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OZET

INSAN KANI SERUMUNDA KARVEDILOL ILAC ETKEN MADDESININ
YUKSEK PERFORMANSLI SIVI KROMATOGRAFISI (HPLC) YONTEMI
ILE TAYINI iCIN METOT OPTiMIiZASYONU VE VALIDASYONU

Kemal KAPLAN

Yuksek Lisans Tezi, Kimya Anabilim Dah
Damisman: Prof. Dr. Sibel TUNC
Aralik 2016, 66 sayfa

Bu calismada, hipertansiyon, konjestif kalp yetmezligi ve miyokard
enfarktiisinu takip eden sol ventrikiler bozukluklarda etkili Gglinct nesil bir beta-
bloklayict olan karvedilolun insan kani1 serumunda izokratik ters faz yiiksek
performansli sivi kromatografisi (RP-HPLC) yontemi ile analizi incelenmistir.
Karvedilol analizi igin sabit faz olarak Supelco Discovery C18 (5 um partikdl
biiyiikliigiinde, 4,6 mm i¢ ¢capinda ve 150 mm uzunlugunda) ters faz kolonu, hareketli
faz olarak asetonitril : %1 trietilamin (TEA) sulu ¢ozeltisi (pH = 3,50 + 0,01 degerine
H3sPOs ile ayarlanmis) (30:70 (v/v)) karisimi kullanilmigtir. Karvedilol standart
cozeltisi, Diyot Dizi (Array) Dedektorii (DAD) kullanilarak 210 nm, 240 nm ve 254 nm
dalga boylarinda analiz edilmis ve karvedilolun 240 nm dalga boyunda maksimum
absorbans verdigi gozlenmistir. Band genisligi (bw) olarak 4, 8 ve 16 degerleri
denenmis ve en iyi sonuglar bw degerinin 4 oldugu durumda elde edilmistir. Referans
dalga boyu olarak 360 nm belirlenmistir. Akis hiz1 olarak 0,1 mL/dk, 0,2 mL/dk, 0,3
mL/dk, 0,5 mL/dk, 1,0 mL/dk ve 1,5 mL/dk denenmistir. Analiz siiresinin en kisa
oldugu 1,5 mL/dk’lik akis hiz1 miktar1, optimum akis hiz1 olarak belirlenmistir. Kolon
sicaklig1 optimizasyonu i¢in 25 C, 30 °C, 35 9C, 40 °C, 45 °C ve 50 °C olmak Uizere 6
farkli sicaklik denenmistir. Optimum kolon sicakligi olarak kolonun en verimli oldugu,
kuyruklanmanin en az oldugu ve pik alaninin en fazla oldugu 25 °C’lik sicaklik degeri
secilmistir. Enjeksiyon hacmi olarak 10 puL, 20 puL, 30 puL, 40 uL ve 50 pL’lik hacimler
denenmis ve 50 pL’lik enjeksiyon hacminde pik sekli bozuldugundan enjeksiyon hacmi
icin optimum olarak 40 pL’lik enjeksiyon hacim degeri belirlenmistir. i¢ standart olarak
yine bir beta-bloklayici olan propranolol kullanilmigtir. Analizler sonucunda karvedilol
icin tespit limiti (LOD) 45,38 ng/mL ve kantitatif tayin limiti (LOQ) 137,50 ng/mL
olarak bulunmustur. YUzde geri kazanim miktar1 99,83 + 0,84 olarak belirlenmistir.

Metot igin dogruluk, dogrusallik, secicilik, kantitatif tayin limiti (LOQ), gin ici
ve giinler arast kesinlik, tekrarlanabilirlik ile kisa ve uzun donem kararlilik
parametreleri belirlenerek metot validasyonu gergeklestirilmistir.

ANAHTAR KELIMELER: Karvedilol, Kati Faz Ekstraksiyonu, Beta-Bloklayict,
Yiiksek Performansli Sivi Kromatografisi

JURI: Prof. Dr. Sibel TUNC
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ABSTRACT

METHOD OPTIMIZATION AND VALIDATION FOR THE
DETERMINATION OF CARVEDILOL IN HUMAN BLOOD SERUM BY
HIGH-PERFORMANCE LIQUID CHROMATOGRAPHY (HPLC)

Kemal KAPLAN

MSc Thesis in Chemistry
Supervisor: Prof. Dr. Sibel TUNC
December 2016, 66 pages

In this study, the analysis of carvedilol which is an effective third generation
beta-blocker in hypertension, congestive heart failure and left ventricular dysfunction
following myocardial infarction was investigated in human blood serum by isocratic
reversed-phase high performance liquid chromatography (RP-HPLC) method. For the
analysis of carvedilol, Supelco Discovery C18 (particle size: S5um, inner diameter: 4.6
mm and length: 150 mm) reversed phase column as stationary phase and the mixture of
acetonitrile : 1% triethylamine (TEA) aqueous solution (pH = 3.50 £ 0.01 adjusted with
H3PO4) (30:70 (v/v) mixture) as mobile phase were used. Carvedilol standard solution
was analyzed at 210 nm, 240 nm and 254 nm wavelengths by using Diode Array
Detector (DAD) and it was observed that carvedilol had a maximum absorbance value
at the wavelength of 240 nm. The values of 4, 8 and 16 were tried as bandwidth (bw)
and the best results were obtained when bw value was 4. Reference wavelength was
determined to be 360 nm. Flow rates of 0.1 mL/min, 0.2 mL/min, 0.3 mL/min, 0.5
mL/min, 1.0 mL/min and 1.5 mL/min were tried as flow rates. The lowest analysis time
was obtained at the flow rate of 1.5 mL/min, therefore optimum flow rate was
determined to be 1.5 mL/min. Six different temperatures of 25 °C, 30 °C, 35 °C, 40 °C,
45 °C and 50 °C were tried to optimize column temperature. The temperature value of
25 9C was chosen as optimum column temperature because of high column efficiency,
reduced peak tailing and high peak area. The volumes of 10 pL, 20 uL, 30 uL, 40 puL
and 50 pL were tried as injection volumes and the volume of 40 puL was chosen as
optimum injection volume because the injection volume of 50 uL caused a peak
fronting. Propranolol, another beta-blocker, was used as internal standard. As a result of
analyses, limit of detection (LOD) and limit of quantification (LOQ) were found to be
45.38 ng/mL and 137.50 ng/mL, respectively. The amount of % recovery was
determined to be 99.83 + 0.84.

Method was validated by the determination of accuracy, linearity, selectivity,
limit of quantification (LOQ), intra-day and inter-day precision, repeatability and short-
term and long-term stability parameters.

KEYWORDS: Carvedilol, Solid Phase Extraction, Beta-Blocker, High Performance
Liguid Chromatography
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ONSOZ

Kalp hastaliklari, giiniimiizde oldukga yaygin, énemli ve giderek artis gosteren
bir saglik sorunudur. Diinyada yasli niifus oraninin artmasiyla birlikte kalp
hastaliklarinin goriilme orami da artmaktadir. Geng¢ insanlarda da goriilebilen kalp
hastaliklar1 son derece tehlikelidir. Erken tan1 konulmaz ve etkin tedavi uygulanmazsa
sonuglar1 oliimciil olabilmektedir. Kalp hastaliklar1 iilkemizdeki 6liim nedenlerinin en
basindadir. Tiirkiye Istatistik Kurumu (TUIK) verilerine gére, 2009-2014 yillar
arasinda meydana gelen Oliimlerin baslica nedeni dolasim sistemi hastaliklaridir. Bilim
insanlari, bu nedenle kalp hastaliklarinin tedavisi amaciyla yillardir c¢aligmalarini
siirdiirmekte ve yeni nesil kalp ilaclar1 sentezlemektedir. Karvedilol, iigiincii nesil, ii¢
onemli adrenerjik reseptorii (o1, P ve B2) de etkileyen, vazodilator ve antioksidan
Ozelligi olan bir beta-bloklayicidir. Hipertansiyon, konjestif kalp yetmezligi ve
miyokard enfarktiisiinii takip eden sol ventrikiiler bozukluklarda etkili olmaktadir. Diger
beta-bloklayicilara kars1 daha avantajli ve etkili olan karvedilolun kullanimi dikkatli bir
sekilde ve doktor kontroliinde yapilmalidir. Doz asimi durumlarinda, karvedilol
olduriict etkiye sahiptir. Ulkemizde karvedilol zehirlenmesi ile ilgili cok fazla adli olgu
olmamakla birlikte, yurt disinda karvedilol zehirlenmesine iilkemize oranla daha ¢ok
rastlanmaktadir. Bu nedenle, adli tip vakalarinda karvedilolun miktarsal tayini énem
tagimaktadir.

Literatiirde, karvedilolun tayin edilmesine yonelik farkli cihaz ve yontemlerle
yapilmis bircok arastirma bulunmaktadir. Yapilan bu arastirmalarda i¢ standart olarak
pahali maddeler olan détero izotoplarin kullanilmasi, fazla ¢ozgen harcayan yiksek
maliyetli cihazlarin kullanilmasi, hidroliz basamagi gibi uzun siliren analiz
basamaklarinin yer almast ve zaman gerektiren 6n hazirlik islemlerinin bulunmasi
nedeniyle alternatif yeni yontemlerin gelistirilmesine ihtiya¢ duyulmaktadir. Bu
nedenle, bu yiiksek lisans tez ¢alismasinda, literatiirdeki diger c¢aligmalardan farkli
olarak ekonomik, kisa siirede gerceklestirilebilen ve pratik yeni bir karvedilol tayin
metodu gelistirilmesi amaglanmaktadir. Tez ¢alismasi, Akdeniz Universitesi Bilimsel
Arastirma Projeleri Koordinasyon Birimi'ne "Insan kani serumunda karvedilol ilag
etken maddesinin yliksek performansh sivi kromatografisi (HPLC) yontemi ile tayini
icin metot optimizasyonu ve validasyonu" baslig1 ile sunulmus ve ayni birim tarafindan
FYL-2015-417 nolu proje ile desteklenmistir.

Tez caligmam boyunca beni ydnlendiren ve destegini esirgemeyen, bilgisi,
deneyimleri ve hosgoriisii ile bana her konuda yardimci olan danigman hocam Sayin
Prof. Dr. Sibel TUNC’a (Akdeniz Universitesi, Fen Fakiltesi), bu ¢alismay:
yapabilmem igin izin veren Adli Tip Kurumu Bagkan1 Do¢. Dr. Yal¢in Biiyiik'e, basta
Antalya Grup Baskam Uzm. Dr. Ozgiir CIN, Prof. Dr. Sema DEMIRCIN ve Kimya
Ihtisas Dairesi Baskan1 Dr. Kimyager Ismail KAHVECI olmak iizere tiim Adli Tip
Kurumu Antalya Grup Baskanlig1 personeline ve tez ¢alismam siiresince bana inanan,
destekleyen ve moral veren esim Ozlem KAPLAN ve oglum Batuhan KAPLAN basta
olmak tizere aileme ve arkadaslarima tesekkiirlerimi sunarim.

Projemi destekleyen Adli Tip Kurumu Antalya Grup Bagkanligi ve Akdeniz

Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon Birimine tesekkiirlerimi
sunarim.
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1. GIRIS
1.1. Kalp Hastahklar:

Kalp, besin maddelerini ve oksijeni viicuttaki organlara tasiyan ve metabolizma
artiklarin1 doku hiicrelerinden uzaklastiran kardiyovaskiiler sistemin Onemli bir
parcasidir. Bu verimli ve uzun 6miirlii pompa, bir saniye bile dinlenmeden 100 yildan
fazla kan pompalayabilmektedir. Kalp de herhangi bir elektromanyetik aygit gibi
zamanla islevini yitirebilir veya verimi azalabilir. Kalbin diizensiz ¢alismasi sonucunda
damar sertligi, kalp krizi, hipertansiyon (yiliksek kan basinci), kalp yetmezligi ve aritmi
gibi kalp hastaliklar1 meydana gelmektedir (Zaret vd 1992).

Bu hastaliklar dogustan olabilecegi gibi bireyler bu hastaliklara sonradan da
yakalanabilmektedir. Hipertansiyona sahip geng sayisi oldukga fazladir (Gregson 2001).
Kalp hastaliklari, agirlikli olarak yash bireylerde goriilmesine ragmen, geng bireyleri de
tehdit eden son derece tehlikeli hastaliklardir. Her yil ¢cok sayida insan kalp hastaliklar
nedeniyle yasamini yitirmektedir. Kalp hastaliklar1 iilkemizdeki 6lim nedenlerinin en
basindadir. 2009 yili Tiirkiye Istatistik Kurumu (TUIK) verilerine gére, 6lumlerin %
39,9°u dolasim sistemi hastaliklarindan kaynaklanmaktadir
(http://www.tuik.gov.tr/PreHaberBultenleri.do?id=10713). Olume sebebiyet veren
hastaliklarin 2010, 2011 ve 2012 wyillar1 oranlarina bakildiginda, en fazla O6lim
nedeninin dolagim sistemi hastaliklar oldugu goriilmektedir
(http://www.tuik.gov.tr/PreHaberBultenleri.do?id=15847). Cizelge 1.1°e gore, olim
vakalarinin 2013 yilinda % 39,6’sin1, 2014 yilinda ise % 40,4’inii dolagim sistemi
hastaliklar1 olusturmaktadir (http://www.tuik.gov.tr/PreHaberBultenleri.do?id=18855).

Cizelge 1.1. TUIK verilerine gore 2013-2014 yillar1 arasinda goriilen 6liim nedenlerinin

dagilimi
1
Olim Nedeni 2013 2014
Say1 (%) Say1 (%)
Dolasim sistemi hastaliklar 143.084 | 39,6 151.696 40,4

Iyi _huylu ve kotli huylu tiimorler (malign ve 26.534 212 27 587 207
benign neoplazmlar)

Solunum sistemi hastaliklar1 35.364 9,8 40.258 10,7
Endokrin (i¢ salgi bezi), beslenme ve

metabolizmayla ilgili hastaliklar 20.095 56 19.288 51
Digsal yaralanma nedenleri ve zehirlenmeler 20.409 5,7 16.018 43
Sinir sistemi ve duyu organlar1 hastaliklari 14.708 4,1 16.517 4.4
Diger (enfeksiyon ve parazit hastaliklari, mental
ve davranigsal bozukluklar, kas-iskelet sistemi ve | 50.679 14,0 53.927 14,4
bag dokusunun hastaliklar1 vb.)

Toplam | 360.873 | 100 375.291 100

12013 yil verileri idari kayitlarin giincellenmesi nedeniyle revize edilmistir.


http://www.tuik.gov.tr/PreHaberBultenleri.do?id=10713
http://www.tuik.gov.tr/PreHaberBultenleri.do?id=15847
http://www.tuik.gov.tr/PreHaberBultenleri.do?id=18855
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Bu tez calismasinda, bazi1 kardiyovaskiiler bozukluklarin tedavisinde kullanilan
karvedilol ilag etken maddesi incelenmistir. a1, B1 ve 2 adrenerjik reseptor bloklayict
olan karvedilol; hipertansiyon (yiiksek kan basinci), konjestif kalp yetmezligi ve
miyokard enfarktisini (kalp krizi) takip eden sol ventrikiler bozukluklarda etkili
olmaktadir (Ommaty 2006).

1.2. Karvedilol ve Ozellikleri

Karvedilolun kimyasal yapis1 Sekil 1.1'de goriilmektedir.

CH,0

a-blokaj

Antioksidan

Sekil 1.1. Karvedilolun kimyasal yapisi
1.2.1. Karvedilolun g-bloklayic1 6zellikleri

Beta bloklayicilar, B1 ve B2 reseptorlerine baglanip norepinefrin ve epinefrinin
etkisini engelleyerek kalp atig hizin1 yavaslatmaktadir. Bu maddeler, ayni zamanda, kalp
damarlarini genisleterek kan basincini diisiirmektedir ve hava yollarini g¢evreleyen
kaslar1 uyararak kasilmalarini saglamaktadir. Hipertansiyon tedavisinde siklikla
kullanilmakta olan beta-bloklayicilar, baglandiklari beta reseptorlerine gore selektif (B1)
veya non-selektif (B1, P2) olabilirler. Bi-selektif maddeler, hipertansiyonu veya anjini
olan veya miyokard enfarktiisii gegirmis hastalarda birinci basamak tibbi tedavi olarak
kullanilmaktadir (Moscou ve Snipe 2013). Karvedilolun B1:B2:01 blokaj orani sirasiyla
10:10:1'dir. Guclu bir beta bloklayict olan karvedilolun B1 ve B2 blokaj oranlarinin ayni
olmasi, selektif olmadigini gostermektedir (Book 2002).

1.2.2. Karvedilolun ai-bloklayici 6zellikleri

Arterlerde bol miktarda bulunan oi-reseptorleri, kan damarlarinin daralmasin
saglamaktadir. ai-Bloklayic1 kullanimi, periferik direnci azaltir ve kan basincini
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diistirerek vaskiiler gevsemeyi saglar. ai-Bloklayicilar, diisiik yogunluklu lipoprotein
kolesterol (LDL kolesterol veya kotii kolesterol) seviyesini diislirerek iskemik kalp
hastalig1 tedavisinde de faydali olmaktadir (Moscou ve Snipe 2013).

Karvedilolun o1 antagonist dzelligi, f1 ve P2 reseptdr antagonist 6zelliginden 10
kat daha az tesirlidir. Karvedilol, a2 adreno reseptérleriyle de ¢ok zayif bir etkilesime
sahiptir (Book 2002).

1.2.3. Karvedilolun diger 6zellikleri

Klinik denemeler, karvedilolun kalp yetmezligi olan hastalarda kullaniminin
hastaligin ilerlemesini durdurdugunu ve hastalik nedeniyle olumleri
azalttigin1 gostermistir (Book 2002).

Karvedilol, glgli antioksidan ve antiproliferatif (hiicre buyumesini
engelleyen) ozelliklere sahiptir (Book 2002).

Karvedilol, agiz yoluyla alindiktan 1-2 saat sonra maksimum plazma
konsantrasyonuna ulasir. Karvedilol, oldukga lipofiliktir ve ekstravaskiiler
dokularda kolaylikla dagilir. Ayrica, plazmada % 95 oraninda proteine bagli
durumdadir (Book 2002).

Karvedilol,  oncelikle karacigerde  metabolize  olur.  Karvedilol
metabolitlerinin  baglica eliminasyonu safra atilimi ile gerceklesir.
Karvedilolun  o-desmetil, p-hidroksil ve m-hidroksil metabolitleri
karvedilolden 10 kat daha diisiik konsantrasyonlarda bulunur. Ayn1 f-adreno
reseptor bloke edici 6zellige sahip olmalarina ragmen, etkileri klinik olarak
onemli degildir. Metabolitlerin vasodilatér 6zelligi yoktur. Hipertansiyon
hastalarinda karvedilolun medyan yar1 6mrii 6-8 saattir (Book 2002).

Karvedilolun antioksidan o6zellikleri, yapisindaki karbazol grubundan
kaynaklanmaktadir. Karvedilol, giiclii bir antioksidandir ve E vitamininden
10 kat daha etkilidir. Metabolitleri, karvedilolden 30-80 kat ve E
vitamininden 1000 kat daha etkilidir. Karvedilol, ai-blokaj ozellikleri ve
antioksidan etkisi nedeniyle benzersizdir (Book 2002).

Karvedilol ve metabolitleri, serbest radikal olusumunu engelleyerek kronik
kalp yetmezliginde faydali olmaktadir (Book 2002).

Karvedilol, diger beta bloklayicilarla benzer sekilde kalp hizin1 ve

kasilmasini azaltarak miyokardin oksijen ihtiyacini diisiirmektedir (Book
2002).

Karvedilolun kan, plazma veya serumdaki iyilestirici (terapotik)
konsantrasyonu yaklasik 0,02-0,15 pug/mL'dir (Schulz ve Schmoldt 2003).
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e Karvedilol, agiz yoluyla viicuda alindiktan sonra hizli bir sekilde ve
tamamen absorplanmaktadir ve viicut igerisinde ilag  birikimi
g6zlenmemektedir (Moffat vd 2004).

1.3. Karvedilolun Analiz Ydntemleri

Literatiir taramasi sonucunda, karvedilolun insan plazmasinda (De Nucci vd
2005, Gomes vd 2009, Lamprecht ve Stoschitzky 2004), insan serumunda (Gannu vd
2007), adli tip vakalarindan elde edilen Oliim sonrasi tam kan Orneklerinde
(Kristoffersen vd 2007), idrarda (Magiera vd 2013), insan kalp dokusunda (Laer vd
2001), viicut sivilarinda (Reiff 1987), kopek plazmasinda (Mclntosh vd 2007), tablette
(Elezovic vd 2015, Naidu vd 2014) ve farmasotik formulasyonlarda (Basaveswara vd
2012, Bechara vd 2015, Ketema ve Sankar 2012, Naidu vd 2014, Pal vd 2013, Rani vd
2013, Rele 2015, Sripalakit vd 2010, Dey vd 2010) analiz edildigi bir¢ok ¢alismanin var
oldugu goriilmektedir. Biyolojik sivilarda karvedilolun tayini igin genellikle yuksek
performansli  sivi  kromatografisi (HPLC) cihazi kullanilmaktadir. Karvedilol
analizlerinde HPLC yonteminin yani sira, voltametri (Jouyban vd 2011, Yilmaz ve
Ekinci 2011), amperometri (Jouyban vd 2011), potansiyometri (Soleymanpour ve
Ghasemian 2015), kapiler elektroforez (Blaschke vd 2001, McErlane ve Clohs 2001,
Saad vd 2015), Raman spektroskopisi (Marosi vd 2016), kemiliiminesans (Santos vd
2005), gaz kromatografisi-kitle spektrometresi (GC-MS) (Myung ve Jo 2005), yiksek
performansli sivi kromatografisi tandem kiitle spektrometresi (HPLC-MS-MS) (De
Nucci vd 2005, Gomes vd 2009), ultra-performansli sivi kromatografisi tandem kiitle
spektrometresi (UPLC-MS-MS) (Furlong vd 2012, Patel vd 2013, Ge vd 2015, Xu vd
2016) ve hidrofilik etkilesim sivi kromatografisi tandem ktle spektrometresi (HILIC-
MS-MS) (Lee vd 2007) gibi yontemlerin kullanildigi calismalar da bulunmaktadir.

Bu tez ¢alismasinda, yiiksek performansli sivi kromatografisi (HPLC) yontemi
kullanilmastir.

1.4. Yiiksek Performansh Sivi Kromatografisi (HPLC)

Bir karisimdaki farkli bilesiklerin ayrilmasini saglayan tekniklere kromatografi
denir. Karigimin ilgilendigimiz kismina analit, geri kalan kismina ise matriks denir.
Kromatografik ayirma i¢in, numune sabit bir faz boyunca akmakta olan mobil faz
icerisine enjekte edilir. Karisim igerisinde bulunan farkl: tiirlerin sabit fazla etkilesimi
de farkli olacagindan dolay:1 bu tiirler sabit fazdan farkli zamanlarda ¢ikarlar ve bu
sekilde karigimi olusturan bilesenler birbirinden ayrilmis olur. Mobil faz gaz ise, gaz
kromatografisi (GC); siv1 ise s1vi kromatografisi (LC) adin1 alir (Moldoveanu ve David
2013).

HPLC; gida analizlerinde, tibbi ve zirai ila¢ analizlerinde vb. analizlerde
endiistride genis kullanim alan1 olan bir tekniktir. HPLC teknigi, adindan da anlasilacag:
gibi karisimdaki bilesenleri ayirmak igin sivi bir hareketli faz kullanir. Karigimi
olusturan bilesenler once bir solventte ¢oziiniir, oto enjektor yardimiyla mobil faz
icerisine gonderilir ve bilesenlerin mobil faz yardimiyla yiiksek basing altindaki sabit
faz boyunca ilerlemesi saglanir. Karisimi olusturan bilesenlerin mobil faz ve sabit fazla


http://grumlab.giresun.edu.tr/index.php?id=310
https://www.google.com.tr/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=8&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwjBwsniytnPAhXqJcAKHdG2BOEQFghGMAc&url=http%3A%2F%2Fwww.dubtam.com%2Fimages%2FLC-MSMS-ANALZ-STEK-FOR.docx&usg=AFQjCNGFIFebUi8M7cBTpXw4GV4Bkk3GfQ&bvm=bv.135475266,d.ZGg
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etkilesimine gore kromatografik ayirma gergeklesir (Ho ve Stuart 2003). HPLC
sisteminin pargalar1 Sekil 1.2'de gosterilmistir (http://laboratoryinfo.com/hplc/).

‘ i Ornel Dedektir
J HPLC kolonu

Mobil faz  Pompa Enjektor

|

Veri toplama

Atik

Sekil 1.2. HPLC sisteminin sematik gosterimi

1.4.1. Normal faz ve ters faz HPLC
1.4.1.1. Normal faz HPLC

Normal faz HPLC, sabit fazin polar, mobil fazin ise apolar oldugu HPLC
cesididir. Bir karigimdaki bilesenlerden polaritesi yliksek olan analitler, polaritesi diisiik
olan analitlere gore polar sabit fazda (kolonda) daha fazla alikonulur. Dolayisiyla,
kolondan ilk olarak en fazla apolar bilesen ¢ikar. Normal faz HPLC'deki g¢ekim
kuvvetleri daha cok dipol-dipol ve hidrojen bagi (polar) etkilesimleridir (McPolin
2009).

Bu HPLC yontemi, analitin polar sabit faz (genellikle silika veya alimina)
tizerindeki adsorpsiyonuna/desorpsiyonuna dayali geleneksel ayirma yontemidir. Sabit
fazin lizerinde ve gozeneklerinde bulunan silanol (Si-OH) gruplar ile polar analitler
arasindaki kuvvetli etkilesim nedeniyle, polar analitler kolon igerisinde daha yavas
hareket etmektedir. Bu yontemin en Onemli dezavantaji, polar yiizeylerin numune
bilesenlerince kolaylikla kirletilebilmesidir. Bu dezavantaj, silanol gruplarina, amino ve
siyano fonksiyonel gruplar ilave edilerek azaltilmistir (Dong 2006). Normal faz HPLC
yontemi, cis/trans, orto/meta/para ve sterik izomerler gibi izomerlerin ayirma islemleri
icin uygundur (Hanai 1999).

1.4.1.2. Ters faz HPLC

Sabit fazin apolar, mobil fazin ise polar oldugu yiiksek performansh sivi
kromatografisi ¢esididir (Moldoveanu ve David 2013). Ters faz HPLC'de ¢ekim kuvveti
olarak daha ¢ok spesifik olmayan hidrofobik etkilesimler bulunmaktadir (McPolin
2009).

Ayirma, analitlerin polar mobil fazla hidrofobik (apolar) sabit faz arasindaki
partisyon katsayilarina bagl olarak gerceklesir. Sabit faz olarak, silika {izerine oktadesil


http://laboratoryinfo.com/hplc/
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(C18) gruplarmin baglandigi sistemler kullanilir. Apolar analitler, hidrofobik C18
gruplartyla daha giiclii etkilesime girdiklerinden sabit fazdan (kolondan) ilk olarak polar
analitler ¢ikarlar. Once polar bilesiklerin sonra apolar bilesiklerin ayrilmalari, normal
faz HPLC yonteminin tam tersi yonde gerceklestigi icin ters faz HPLC olarak
adlandirilmaktadir. Bu yontem, ¢ok sayida organik bilesigi ayirabilme yeteneginden
dolay1 kullanilan en yaygin HPLC yontemidir. Biitiin HPLC analizlerinin % 70'inden
fazlasinda kullanilir. Bu HPLC ¢esidi, polar (suda ¢oziinen), orta polaritedeki ve bazi
apolar analitlerin analizi i¢in uygundur (Dong 2006).

Normal faz ve ters faz HPLC tekniklerinin sematik gosterimleri Sekil 1.3'te
gosterilmistir.

AKIS AKIS

apolar

Sekil 1.3. HPLC ayirma tekniklerinin sematik gosterimleri (a) normal faz HPLC ve
(b) ters faz HPLC.

Bu tez calismasinda analizler, ters faz HPLC (RP-HPLC) teknigi kullanilarak
gerceklestirilmistir.

1.4.2. HPLC cihazinda karvedilol analizinde kullanilan dedektorler

HPLC cihaz1 kullanilarak gergeklestirilen g¢alismalarda daha cok floresans
dedektori kullanilmaktadir (Hokama vd 1999, Ptacek vd 2003, Wang vd 2005, Saito vd
2006, Padh vd 2007, Masi vd 2008, Sripalakit vd 2010). Bununla birlikte, karvedilol
miktarini tespit etmek icin aralarinda ultraviyole (UV)/goriiniir bolge dedektorine
(Baranowska ve Kowalski 2010, Gannu vd 2007, Stojanovic vd 2007, Ketema ve
Sankar 2012) ve diyot dizi (array) dedektoriine (DAD'ye) (Belal vd 2013, Baranowska
vd 2009) sahip yiiksek performans sivi kromatografi cihazinin kullanildig1 ¢alismalara
da literatiirde rastlanmaktadir. Literatiir taramast sonucunda, DAD'ye sahip yuksek
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performans sivi kromatografi cihazinin kullanildigi caligmalarin daha az oldugu
gorulmektedir.

Bu tez c¢alismasinda, HPLC cihazinda diyot dizi (array) dedektér (DAD)
kullanilmustir.

1.4.3. DAD dedektdriin ¢calisma prensibi

DAD dedektore sahip spektrometrelerde, tiim dalga boylarina sahip beyaz 1s1k
numuneden gecerek bilesimini olusturan dalga boylarina tekrar ayrildigi polikromatore
(¢ok kanalli) girer ve 1s1k polikromatorden diyot dizisine goénderilir. Her bir diyotun
farkli dalga boyunu almasiyla tiim dalga boylari es zamanli olarak 6l¢iilmiis olur (Harris
2007). DAD dedektoér sayesinde, karisimdaki bilesenlere ait elektronik sinyaller
kromatografik pik olarak bilgisayara kaydedilir. Piklere karsilik gelen spektrumlar,
cihazda kayith standart spektrumlarla karsilagtirilarak hangi maddeye ait olduklar
belirlenir (Lindsay 1992). DAD dedektoriin ¢alisma sekli Sekil 1.4’te gosterilmistir.

Fotodivot array dedektor
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Isik kaynag

Sekil 1.4. Diyot dizi (array) dedektoriin ¢alisma seklinin sematik gosterimi
1.4.4. DAD dedektoriin avantajlar:
Fotodiyot dizi (array) dedektoriin avantajlart sunlardir (Harris 2007):

Tiim dalga boylarini ayn1 anda 6lgmesi

Sinyal/giiriiltii oraninin daha yiiksek olmasi

Analizin daha hizli gergeklesmesi (~ 1 sn)

Hareketli pargasinin olmamasi nedeniyle daha saglam olmasi

1.5. Metot Validasyonu

Metot validasyonu, metodun performans 6zelliklerinin istenilen analitik
uygulamanin gereksinimlerini karsilayip karsilamadigin1  belirlememize yarayan
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islemler biitiinii olarak tanimlanir. Validasyon islemi, kullannom boyunca laboratuvar
caligmalariin giivenilirliginin teminati oldugu gibi metodun belirlenen amaglara
uygunlugunun yazili delillerle ortaya konulmasini saglamaktadir. Denetime tabi olan
laboratuvarlarin, denetim kurumlari ile uyum igerisinde olabilmeleri i¢in metot
validasyon islemlerini gerceklestirmeleri zorunludur. Iyi tanimlanmis ve yazili hale
getirilmis bir metot validasyon islemi, denetimsel uyumluluk gereksinimlerini
karsilamakla kalmayip aym1 zamanda metodun istenilen kullannom amagclarina
uygunlugunu kanitlamamiza yardimci olmaktadir (Swartz ve Krull 2012).

Olusturulan metodun laboratuvarda ilk defa uygulanmasi, kullanilmakta olan
metotta degisiklik yapilmasi, metodun performansinda zamanla bir degisme olmasi vb.
durumlarda validasyon islemlerinin uygulanmasi gereklidir. Validasyon islemi,
metodun  kullaninm  amacina  uygun  olarak  dogruluk, tekrarlanabilirlik,
tekraruretilebilirlik, secicilik, tespit limiti (LOD), kantitatif tayin limiti (LOQ),
saglamlik, dogrusallik, geri kazanim, dogrusallik araligi ve kararlilik gibi parametreler
kullanilarak gergeklestirilir.

Bu tez ¢aligmasinda validasyon islemi, dogruluk, giin i¢i kesinlik, giinler arasi
kesinlik, secicilik, tespit limiti (LOD), kantitatif tayin limiti (LOQ), dogrusallik, geri
kazanim, dogrusallik araligi, kisa donem kararlilik, uzun dénem kararlilik, sistem
uygunluk ve saglamlik parametreleri kullanilarak gerceklestirilmistir.

1.6. Calismanin Amaci

Insan kan1 serumunda, kalp hastaliklar1 iizerinde etkinligi kanitlanmis Gglincil
nesil bir beta-bloklayic1 olan karvedilol ilag etken maddesinin i¢ standart yontemiyle
ters faz yiiksek performanslhi sivi kromatografisi teknigi kullanilarak tayini i¢in kisa
analiz suresine sahip yeni bir metot olusturmak i¢in metot optimizasyonu yapmak ve
validasyon parametrelerini belirlemektir.
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2. KURAMSAL BILGILER VE KAYNAK TARAMALARI

2.1. Karvedilol Ila¢ Etken Maddesinin Tayini Konusunda Literatiirde Yapilan
Cahismalar

Hokama vd (1999) tarafindan gergeklestirilen bir ¢alismada; 20 erkek Sprague-
Dawley faresi lizerinde deneyler yapilarak fare plazmasinda karvedilol tayini i¢in HPLC
cihazinda spektroflorometrik yontemin kullanildigi hizli ve hassas bir metot
gelistirilmistir. Sabit faz olarak Shim-pack CLC-ODS (150 x 6,0 mm, 5 um tanecik
boyutlu) ters faz kolonu, mobil faz olarak pH's1 2,5 olan 50 mM KH2PO4 ve metanol
(60:40, h/h) ikili karisimi kullanilmistir. Ekstraksiyon i¢in, Bond Elut (1 mL, Lot No.
062217, Varian) oktilsilika iceren SPE kartusu kullanilmigtir. Akis hizinin 1,0 mL/dk
oldugu ve kolon sicakliginin 40 °C oldugu metot igin, uyarilma ve sa¢ilma dalga boylar
sirasiyla 247 ve 344 nm'dir. Karvedilolun fare plazmasindaki tespit limiti 3,6 ng/mL ve
kor plazmaya ilave edilen karvedilolun ortalama geri kazanimi % 94,2 olarak
bulunmustur. Giin i¢i tekrarlanabilirlik % 2,7 — 7,5 araliginda; giinler arasi kesinlik ise
% 2,6—7,4 araliginda bulunmustur (Hokama vd 1999).

Ptacek vd (2003), yaptiklar1 ¢alismada insan plazmasindaki karvedilolun
miktarsal analizi i¢cin bir HPLC metodu gelistirmislerdir. Yapilan bu c¢aligmada,
floresans dedektore sahip bir HPLC cihazi; sabit faz olarak Develosil (100 x 4,6 mm, 3
pm) ODS kolonu ve Phenomenex (4 x 3 mm) C18 6n kolonu ve mobil faz olarak da
asetonitril ve 30 mM KH2PO4 tamponundan (bu tampon, % 1 TEA ve 50 mg/L sodyum
azid igcermektedir ve tamponun pH degeri derisik orto fosforik asitle 2 olarak
ayarlanmistir) (30:70, h/h) olusan bir karisim kullanilmistir. Akis hizi 1,5 mL/dk ve
kolon sicaklig1 35 °C olan metodun uyarilma ve sagilma dalga boylar: sirasiyla 238 ve
350 nm'dir. Kantitatif tayin limiti 1,3 ng/mL olarak bulunmustur ve i¢ standart olarak
dihidroergokristin mesilat kullanilmistir. Metot seciciligi icin saglikli goniilliilerden
alinan 6 plazma 6rnegi kullanilmig ve hi¢ bir girisim olmadig1 gézlenmistir. Gelistirilen
metodun 1,303 — 142 ng/mL araliginda dogrusal oldugu gériilmiistiir. % RSD cinsinden
giin i¢i ve gilinler aras1 kesinlik degerinin sirasiyla % 3 ve % 6'dan daha az oldugu
hesaplanmistir. Kullanilan numunelerin oda sicakhiginda en az 5 giin ve -18 °C'de en az
1 ay kararli olduklar1 bulunmustur (Ptacek vd 2003).

Wang vd (2005) tarafindan tabletlerdeki karvedilolun tayini amaciyla floresans
dedektoriin  kullanildigit bir HPLC metodu gelistirilmistir. Bu calismada, organik
cozlculerin karvedilolun floresans spektrumu tizerindeki etkisi de incelenmistir.
Uyarilma ve sagilma dalga boylar sirasiyla 254 nm ve 356 nm olarak hesaplanmistir.
Calisma sonucunda metodun 0,50 — 270 ng/mL araliginda dogrusal oldugu, tespit
limitinin 0,19 ng/mL oldugu ve geri kazanim oraninin % 98,7 ile % 102,1 arasinda

degistigi gozlenmistir. Tekrarlanabilirlik, numunenin 10 defa ¢alisilmas1 sonucunda %
RSD cinsinden % 2,31 olarak hesaplanmistir (Wang vd 2005).

Saito vd (2006), yaptiklar1 c¢alismada insan tam kan ve plazmasindaki
karvedilolun enantiyo segici tayini i¢in floresans dedektorlii yiiksek performans sivi
kromatografi (HPLC-FLD) cihazi ile hassas bir HPLC metodu gelistirmiglerdir. Bu
calismada, plazma o6rneklerine, i¢ standart olarak S-karazolol ve Kolthoff-tamponu (pH
8,0, 0,1 M KH2PO4, 0,05 M NazB4O7) ilave edilmistir. Enantiyo segici ayirma,
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Chiralpak AD kolon (4,6mm x 250mm) kullanilarak higbir kiral tiirevlendirme olmadan
gerceklestirilmigtir. Mobil faz olarak hekzan:izopropanol:dietilamin (78:22:1, v/v/v)
kullanilmistir. Uyarilma ve sacilma dalga boylar1 sirasiyla 284 ve 343 nm olarak tespit
edilmistir. Tayin sinir1 (LOQ), hem plazma hem de tam kan 6rneklerinde S(-) ve R(+) —
karvedilol enantiyomerleri i¢in 0,5 ng/mL olarak saptanmistir. 1 — 50 ng/mL derisim
araliginda dogrusallik elde edilmistir. Giin i¢i ve giinler arast degisimler % 5,9'dan daha
kiiciik olarak tespit edilmistir. Karvedilol verilen konjestif kalp rahatsizligi bulunan 15
hastadan alinan plazma ve tam kan 6rneklerinde karvedilol enantiyomerlerinin tayini bu
metotla basarili bir sekilde gerceklestirilmistir (Saito vd 2006).

Zarghi vd (2007)'nin ¢alismasinda, insan plazmasinda karvedilol tayini igin
floresans dedektoriin kullanildig: ters faz yiiksek performans sivi kromatografi (RP-
HPLC-FLD) cihazi ile izokratik bir metot gelistirilmis ve metot validasyonu yapilmistir.
Bu calismada, ayirma islemi, Chromolith Performance (RP-18e, 100mm x 4,6 mm)
kolonda pH’1 3,5’e ayarlanmis 0,01 M Na;HPO4 tamponu-asetonitril (40:60, v/v)’den
olusan izokratik bir mobil fazda gerceklestirilmistir. Zarghi vd (2007), insan plazmasina
i¢ standart olarak letrozol ekledikten sonra, asetonitrille protein ¢oktiirme islemi
uygulamuslardir. Ornekler karistirilip santrifiij edildikten sonra, iist fazin 20 pL'si cihaza
enjekte edilmistir. Hicbir girisim tespit edilmemistir. Karvedilol i¢in LOQ, 1 ng/mL
olarak bulunmustur. Uyarilma ve sagilma dalga boylar1 sirasiyla 240 ve 340 nm olarak
rapor edilmistir. Zarghi vd (2007) tarafindan gelistirilen metodun, 1 — 80 ng/mL
araliginda dogrusal oldugu bildirilmistir. Giin i¢i ve giinler aras1 degisim katsayisinin
kabul edilebilir diizeyde oldugu (%8’den diisiik oldugu) bulunmustur (Zarghi vd 2007).

Adli tip otopsi vakalarindan alinan 6liim sonrasi tam kan orneklerinde beta-
bloklayicilar atenolol, sotalol, metoprolol, bisoprolol, propranolol ve Kkarvedilol,
kalsiyum kanal antagonistleri diltiazem, amlodipine ve verapamil, anjiyotensin-II
antagonistleri losartan, irbesartan, valsartan ve telmisartan ve anti-aritmik ila¢ flecainide
etken maddesinin es zamanl tayini igin yapilan baska bir ¢alismada; Kristoffersen vd
(2007), ters faz yiiksek performansli sivi kromatografisi ve pozitif elektrosprey
iyonlastirmaya sahip kiitle spektrometresi cihazi (HPLC-MS) kullanmislardir.
Kromatografik ayirmayi, tampon pH’sinin 2,7, 3,0 ve 3,3, tampon iyonik siddetinin 8,
10 ve 12 mM ve kolon sicakligmin 23, 25 ve 27 °C oldugu durumlarda incelemis ve
pH’ i ayirmada kritik 6neme sahip oldugunu tespit edilmistir. Analitlerin alikonma
sirasinin pH 2,7 ve 3,3 iken tampon iyonik siddeti ve kolon sicakligi degistirildiginde
degistigi ve irbesartan, telmisartan ve valsartanin birlikte ellisyona ugradiklar
bulunmustur. pH 3,0’te ise; alikonma sirasinda bir degisiklik meydana gelmemis ve
elisyon olay1 da ger¢eklesmemistir. pH 3,0 — 3,1, tampon iyonik siddeti 10 = 2 mM ve
kolon sicaklig1 25 + 2 °C iken saglam bir HPLC metodu elde edilmistir. Diazepam-ds, i¢
standart olarak tam kan orneklerine eklenerek - 20 °C’de saklanan asetonitril:metanol
cOzeltisi (85:15, v/v) ile protein ¢oktiirme islemi gerceklestirilmistir. Ornek hazirlama
islemi, kat1 faz ekstraksiyon (SPE) yontemiyle OASIS ® MCX kolonu ve Aspec XL
robotu kullanilarak yapilmistir. Analitlerin asidik, bazik ve amfoterik 6zellikte olmalari,
asidik ve bazik olmak uUzere iki basamakli bir sivi-sivi ekstraksiyon yontemi
gelistirmeyi zorunlu kilmistir. Ancak; bu islem zaman alic1 olacagindan ¢oktiirme,
seyreltme ve SPE adimlarmi igeren bir numune hazirlama tercih edilmistir
(Kristoffersen vd 2007).
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Insan plazmasindaki karvedilolun tayini icin yapilan bir baska c¢alismada Padh
vd (2007); floresans dedektoriine sahip bir HPLC cihaz1 kullanarak analizlerini
gerceklestirmislerdir. Bu ¢alismada, kolon olarak Lichrosphere R CN kolonu, mobil faz
olarak asetonitril ve 20 mM amonyum asetat tamponunun (bu tampon, % 0,1 TEA
icermektedir ve tamponun pH's1 4,5'e ayarlanmistir) hacimce 40:60 oranindaki karigimi
kullanilmistir. Uyarilma ve sagilma dalga boylart sirasiyla 282 nm ve 340 nm olarak
hesaplanmistir. Domperidon i¢ standart olarak kullanilmistir. Numune analizi i¢in siv1 -
stv1 ekstraksiyon diklormetanla gergeklestirilmistir. Metodun, 1 — 128 ng/mL araliginda
dogrusal oldugu bulunmustur. Giin i¢i ve giinler arasi kesinligin % 15'ten daha az
oldugu gozlenmistir. Dogruluk degeri % 87,3 — 100,88 araliginda belirtilmistir.
Karvedilolun geri kazanimi % 69,90 olarak hesaplanmistir. Kararlilik c¢alismalari
sonucunda, karvedilolun kisa donem icin kararli oldugu goriilmiistiir. Agi1z yoluyla 12,5
mg'lik tablet verilen deneklerden alinan insan plazmasinda bu metodun rahatlikla
kullanilabilecegi belirtilmistir (Padh vd 2007).

Insan serumundaki karvedilolun tayini i¢in Gannu vd (2007) tarafindan
gerceklestirilen ¢alismada, UV-visible dedektdre sahip bir ters faz HPLC cihaz1
kullanilmis ve hassas bir metot gelistirilmistir. UV tespit dalga boyu olarak 238 nm
belirlenmistir. Analitler, serum 6rneklerinden n-hekzan ve diklormetanin hacimce 7:3
oranindaki karistmina 300 puL 0,1 M NaOH ilave edilmesiyle elde edilen karigim
kullanilarak sivi-sivi ekstraksiyona tabi tutularak ayrilmislardir. Asetonitril ve 15 mM
ortofosforik asit ¢ozeltisinin hacimce 37:63 oranindaki karigimi (bu karisima % 0,25
TEA ilave edilmis ve karigimin pH degeri 2,5'%e orto fosforik asitle ayarlanmistir)
metotta kullanilacak mobil faz olarak belirlenmistir. Metotta akis hiz1 1,0 mL/dk'ya
ayarlanmis ve i¢ standart olarak amitriptilin kullanilmistir. Sabit faz olarak C8 Kromasil
KR 100 5C8 (250 x 4,6 mm, 5 pum) kolonu kullanilmis ve karvedilolun alikonma
zamani 6,10 dakika olarak bulunmustur. Giin i¢i ve giinler aras1 kesinlik degerlerinin %
RSD cinsinden % 5'ten daha az oldugu tespit edilmistir. Karvedilol geri kazaniminin %
75'ten fazla oldugu ve 5-500 ng/mL derisim araliginda dogrusal oldugu gozlenmistir.
Kromatogramda herhangi bir girisim tespit edilmemesi nedeniyle gelistirilen metodun
seciciliginin yiiksek oldugu rapor edilmistir. Gannu vd (2007) tarafindan gelistirilen
metot, agiz yoluyla karvedilol verilen goniilliilerdeki karvedilol analizi i¢in basarili bir
sekilde uygulanmistir. (Gannu vd 2007)

Dey vd (2010) yaptiklar1 ¢alismada, farmasétik dozaj formlarindaki karvedilolun
tayini i¢in dogru ve kesin bir HPLC metodu olusturmuslardir. 1,77 g KH2PO4’iin suda
coziilerek 650 mL’ye tamamlanmasi ve fosforik asitle pH’sinin 2’ye ayarlanmasindan
sonra Uzerine 350 mL asetonitril eklenmesiyle elde edilen karisim mobil faz olarak
kullanilmistir. Sabit faz olarak, (250 x 4,6 mm, Spum) boyutlarinda C8 kolon kullanilmis
ve Kkarvedilol analizi 240 nm dalga boyu, 1 mL/dk akis hiz1 ve 55 °C kolon sicaklig
sartlarinda gerceklestirilmistir. Metodun 806—1202 pg/mL derisim araliginda dogrusal
oldugu ve higbir girisim gézlenmedigi i¢in sec¢ici oldugu saptanmistir (Dey vd 2010).

Sripalakit vd (2010); gerceklestirdikleri calismada Roche firmasinin iirettigi
Dilatrend marka tabletlerde (6,25 mg, 12,5 mg ve 25 mg) bulunan etken madde olan
karvedilolun tayini i¢in floresans dedektoriine sahip bir HPLC cihazi kullanmislardir.
Yapilan bu ¢aligsmada, kolon sicaklig1 olarak oda sicakligi (25 °C), kolon olarak Alltima
C18 (250 x 4,6 mm, 5 um) ters faz kolonu ve koruyucu kolon olarak Phenomenex (4 x 3
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mm) C18 6n kolonu kullanilmistir. Mobil faz olarak, 0,01 M NaHPO4'Un sudaki
cozeltisi ve asetonitrilin hacimce 30:70 oranindaki karisimi (karisimin pH'st orto
fosforik asitle 3,0'a ayarlanmistir) kullanilmistir. Metodun akis hizi 1,0 mL/dk ve
uyarilma ve sagilma dalga boylari sirasiyla 300 nm ve 343 nm'dir. Metot siiresinin 4
dakika ve karvedilolun alikonma zamaninin 2,8 dakika oldugu rapor edilmistir. Tablette
bulunan yardimci maddelerin hi¢ bir girisimi olmadigindan dolayi, metodun oldukca
secici oldugu goriilmiistiir. Gelistirilen metodun, 1-40 pg/mL aralifinda dogrusal
oldugu, lineer regresyon katsayisinin 0,99'dan biiyiik oldugu ve dogruluk degerinin %
95 — 105 araliginda degistigi bulunmustur. Giin i¢i kesinligin % RSD cinsinden
degerinin % 6,67'den daha az oldugu gozlenmistir. Bu metotla, piyasada satilan
karvedilol ilaglarinin analizlerinin yapilabilecegi saptanmistir (Sripalakit vd 2010).

Magiera vd (2012), calismasinda [-bloklayicilar, polifenoller ve onlarin
metabolitlerinden olusan 52 bilesigin standart karisiminin insan idrarina ilavesinden
sonraki eszamanli tayini i¢in hassas bir ultra-performansli sivi kromatografisi ile
elektrosprey iyonlastirmaya sahip tandem kiitle spektroskopisi (UHPLC-ESI-MS/MS)
metodu gelistirmislerdir. Insan idrarina i¢ standart olarak sotalol ve Krisin ekledikten
sonra, asetonitril ve metanolle protein ¢oktiirme islemi uygulamislardir. Bu drnekler
karistirma, santrifiij, inkiibasyon ve siizme islemlerinden gecirilmistir. B-bloklayici
kullanan hastalardan alinan idrar 6rnekleri UHPLC-ESI-MS/MS ile analiz edilmistir.
Kromatografik ayirma, Hypersil GoldTM (100mm x 2,1mm, 1,9 um) kolonda 10
dakikalik bir gradiyent eliisyon programi ile gerceklestirilmistir. Gradiyent program igin
% 0,1'lik sudaki formik asit ¢Ozeltisi ve asetonitrilden olusan ikili mobil faz sistemi
kullanilmistir. MS sistemi SRM (segi¢i reaksiyon izleme) modunda caligtirilmis ve
analitlerin her biri icin bir kantitatif ve bir dogrulama gegisi yapilmistir. Kantitatif
metodun, segicilik, dogrusallik, kantitatif tayin limiti (LOQ), dogruluk, kesinlik, geri
kazanim, matriks etkisi ve analit kararlilig1 acisindan validasyonu gergeklestirilmistir.
LOQ degeri, B-bloklayicilar i¢in 0,01 — 0,40 ng/mL ve polifenoller igin 0,05 — 40 ng/mL
araliginda bulunmustur. Giin i¢i ve gilinler arasi kesinlik degerleri % 8’den kiiclik
bulunmustur ve tim analitler i¢in dogruluk degerleri % - 4,40 ile % 2,23 araliginda
hesaplanmistir. Bu ¢alismada, tum analitler igin ortalama geri kazanim degerlerinin %
90’dan fazla oldugu belirlenmis ve gelistirilen metodun B-bloklayici kullanan hastalarin
idrar 6rneklerindeki kardiyovaskiiler ilaglari belirlemede basarili oldugu rapor edilmistir
(Magiera vd 2012).

Basaveswara vd (2012), caligmasinda farmasotik formilasyondaki karvedilolun
hizli tayini i¢in bir ters faz HPLC metodu gelistirmis ve metodun validasyonunu
gerceklestirmislerdir. Bu ¢alismada, kromatografik ayirma, oda sicakliginda (25 °C)
Chromosil C18 (250 mm x 4,6 mm, 5um) analitik kolon kullanilarak 1 ml/dk akis
hizinda izokratik eliisyonla gerceklestirilmistir. Metanol:asetonitril:%1 ortofosforik
asitin 80:18:2 (v/v/v) oranindaki karisimi mobil faz olarak kullanilmistir. UV
dedektorde dalga boyu 240 nm olarak belirlenmistir ve numunenin 20 pL'si cihaza
enjekte edilmistir. 6 dakikalik bir metot olusturulmus ve karvedilolun alikonma zamani
2,1 dakika olarak tespit edilmistir. Metodun kesinlik ve dogruluk icin yiizde bagil
standart sapmasi (%RSD) % 0,179 olarak bulunmustur (Basaveswara vd 2012).

Farmasotik tablet formiilasyonundaki karvedilolun tayini i¢in yapilan bir bagka
calismada Ketema vd (2012); hizli ve spesifik bir ters faz HPLC metodu
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gelistirmislerdir. Kromatografik ayirma i¢in, kolon olarak Phenomenex Luna C18 (250
X 4,6 mm, 5 um tanecik boyutlu) ve mobil faz olarak fosfat tamponu, asetonitril ve
metanoliin 30:45:25 (v/v/v) oranindaki karisiminin ortofosforik asit ile pH'sinin 4,8'e
ayarlanmasi sonucu elde edilen mobil faz kullanilmistir. Elde edilen mobil faz, 0,45 pm
sellloz nitrat filtreyle suzllerek bir sire ultrasonik banyoda bekletildikten sonra 1
mL/dk’lik akis hizinda sistemden gegirilmistir. Oda sicakliginda (25 °C) ve 241 nm
dalga boyunda gergeklestirilen metot igin dogrusallik, 0,999 korelasyon katsayisi (1°) ile
30-130 pg/mL derisim araliginda elde edilmistir. LOD ve LOQ degerleri sirastyla 1,08
ve 3,24 pg/mL olarak bulunmustur (Ketema vd 2012).

Magiera vd (2013), karvedilol ve 5-hidroksifenil karvedilol enantiyomerlerinin
analizi icin floresans dedektoriin kullanildigi yiiksek performans sivi kromatografi
(HPLC-FLD) cihaz1 ile tandem kiitle spektrometri cihazindan olusan HPLC-FLD-
MS/MS sistemi kullanarak spesifik bir metot gelistirmiglerdir. Magiera vd (2013)
tarafindan yapilan bu ¢alismada, hastalardan alinan idrar 6rneklerine 1,5 mL asetonitril
ve 1,5 mL metanol eklenerek protein c¢oktiirme islemi gergeklestirilmistir. Santrifiij
edilen ornekler, 6 mL metanol ve 6 mL % 0,1’lik formik asitin sudaki ¢ozeltisi ile
onceden sartlandirilmis ticari ismi OASIS HLB olan kat1 faz ekstraksiyon kartusuna
(6 mL, 500 mg) yiklenerek oda sicakliginda 2 dakika bekletilmistir.
Metanol:aseton:formik asitin hacimce (4,5:4,5:1) oranindaki karigimu ile eliisyon islemi
gerceklestirilmistir. Lux-Amylose 2, Lux Cellulose-2 ve CHIRALCEL® OD-RH kiral
kolonlar denenmis ve enantiyo ayirma sadece CHIRALCEL® OD-RH kolonda
gerceklesmistir. Calismada, eliisyon isleminde asetonitril ve metanol denenmis ve pik
simetrisi ve ayirma giicii bakimindan asetonitril daha iyi ayirma saglamistir. Pik
seklinin optimizasyonu, mobil faza trifloroasetik asit (TFA), formik asit (FA), asetik
asit (AA) veya amonyum hidroksit (AH), dietilamin (DEA) ve trietilamin (TEA)
eklenerek gergeklestirilmistir. En iyi sonuglar, % 0,05 trifloroasetikasit ve % 0,05
dietilaminin sudaki cozeltileri ve asetonitrilin gradiyent ellisyonu sayesinde elde
edilmistir. Metot, analitler i¢in 25,0 — 200 ng/mL derisim araliginda valide edilmistir.
Tayin sinir1 (LOQ), 14,2 ng/ml - 24,2 ng/ml araliginda bulunmustur. Tekrarlanabilirlik
ve giinler arasi kesinlik degerlerinin % 10'un altinda; dogrulugun ise % - 13,2 ile % 3,77
araliginda degistigi belirlenmistir. Geri kazanim degerlerinin % 79,2 ile % 108 arasinda

oo

degistigi rapor edilmistir (Magiera vd 2013).

Farmasotik dozaj formlarindaki karvedilolun tayini igin Naidu vd (2014)
tarafindan yapilan g¢aligmada; basit, seg¢ici, dogrusal, kesin ve dogru bir RP-HPLC
metodu gelistirilmis ve metodun validasyonu yapilmistir. Mobil faz olarak KH2POs-
K2HPO4 tamponu ve asetonitrilin hacimce 50:50 oraninda karistirilip orto fosforik asitle
pH’smin 3,0’a ayarlanmasi ile hazirlananan karigim kullamilmistir. Sabit faz olarak,
Hypersil ODS C18 (150 x 4,6 mm, 5um) kolon kullanilmis ve mobil faz izokratik
olarak 1 mL/dk akis hizinda kolondan gegirilmistir. UV tespit dalga boyu 240 nm olarak
belirlenmistir. Metodun validasyonu; dogrusallik, kesinlik, dogruluk ve saglamlik
parametreleri belirlenerek gergeklestirilmistir. LOD ve LOQ degerleri sirastyla 0,835
pg/mL ve 2,529 pug/mL olarak hesaplanmistir (Naidu vd 2014).
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3. MATERYAL VE METOT
3.1. Materyal
3.1.1. Deneysel ¢calismalarda kullamlan kimyasallar ve reaktifler

Calismada kullanilan olan kimyasallar arasinda ilag etken maddesi olarak
karvedilol, ¢ozgen olarak metanol, mobil faz bilesimi olarak asetonitril, trietilamin,
glasiyal asetik asit, formik asit, orto fosforik asit ve HPLC saflikta saf su ve i¢ standart
madde olarak propranolol yer almaktadir. Calismalar sirasinda kullanilan kimyasallar ve
reaktiflerin baz1 6zellikleri Cizelge 3.1°de gosterilmistir.

Cizelge 3.1. Kullanilan kimyasal ve reaktiflerin isimleri, molekiil yapilari, molekiil
agirliklari, saflik yiizdeleri ve temin edildigi firmalar

Kimyasal Ismi Molekiil | Saflik Uretici
ve Molekul Molekiil Yapisi Agirhg | Yuzdesi Firma
Formulu (g/mol) (%)
Asetonitril 2!
H“‘\‘IC_CEN 41,05 >99,9 Merck
C2oHsN H
Metanol H
H-C-O-H 32,04 >99,9 Merck
CH40 H
Saf su .-O-.
s 18,02 Merck
H.O H H
Glasiyal asetik @)
asit 99,8- Riedel-
)]\ 60,05 100,5 de Haen
CoH40, H3C OH
Formik asit
A 4603 | 98-100 | Merck
CH-0, H™ “OH
Ortofosforik asit (|)|_| .
Py 9800 | 8588 | >
H3POg4 O \OH
0
Karvedilol oY TN :@ Sigma-
OH ™ hco 406,474 | =98 | 3O
C24H26N204 N
(Devami1 Arkada)
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Cizelge 3.1'in Devami

d,l- /(ﬂ-@
Propranolol. o N~ NCH
HCI “/\Q\H ®
* HCI .
C16H2:NO; OO 295,80 >98,5 | Lipomed
- HCI
Trietilamin CHs Sioma.
g 101,19 | >995 Al?jrich
CeHisN HaC_N-_CHs

3.1.2. Deneysel calismalarda kullamlan cihazlar

Deneysel ¢aligmalarda dolgu materyali silika olan C1s Supelco Discovery marka
(15 cm x 4,6 mm, 5um) analitik kolon kullanilmistir. Kiiresel yapili olan dolgu
malzemesinin gézenek boyutu 175 A, spesifik yiizey alan1 203 m?/g ve gozenek hacmi

1 mL/g’dur.

Calismalar

sirasinda  kullanilan

cihazlar,

kullanildiklar1 Cizelge 3.2’de gosterilmistir.

markalari  ve

hangi amagcla

Cizelge 3.2. Kullanilan cihazlarin isimleri, markalar1 ve kullanim amaglari

Cihazin adx

Cihazin markasi

Cahsmalardaki kullanim
amaci

Manyetik karistirict

Heidolph MR Hei-Tec

Mobil fazin pH's1
ayarlanirken karistirma
isleminde kullanilmistir.

pH metre

Inolab pH 720

Mobil fazin pH'sin1
ayarlamak amaciyla
kullanilmistir.

HPLC cihaz1

Agilent 1200

Karvedilol analizinin
optimizasyonu ve
validasyonu amaciyla
kullanilmistir.

Hassas terazi

Shimadzu SAUW-
220D

Tartim islemlerinde
kullanilmistir.

Ultrasonik banyo

Elma Sonic-S60H

Numune ve ¢ozeltileri
homojen hale getirmek
amaciyla kullanilmistir.

Pozitif
basing SPE manifold sistemi

Biotage PRESSURE+
48

Numunelerin kat1 faz
ekstraksiyonu (SPE)
isleminde kullanilmistir.
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Cizelge 3.2'nin devami

Azot evaporatoru

TAB-40 WEL

Numune hazirlamada
¢ozlcl etkisini gidermek
amaciyla kurutma
isleminde kullanilmistir.

- 20 °C buzdolab1

Liebherr

Metot validasyonu
esnasinda kararlilik
testlerinde kullanilmastir.

Santrifuj

Nuve Nf 200

Numunelerin 6n hazirlik
asamasinda ¢Oktliirme
amactyla kullanilmistir.

Vortex

IKA Genius 3

Numunelerin 6n hazirlik
asamasinda karistirma
amactyla kullanilmastir.

+ 4 9C buzdolab1

Ugur

Serum Orneklerinin ve
stok cozeltilerin
saklanmasi amaciyla
kullanilmuastir.

Calismalarda kullanilan HPLC cihaz Sekil 3.1°de gosterilmistir.

Ogy11/2016 15:30
———

Sekil 3.1. Calismalarda kullanilan Agilent marka 1200 model HPLC cihazi
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Kullanilan Agilent 1200 Serisi HPLC cihaz1 Uzerinde bulunan moduller ve
modelleri Cizelge 3.3'te verilmistir. Kullanilan tiim modiiller Agilent markasina aittir.
Yazilim olarak Chemstation yaziliminin Rev.B.04.02 [96] versiyonu kullanilmstir.

Cizelge 3.3. Kullanilan HPLC cihazi Gizerindeki modiiller ve modelleri

Kullamlan modiil Modeli
Pompa (ikili pompa) G1312B Bin pump SL
Oto ornekleyici (Autosampler) G1329B ALS SL, Rheodyne
Mikro vakumlu gaz giderici G1379B
Termostatli kolon kompartmani G1316A TCC
Diyot array dedektor G1315 D DAD
Floresans dedektor G1321A FLD

3.2. Metot
3.2.1. Deneysel calismalarda kullamlan standart ¢ozeltilerin hazirlanmasi
3.2.1.1. Karvedilol stok ¢ozeltisinin hazirlanmasi

10 mg kat1 karvedilol standardi, 0,01 mg hassasiyetle Shimadzu SAUW-220D
marka hassas terazide tartilarak 100 mL’lik balon jojeye aktarilmis ve bir miktar
metanolde ¢Ozuldikten sonra cozeltinin Uzerine cozeltinin toplam hacmi 100 mL
oluncaya kadar metanol ilave edilmistir. Ardindan, ¢6zelti 15 dakika ultrasonik banyoda
bekletilmistir. Boylelikle, 100 ppm'lik karvedilol stok ¢ozeltisi hazirlanmistir.
Karvedilol stok ¢ozeltisi, oda sicakliginda 1 saat bekletildikten sonra kullanilmustir.

3.2.1.2. Karvedilol ara stok ¢ozeltisinin hazirlanmasi

100 ppm’lik karvedilol stok ¢ozeltisinden 1 mL alinarak metanolle 10 mL'ye
tamamlanmis ve 10 ppm'lik karvedilol ara stok ¢6zeltisi hazirlanmistir. Ara stok ¢ozelti,
15 dakika ultrasonik banyoda bekletilmistir. Hazirlanan karvedilol ara stok cozeltisi, 1
saat oda sicakliginda bekletildikten sonra kullanilmaya baslanmigtir.

3.2.1.3. i¢ standart ¢ozeltisinin hazirlanmasi
1 mg/mL (1000 ppm) olarak sivi halde temin edilen 1 mL i¢ standart ¢ozelti
(propranolol) Uzerine metanol ilave edilerek ¢ozeltinin toplam hacmi 10 mL'ye

tamamlanmistir. BOylelikle 100 ppm'lik i¢ standart ¢Ozeltisi hazirlanmigtir. Hazirlanan
cozelti once ultrasonik banyoda 15 dakika ve daha sonra oda sicakliginda 1 saat
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bekletilmistir. Hazirlanan bu ¢6zeltinin 100 pL'si metanolle 10 mL'ye tamamlanmis ve
1 ppm'lik i¢ standart ¢6zeltisi hazirlanmistir. Hazirlanan ¢6zelti 6nce ultrasonik banyoda
15 dakika ve daha sonra oda sicaklifinda 1 saat bekletildikten sonra kullanilmaya
baslanmugtir.

3.2.2. Metot optimizasyonu
3.2.2.1. Mobil faz bilesiminin belirlenmesi

Karvedilol ilag etken maddesi metanolde c¢ozillerek bir stok ¢ozelti ve bu stok
cozeltinin seyreltilmesiyle bir ara stok karvedilol ¢ozeltisi hazirlanmistir. Ara stok
karvedilol ¢ozeltisi, ¢cozgen olarak metanol, asetonitril ve su; pH'y1 ayarlamak igin
asetik asit, formik asit ve ortofosforik asit; pik seklini diizeltmek igin ise trietilamin
(TEA)’in kullanildigi ¢ok sayida mobil faz bilesimiyle denenmistir. Calismalar
sonucunda, alikonma zamani kisa olan ve pik kuyruklanmasi olmayan mobil faz
bilesimi belirlenmistir.

Mobil faz belirlenirken, ayirma isleminin pH’ya baghh oldugu gbz ardi
edilmemelidir. Amino gruplar1 s6z konusu oldugunda, pH'nin 5,5'in altina distiriilmesi
onemlidir. Bunun nedeni, kalint1 silanol gruplari ve amino gruplari arasindaki giiclii
etkilesim yliziinden meydana gelen pik kuyruklanmalarinda mobil faz pH’s1t 5,5’in
altina distrildiigiinde pik sekillerinde ciddi anlamda diizelme saglanabilmesidir. Bu pH
degerinin tizerindeki durumlarda pik sekli énemli 6lctide bozulur (Berthod ve Garcia-
Alvarez-Coque 2000). Pik seklini daha fazla diizeltmek igin, trietilamin gibi polarite
diizenleyici bir madde ilavesi gereklidir. Trietilamin, bilesikteki bu amino gruplar
yerine kalint1 silanol gruplarina baglanmak icgin ters faz mobil fazlara eklenir.
Asetonitril, metanole gore daha iyi segicilik sagladigindan organik modifiyer olarak
tercih edilmektedir (Jong vd 1993).

3.2.2.2. Akis hizinin belirlenmesi

Deneysel ¢alismalarda, 0,1 mL/dk, 0,2 mL/dk, 0,3 mL/dk, 0,5 mL/dk, 1,0 mL/dk
ve 1,5 mL/dk olmak iizere 6 farkli akis hizi denenmistir. Akis hiz1 belirlenirken,
karvedilolun alikonma zamani ve Van Deemter egrisinden elde edilen sonuclar birlikte
degerlendirilmistir.

3.2.2.3. Kolon sicakhiginin belirlenmesi

Kolon sicakligini belirlemek icin 25 9C, 30 °C, 35 °C, 40 °C, 45 °C ve 50 °C
olmak tizere 6 farkli sicaklik denenmistir.

3.2.2.4. Enjeksiyon hacminin belirlenmesi
Caligmalar sirasinda, enjeksiyon hacmi olarak 10 pL, 20 puL, 30 puL, 40 puL ve 50

uL denenmistir. Enjeksiyon hacmi, karvedilole ait pikteki kuyruklanma ve karvedilolun
pik alan1 goz oniine alinarak belirlenmistir.
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3.2.2.5. Numune hazirlama-kati faz ekstraksiyon (SPE) islemi

Karvedilol i¢cermedigi tespit edilmis serum Orneklerine, stok ¢ozeltiden belirli
miktarlarda eklenerek toplamda 1 mL’lik ¢alisma ¢ozeltileri hazirlanmistir. Bu
cozeltilere 5’er mL saf su ilave edilerek yavasca karistirildiktan sonra numuneler 4500
rpm’de 5 dakika santrifiij edilerek SPE islemine hazir hale getirilmistir. Bu ¢ozeltilerin
herbiri, ticari ismi Oasis HLB olan kat1 faz ekstraksiyon (SPE) kartusu (3 mL, 60 mg)
kullanilarak kati-faz ekstraksiyonuna tabi tutulmustur. Bunun i¢in ilk olarak kartustan
sirastyla 2 mL metanol ve 2 mL HPLC safliginda saf su gegcirilerek kartusun
sartlandirilmast islemi gergeklestirilmistir. Daha sonra, onceden hazirlanan c¢alisma
coOzeltileri kartustan gegcirilerek numune ekleme islemi yapilmistir. Numunelere 1
pg/mL (1 ppm) derisimindeki propranolol i¢ standardindan 100 pL ilave edilmis ve
numune - i¢ standart karisimi kartustan gegirildikten sonra kartusta kalabilecek girisim
ve kirlilige neden olabilecek maddeler yikama islemiyle uzaklastirilmistir. Bunun igin 2
mL % 5 (v/v)’lik metanol c¢ozeltisi kullanilmistir. Yikama basamagindan sonra,
kullanilan SPE kartuglar1 bos polipropilen tiiplere konularak 5000 rpm’de 5 dakika
siireyle santrifiij edilerek kurutulmus ve kartusta su kalmamasi saglanmistir. Daha
sonra, kartusta tutunan etken maddeyi geri kazanmak i¢in 2 mL metanol ile eliisyon
yapilmistir.

3.2.2.6. Numunelerin cihaza verilmesi

Geri kazanilan kisim oda sicakliginda azot altinda ugurulmak suretiyle ¢ézgen
etkisi giderildikten sonra numune, 1 mL mobil faz ve 1 mL metanol icerisinde ¢ozulip
0,22 pum’lik filtre ile stiziilerek HPLC sisteminde analiz edilmistir.

3.2.2.7. Analiz sonuclarinin degerlendirilmesi

Kat1 faz ekstraksiyon yontemi ile hazirlanan karvedilol numunelerinin HPLC
cihazina enjeksiyonu, ayrt ayri 1 mL metanol ve 1 mL mobil faz kullanilarak
gerceklestirilmigtir. Metanolle hazirlanan numunenin kromatogrami incelendiginde,
hem karvedilole hem de i¢ standart olarak kullanilan propranolole ait piklerde
kuyruklanma meydana geldigi saptanmistir (Sekil 3.2). Mobil faz ile hazirlanan
numuneye ait kromatogram incelendiginde ise, herhangi bir kuyruklanmanin olmadigi
ve pik seklinin diizgiin oldugu goriilmiistiir (Sekil 3.3). Bu nedenle, optimizasyon ve
validasyon basamaklarinda HPLC cihazinda analiz edilen numunelerin tamami mobil
faz igerisinde ¢6ziilerek hazirlanmistir.
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DAD1 B, Sig=240,4 Ref=360,100 (DEF_LC 2016-02-18 10-45-35\CARVEDILOLSP FMMETANOLDE COZULLU. D)

mAll ]

- carvedilol

1 2 2 4 i g 7 a ] min

(o] [+]

Sekil 3.2. Rekonstitlisyon (geri sulandirma) islemi metanolle yapildiginda elde edilen
karvedilol ve propranolole ait kromatogram

DADT B, Sig=240,4 Ref=360 100 (DEF_LC 2016-02-12 10-45-22CARVEDILOLSPPM MOBIL FAZDA COZULDU.D)

mAl - K}
70—

carvedilol

60~

5.688 -

50—

1,465

1255
369
1771

1 2 El 4 5 & 7 g a min

[ [+]

Sekil 3.3. Rekonstitiisyon (geri sulandirma) islemi mobil fazla yapildiginda elde edilen
karvedilol ve propranolole ait kromatogram

Propranolol ve karvedilolun alikonma zamanlar1 sirasiyla 2,81 ve 5,69 dakika
olarak bulunmustur. Bu alikonma zamanlarinda, karvedilol ve propranololun hem
normal hem de U¢ boyutlu UV spektrumlart alinmistir. Karvedilolun UV spektrumu
Sekil 3.4’te, karvedilolun ¢ boyutlu UV spektrumu Sekil 3.5’te; propranololun UV
spektrumu Sekil 3.6’da ve propranololun u¢ boyutlu UV spektrumu Sekil 3.7'de
gosterilmistir.
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hAald, 2.257 (64.0 mAl, - ) Ref=7.990 & 2.677 of KARWVEDRILOL 1ML AKIS.D
mAL
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Sekil 3.4. Karvedilolun UV spektrumu

L

RN ALY ALY LAY AN Lty LR ERE RN LR AL LA AR
25 Im ‘_ Wl M5 2 o ‘:\‘n ol [

T
o B3

Sekil 3.5. Karvedilol etken maddesinin t¢ boyutlu (3D) UV spektrumu
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i | =lol x|
ToADT, 4242 (172 mAal, - Y Ref=32.817 & 4.523 of KARWEDILOL 1ML AkIS. [
AL
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Sekil 3.6. Propranololun (i¢ standart maddenin) UV spektrumu

Sekil 3.7. Propranolol etken maddesinin ti¢ boyutlu (3D) UV spektrumu

22



MATERYAL VE METOT Kemal KAPLAN

100, 200, 300, 400, 500, 600, 700, 800, 900 ve 1000 ppb’lik karvedilol
cozeltileri igin pik alanmi degerleri hesaplanmis ve bu pik alani degerlerine karsi
konsantrasyon grafigi ¢izilerek bir kalibrasyon grafigi olusturulmustur.

3.2.3. Metot validasyonu

Optimizasyon islemi tamamlanmis olan metot i¢in kesinlik, dogruluk, secicilik,
kantitatif tayin limiti (LOQ), dogrusallik, kararlilik vb. parametrelerin belirlenmesi ile
metot validasyonu islemi gergeklestirilmistir.

3.2.3.1. Kesinlik parametresinin belirlenmesi

Kesinligi belirlemek i¢in, ylUzde bagil standart sapma (% RSD) degerleri
hesaplanmistir. Serum 6rneklerinin igerisine belirli miktarlarda karvedilol ¢ozeltisi ilave
edilerek diisiik, orta ve yliksek seviyede olmak iizere ii¢ farkli derisime sahip numuneler
hazirlanmistir. Her bir seviye igin 3 tekrar yapilmustir. Tekrarlanabilirlik icin bu 3
tekrar, farkli 3 glinde gerceklestirilmistir. Diisiik, orta ve yiiksek derisimdeki kalite-
kontrol 6rnekleri, giin i¢i ve giinler arasi ¢alisilarak kesinlik testleri yapilmustur.

3.2.3.2. Dogruluk parametresinin belirlenmesi

Dogruluk, yiizde geri kazanim oran1 cinsinden asagidaki esitlige gore
hesaplanmaistir:

% Geri Kazanim Orani = (C2/C1)x100 (3.2)

Esitlik (3.1)’deki C1, bilinen madde derisimini ve C2 de olusturulan metoda gore ilagla
yuklenen érnekteki hesaplanan madde derisimini ifade etmektedir.

3.2.3.3. Secicilik parametresinin belirlenmesi

Secicilik icin kér numune, karvedilol standart ¢ozeltisi ve karvedilol iceren
insan serum numuneleri cihaza verilmistir. Chemstation programiyla numunenin safligi
teyit edilmistir.

3.2.3.4. LOD ve LOQ degerlerinin belirlenmesi

Tespit limiti (LOD), analitin tespit edilebilir bir yanit verdigi en diisiik analit
konsantrasyonu olarak tanimlanir. Kantitatif tayin limiti (LOQ), belirli bir dogruluk ve
kesinlik ile miktarlandirilabilen en diisiik analit konsantrasyonu olarak tanimlanir (De
Bievre ve Giinzler 2003). LOD ve LOQ, dogrusallik parametresini belirlemek amaciyla
kullanilan 10 farkli konsantrasyona sahip numunenin, her bir konsantrasyon seviyesinde
3 tekrar yapilarak analiz edilmesi sonucunda belirlenmistir. ICH (Uluslararas1 Uyum
Konferansi) kilavuzuna gére LOD ve LOQ degerleri, numunelerin pik alanlarinin
standart sapmasinin, egimlerin ortalamasina boliinmesiyle elde edilen oran kullanilarak
hesaplanmistir. Bu oranin 3,3 ile ¢arpimiyla LOD degeri ve 10 ile ¢arpimiyla LOQ
degeri belirlenmistir (Ketema ve Sankar 2012, Sanli vd 2012).
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3.2.3.5. Dogrusallik parametresinin belirlenmesi

Dogrusallik testleri i¢in, 10 farkli derisimdeki numuneye ayni miktarda ig
standart eklenerek pik alanlarina gore bir kalibrasyon dogrusu olusturulmustur. Ayni
alikonma zamaninda baska bir girisimin olup olmadig1 kontrol edilmistir.

Ic standart ekleme metodu, numune ve standart coOzeltilerinin her birine
numunedeki bilesenlerden farkli bir k’ degerine sahip miktar1 belli bir madde ilave
edilerek yapilmaktadir. I¢ standart ilavesi titizlikle yapildiktan sonra, geriye kalan
islemler numunenin verdigi dedektor yanitinin i¢ standart pikinin dedektor yanitina
orani ile alakalidir.

Numune pikinin alani
Alan orani =- P

—— (3.2)
I¢ standart pikinin alan1

Numune c¢ozeltisinin derisimi, alan oranlarindan yararlanilarak Esitlik (3.3) ile
hesaplanmaktadir:

Numuneye ait pik alani orani
Standarda ait pik alani orani

Numune derigimi = x Standardin derisimi ~ (3.3)

Numune ¢ozeltisinin hacminde veya enjeksiyon hacminde meydana gelebilecek
kiglk farkliliklar, numuneyi ve i¢ standardi ayni oranda etkileyeceginden, analiz
sonuclarii etkilememektedir. HPLC’de i¢ standart metodu kullanilirken en 6nemli
sorun uygun i¢ standardin se¢imidir. I¢ standardin kullamsli olmasi igin, numune
bilesenlerinden farkli bir k> degerine sahip olmas1 ve kolonda uygun bir anda ayriminin
gerceklesmesi gerekmektedir (Schirmer 1991).

3.2.3.6. Kararhlik parametresinin belirlenmesi

Kisa donem kararlilik testleri i¢in, kontrol numunesinin 0., 18., 24., 42. ve 48.
saatlerdeki pik alanlar1 kiyaslanmistir. Uzun donem kararhilik testleri i¢in, numune 48
saat oto-ornekleyicide 24 °C'de bekletilmis, sonra -20 °C'de 28 giin boyunca bekletilmis
ve 3 defa dondur-¢6z zincirine maruz birakildiktan sonra taze hazirlanmis numuneyle
pik alan1 bakimindan kiyaslanmistir.
3.2.3.7. Sistem uygunluk testlerinin yapilmasi

Sistem uygunluk testleri, kapasite faktoru, kuyruklanma faktoéri ve teorik plaka
sayist incelenerek yapilmistir. Ayrica, metodun tim asamalarinda analitin pik alaninin
% RSD degerleri de incelenmistir.
3.2.3.8. Saglamlik testlerinin yapilmasi

Saglamlik testleri, mobil fazin pH'sinda, mobil faz bilesiminde, metodun akis
hizinda ve sistem sicakliginda kilglk degisiklikler yapilarak gerceklestirilmistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA
4.1. HPLC Cihazinda Kullanilacak Mobil Faz Bilesiminin Tespit Edilmesi

Calismalar sirasinda ¢ozgen olarak metanolln, asetonitrilin ve suyun; pH
ayarlamak icin asetik asitin, formik asitin ve ortofosforik asitin; pik seklini diizenlemek
icin ise trietilaminin kullanildig1 ¢ok sayida bilesim denenmistir. Sonuglar Cizelge
4.1'de gosterilmistir.

Cizelge 4.1. Kullanilan mobil faz bilesimleri ve elde edilen sonuglar

Sistem Kullanilan mobil faz Sonu
no bilesimi ¢
ACN:Su:TEA (50:49:1) . o D
, . I¢ standart piki yok. Temel hat ¢izgisi ¢cok
1 (pH 4'e AAile g%r[]lt[]l[] Ikt Y G1zgIst ¢
ayarlanmigtir) '
5 MeOH:ACN:%1 OPA Temel hat cizgisi diizgiin degil. i¢ standart
(80:18:2) piki diizgiin degil. Karvedilol piki yok.
ACN:Su (25:75) L .
3 (pH 4'¢ FA ile 6anrallz stresi uzun. Piklerde kuyruklanma
ayarlanmistir) '
4 ACN:15 mM OPA:TEA |I¢ standart pikinde kuyruklanma var.
(30:70:0,25) Karvedilol piki yok
ACN:Su:Formik asit : :
5 (30:70:0,1) Piklerde az miktarda kuyruklanma var.
5 ACN:Su:Formik asit: TEA | 5 sistem nolu mobil faz bilesimine TEA
(30:70:0,1:0,1) ilavesi pik seklinin diizelmesini saglamstir.
2 sistem nolu mobil faz bilesimindeki OPA
. .0
7 MeOH('gE)C_:l’\é'_ g(;l OPA miktarinin artirilmasi i¢ standart pikini daha
e belirgin hale getirmistir. Karvedilol piki yok.
8 Aé:ll_\: :jg |(:5Ac\):i?g) Karvedilol piki goriilmemistir. I¢ standart
ayarlanmistir) piki diizgiin degil ve yanit1 ¢cok diisiik.
ACN:MeOH:Su:TEA:OPA | . s oo N
9 (25:20:54,8:0,1:0,1) Pik sekilleri diizgln. Analiz siiresi kisa.
10 ACN:MeOH:Su:TEA:OPA | Karvedilol ve i¢ standart piklerinin ayrimi
(40:20:40:0,1:0,1) saglanamamustir.
%1 TEA (pH 3,5’¢ OPAile | . e o
11 ayarlanmis):ACN (70:30) Pik sekli diizgiin. Analiz siiresi kisa.

Cizelge 4.1'de goriildiigii gibi, pik sekli diizgiin, analiz siiresi kisa ve hazirlanisi
kolay oldugu i¢in 11 nolu sistem %1 TEA (pH=3,5 OPA ile ayarlanmis):ACN (70:30)
bilesimi mobil faz olarak belirlenmistir.

Mobil faz sistemlerinin tamami, 210 nm dalga boyunda, 25 °C sicaklikta ve 0,6

mL/dk akis hizinda analiz edilmistir. Analiz siiresi 40 dakika ve enjeksiyon hacmi 50
uL olarak belirlenmistir. Cizelge 4.1°de belirtilmis olan 11 adet mobil faz sistemine ait
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HPLC kromatogramlar1 sirasiyla Sekil 4.1°de, Sekil 4.2°de, Sekil 4.3’te, Sekil 4.4’te,
Sekil 4.5°te, Sekil 4.6°da, Sekil 4.7°de, Sekil 4.8°de, Sekil 4.9°da, Sekil 4.10°da ve Sekil
4.11°de gosterilmistir.

\ DADT A, Sig=210,4 Ref=380,100 (DEF_LC 2015-12-10 11-48-32\LEVELT-CARVEDILOLD)
mAll 2
n-
15-
10-
- o/ B
U_
I T [ [ I [
5 10 15 0 2% 0 min
] Il

Sekil 4.1. 1 sistem nolu mobil faz bilesimine ait HPLC kromatogrami

001 A, Sige210.4 Ref=30,100 (DEF_LC 2016-1108 122104410 PPM KARVEDILOL MOBIL FAZ 2.0)
mAl -
140-
120- R
] b
100- : é\
] b 4
] i
-
-
40_
-
] oo
] ik
0- LIy e
L T T T T T
§ 1 1 il % 0 % min

Sekil 4.2. 2 sistem nolu mobil faz bilesimine ait HPLC kromatogrami
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BAD1 A, Sig=210 330,100 (BEF_LE 201611407 165507110 PRM KARVEDILOL MOBILFAZ 3 1)
mAl |
-
f "
- b
m- 3
| a
: g
M-
i i
10~ :
g ;
| n
: X
10~
- I
- [u]
] a
- [T " n
| a0l onao M N
L T [
VAL LLS a - /\
U- + 1 } 1
| ’ ’ | ’ | ’ ’ | | | |
5 1 15 il i ] % i
Sekil 4.3. 3 sistem nolu mobil faz bilesimine ait HPLC kromatogrami
DADT A, Sig=240.4 Ref=360,100 (DEF_LC 20481908 15304110 PPN KARVEDILOL MOBIL FAZ4.0)
mll | a
10- N
-
-
- [
Ropa
i n o0
U' T lﬂ‘ln :
-
— [ B T i T
§ 1 15 il % ] % min

Sekil 4.4. 4 sistem nolu mobil faz bilesimine ait HPLC kromatogrami
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DADT A, §ig=2104 Ref=350,100 (DEF_LC 201-11.07 1274110 PRM KARVEDILOL MOBIL FAZ .09

mAl E
0
] 9
400~ 8
i 0
a00-
3
El
' :
00- ]
- 4
9
i
| r
f00- ;
He
_ ni
U' E ‘P T L
’ | \ \ | \ | |
i 1 15 i} bid Kl ki min
K | [

Sekil 4.5. 5 sistem nolu mobil faz bilesimine ait HPLC kromatogrami

DAL A, Sig=2104 Ref=360,100 (DEF_LC 20161107 154521410 PEM KARVEDILOL MOBIL FAZE.D)

mAl g
400~
a00- -
- 2
z
o
g
n
' ¥
200+ .
] m
[
o
!
00~
Bp W o 0oy oo B n
. i T o0 oo g i a n
1 ra now 9 o 0 a b
D_ JNA Ivlv | Iln| ln Il w h Im \UJ 1 T I‘—
' T T T T i T T \ \ T
2 4 il g 4] 12 14 18 18 min

Sekil 4.6. 6 sistem nolu mobil faz bilesimine ait HPLC kromatogrami
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DAL 4, 35210.4 Ref=350,400 (DEF_LE 2016-14.09 0:37-3340 PPM KARVEDILOL MOBIL FAZ T 00
mAl-
3 p
175- ;
180- u
] I
1 U]
125-
f00-
%-
-
%-
j [ R
' J prof
[T ] 1]
U' } —L T L \—l'_
| ' ' | | | ' ' | | |
5 1 1 0 % El % i
[ D

Sekil 4.7. 7 sistem nolu mobil faz bilesimine ait HPLC kromatogrami

DADT A, Sig=210,4 Ret=360,100 (DEF_LC 2018-1108 08-48-0710 PRM KARVEDILOL MOBIL FAZ 8.0
mAl *
00-
20
200-
150
100-
o
F
- i
a0- -
' Cowop 1 moastanowope g { e
] @g §$ o @ 0 w0 gm:rcnuqo:r RHmoW m‘@v—. a e ol
] W'S - g r T oGO RO 99 - N 6f @ ol 0w o
0 A N S ol ol f a4 A N MU B 3 A i L
T T T | \ \ (.
i 10 18 1] i kil ¥ min

Sekil 4.8. 8 sistem nolu mobil faz bilesimine ait HPLC kromatogrami
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DADT A, Sig=210,4 Ret=360,100 (DEF_LC 2018-11-08 110244110 FFM KARVEDILOL MOBIL FAZ8.0)

mAl -
800~

ISTD

58527 -

-
Bl
A10-

-

2005 - HKarwedilol

M-
an-

100-

=903

S.1=21

F.275
1107

Sekil 4.9. 9 sistem nolu mobil faz bilesimine ait HPLC kromatogrami

DAD &, Sig=210.4 Ref=350, 100 (DEF _LC 2018-11-06 12.02-40910 PPM KARVEDILOL MOBIL FAZ 10.0)
mall - g V)
B00- qﬁ%

|

0-

o0

- Karvedilol

o7s
[=4

500~

EA

5455
S50
5.262
=220
26497
a.0zs
10222

)
-

Sekil 4.10. 10 sistem nolu mobil faz bilesimine ait HPLC kromatogrami
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DADY A, Sig=210,4 360,100 (DEF LC 2006147 141152010 PPM KARVEDILIL MOBILFAZ 11.0)
ml | g
50
40 i
. 2
: 3
i
' :
a00- :
3 ?
- i
3 !
fo0- )
i oo m
poEg )
T ']
U ﬂ/k L T Ilnll T L T ‘ml L
[ L | i N
2 § i 10 125 15 5 2 i
[ [

Sekil 4.11. 11 sistem nolu mobil faz bilesimine ait HPLC kromatogram1

Calismalar sonucunda 1 nolu mobil faz sisteminde i¢ standart piki; 2, 4 ve 7 nolu
sistemlerde ise karvedilol piki tespit edilememistir (Bkz. Sekiller 4.1, 4.2, 4.4 ve 4.7). 8
nolu sistemde karvedilol veya i¢ standart piki tespit edilememistir (Bkz. Sekil 4.8). 3, 4
ve 5 nolu sistemlerde piklerde kuyruklanma saptanmistir (Bkz. Sekiller 4.3-4.5). 1 ve 2
nolu mobil faz sistemlerinde sabit bir temel hat ¢izgisi elde edilememistir (Bkz. Sekiller
4.1 ve 4.2). 5 nolu sisteme TEA ilavesiyle elde edilen 6 nolu sistemde pik sekillerinin
bir miktar diizeldigi goézlenmistir (Bkz. Sekiller 4.5 ve 4.6). 10 nolu mobil faz
sisteminde karvedilol ve i¢ standart piklerinin ayirimi saglanamamistir (Bkz. Sekil
4.10). Kisa analiz siirelerinin ve diizgiin pik sekillerinin 9 ve 11 sistem nolu mobil faz
bilesimleri kullanilarak elde edildigi tespit edilmistir (Bkz. Sekiller 4.9 ve 4.11).
Caligmanin amacina uygun olarak analiz siiresi kisa ve hazirlanis1 daha kolay olan 11
nolu mobil faz sistemi uygun mobil faz olarak belirlenmistir.

Literatiir taramasi sonucunda, mobil fazin pH'sim ayarlamak icin tiim
caligmalarda ortofosforik asit kullanildig1 goriilmektedir. Karvedilol analizlerinde ideal
pik seklini elde etmek i¢in TEA'nin kullanildig1 ¢ok sayida calisma vardir (Gannu vd
2007, Padh vd 2007, Ptacek vd 2003 ve Magiera vd 2013).
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4.2. Optimum Metot Parametreleri

asetonitrilin hacimce 75:25 oranindaki karigimi kullanilmastir.

4.2.1.

Metot parametrelerinin optimizasyonu ve validasyon basamaklarinin her birinde
herhangi bir tasima (carryover) olmamasi i¢in igne yikama ¢dzeltisi olarak su ve

Optimum dalga boyu

Calismalar sirasinda karvedilol analizi icin dedektor olarak DAD kullanilmis ve
210 nm, 240 nm ve 254 nm olmak Uzere (¢ dalga boyu incelenmistir. Karvedilol ve ig
standart olarak kullanilan propranololun 210 nm, 240 nm ve 254 nm dalga boylarindaki
kromatogramlart Sekil 4.12°de gosterilmistir.

DADT A, Sig=210,4 Ref=360,100 (DEF_LC 2016-03-08 11-37-1TWARVEDILOL DALGABOYU KARSILASTIRMA.D)
DAD B, Sig=240 4 Ref=360,100 (DEF_LC 2016-03.00 11-37-1TWARVEDILOL DALGABDYU KARSILASTIRMA.D)
DADT T, Sig=264.4 Ref=360,100 (DEF_LC 2016-03-00 11-37-1TWARVEDILOL DALGABDYU KARSILASTIRMA.D)

mAll -

300—:
250-:
200-:
160-
100-:

a0~

/210 nm

intz=rnal standardfpropranclol

2721 -

.22

0

Sekil 4.12. Karvedilol ve propranololun 210 nm, 240 nm ve 254 nm dalga boylarindaki

UV absorbanslarinin karsilagtiriimasi

Sekil 4.12 incelendiginde, i¢ standartin (propranololun) 210 nm'de, karvedilolun
ise 240 nm'de maksimum absorbans verdigi tespit edilmistir. Metotta kullanilacak dalga
boyu Sekil 4.12’den 240 nm olarak belirlenmistir.

Sekil 4.12'ye gore, propranolol ve karvedilolun alikonma zamanlar1 sirasiyla
2,78 ve 5,56 dakikadir.
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Karvedilole ait 210 nm, 240 nm ve 254 nm dalga boylarindaki absorbans
degerlerinin karsilagtirilmasi Sekil 4.13 'teki kromatogramda gosterilmistir.

DAD1 A, 5ig=210,4 Ref=380,100 (DEF_LC 2016-03-09 11-27-17ARVEDILOL DALGABOYL KARSILASTIRMAD)
DAD1 B, 5ig=240,4 Ref=380,100 (DEF_LC 2016-03-09 11-27-17WARVEDILOL DALGABOYL KARSILASTIRMAD)
DADA €, $ig=264,4 Ref=360,100 (DEF_LC 2016-03-09 11-37-1TWARVEDILOL DALGABOYL KARSILASTIRKMA D)

mAl

50—

30

20|

id tifli] billil a7 bk} min

Sekil 4.13. Karvedilolun 210, 240 ve 254 nm dalga boylarina ait UV absorbanslari

Sekil 4.13'te goriildiigii gibi, karvedilolun absorbansinin maksimum oldugu
dalga boyu 240 nm'dir.

Literatiir taramas1 sonucunda, HPLC cihazinda UV dedektoriin kullanildig:
calismalarda asagidaki sonuglarin elde edildigi gézlenmistir:

Elezovic vd (2015) ve Madishetty vd (2015) tarafindan yapilan benzer
caligmalarda, tespit dalga boyu 242 nm olarak gézlenmistir. Ketema ve Sankar (2012)
tarafindan yapilan bir baska calismada da benzer sekilde tespit dalga boyu 241 nm
olarak belirlenmistir. Gannu vd (2007)'nin gerceklestirmis oldugu caligmada tespit dalga
boyu 238 nm olarak bulunmustur. Basaveswara vd (2012), Naidu vd (2014), Pal vd
(2013), Rele (2015) ve Dey vd (2010) tarafindan gergeklestirilen ¢aligmalarda ise tespit
dalga boyu, bu c¢alismada elde edilen dalga boyuyla ayni (240 nm) olarak rapor
edilmistir.

4.2.2. Optimum band genisligi
Band genisligi (bw), ortalama absorbansin alinacagi dalga boyunu ifade
etmektedir. Ornegin; dalga boyu 254 nm ve band genisligi 4 olarak ayarlanirsa; cihaz

252 ve 256 nm dalga boylar1 arasindaki ortalama absorbansi degerlendirmektedir.

Band genisligi olarak 4, 8 ve 16 degerleri denenmistir. Kullanilan i¢ standarda
ait sonuglar Sekil 4.14’te ve karvedilole ait sonuglar ise Sekil 4.15'te gosterilmistir.
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DAD1 A, Sig=240,4 Ref=360,100 (DEF_LC 2016-03-00 11-37-17WARVEDILOL Bl KARSILASTIRMA.D)
LA B, Sig=240,8 Ref=360,100 (DEF_LC 2016-03-08 11-37-17WARVEDILOL Bl KARSILASTIRMA L)
DA C, 5ig=240,15 Ref=360,100 (DEF_LC 2016-03-09 14-37-17WARVEDILOL B KARSILASTIRMA.D)

mAL

120
100 -
20—

G0

20

o
@

[
265 27 275 28

[

Sekil 4.14. Propranolol (i¢ standart) i¢in band genisligi degerlerinin karsilastiriimasi

Sekil 4.15. Karvedilol igin band genisligi degerlerinin karsilastirilmasi

Sekil 4.14 ve Sekil 4.15 incelendiginde, 240 nm dalga boyunda propranolol i¢in
en iyi sonug band genisliginin 16 oldugu durumda; karvedilol i¢in ise band genisliginin
4 oldugu durumda elde edilmistir. Karvedilol i¢in band genisligi arttikga absorbans
degerlerinde azalma, i¢ standart (propranolol) i¢in ise tam aksine, band genisligi arttikca
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absorbans degerlerinde bir artma goriilmektedir. Sekil 4.14 ve Sekil 4.15
incelendiginde, metot optimizasyonunda band genisliginin de Onemli oldugu ve
maddelerin absorbanslarini etkiledikleri goriilmektedir.

4.2.3. Optimum akis hizi

Ikili bir pompanin A kanal1 izokratik olarak kullanilmistir. Akis hiz1 olarak 0,1
mL/dk, 0,2 mL/dk, 0,3 mL/dk, 0,5 mL/dk, 1,0 mL/dk ve 1,5 mL/dk olmak tzere 6 farkli
akis hizi denenmistir. Calisilan akis hizlarinda elde edilen kromatogramlar 0,1
mL/dk’lik akis hizi i¢in Sekil 4.16°da, 0,2 mL/dk’lik akis hiz1 i¢in Sekil 4.17°de, 0,3
mL/dk’lik akis hiz1 i¢in Sekil 4.18’de, 0,5 mL/dk’lik akis hiz1 i¢in Sekil 4.19°da, 1,0
mL/dk’lik akis hiz1 i¢in Sekil 4.20’de ve 1,5 mL/dk’lik akis hizi i¢in Sekil 4.21°de
gosterilmistir.

‘ DAD1 B, Sig=240,4 Ref=300,100 (DEF_LC 2016-03.08 11.42-4HKARVEDILOL 01 AKIS.D)

mll - o

100

80—

Fo.855

60—

20

Sekil 4.16. Akis hizinin 0,1 mL/dk oldugu durumda elde edilen HPLC kromatogrami
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DAD1 B, %ig=240,4 Ref=360,100 (DEF_LC 2016-03-08 10-47-48\ARVEDILOLOZ AKIZ.D)

mal | I

100-

e0-

2F9.996

60—

20-

Sekil 4.17. Akis hizinin 0,2 mL/dk oldugu durumda elde edilen HPLC kromatogrami

DALY B, Sig=2404 Ref=360 100 (DEF_LC 2016-03-08 09-53-280ARVEDILOLO3AKIS. [

mAll - a

100 -

80—

26.29%1

60—

20

Sekil 4.18. Akis hizinin 0,3 mL/dk oldugu durumda elde edilen HPLC kromatogrami
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DAD1 B, $ig=240,4 Ref=360,100 (DEF_LC 2016-03-07 15-20-47ARVEDILOL 05ML AKIS.[)

mALl - 2

100

80—

16162

60—

20—

] [

Sekil 4.19. Akis hizinin 0,5 mL/dk oldugu durumda elde edilen HPLC kromatogrami

DALY B, Sig=240,4 Ref=360,100 (DEF_LC 2018-03-07 15-21-17WARVERILOL 1ML AKIZ D)

[
P

80~

70-

=.259

B0~

50—

a-

-

2.950

min

]

Sekil 4.20. Akis hizinin 1,0 mL/dk oldugu durumda elde edilen HPLC kromatogrami
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DAL B, Sig=240,4 Ref=360,100 (DEF_LC 2016-03-14 14-52-13KARVEDILOL KARARLILIK AKIS [

mAll - 3
80-

70-

5556

B0~

50

30-

20-

2519

2 25 2 34 4 45 g 54 G min

] | 4

Sekil 4.21. Akis hizinin 1,5 mL/dk oldugu durumda elde edilen HPLC kromatogrami

Akis hizin1 optimize etmek icin Van Deemter egrisi kullanilmistir. Kullanilan
akis hizlarina karsilik gelen plaka ylkseklikleri (H), Esitlik 4.1'e gore hesaplanmustir.

L
H=" (4.1)

Esitlikteki H, plaka yiiksekligi; L, kullanilan kolonun milimetre cinsinden uzunlugu ve
N ise teorik plaka sayisidir.

Teorik plaka sayis1 Esitlik 4.2'ye gore hesaplanmistir.

N:554[t J (4.2)

h/2

Esitlik 4.2'de t, pikin gelis zamanini1 ve Wh2 de yar yiikseklikteki pik genisligini ifade
etmektedir.

Kolonun uzunlugu, farkli akis hizlarindaki teorik plaka sayilarina boliinerek her

akis hiz1 i¢in plaka yiikseklikleri (H) hesaplanmistir. Akis hizlarina karsilik gelen teorik
plaka sayilar1 ve plaka yikseklikleri Cizelge 4.2'de verilmistir.
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Cizelge 4.2. Akis hizlarina karsilik elde edilen plaka ylkseklikleri ve teorik plaka

sayilari
H (Plaka yiiksekligi) Akis mzi (mL/dk) Teorik plaka sayisi
0,01744 0,1 8602
0,01272 0,2 11793
0,01178 0,3 12730
0,01222 0,5 12276
0,01485 1,0 10098
0,01875 1,5 8001

Akis hizina kars1 plaka yiliksekligi grafigi cizildiginde, egrinin minimum
noktasina karsilik gelen akis hizi, optimum akis hizidir. Karvedilol icin elde edilen Van
Deemter egrisi Sekil 4.22'de yer almaktadir.

0,020 -
0,018 -
0,016 -
0,014 -
0,012 -
0,010 A
0,008 -
0,006 -
0,004 -
0,002 -
0,000 | | | . . . . !
0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0 1.2 1,4 1,6

Akis Hiza (mL/dKk)

Karvedilol icin Van Deemter egrisi

H (Plaka Yiiksekligi)

Sekil 4.22. Karvedilol icin elde edilen VVan Deemter egrisi

Bu egriye gore optimum akis hizinin, 0,3 mL/dk oldugu saptanmistir. 0,3 mL/dk
akis hizinda karvedilolun alikonma zamanmi 26,84 dakikadir. Sekil 4.22'deki Van
Deemter egrisi incelendiginde, egrinin sag taraftaki egiminin diisiik oldugu
gorulmektedir. 0,2 mL/dk, 0,3 mL/dk ve 0,5 mL/dk akis hizlarina karsilik gelen plaka
yiikseklikleri arasinda 6nemli bir fark olmadig1 ve Ug¢ akis hizinda da analiz siiresinin
fazla oldugu saptanmistir. 1,0 mL/dk ve 1,5 mL/dk akis hizlarina karsilik gelen plaka
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yiikseklikleri arasinda bir miktar fark olsa da dencyde analiz siiresinin kisa olmasi
amaglandigindan karvedilolun alikonma zamaninin 5,56 dakika oldugu 1,5 mL/dk
metodun akis hizi olarak belirlenmistir.

Literatlir tarandiginda karvedilolun HPLC ile analizinde, farkli mobil fazlar
kullanildiginda dahi akis hiz1 olarak genellikle 1,0 mL/dk'nin se¢ildigi goriilmektedir
(Gannu vd 2007, Madishetty vd 2015, Rele 2015, Patel ve Jivani 2015, Dey vd 2010,
Ketema ve Sankar 2012, Ibrahim 2015 ve Basaveswara vd 2012). Naidu vd (2014)
tarafindan gerceklestirilen ¢alismada, mobil faz akis hizi 1,5 mL/dk olarak
belirlenmigtir. Bu c¢aligmalarin disinda, Pal vd (2013) tarafindan yapilan ¢alismada
mobil faz akis hiz1 0,5 mL/dKk olarak; Suganthi ve Ravi (2014)'{in ¢alismasinda ise 0,8
mL/dk olarak belirlenmistir. Hi¢bir ¢alismada optimum akis hizini belirlemek i¢cin Van
Deemter egrisinin kullanilmadig1 goriilmektedir. Bu tez ¢alismasinda, optimum akis hizi
Van Deemter egrisi ile de degerlendirilmis fakat karvedilolun alikonma zamani ¢ok
yiiksek oldugundan akis hizi 1,5 mL/dk olarak belirlenmistir.

4.2.4. Optimum kolon sicakhigi

Optimum Kolon sicakligin1 belirlemek i¢in 25 C,30°C, 35°C, 40 °C, 45 °C ve
50 °C olmak iizere 6 farkli sicaklik denenmistir. 25 °C, 30 °C, 35 °C, 40 °C, 45 °C ve 50
°C kolon sicakliklarinda elde edilen kromatogramlar sirasiyla Sekil 4.23’te, Sekil
4.24°te, Sekil 4.25’te, Sekil 4.26°da, Sekil 4.27'de ve Sekil 4.28'de gosterilmistir.

0201 B, Sig=240 4 Ret=360 100 (DEF _LC 2018-06-08 1 3-06-04KARVEDILOLZAC D)

mal

1007
illly

S 611 - carve

Bl 4
401
204

0 ' .
I L L e
13 4 43 3 33 f i} min

Sekil 4.23. Kolon sicakliginin 25 °C oldugu durumda elde edilen HPLC kromatogrami
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DADY B, Sig=240 4 Re=360,100 (DEF _LC 2016-06-08 1317230 ARVEDILOLIOC D)

mal
120 1

1001
illly

S.210 - carvwe

illly
407
207

I ' |
L e e
33 4 43 3 23 i fa min

Sekil 4.24. Kolon sicakligmin 30 °C oldugu durumda elde edilen HPLC kromatogrami

DADT B, Sig=240 4 Ret=360100 (DEF _LC 2018-06-05 15-44-26 ERVEDILOLIGC D)

4 522 - Ccarve

15 § 45 5 ] B ully

Sekil 4.25. Kolon sicakliginin 35 °C oldugu durumda elde edilen HPLC kromatogrami
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0AD1 B, Sig=240 4 Ret=360 100 (DEF _LC 2016-06-0815-59-31 K ARVEDILOLAOC D)

443931 - carve

15 4 45 3 34 min

Sekil 4.26. Kolon sicakligmin 40 °C oldugu durumda elde edilen HPLC kromatogrami

=
o
1
4187 - carve

DAD1 B, Sig=240 4 Ret=260 100 (DEF _LC 20160608 16-24-5 7 ARVEDILOLAIC D)

33 4 43 3 3 § min

Sekil

4.27. Kolon sicakligmin 45 °C oldugu durumda elde edilen HPLC kromatogrami
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DADT B, Sig=240 4 Re=360, 100 (DEF_LC 2016-06-0a 16-36- 4K ARVEDILOLAC D)

S 924 - caresedl

if il 4 42 44 4 48 2 1l min

Sekil 4.28. Kolon sicakligmin 50 °C oldugu durumda elde edilen HPLC kromatogrami

43tev

Deneysel calismalarda kullanilan kolon sicakliklariyla ilgili sonuglar Cizelge
erilmistir.

Cizelge 4.3. Kolon sicakligmin optimizasyonu i¢in kullanilan sicaklik degerlerinin

karsilastirilmasi
Etken madde | Sicaklik (°C) | Pik alam kuyrlqu?Iana Teorik Alikonma
faktori plaka sayisi | zamani (dK)

, 25 1202 1,177 8295 5,611
S 30 1201 1,209 8051 5,210
a 35 1199 1,240 7862 4,822
E 40 1200 1,232 7760 4,491
5 45 1151 1,213 7743 4,187

50 1143 1,230 7314 3,924

Cizelge 4.3'te goriildiigii gibi 25 °C, 30 °C, 35 °C ve 40 °C sicaklikta pik

alaminda neredeyse higbir degisiklik olmamistir. Ancak, sicaklik 40 °C'nin (izerine
ciktiginda pik alani azalmaya baslamistir. USP kuyruklanma faktériinin en az oldugu
sicakligin 25 °C; en fazla oldugu sicakligin ise 35 °C oldugu goriilmiistiir. Kolonun

verimli

liginin bir Olgilisii olan teorik plaka sayis1 (N), sicakligin artmasiyla birlikte

azalmistir. Alikonma zamani da sicakligin artmasiyla birlikte dogal olarak azalmistir.
Kolon sicakligr olarak kolonun en verimli oldugu, kuyruklanmanin en az oldugu ve pik
alanimin en fazla oldugu 25 °C secilmistir.
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Literatiir taramasi sonucunda, karvedilolun HPLC ile analizinde kolon sicaklig1
olarak genellikle 25 °C'nin belirlendigi goriilmektedir. Basaveswara vd (2012), Ketema
ve Sankar (2012), Madishetty vd (2015), Rele (2015) ve Suganthi ve Ravi (2014)
calismalarinda kolon sicakligi olarak 25 °C'yi belirlemistir. Bu ¢aligmalarm disinda,
Naidu vd (2014) tarafindan gerceklestirilen calismada kolon sicakligi olarak 50 °C
kullanilmistir. Dey vd (2010) tarafindan yapilan bir baska ¢alismada ise kolon sicakligi
55 OC olarak belirlenmistir. Calisma sonucunda belirlenen kolon sicakligmin literatiir
taramasinda elde edilen genel sonuglarla uyumlu oldugu goriilmektedir.

4.2.5. Optimum enjeksiyon hacmi

Enjeksiyon hacmi olarak 10 pL, 20 uL, 30 pL, 40 pL ve 50 pL. denenmistir. 50
puL enjeksiyon hacminde pik seklinin bozulmasi, 20 pL ve 30 pL'lik enjeksiyonlarda
temel hat ¢izgisinin bozuk olmasi nedeniyle enjeksiyon hacmi 40 pL olarak
belirlenmistir (Bkz. Sekil 4.29).

Sekil 4.29. Enjeksiyon hacminin 10 pL, 20 uL, 30 pL, 40 puL ve 50 pL oldugu
durumlarda elde edilen karvedilol piklerinin karsilastirilmasi

4.3. Metot Validasyon Parametrelerinin Belirlenmesi
Metodun segicilik, kesinlik, tekrarlanabilirlik, dogruluk, dogrusallik, kisa ve
uzun doénem kararlilik, tespit limiti (LOD) ve kantitatif tayin limiti (LOQ)

parametreleriyle validasyonu gercgeklestirilmistir. Ayrica, sistem uygunluk testleri ve
saglamlik testleri de yapilmistir.
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4.3.1. Dogruluk parametresi

Dogruluk parametresini belirlemek amaciyla yapilan c¢alismalarin sonuglar
Cizelge 4.4’te sunulmustur.

Cizelge 4.4. Dogruluk parametresi ile ilgili analiz sonuglart

. Ortalama Bulunan ortalama
Numune azrllrilllr_l; pik alani derigim (ng/mL) % Geri kazanim
(n=3) n=3

1 100 7,49 101,80 101,80
2 200 15,45 196,97 98,49
3 300 24,06 299,46 99,82
4 400 35,11 400,12 100,03
5 500 45,71 499,27 99,85
6 600 55,83 599,01 99,84
7 700 63,77 698,82 99,83
8 800 76,30 797,73 99,72
9 900 88,55 898,63 99,85
10 1000 101,55 990,99 99,10
Ortalama (n=10) 99,83

Standart sapma 0,84

% RSD 0,84

Dogruluk, Esitlik 4.3 kullanilarak hesaplanmaistir.

Dogruluk = Ortalama + Standart Sapma

(4.3)

Esitlik 4.3’e gore; dogruluk degeri 99,83 + 0,84 olarak belirlenmistir.

4.3.2. Segicilik parametresi

Kor numune, karvedilol standart c¢ozeltisi ve karvedilol iceren insan serum
numuneleri cihaza verilmistir. Chemstation programmnin pik safligi ozelligi ile
numunenin safligi teyit edilmis ve elde edilen sonuglar Sekil 4.30'da gosterilmistir.
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Sekil 4.30. Chemstation yaziliminin pik safligi 6zelligi kullanilarak numune safliginin
tespiti

Pik saflig1 6zelligi, kromatogramdaki herhangi bir pikin saf olup olmadigini
belirlememizi saglamaktadir. Ayirmanin temel gerekliliklerinden bir tanesi de
kromatogramdaki analitlere ait piklerin safligin1 dogrulamaktir. Pik yanitina etki edecek
herhangi bir safsizligin bulunmadigindan emin olmak gerekmektedir. Cunku analite ait
pikin altinda kalan herhangi bir safsizlik analiz sonuc¢larinda hataya neden olmaktadir.
Valide edilmis metotlarda, genellikle pik safliginin kontrolii validasyon kriterlerinin ana
unsurlarindandir  (http://www.agilent.com/cs/library/applications/5988-8647EN.pdf).
Secicilik calismast sonucunda, insan serumundaki bilesenlerin karvedilol ile herhangi
bir girisim yapmadigi tespit edilmistir (Bkz. Cizelge 4.5).

a (secicilik faktorl) degeri, Esitlik 4.4 ve Esitlik 4.5  kullanilarak
hesaplanmuistir. o degeri, metodun segiciliginin bir dl¢iisiidiir ve a degerinin 1'den biiyiik
olmasi beklenir.

k (Kapasite faktorii) = ( ; t) (4.4)

0

Esitlikteki k, kapasite faktorii; t, analitin alikonma zamani ve to, kolonda tutunmayan
tiiriin alikonma zamanidir.

a (Secicilik faktor) = % (k2> ki) (4.5)
1

Esitlikteki ko, karvedilole ait kapasite faktoru ve ki, i¢ standarta (propranolol) ait
kapasite faktoradar.
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Calismada secicilik faktorii degeri;

o (Segicilik faktori) = Hanedio ~to __

istd to

olarak saptanmistir (Bkz. Sekil 4.33). Bu
gOstermektedir.

Cizelge 4.5. Segicilik ¢aligmasi

577117 _

—— =275
2,84 -117

sonug, metodun segiciliginin iyi oldugunu

Cozeltinin adx Alikonma zamam (dk)
KOr numune Pik yok
Karvedilol standart ¢ozeltisi 5,75
Karvedilol i¢ceren serum numunesi 5,77

Secicilik calismasinda elde edilen kromatogramlar, kor numune, karvedilol
standart ¢Ozeltisi ve karvedilol igeren serum numunesi igin sirasiyla Sekil 4.31°de, Sekil

4.32’de ve Sekil 4.33'te gOsterilmistir.

Sekil 4.31. Segicilik ¢alismasinda kullanilan kér numunenin kromatogrami

47



BULGULAR VE TARTISMA Kemal KAPLAN

Sekil 4.32. Segicilik ¢calismasinda kullanilan karvedilol standardinin kromatogrami

Sekil 4.33. Segicilik ¢alismasinda kullanilan karvedilol igeren serum numunesinin
kromatogrami
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4.3.3. Kesinlik parametresi

Kesinlik, ayn1 kosullar altinda elde edilen sonuglarin birbirine yakinlik derecesi
olarak tanimlanmaktadir. Kesinlik, genellikle elde edilen sonuglarin standart sapmasi
cinsinden ifade edilmektedir. Sonuglarin standart sapma degeri ne kadar kiigiikse
analizin kesinligi o kadar yiiksektir. Kesinlik, analitin konsantrasyonuna ve kullanilan
metoda 6nemli 6l¢iide baglidir (Fajgelj ve Ambrus 2000).

4.3.3.1. Giin ici kesinlik degeri

Giin ici kesinligi belirleyebilmek icin diisiik, orta ve yiiksek derisimli karvedilol
numuneleri kullanilmistir. Elde edilen sonuglar Cizelge 4.6'da verilmistir.

Cizelge 4.6. Giin ici kesinlik ile ilgili analiz sonuglari

Enjeksiyon Alikonma zamani Pik alant
1. Gin numarasi (dk)
Enjeksiyon—1 5,607 20,10
Diisiik derisim (300 ppb) Enjeksiyon-2 5,609 20,10
Enjeksiyon-3 5,629 19,98
Standart sapma 0,012 0,069
% RSD 0,22 0,34
Enjeksiyon Alikonma zamani Pik alan
numarasi (dk)
Enjeksiyon—1 5,615 77,1
Orta derisim (1000 ppb) Enjeksiyon—2 5,617 76,8
Enjeksiyon—3 5,617 76,7
Standart sapma 0,001 0,208
% RSD 0,02 0,27
Enjeksiyon Alkonma zamani Pik alant
numarasi (dk)
Enjeksiyon—1 5,618 392,7
Yiiksek derisim (4000 ppb) Enjeksiyon—2 5,619 393,3
Enjeksiyon—3 5,629 393,6
Standart sapma 0,0061 0,458
% RSD 0,11 0,12

Cizelge 4.6'ya gore, 300 ppb, 1000 ppb ve 4000 ppb'lik karvedilol numuneleri
icin pik alanina ait % RSD degerleri sirasiyla 0,34, 0,27 ve 0,12 olarak bulunmustur. %
RSD degerlerinin diisiik olmasi, metodun giin i¢i kesinliginin yiiksek oldugunu
gostermektedir.

4.3.3.2. Giinler arasi kesinlik degeri
Glinler aras1 kesinligi belirleyebilmek icin diisiik, orta ve yliksek derigimli

karvedilol numuneleri {i¢ farkli giinde cihaza verilmistir. Sonuclar Cizelge 4.7'de
gosterilmektedir (1. glinde elde edilen sonuclar icin Bkz. Cizelge 4.6).
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Cizelge 4.7. Guinler arasi kesinlik ile ilgili analiz sonuglar1

2. Gln Enjeksiyon numarasi Allkon?&?()z aman |- 5o alam
Enjeksiyon—1 5,586 19,9
Diisiik derisim (300 ppb) Enjeksiyon—2 5,585 19,8
Enjeksiyon—3 5,588 19,7
Standart sapma 0,002 0,1
%RSD 0,03 0,51
Enjeksiyon numarasi Allkon?&?()z amant | oo alam
Enjeksiyon—1 5,590 76,8
Orta derisim (1000 ppb) Enjeksiyon—2 5,592 76,7
Enjeksiyon-3 5,595 76,6
Standart sapma 0,003 0,1
%RSD 0,05 0,13
Enjeksiyon numarasi Ahkom(léak)z amant | pi alam
Enjeksiyon—1 5,596 392,9
Yiiksek derisim (4000 ppb) Enjeksiyon—2 5,598 392,9
Enjeksiyon—3 5,600 393,2
Standart sapma 0,002 0,173205
%RSD 0,04 0,04
3. Gln Enjeksiyon numarasi Ahkom(g?()z amant |- oi alam
Enjeksiyon—1 5,587 19,8
Diisiik derisim (300 ppb) Enjeksiyon—2 5,589 19,8
Enjeksiyon—3 5,588 19,8
Standart sapma 0,001 0
%RSD 0,02 0
Enjeksiyon numarasi Ahkon?:ji)z amant Pik alam
Enjeksiyon—1 5,588 76,7
Orta derisim (1000 ppb) Enjeksiyon—2 5,589 76,6
Enjeksiyon-3 5,591 76,5
Standart sapma 0,002 0,1
%RSD 0,03 0,13
Enjeksiyon numarasi Allkon?(;ill()z amant | pix alam
Enjeksiyon—1 5,591 391,8
Yiiksek derisim (4000 ppb) Enjeksiyon—2 5,594 391,9
Enjeksiyon—3 5,595 391,7
Standart sapma 0,002 0,1
%RSD 0,04 0,03

Cizelge 4.6 ve Cizelge 4.7 incelendiginde, 300 ppb, 1000 ppb ve 4000 ppb'lik
karvedilol numuneleri icin pik alanmna ait % RSD degerleri 0 — 0,51 arasinda
degismektedir. % RSD degerlerinin diisiik olmasi, metodun giinler arasi kesinliginin
yiiksek oldugunu gostermektedir.
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4.3.4. Dogrusallik parametresinin belirlenmesi

Dogrusallik ¢alismasinda karvedilol i¢in 10 farkli konsantrasyon ve her bir
konsantrasyon seviyesinde 3 tekrar yapilarak analizler gerceklestirilmistir. Herbir
karvedilol konsantrasyonu icin elde edilen ortalama pik alan1 degerlerine karsi
konsantrasyon verilerinin grafige gegirilmesiyle gizilen dogrusallik grafigi Sekil 4.34'te
gosterilmistir.

110
100 N

y=0,104x - 5,8047
R% =0,9961

Ortalama pik alam

O T T T T T T T T T T
0 100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100

Konsantrasyon (ppb)

Sekil 4.34. Karvedilol analizinde kullanilan dogrusallik grafigi

Kullanilan metot, karvedilol igin ¢alisilan 100-1000 ppb’lik konsantrasyon
araliginda dogrusallik gdstermektedir. 100 ppb'lik karvedilol numunesine ait HPLC
kromatogrami1 Sekil 4.35'te ve 1000 ppb'lik karvedilol numunesine ait HPLC
kromatogrami Sekil 4.36'da gosterilmistir.
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Sekil 4.35. 100 ppb karvedilol numunesinin HPLC kromatogrami

Sekil 4.36. 1000 ppb karvedilol numunesinin HPLC kromatogrami
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4.3.5. LOD ve LOQ degerlerinin hesaplanmasi

Karvedilol analizinde kullanilan dogrusallik grafiginden LOD ve LOQ degerleri

asagidaki esitliklere gore hesaplanmstir.

y=mx+n

(4.6)

Esitlik 4.6'daki m, egimi; n ise kayim degerini ifade etmektedir. Buna gore;
Cizelge 4.8'de gosterildigi gibi m (egim) degeri 0,104; n (kayim) degeri ise -5,8047'dir.

Cizelge 4.8. Karvedilolun dogrusallik grafigi i¢in regresyon istatistikleri

OZET CIFISI
Regresyon Istatistikleri
Coklu R 0,99804
R Kare 0,996084
Ayarli R Kare | 0,995595
Standart Hata | 2,093519
Gozlem 10
ANOVA
Anlamlilik
df SS MS F F
Regresyon 1 8919,04 | 8919,04 | 2034,999 | 6,44E-11
Fark 8 35,06259 |4,382823
Toplam 9 8954,103
Standart Diistik Y uksek
Katsayilar Hata tStat | P-degeri %95 %95
Kayim -5,80467 | 1,430146 | -4,05879 | 0,00364 | -9,10259 | -2,50674
X Degiskeni 1 | 0,103976 | 0,002305 |45,11096 | 6,44E-11 | 0,098661 | 0,109291

LOD ve LOQ degerleri, sirasiyla Esitlik 4.7 ve Esitlik 4.8 kullanilarak

hesaplanmuistir.

LOD = 3,3 x (Kayimin standart sapmas1/Grafigin egimi)

LOD =3,3x 143
0,104

= 45,38 ppb

LOQ = 10 x (Kayimin standart sapmas1/Grafigin egimi)

1,50

LOQ =10x
Q 0,081

= 137,50 ppb
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Esitlik 4.7°ye gore LOD degeri 45,38 ppb ve Esitlik 4.8’¢ gore LOQ degeri de
137,50 ppb olarak belirlenmistir.

4.3.6. Kisa ve uzun donem kararhhk testleri
4.3.6.1. Kisa donem kararhhik testi sonuglari

Kisa donem kararlilik testleri icin, kontrol numunesinin oto-Ornekleyicide 24
°C'de 0., 18., 24., 42. ve 48. saatlerdeki pik alanlar1 kiyaslanmis ve Cizelge 4.9' daki

sonugclar elde edilmistir.

Cizelge 4.9. Kisa donem Kararlilik testi sonuglari

Kisa donem kararhhk
Zaman Pik alam
0. saat 834,26
18. saat 838,76
24. saat 836,30
42. saat 834,54
48. saat 832,69
Standart sapma 2,32
Ortalama 835,31
% RSD 0,28

Cizelge 4.9'da goriildiigii gibi, ¢alisilan zaman araliklarinda karvedilol kontrol
numunesinin pik alanlarinda 6nemli bir degisim gozlenmemistir. Yiizde bagil standart
sapma (% RSD) degerinin diisiik olmas1 karvedilolun 24 °C'de en az 48 saat kararli
oldugunu gostermektetir.

4.3.6.2. Uzun dénem kararhhk testi sonuglari
Uzun dénem kararlilik testleri icin, numune 48 saat oto-6rnekleyicide 24 °C'de
bekletilmis sonra -20 °C'de 28 giin boyunca bekletilmis ve 3 defa dondur-¢6z zincirine

maruz birakildiktan sonra taze hazirlanmis numuneyle pik alan1 bakimindan
kiyaslanmistir. Cizelge 4.10°daki sonuglar elde edilmistir.
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Cizelge 4.10. Uzun dénem Kararlilik testi sonuglari

Uzun donem kararhhk
Analiz edilen numune Pik alam

Taze hazirlanmis numune 834,26
48 saat oto-6rnekleyicide (24 °C) bekletilmis, sonra -20
9C'de 28 giin boyunca tutulmus ve 3 defa dondur-¢6z

zincirine maruz birakilmis numune 833,60
Standart sapma 0,47
Ortalama 833,93
% RSD 0,06

Cizelge 4.10'da goriildiigii gibi, 48 saat oto-ornekleyicide (24 °C) bekletildikten
sonra -20 °C'de 28 giin boyunca muhafaza edilen ve 3 defa dondur-¢oz zincirine maruz
birakilan karvedilol kontrol numunesinin pik alanlarinda neredeyse higbir degisim
gozlenmemistir. Yiizde bagil standart sapma (% RSD) degerinin ¢ok diisiik olmasi
karvedilolun -20 °C'de en az 28 giin boyunca kararli oldugunu géstermektedir. Bununla
birlikte, karvedilol numunesinin -20 °C'de 3 defa dondur-¢6z zincirine maruz
birakilmasi da kararliligin1 etkilememistir.

4.3.7. Saglamlik testleri
Saglamlik testleri, mobil fazin pH'sinda, mobil faz bilesiminde, metodun akis
hizinda ve sistem sicakliginda kigik degisiklikler yapildiginda sonuglarin ¢ok fazla

degisip degismedigini belirlemek i¢in yapilmaktadir. Saglamlik testlerinin sonuglar
Cizelge 4.11'de verilmistir.
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Cizelge 4.11. Karvedilol icin saglamlik testi sonuglari

Alikonma Pik Pik Teorik USP

savisi Pikin ad1 zamani alany ikseklisi plaka | kuyruklan
Y (dk) YURSSKUEL | sayist | ma faktori

Degisim

Degisiklik yapilan
parametre

Karvedilol
(1,5 mL/dk 5,59 8475 86,5 7876 1,18
akis)

’ Karvedilol
(1,3 mL/dk 6,42 976,1 89,7 8374 1,20
akis)

Akis hizi

Karvedilol
(1,7 mL/dk 4,97 7464 83,4 7497 1,15
akig)

1 Karvedilol

(25°C) 5,59 847,5 86,5 7876 1,18

Kolon
sicakhigy

2 Karvedilol

(30°C) 5,19 844 92,1 7803 1,20

Karvedilol
%1 TEA
(pH=3,5
OPA ile 5,59 847,5 86,5 7876 1,18

ayarlanmis)
‘ACN
(70:30)

Karvedilol
%1 TEA
(pH=3,5
OPA ile 39,31 796,6 13,4 10117 1,12

ayarlanmis)
:ACN
(80:20)

Mobil faz bilesimi

1 Karvedilol

(pH=3,5) 5,59 847,5 86,5 7876 1,18

2 Karvedilol

(Hezo) | 519 |8402| 93 7800 | 1,17

Mobil faz
pH's1

3 Karvedilol

(pH=4,0) 5,57 845,9 86,1 7976 1,19

Sekil 4.11'de goriildiigii gibi mobil fazin pH degerindeki kiguk degisimlerin
(£ 0,5) metodun saglamligi Uzerinde 6nemli bir etkisi olmamistir. Akis hizindaki Kiglk
degisimlerin (£ 0,2) metodun saglamligina etkisi ¢ok diisiiktiir. Mobil faz bilesimindeki
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kicik degisiklikler, kuyruklanma faktorii ve pik alani {lizerinde etkili olmamus, fakat
alikonma zamani, pik yiiksekligi ve teorik plaka sayisinda onemli degisimlere neden
olmustur. Sonug¢ olarak, kullanilan metodun gerceklestirilen degisimlerden ¢ok fazla
etkilenmedigi ve saglam oldugu gozlenmistir.

4.3.8. Sistem uygunluk testleri

Sistem uygunluk testi, olusturulan metodun analize uygunlugunu ve analiz i¢in
yeterli olup olmadigini belirlememizi saglar. Sistem uygunluk testinin kabul kriterleri:
kapasite faktoru > 2,0, kuyruklanma faktorii < 2,0 ve teorik plaka sayist > 2000'dir.
Ayrica, metodun tiim asamalarinda analitin pik alaninin % RSD degeri 2,0'den kigik
olmalidir. Sistem uygunluk testi sonuglar1 Cizelge 4.12'de verilmistir.

Cizelge 4.12. Karvedilol i¢in sistem uygunluk testlerinin sonuglari

Teorik .
parametre | <UYruklanma | gaka | Rezolusyon Kapasite Segicilik
faktoru sayisi (Rs) fal(i('))ru faktorl
(N)
Secicilik <122 >7791 | >1440 | >373 >2,73
calismasi
Dogrusallik <118 >7808 | >14,17 | >3,83 >2,73
calismasi
Kesinlik
calismasi <119 > 7692 > 14,13 > 3,76 >2,74
(gun igi)

Cizelge 4.12'de goriildiigii Uzere, kullanilan metot sistem uygunluk testi kabul
kriterlerinin tamamini saglamistir ve insan serumu Orneginde karvedilol analizi igin
uygundur.
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5. SONUC

Bu tez ¢alismasinda, diyot dizi (array) dedektére (DAD) sahip ters faz yiiksek

performansli sivi kromatografisi yontemiyle insan kani serumunda karvedilol ilag etken
maddesinin analizi ger¢eklestirilmistir. Caligmadan elde edilen sonuglar su sekildedir:

Calismalar sirasinda ¢ozgen olarak metanolln, asetonitrilin ve suyun; pH’1
ayarlamak icin asetik asitin, formik asitin ve ortofosforik asitin; pik seklini
diizenlemek igin ise trietilaminin kullanildig1 ¢ok sayida bilesim denenmistir.
Elde edilen pik seklinin diizgiin olmasi ve hazirlanisinin kolay olmasi
nedeniyle %1 TEA (pH=3,5 OPA ile ayarlanmis):ACN (70:30) bilesimi mobil
faz olarak belirlenmistir.

Karvedilol analizi i¢in 210 nm, 240 nm ve 254 nm olmak (zere (¢ farkli dalga
boyu incelenmis ve karvedilolun 240 nm'de maksimum absorbans verdigi tespit
edilmistir. Bu nedenle, metotta optimum dalga boyu degeri 240 nm olarak
belirlenmistir.

240 nm dalga boyunda band genisligi olarak 4, 8 ve 16 denenmis ve karvedilol
icin en iyi sonuglar band genisliginin 4 oldugu durumda elde edilmistir.

Akis hizim1 optimize etmek igin, Van Deemter esitligi ve Chemstation
yaziliminin hesapladig1 teorik plaka sayilari kullanilmis ve akis hizina karsi
plaka yiiksekligi grafigi cizilerek bir Van Deemter egrisi elde edilmistir. Van
Deemter egrisine gore, en ideal akis hizinin 0,3 mL/dk oldugu tespit edilmistir.
0,3 mL/dk’lik akis hizinda karvedilolun alikonma zamanmin 26,84 dakika
olmasi ve g¢alismada analiz siiresinin kisa olmasinin amaglanmasi nedeniyle
karvedilolun alikonma zamaninin 5,56 dakika oldugu 1,5 mL/dk’lik akis hizi
degeri metodun optimum akis hizi olarak belirlenmistir.

Optimum kolon sicakligini belirlemek igin 25 °C, 30 °C, 35 °C, 40 °C, 45 °C ve
50 °C olmak iizere 6 farkli sicaklik denenmistir. Optimum kolon sicaklig
olarak kolonun en verimli oldugu, kuyruklanmanin en az oldugu ve pik
alaninin en fazla oldugu 25 °C belirlenmistir.

Optimum enjeksiyon hacmini belirlemek igin enjeksiyon hacmi olarak 10 pL,
20 pL, 30 pL, 40 pL ve 50 pL denenmistir. 50 pL enjeksiyon hacminde pik
seklinin bozulmasi, 20 pL ve 30 pL'lik enjeksiyonlarda temel hat ¢izgisinin
bozuk olmasi nedeniyle optimum enjeksiyon hacmi degeri 40 pL olarak
belirlenmistir.

100 ppb, 200 ppb, 300 ppb, 400 ppb, 500 ppb, 600 ppb, 700 ppb, 800 ppb, 900
ppb ve 1000 ppb derisimlerdeki 10 karvedilol ¢ozeltisinin her biri t¢ kez tekrar
edilmek suretiyle bir kalibrasyon dogrusu gizilmistir. YUzde geri kazanim
oranlar1 hesaplanmig ve dogruluk degerinin 99,83 + 0,84 oldugu goriilmiistiir.
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e Secicilik ¢alismasinda k6r numune, karvedilol standart ¢ozeltisi ve karvedilol
iceren insan serum numuneleri cihaza verilmistir. Insan serumundaki
bilesenlerin karvedilol ile herhangi bir girisim yapmadig1 tespit edilmistir.

e Kesinligi belirlemek amaciyla diisiik, orta ve yiiksek derisimli (300 ppb, 1000
ppb ve 4000 ppb) karvedilol numuneleri igin pik alan1 bakimindan giin i¢i ve
giinler aras1 yiizde bagil standart sapmalarina bakilmistir. Y(izde bagil standart
sapma degerleri giin i¢i kesinlik i¢in 0,12 — 0,34 ve giinler aras1 kesinlik i¢in
ise 0 — 0,51 araliginda bulunmustur.

e Metot, deneysel calismalarda kullanilan 100 — 1000 ppb konsantrasyon
araliginda dogrusallik gostermektedir.

e Karvedilol analizinde kullanilan dogrusallik grafiginden, tespit limiti (LOD) ve
kantitatif tayin limiti (LOQ) degerlerinin sirasiyla 45,38 ppb ve 137,50 ppb
oldugu saptanmustir.

e Olusturulan metot, sistem uygunluk gereksinimlerini karsilamaktadir. Metot,
karvedilol analizine uygundur.

e Karvedilol kontrol numunesinin kisa dénem ve uzun donem kararlilig
degerlendirilmis ve pik alanlarinin yiizde bagil standart sapma degerleri
belirlenmistir. Kisa dénem ve uzun donem kararlilik igin, ylzde bagil standart
sapma degerleri sirasiyla 0,28 ve 0,06 olarak bulunmustur. Bu durum,
karvedilol ¢dzeltisinin son derece kararli oldugunu gostermektedir.

e Mobil faz bilesimindeki organik fazin oraninin azaltilmasi, karvedilolun ve i¢
standardin alikonma zamanlarinda ¢ok fazla degisime neden olurken; sicaklik,
akis hizi, mobil fazin pH'sindaki degisimler kullanilan metodun alikonma
zamani, pik alani, pik yiiksekligi, teorik plaka sayist ve USP kuyruklanma
faktorii degerleri {lizerinde ¢ok fazla bir degisime neden olmamistir. Yapilan
degisimler degerlendirildiginde sistemin saglam oldugu goriilmiistiir.
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