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ONSOZ

Tez calismasinda, antihipertansif bir ajan olan nebivololiin tabletlerinde miktar
tayini icin yiiksek performansli sivi kromatografi yontemi gelistirildi ve gecerliligi
gosterildi. Diger yontemlerden farkli olarak dogrudan floresans dedektor ile tayin
yapildi. Bu sayede daha hassas ve segici tayin olanagi saglandi. Deneyler
sirasinda yonteme i¢ standart bulunamamasi disinda herhangi bir soruna
rastlanmadi.

Yiiksek performansl sivi kromatografisi basit, dogru, kesin, hassas ve segici bir
yontemdir ve nebivololiin tabletlerindeki miktar tayini i¢in 6nerilmektedir.
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NEBIVOLOLUN FARMASOTIK PREPARATLARINDA YUKSEK
PERFORMANSLI SIVI KROMATOGRAFISI YONTEMI iLE MiKTAR
TAYINI

OZET

Bu c¢aligmada, nebivololiin yiliksek performansli sivi kromatografisi yontemi
uygulanarak floresans dedeksiyon ile tabletlerinde miktar tayini i¢in hizli, kolay,
secici ve hassas bir yontem gelistirilmesi ve gecerliliginin gosterilmesi
amaglanmistir. Nebivolol tayini i¢in en uygun cihaz ve analitik kosullar olarak
Gemini Cg fenil kolon varliginda ACN:formik asit (50 mM) (25:75, h/h) hareketli
faz sistemi, 0.9 mL/dak akis hizi, 10 uL enjeksiyon hacmi, 282 nm uyarma dalga
boyu ve 310 nm yayma dalga boyu belirlenmistir. Yoéntem 1.03x10°-5.15x10° M
(0.42-2.09 pg/mL) derisim araliginda dogrusal bulunmustur. Yoéntemin dogrusal
aralikta dogru ve kesin sonuglar iirettigi gosterilmistir. Saptama ve tayin siniri
18.5 ng/mL ve 55.9 ng/mL olarak hesaplanmistir. Yiiksek performansli sivi
kromatografi yontemi ile ticari tabletlerde yapilan nebivolol igerik analizi
sonucunda % nebivolol iceriginin USP 29 (The United States Pharmacopeia,
2006) belirtilen icerik kosullarini sagladigi belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: nebivolol, yiiksek performansli sivi kromatografisi, floresans
dedektor, tablet
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DETERMINATION OF NEBIVOLOL IN PHARMACEUTICAL
FORMULATION USING HIGH PERFORMANCE LIQUID
CHROMATOGRAPHY WITH FLUORESCENCE DETECTION

ABSTRACT

A rapid, simple, specific and sensitive high performance liquid chromatographic
method with fluorescence detection was developed and validated for the
determination of nebivolol in tablets in this study. Optimum conditions were
found to be as flow rate of 0.9 mL/min, injection volume of 10 pL, detection
wavelength of 282 nm for excitation and 310 nm for emmision in a Gemini Ce
phenyl column using mobile phase of acetonitirile:formic acid (50 mM), (25:75,
v/v). The method was linear over the concentration range of 1.03x10°-5.15x10™°
M (0.42-2.09 pg/mL). It was shown that the mehod was produced accurate and
precise results in this concentration range. Limit of detection and limit of
quantitation were calculated as 18.5 ng/mL and 55.9 ng/mL. It was determined
that the nebivolol content of commercial tablets was in the limits of The United
States Pharmacopeia, 2006 by using proposed high performance liquid
chromatographic method.

Keywords: nebivolol, high performance liquid chromatography, fluorescence
detector, tablet
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GIRIS VE AMAC

Nebivolol hidrokloriir, nitrik oksit (NO) salimini aktive etmesi ile karakterize
oldukea segici bir B-bloker, ii¢lincli nesil antihipertansif bir ilagtir (Joshi, 2009).
Nebivolol, hem NO saliminin modiilasyonu yoluyla vazodilator etkisi, hem de ;-
adrenoseptor antagonisti etkisiyle ¢ift mekanizmali bir antihipertansif ajandir
(Glingor, 2006).

Nebivololiin tabletlerdeki tayini i¢in ¢gogunlukla ters faz yiiksek performansli sivi
kromatografisi (YPSK) yontemi ve UV dedektdr kullanilmistir (Doshi ve ark.,
2008; Dhandapani ve ark., 2008; Dhandapani ve ark., 2009; Joshi ve ark., 2008;
Gowda ve ark., 2009; Sahoo ve ark., 2008; Shah ve ark., 2008a; Shah ve ark.,
2008b; Kachhadia ve ark., 2008). Bu calismalarin yaninda nebivolol tayini i¢in
cesitli analitik yontemlerin kullanildig1 ¢caligmalar mevcuttur.

Geligtirilen bu yontemlerden biri plazmada nebivolol tayini icin tandem Kkiitle
spektrometrisiyle birlestirilmis sivi kromatografi yontemidir (Ramakrishna ve
ark., 2004; Selvan ve ark., 2007; Nuijs ve ark., 2010). Nebivololiin tabletlerindeki
miktar tayini i¢in belirtilmis diger yontemler arasinda ince tabaka kromatografisi
(Shirkhedkar ve ark., 2010; Reddy ve Devi, 2007), absorbsiyon spektrofotometri
yontemi (Onal, 2011; Rao ve ark., 2009; Subbayamma ve Rambabu, 2009;
Meyyanathan ve ark.,, 2010) ve tirevlendirme islemi ile floresans
spektrofotometri yontemi (Onal, 2011) yer almaktadir.

YPSK, hareketli fazin yiiksek basing altinda sabit faz (kolon) igerisinden gecerken
kromatografik olarak ayrimin yapildig bir yontemdir. YPSK ile hem kalitatif hem
de kantitatif bilgi elde edilebilir. Bu yontemde karisimdaki her bilesen dnceden
belirlenen kosullar altinda kendine ait bir alikonma zamanina sahiptir ve her
sinyalin hem alan1 hem de ytiksekligi ilgili bilesen miktar1 ile dogru orantilidir
(Meyer, 2010).

Nebivololiin YPSK ile yapilan miktar tayini ¢aligmalarinda ayirim i¢in ¢ogunlukla
Cs ve Cig kolonlar kullanilmistir. Fakat bu tip kolonlarin nebivolol gibi sekonder
amin yapisi igeren bilesiklerin tayininde pik morfolojisi ve alikonmasi {izerinde
olumsuz etkileri oldugu i¢in bu ¢aligmada Phenomenex Gemini Cs Fenil kolon
tercith edilmistir. Phenomenex Gemini Cgs Fenil kolon ile nebivololiin
kromatografik olarak miktar tayininde optimum sonuglar elde edilmesi
amaglanmistir.

Yapilan kaynak arastirmasinda nebivololiin herhangi bir tiirevlendirme iglemine
tabi tutulmadan dogrudan florimetrik tayinine dayanan bir c¢alismaya
rastlanmamistir. Floresans dedektor ile UV dedeksiyona oranla 1000 kata kadar
daha hassas sonugclar elde edilebilir. Bu ¢alismada floresans dedektor kullanilarak
yapilan 6l¢iimlerin hassasiyetinin arttirilmasi amaglanmaigtir.

Bu calismada, nebivololiin YPSK yontemi uygulanarak floresans dedeksiyon ile
tabletlerinde nebivololiin miktar tayini i¢in hizl, kolay, secici ve hassas bir
yontem gelistirilmesi ve gecerliliginin gdsterilmesi amaglanmistir. YPSK
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yonteminin gegerliliginin gosterilmesi amaciyla dogruluk ve kesinlik, dogrusal
aralik, saptama smirt (LOD), tayin smirt (LOQ) ve saglamlik gibi gecerlilik
parametreleri  incelenmistir.  Bulunan  sonuglar  istatistiksel ~ olarak
degerlendirilmistir.
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KAYNAK BILGISI
Hipertansiyon

Hipertansiyon, kardiyovaskiiler hastaliklar i¢inde en yaygin olanidir. Arteriyel kan
basincinin ylikselmesi damar c¢eperlerinde patolojik degisikliklere ve sol
ventrikiilde hipertrofiye neden olur. Hipertansiyon inmelerin en temel nedenidir;
koroner arter hastaliina yol agar, sonugta miyokard infarktiisii ve ani kalp
durmalarina neden olur; kalp yetmezligi, bobrek yetmezligi ve dissekan aort
anevrizmasi gibi patolojilerin gelisimine de katkida bulunur (Bokesoy, 2000).

Hipertansiyonun nedeni c¢ogunlukla bilinmemektedir ve bu tip hipertansiyona
“esansiyel hipertansiyon” denir. Nedeni bilinen hipertansiyona ise ‘“non-esansiyel
hipertansiyon” denir (Tungel, 2000).

Esansiyel hipertansiyon sik goriilmesi, mortalite ve morbidite oranin yiiksek
olmas1 nedeni ile ciddi bir saglik problemidir. Modern antihipertansif tedavisinde
temel amag, kan basincinin etkin bir sekilde kontrol edilmesi ve mortalite,
morbidite nedeni olan hedef organlarin korunmasidir. Hipertansiyon tedavisinde
hedef organ hasarinin dnlenmesinde etkin kan basincinin kontroliiniin yaninda
ilacin kendine 6zgii 6zelliklerinin de énemli rol oynadig: bilinmektedir. Yeni bir
antihipertansif ajan olan nebivololiin; NO araciligi ile olusturdugu sistemik
vazodilatasyon, selektif B;-blokor o6zelligi ile etkin kan basincr kontroli
saglamanin yaninda hedef organda da koruyucu etki sagladig: ileri siiriilmektedir
(Dagli ve Karaca,2006).

B-Adrenerjik agonistlerin (B-blokerler) klinik kullanimi 1964 yilinda baslamistir.
Bundan alt1 y1l sonra ise B;-adrenoseptorlere segici olarak baglanip etki gdsteren
metaprolol ve praktolol klinik kullanima girmis ve ¢ok sayida klinik ¢aligma ile
kardiyolojide yerleri belirginlesmistir. 1975 yilinda ise ilk olarak selektif kalp
yetersizligi tedavisinde kullanilmistir. Klinik etkinlikleri ile énem kazanan -
blokerlerin, yan etki profilleri ise dikkat ¢ekici noktalarindan biridir. Bu nedenle
etki profilleri artirllmisg ve yan etkileri azaltilan 3. kusak diye adlandirilan yeni
kusak ajanlar son 20 yil i¢erisinde kullanilmaya baslanmistir. (Mutlu, 2010).

B-Adrenerjik agonistler (B-blokerler), B-adrenoseptdrlere segici olarak baglanip, -
adrenerjik uyarilarin c¢esitli organlar {izerindeki etkilerine, yarigmali ve geri
donebilir bir antagonizma olustururlar. Bu ilaglarin farmakolojik etkileri, cesitli
dokularda bulunan bu reseptorlerin verdigi yanitlara ve sempatik toniis
aktivitesine dayanilarak aciklanabilir. Buna gore, B-blokerlerin, kalp hizi ve
kasilabilirligi tizerindeki etkileri az olmakla birlikte, bu ilaclar, sempatik sinir
sistemi aktive oldugunda (egzersiz veya stres sirasinda), kalp hizin1 yavaslatip,
kalbin kasilabilirligini azaltirlar (Mutlu, 2010).
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B-Blokerlerin Simiflandirilmasi

B-blokerler, non-selektif yani hem f3; hem de B, adrenerjik reseptorleri yarigmali
olarak bloke edenler ve genellikle [; secici olarak adlandirilan ve f;
reseptorlerine B, reseptorlerine gore daha fazla afinite gdsterenler olmak iizere iki
bliylik gruba ayrilabilirler. Ancak, secicilik doza bagimli olup, yiiksek dozlar
kullanildiginda azalir veya kaybolur. Yukaridakinin aksine, bazi B-blokerler zayif
bir agonist yamit olusturup (intrensek sempatomimetik aktivite-ISA), B-
adrenoseptorii uyarir ve bloke ederler. Bazi B-blokerlerin, a;-adrenoseptdr blokaji
(karvedilol, labetalol), [,-adrenerjik reseptor agonizmi (seliprolol) yoluyla veya
adrenoseptér blokajindan bagimsiz mekanizmalar (busindolol, nebivolol)
aracilifiyla periferik vazodilator etkileri vardir. Ayrica, B-blokerler; lipofilik veya
hidrofilik olarak da siniflanabilirler.

Bu 6zelikleri ve tarihsel gelisimleri ile B-blokerler;

1. Ik kusak B-blokerler non-selektif grup

2. Ikinci kusak B,-selektif grup

3. Ugiincii kusak B;-yiiksek selektif ve vazodilatér grup olmak iizere iige ayrilirlar
(Mutlu, 2010).

Nebivololiin Fiziksel ve Kimyasal Ozellikleri

Nebivolol hidrokloriir, beyaz ya da beyaza yakin bir tozdur. Metanol (MeOH),
dimetil siilfoksid ve N,N-dimetil formamidde ¢6ziiniir. Etanol, propilen glikol ve
polietilen glikolde eser miktarda, hekzan, diklorometan ve metil benzende ise az
¢oziiniir (http-1). pKa degeri 8.22 olarak bildirilmistir (Joshi ve ark, 2009).

Nebivolol  tabletleri icindeki aktif bilesenin  ismi  (1RS,1'RS)-1,1'-
[(2RS,2'SR)bis(6-floro-3,4-dihidro-2H-1-benzopiran-2-il)]-2,2'-iminodietanol
hidrokloriirdiir. Nebivolol sirasiyla, [SRRR]-nebivolol ve [RSSS]-nebivolol
stereokimyasal gosterimi ile d-nebivolol ve l-nebivololden olusmus bir rasemattir.
Nebivololiin molekiil formiilii C,oHasFoNO4*HCI dir (http-1).

HO

H
S
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\ ;

\

S fo
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F

Sekil 1. Nebivololiin Kimyasal Formiilii

Nebivololiin Farmakolojik Ozellikleri

Nebivolol, l-nebivolol ve d-nebivolol enantiyomerlerinin rasematidir.
Muhtemelen L-arjinin/NO metabolik yoluna dayanarak az da olsa vazodilator
ozellik gosteren, yarigmali ve yiiksek secicilik gosteren bir p-reseptor
antagonistidir. Hayvan deneylerinde; nebivololiin, endotelyal NO salimini
uyararak doza bagli olarak endotele bagli arteriyal gevsemeye neden oldugu
goriilmiistiir. NO, arter ¢eperlerinde iiretilir ve damar diiz kaslar1 {izerinde
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gevsetici etki gosterir. Aynt zamanda trombosit agregasyonunu ve baglanmasini
inhibe eder ve damar diiz kas hiicrelerinin poliferasyonu ile 16kosit aktivasyonunu
inhibe ederek damarlarda olusabilecek hasara karst koruyucu oOzellik gosterir
(http-2).

Az sayida saglikli goniilliiniin katildig1 insan deneylerinde, 11 goniilliiniin
fenilefrin ile eldeki yilizeye yakin damarlar1 daraltilmig ve nebivolol inflizyon
halinde verilmistir. Ayrica 8 goniilli 5 gruba ayrilip bronsiyal arter igerisine
nebivolol yine inflizyon olarak verilmistir. Bu caligmalar nebivololin NO
aracilifiyla vazodilator etki gosterdigini kanitlamistir (http-2).

Nebivololiin Farmakodinamik Ozellikleri

Nebivolol, hem NO saliniminin modiilasyonu yoluyla vazodilator etki, hem de ;-
adrenoseptOr antagonisti etkisiyle, ¢ift etki mekanizmali bir antihipertansif ajandir
(Glingor, 2006).

Nebivolol diger B-adrenoseptdr antagonistlerinden farkli olarak, koroner arterlerde
endotelyuma bagli gevsemeyi, NO sistemi yoluyla harekete gecirmektedir. Bu
etkilerin incelendigi ve 40 saglikli insan goniilliide yiiriitiilen bir calismada, 6n kol
arterleri ve dorsal el venleri lizerinde nebivololiin kan akimini arttirdig1 ve damar
direncini azalttig1 gézlenmistir. Yine bu calisma ile nebivolol ile vaskiiler diiz kas
gevsemesinin, bir nitrik oksit sentaz (NOS) inhibitérii olan L-NG-monometil
Arjinin (L-NMMA) koinfiizyonu ile bozuldugu gosterilmistir. Ayrica L-arjinin
inflizyonu, L-NMMA’nin neden oldugu vazodilatér yanit inhibisyonunu anlamli
diizeyde azaltmaktadir. Burada kan akim artis1 ve damar direncinde azalmanin bir
NOS inhibitorii olan L-NMMA ile bozulmas1 ve sonra L-arjinin infiizyonu ile bu
inhibisyonun ortadan kalkmasi, vazodilatasyonun L-arjinin/NO  sistem
aktivasyonuyla oldugu bulgularini desteklemektedir (Gilingor, 2006).

Son yillarda yapilan baska bir calisma ile nebivololiin hipertansif hastalarda
endotelyuma bagli L-arjinin/NO yolu aktivasyonuyla direng gdsteren damarlarda
gevseme ve kan akimi artisina neden oldugunu gosterilmistir (Glingor, 2006).

Biitiin bu c¢alismalar nebivololiin; L-arjinin/NO aktivasyonu yoluyla NO
diizeylerini artirarak vazodilatasyona yol a¢tigin1 gostermektedir (Giingdr, 2006).

Nebivololiin Farmakokinetik Ozellikleri

Nebivolol absorbsiyonu hizlidir ve yenilen besinlerden etkilenmez. Genis 6l¢iide
metabolize olur ve kismen de aktif hidroksi metabolitlerine doniisiir. Aromatik
hidroksilasyon metabolizmast CYP2D6 bagimli genetik oksidatif polimorfizme
baglidir. Nebivolol, fenotip olarak normal metabolizerlerde zayif metabolizerlere
10’a 1 oraninda daha baskindir. Zayif ve normal metabolizerler arasinda
hemodinamik etkide hicbir fark goériilmemesine ragmen, zayif metabolizerlerde
doz ayarlamasina ihtiya¢ duyulabilir (http-2).

Degismemis nebivololiin idrarla atilimi dozun % 0.5’inden azdir fakat ilacin
artmig plazma konsantrasyonu ve hidroksi metabolitlerinin ciddi bobrek
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rahatsizliklarina yol agabilecegi bulunmustur. Bobrek yetmezligine baglh olarak,
Onerilen baglangi¢c dozu giinliik 2.5 mg olup gerekli goriildiigii hallerde 5 mg’a
cikarilabilir. Nebivolol, veri yetersizligine bagl olarak karaciger yetmezligi ve
azalmis karaciger fonksiyonlar1 durumlarinda kontrendikedir (http-2).
Absorbsiyon

Agizdan alindiginda hizli bir sekilde absorbe olur (http-2).

Dagilim

Nebivolol hayvanlarda anne siitiine geger. Dagilimla ilgili herhangi segici bir bilgi
kayda gegmemistir (http-2).

Metabolizma

Nebivololun agirlikli olarak uzatilmis karaciger metabolizasyonu glukronidasyon
yoluyla olur. Daha az bir oranda da, sitokrom P450 2D6 ile N-dealkilasyon ve
oksidasyon yolu ile olur. CYP2D6 yoluyla gerceklesen metabolizasyonda genetik
polimorfizm gdzlenmistir. Hidroksi metabolitlerinin aktif oldugu bildirilmistir
(http-2).

Itrah

Tek oral dozun ardindan, neredeyse nebivololun tamami oksidatif metabolitleri ya
da glukronit konjugatlar1 olarak atilir (http-2).

Itrah; uzatilmis metabolizerlerde % 38’1 idrarla, % 44’i fecesle, zayif
metabolizerlerde % 67’si idrarla % 13’1 fegesle olur (http-2).

Biyoyararlanim

Tam biyoyararlanim kayda ge¢gmemistir. Doz 20 mg’a kadar ¢iktiginda plazma
konsantrasyonu da dozla dogru orantili yilikselmistir (http-2).

Proteinlere baglanma

In vitro testler boyunca, % 98 oraninda proteinlere &zellikle de albiimine
baglandig1 goriilmiistiir. Proteinlere baglanma miktar1 ilag konsantrasyonundan
bagimsizdir (http-2).

Kullanilan Yontemler

Kromatografi

Kromatografi, kromatografik zeminde (kolon ya da yiizey) iki faz arasinda

dagilmis Ornek karigimini  ayirma islemidir. Fazlardan biri, diger faz
kromatografik zeminin i¢inden gecerken sabit haldedir. Sabit faz; kati, pordz,
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kiigtik partikiil yapida yiizey aktif madde olabilecegi gibi kat1 destek ya da kolon
duvar tizerinde siv1 kapli ince bir film tabakasi da olabilir. Hareketli faz ise bir
gaz ya da sividir. Hareketli faz olarak gaz kullaniliyorsa bu islem gaz
kromatografisi (GK) olarak bilinir. Ince tabaka kromatografi tiirlerini de iceren
her tiir sivi kromatografide hareketli faz her zaman sividir (Meyer, 2010).

YPSK

Etkili bir ayirma metodu, birbirine benzer c¢ok sayida analitin bulundugu
karisgimlar1 analiz edebilmelidir. YPSK ile yapilmis c¢alismalara bakildiginda,
kromatogramlar bize dogrudan hem kalitatif hem de kantitatif bilgi saglar,
karisimdaki her bilesen Onceden belirlenen kosullar altinda kendine ait bir
alikonma zamanina (sinyalin ekranda goriindiigii zaman) sahiptir ve her sinyalin
hem alan1 hem de yiiksekligi ilgili bilesen miktar1 ile dogru orantilidir (Meyer,
2010).

YPSK teknigi ile yapilmis calismalar, bu teknigin oldukca etkili oldugunu
gostermistir. Diger bir deyisle; bu teknik kisa zamanda miikemmel sonuclara
olanak saglar. Martin ve Synge, teorik olarak; sabit fazin oldukca kiiclik
partikiillere sahip olmasi gerektigini bundan dolay1r da hareketli fazin kolon
icerisinde siiriiklenebilmesi icin yiiksek bir basincin gerekli oldugunu 1941°den de
once biliyorlardi. Sonug olarak, YPSK yiiksek basinglt s1vi kromatografisi olarak
da anilir (Meyer, 2010).

YPSK donanimi

YPSK cihazi, ¢oziicii dagitici, numune girisi, ayirma ve saptama kisimlarini igerir
ve verimlilik, dogruluk ve tekrar edilebilirlik agisindan kromatografi igleminin
kalitesini belirler. Her bilesenin islevi ve ¢alisma bigiminin anlasilmasi, bunlarin
secimi, etkin kullanimi ve gerekli oldugunda sorunlarin ¢dziilmesi konularinda
yardimcidir (Dogrukol-Ak, 2011).

Bir YPSK cihazi, birbirinden bagimsiz parcalardan olusturulabilecegi gibi tek bir
aparat seklinde de dizayn edilmis olabilir. Tek bir par¢anin bozulma ihtimaline
kars1 bagimsiz pargalardan olusturma fikri daha kullanishidir; fakat bunun yaninda
her bir bagimsiz parganin ayni iretici tarafindan tretilmis olmasi gereklidir
(Meyer, 2010).

En azindan bir YPSK cihazinda bulunmasi gereken pargalar Sekil 2’de
gosterilmistir. Bu pargalar: ¢oziicli haznesi, ¢Oziicllyll tastyan hat, yliksek basing
pompasi, numune enjeksiyon {initesi, kolon, dedektér ve cogunlukla verileri
degerlendiren kismu ile birlikte veri toplayan ekipmandir (Meyer, 2010).
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Sekil 2. YPSK Cihazimin Sematik Goriiniimii 1:Coziicii Haznesi 2:Coziicii Tasiyan Hat
3:Yiiksek Basin¢ Pompasi 4:Numune Enjeksiyon Unitesi 5:Kolon 6.Dedektor 7:Atik
8:Verileri Degerlendiren Unite (Bilgisayar)

Kolon, sistemin genellikle en kii¢iik parcasi olmasina ragmen en Onemli
parcasidir. Sicaklik kontrollii ayirimlar i¢in kolon bir termostat icerisinde
bulunmalidir. Birden fazla ¢oziicii ile ¢alismak olduk¢a yaygin bir durumdur ve
bunun i¢in de cihaza karistiric1 ve kontrol edici {inite dahil olur. Eger veri toplama
ve degerlendirme isi bir bilgisayar yardimi ile yapiliyorsa, bu bilgisayar tiim
sistemi kontrol edebilir (Meyer, 2010).

Floresans dedektorler

Bu tip dedektorler, dogal floresansi olan bazi bilesiklerin uyarma dalga boyunda
(Aex) uyarilmasi ve yayma dalga boyunda (Aem) saptanmasi ile analizine olanak
saglar. (Dogrukol-Ak, 2011) Floresans ozellikte maddeler ya da cesitli tiirev
ajanlart ile floresans 6zellik kazandirilmis maddeler, floresans dedektor ile yiiksek
secicilik ve hassasiyet ile analiz edilebilir. Hassasiyet diizeyi UV dedektore oranla
1000 kata kadar arttirilabilir. Uygun bir dalga boyuna ait 151k, hiicre boyunca
ilerler ve yiiksek dalga boyunda radyasyon salarken dik a¢ili bir dogrultuda
dedekte edilir (Meyer, 2010).

En basit dedektorlerde, uyarici 151k kaynagi olarak civa lambasi ve yayilan
isinlarin belli bir bandini izole etmek icin bir veya birkag filtre kullanilir. Daha
gelismis cihazlarda, kaynak olarak ksenon lambasi ve floresans i1gimasini izole
etmek i¢in ise optik ag§ monokromatorler kullanilir (Skoog, 2000).

Dogal floresanst olan bilesiklerin en iyi ornekleri benzen ve tlirevleridir. Bir
molekiiliin floresansi, halka siibstitiisyonu, ¢oziicliniin pH ve bilesimindeki
degismeler ile degisir (Dogrukol-Ak, 2011).
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Protein ve peptitler, yapilarindaki tirozin ve triptofan varligi nedeniyle 220 veya
280 nm de uyarma ve 350 nm’de saptama dalga boyu kullanilarak floresans
dedektorle tayin edilebilir (Dogrukol-Ak, 2011).

Yapisinda triptofan ve tirozin bulunmayan peptitler tiirevlendirilerek tayin
edilebilir. Ornegin; primer amin grubu tasiyan bilesenler normalde floresan
olmadiklar1 halde dansil kloriir, floreskamin ve o-ftalaldehit ile floresan tiirevleri
olusturabilir. Niikleik asitler ise etidyum bromiir ile floresan tiirevi
olusturulduktan sonra florimetrik 6l¢iilebilir (Dogrukol-Ak, 2011).

Floresans dedektorlerin tistiinliikleri

¢ Iki dalga boyu kullanilmas: nedeniyle yiiksek segicilik saglar.

* Kirilma indisindeki degisikliklerden etkilenmez ve kuvvetli UV
absorbansi olan ¢oziiclilerle ve gradient siiriiklenme ile uyumludur.

* Duyarlihg ¢ok yiiksektir. (< 1pg veya 102 g).
Yiiksek seciciligi ve duyarligi nedeniyle gida ve ¢evre numunelerindeki
bulasanlarin tayini i¢in ideal bir tekniktir (Dogrukol-Ak, 2011).

Floresans dedektoriin sinirlamalart

* Uyarma ve yayma i¢in farkli dalga boylar1 gerektirir.
* Floresan olmayan bilesikler ic¢in tiirev hazirlanmasi zaman alict ve
karmasik islemler gerektirir (Dogrukol-Ak, 2011).

GK ile YPSK karsilastiriimasi

Tipk1 YPSK gibi GK de yiiksek performansh bir metottur. Ikisi arasindaki en
onemli fark; GK’nin sadece, ugucu ya da yliksek sicakliklarda buharlastirilmis ya
da tlirevlendirme yolu ile ugucu hale getirilmis bilesenler i¢in uygulanabilir bir
yontem olusudur. Bilinen organik bilesenlerin yalnizca % 20’si 6n islem
gerektirmeden GK ile analiz edilebilir. Sivi kromatografi i¢in ise, numune bir
coziliciide c¢ozlinebilmelidir ve bunun yaninda capraz bagl, yiiksek molekiil
agirhigina sahip bilesenler, tiim organik ve iyonik inorganik iiriinler bu kosulu
saglarlar (Meyer, 2010).

YPSKile GK yontemlerini karsilastirdigimizda 3 6nemli fark goze carpar:

1. Hareketli faz i¢inde numunenin difiizyon katsayisi YPSK’de GK’ye gore
cok daha kiigiiktiir. (Kromatografik analizin hizin1 tayin ettigi icin
diflizyon katsayisi olduk¢a dnemli bir faktordiir. Bu nedenle bu durum bir
dezavantajdir).

2. Hareketli fazin viskozitesi YPSK’de GK’ye gore daha yiiksektir. (Yiiksek
viskozite, kiiciik difiizyon katsayisina ve hareketli fazin yiiksek akis
direncine yol acar. Bu nedenle bu durum da bir dezavantajdir.)

3. Yiiksek basing altinda hareketli fazin sikigtirilabilirligi YPSK’de ihmal
edilebilir diizeyde kiigiiktiir. Fakat GK’de ayn1 durum sz konusu degildir.
(Bu durum bir avantajdir. Ciinkii sonug olarak hareketli fazin akis hiz1 tim
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kolon boyunca sabittir. Bu nedenle akis hizi dogru bir bicimde segilirse,
ideal kromatografik kosullar her yerde ayni sekilde var olur. Bunun
yaninda yiiksek basing altinda sivinin sikistirilabilme 6zelliginin olmayist
tehlike arz etmez (Meyer, 2010).

Kapiler elektroforez ve YPSK karsilastirilmasi

Kapiler elektroforez, YPSK’ye gore ¢ok daha yiiksek ayirim performansi gosterir.
(10"*ye kadar varan teorik plakalar). Kapiler elektroforez, DNA dizilimi ve peptit
eslestirme caligmalart i¢in olduk¢a faydali bir yontemdir. Bununla birlikte,
aminoasitler veya inorganik iyonlar gibi kiiciik molekiiller de ayni sekilde
ayrilabilir. Enjekte edilebilen mutlak numune miktarlari, kapilerin hacminin
kiigiik olusundan dolay1 diisiiktiir. Diisiik tekrar edilebilirlik (kesinlik), YPSK ile
karsilagtirildiginda baglica sinirlamalardan biridir. Preparatif ayrimlar i¢in uygun
degildir (Meyer, 2010).

Nebivolol Tayini ile flgili Calismalar

Son yillarda nebivolol tayinine yonelik caligmalar asagida yer alan sekilde
derlenmistir.

Ters faz sivi kromatografi calismalart

Doshi ve arkadaglar1 (2008), dogru ve tekrar edilebilir bir sivi kromatografi
yontemi gelistirmis ve bu yontemin nebivolol ve valsartanin kapsiil formlarinda
miktar tayinleri i¢in gecerliligini gostermislerdir. Kapsiil formunda nebivolol ve
valsartan icerigini belirlemek i¢in ters faz sivi kromatografik kolon ile tampon-
asetonitril (ACN) (55+45, h/h) hareketli faz1 kullanilmistir. Yontemin 6zgiinliik,
dogrusallik, LOD, LOQ, kesinlik, dogruluk ve saglamlik bakimindan gecerliligi
gosterilmistir. Dogrusallik nebivolol i¢in 2-8 pg/mL ve valsartan igin 32-128
pg/mL olarak bulunmustur. Her iki madde i¢in de korelasyon katsayist 0.9999
olarak hesaplanmigtir. Sistemin ve yOntemin giin i¢i ve gilinler arasi kesinlik
degerleri belirlenmistir. Yontemin dogrulugu nebivolol i¢in % 100.66-102.58
araliginda, valsartan icin % 101.17-101.85 araliginda belirlenmistir. Onerilen
yontemin kiiciik ama planl degisikliklerle saglamlig1 gosterilmistir. Gelistirilen
yontemin nebivolol ve valsartanin kapsiil formunda birlikte analizi i¢in uygun
oldugu bildirilmektedir.

Dhandapani ve ark. (2009), nebivolol hidrokloriir ve hidroklorotiyazidin
eszamanli miktar tayini i¢in UV spektroskopi, ters faz YPSK ve yiiksek
performansl ince tabaka sivi kromatografi (YPITK) olmak iizere ii¢ yontem
gelistirmisglerdir. UV spektroskopi metodu icin eszamanli esitlik yontemi ve
absorbans yontemi kullanilarak nebivolol ve hidroklorotiyazidin miktar tayini
yapilmistir. Eszamanl esitlik yontemi i¢in nebivolol ve hidroklorotiyazdin en
yiiksek absorbans yaptigi dalga boyu degerleri 282.5 nm ve 271.5 nm olarak
belirlenmistir. Absorbans orani yonteminde ise nebivololiin en yiiksek absorbans
yaptig1 dalga boyu degeri 282.5 nm, hidroklorotiyazidin en yiiksek absorbans
yaptig1 dalga boyu degeri 275 nm olarak belirlenmistir. Absorbans orani

10



@» ANADOLU UNIVERSITESI

yonteminde dogrusallik nebivolol i¢in 10-50 pg/mL (r = 0.9999) ve
hidroklorotiyazid i¢in 1-5 pg/mL (r = 0.9994) olarak bulunmustur. Geri kazanim
degerleri % 98.72-100.15 olarak bulunmustur. Eszamanli esitlik yonteminde
korelasyon katsayilari nebivolol i¢in r = 0.9992 ve hidroklorotiyazid i¢in r =
0.9999 olarak bulunmustur. Geri kazanim degerleri % 99.41-100.75 olarak
bulunmustur. Ters faz YPSK yonteminde, hareketli faz olarak 30 mM fosfat
tamponu (K,HPO,4), ACN, ve trietilamin (50:50:0.1, h/h) sistemi kullanilmistir.
Hareketli faz pH’s1 ortofosforik asit ile 5.5’e ayarlanmistir. C;3-ODS-
Phenomenex, 5 pm, 250 mm X 4.6 mm kolonda, izokratik sitemde akis hizi 1
mL/dak olarak belirlenmistir. Atorvastatin i¢ standart (IS) olarak kullanilmistir.
Hidroklorotiyazid, nebivolol ve atorvastatin icin alikonma zamanlar1 sirasiyla
3.31, 4.30 ve 6.93 dak olarak tespit edilmistir. Hidroklorotiyazid ve nebivolol i¢in
dogrusallik sirasiyla 12.5-62.5 pg/mL (r = 0.9997), 5-25 pg/mL (r = 0.9994)
olarak tespit edilmistir.. Geri kazanim degerleri % 99.67-100.75 olarak
bulunmustur. YPITK yonteminde ise, ayirim i¢in silika jel G60F,s4 sabit faz
olarak secilmistir. Hareketli faz sistemi olarak, etil asetat:MeOH:amonyak
(8.5:1:0.5, h/h) karisimi kullanilmistir. Analiz 285 nm’de densitometrik olarak
yiiriitiilmiistlir. Hidroklorotiyazid ve nebivolol hidrokloriiriin sirastyla Ry degerleri
0.21 ve 0.41 olarak bulunmustur. Dogrusallik sirasiyla 259-1250 ng/mL (r =
0.9982) ve 100-500 ng/mL (r = 0.9954) derisim araliginda bulunmustur. Geri
kazanim degerleri % 98.88-102.41 olarak bulunmustur.

Dhandapani ve ark. (2008), nebivolol ve hidroklortiyazidin kombine tabletlerinde
eszamanli analizine olanak saglayan basit bir ters faz sivi kromatografi yontemi
gelistirmislerdir. Kromatografik ayirim, Phenomenex C;s ODS, 5 um, 250 mm X
4.6 mm kolonda, % 0.4 trietilamin tamponu (pH 3.0) ve ACN (70:30, h/h)
hareketli faz ile, 1.4 mL/dak akis hiziyla, 282 nm’de yapilmistir. Nebivolol ve
hidroklorotiyazidin sirasiyla 5-25 pg/mL (r = 0.9989) ve 12.5-62.5 pg/mL (r =
0.9992) derisim araliklarinda yontemin dogrusal oldugu gosterilmistir.
Atorvastatin, 10 pg/mL derisiminde IS olarak kullanilmistir. Sistemin ve
yontemin giin i¢i ve gilinler arast kesinlik degerleri belirlenmistir. Yontemin
dogrulugu nebivolol i¢in % 99-101 araliginda, hidroklorotiyazid i¢in % 100-101
araliginda belirlenmistir. Nebivolol i¢in LOD ve LOQ 5 ve 25 ng/mL,
hidroklorotiyazid i¢in 10 ve 50 ng/mL olarak bulunmustur. Yontemin nebivolol
hidrokloriir ve hidroklorotiyazidin kombine dozaj formlarinda rutin analizler i¢in
kullanilabilecegi belirtilmistir.

Joshi ve ark. (2008), c¢ift katmanli tablet formiilasyonu halinde ticari olarak
bulunan nebivolol ve amlodipinin eszamanli analizine olanak saglayan hizli ve
kolay bir s1vi kromatografi yontemi gelistirmislerdir. Etkin kromatografik ayirim
(USP L10) Hypersil BDS siyano, 5 um, 250 mm % 4.6 mm kolonda, izokratik
sistemde basit bir hareketli faz bilesimiyle gergeklestirilmistir. YOntemin
nebivolol ve amlodipinin birlikte analizi i¢in dogruluk, secicilik, hassaslik,
saglamlik ve kesinlik bakimindan gecerliligi gosterilmistir. Stres kosullarinda
parcalanma tirlinlerinin nebivolol ve amlodipin pikleri ile girisim vermedigi,
nebivolol i¢in % 99.0-100.2 arasinda, amlodipin i¢in % 99.3-100.3 geri kazanim
elde edildigi bulunmustur.
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Gowda ve ark. (2009), nebivolol ve hidroklorotiyazidin farmasotik dozaj
formlarinda tayini i¢in hizli ve basit bir ters faz YPSK yontemi ve kemometrik bir
yontem gelistirmigler ve gecerliligini gdstermislerdir. Ters faz YPSK’de ayirim,
Phenomenex-Luna RP-18(2), 5 um, 250 mm % 4.6 mm kolonda, 1.0 mL/dak akis
hizinda gergeklestirilmistir. Hareketli faz olarak ACN-% 0.03 formik asit (65:35,
h/h), pH 3.3 kullanilmistir. 277 nm’de UV dedektor ile nebivolol ve
hidroklorotiyazidin alikonma zamanlar: sirasiyla 2.133 ve 2.877 dak olarak tespit
edilmistir. Yontemin dogruluk, kesinlik, saglamlik ve stabilite bakimindan
gegerliligi gosterilmistir. Yontemin dogrulugu hem kemometrik hem de ters faz
YBSK’de nebivolol ve hidroklorotiyazid i¢in sirasiyla 10-100 pg/mL ve 2-16
pg/mL olarak bildirilmistir. Korelasyon katsayisi her ikisi i¢in de r = 0.9999
olarak hesaplanmigtir.

Sahoo ve ark. (2008), nebivololiin tabletlerindeki miktar tayini i¢in ters faz YPSK
yontemi gelistirmislerdir. Analiz Hypersil ODS C;s kolonunda, hareketli faz
olarak MeOH-su (80:20, h/h) sisteminde, 1.0 mL/dak akis hiziyla, 282 nm’de
gergeklestirilmistir. IS olarak klorzoksazon kullanilmistir. Alikonma zamanlari
nebivolol i¢in 3.175 dak, klorzoksazon igin 4.158 dak olarak bulunmustur.
Dogrusallik 1-400 pg/mL derisim araliginda elde edilmistir. Yontemin LOD
0.0779 pg/mL, LOQ ise 0.2361 pg/mL bulunmustur. Ortalama nebivolol miktari
% 99.974 olarak hesaplanmistir. YOntemin hassaslik, dogruluk ve kesinlik
bakimindan gegerliligi gosterilmistir. Yontem tabletlerindeki nebivololiin analizi
icin Onerilmistir.

Shah ve ark. (2008a), nebivolol ve hidroklorotiyazidin kombine dozaj formlarinda
miktar tayini i¢in birinci dereceden tiirevlenlendirilmis spektroskopi ile ters faz
stvi kromatografisi olmak iizere basit ve dogrulugu yiiksek iki ydntem
gelistirmislerdir. Nebivolol ve hidroklorotiyazid kombine dozaj formu halinde
birinci dereceden tilirevlendirilmis spektroskopi yontemi ile sirasiyla 294.6 ve
334.6 nm’de tayin edilmiglerdir. Bu yontemde nebivololiin 8-40 pg/mL (r =
0.9980), hidroklortiyazidin 10-60 pg/mL (r = 0.9995) kalibrasyon araliginda
dogrusal oldugu gosterilmistir. Geri kazanimlar nebivolol ve hidroklorotiyazid
icin sirasiyla, % 98.90-100.14 ve % 98.32-101.24 olarak bildirilmistir. Stvi
kromatografi yonteminde ayirim, Phenomenex Gemini Cig, 5 um, 250 mm x 4.6
mm kolonda kolonda, 1 mL/dak akis hizinda, 0.05 M potasyum dihidrojen fosfat
(KH,PO4), ACN ve MeOH (30:20:50, h/h/h) hareketli faz ile 220 nm’de
yapilmistir. Ezetimibe IS olarak kullanilmistir. Alikonma zamanlar1 nebivolol i¢in
5.1 dak, hidroklorotiyazid i¢in 2.9 dak ve IS i¢in 8.2 dak olarak bildirilmistir.
Kalibrasyon egrisinin nebivolol i¢in 1-14 pg/mL (r = 0.9980), hidroklorotiyazid
icin 0.3-28 pg/mL (r = 0.9995) derisim araliklarinda dogrusal oldugu
bildirilmistir. Geri kazanim degerleri, nebivolol i¢in % 98.03-99.45 ve
hidroklorotiyazid i¢in % 97.67-99.89 olarak gosterilmistir. Her iki yontemin de
dogruluk, kesinlik ve segicilik bakimindan gegerliligi gosterilmistir.

Shah ve ark. (2008b), nebivolol hidrokloriiriin tabletlerdeki miktar tayini i¢in
basit, secici, yliksek dogruluk ve stabilite gdsteren ters faz yliksek YPSK yontemi
gelistirmiglerdir. Etkin kromatografik ayirim Phenomenex Gemini C;g 5 um, 250
mm % 4.6 mm kolonda, 1 mL/dak akis hizinda, MeOH, ACN ve 0.02 M KH,PO4
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(60:30:10, h/h/h, pH 4.0) hareketli faz ile 280 nm dalga boyunda yapilmistir.
Alikonma zamani 2.6 dak olarak bildirilmistir. Yontemin dogrulugu 0.2-10
mg/mL aralifinda gosterilmistir. Geri kazanim % 98.68-100.86 olarak
bildirilmistir. LOD degeri 0.06 mg/mL, LOQ degeri ise 0.2 mg/mL olarak tespit
edilmistir.

Kachhadia ve ark. (2008), nebivololiin kati1 farmasotik dozaj formlarinda miktar
tayinine olanak saglayan basit, kesin ve dogru bir ters faz YPSK ydntemi
gelistirmislerdir. Izokratik kromatografik ayirim, Phenomenex Luna Cg, 5 um,
250 mm x 4.6 mm kolonda, 1 mL/dak akis hizinda, ACN, pH 3.5 fosfat tamponu
(35:65, h/h) hareketli faz1 ile 280 nm’de gerceklestirilmistir. Etken madde,
oksidasyon, hidroliz, fotoliz ve 1s1 gibi stres kosullarina maruz birakilmistir.
Yontemin dogrusallik, kesinlik, dogruluk, saglamlik ve c¢ozelti stabilitesi
acisindan gegerliligi gosterilmistir. Yontemin 40-160 pg/mL derisim araliginda
0.9999 korelasyon katsayis1 degeri ile dogrusal oldugu belirtilmistir. Tekrar
edilebilirlik % 0.69, giinler aras1 kesinlik % 1.39 bagil standart sapma (BSS) ile
bildirilmistir. Geri kazanim % 98.57-99.55 olarak gdsterilmistir.

S kromatografisi-kiitle spektometrisi (LC-MS) calismalart

Ramakrishna ve ark. (2004), nebivololiin insan plazmasindaki miktar tayini i¢in
elektrosprey tandem kiitle spektrometrisiyle birlestirilmis sivi kromatografi
yontemi gelistirmis ve gegerliligini gostermislerdir. Nebivololiin plazmadan
ekstraksiyonu icin ¢oziicii olarak dietil eter/diklorometanin (70/30) kullanildig:
tek basamakl1 sivi-sivi ekstraksiyon yontemi Onerilmektedir. Analiz Cg ters faz
analitik kolonda su:ACN:formik asit (30:70:0.03, h/h) hareketli faz sisteminde
izokratik eliisyonla gerceklestirilmistir. Analiz siiresi 2 dak ve kalibrasyon egrisi
50-10.000 pg/mL derisim araliginda dogrusal Slgiilmiistiir. Yontemin dogruluk,
kesinlik, geri kazanim ve tekrar edilebilirligi bakimindan gegerliligi gosterilmistir.
LOD ve LOQ 10 ve 50 pg/mL olarak bulunmustur. Nebivolol ve IS olarak
kullanilan tamsulosin i¢in ortalama geri kazanim degerleri % 73.4 + 3.7 ve % 72.1
+ 2.0 olarak bulunmustur.

Selvan ve ark. (2007), nebivolol ve valsartanin eszamanli tayinine olanak
saglayan tandem kiitle spektrometre detektorlii sivi kromatografisi yontemi
gelistirmis ve bunu farmakokinetik calismalara uygulamiglardir. Nebivolol ve
valsartan plazmadan ACN kullanilarak ekstre edilmis ve ayirimda C;g kolonu
kullanilmistir. Hareketli faz sistemi ACN ve 0.05 mM formik asit (50:50, h/h, pH
3.5) karistmindan olusmaktadir ve akis hizi1 0.25 mL/dak olarak ayarlanmistir.
Nebivolol ve valsartan i¢in dogrusallik sirasiyla 0.01-50.0 ng/mL ve 1.0-2000.0
ng/mL derigim araliginda saglanmistir. Yontemin LOQ degeri nebivolol igin 0.01
ng/mL, valsartan i¢in 1.0 ng/mL bulunmustur. Bu yoOntem, nebivolol ve
valsartanin sabit doz kombinasyonlarinin farmakokinetik calismalarina basariyla
uygulanmistir.
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Ince tabaka kromatografisi calismalar:

Shirkhedkar ve ark. (2010), nebivolol hidrokloriiriin miktar tayinine olanak
saglayan YPITK yontemi gelistirmis ve gecerliligini gdstermislerdir. Yontemde
sabit faz olarak 60F254 silika jel kapli kromatografik aliiminyum plakalari
kullanilmistir. Hareketli faz olarak toluen: MeOH:trietilamin (3.8:1.2:0.2, h/h/h)
sistemi kullanilmigtir. Analiz 281 nm’de gergeklestirilmistir. Nebivolol i¢in Ry
degeri 0.33 + 0.02 olarak bulunmustur. Dogrusallik, 500-3000 ng/spot derisim
araliginda bulunmus, korelasyon katsayis1 0.9994 + 0.0002 olarak hesaplanmistir.
Egim ve kesim noktasi degerleri, 127.39 + 19.53 ve 3.761 + 0.017 bulunmustur.
Yontemin LOD degeri 63.10 ng/spot, LOQ degeri ise 191.23 ng/spot olarak
bulunmustur. Istatiksel veriler, yontemin ilag¢ analizinde uygulanmas: igin tekrar
edilebilir, segici ve dogru bir yontem oldugunu gdstermistir. Gelistirilen YPITK
yontemi nebivololiin teshisi ve miktar tayini i¢in Onerilmektedir.

Reddy ve Devi (2007), nebivolol hidrokloriiriin tablet formiilasyonlarinda tayine
olanak saglayan bir YPITK gelistirmislerdir. Ayirim icin silika jel G60F,s4 sabit
faz olarak secilmistir. Hareketli faz sistemi olarak, toluen:etilasetat:MeOH:formik
asit (8:6:4:1, h/h) karisimi kullanilmigtir. Analiz 285 nm’de densitometrik olarak
ylriitiilmiistiir. Korelasyon katsayist 0.9991, egim 3.291 ve kesim 864.50 olarak
hesaplanmistir. Yontemin kesinlik, geri kazanim, saglamlik ve secicilik
bakimindan gegerliligi gosterilmistir. Nebivololin LOD ve LOQ degerleri her
bant icin 18.65 ve 62.18 ng olarak bulunmustur. Yontemin farmasotik analizler
icin secici ve spesifik bir yontem olarak uygulanabilirligi bildirilmistir.

Absorpsiyon spektrofotometri calismalart

Onal (2011), sekonder amin grubu tasiyan baz ilaglar1 (pramipeksol, nebivolol,
karvedilol ve eletriptan) farmasotik dozaj formlarindaki tayini i¢in
spektrofotometrik ve spektroflorimetrik olmak iizere iki yontem gelistirmistir.
Sekonder amin gruplari, 7-kloro-4-nitrobenzofurazon ile borat tamponu igerisinde
tirevlendirilmis ve olusan sar1 renkli {irlinler spektrofotometrik ve
spektroflorimetrik olarak Ol¢iilmiistiir. Calisma pH’s1 deneyler boyunca 7-10
arasinda tutulmustur. Uyarma dalga boyu degerleri pramipeksol i¢in 470 nm,
nebivolol i¢in ise 473 nm olarak belirlenmistir. Yayma dalga boyu degerleri ise;
pramipeksol i¢in 529 nm ve nebivolol i¢in 530 nm olarak belirlenmistir.
Dogrusallik, sirasiyla pramipeksol ve nebivolol i¢in 0.9983 ve 0.9999 korelasyon
katsayilariyla 0.3-3 pg/mL ve 0.1-1.2 pg/mL derisim araliklarinda bulunmustur.
Geri kazanim degerleri % 98.2-101.27 olarak hesaplanmistir. Ydntemin nebivolol
ve pramipaksoliin birlikte analizi i¢cin dogruluk, saglamlik ve kesinlik bakimindan
gegerliligi gdsterilmistir.

Meyyanathan ve ark. (2010), nebivolol hidrokloriir ile valsartan ve nebivolol
hidrokloriir ile hidroklorotiyazidin farmasétik formiilasyonlarinda eszamanli
tayinine olanak saglayan bir UV spektrofotometrik yontem gelistirmislerdir.
Olgiimler nebivolol ve valsartan icin 246.6 nm, 280.2 nm ve 275 nm’de
yapilmistir. Nebivolol ve hidroklorotiyazid i¢in ise dl¢timler, 270.4 nm, 280.2 nm
ve 270 nm’de yapilmistir. Nebivolol, valsartan ve hidroklorotiyazid igin
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belirlenen dogrusal aralik sirasiyla, 0.5-2.5 pg/mL, 1.0-20 pg/mL ve 0.5-2.5
pg/mL olarak bildirilmistir.

Rao ve ark. (2009), nebivololiin tabletlerindeki miktar tayini i¢in basit, duyarl ve
yiiksek dogrulukta bir spektrofotometri yontemi gelistirmislerdir. Nebivololiin
maksimum absorbans yaptig1 deger 281 nm olarak tespit edilmistir. Dogrusallig1
0.99984 korelasyon katsayist ile 4-60 pg/mL derisim araliginda saglamistir. Geri
kazanim %98.4-100.3 bulunmustur.

Subbayamma ve Rambabu (2009), oksidatif birlestirme reaksiyonu ile nebivolol
ve trandolaprilin spektrofotometrik olarak tayinine olanak saglayan basit ve
hassas ii¢ yontem gelistirmislerdir. Yontemlerin ilkinde, nebivolol Brucine ile
birlestirme reaksiyonuna tabi tutulup 520 nm’de miktar tayini icin Ol¢iim
yapilmustir. Ikinci yontemde, nebivolol MBTH ile birlestirme reaksiyonunun
prosediirii ile 620 nm’de dl¢iim yapilmustir. Ugiincii yéntem ise, trandolaprilin
Brucine ile reaksiyona girmesi ve 520 nm’de 6l¢iim yapilmasina dayanmaktadir.
Bahsedilen bu {i¢ yontemde sirastyla 6-36 pg/mL, 2-12 pg/mL ve 6-36 pg/mL
derisim araliklarinda dogrusal sonuglar elde edilmistir. Her bir yontem i¢in LOD
ve LOQ degerleri ile geri kazanim sonuglar bildirilmistir.
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GERECLER

Kullanilan Kimyasal Maddeler
Glasiyel asetik asit

Formik asit

HCI

KH,PO4

MeOH

ACN

NaOH

Nebivolol hidrokloriir (% 99.9)

: Merck, Almanya

: Merck, Almanya

: Merck, Almanya

: Merck, Almanya

: Merck, Almanya

: Merck, Almanya

: Merck, Almanya

Abdi Ibrahim Ila¢ San. ve Tic. A.S,

Istanbul, Tiirkiye
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Kullanilan Cihazlar
Hassas Terazi

pH Metre

Ultra Saf Su Cihaz1
Ultrasonik Banyo

Vorteks Karistirict

Santrifiij

Manyetik Karistirici
Buzdolab1
UV-Spektrofotometre

YPSK

Kolon

: Ohaus, E12140, Isvicre

: Electro-mag, M822, Tiirkiye
: Millipore, Amerika

: Ultrasonic, LC30, Almanya

: Nuvemix, NM110, Tiirkiye,
Jeiotech, Kore

: Hettich EBA 20, Almanya

: Nuvemix NM110, Tiirkiye

: Argelik Nofrost, Tiirkiye

: Shimadzu UV-2401PC, Japonya

: Shimadzu LC 10A pompa, RF-10Axp
model floresans dedektor, CBM-10A
iletisim modiilii, Class-LC10 veritabani,
Japonya

Agilent 1290 Infinity Series Pompa,
degaser,  oto-Ornekleyici,  floresans
dedektor, ChemStation LC System,
Almanya

: Phenomenex Gemini (Ce-fenil, 5 pm,
150 x 3.0 mm, 110 A), Amerika
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YONTEMLER
Nebivolol standart ¢ozeltisi

Deneysel calismalarda kullanilan nebivolol hidrokloriir (NBV) referans standart
maddesi Abdi Ibrahim Ila¢ San. ve Tic. A.S (Istanbul, Tiirkiye) firmasindan
hediye olarak temin edilmistir.

Standart NBV’den 10 mg dolayinda tartilmis ve 25 mL balon joje icerisinde bir
miktar MeOH ile ¢oziildiikkten sonra 10 dak ultrasonik banyoda bekletilmistir.
Daha sonra banyodan alinan ¢ozelti MeOH ile 25 mL’ye dikkatli bir sekilde
tamamlanmustir. Bu sekilde hazirlanan ¢ozeltinin derisimi yaklasik 1.0x107
M’dir. Hazirlanan bu ¢ozelti 4°C sicaklikta buzdolabinda aliiminyum folyo ile
kusatilarak saklanmis ve stok c¢ozelti olarak kullanilmistir. Gerekli biitiin
seyreltme islemlerinde s6z edilen stok NBV ¢dzeltisi kullaniimistir.

Hareketli faz

MeOH ve asetik asit igeren hareketli fazlarin hazirlanmasinda gerekli MeOH
miktar1 bir meziir kullanilarak alinmis ve glasiyel asetik asitin gerekli miktar1 bir
pipet ile ilave edildikten sonra gerekli hacme bir balon joje kullanilarak
tamamlanmustir. Ornegin; MeOH:asetik asit (% 1.0, h/h), (40:60, h/h) hareketli
fazinin hazirlanmasi i¢in 40 mL MeOH alinmuis, lizerine 100 pL glasiyel asetik
asit eklenmis ve 100 mL’ye ultra saf su ile tamamlanmistir. MeOH:asetik asit (%
1.0) karisimindan olusan hareketli faz c¢ozeltileri 40:60, 35:65, 45:55, (h/h)
oranlarinda kullanilmigtir. Ayrica MeOH:asetik asit oran1 40:60, (h/h) olmak
iizere asetik asit derisimleri % 0.5, 1.0 ve 1.5 olacak sekilde hareketli faz ¢ozelti
bilesimleri degistirilmistir.

ACN ve asetik asit igeren hareketli fazlarin hazirlanmasinda ayni yol izlenmistir.
40:60 (h/h) oraninda ACN:asetik asit iceren ¢ozeltilerde asetik asit derigimi %1.0
ve 1.5 olacak sekilde degistirilmistir.

% 0.03 formik asit ¢ozeltisi hazirlamak i¢in 30 pL formik asit (% 100, 1.22 g/mL)
cozeltisi alinarak 100 mL’lik bir balon jojeye aktarilmis ve gerekli hacme ultra saf
su ile tamamlanmustir.

ACN:formik asit (% 0.03, h/h) (25:75, h/h) ¢ozeltisini hazirlamak i¢in 25 mL
ACN alinmis ve % 0.03 formik asit ¢ozeltisi ile 100 mL’ye tamamlanmaistir.
Oranlar1 farkli olan diger hareketli faz ¢ozeltileri ayn1 yol izlenerek hazirlanmistir.

MeOH:formik asit (% 0.03, h/h) (30:70, h/h) ¢ozeltisini hazirlamak i¢in 30 mL
MeOH alinmis ve % 0.03 formik asit ¢ozeltisi ile 100 mL'ye tamamlanmistir.
Oranlar1 farkli olan diger hareketli faz ¢ozeltileri ayn1 yol izlenerek hazirlanmistir.

50 mM formik asit ¢ozeltisi hazirlamak i¢in 190 pL formik asit (% 100, 1.22
g/mL) alinarak ultra saf su ile 100 mL’ye tamamlanmistir.
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ACN:formik asit (50 mM) (25:75, h/h) ¢ozeltisini hazirlamak i¢in 25 mL ACN
alinmig ve 50 mM formik asit ¢ozeltisi ile 100 mL’ye tamamlanmustir.

Optimum hareketli faz1 bulmak i¢in yapilan ¢aligmalarda en uygun hareketli faz
bilesimi olarak ACN:formik asit (50 mM) (25:75, h/h) olarak belirlenmistir.
Yontemin validasyonun gosterilmesi ve nebivolol iceren tabletlerde miktar tayini
uygulamasi ¢aligmalarinin tamaminda ayni hareketli faz bilesimi kullanilmistir.

Her bir hareketli fazin pH degeri dlciilerek kaydedilmistir.
Kullanilan Cihazlar

Cozeltilerin pH’s1 Electro-mag M822 model (Tiirkiye) pH metre kullanilarak
Ol¢lilmiistiir. Cihaz kullanilmadan once pH degerleri 4.00, 7.00 ve 10.00 olan
standart tampon ¢dzeltileriyle kalibre edilmistir.

Biitiin ¢ozeltilerdeki ¢oziinmiis gazlar Ultrasonic LC30, Almanya {irlinii olan
ultrasonik banyo kullanilarak uzaklagtirilmistir.

Analize hazirlanan 6rnekler sisteme verilmeden Nuvemix, NM110, Tiirkiye iirtinii
olan vorteks karistirict kullanilarak karistirilmistir.

Deneylerde kullanilan ultra saf su Millipore, Amerika {iriinii olan ultra saf su
cihazi ile liretilmis ve kullanilmigtir.

(Cozeltisi hazirlanacak ve hassas tartim gerektiren maddeler Ohaus, E12140,
Isvigre {iriinii hassas terazi ile tartilmis ve dl¢limler kaydedilmistir.

YPSK
Cihazla ilgili kosullar

Deneysel ¢aligmalarin optimizasyon siirecinde kullanilan YPSK cihazi her biri
Shimadzu (Japonya) marka olan 5 pL loop hacmine sahip manuel bir enjektor
tastyan LC-10A model pompa ve RF-10Ax. model floresans dedektér, CBM-10A
iletisim modiiliinden olugmaktadir. Elde edilen veriler Class-LC10 model
veritabani ile kontrol edilmektedir. Floresans dedektér 282 nm uyarma ve 310 nm
yayma dalga boylarina ayarlanarak ayrilan pikler saptanmistir. Hareketli faz akis
hiz1 0.9 mL/dak olarak uygulanmistir. Ayirma islemlerinin gerceklestirildigi kolon
5.0 pm partikiil biiyiikliigiinde Gemini Ce-fenil bagl silika dolgusuna sahip 150 x
3.0 mm boyutlarinda olup Phenomenex (Amerika) firmasindan saglanmistir.

Validasyon iglemleri sirasinda Agilent 1290 Infinity Series (Almanya) marka
YPSK cihazi bilesenleri olan 1290 model termostat, 1260 model pompa, 1260
model degaser, 1260 model oto-ornekleyici ve 1260 model floresan detektérden
olusan sisteme aym1 ayirma kolonu baglanarak deneysel calismalar
gergeklestirilmistir. Verilerin islenmesinde Agilent ChemStation LC System
veritaban1 kullanilmigtir. Bu cihazda da floresans dedektor 282 nm uyarma ve 310
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nm yayma dalga boylarina ayarlanarak ayrilan pikler saptanmistir. Hareketli faz
akis hiz1 0.9 mL/dak olarak uygulanmistir. Kolon firmmi termostati 30°C’ye, oto
ornekleyicinin termostati ise +4°C’ye ayarlanmistir. Hareketli faz binary pompa
sistemi ile (A:50 mM formik asit, B: ACN olmak iizere) iki kanaldan karistirilarak
sisteme verilmigtir. Ayirma islemlerinin gerceklestirildigi kolon 5.0 um partikiil
biiytlikliigiinde Gemini Ce-fenil bagl silika dolgusuna sahip 150 x 3.0 mm
boyutlarinda olup Phenomenex (Amerika) firmasindan saglanmistir.

Yikama islemleri

YPSK cihazit ve kolon giinliik deneysel caligmalara baglamadan 6nce ACN:su
(65:35, h/h) ile yikanarak kararli bir zemin giirtiltiisii elde edilmistir. Daha sonra
kullanilacak hareketli faz ¢ozeltisi cihazdan 30 dak siireyle gecirilerek kolonun
kosullanmas1 saglanmistir.

Validasyon Calismalari

Optimizasyonu gerceklestirilen YPSK yonteminin gegerliliginin gdsterilmesi
amacuyla segicilik, kesinlik ve dogruluk, dogrusal aralik, LOD, LOQ ve saglamlik
gibi validasyon parametreleri ICH kriterlerine dayanarak incelenmistir (ICH,
2005).

Cihaz kesinligi

Yontemin kesinligini belirlemek icin NBV i¢in alikonma zamani ve pik alani
tekrar edilebilirlikleri incelenmistir. Ug farkli derisimdeki (1.55x10° M, 3.09x10°°
M ve 4.64x10° M) nebivolol ¢ozeltisi 6 defa YPSK cihazina verilmis ve elde
edilen sonuclar istatistiksel olarak degerlendirilmistir. Pik alanlarinin
degerlendirilmesinde yoOntemin kesinligini arttirmak amaciyla diizeltilmis pik
alan1 (DPA) degerleri de hesaplanmustir.

Dogrusallik

Yontemin dogrusalligini belirlemek i¢in nebivolol derisimine dogrusal yanit
iireten calisma araligi incelenmistir. Bunun i¢in 1.03x10° M ile 5.15x10° M
derisim aralifinda nebivololiin 5 farkli derisimde c¢ozeltileri hazirlanmigtir
(1.03x10°, 2.06x10°, 3.09x10°°, 4.12x10° ve 5.15x10° M). Bu ¢ozeltiler, 3 set
halinde hazirlanarak ii¢ ayr1 giinde cihaza verilmistir. Elde edilen sonuglar en
kiigtik kareler yontemine gore degerlendirilerek kalibrasyon egrilerine ait egim,
kesim noktasi, korelasyon katsayisi, egim ve kesimin standart hata (SH) degerleri
hesaplanmustir.

LOD-LOQ
Yontemin LOD ve LOQ hesaplamalarinda kalibrasyon egrisinin kesim

degerlerinin standart sapmasi (SS), kalibrasyon egrisinin egimine bdliinerek elde
edilen oran kullanilmistir. LOD, bu oranin 3.3 ile ¢arpilmasiyla, LOQ ise ayn
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oranin 10 ile carpilmasiyla hesaplanmustir. Ilgili hesaplamalar bulgular kisminda
verilmektedir.

Kesinlik ve dogruluk

Yontemin kesinligini ve dogrulugunu belirlemek icin Oncelikle kalite kontrol
standard1 olarak hazirlanan ve kalibrasyon egrisinin hazirlandigir derisim
araliginda bulunan ti¢ farkli derisimdeki (1.55x10° M, 3.09x10° M ve 4.64x10™°
M) standart nebivolol ¢dzeltisi, ii¢ giin boyunca 6 defa YPSK cihazina verilmis ve
pik alan1 olarak elde edilen sonuglar istatistiksel olarak degerlendirilmistir.

Yontemin matriks ortaminda dogrulugunu ve kesinligini arastirmak icin, tableti
olusturan etkin madde disindaki maddelerden olusan bir matriks ortami
hazirlanmasi, etkin maddenin bu matrikse eklenmesi ve yapilan 6l¢lim sonunda
matriks ortamindaki % geri kazanim belirlenmesi yolu izlenmistir. Cizelge 1°de
verilen yardimec1 maddeler; ortalama tablet agirligi ve nebivolol igerigi goz oniine
alinarak belirtilen oranlarda karigtirilmis ve tablet matriks ¢ozeltisi hazirlanmistir.

Cizelge 1. Tablet Matriks Cozeltisini Hazirlamak I¢in Kullanllan Yardime1 Maddeler ve
Yiizdeleri

Kullanilan Yardimci Maddeler Yiizdeleri (%)
Hidroksi Propil Metil Seliiloz 7
Laktoz Monohidrat 60
Magnezyum Stearat 1
Polietilen Glikol 4000 5
Nisasta 5
Povidon 5

Talk 1
Titanyum Dioksit 1

Dogrusallik araliginda yer alan derisimlere karsilik gelecek sekilde segilen 3 farkli
nebivolol derisimi (1.90x10°, 3.77x10° ve 5.66x10° M) matriks ortamima
eklenerek hazirlanan ve nebivolol igeren matriks ¢dzeltisinden seyreltilerek
hazirlanmis ve cihaza verilmistir. Her bir derisim i¢in ii¢ ayr1 glinde 6 kez analiz
yapilmig ve sonuglar istatistiksel olarak degerlendirilmistir. Elde edilen sonuglar
icin % geri kazanim, % bagil hata (BH) ve % BSS degerleri hesaplanmustir.

Saglamhik

Tim parametrelerin incelenmesi i¢in analizde kullanilan standart nebivolol
¢ozeltisi 3.09x10°° M olarak hareketli faz icinde seyreltilerek hazirlanmustir.
Yontemin saglamliginin incelenmesi i¢in optimum deneysel parametrelerde kiiciik
ve planl degisiklikler yapilmistir. Her deneysel parametre i¢in yukarida belirtilen
nebivolol ¢ozeltisi cihaza 3 defa enjekte edilerek pik alani yanitlar1 elde edilmis
ve optimum kosullarda aynmi derisimdeki nebivolol ¢dzeltisinin yanitlari
karsilastirilarak degerlendirilmistir.
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Deneysel c¢alismalarda kullanilan akis hiz degeri olan 0.9 mL/dak + 0.1 birim
degistirilerek 0.8 mL/dak ile 1.0 mL/ dak akis hizinda her bir deger icin yapilan ii¢
nebivolol enjeksiyonu i¢in pik alan1 yanitlari incelenmistir.

ACN:formik asit (50 mM) (25:75, h/h) hareketli faz bilesimi + 2 birim
degistirilerek ACN:formik asit (50 mM) (27:73, h/h) hareketli faz bilesimi ve
ACN:formik asit (50 mM) (23:77, h/h) hareketli faz bilesimi her bir deger i¢in
yapilan {i¢ nebivolol enjeksiyonu i¢in pik alan1 yanitlar1 incelenmistir.

Ayirma kolonunun i¢inde bulundugu termostat iinitesi 30°C’de caligtirtlmistir. Bu
parametre + 1.0°C degistirilerek 29 ve 31°C’de yiiriitiilen deneylerde her bir deger
icin yapilan {i¢ nebivolol enjeksiyonu i¢in pik alani yanitlar: incelenmistir.

Dalga boyu ile ilgili olarak yapilan c¢alismalarda uyarma dalga boyu 282 nm ve
yayma dalga boyu 312 nm degerleri + 2 birim degistirilerek dort farkli sekilde
caligtlmistir. Bu ¢aligmada uyarma ve yayma dalga boylart sirasiyla 280-308 nm,
280-312 nm, 284-308 nm ve 284-312 nm olmak iizere degistirilmis ve her bir
deger i¢in yapilan ii¢ nebivolol enjeksiyonu icin pik alani yanitlar incelenmistir.

Tablet ¢ozeltisi

Gelistirilen YPSK yonteminin nebivolol analizi i¢in uygulanabilirligini gostermek
amaciyla farmasotik preparatinda nebivolol miktar tayini gergeklestirilmistir.
Bunun igin yerel eczanelerden saglanan Ibrahim Ethem Ulagay (Istanbul,
Tiirkiye) firmasinin iiretimi olan ve etken madde olarak 5 mg nebivolol igerdigi
bilinen Vasoxen® tablet analiz edilmistir. Tablet numunelerinin hazirlanmasi i¢in
5 mg nebivolol igeren 10 adet tablet agirlig1 tam olarak tartildiktan sonra ortalama
tablet agirligr 223.26 mg olarak bulunmustur. Daha sonra tabletler havanda toz
edilmis ve agzi siki kapanan koyu renkli cam bir siseye konulmustur. Bir tabletin
ortalama agirligina karsilik gelen miktar tam olarak tartildiktan sonra 10 mL
MeOH ile ¢6ziilmiis ve 10 dak siireyle ultrasonik banyoda bekletilmistir. Bu
sekilde hazirlanan tablet stok ¢o6zeltisi analize hazirlanmak {izere seyreltiimeden
once 5000 rpm’de 10 dak santriflij edilmistir. YPSK yoOntemi ile yapilacak
tayinlerde, tablet stok ¢ozeltisi kullanilarak nebivolol son derigimi belirtilen
dogrusal aralikta olacak sekilde ii¢ farkli derisimde seyreltmeler yapilmis ve 6rnek
cozeltileri analiz edilmistir.

Karsilagtirma yontemi olarak kullanilan UV-Spektrofotometri yonteminde MeOH
icerisinde hazirlanmis 1.03x10° M nebivolol ¢ozeltisi hacimce % 10 MeOH
icerisinde 5.16x10” M derisime seyreltilerek 200-600 nm dalga boyu araliginda 1
cm’lik kuartz hiicreler i¢cinde UV spektrumu kaydedilmistir. Kor olarak hacimce
% 10 MeOH kullanilmigtir. En yiiksek absorbansin oldugu dalga boyu degeri
280.5 nm olarak belirlenmistir. Dogrusal aralig1 belirlemek ve kalibrasyon egrisini
olusturmak icin absorbans degerleri 0.2-0.8 araliginda olacak sekilde hazirlanmasi
gerekli nebivolol derisimleri hesaplanmistir. Kalibrasyon egrisini olusturmak icin
5.16x107 ve 1.55x10* M derisim araliginda bes farkli derisimde nebivolol
cozeltisi hazirlanmis ve 280.5 nm de absorbanslart olgiilmiistiir. Korelasyon
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katsayis1 yliksek dogrusal esitlikler elde edilmesinin ardindan tablet
numunelerinde nebivolol tayinine gegilmistir.

Yukarida belirtilen sekilde hazirlanmig stok tablet numunesi ¢ozeltileri hacimce %
10 MeOH ile gerekli derisime seyreltilerek 280.5 nm dalga boyunda aborbanslari
Ol¢lilmiigtiir. Tablet numune ¢ozeltilerinin nebivolol yanitlar1 kalibrasyon
esitliginde ¢oziilerek tabletlerin nebivolol igerigi ve ylizde nebivolol miktarlar
hesaplanmustir.
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BULGULAR VE TARTISMA

Bu calismada YPSK kullanilarak dogal floresansa sahip oldugu tarafimizdan
belirlenen nebivolol i¢in miktar tayinine olanak saglayan bir yontem gelistirme ve
farmasdtik formu olan tabletlerinde nebivolol tayini yapilmasi hedeflenmistir.

YPSK ile yapilan ayirmalarda, bazik numunelerin tayininde silika bazli kolonlarin
kullanilmast durumunda silanol etkilesimleri pik sekillerinin bozulmasina ve
kolon verimliliginin azalmasina neden olur. Asidik pH degerinde hazirlanan
hareketli fazlar bu tip numuneler icin daha iyi kolon performansi saglayabilir.
Diistik pH’l1 yontem genellikle daha kararli (rugged) bir ortam saglar, ¢iinkii bazik
bilesikler pH’daki kiigiik degisikliklerden daha az etkilenirler. Yontem gelistirme
caligmalarinda ayirmanin saglanmasi i¢in farkli pH degerlerinin gerekliligi
konusunda bir bilgi bulunmuyorsa baslangi¢ i¢in en iyi yol pH<3 olan hareketli
fazlar ile ¢alismaktir. Asidik ters faz kolonlar ve pH>6 durumunda bir silika bazli
kolonlar i¢in herhangi bir pH degerinde silanol gruplarinin iyonize olma olasilig1
vardir. Bu iyonize silanoller protonlanmis bazlar1 veya diger katyonlar1 iyon
degisimi islemi ile kuvvetle alikoyabilirler. Tampon derisiminin artirilmasi,
tampon katyonlarinin artan yarigmasina bagli olarak numunedeki biitiin katyonik
numune iyonlarinin alikonmasini azaltabilir. Silanol etkilesimi bazik numuneler
icin dizayn edilmis bir kolon secilerek de azaltilabilir. Bu tip kolon dolgulari i¢in
kullanilan silika ¢ok asidik silanollerin sayisini azaltmak i¢in tiretilir. Biitiin silika
temelli kolonlar yiizeylerinde aktif silanoller igerir ancak bunlarin numune
alikonmasi lizerine etkisi iyonize silanol derisimini azaltmak icin diisilk pH
degerindeki (2<pH<3.5) hareketli fazlar kullanilarak azaltilabilir (Synder ve ark,
1997).

Bu calismada yukarida séz edilen bilgilerden hareketle asidik bir hareketli faz
secilmesi, bazik numuneler icin dizayn edilmis bir kolon kullanilmast ve
nebivolol i¢in floresan karakteristiklerinin belirlenmesi baslangic noktasini
olusturmaktadir.

Yapilan literatlir arastirmasinda, nebivolol tayini ile ilgili ¢alismalar, genellikle
cesitli hareketli faz ortamlar1 ve ters faz kolon tipleri ile YPSK yontemi
kullanilarak alikonmanin gergeklestirilmesi ve UV detektor kullanilarak saptama
ile kolondan c¢ikan maddenin tayinini igermektedir (Doshi ve ark., 2008;
Dhandapani ve ark., 2008; Dahndapani ve ark., 2009; Joshi ve ark., 2008; Gowda
ve ark., 2009; Sahoo ve ark., 2008; Shah ve ark., 2008a; Shah ve ark., 2008b;
Kachhadia ve ark., 2008). Kolon tipleri olarak Cs ve C;g kolonlar cesitli
boyutlarda kullanilmistir. Hareketli faz olarak ACN, MeOH, fosfat tamponu veya
formik asiti c¢esitli oranlarda igeren sulu asidik ortam ¢ozelti karigimlari
kullanilmistir. Nebivolol i¢in pKa degeri 8.22 (Joshi ve ark., 2009) olarak
bildirilmektedir. Asidik ortam sekonder amin grubu tasiyan bilesigin
protonlanarak daha polar bir yapiya kavugmasma katki saglamasi bakimindan
onemlidir. ACN ve MeOH gibi organik ¢oziiciiler ise ters faz sivi kromatografi
uygulamalarinda yaygin kullanilan hareketli faz bilesenleridir.
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Floresans dedektoriin spektrum alma fonksiyonu kullanilarak yapilan ¢aligmalarda
nebivololiin MeOH igeren ve asetik asitli ¢dzlicii ortamlarinda uyarma dalga boyu
282 nm, yayma dalga boyu 310 nm olan spektrumlar1 cihazin floresans dedektorii
yardimi ile gozlenmistir. ACN:formik asit (50 mM) (25:75, h/h) igeren hareketli
faz icerisinde hazirlanmis 3.09x10° M nebivolol i¢in kaydedilen absorpsiyon ve
emisyon spektrumlar1 Sekil 3 ve 4’te verilmektedir. Goriildiigii gibi s6z edilen
hareketli faz bilesiminde de 282 nm’de bir absorpsiyon maksimumu, 310 nm’de
ise bir emisyon maksimumu bulunmaktadir. YPSK ¢alismalarinda séz edilen bu
dalga boylar1 tim deneysel siirecte piklerin saptanmasi sirasinda kullanilmstir.

[ ] FLD1,4.431(12.5LU,Em Ex=282)
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Sekil 3. Nebivololiin Uyarma Spektrumu, 282 nm
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Sekil 4. Nebivololiin Yayma Spektrumu, 310 nm

Mevcut literatiir bilgilerinden hareketle azotlu polar bilesiklere daha kolay analiz
olanagi saglayan bir kolon tipi olan Ce-fenil dolgusuna sahip bir kolon
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kullanilmasi zorunlu goriilmiistiir. Bu amacgla Gemini Ce-fenil kolon saglanarak
yontem gelistirme c¢aligmalarinin bu kolon ile yiiriitiilmesi uygun goriilmiistiir.
Asidik ortami saglamak icgin asetik asit iceren bir hareketli faz hazirlanmasi
diisiiniilerek % 1 asetik asit iceren MeOH ve ACN igeren sulu ¢ozelti ortami ile
deneysel ¢alismalara baglanmistir.

MeOH igerisinde hazirlanan 1.03x10° M nebivolol ¢ozeltisi kullanilarak yapilan
caligmalarda cesitli oranlarda MeOH -asetik asit karistmindan olusan hareketli faz
sistemleri incelenmistir (Cizelge 2). MeOH:asetik asit (% 1.0, h/h), h/h olmak
iizere 40:60, 35:45 ve 45:55 oranlarinda kullanilarak kromatogramlar
kaydedilmistir. Ayrica asetik asit miktarinin etkisini degerlendirmek icin asetik
asit ylizdesi % 0.5-1.5 araliginda degistirilmistir. Bu ¢ozeltilerin pH degerleri 3.2-
3.4 araliginda Sl¢iilmiistiir. Her bir hareketli faz bilesimi i¢in nebivolol ¢ozeltisi 3
defa enjekte edilerek alikonma zamanlari ve pik alanlari tekrar edilebilirligi
degerlendirilmistir.

Cizelge 2. 1.03x10° M Nebivolol Cozeltisi icin MeOH ve Asetik Asit iceren Hareketli
Fazlarda Alilkonma Zamam ve Pik Alanlarimin incelemesi

Hareketli faz pH | Alikonma Zamam* (dak) Pik Alant*
(Ortalama + SS) (Ortalama + SS)
MeOH:Asetik asit (% 1.0) (45:55,h/h) | 3.33 2.939 £ 0.022 696389 + 10191
MeOH:Asetik asit (% 1.0) (40:60, h/h) | 3.29 3.091 + 0.607 667261 + 1289
MeOH:Asetik asit (% 1.0) (35:65,h/h) | 3.22 12.805 810092
MeOH:Asetik asit (% 0.5) (40:60, h/h) | 3.41 5.352+0.0113 1187196+ 23400
MeOH:Asetik asit (% 1.5) (40:60, h/h) | 3.20 5.860 + 0.0819 1340801+ 92010

*n=3

Alikonma zamanlar1 {izerinde organik ¢oziicli orani etkili olmustur. Asetik asit
miktarin artirilmasi alikonma zamaninda artisa neden olmustur. 40:60 oraninda
MeOH:asetik asit iceren karisimin alan tekrar edilebilirligi iyi olmakla birlikte (%
BSS = 0.193) alikonma zamani i¢in tekrar edilebilirlik olduk¢a yiiksek (% BSS =
19.63) bulunmustur. Incelenen hareketli faz ortamlarinin tamaminda solvent front
piki cok genis bir sekilde belirmektedir. Ayrica daha ge¢ alikonma zamanlarinda
nebivolol pikleri olduk¢a genis tabanli olarak tekrar edilebilir alan degeri
vermeyen kosullarda elde edilmektedir.

Cesitli oranlarda ACN-asetik asit karisimindan olusan hareketli faz sistemlerinin
incelenmesi amaciyla MeOH igerisinde hazirlanan 1.03x10° M nebivolol ¢ozeltisi
kullanilarak ¢aligmalar yapilmistir (Cizelge 3). ACN:asetik asit (% 1.0, h/h), h/h
olmak iizere 40:60 ve 30:70 oranlar1 ve asetik asit miktarinin etkisini
degerlendirmek ic¢in asetik asit ylizdesi % 1.5 olacak sekilde ACN:asetik asit
40:60 oranm1 kullanilarak kromatogramlar kaydedilmistir. Bu ¢ozeltilerin pH
degerleri 3.2-3.3 araliginda Olciilmiistiir. Her bir hareketli faz bilesimi icin
nebivolol ¢ozeltisi 3 defa enjekte edilerek alikonma zamanlar1 ve pik alanlari
tekrar edilebilirligi degerlendirilmistir.

26



@» ANADOLU UNIVERSITESI

Cizelge 3. 1.03x10° M Nebivolol Cozeltisi i¢in Asteonitril ve Asetik Asit iceren Hareketli
Fazlarda Alilkonma Zamam ve Pik Alanlariin incelemesi

Hareketli faz pH Alikonma Zamant* (dak) Pik Alant*
(Ortalama + SS) (Ortalama = SS)
ACN:Asetik asit (% 1.0) (40:60, h/h) | 3.33 1.129 + 6.43x10” 445955 + 88175
ACN:Asetik asit (% 1.5) (40:60, h/h) | 3.22 1.139+£0.0182 564396 £ 7012
ACN:Asetik asit (% 1.0) (30:70, h/h) | 3.20 1.358 £ 0.0228 634097 + 8087

*n=3

ACN-asetik asit karisiminda nebivolol pikleri olduk¢a erken alikonma
zamanlarinda ve dar tabanlh elde edilmistir. Ancak bu hareketli faz sisteminde
MeOH kullanilarak yapilan kor enjeksiyonlarda nebivolol alikonma zamanina
karsilik gelen zamanda hayalet pikler her enjeksiyonda goézlenmektedir. Alan
degeri nebivolol alanlarinin yaklasik % 6’sina karsilik gelmektedir. Hayalet pikler
MeOH:asetik asit (% 1.0, h/h), (40:60, h/h) hareketli faz sisteminde yapilan
kontrollerde de gozlenmistir ve MeOH pik alani nebivolol i¢in elde edilen pik
alaniin yaklasik % 6’sina karsilik gelmektedir.

Hayalet pik kaynagi olabilecek cihaz aksami olarak loop’dan gelen kirlilik
olasilig1 goz oniine alinarak loopda bulunan kirlilikleri temizlemek ve hayalet pik
gozlenme olasiligini ortadan kaldirmak amaciyla kolon ¢ikarildiktan sonra loop
boliimii 1 N nitrik asit ¢dzeltisi ile yitkanmistir. Daha sonra sicak sodyum dodesil
siilfat (SDS) (50 mM) ¢ozeltisi ile kolona kadar olan aksam 1.5 saat yikanmustir.
Sonrasinda sicak su ile 1 saat daha yikama yapilarak loop ve kolona kadar olan
aksamin temizlenmesi saglanmistir. Bu iglemlerden sonra yine kolona kadar olan
kistm % 80 ACN ile 30 dak yikanmustir. Ancak tiim ¢abalara karsin hayalet pikler
gbzlenmeye devam etmistir.

Gowda ve arkadaglarmin (2009) yaptigir ¢alismada % 0.03 formik asit sulu
cozeltisi ilavesinin pik simetrisini iyilestirdigi ve hayalet pikleri uzaklastirdigi
belirtilmektedir. S6z konusu ¢aligmada ACN-% 0.03 formik asit (pH 3.3) (65+35,
h/h) hareketli faz ortamimin kullanildig1 ve Luna C,g kolon ile ayirmalarin uygun
sekilde saglandig1 bildirilmektedir. Benzer hareketli faz bilesimi hazirlanarak
yapilan ¢aligmalarda Ce-fenil kolonda alikonma gbzlenmemis, olasilikla nebivolol
hareketli faz ile birlikte kolonu terk etmistir.

ACN:formik asit (% 0.03) (25:75, h/h) iceren daha polar bir hareketli faz sistemi
hazirlanarak nebivolol kromatogramlar1 kaydedilmistir. Ayrica MeOH:formik asit
(% 0.03, h/h), ACN:asetik asit (% 0.03, h/h) ve ACN:fosfat tamponu (5.0 mM, pH
3.02) hareketli fazlar1 da nebivolol yanitlarimin degerlendirilmesi ig¢in
incelenmistir.
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Cizelge 4. 1.03x10° M Nebivolol Cozeltisi i¢in Farkl Hareketli Fazlarda Alikonma Zaman
ve Pik Alanlarinin incelemesi

Alikonma Zamani* Pik Alant*
Hareketli faz pH (dak) (Ortalama £SS)
(Ortalama + SS)
ACN:Formik asit (% 0.03) (25:75, h/h) 3.03 2.635+0.0339 776959 + 22686
MeOH:Formik asit (% 0.03) (30:70, h/h) 3.62 Pik gozlenmedi.
MeOH:Formik asit (% 0.03) (40:60, h/h) 3.20 6.289 + 0.0987 815746 + 28501
ACN:Asetik asit (% 0.03) (25:75, h/h) 3.06 2.415+0.0473 869452 + 73739
ACN:fosfat tamponu (5.0 mM) (25:75, h/h) | 3.06 8.288 £0.123 1418924 + 28340

*n=3

ACN:formik asit (% 0.03) (25:75, h/h) iceren hareketli faz sisteminde hayalet
pikler olduk¢a azalmis, baz1 enjeksiyonlarda kaybolmustur. Alikonma zamani ve
pik alani tekrar edilebilirligi (% BSS degerleri alikonma zamant igin 1.28, pik
alan1 icin 2.92) oldukea iyi goriinmektedir. Bu sistemde daha dar tabanli pikler
elde edilmistir. Alikonma zamani erken olmasina karsin miktar tayinine izin
verecek kosullara yakin sonuglara ulagildigina karar verilmistir.

Olasi hareketli faz arastirmalar1 MeOH:formik asit (% 0.03, h/h) 30:70 ve 40:60
oranlar1 i¢in degerlendirilmistir (Cizelge 4). 30:70 MeOH:formik asit iceriginde
nebivolol piki elde edilememistir. 40:60 oranindaki bilesim i¢in ise alikonma
zamani ve pik alani tekrar edilebilirligi (% BSS alikonma zamani i¢im 1.57 ve pik
alant i¢in 3.49) uygun degildir ve pikler oldukca genis tabanli olarak elde
edilmistir. MeOH ile yapilan kor enjeksiyonlarda hayalet pikler gdzlenmistir.

Asidik ortam saglamak amaciyla pH 3.02 olan 5.0 mM fosfat tamponu
hazirlanmis ve ACN:fosfat tamponu (25:75, h/h) hareketli faz sisteminde
nebivolol yanitlar1 incelenmistir (Cizelge 4). Yaklasik 8.3 dak’da beliren ve ¢ok
genis tabanl pikler elde edilmistir. MeOH ile yapilan kor enjeksiyonlarda hayalet
pikler gézlenmistir.

ACN:formik asit (% 0.03, h/h) (25:75, h/h) iceren hareketli faz sistemine geri
doniilerek ardisik bes enjeksiyon i¢in alikonma zamanmi ve pik alani tekrar
edilebilirligi arastirilmistir. Alikonma zamani i¢in 2.454 + 0.0357 dak, pik alani
icin 840294 + 10733 degerleri elde edilmistir.

YPSK yonteminde kesinligi arttirmak i¢in IS yaygin olarak kullanilmaktadir.
ACN:formik asit (% 0.03, h/h) (25:75, h/h) igeren hareketli faz sisteminde
nebivolol tayininde ydntem kesinliginin artirilmasima olanak saglayacak IS
bulmak icin cesitli standart maddeler yaklasik 1.0x10° M derisimde cihaza
verilmis ancak ya IS madde i¢in pik gézlenmemis veya nebivolol piki ile ¢akisan
pikler elde edilmistir.

IS olarak incelenen maddeler arasinda metoprolol, karbamazepin, naproksen,
betoksolol, dihidroksibenzil amin ve metil paraben nebivolol ile ayni alikonma
zamaninda pikler vermis ve hareketli faz bilesiminde yapilan degisiklikler
belirtilen IS adaylarimin nebivolol pikinden ayrilmasina olanak vermemistir. IS
bulunmasi ile ilgili calismalara daha fazla devam edilmemistir.
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Silanol etkilesimini azaltmak, hayalet piklerin var olmadigi tekrar edilebilir
alikonma zamanmi ve pik alani elde etmek amaciyla formik asit derisiminin
artirilldig1 kosullarda nebivolol yanitlart incelenmesi diisiiniilmiistiir. Formik asit
derisimi 50 mM degerine artirilarak ACN:formik asit (25:75, h/h) igeren hareketli
faz sisteminde nebivolol i¢in uygun sonuglar elde edilmistir. Formik asit
derisiminin artiritlmasi nebivolol alikonma zamaninin artmasina neden olmakla
birlikte 4 dak dolayinda alikonma zamani analiz i¢in uygun bir siiredir. Ayrica
kolon firin termostati, yaz mevsimi sicaklik kosullarina uyum gostermesi amact
ile 30°C’ye ayarlanmistir. Bu kosullar altinda teorik plaka sayist metrede
22306.67, kuyruklanma faktorii 1.14 ve kapasite faktorii 3.96 olarak
belirlenmistir.

Ayrilmanin saglanmasinin ardindan, ydntemin cihaz kesinligini belirlemek
amaciyla nebivolol icin tekrar edilebilirlik degerleri incelenmistir. Bu amacgla,
standart nebivolol (1.55x10°, 3.09x10° ve 4.64x10° M) cozeltileri, alti defa
YPSK cihazina verilerek elde edilen alikonma zamanlart ve pik alanlar
degerlendirilmistir. Pik alanlarinin ve yontemin kesinliginin degerlendirilmesinde
diizeltilmis pik alanlarn da dikkate alimmistir (Alanngsivoror/Alikonma
zamaninggivorLor). Nebivolol i¢in iiretilen yanit degerleri kullanilarak istatistiksel
degerlendirmeler yapilmistir ve sonuclar Cizelge 5’te verilmektedir.

Cizelge 5. Standart Nebivolol i¢in Tekrar Edilebilirlik Sonuclar:

Nebivolol | Alikonma zamani (dak) Pik Alani DPA
oo
e(rli/%ml Ortalama =SS | % BSS | Ortalama +SS | % BSS | Ortalama +SS | % BSS
-6
(11-15:5’;1)0 4185+0.003 | 0.071 | 42.4+02 047 | 10.12+£0.045 | 0.444
-6
?1'10:9’;1)0 4.18320.004 | 0095 | 859£04 | 047 | 20.54+0088 | 0431
-6
?1'163’;1)0 4170+0.008 | 0.192 | 1317403 | 026 | 31.58£0.139 | 0.442

Pik alan1 ve DPA degerlerinin esdeger yanitlar iirettigi goriilmektedir. Azotlu
bilesiklerde yaygin olarak karsilasilan alikonma zamani kayma problemi
kullanilan deneysel kosullar i¢in bir sorun olusturmamaktadir. Deneysel
calismanin bundan sonraki kisminda nebivolol yanitiyla ilgili degerlendirmelerde
pik alan1 degerleri kullanilmistir.

Nebivolol tayini i¢in en uygun cihaz ve analitik kosullar olarak Gemini C¢ fenil
kolon varliginda ACN:formik asit (50 mM) (25:75, h/h) hareketli faz sistemi, 0.9
mL/dk akis hizi, 10 mL enjeksiyon hacmi, 282 nm uyarma dalga boyu ve 310 nm
yayma dalga boyu belirlenmistir. Optimum kosullarda elde edilen nebivolol
kromatogrami Sekil 5’te verilmektedir.
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Sekil 5. 3.093x10° M Nebivolol Standart Cézeltisinin Optimum Kosullarda Elde Edilmis
Kromatogram

YPSK Yonteminin Validasyonu

Optimizasyonu gerceklestirilen YPSK yonteminin gegerliliginin gdsterilmesi
amaciyla segicilik, kesinlik ve dogruluk, dogrusal aralik, LOD, LOQ ve saglamlik
gibi validasyon parametreleri ICH kriterlerine dayanarak incelenmistir (ICH,
2005).

Dogrusal aralik

Dogrusal araligmin incelenmesi igin, 1.03x10° M ile 5.15x10° M derisim
araliginda bes farkli derisimdeki nebivolol ¢ozeltisi, YPSK cihazina verilerek ii¢
ayr1 giinde kromatogramlar1 kaydedilmis, elde edilen pik alani degerleri derisim
degerlerine kars1 grafige gegirildiginde kalibrasyon egrilerinin dogrusal oldugu
goriilmiis ve sonuclar en kiigiik kareler yontemine gore degerlendirilmistir.
Yontemin belirtilen derisim araliginda elde edilen yiiksek korelasyonlu
dogrusalligini gosteren sonuclar Cizelge 6’da verilmektedir.

Cizelge 6. YPSK Yontemi ile Dogrusal Arahk icin Elde Edilen Sonuclar

Giin I¢i .

1. Giin 2. Giin 3. Giin G“(‘:lle:r ﬁ;)a“

(n=5) (n=15) (n=15)
Egim 34470000 34370000 34080000 34310000
Kesim -2.180 -1.820 -1.240 -1.747
r 0.9996 0.9997 0.9999 0.9965
Egimin SH degeri 633500 605300 543900 290800
Kesimin SH degeri 2.166 2.070 1.860 0.9945
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LOD ve LOQ

Nebivololiin YPSK yontemi ile LOD ve LOQ degerlerinin belirlenmesi i¢in LOD,
kalibrasyon egrisinin kesim degerlerinin SS’si kalibrasyon egrisinin egimine
boliinerek elde edilen degerin 3.3 ile ¢arpimi kullanilarak 4.56x10® M olarak
hesaplanmistir. LOQ ise, aym1 oranm 10 ile carpmm kullamilarak 1.38x107 M
olarak hesaplanmistir.

Kesinlik ve dogruluk

Yontemin kesinligini ve dogrulugunu belirlemek icin Oncelikle kalite kontrol
standard1 olarak hazirlanan ve kalibrasyon egrisinin hazirlandigi derisim
araliginda bulunan ti¢ farkli derisimdeki (1.55x10° M, 3.09x10° M ve 4.64x10°°
M) standart nebivolol ¢dzeltisi, ii¢ giin boyunca 6 defa YPSK cihazina verilmis ve
pik alan1 olarak elde edilen yanitlar istatistiksel olarak degerlendirilmistir.

Cizelge 7. Kalite Kontrol Standartlari ile Elde Edilen Kesinlik ve Dogruluk Sonuclar:

.. Nebivolol Ortalama + SS % Geri

Ginler derigimi (n=16) 70 BSS 7o BH Kazanim
1 1.53x10°+5.94x10° | 0.388 -1.29 98.95
2 1.55x10°M | 1.55x10°+5.52x10” | 0.356 0 99.96
3 1.58x10°+ 1.50x10™ 0.951 1.93 102.09
1 3.10x10°+ 1.36x10° | 0.438 0.32 100.37
2 3.09x10°M | 3.09x10°+ 1.45x107 0.469 0 99.99
3 3.10x10°+ 1.13x10™® 0.364 0.32 100.40
1 4.76x10°+ 1.25x107 0.263 2.58 102.57
2 4.64x10°M | 4.63x10°+ 1.15x10® 0.248 -0.21 99.82
3 4.78x10°+ 5.64x10” 0.118 3.02 103.10

Cizelge 7’ye gore, incelenen nebivolol ¢ozeltilerinin pik alanlar1 giin i¢i tekrar
edilebilirlik degerleri % 2’nin olduk¢a altindaki % BSS degeri ile tekrar
edilebilirlik kriterlerine olduk¢a uygun gériilmektedir. 4.64x10° M nebivolol
derisimi icin BH degerleri biraz yiliksek olmakla birlikte yontemin giin igi ve
giinler aras1 6l¢iimlerde dogru sonuglar iirettigi soylenebilir (Shah ve ark., 1992).

Yontemin matriks ortaminda dogrulugunu ve kesinligini arastirmak icin, tableti
olusturan etkin madde disindaki maddelerden olusan bir matriks ortami
hazirlanmasi, etkin maddenin bu matrikse eklenmesi ve yapilan 6l¢lim sonunda
matriks ortamindaki % geri kazanimin belirlenmesi yolu izlenmistir. Kalibrasyon
egrisinin verilen araliginda bulunan ii¢ farkli derisimdeki nebivolol ¢dzeltisinin
(1.90x10°, 3.77x10°® ve 5.66x10° M) matriks ¢ozeltisine eklenerek karistirilmasi,
her bir derisim i¢in 6 defa YPSK yontemi ile analiz edilmesi ve nebivolol
icerigine karsilik gelen pik alan1 degerlerinin kalibrasyon esitliginde ¢oziilmesi ile
hesaplanan % geri kazanim ve % BH degerleri ve kesinlik i¢in % BSS degerleri
Cizelge 8’de verilmektedir.
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Cizelge 8. Matrix Ortaminda Yontemin Kesinligi ve Dogrulugu icin Elde Edilen Sonuclar

.. Nebivolol Ortalama + SS % Geri
Ginler derigimi (n=26) 70 BSS 70 BH Kazanim
1 1.96x10°+ 1.30x10° |  0.661 3.16 103.49
2 1.90x10° M 1.85x10°+ 1.88x10® 1.016 -2.63 97.58
3 1.89x10°+ 1.59x10° | 0.843 -0.53 99.69
1 3.95x10°+ 1.04x10° | 0.263 4.77 104.64
2 3.77x10° M 3.69x10°+ 8.52x107 | 0.231 212 97.82
3 3.67x10°+2.35x10° | 0.640 -2.65 97.40
1 5.99x10°+ 1.64x10° | 0.275 5.83 105.87
2 5.66x10° M 5.62x10°+ 1.45x10° | 0.258 -0.71 99.27
3 5.54x10°£2.19x10° | 0.396 212 97.89

Cizelge 8’de goriildiigii gibi yontemin dogrulugunu gosteren % BH ve kesinligi
gosteren % BSS degerleri 1. giin disinda elde edilen degerlere gore % 2 ve
altindadir ve validasyon kriterlerine uygun bulunmaktadir (ICH, 2005). Bu
sonuglara gore tablet igindeki yardimci maddelerin nebivolol tayininin
dogruluguna etkisinin olmadig1 sdylenebilir.

Spesifiklik

Spesifiklik biitiin validasyon islemlerinde bir yontemin gegerli kilinmasi i¢in en
onemli parametredir. Kromatografik yontemler i¢in bir ayirma isleminin
gelistirilmesi spesifikligin yani biitiin potansiyel numune bilesenlerinin varliginda
uygulanan ydntemin analitin yanitin1 dogru 6l¢gme kapasitesinin gosterilmesini
icerir.

Matriks ortami olarak Geregler kisminda aktif olmayan tablet icerigi bilesimi
hazirlanmig ve kromatogrami alinmistir (Sekil 7). Matriks ortaminda hazirlanan
nebivolol ¢ozeltisinin kromatogrami (Sekil 6) ile karsilagtirildiginda onerilen
yontemin sadece nebivolol igin spesifik kabul edilebilecek yanitlar tirettigi
goriilmektedir.

[] FLD1A, Ex=262, Em=310
W w©

0 ‘ I 4 T T P o
Sekil 6. Matriks Ortaminda 3.09x10"® M Nebivololiin Kromatogrami
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Sekil 7. Nebivolol igermeyen Matriks Ortaminin Kromatogrami
Saglamlik (Robustness)

Saglamlik, yontem parametrelerinde kiigiik degiskenliklerle ilgili olarak analit
yanitinin giivenilirligini gosterir. YPSK yonteminin saglamliginin test edilmesi
icin optimum deneysel parametrelerde kiiclik degisiklikler yapilarak kaydedilen
nebivolol ¢ozeltilerinin (3.09x10° M) pik alam degerlerinin % BSS degerleri
hesaplanmis ve Cizelge 9°da sunulmustur. Elde edilen diisiik % BSS degerleri
(<2) yontemin saglamligin1 géstermektedir.

Cizelge 9. YPSK Yonteminin Saglamlik Testi Sonuclari (3.09x10°° M Nebivolol, n=3)

Degistirilen Parametre % BSS
Akis Hizi

0.8 mL/dak 0.37
1.0 mL/dak 1.29

Hareketli faz bilesimi

ACN:Formik asit (50 mM) (27:73, h/h) 0.40
ACN:Formik asit (50 mM) (23:77, h/h) 0.27
Kolon firin1 sicaklig:

29°C 0.35
31°C 0.11
Dalga Boyu (nm)

Ex: 280 nm Em: 308 nm 0.13
Ex:280nm Em: 312 nm 0.26
Ex: 284 nm Em: 308 nm 1.32
Ex: 284 nm Em: 312 nm 0.87
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Nebivolol Iceren Tabletlerde Miktar Tayini

YPSK yonteminin uygulamasi, 5.0 mg nebivolol i¢erdigi bilinen ticari tabletlerde
miktar tayini yapilarak gosterilmistir (Sekil 8). Deneysel kisimda tarif edildigi
sekilde hazirlanan tablet numuneleri optimum kosullarda analiz edilmistir. Elde
edilen sonuglar, dogrusallik bdliimiinde verilen giinler arasi esitlikte ¢oziilerek
nebivolol igeren tabletlerdeki miktarlar ve karsilik gelen yiizdeleri hesaplanmustir.
Tablet bilesenlerinden kaynaklanan ve olgiimleri etkileyecek diizeyde girisim
gozlenmemistir.  Yapilan istatistiksel ~degerlendirmeler, Cizelge 10°da
sunulmaktadir.

] FLD1A, Ex=282, Em=310

Sekil 8. Nebivolol Tablet Cozeltisinin Kromatogrami

Cizelge 10. YPSK ile Tabletlerde Nebivolol Miktar Tayini Sonuclar:

YPSK UV-Spektrofotometri
Nebivolol (mg) % Nebivolol Nebivolol (mg) | % Nebivolol
Ortalama (n= 8) 4.99 99.76 4.95 98.99
SS 0.017 0.344 0.029 0.574
% BSS 0.345 0.345 0.580 0.580

UV-Spektrofotometri  yontemi tabletlerde nebivolol miktar tayini ig¢in
karsilastirma yontemi olarak degerlendirilmistir. % 10 MeOH (h/h) kor olarak
kullanilmis ve bu ortamda 5.16x10”° M derisimdeki nebivolol ¢ozeltisinin 200-
600 nm dalga boyu araliginda 1 cm’lik kuartz hiicreler i¢inde kaydedilen UV
spektrumu spektrumu Sekil 9’da verilmektedir. En yliksek absorbansin oldugu
dalga boyu degeri 280.5 nm olarak belirlenmistir. Kalibrasyon egrisini olusturmak
icin 5.16x10” ve 1.55x10™* M derisim araliginda bes farkli derisimde nebivolol
cozeltisi hazirlanmis ve 280.5 nm’de absorbanslar1 6l¢iilmiistiir. Kalibrasyon
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esitligi en kiigiik kareler yontemine gore degerlendirilerek A = 5966.77 C (M)-
0.0887, r = 09998 esitligi elde edilmistir. Burada A, 280.5 nm de Oolgiilen
absorbans degerine, C ise molarite olarak nebivolol derisimine karsilik
gelmektedir.

0,511 . . ;

0,400 - -

Abs.
1

0,200 B

0,000

-0,050 1 1 1
200,00 300,00 400,00 500,00 600,00
nm.

Sekil 9. Nebivololiin UV spektrumu, 280.5 nm

Geregler boliimiinde tarif edildigi sekilde hazirlanan stok tablet numunesi
cozeltileri hacimce % 10 MeOH ile gerekli derisime seyreltilerek 280.5 nm dalga
boyunda aborbanslar1 Olg¢lilmiistiir. Tablet numune ¢o6zeltilerinin nebivolol
yanitlar1 kalibrasyon esitli§inde c¢oziilerek tabletlerin nebivolol igerigi ve %
nebivolol miktarlar1 hesaplanmistir. Elde edilen sonuglar Cizelge 10°da
verilmektedir.

USP (Amerikan farmakopesi) 29 farmakopesinde, birim etken madde igerigi i¢in
saglanmas1 gerekli bulunan kosullar bildirilmektedir (The United States
Pharmacopeia, 2006). Farmakopeye gore, 10 adet tablet dl¢imii yapilmasinin
ardindan etkin madde iceriginin % 90-110 aralifinda bulunmasi ve 6l¢iimiin %
BSS degerinin ise % 6’dan az veya esit olmas1 gereklidir. Gelistirilen yontemle
yapilan Slgiimlerde, 5.0 mg nebivolol igerdigi bilinen Vasoxen® tablet igerigi
farmakopenin gerektirdigi aralikta bulunmustur. Olgiimlerin % BSS degeri %
6’dan oldukg¢a azdir.
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SONUC ve ONERILER

YPSK, kolay otomasyonu, duyarliligi, yiiksek tekrar edilebilirligi, kisa analiz
siiresi, basitligi, hizi, az miktarda numune gerektirmesi gibi nedenlerle analitik
kimyada 6nem kazanmis bir yontemdir. Dogruluk ve kesinlik gerektiren ilag
analizi laboratuvarlarinin vazgegilmez cihazlarindan en énemlisi YPSK cihazidir.
Diger yontemlerle karsilagtirildiginda kantitatif amacla en fazla kullanilan
yontemlerden biri olarak karsimiza ¢ikmaktadir.

Bu calismada, oncelikle nebivolol tayini i¢cin Onerilen YPSK kromatografisi
yontemi i¢in en uygun cihaz ve analitik kosullar belirlenmistir. Bu kosullarin
belirlenmesi i¢in Gemini Cs fenil kolon ile ayrilmasi planlanan nebivolol i¢in
saptama dalga boylar1 belirlendikten sonra hareketli faz ve bilesimi, incelenerek
nebivolol alikonma zamani ve pik alanina olan etkileri degerlendirilmistir.
Nebivolol tayini i¢in en uygun cihaz ve analitik kosullar Gemini Cs fenil kolon
varliginda ACN:formik asit (50 mM) (25:75, h/h) hareketli faz sistemi, 0.9
mL/dak akis hizi, 10 mL enjeksiyon hacmi, 282 nm uyarma dalga boyu ve 310 nm
yayma dalga boyu olarak belirlenmistir. Bu kosullarda nebivolol piki 4 dak’da
goriilmektedir.

Nebivolol analizi i¢in en uygun kosullar belirlendikten sonra dogrusallik, LOD,
LOQ, dogruluk ve kesinlik, segicilik ve saglamlik gibi gecerlilik parametreleri
incelenerek yontemin gecerliligi gosterilmistir. Tiim gegerlilik parametreleri igin
% BSS degerlerinin % 2’nin oldukga altinda oldugu % BH ig¢in ise kabul edilebilir
sonuglar elde edildigi belirlenmistir.

Gelistirilen YPSK yontemi ile ticari tabletlerde yapilan nebivolol igerik analizi
sonucunda % nebivolol iceriginin USP 29 (The United States Pharmacopeia,
20006) belirtilen icerik kosullarini sagladigi belirlenmistir.

Onerilen yoéntemin dogrusal aralig1 0.42-2.09 pg/mL olarak belirlenmis, LOD ve
LOQ 18.5 ng /mL ve 55.9 ng/mL olarak hesaplanmigtir. Bu yontemle duyarls,
spesifik, kesin ve dogru sonuglar iiretildigi gosterilmistir. Ilerideki ¢aligmalarda
uygun bir IS varliginda biyolojik 6rneklerde yapilacak tayinlerde uygulanabilir
olacagi umulmaktadir.
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