.
Kemometrik hesaplamalardan o6nce temel bilesen
analizi (PCA) uygulanmistir.

Her iki analiz yontemi sonucunda PLS ve PCR ile %
geri kazanimlar ve standart sapmalar hesaplanmustir.
Elde edilen sonuglara istatistiksel olarak F-testi
uygulanmistir. Sonuglar kiyaslanarak farkliligin
anlamli olup olmadigina bakilmistir. Bu sayede
calisilan yontemlerin hassasiyet, dogruluk ve secicilik
bakimindan desteklenmesi saglanmistir.

2. Materyal ve Metot

Bu calismada, mor dtesi ve goriiniir bolge (UV/VIS)
spektrofotometrisi ve yiliksek basingh  siv1
kromatografisi (HPLC) ile kinapril ve
hidroklorotiyazid adl ila¢ etken maddelerinin nicel
analizi yapilmistir. Her iki analiz yontemi sonucunda
da elde edilen veriler ayr1 ayr1, temel bilesen analizi
yontemi (PCA), temel bilesen regresyon yontemi
(PCR) ve kismi en kiigiik kareler yontemi (PLS) gibi
kemometrik yontemlerle degerlendirilmistir.

Kinapril (KIN) ve hidroklorotiyazid (HCT) etken
maddelerinin spektrumlar1 ilk adimda ayr1 ayri
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cozeltiler hazirlanarak, daha sonra ise ikili karisimlar
halinde setler hazirlanarak okumustur. Son olarak
ilag Orneginin c¢ozeltisi hazirlanarak dlglimler
yapilmistir. Tim bu analiz sonuglar1 istatistik
programiyla degerlendirilmistir.

2.1. Kullanilan kimyasallar

UV/VIS ve HPLC analizlerinde kullanilan kinapril
(Sigma Aldrich) ve hidroklorotiyazid (Sigma Aldrich)
etken maddeleri analitik saflikta kullanilmistir. Bu
nedenle etken maddelere tekrar saflastirma islemi
yapilmasina gerek kalmamistir. Analizlerde mobil faz
hazirlamada kullanilan asetonitril (Sigma Aldrich) ise
HPLC saflikta tercih edilmistir.

HPLC c¢alismalarinda i¢ standart olarak donepezil
(Sigma Aldrich) secilmistir. 100 mL mobil faz
hazirlamak icin asetonitrii ve su (35:65 v/v)
kullanilmistir. Karisima 30x10-3 M (30 mM) orto-
fosforik asit (HzPO4, Sigma Aldrich) eklenmis ve suda
hazirlanmis sodyum hidroksit (NaOH, Sigma Aldrich )
cozeltisi ile mobil fazin pH degeri istenilen ¢alisma
degerine  getirilmistir. Mobil faz ultrasonik
karistiricida degaze edildikten sonra kullanmilmistir.
UV/VIS analizlerinde hazirlanan tiim ¢6zeltilerde
¢oziicii olarak HPLC analizlerinde kullanilan mobil faz
kullanilmistir.

Kinapril (KIN) ve hidroklorotiyazid (HCT) maddeleri
ile 100 ppm’lik stok ¢ozeltiler hazirlanmistir. Daha
sonra bu stok ¢ozeltiler kullanilarak istenilen derisim
araligina seyreltilerek kalibrasyon ve validasyon
setleri olusturulmustur.

Kinapril ve hidroklorotiyazid etken maddelerini bir
arada bulunduran ACCUZIDE® FORTun (Pfizer)
miktar tayini i¢cin hem HPLC hem de UV/VIS y6ntemi
icin; ACCUZIDE® FORT’tan 10 adet tablet tartilmis ve
havanda iyice toz haline getirilmistir. 20 mg kinaprile
esdeger miktarda toz karisim alinmis ve mobil faz ile
100 mLl'ye seyreltilmistir. Cozlinmenin tam
saglanabilmesi icin en az iki saat manyetik
karistiricida karistirilmistir. Daha sonra ¢ozelti mavi
bant slizge¢ kagidindan siiziilmis ve siliziinti
kalibrasyon  derisim araligina gelene kadar
seyreltilmistir. Hazirlanan ¢6zeltilerin renksiz oldugu
gorilmistiir.

2.2. Kullanilan cihazlar ve programlar

UV/VIS analizleri UV 1700 PHARMASPEC SHIMADZU
(Shimadzu, Kyoto, Japan) spektrofotometresi ile
yapimistir. Spektrumlar cihaza ait olan giincel
software yardimiyla bilgisayar ortaminda okunmus
ve veriler Excel ile islenerek grafik haline
getirilmistir. Cihazda absorbans dl¢timlerinde iki adet
seffaf kuartz kiivet kullanilmistir. HPLC analizlerinde
Purospher® STAR RP-18 Endcapped HPLC Kolonu,
Diode Array Dedektorii SPD-M20A kullanilmistir.
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HPLC ve UV/VIS analizleri sonucunda elde edilen
verileri PCA, PCR ve PLS gibi kemometrik
yontemlerle degerlendirme i¢in Minitab 18 programi
kullanilmistir.  Calismalarda kullanilan kimyasal
maddelerin acik formiilleri ChemDraw Professional
16.0 programi ile c¢izilmistir. ANOVA testleri
Microsoft® Office 2016'nin Excel programi ile
yapilmistir.

2.3. Yontem

Saf kinapril ve hidroklorotiyazid etken maddelerinin
stok c¢ozeltilerinden yola ¢ikarak cesitli derisimlerde
(kinapril i¢in 4-20 ppm, hidroklorotiyazid icin ise 5-
25 ppm arasi) 25 mL'lik ¢ozeltiler hazirlanmis ve
bunlarin spektrumlart okunmustur. Her iki etken
maddenin maksimum absorbans verdigi dalga boyu
farkli oldugu gorilmiistiir. Bu nedenle herhangi bir
ayirma islemine gerek duyulmadan, her iki maddenin

de belli derisimlerde karistirilmasi  sonucu
olusturulan  ¢ozeltilerin  absorbans  okumalar
yapilmistir.

En son asamada ise iki etken maddeyi de iceren
ACCUZIDE® FORT ilacindan yola ¢ikarak hazirlanan
¢ozeltilerin absorbans degerleri okunmustur.

HPLC analizlerinde ilag etken maddelerinin
hazirlanan stok ¢ozeltilerinin  kromatogramlar
okunmustur. Daha sonra stok c¢ozeltilerden yola
¢ikarak kinapril ve hidroklorotiyazid icin ayr1 ayr
derisimlerde ¢ozeltiler hazirlanmis ve bunlarin
karisimi  ile Kkalibrasyon ve validasyon setleri
olusturulmustur. Olusturulan bu setlerin teker teker
kromatogramlar1 okunmustur.

Calisma boyunca HPLC kosullary, izokratik
programda, akis hizi1 1ml/dakika, enjeksiyon hacmi
20 pL ve kolon sicakligi 25°C olarak ayarlanmistir.
HPLC’den elde edilen verilerin kemometrik analizde
kullanilmasinda, maddelerin pik alanlarinin ig
standardin pik alanina oranlar1 kullanilmistir. Bu
islem alt1 farkl dalga boyunda (210, 215, 220, 225,
230 ve 235 nm ) yapilmistir.

Son basamakta ise, piyasada satilan ilag
numunesindeki ila¢ etken maddelerinin ¢dzeltileri
incelenmistir. Elde edilen veriler, farkli kemometrik
yontemlerle degerlendirilmistir.

Kemometrik degerlendirmelerde PCR ve PLS
kalibrasyonlarmin kurulmasinda faktoér secimi icin
¢apraz validasyon islemi kullanilmistir. Bunun i¢in
karelerin tahmin hatalarinin toplami (prediction
error sum of squares — PRESS) hesaplanmistir.
Optimal faktoér sayisini bulmak icin 6nerilen kriterler
PRESS degeri ve F- istatistigidir. Hesaplanan PRESS
degerleri icin asagida verilen formiil kullamilmistir
[9-11].
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n
PRESS = Z(Cieklenen _ C}Julunan)z (1)

i=1

Kemometrik kalibrasyonlarin validasyonu igin
kalibrasyonu ve tayin basamaklarinda kalibrasyonun
standart hatasi (standard error of calibration — SEC)
parametresi kullanilmaktadir. SEC degerini minimum

yapan kalibrasyon kosullar1 ve  F-istatistigi
kullanilmaktadir.  Calismada  hesaplanan  SEC
degerleri i¢in su formil kullanilmistir.
n
(Cieklenen _ C})ulunan)z
SEC = z
- n—1 (2)

PLS kalibrasyon yonteminde PLS 2 kullanilmistir.
3. Bulgular
3.1. UV/ VIS sogurma spektroskopisi analizleri

Kemometrik yontemlerin uygulanabilmesinde
spektral kosullar optimizasyonu ve optimal
kalibrasyon setinin hazirlanmasi i¢in 6n g¢alismalar
yapilmistir. Saptanan spektral kosullarda kalibrasyon
setinin ve numunelerin 200-350 nm dalga boyu
araliginda absorbsiyon spektrumlar1 alinmistir ve
kemometrik kalibrasyonlar 210-290 nm dalga boyu
bolgesindeki biitiin absorbans degerlerinin vektorel
Olclimleri kullanilarak elde edilmistir. Kemometrik
algoritmalarla hesaplanan PCA, PCR ve PLS
kalibrasyonlar1 yapay ve farmosotik numunenin
analizine uygulanmistir.

Hidroklorotiyazid (HCT) ve kinapril (KIN) etken
maddelerinin stok ¢ozeltilerinden yola ¢ikarak cesitli
derisimlerde yeni ¢ozeltiler hazirlanmis ve bu
cozeltiler kalibrasyon ve validasyon seti olusturmada
kullanilmistir. HCT ve KIN etken maddelerinin
sentetik karisimlar1 hazirlanirken ACCUZIDE® FORT
icerisinde bulunan etken maddenin miktarlar1 da
dikkate alinmistir. Analiz esnasinda olusabilecek
kalibrasyon hatalarin1 azaltmak ve daha dogru
sonuglar elde edebilmek icin, kalibrasyon ve
validasyon seti hazirlanirken kullanilan etken
maddelerin derisimleri simetrik olarak alinmistir.

Kalibrasyon setinde kinapril derisim aralign 4-20
pg/ml (ppm) arasinda, hidroklorotiyazid derisim
araligl ise 5-25 pg/ml (ppm) arasinda secilmistir.
Validasyon setinde kinapril derisim araligi
2-10 pg/ml (ppm) arasinda, hidroklorotiyazid
derisim aralig1 ise 2,5-12,5 pg/ml (ppm) arasinda
secilmistir. Kalibrasyon seti 15 farkli set ile,
validasyon seti ise 10 farkl set ile hazirlanmistir.
Hazirlanan validasyon setinin iki boyutlu diizlemdeki
grafigi cizilmistir (Sekil 3).

Mobil faz icerisindeki 8 ppm KIN, 10 ppm HCT aktif
bilesenlerinin ayr1 ayr1 UV absorpsiyon spektrumlari

ile 8 ppm KIN ve 10 ppm HCT ile hazirlanan karisimin
UV absorpsiyon spektrumlar1 okunmustur (Sekil 4).
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Hazirlanan validasyon seti kullanilarak kurulan PLS
ve PCR kalibrasyonun kesinligi ve dogrulugu test
edilmistir. PLS ve PCR sonucglar1 geri kazanimi ve
standart sapmasi sirasiyla, kinapril icin % 99,18,
0,333 ve % 100,56, 0,511; hidroklorotiyazid igin
%99,75, 0,288 ve %99,85, 0,026 olarak bulunmustur.
PLS ve PCR kalibrasyon yonteminin sentetik
karisimlara uygulanmasi ile elde edilen sonuclar
Cizelge 1 ve Cizelge 2’de gdsterilmistir.

Cizelge 1. Kinapril ve hidroklorotiyazid sentetik
karisimlarina PLS kalibrasyon yonteminin uygulanmasi ve
elde edilen geri kazanim degerleri

Mix Bulunan Mix Bulunan
(ppm)  (ppm) (ppm) (ppm)
Geri Geri
Kazanim Kazanim

KIN KIN (%) HCT HCT (%)
2 1,985 99,250 2,5 2,490 99,600
4 3,956 98,900 5 4,956 99,120
6 5,968 99,466 7,5 7,489 99,853
8 7,899 98,737 10 9,965 99,650
10 9,965 99,650 12,5 12,498 99,984
2 1,985 99,250 12,5 12,498 99,984
4 3,981 99,525 10 9,950 99,500
6 5,960 99,333 5 4,479 89,580
8 7,925 99,062 7,5 7,499 99,986
10 9,867 98,670 2,5 2,498 99,920
X 99,184 X 99,757

SS 0,333 SS 0,288
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Cizelge 2. Kinapril ve hidroklorotiyazid sentetik
karisimlarina PCR kalibrasyon yonteminin uygulanmasi ve
elde edilen geri kazanim degerleri

Mix  Bulunan Mix  Bulunan
(ppm)  (ppm) (ppm) (ppm)
Geri Geri
Kazanim Kazanim

KIN KIN (%) HCT HCT (%)
2 2,009 100,497 2,5 2,495 99,831
4 4,017 100,436 5 4,992 99,850
6 6,024 100,413 7,5 7,489 99,861
8 8,033 100,413 10 9,986 99,862
10 10,041 100,411 12,5 12,482 99,860
2 2,038 101,929 12,5 12,484 99,877
4 4,032 100,806 10 9,986 99,867
6 6,017 100,29 5 4,992 99,851
8 8,023 100,296 7,5 7,490 99,867
10 10,011 100,117 2,5 2,494 99,783
X 100,561 X 99,851

SS 0,511 SS 0,026

Kinapril ve hidroklorotiyazid etken bilesenlerini
sentetik karisimlarda bu ila¢ etken maddelerin
miktar tayini icin PLS ve PCR kalibrasyonun
kurulmasi i¢in ¢apraz validasyon isleminde tahmin
edilen hatalarin karelerinin toplaminin (Predicted
Resudiual Error Some of Squares— PRESS) minimal
degerleri elde edilmistir. Kurulan PLS ve PCR
kalibrasyonunda PRESS degeri sirasiyla kinapril icin
4,01x10-2ve 7,34x103; hidroklorotiyazid i¢in 2,7x101
ve 1,26x10-3 olarak hesaplanmistir. PRESS degerinin
sifira yakin olmasi dogruluk  derecesini
arttirmaktadir. Elde edilen PRESS degerleri yeterince
kiigtiktiir. Kalibrasyonun standart hatas1 (Standard
error of calibration—» SEC), gercek ve tahmini
derisimler arasindaki iliskiye dayali olarak
hesaplanmistir. Kurulan PLS ve PCR kalibrasyonunda
SEC degeri sirasiyla kinapril i¢in 0,063 ve 0,027;
hidroklorotiyazid icin 0,166 ve 0,009 olarak
hesaplanmistir. PLS ve PCR kalibrasyon yonteminin
dogruluk ve kesinligini valide etmek icin elde edilen
sonuglara varyans testi (ANOVA) uygulanmistir.
ANOVA ile teorik olarak F-hesaplanan ve F-tablo
degeri  karsilastirlmistir.  F-tablo  degeri  F-
hesaplanandan biiyiik olma kosulu ve pearson
korelasyon katsayisinin (P) 0,05 degerine esit veya
biiyiik olmasi durumu desteklenmistir

Kismi en kiiciik kareler yontemi (PLS) icin gruplar
arast serbestlik derecesi 1, gruplar ici serbestlik
derecesi 18'dir. F-tablo degeri 4,41 olarak
hesaplanmistir. Kinapril F-hesaplanan 0,0014, p-
degeri 0,96; hidroklorotiyazid icin F-hesaplanan
0,0016, p-degeri 0,96 olarak hesaplanmistir. Temel
bilesen regresyonu (PCR) i¢in gruplar arasi serbestlik
derecesi 1, gruplar i¢i serbestlik derecesi 18’dir. F-
tablo degeri 4,41 olarak hesaplanmustir. Kinapril F-
hesaplanan 0,00035, p-degeri 0,98; hidroklorotiyazid
icin F-hesaplanan 0,00004, p-degeri 0,96 olarak
hesaplanmistir. Her iki yontemde de hesaplanan F
degerleri, F-tablo degerlerinden kii¢iik, pearson

korelasyon katsayisi degerleri ise 0,05 degerinden
biiytiktiir. Bu degerler PLS ve PCR yontemlerinin
numune analizinde kullanilmasinin uygun oldugunu
gostermektedir. Yapilan ANOVA testleri sonucunda
ticari ila¢ numunesine uygulanan PLS ve PCR
kalibrasyon yontemlerine ait veriler Cizelge 3’te
verilmistir.

Cizelge 3. Ticari ilag numunesine PLS ve PCR kalibrasyon
yonteminin uygulanmasiyla elde edilen sonuglar

HCT KIN
Deney Deney
No PLS PCR No PLS PCR
1 25,118 25,600 1 20,025 19,980
2 25,072 25,840 2 20,180 20,000
3 24,780 25,000 3 19,990 20,020
4 25,009 25,000 4 20,007 20,617
5 25,140 25,005 5 20,315 19,920
6 25,117 24,740 6 20,625 20,000
X 25,039 25,031 X 20,190 20,089
SS 0,135 0,299 SS 0,247 0,260
BSS 0,005 0,011 BSS 0,012 0,013
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* Elde edilen sonuglar alt1 deneyin sonuglarinin ortalamasidir.

3.2. Yiiksek performansh
(HPLC) analizleri

sivi kromatografisi

Kinaprilin 4,8,12,16 ve 20 ppm olmak {izere bes farkl
derisimde ¢o6zeltisi hazirlanmistir.  Kalibrasyon
dogrusu, kinaprilin her bir derisim degeri icin elde
edilen pik alaninin i¢ standart (donepezil) pik alanina
oraninin (KIN/IS), kinapril derisim degerine karsi
isaretlenmesi ile olusturulan grafiktir. Gelistirilen
yontem Kkinapril icin 4-20 ppm arasinda dogrusaldir
(Sekil 5).

7_.

6

z
S 4
= y=0,3079x + 0,0684
< 3 - r=0,999
2
Z 2
X
l -
0 T T T T r \
0 4 8 12 16 20 24
KIN Derigimi (ppm)
Sekil 5. KIN analizine ait dogrusal kalibrasyon grafigi

Hidroklorotiyazitin 5,10,15,20 ve 25 ppm olmak
lizere bes farkli derisimde c¢o6zeltisi hazirlanmistir.
Kalibrasyon dogrusu, hidroklorotiyazitin her bir
derisim degeri icin elde edilen pik alaninin i¢ standart
(donepezil) pik alanina orammmin  (HCT/IS),
hidroklorotiyazid derisim degerine karsi
isaretlenmesi ile olusturulan grafiktir. Gelistirilen
yontem hidroklorotiyazitin icin 5-25 ppm arasinda
dogrusaldir (Sekil 6).
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Sekil 6. HCT analizine ait dogrusal kalibrasyon grafigi

Yontemin  seciciliginin  belirlenmesi  amaciyla
kalibrasyon dogrusu ve duyarliligi verilerine gore
teshis sinir1 degeri (LOD) tayin alt sinir1 degeri (LOQ)
hesaplanmistir. LOD degeri LOQ degerinden kiiciik
olmalhdir. Cizelge 4’de kalibrasyon fonksiyonlari,
bilesiklerin dogrusal oldugu araliklar, LOD ve LOQ
degerleri verilmistir.

Cizelge 4. KIN ve HCT analizine ait dogrusal kalibrasyon
grafik parametreleri

KIN HCT

Regrasyon Denklemi y=0,3079x+ y=0,8965x+

0,0684 0,3093
Denklemin standart 0,073 0,193
sapmasl
Kesimin standart sapmasi 0,076 0,203
Egimin standart sapmasi 0,006 0,012
Kolerasyon katsayisi (1) 0,999 0,999
Kalibrasyon
Araligi(pg/mL) 4-20 5-25
LOD (ug/mL) 0,776 0,716
LOQ (pug/mL) 2,353 2,156

Saf haldeki kinapril ve hidroklorotiyazid etken
maddeleri i¢in gelistirilen kromatografik yontem, iki
etken maddeyi de igeren ACCUZIDE® FORT
tabletlerine de uygulanmistir.

Hazirlanan c¢ozeltilerin HPLC cihazinda okunan
kromatogramlar1 yorumlanarak tablet icerisindeki
kinapril ve hidroklorotiyazid miktarlari
hesaplanmistir. Teorik ve deneysel derisim verileri
kullanilarak % geri kazamimlar elde edilmistir
(Cizelge 5ve 6).

Cizelge 5. HCT ve KIN iceren tabletlerin geri kazanim sonuglari

Cizelge 6. Tabletin katkili ve katkisiz olarak elde edilen
kromatogram pik alan oran degerleri

Enjeksiyon Katkisi1z Katkili
Tablet Tablet
1.Enjeksiyon 7,0745 13,8568

alan 3 Enieksi ’ ’
orani -Lnjexsiyon 6,4517 13,9910
1.Enjeksiyon 2,7656 47347

alan . . ’ ’
oram  >-Emjeksiyon 2,4631 4,6991

210 nm dalga boyunda, tablet ¢6zeltisinin analizini ve
bilesiklere belirli derisimlerde katki yapilan
¢ozeltilerin analizini gosteren kromatogramlar Sekil
7’de yer almaktadir.

Sekil 7. A) 8 ppm KIN ve 10 ppm HCT iceren tablet
¢ozeltisine ait kromatogram, B) 8 ppm KIN ve 10 ppm
HCT igeren tablete ayni derisimde KIN ve HCT standardi
ilave edilmis ¢6zeltiye ait kromatogram (1:HCT 2:1S 3:KIN)

Hidroklorotiyazid (HCT) ve kinapril (KIN) etken
maddelerinin stok c¢ozeltilerinden yola ¢ikarak cesitli
derisimlerde yeni c¢ozeltiler hazirlanmis ve bu
¢ozeltiler kalibrasyon seti olusturmada kullanilmistir.
Analiz esnasinda olusabilecek kalibrasyon hatalarini
azaltmak ve daha dogru sonuglar elde edebilmek igin,
kalibrasyon seti hazirlanirken kullanilan etken
maddelerin derisimleri simetrik olarak alinmistir.
Kalibrasyon setinde kinapril derisim aralifn 4-20
pg/ml (ppm) arasinda, hidroklorotiyazid derisim

Numune no Tablette Bulunan Tablette Bulunan HCT Kinapril
Hidroklorotiyazid miktar1 (mg) Kinapril miktari (mg) % geri kazanim % geri kazanim
1 25,256 19,411 101,025 97,056
2 25,250 19,497 101,001 97,487
3 25,136 19,668 100,546 98,344
Xort * t.S/VN 25,214+0,167 19,526+0,325 100,857+0,670 97,629+1,627
SS 0,067 0,131 0,270 0,655
% BSS 0,267 0,672 0,267 0,672
%Hata -0,857 2,370 -0,857 2,370
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arahg ise 5-25 pg/ml (ppm) arasinda segilmistir. I¢
standardin (donepezil) derisimi daima 2 pg/ml
(ppm) olarak alinmistir. Toplamda 5 farkll set
hazirlanmis ve  hepsinin HPLC  sisteminde
kromatogramlari okunarak alan oranlar1 alinmistir.

iki etken maddenin (kinapril ve hidroklorotiyazid) ve
ic standardin (donepezil) li¢li karisimi hazirlanmis
ve bu karisimin HPLC’ de en yiiksek absorbans veren
alt1 farkli dalga boyunda (210, 215, 220, 225, 230 ve
235 nm) kromatogrami alinmistir.

KIN ve HCT stok c¢ozeltilerinden yola ¢ikarak
validasyon seti hazirlanmistir ve iki boyutlu
dizlemdeki grafigi cizilmistir (Sekil 8). Hazirlanan
validasyon seti kullanilarak kurulan PLS ve PCR
kalibrasyonun kesinligi ve dogrulugu test edilmistir.
PLS ve PCR sonuglari geri kazanim ve standart sapma
sirasiyla, kinapril i¢in % 100,57, 0,461 ve % 100,008,
0,169; hidroklorotiyazid icin %100,52 0,706 ve
%99,78, 0,241 olarak bulunmustur. PLS kalibrasyon
yonteminin sentetik karisimlara uygulanmasi ile elde

edilen sonuglar Cizelge 7 ve Cizelge 8'de
gosterilmistir.

25
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Sekil 8. Kinapril ve hidroklorotiyazid analizi i¢in iki
boyutlu diizlemdeki validasyon grafigi

Cizelge 7. KIN ve HCT sentetik karisimlarina PCR
kalibrasyon yonteminin uygulanmasi ve elde edilen geri
kazanim degerleri

Cizelge 8. KIN ve HCT sentetik karisimlarina PLS
kalibrasyon yonteminin uygulanmasi ve elde edilen geri
kazanim degerleri

Mix Bulunan Mix  Bulunan
(ppm)  (ppm) (ppm) (ppm)
Geri Geri
KIN KIN Kazanim HCT HCT Kazanim
(%) (%)
15 15,065 100,433 5 5,001 100,020
15 15,032 100,213 10 10,026 100,265
15 15,152 101,013 15 15,369 102,460
15 15,102 100,680 20 20,036 100,180
15 15,087 100,580 25 25,098 100,392
4 4,015 100,375 18 18,074 100,411
8 8,129 101,612 18 18,125 100,694
12 12,028 100,233 18 18,032 100,177
16 16,096 100,600 18 18,045 100,250
20 20,000 100,000 18 18,056 100,311
X 100,574 X 100,516
SS 0,461 SS 0,706

Mix  Bulunan Mix Bulunan
(ppm) (ppm) (ppm) (ppm)
Geri Geri
KIN KIN Kazanim HCT HCT Kazanim
(%) (%)
15 15,001 100,010 5 4,981 99,638
15 14,995 99,970 10 9,957 99,574
15 14,991 99,943 15 14,963 99,755
15 14,998 99,991 20 19,968 99,840
15 15,007 100,047 25 24,975 99,902
4 4,017 100,445 18 17,939 99,664
8 8,004 100,054 18 17,912 99,512
12 11,985 99,879 18 17,925 99,588
16 15,973 99,832 18 18,016 100,091
20 19,981 99,904 18 18,045 100,253
X 100,008 X 99,782
SS 0,169 SS 0,241
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Kinapril ve hidroklorotiyazid etken bilesenlerini
sentetik karisimlarda bu ilag etken maddelerin
miktar tayini icin PLS ve PCR kalibrasyonun
kurulmasi i¢in ¢apraz validasyon isleminde tahmin
edilen hatalarin karelerinin toplaminin (Predicted
Resudiual Error Some of Squares— PRESS) minimal
degerleri elde edilmistir. Kurulan PLS ve PCR
kalibrasyonunda PRESS degeri sirasiyla kinapril i¢in
7,3x102 ve 1,7x10-3; hidroklorotiyazid i¢in 1,7x10-1
ve 2,4x10-2 olarak hesaplanmistir. PRESS degerinin
sifira  yakin olmasi dogruluk  derecesini
arttirmaktadir. Elde edilen PRESS degerleri yeterince
kiigiiktiir. Kalibrasyonun standart hatasi (Standard
error of calibration—> SEC), gercek ve tahmini
derisimler arasindaki iliskiye dayali olarak
hesaplanmistir. Kurulan PLS ve PCR kalibrasyonunda
SEC degeri sirasiyla kinapril i¢in 0,069 ve 0,010;
hidroklorotiyazid icin 0,108 ve 0,041 olarak
hesaplanmistir. PLS ve PCR kalibrasyon yénteminin
dogruluk ve kesinligini valide etmek icin elde edilen
sonuclara varyans testi (ANOVA) uygulanmistir.
ANOVA ile teorik olarak F-hesaplanan ve F-tablo
degeri  karsilastirilmistir.  F-tablo  degeri F-
hesaplanandan biiyiik olma kosulu ve pearson
korelasyon katsayisinin (P) 0,05 degerine esit veya
biiytik olmasi durumu desteklenmistir.

Kismi en kiiciik kareler yontemi (PLS) icin gruplar
arast serbestlik derecesi 1, gruplar i¢i serbestlik
derecesi 18'dir. F-tablo degeri 4,41 olarak
hesaplanmistir. Kinapril F-hesaplanan 0,00128, p-
degeri 0,97; hidroklorotiyazid i¢in F-hesaplanan
0,00123, p-degeri 0,97 olarak hesaplanmistir. Temel
bilesen regresyonu (PCR) i¢in gruplar arasi serbestlik
derecesi 1, gruplar ici serbestlik derecesi 18'dir. F-
tablo degeri 4,41 olarak hesaplanmistir. Kinapril F-
hesaplanan 0,00004, p-degeri 0,99; hidroklorotiyazid
icin F-hesaplanan 0,00016, p-degeri 0,98 olarak
hesaplanmistir. Her iki yontemde de hesaplanan F
degerleri, F-tablo degerlerinden Kkii¢iik, pearson
korelasyon katsayis1 degerleri ide 0,05 degerinden
biiytiktiir. Bu degerler PLS ve PCR yontemlerinin
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numune analizinde kullanilmasinin uygun oldugunu
gostermektedir.

PLS ve PCR yonteminin HCT ve KIN etken
maddelerini bulunduran ilag numunesi kullanilarak
tablet ¢ozeltisi hazirlanmistir. Hazirlanan ¢oézelti 210-
235 nm dalga boyu araliginda HPLC ile o6lgiilen
absorbans degerlerine, PCR ve PLS algoritmasi
uygulanmistir ve tablet iceriginde bulunan HCT ve
KIN hesaplanmistir. Bu islem icin alt1 tekrar
yapilmistir. Elde edilen veriler alt1 deneyin ortalamasi
olarak, Cizelge 9’da verilmistir.

Cizelge 9. Ticari ilag numunesine PCR ve PLS
yontemlerinin uygulanmasi sonucunda elde edilen HCT ve
KIN degerleri (mg/tablet)

HCT KIN
Deney No PLS PCR DeneyNo PLS PCR
1 25,380 25421 1 20,304 20,299
2 25,281 25,326 2 20,225 20,220
3 24,391 24,429 3 19,513 19,509
4 24,678 24,713 4 19,742 19,735
5 25,007 25,042 5 20,006 19,998
6 25,287 25,322 6 20,229 20,222
X 24,991 25,041 X 19,992 19,997
SS 0,304 0,395 SS 0,199 0,315
BSS 0,012 0,015 BSS 0,009 0,016

* Elde edilen sonuglar alt1 deneyin sonuglarinin ortalamasidir.
4. Tartisma ve Sonug¢

Bu c¢alismada, hipertansiyon (yiiksek tansiyon)
hastaliginda kullanilan ACCUZIDE® FORT adl ilag ve
icerigindeki etken maddeler (KIN ve HCT) cesitli
spektroskopik  ve  kromatografik  yodntemlerle
incelenmis ve kemometrik yontemlerle istatistiksel
olarak degerlendirilmistir.

llag icinde bulunan kinapril ve hidroklorotiyazid
etken maddeleri dnce mor odtesi ve goriiniir bolge
(UV/ VIS) sogurma spektroskopisi ile, daha sonra
yuksek performansh sivi kromatografisi (HPLC) ile
analiz edilmis ve bu analiz sonuclar1 kemometrik
yontemlerle (PLS ve PCR) ayr1 ayr1 yorumlanmustir.

Her iki yontemde cizilen kalibrasyon grafiklerine
bakildiginda regresyon degerinin (R2),1’e ¢ok yakin
oldugu gorilmistir. Hesaplanan geri kazanim
verilerinin ise oldukca yiliksek oldugu goriilmistiir.
Ayrica UV/VIS ve HPLC analiz sonuglari da birbiriyle
kiyaslanmistir.
Kemometrik veriler islenirken F-testinden
yararlamlmistir.  Istatistiksel —anlamda yapilan
degerlendirmede F-hesaplanan degeri F-tablo
degerinden daima biyik ¢ikmistir. Pearson
korelasyon katsayisinin (P) ise tiim c¢alismalarda
0,05'den biiylik ¢ikarak %95 giiven araligin
vermistir.

Bu calismay literatiir ¢alismalarindan ayiran temel
ozelligi, UV/VIS ve HPLC ile yapilan analiz
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sonuglarinin  birbiriyle kiyaslanmasinin yaninda
istatistiksel yontemlerle degerlendirilmesi olmustur.
Gelistirilen kemometrik yontemlerin (PCA, PCR, PLS),
ylksek duyarlilik ve tekrarlanabilir sonuclar vermesi,
gecerli, duyarly, secici, hizli ve ekonomik olmasi bu
yontemlerin kinapril ve hidroklorotiyazid igeren
hipertansiyon ilaclarinda kullanilabilir oldugunu
gOstermistir.
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Ekler

Ek A. Cizelge 10 ve Sekil 9-10.

Cizelge 10. HPLC konsantrasyon setleri ve etken maddelerin i¢ standarta karsi alan oranlar1

Konsantrasyon

seti (ug /mL)

Pik alanlar1 orami (HCT/IS)

Pik alanlar1 oran1 (HCT/IS)

Mix

U W N =

HCT KIN

5
10

15
20
25

4
8

12
16
20

IS

NN DN NN

210
(A)
2,1952
4,5485
6,5143

8,7321
10,7862

215
(B)
3,9894
8,2427
11,7547

15,8688
19,3910

220
€)
7,9657
14,5774
20,9032

28,8732
35,1828

225
(D)
8,1532
16,6617
23,9204

32,4562
38,3658

230
(E)
5,2332
10,2146
14,3138

19,2418
24,2071

235
Q)
2,4763
4,5286
6,3233

8,4088
10,6520

210
(4)
1,2529
2,6692
3,7775

5,1027
6,1133

215
(B)
1,2912
2,7515
3,8706

5,2536
6,2607

220
©
1,3033
2,4506
3,5165

4,8696
5,7396

225
(D)
0,6927
1,4472
2,0546

2,7977
3,2580

230
(E)
0,3004
0,5641
0,7898

1,0696
1,3613

235
(F)
0,2033
0,3311
0,4652
0,6188
0,8033

Mad

Sekil 9. 1-4 No’lu karisim setlerinin HPLC kromatogramlari
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Sekil 10. 5 No'lu karisim setinin HPLC kromatogrami a) 25 pg /mL HCT b) 2 ug /mL DON c) 20 pg /mL
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