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ONSOZ
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azaltilmig oldu. Deneyler sirasinda ufak ylizey problemleri disinda herhangi bir
soruna rastlanmadi.
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nebivololiin tabletlerindeki miktar tayini i¢cin 6nerilmektedir.

Ozgiir ve laik bir Tiirkiye’de bilimsel arastirma olanagm bize kazandiran yiice
onderimiz Mustafa Kemal ATATURK ’e,

Bilgi ve tecriibesiyle calismalarimi her zaman destekleyen, her konuda yol
gosteren Saym Hocam Prof. Dr. Muzaffer TUNCEL e,

Yiiksek lisans siirem boyunca bendeki emegi i¢in minnet bor¢lu oldugum, her
zaman yammda olan, sabir ve hosgdriiyle bugiinlere gelmemde ¢ok bilyiik katkis
olan degerli hocam Prof. Dr. Dilek DOGRUKOL-AK’a,

Varligryla her an giic veren, birlikte gecirdigimiz zamanlarin giderek daha da
anlam kazandig1 dostum ve sevgili hocam Aras. Gor. Dr. Arin Giil DAL a,

Tez deneylerim sirasinda laboratuvar zamanlarimizi paylastigimiz, her zaman
moral veren, her tiirlii yardimima kosan hocalarim Aras. Gor. Dr. Erol SENER ve
Aras. Gér. Dr. Duygu YENICELI’ye,

Yiiksek lisansim boyunca verdikleri destegi hicbir zaman unutmayacagim
hocalarim Prof. Dr. Kadriye BENKLI, Yar. Dog. Dr. Nafiz Oncii CAN ve Ogr.
Gor. Dr. ITham EROZ POYRAZ’a,

Bize biraktig1 en biiyiik miras olan diiriistliikle, her zaman diiriist olmay1, emek
vererek kazanmay1 6greten canim dedem Selahattin AKTAS a,

Beni bugiinlere getiren ailem ve her zaman yanimda olan Ozkan COLAK’a
sonsuz tesekkiirlerimi sunarim.

il



NEBIVOLOL’UN KAPIiLER ELEKTROFOREZ YONTEMI iLE
TABLETLERINDE MiKTAR TAYINi

OZET

Nebivolol tigiincii nesil beta bloker ajandir ve hipertansiyon tedavisi igin
kullanilir. Bu ¢aligmada basit, dogru ve hizli bir kapiler elektroforez yontemi
nebivolol hidrokloriir’iin tablet dozaj formunda tayini icin gelistirilmistir. Ic
standart olarak 3-4 dihidroksibenzil amin kullanilmistir. Tampon derisimi, tampon
pH s1, organik ¢oziicii miktar1 ve tampon tipi sistematik olarak arastirilmis ve
nebivolol tayini i¢in en uygun kosullar belirlenmistir. Bu kosullar ¢alisma
tamponu i¢in %10 metanol (h/h) iceren 40 mM sodyum asetat ve 66 mM glasiyel
asetik asit (pH 4.2) ¢ozeltisi, ayirim voltaj1 i¢in 25 kV, enjeksiyon siiresi i¢in 0.5
sn’dir. Analiz UV detektorle 200 nm de yiiriitiilmiistiir. Belirtilen kosullarda i¢
standardin 4.2 dk, nebivolol hidrokloriir’iin 5.3 dk gé¢ zamanina sahip oldugu
gozlenmistir. Gelistirilen yontemin gegerliligi i¢in dogrusallik, kesinlik, secicilik,
dogruluk ve saglamlik parametreleri incelenmistir. Nebivolol hidrokloriir’iin
dogrusalligr 9.72 — 49.51 pg/mL araliginda incelenmis 5 basamakli kalibrasyon
seti ile yontemin giin i¢i ve gilinler arast dogrusalligi gdsterilmistir. Saptama ve
tayin smirlari sirastyla 2.61 ve 7.91 ug/mL olarak bulunmustur. Onerilen yontem
tablet dozaj formunda nebivolol hidrokloriir’iin tayini i¢in uygulanmis ve igerigi
5.166 £ 0.087 bulunmustur.

Anahtar Kelimeler: nebivolol, kapiler elektroforez, 3-4 dihidroksibenzil amin,
tablet
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DETERMINATION OF NEBIVOLOL IN ITS TABLETS WITH
CAPILLARY ELECTROPHORESIS

ABSTRACT

Nebivolol is a third-generation B;-selective B-blocker that is approved for the
treatment of hypertension. In this study simple, accurate and rapid capillary
electrophoretic method was developed and validated for the quantitation of
nebivolol hydrochloride in tablets. 3,4-Dihydroxybenzyl amine was used as an
internal standart. The effect of the buffer concentration, buffer pH, amount of
organic solvent and buffer type was systematically investigated on the separation.
The optimum conditions determined were as following, 40 mM sodium acetate
and 66 mM glacial acetic acid (pH 4.2) consisted of %10 (v/v) methanol for run
buffer, 25 kV for separation voltage and 0.5 sec for injection time. Analysis was
carried out with UV detection at 200 nm. The migration times were 4.2 min for
internal standard and 5.3 min for nebivolol hydrochloride. The method was
validated in terms of accuracy, precision, linearity, selectivity and robustness. The
method was linear over the range of 9.72 — 49.51 pg/mL. Limit of detection and
quantification were 2.61 and 7.91 ug/mL, respectively. The method was applied
to tablet dosage forms and nebivolol hydrochloride content of the tablets was
found 5.166 + 0.087.

Key Words: nebivolol, capillary electrophoresis, 3-4 dihydroxybenzyl amine,
tablet
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GIRIS ve AMAC

Nebivolol hidrokloriir (NBV), yiiksek diizeyde secici bir B; blokerdir. ilk kez 1995
yilinda Hollanda’da esansiyel hipertansiyon endikasyonu i¢in ruhsat almistir.
Damar diiz kaslar1 iizerine nitrik oksit (NO) etkili gevsetici etkiye sahiptir.
Ucgiincii nesil beta bloker ajandir (Sneha, 2009).

NBV’iin tabletlerindeki tayini i¢in ¢ogunlukla ters faz yiiksek performansli sivi
kromatografisi yontemi ve UV detektdr kullanilmigtir (Doshi ve ark., 2008; Sneha
ve ark., 2009; Sahoo ve ark., 2009; Tarte ve ark., 2009; Kokil ve ark., 2009;
Srinivasulu ve ark., 2009; Gupta ve ark., 2009; Patel ve ark., 2007; Dhandapani ve
ark., 2010; Gowda ve ark., 2009; Joshi ve ark., 2009; Yilmaz, 2010). Bu
calismalarin diginda NBV analizleri i¢in ¢esitli analitik yontemlerin kullanildig:
aragtirmalar yapilmistir. Gelistirilen bu yontemlerin arasinda, tandem Kkiitle
spektrometrisiyle birlestirilmis sivi kromatografi yontemi (Ramakrishna ve ark.,
2005; Selvan ve ark. 2007) ile insan plazmasinda, spektrofotometri yontemi (Shah
ve ark., 2009; Shirkhedkar ve ark., 2008; Rao ve ark., 2010; Gowda ve ark., 2009;
Mishra ve ark., 2007; Parambi ve ark., 2010) ve yiiksek performansli ince tabaka
kromatografisi yontemi (http-1, Patel ve ark., 2007; Shirkhedkar ve ark., 2010;
Reddy ve ark., 2007; Dhandapani ve ark., 2010) ile farmasoétik tabletlerde NBV
miktar tayini Onerilmektedir. Yapilan kaynak arastirmasinda NBV’iin kapiler
elektroforez yontemi ile tabletlerinde miktar tayinine olanak saglayan bir
calismaya rastlanmamustir.

Kapiler elektroforez, elektriksel bir alan altinda ve iletken bir ortamda yiiklii veya
yiiksiiz parcaciklarin kendi elektroforetik hareketleri ve ek olarak elektroozmotik
akis etkisi ile go¢ etmelerine dayanan bir yontemdir. Yiksek secicilik, hizli
ayirim, kapilerin uzun 6miirlii ve ucuz olmasi, az miktarda numune ve reaktiflere
gerek duyulmasi ve otomasyona uygunlugu ile kapiler elektroforez yontemi
bir¢ok analitik yonteme gore Ustlinliik tagimaktadir.

Kapiler elektroforezin bilinen dezavantaji, kisa 1sik yolu nedeniyle saptama
limitinin yliksek performansli sivi kromatografisi yonteminde oldugu kadar diistik
olmamasidir. Kat1 ve sivi faz ekstraksiyon yontemleri kullanilarak fiziksel olarak
bu olumsuzlugun ortadan kaldirilmasi yoluna gidilebildigi gibi, literatiirde
rastlanan biriktirme teknigi (stacking) ve kapiler elektroforezin diger calisma
tarzlart olan izotakoforez ve izoelektrik odaklama tekniklerinin uygulanmasi ile
10° M altindaki saptama sinirlarina ulagilabilmektedir (Shihabi, 2000).

Bu calismada, NBV’iin kapiler elektroforez yontemi kullanilarak tabletlerinde
NBV igeriginin tayini i¢in hizli ve kolay bir yontem gelistirilmesi ve gegerliginin
gosterilmesi amaglanmigtir. Kapiler elektroforez ydnteminin gecerliliginin
gosterilmesi amaciyla secicilik, kesinlik ve dogruluk, dogrusal aralik, tayin ve
saptama smir1 ve saglamlik gibi gecerlik parametreleri incelenmistir. Bulunan
sonugclar istatistiksel olarak degerlendirilmistir.



KAYNAK BILGISI
Nebivolol Hidrokloriiriin Kimyasal ve Fiziksel Ozellikleri

NBV kimyasal olarak 2H-1-benzopiran-2-metanol, alfa, alfa-
[iminobis(metilen)]bis[6-floro-3,4-dihidro- ya da 1-(6-flurochroman-2yl) — {[2-
(6-flurochroman-2-yl)-2 hydroxyethyl] amino} ethanol, HCI olarak adlandirilir.
Kapali kimyasal formiilii CyHysCIF,NO4 ‘tiir. Gergekte d-nebivolol (SRRR
OSR3’lii  dekstro-izomer konfiglirasyonu) ile Il-nebivolol (RSSS ORS;
konfigiirasyonlu levo-izomer) enantiyomerlerinin esit oranli, rasemik karigimidir
(Glingor, 2006). Acik kimyasal formiilii Sekil 1 ve Sekil 2° de verilmistir (http-2).

» HCI

m

+ HCI

Sekil 2. SRRR - ya da d-nebivolol hidrokloriir

Molekiil agirligi 441.94° tiir. Beyaz kristal yapilidir. N-N dimetil formamid,
metanol ve dimetil siilfoksitte ¢oziiniir. Polipropilen glikol, polietilen glikol ve
etanolde eser miktarda ¢oziiniir. Diklorometan, hekzan ve metil benzende az
miktarda ¢oziliniir (http-3). pKa degeri 8.22 olarak bildirilmektedir (Joshi ve ark,
2009).

Nebivololiin Farmakolojik Ozellikleri

Hipertansiyon, sistemik arteriyel kan basincinin devamli ytikselmesi ile kendini
gosteren bir kalp-damar hastaligidir. Hipertansiyon, zamanla kalpte ve arterlerde
geri doniissiiz degisiklikler yaparak ciddi kardiyovaskiiler komplikasyonlara yol
acmas1 ve sik goriilmesi nedeniyle 6nemli bir klinik sorun ve sagligi bozucu
onemli bir etken sayilir (Kayaalp, 2009).

Esansiyel (veya primer) ve sekonder hipertansiyon olmak {izere hipertansiyonun
iki tipi mevcuttur. Temel nedeni belli olmayan esansiyel hipertansiyon, olgularin
yaklasik %95 ‘ini olusturur. Olgularin geri kalan %5 ‘inde goriilen hipertansiyon
ise basta bazi bobrek hastaliklari, renovaskiiler hastaliklar, bazi1 endokrin
hastaliklar1 (baz1 tiroid, adrenal, paratiroid ve 6n hipofiz hastaliklar1 gibi) olmak
tizere arteriyel kan basincini yiikselttigi bilinen primer patolojik bozukluklara
baghdir. Kombinasyon tipi oral kontraseptifler, kortikosteroidler, siklosporin,
MAO inhibitorleri, eritropoietin ve sempatomimetik ilaclar veya efervesan dozaj



sekilleri i¢inde asir1 sodyum alinmasina bagli olarak ilaca-bagimli gecici sekonder
hipertansiyon da gelisebilir. Esansiyel hipertansiyon uzun yillar semptomsuz veya
komplikasyonsuz olarak seyreder. Bu sirada hastaligin tek gostergesi diyastolik
ve/veya sistolik kan basincinin yiikselmis olmasidir. Daha sonra, uzun siiren kan
basinct yiiksekliginin kalp, bobrek ve beyin gibi organlarin arterleri, diger yapilar
ve miyokard lizerindeki zararli etkisine bagli olarak yukarida sayilan ciddi
komplikasyonlar ortaya ¢ikmaya baglar (Kayaalp, 2009).

Vazodilator etkilerini olusturma mekanizmalar1 ve primer etki yerleri bakimindan
antihipertansif ilaglar, 8 gruba ayrnlirlar: 1. Diiiretikler, 2. Anjiotensin
doniistiirlicii enzim inhibitorleri ve anjiotensin reseptor blokerleri, 3. Kalsiyum
kanal blokdrleri, 4. Adrenerjik reseptor blokerleri, 5. Adrenerjik néron blokerleri,
6. Santral etkili sempatolitik ilaglar ve diger sempatolitikler, 7. Direkt etkili
vazodilatorler ve potasyum kanal acici ilaglar, 8. Sadece hipertansif kriz
tedavisinde kullanilan ilaglar. Adrenerjik reseptér blokerleri, beta-adrenerjik
reseptor blokerleri ve alfa-adrenerjik reseptdr blokerleri olmak iizere ikiye
ayrilirlar (Kayaalp, 2009).

Beta reseptor antagonistleri farmakolojik oOzelliklerine gore 3 kusak halinde
smiflandirilir. Birinci kusak beta reseptor antagonistleri nonselektif beta bloke
edici ilaglar olarak bilinirler. Ikinci kusak olanlar, kardiyoselektif beta reseptor
bloke edici ajanlardir. Ugiincii kusak beta reseptdr antagonistlerinin ise sayilan
ozelliklere ek olarak vazodilator etkileri vardir. Bu etki kan basincindaki diismeye
katki saglar. Uglincii kusak beta reseptdr antagonistlerinin vazodilatasyon
mekanizmalarinda; NO iretimi, B2 reseptdr agonistik etki, al reseptor
antagonistik etki, kalsiyum blokaj1, potasyum kanallarinin ac¢ilmasi ve antioksidan
etki rol oynar (Okutucu ve Aytemir, 2008).

NBV iiciincii nesil beta bloker ajandir ve hipertansiyon tedavisi i¢in kullanilir
(Judy ve Cheng, 2009). Hem NO saliniminin modiilasyonu yoluyla vazodilator
etki, hem de PB; — adrenoseptor antagonisti etkisiyle ¢ift etki mekanizmasi sunar
(Gilingor, 2006).

Rasemik karisimdaki enantiyomerlerin (d- ve l-nebivololiin) farkli 6zellikleri
vardir. Her ikisi de NO salinimiyla vazodilatasyon gerceklestirir. Ancak d-
nebivolol enantiyomeri yiiksek [; —adrenoseptor seciciligi ile karakterizeyken, 1-
nebivolol’de yiiksek dozlarda bile B-blokaj 6zelligi yoktur, I-NBV vazodilatasyon
tiretir ve d-izomerin negatif inotropik etkilerini azaltir (Giingor, 2006).

NBV’iin NO sistemi aktivasyonu aracilifiyla arter ve venlerde dogrudan
vazodilator etki gosterdigi bildirilmistir. NO’ya bagli vazodilatasyon NBV ile
saglanabilmekte, ancak alprenolol, nadolol, propranolol, karvedilol, seliprolol gibi
diger B-blokerler ile saglanamamaktadir (Gilingdr, 2006).

Antihipertansif ajan olan NBV’iin, NO aracilifiyla olusturduklar: sistemik
vazodilatasyon, selektif B; bloker 6zellikleri ile kan basinci kontrolii saglamanin
yaninda hedef organda koruyucu etki sagladig ileri siirtilmektedir. Diger beta-
blokerlerden daha iyi tolere edildigi ve yan etkisinin daha az oldugu



bilinmektedir. Bu 0Ozellikleriyle giivenilir bir antihipertansif ajandir (Dagli ve
Karaca, 2006).

Beta-blokerlerin glilkoz metabolizmasinin dengesini bozduklar1 bilinmektedir.
NBV’in insiilin duyarliligima herhangi bir olumsuz etkisi olmadig1 ve geleneksel
beta-blokerlerin aksine gliikkoz metabolizmasini bozmadig1 gosterilmistir. Ayni
calismada NBV’iin diger beta-blokerlerin aksine plazma lipidleri iizerine etkisiz
oldugunu bildirilmistir (Dagli ve Karaca, 2006).

Nebivolol’iin Farmakodinamigi
Nitrik Oksid Saliniminin Modiilasyonu

NBV diger B-adrenoseptor antagonistlerinden farkli olarak, koroner arterlerde
endotelyuma bagl gevsemeyi, NO sistemi yoluyla harekete ge¢irmektedir. Bu
etkilerin incelendigi ve kirk saglikli insan goniilliide yiiriitiilen bir ¢alismada, 6n
kol arterleri ve dorsal el venleri iizerinde NBV’ilin kan akimin1 arttirdig1 ve damar
direncini azalttig1r gézlenmistir. Yine bu ¢alisma ile NBV ile vaskiiler diiz kas
gevsemesinin, bir NOS inhibitérii olan L-NMMA koinfiizyonu ile bozuldugu
gosterilmistir.  Ayrica L-arjinin  infiizyonu, L-NMMA’nin neden oldugu
vazodilator yanit inhibisyonunu anlamli diizeyde azaltmaktadir. Burada kan akim
artisi ve damar direncinde azalmanin bir NOS inhibitéri olan L-NMMA ile
bozulmasi ve sonra L-arjinin infiizyonu ile bu inhibisyonun ortadan kalkmasi,
vazodilatasyonun L-arjinin /NO sistem aktivasyonuyla oldugu bulgularini
desteklemektedir (Giingor, 2006).

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

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

Nebivolol’iin Farmakokinetigi
Emilim

NBV’iin her iki enantiomeri de oral uygulamadan sonra hizla absorbe edilir.
NBV’iin absorpsiyonu yiyeceklerden etkilenmez; NBV yemeklerle veya ag
karnina alinabilir (http-4).

Oral uygulama sonrasinda pik plazma derisimine 0,52 saat i¢inde ulagilmaktadir.
Bu plazma derigimleri 1-2 saatlik yarilanma omrii ve bunu takip eden 10-44
saatlik terminal yarilanma Omriiyle azalir. Aktif hidroksi metabolitin yarilanma
Oomrii ortalama 20 saattir (Giingor, 20006).



Dagilim

Plazmada, her iki NBV enantiomeri albumine baglanabilmektedir. Plazma
proteinlerine baglanma SRRR-nebivolol i¢in %98.1, RSSS-nebivolol ig¢in ise
%97.9 dur (http-4).

Metabolizma ve Atilim

Ana metabolik yolu aromatik hidroksilasyondur. Diger yollar ise alisiklik,
oksidasyon, glukronidasyon ve N-dealkilasyon (art1 aromatik hidroksilasyon)’dur
(Giingor, 2006).

Metabolizmast hizli olan kisilerde, NBV enantiomerlerinin eliminasyon yari-
Omiirleri ortalama 10 saattir. Yavas olanlarda ise, bunlarin yari-dmiirleri 3-5 misli
daha uzundur. Metabolizmasi hizli olan kisilerde, her iki enantiomerin hidroksi
metabolitlerinin eliminasyon yari-Omiirleri ortalama 24 saattir ve metabolizmasi
yavas olan kisilerde bu siire iki kat daha uzundur (http-4).

NBV’iin plazma proteinlerine baglanma orani1 %98°dir ve ilag dncelikle alblimine
baglanir. Uygulamadan 1 hafta sonra, dozun %38’1 idrarla, %48’i fegesle atilir.
NBV’iin farmakokinetigi yas ile etkilenmez (Glingdr, 2006).

Kullanilan Yontemler
Kapiler elektroforez

Kapiler elektroforez (KE), yiiklii kimyasal bilesiklerin ayrilmalar1 ve tayinlerinde
kullanilmak iizere gelistirilmis modern bir analitik yontemdir. Ayirmada
kullanilan diger yontemlere gore kiigiik hacimli 6rnekler ile ¢alisilabilme, reaktif
sarfiyatinin az olmasi, ucuz ve dayanikli kapiler kolonlar, yiiksek verimlilikte ve
hizli ayirimlar gibi baz uistiinliikleri vardir (Baker, 1995).

KE, kapiler bir kolon i¢ine konan bilesenlerin, kolonun her iki ucundan uygulanan
yiiksek dogru akim potansiyeli ile ayrilmasi {izerine kurulmus bir ayirma
teknigidir. Bu teknikte molekiiller, yiik/kiitle oranlarna gore farkli hizlarda goc
ederek birbirlerinden ayrilirlar. Bu oranin biiyiik oldugu iyonlar elektrik alanda
daha hizli hareket ederler ve bdylece daha erken eliie olurlar. Yiik/kiitle oraninin
kiigiik oldugu iyonlar ise daha yavas hareket ederek, kapileri daha geg terk ederler
(Baker, 1995).



Asagidaki sekilde bir KE cihazi i¢in genel bir gosterim goriilmektedir (http-5).
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Sekil 3. KE cihazinin sematik goriiniimii

Kapiler kolon tampon ¢ozeltiyle doldurulur. Kapilerin uglar1 i¢inde ayni1 tampon
cozeltisiyle doldurulmus siselere daldirilirlar. Daldirilmis olan bu elektrotlara gii¢
kaynagindan elektrik alan uygulanir. Tampon c¢ozeltiye daldirilan elektrotlar
uygulanan yiiksek gerilimden etkilenmemeleri i¢in platinden yapilmislardir.
Numune kapilerin pozitif ucundan enjekte edilir. Igerisindeki bilesenler uygulanan
elektrik alanin etkisiyle negatif elektroda ge¢cmeye baslarlar. Bilesenler dedektor
oniinden gecerken tayin edilirler (Baker, 1995).

Kapiler elektroforezde bilesenlerin goc¢ hizlar1 {izerine etki eden iki kuvvet
bulunmaktadir. Bunlar elektroforetik etki ve elektroozmotik etkidir. Elektroforetik
gbe, yikli taneciklerin hareketliliklerinin farkli olmasi temeline dayanir. Her
bilesen kendi yiikiine ters isaretteki elektroda gitme egilimindedir. Uygulanan
elektriksel alan kapilerdeki ¢dzelti iizerinde bir kuvvet yaratir ve ¢ozelti kapiler
igerisinde hareket eder. Bu hareket de elektroosmotik go¢ olarak isimlendirilir.
Elektroosmotik hareketlilik, bilesenlerin elektroforetik hareketliliklerinden daha
blytiktiir. Kapiler girisi anot olarak kabul edildiginde negatif yikli anyonlar
pozitif yiiklii anoda dogru ¢ekilirler. Elektroosmotik akis, bilesenin elektroforetik
hareketliliginden daha biliyiikk oldugu icin anyonlar tamponla katota dogru
stiriiklenirler. Anyonlar bir taraftan anot tarafindan ¢ekilmeye devam edildikleri
i¢cin elektroosmotik akisa gére daha yavas hareket ederler. Boylece kapileri daha
gee terk ederler. Pozitif yiiklii tanecikler ise elektroosmotik akistan daha hizli
hareket ederler. Clinkii bir yandan negatif yiiklii katotun etkisi altindadirlar. Hem
elektroosmotik akis hem de elektroforetik hareketlilikle katota dogru hizla
stiriiklenir ve kapileri daha erken terk ederler. Yiiksiiz parcaciklar elektroforetik
hareketlilik gostermedikleri icin elektroosmotik akis hiziyla hareket ederler
(Baker, 1995).



Asagidaki sekilde elektroosmotik akis semasi gosterilmektedir (http-6).
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Sekil 4. Elektroosmotik akis semasi

Kapiler kolonun yiizeyinde bulunan negatif yiik, tampon c¢o6zeltiden pozitif
iyonlar1 ¢eker. Bunun sonucu elektriksel ¢ift tabaka olusur. Kapiler borunun orta
kisminda toplanan hareketli pozitif tanecikler, negatif elektroda dogru cekilerek
hizla hareket ederler. Bu esnada kendisine baglanmis ¢oziicii molekiillerini de
stiriiklerler. Boylece katoda dogru bir sivi akimi olusur. Elektroosmotik akisi
voltaj, pH, tampon derisimi ve sicaklik gibi faktorler etkiler. Bu akis sayesinde
anyon ve katyonlar tek bir analizle ayrilabilirler. Aymi kapiler ile polar
bilesiklerin, nonpolar bilesiklerin, kiral bilesiklerin, suda ¢6ziinen ve ¢dziinmeyen
molekiillerin, proteinler gibi bliyilk molekiillerin oda sicaklifinda, bir sivi
pompasina gerek duyulmaksizin diisiik basingta ayirma ve analizleri
yapilabilmektedir (Baker, 1995).

Nebivolol Tayini ile ilgili Calismalar
Son yillarda NBV tayinine yonelik ¢alismalar asagidaki gibi derlenmistir.

Ramakrishna ve arkadaglar1 (2004), NBV’iin insan plazmasindaki miktar tayini
icin bir elektrosprey tandem kiitle spektrometrisiyle birlestirilmis sivi
kromatografi yontemi gelistirmis ve gecerliligini gostermislerdir. NBV’iin
plazmadan ekstraksiyonu igin ¢oziicli olarak dietil eter/diklorometan’in (70/30)
kullanildig1 tek basamakli sivi-sivi ekstraksiyon yontemi Onerilmektedir. Analiz
Cis ters faz analitik kolonda su: asetonitril: formik asit (30:70:0.03, h/h) hareketli
faz sisteminde izokratik eliisyonla gerceklestirilmistir. Analiz siiresi 2 dk ve
kalibrasyon egrisi 50-10,000 pg/mL derisim araliginda dogrusal ol¢iilmiistiir.
Yontemin dogruluk, kesinlik, geri kazanim ve tekrar edilebilirligi bakimindan
gecerliligi gosterilmistir. Gozlenebilme sinir1 ve alt tayin smir1 10 ve 50 pg/mL
olarak bulunmustur. NBV ve i¢ standart olarak kullanilan tamsulosin igin
ortalama geri kazanim degerleri % 73.4 £ 3.7 ve % 72.1 £ 2.0 olarak bulunmustur.



Selvan ve arkadaglar1 (2007), NBV ve valsartanin eszamanli tayinine olanak
saglayan tandem kiitle spektrometre detektorlii sivi kromatografisi yontemi
gelistirmis ve bunu farmakokinetik caligmalara uygulamiglardir. NBV ve
valsartan plazmadan asetonitril kullanilarak ekstrakte edilmis ve ayirimda Cig
kolonu kullanilmistir. Hareketli faz sistemi asetonitril ve 0.05 mM formik asit
(50:50 h/h, pH 3.5) karisimindan olusmaktadir ve akis hizi1 0.25 mL/dk olarak
ayarlanmistir. NBV ve valsartan i¢in dogrusallik sirastyla 0.01-50.0 ng/mL ve
1.0-2000.0 ng/mL derisim araliginda saglanmistir. Yontemin alt tayin sinir1t NBV
icin 0.01 ng/mL, valsartan i¢in 1.0 ng/mL bulunmustur. Bu yontem, NBV ve
valsartanin sabit doz kombinasyonlarinin farmakokinetik calismalarina basariyla
uygulanmistir.

Doshi ve arkadaslar1 (2008), dogru ve tekrar edilebilir bir sivi kromatografi
yontemi gelistirmis ve bu yontemin NBV ve valsartanin kapsiil formlarinda
miktar tayinleri i¢in gecerliligini gostermislerdir. Kapsiil formunda NBV ve
valsartan icerigini belirlemek i¢in ters faz sivi kromatografik kolon ile tampon-
asetonitril (55:45, h/h) hareketli fazi kullanilmistir. Yontemin 06zgiinliik,
dogrusallik, gozlenebilme siniri, alt tayin siniri, kesinlik, dogruluk ve saglamlik
bakimindan gegerliligi gosterilmistir. Dogrusallik NBV i¢in 2-8 pg/mL ve
valsartan icin 32-128 pg/mL olarak bulunmustur. Her iki madde i¢in de
korelasyon katsayisi 0.9999 olarak hesaplanmistir. Sistemin ve yontemin giinigi
ve giinlerarasi kesinlik degerleri belirlenmistir. Yontemin dogrulugu NBV i¢in %
100.66 — 102.58 araliginda, valsartan i¢in % 101.17 — 101.85 araliginda
belirlenmistir. Onerilen yontem icin kii¢iik ama planl degisikliklerle saglamlig
gosterilmistir. Gelistirilen yontem NBV ve valsartanin kapsiil formunda birlikte
analizi i¢in uygun oldugu bildirilmektedir.

Joshi ve arkadaslar1 (2008), ¢ift katmanli tablet formiilasyonu halinde ticari olarak
bulunan NBV ve amlodipin’in eszamanli analizine olanak saglayan hizli ve kolay
bir s1vi kromatografi yontemi gelistirmislerdir. Etkin kromatografik ayirim (USP
L10) Hypersil BDS cyano, 5 um, 250 mm X 4.6 mm kolonunda, izokratik
sistemde basit bir hareketli faz bilesimiyle gerceklestirilmistir. Yontemin NBV ve
amlodipin’in birlikte analizi i¢in dogruluk, segicilik, hassaslik, saglamlik ve
kesinlik bakimindan gecerliligi gosterilmistir. Stres kosullarinda pargalanma
tirtinlerinin NBV ve amlodipin pikleri ile girisim vermedigi, NBV i¢in % 99.0 —
100.2 arasinda, amlodipin i¢in % 99.3 — 100.3 geri kazanim elde edildigi
bulunmustur.

Rao ve arkadaslar1 (2010), NBV’iin farmasétik formiilasyonlarinda miktar tayini
icin basit, duyarli ve yiiksek dogrulukta spektrofotometri ydntemi
gelistirmislerdir. Yontemin 4-60 pg/mL  derisim aralifinda Beer yasasina
uygunlugu gosterilmistir. Egim, kesim noktasi ve korelasyon katsayisi degerleri
de hesaplanmustir. Onerilen yéntem NBV’iin basit ve tablet formlarinda analizi
icin uygun bulunmustur. NBV’in analiz yiizdesi 98.75- 99.02 olarak
hesaplanmastir.

Chaudhary ve arkadaslar1 (2010), valsartan ve NBV’iin tabletlerdeki miktar tayini
icin yeni bir absorpsiyon oran yontemi gelistirmis ve gecerliligini gostermislerdir.
Valsartan ve NBV i¢in kalibrasyon egrisi 4-80 pg/mL derisim araliginda



belirlenmis NBV’lin maksimum dalga boyu 281 nm, es absorpsiyon noktasi 276.5
nm olarak bulunmustur. Geri kazanim c¢alismalarinda valsartan i¢in % 98.74—
101.27, NBV igin % 98.06-102.96 sonuglar1 elde edilmistir. Yontem basit, hizli
ve dogru olarak belirlenmis ve NBV analizleri i¢in uygulanabilir oldugu
bildirilmektedir. Bu sonuglara dayandirilarak oOnerilen yontemin s6z konusu
ilaglarin kombine dozaj formlarinin analizinde kullanabilirligi gosterilmistir.

Dhandapani (2006), NBV’iin tayini i¢in basit, hizli, 6zglin ve hassas bir yiiksek
performansl ince tabaka kromatografi (YPITK) yéntemi gelistirmistir (http-1).
Ayirim ig¢in silika jel G60F,s4 sabit faz olarak secilmistir. Hareketli faz sistemi
olarak, etil asetat: metanol: amonyak (8.5:1:0.5, h/h) karisgimi kullanilmastir.
Analiz 285 nm’ de fotometrik olarak yiriitilmiistiir. NBV’lin Ry degeri 0.52 +
0.02 olarak bulunmustur. Dogrusallik 250-1250 ng/spot derisim araliginda
bulunmus ve korelasyon katsayisi da 0.9994 olarak hesaplanmistir. Sonuglarin
dogruluk ve kesinlik bakimindan gecerliligi  gosterilmistir. Y Ontemin
gbzlenebilme sinir1 20 ng/spot, alt tayin sinir1 ise 50 ng/spot olarak bulunmustur.
Etkin madde miktar tayini USP &lgiitlerine gore yapilmugtir. Gelistirilen YPITK
yontemi NBV’iin tablet analizleri i¢in hizli, ucuz ve etkin bir yontem olarak
Onerilmektedir.

Shirkhedkar ve arkadaslari (2010), NBV’iin miktar tayinine olanak saglayan
yiiksek performansl ince tabaka kromatografi yontemi gelistirmis ve gegerliligini
gostermiglerdir. Yontemde sabit faz olarak 60F,s4 silika jel kapli kromatografik
aliminyum plakalar1 kullanilmistir. Hareketli faz olarak toluen: metanol:
trietilamin (3.8: 1.2: 0.2, h/h/h) sistemi kullanilmistir. Analiz 281 nm’de
gerceklestirilmistir. NBV icin R¢ degeri 0.33 + 0.02 olarak bulunmustur.
Dogrusallik, 500-3000 ng/spot derisim araliginda bulunmus, korelasyon katsayisi
0.9994 + 0.0002 olarak hesaplanmustir. Egim ve kesim noktasi degerleri, 127.39 +
19.53 ve 3.761 £+ 0.017 bulunmustur. Yo6ntemin gozlenebilme sinir1 63.10 ng/spot,
alt tayin sir1 ise 191.23 ng/spot olarak bulunmustur. Istatiksel veriler, yéntemin
ilag analizinde uygulanmasi i¢in tekrar edilebilir, secici ve dogru bir yontem
oldugunu gostermistir. Gelistirilen YPITK ydntemi NBV’iin teshisi ve miktar
tayini i¢in 6nerilmektedir.

Sahoo ve arkadaslar1 (2009), NBV’iin tabletlerindeki miktar tayini icin ters faz
yiiksek performansl sivi kromatografi yontemi gelistirmislerdir. Analiz Hypersil
ODS C,s kolonunda, hareketli faz olarak metanol-su (80:20, h/h) sisteminde, 1.0
mL/dk akig hiziyla, 282 nm de gergeklestirilmistir. IS olarak klorzoksazon
kullanilmistir. Alikonma zamanlart NBV i¢in 3.175 dk, klorzoksazon igin 4.158
dk’dir. Dogrusallik 1-400 pg/mL derisim araliginda elde edilmistir. Yontemin
gbzlenebilme sinir1 0.0779 pg/mL, alt tayin sinirt ise 0.2361 pg/mL bulunmustur.
Ortalama NBV miktar1 % 99.974 olarak hesaplanmistir. Yontemin hassaslik,
dogruluk ve kesinlik bakimindan gecerliligi gosterilmistir. Yontem NBV’iin
tabletlerindeki rutin miktar tayini ¢alismalari i¢in nerilmistir.

Parambi ve arkadaslar1 (2010), NBV’iin tabletlerindeki miktar tayini i¢in basit,
duyarli ve 0zgiin bir spektrofotometri yontemi gelistirmis ve gecerliligini
gostermiglerdir. Tetrahidrofuran iginde ilag en yiiksek absorbsiyonunu 301 nm de
gostermistir. Dogrusalligi 0.9999 korelasyon katsayist ile 5-60 ug/mL derigim



araliginda saglamistir. Yontemin gozlenebilme sinir1 ve alt tayin smir1 0.82 pg/mL
ve 2.76 pg/mL olarak bulunmugtur. Ortalama geri kazanim degeri % 99.3 olarak
hesaplanmis ve 2’nin altinda standart sapmayla iyi bir tekrar edilebilirlik
saglamigtir. Yontem NBV’lin miktar tayini ¢alismalari i¢in 6nerilmektedir.

Mishra ve arkadaslar1 (2009), 1:1 oranda NBV ve amlodipin besilat igeren tablet
icin iki maddenin eszamanli tayinine olanak saglayan iki spektrofotometri
yontemi gelistirmiglerdir. Coziicli olarak metanol kullanilmigtir. NBV en yiiksek
absorbansini 281 nm’de, amlodipin besilat ise 238 nm ve 360 nm’de gostermistir.
Gelistirilen 1. yontem ig¢in dalga boyu calisma araligir 238-281 nm secilmistir.
Gelistirilen 2. yontem i¢in ise dalga boyu araligr 281-360 nm olarak secilmistir.
Istatistiksel olarak yontemin gecerliligi gosterilmis ve geri kazanim ¢alismalariyla
dogrulugu onaylanmistir. Geri kazanim ¢aligmalar1 ve istatiksel veriler gelistirilen
1. yontemin iki maddenin es zamanl tayini i¢in daha dogru, kesin ve duyarl bir
yontem oldugunu gostermistir.

Tarte ve arkadaslar1 (2009), ayn1 formulasyonda NBV ve hidroklorotiyazid igeren
tabletlerde bu iki etken maddenin eszamanli tayini i¢in ters faz yiiksek
performansli sivi kromatografisi yontemi gelistirmislerdir. Analiz ODS C;5 (250 x
4.6 mm) kolonunda, pH ‘st ortofosforik asit ile 3.2 ‘ye ayarlanmis metanol: su
(60: 40, h/h) hareketli faz sisteminde gerceklestirilmistir. Akis hiz1 1.0 mL/dk ‘ya
ayarlanmis ve pikler 281 nm’ de izlenmistir. NBV ve hidroklorotiyazid i¢in
alitkonma zamanlar1 2.628 dk ve 7.042 dk’dir. Dogrusallik NBV i¢in 5-50 pg/mL
derisim araliginda, hidroklorotiyazid i¢in 12.5-125 pg/mL derisim araliginda
bulunmustur. Yontemin gegerliligi gosterilmistir.

Kokil ve arkadaslar1 (2008), NBV ve valsartanin tabletlerinde eszamanl
tayinlerine olanak saglayan bir ters faz sivi kromatografi yontemi gelistirmislerdir.
Analiz HIQ sil C;s kolonunda, 289 nm’de, 1mL/dk akis hiziyla, UV detektorle
gerceklestirilmistir. Iyon ¢ifti ajan1 olarak kullanilan hekzan-1-siilfonik asit
monohidrat sodyum tuzunun % 0.1 lik ¢ozeltisinden eklenerek hareketli faz
metanol:su (80:20, h/h) olarak hazirlanmistir. Yontemin LOD degerleri NBV igin
2.28 ug/mL, valsartan i¢in 17.58 pg/mL hesaplanmistir. LOQ degerleri NBV i¢in
6.92 pg/mL, valsartan i¢in 53.29 pg/mL hesaplanmistir.

Shirkhedkar ve arkadaslar1 (2008), NBV’iin tabletlerdeki tayini i¢in UV-
spektrofotometri yontemi gelistirmislerdir. Coziicii olarak metanol:su (3:7)
kullanilmigtir. Dogrusallik 291 nm’de 0.9997 korelasyon katsayisiyla 1070
ug/mL derisim araliginda bulunmustur.

Srinivasulu ve arkadaslar1 (2009), NBV’iin tablet formundaki miktar tayini i¢in
ters faz YPSK yontemi gelistirmiglerdir. Aymrim C;s3 kolonunda, su: metanol
(40:60) hareketli faz sisteminde, 1mL/dk akis hizinda 282 nm’de
gergeklestirilmistir. Klorzoksazon IS olarak kullanilmistir. Dogrusallik 0.9999
korelasyon katsayisiyla 5-100 pg/mL derisim araliginda bulunmustur. Geri
kazanim degerleri % 99.6-100.8 hesaplanmistir.

Gupta ve arkadaglar1 (2009), NBV ve hidroklorotiyazidin eszamanli miktar tayini
i¢in ters faz sivi kromatografi yontemi gelistirmiglerdir. UV detektor kullanilmig
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ve asetonitril: potasyum dihidrojen fosfat (50:50, h/h) hareketli faz sistemi
olusturulmustur. Akis hiz1 1.2 mL/dk ve dalga boyu 282 nm olarak ayarlanmstir.
Alikonma zamanlar1 hidroklorotiyazid i¢in 3.57 dk, NBV ig¢in 6.66 dk
bulunmugtur. Yontemin dogrusalligt NBV ve hidroklorotiyazid i¢in 8-32 mg/mL
(r=0.9995) ve 20-80 mg/mL (r=0.9998) olarak bulunmustur.

Patel ve arkadaglar1 (2007), NBV’iin miktar tayini icin ters faz yiiksek
performanslt sivi kromatografi (YPSK) ve yiiksek performansli ince tabaka
kromatografi yontemi (YPITK) olmak iizere 2 ydntem gelistirmiglerdir. YPSK
yontemi igin, C;3 Lichrospher kolonu, 50 mM potasyum dihidrojen fosfat:
asetonitril (45:55, h/h) hareketli faz sistemi kullanilmistir. Hareketli fazin akis hizi
1.0 mL/dk ve saptama dalga boyu 282 nm’ye ayarlanmistir. Alikonma zamani
3.76 £ 0.02 bulunmustur. YPITK yontemi icin hareketli faz olarak etil asetat:
toluen: metanol: amonyum hidroksit (1:6:2:0.1 h/h) sistemi kullanilmistir. Analiz
282 nm’de yiiriitiilmiis ve Rr degeri 0.33 + 0.02 bulunmustur. Dogrusallik YPSK
i¢in 10-150 pg/mL, YPITK icin 100-600 ng/spot bulunmustur. Saptama ve tayin
smir1 degerleri sirasiyla YPSK yontemi igin 2.0 ve 10 ug/mL ve YPITK yontemi
icin 30 ve 100 ng/spot olarak bulunmustur. Gelistirilen her iki yontem de NBV’iin
tabletlerindeki miktar tayini i¢in basariyla uygulanmistir.
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GERECLER

Kullanilan Kimyasal Maddeler

CH;COONa.3H,0 : Merck, Almanya
3-4 dihidroksibenzil amin : Sigma, Amerika
Glasiyel asetik asit : Merck, Almanya
HCl : Merck, Almanya
HC104 : Merck, Almanya
KH,PO4 : Merck, Almanya
Metanol : Merck, Almanya
NaOH : Merck, Almanya
Nebivolol hidrokloriir : Abdi Ibrahim fla¢ San. ve Tic. A.S,

Istanbul, Tiirkiye
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Kullanilan Cihazlar

Hassas Terazi

Kapiler

silika

KE

UV Detektor

Kaydedici (integratdr)

pH Metre

Ultra Saf Su Cihaz1

Ultrasonik Banyo

Vorteks Karistirici

: Ohaus, E12140, isvigre

: Agilent Technologies, Amerika
75 um i¢ cap, 363 pum dis caplt ergitilmis

: Thermo Separation Products, Spectra
Phoresis 100, Amerika

: Shimadzu, SPD-10A, Japonya

: Shimadzu, CR-7A, Japonya

: Electro-mag, M822, Tiirkiye

: Millipore, Amerika

: Ultrasonic, LC30, Almanya

: Nuvemix, NM110, Tiirkiye
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YONTEMLER
NBYV ve IS ile Yapilan Calismalar

Analitik caligmalarda bir maddenin analizini gerceklestirebilmek igin ilk Once
madde i¢in en uygun ¢oziicli ortaminin belirlenmesi gerekir. Kapiler elektroforez
yontemi ile nebivololiin analizini gerceklestirebilmek ic¢in kullanilan standart
maddenin ¢oziiniirligi arastirildi.

NBYV stok ¢ozeltisi i¢in uygun ¢oziiciiniin metanol oldugu belirlendi (http-3).

Analitik ¢aligmalarda giivenilirligi arttirabilmek i¢in IS yontemi kullanilmaktadir.
Yapilan deneyler sonucu 3-4 dihidroksibenzil aminin (DHBA) go¢ zamaninin
uygun olmasi nedeniyle IS olarak kullanilmasina karar verildi.

Yontemde IS olarak kullanilan DHBA’in ¢oziintirliik arastirmasi yapildiginda 0.1
M HCIOy i¢inde iyi ¢oziindiigi belirlendi.

Analizin basarili bir sekilde gergeklesebilmesi igin stok ¢ozeltiler belirlenen
coziiclilerde ¢oziilerek deney boyunca saklandi.

Nebivolol Standart Cozeltisi

Analizde kullanilan NBV standart ¢dzeltisi Abdi Ibrahim Ilag San. ve Tic. A.S
(Istanbul, Tiirkiye) firmasindan temin edildi.

Standart NBV’den 10.2 mg tartildi ve 25 ml balon joje icerisinde bir miktar
metanol ile ¢oziildiikten sonra 10 dk ultrasonik banyoda bekletildi. Daha sonra
banyodan alinan ¢6zelti metanol ile 25 mL’ye tamamlanda.

Stok derisimi 9.232x10™* M olarak hesaplandi. Hazirlanan stok oda sicakliginda
ve karanlikta saklandi. Gerekli biitiin seyreltme islemlerinde stok NBV ¢ozeltisi
kullanilda.

I¢ Standart Cozeltisi

Kullanilan DHBA (M.A. 220.07) standart ¢ozeltisi Sigma (Amerika) firmasinin
trtintidiir.

I¢ standart olarak DHBA nin analize hazirlanmas: i¢in 57.3 mg DHBA tartild1 ve
0.1 M HCIOy igerisinde ¢oziildiikten sonra 10 dk ultrasonik banyoda bekletildi.
Banyodan alinan ve tamamen ¢oziinen DHBA balon jojede 50 mL ye 0.1 M
HClO4 kullanilarak tamamlandi. Bu sekilde hazirlanan ¢6zeltinin derigimi
5.20x10° M olarak hesaplandi. Bu ¢dzeltinin analizlerde uygun derisimlerde
kullanilmast i¢in ¢ozelti 1/4 oraninda seyreltilerek ve analizler sirasinda daima
ayni miktarda kullanilarak analizler yiiriitiildi.

IS ¢ozeltisi daima 1.26x10™ M son derisimi saglayacak sekilde kullamldi. Enjekte
edilen her 6rnege 10 uL IS ¢ozeltisinden eklendi.
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Calisma Tamponu

546.5 mg sodyum asetat (CH;COONa.3H,0) tartild1 ve tizerine 0.4 mL glasiyel
asetik asit eklendi. Daha sonra ortama 10 mL metanol eklendi ve ¢6zlinmenin tam
olarak gergeklesebilmesi icin ¢Ozelti ultrasonik banyoda 20 dk bekletildi.
Cozlinmenin gergeklestiginden tam olarak emin olduktan sonra hazirlanan ¢ozelti
ultra saf su ile 100 mL hacme balon jojede tamamlandi.

Bu c¢ozeltinin pH s1 4.16 olarak 6lgiildii. Bu sekilde hazirlanan ¢ozelti 40 mM
sodyum asetat (NaAc) ve 66 mM asetik asit (AcAc) ve %10 (h/h) metanol
icermektedir. Tiim deneyler boyunca bu ¢ozelti galigma tamponu olarak kullanildi.

Cozelti ultrasonik banyoda bekletilerek hem ¢oziinme tam olarak gergeklestirildi
hem de ¢ozelti icindeki ¢oziinmiis olan gazlar ortamdan uzaklastirildi. Coziinmiis
olan gazlar analiz sirasinda girisim yapip analizi olumsuz etkileyeceginden
sisteme verilmeden oOnce kullanillacak tiim ¢ozeltiler ve calisma tamponu
ultrasonik banyoda bekletilerek ¢oziinmiis gazlar ortamdan uzaklastirildi.

Kullanilan Cihazlar

Cozeltilerin pH’s1 Electro-mag M822 model (Tirkiye) pH metre kullanilarak
ol¢iildii. Cihaz kullanimdan 6nce pH degerleri 4.00, 7.00 ve 10.00 olan standart
tampon ¢ozeltileriyle kalibre edildi.

Biitiin c¢ozeltilerdeki ¢Ozlinmiis gazlar ultrasonik banyo (Ultrasonic LC30,
Almanya) kullanilarak uzaklastirilda.

Analize hazirlanan Ornekler sisteme verilmeden vorteks karistirici (Nuvemix,
NM110, Tiirkiye) kullanilarak karistirildi.

Deneylerde kullanilan ultra saf su ultra saf su cihaz1 (Millipore, Amerika) ile
tiretildi ve kullanildu.

Cozeltisi hazirlanacak ve hassas tartim gerektiren maddeler hassas terazi (Ohaus,
E12140, Isvigre) ile tartild1 ve ol¢timler kaydedildi.

Kapiler Elektroforez
Cihazla Ilgili Kosullar

Thermo Separation Products, SpectraPhoresis 100 (Amerika) kapiler elektroforez,
Shimadzu CR-7A integrator (Japonya) ve TSP yiiksek voltaj gilic kaynagi ve
Shimadzu SPD-10A (Japonya) UV detektor kullanildi.

NBV’nin analizi KE’ye bagli UV detektor ile belirlenen 200 nm dalga boyunda,
IS olarak DHBA kullanilmasiyla gergeklestirildi. Ayirma islemleri i¢in 25 kV
potansiyel uygulandi. Injeksiyon igin 0.5 s siire kullanildi.

Yontemde kapiler olarak Agilent Technologies, Amerika firmasi {iriinii ve toplam
boyu 65.4 cm, etkin uzunlugu 50.8 cm olan kapiler kullanildu.
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Yikama iglemleri

Kapiler ilk kullanimda 30 dk 1 M NaOH ¢ozeltisi, 10 dk 0.1 M NaOH ¢ozeltisi,
10 dk distile su ve 10 dk ¢aligma tamponu ile yikanarak kosullandirildi.

KE cihaz1 her agilisinda 10 dk 0.1 M NaOH ¢ozeltisi, 10 dk distile su ve 10 dk
calisma tamponu ile yikandu.

Orneklerin analizleri arasinda kullanilan yikama programi sirastyla 2 dk 0.1 M
NaOH c¢ozeltisi ve 4 dk ¢alisma tamponu seklinde belirlendi.

Glnliik kullanimlarin sonunda 10 dk 0.1 M NaOH c¢ozeltisi, 10 dk distile su ile
yikandiktan sonra hava cekilerek birakildi.

Optimizasyon Calismalari

Caligmada KE yOnteminin optimizasyonu i¢in incelenen parametreler pH, tampon
derisimi, organik ¢dziicii miktar1 ve tampon cinsidir.

YoOntemin optimizasyonu i¢in standart bir 6rnek hazirlandi ve tiim incelemelerde
bu 6rnek kullanildi. Elde edilen veriler arasinda en uygun degere karar verebilmek
icin gd¢ zamanlari, pik alanlar1 ve pik normalizasyon oram1 (PNO) degerleri
dikkate alindi.

PH

Analiz i¢in uygun pH degerini belirlemek icin 4 farkli pH degerine sahip asetik
asit/sodyum asetat ve %10 (h/h) metanol iceren calisma tamponu hazirlandi.
Hazirlanan tamponlarin pH degerleri 1M HCl ile ayarlandi.

Calisilan tamponlarin pH degerleri sirasiyla 3.75, 4.16, 4.35, 5.16 olarak
ayarlandu.

Her bir 6rnek bu tamponlar igerisinde 0.5 sn enjeksiyon siiresi ve 25 kV
potansiyel uygulanarak analiz edildi. Her pH diizeyi i¢in standart 6rnek 2 kez
analiz edildi.

Pik gé¢ zamanlar1 ve morfolojileri goz oniine alinarak uygun pH belirlenmistir.
Tampon derisimi

Uygun tampon derigimini belirlemek i¢in asetik asit/ sodyum asetat oranlar1 ve pH
degerleri sabit kalmak kosuluyla asetik asit ve sodyum asetat derisimlerinde
degisiklikler yapilarak 5 ayr1 derisimde tampon ¢ozelti hazirlandi. Her bir tampon
%10 (h/h) metanol igerecek sekilde hazirlandi.

Hazirlanan tamponlar sirasiyla, (80mM NaAc/122mM  AcAc), (60mM
NaAc/99mMAcAc), (40mM NaAc/66mM AcAc), (20mM NaAc/33mM AcAc) ve
(10mM NaAc/17mM AcAc) bilesimindedir.

0.5 sn enjeksiyon siiresi ve 25 kV potansiyel ayarlanarak ornekler analiz edildi.
Her bir derisim i¢in 2 analiz, toplam 10 analiz yapildi.

Pik gb¢ zamanlart ve morfolojileri géz Oniine alinarak uygun tampon derigimi
belirlendi.
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Organik ¢oziicii yiizdesi

NBV c¢oziiciisii olarak metanol kullanildig: i¢in tampon bilesiminde belirli miktar
metanol kullanilmasina karar verildi. Uygun metanol ylizdesini belirlemek i¢in
tampon derisimi ve pH degerleri ayn1 kalmak kosuluyla 5 ayr1 tampon ¢ozelti
hazirlandi.

Kullanilan tampon ¢dézeltiler % 0, 5, 10, 20, 30 (h/h) metanol icerecek sekilde
hazirlandi.

Enjeksiyon siiresi 0.5 sn ve potansiyel 25 kV ayarlanarak her bir tampon igin 2
analiz toplam 10 enjeksiyon yapildi.

Pik go¢ zamanlar1 ve morfolojileri goz Oniline alinarak uygun ylizdede metanol
iceren tampon ¢ozelti belirlendi.

Tampon tipi

Tampon tipinin NBV’{in {izerindeki etkisini gorebilmek icin kullanilan asetat
tamponu ile ayn1 pH (4.2) ve ayni metanol yiizdesine (%10, h/h) sahip 100 mM
fosfat tamponu hazirlandu.

Pik gb¢ zamanlari, pik morfolojileri ve zemin giiriiltiisii dikkate alinarak uygun
tamponla ¢alismalara devam edildi.

Enjeksiyon siiresi ve potansiyel

Analize olanak saglayan ve uygun bulunan 25 kV potansiyel disinda potansiyel
degeri uygulanmadi.

Uygulanan 0.5 sn enjeksiyon siiresi lizerindeki enjeksiyonlar pik tabanlarinin
keskinligini bozdugu i¢in tercih edilmedi.

Validasyon Calismalari

Optimizasyonu gerceklestirilen kapiler elektroforetik yontemin gecerliliginin
gosterilmesi amaciyla secicilik, kesinlik ve dogruluk, dogrusal aralik, tayin ve
saptama sinir1 ve saglamlik gibi validasyon parametreleri incelenerek gerekli
deneyler gerceklestirildi.

Gelistirilen KE yonteminin gegerliliginin kanitlanmasi i¢in belirtilen validasyon
parametrelerine gore testte belirtilen gegerlilik kriterleri kullanildi. NBV ve IS’nin
ayrilmalarina olanak saglayan yontemin gegerliligi belirtilen parametre
calismalariyla gosterildi.

Yontemin gecerliligini gosterebilmek ve c¢aligmalari bilimsel bir temele
oturtabilmek icin validasyon calismalar1 deneylerin en 6nemli kismini olusturur.
Bir validasyon calismasinda incelenmesi ve hesaplanmasi gereken parametreler
Sekil 5’ te verilmektedir.
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SAGLAMLIK

LOQ KESINLIK

VALIDASYON

DOGRULUK

/

SECICILIK

\

DOGRUSALLIK

Sekil 5. Validasyon Parametreleri
Dogrusallik

Yontemin validasyonu i¢in dogrusal bir bolgede calisma gerekliligi nedeniyle
dogrusallik incelemesi yapildi. Bunun i¢in NBV’nin 5 farkli derisimde ¢ozeltileri
hazirlandi. Derisim degerleri 2.2x10° M ile 1.12x10™ M arasinda belirlendi.
Hazirlanan 5 farkli derisimdeki ¢ozelti, 3 set halinde hazirlanarak kalibrasyon
setleri olugturuldu. Ug ayr1 giinde &rnekler cihaza verildi. Her giin 5 analiz olmak
lizere toplamda 15 analiz giin i¢i ve giinler arasi olacak sekilde yapildi.

Derisim araligi belirlenen setler, 2.2x107, 4.48x10°, 6.72x10”, 8.96x10” ve
1.12x10™* M NBV icerek sekilde hazirland: ve analiz edildi. IS derisimi 1.26x107
olacak sekilde kullanildi.

Her set 3 farkli giinde analiz edilerek kalibrasyon egrilerine ait egim, kesim
noktasi, korelasyon katsayisi, egim ve kesimin standart hata degerleri hesaplandi.

Kesinlik

Yontemin kesinligini belirlemek i¢in NBV ve IS icin gé¢ zamani ve pik alani
tekrar edilebilirlikleri incelendi. Hazirlanan standart NBV ve IS ¢ozeltileri, ti¢ giin
boyunca 6 defa kapiler elektroforez cihazina verildi.

Enjeksiyonlar sonucu ydntemin giin i¢i ve giinler arasi kesinligi arastirildi ve
istatistiksel degerlendirmeleri yapildi. Degerlendirmeden gé¢ zamanlar1 ve pik
alanlar dikkate alindi. Pik alanlarinin degerlendirilmesinde yontemin kesinligini
arttirmak amaciyla pik normalizasyon oran1 (PNO) degerleri kullanildi.

Analizde kullanilan NBV “nin son derisimi 6.72x10™ M, IS ‘nin son derisimi ise
1.26x10™ M olacak sekilde hazirlandi
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Saptama ve tayin stnirt (LOD-LOQ)

Yontemin saptama ve tayin sinirlar1t hesaplamalarinda gilinler arasit kesinlige
karsilik gelen standart sapma degerinin kalibrasyon egrisinin egimine
bdliinmesiyle elde edilen oran kullanildi. Saptama sinir1 (LOD), bu oranin 3.3 ile
carpilmasiyla, tayin sinir1 ise aym oranin 10 ile ¢arpilmasiyla hesaplandi. Ilgili
hesaplamalar bulgular kisminda verilmistir.

Dogruluk

Yontemin dogrulugunu aragtirmak igin, tableti olusturan etken madde disindaki
maddelerden olusan bir matriks ortami (plasebo) hazirlanmasi, etken maddenin bu
matrikse eklenmesi ve yapilan 6l¢iim sonunda matriks ortamindaki yiizde geri
kazanim belirlenmesi yolu izlendi. Cizelge 1’de verilen yardimci maddeler;
ortalama tablet agirligit ve NBV icerigi goz Oniine alinarak belirtilen oranlarda
karistirildi ve tablet matriks ¢ozeltisi hazirlandi.

Cizelge 1. Tablet matriks cozeltisini hazirlamak icin kullanilan yardimci maddeler ve
yiizdeleri

Kullamilan Yardimc1 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 araligindan secilen 3 farkli derisimdeki NBV ¢ozeltisi (3.36x107,
6.72x10”° ve 1.01x10™ ) matriks ortamina eklenerek karistirilmasiyla elde edilen 3
coOzelti sirayla sisteme verildi. Her bir derisim i¢in 6 analiz yapildi ve sonuglar
degerlendirildi.

Her bir derisim i¢in yapilan 6 analiz sonucu, % geri kazanim, % bagil hata (%BH)
ve % bagil standart sapma (% BSS) degerleri hesaplanda.
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Saglamhik

Yontemin saglamliginin incelenmesi i¢in optimum deneysel parametrelerde kiiciik
degisiklikler yapildi.

Tiim parametrelerin incelenmesi i¢in analizde kullanilan standart NBV ¢ozeltisi
6.72x10” M olarak hazirland.

Optimizasyon deneyleri sonucu karar verilen pH degeri olan 4.2 degeri, saglamlik
calismalarinda +0.2 degistirilerek denendi. Calisilan tampon pH degerleri 4.0 ve
4.4 olarak ayarlandi ve standart NBV ¢ozeltisi ile iki farkli pH degerine sahip
calisma tamponlari ile 3 enjeksiyon gergeklestirildi.

Ayr1 pH degerlerinde yapilan analizler sonucu standart hata (SH) ve % BSS
degerleri hesaplandi.

Bir diger parametre olan tampon derisiminde de kiigiik degisiklikler yapilarak
analizler yapildi. Optimizasyonda 40 mM NaAc/66 mM AcAc olarak belirlenen
tampon derisimi saglamlik testinde 38 mM NaAc/68 mM AcAc ve 42 mM
NaAc/64 mM AcAc olarak degistirilerek ¢ozeltiler bu degerlere gore hazirlandi.
Her bir tampon i¢in standart NBV ile 3 ayr1 analiz yapildi.

Ayrt derisimdeki tamponlarda gerceklestirilen analiz sonuglarinin SH ve % BSS
degerleri hesaplandi.

Tampon ic¢indeki metanol (MeOH) miktar1 degistirilerek analizlere devam edildi.
Optimizasyon deneylerinde uygun bulunan %10 (h/h) MeOH degeri saglamlik
calismalarinda +2 degistirilerek denendi. %8 (h/h) MeOH ve % 12 (h/h) MeOH
iceren iki ayr1 ¢aligma tamponu hazirlandi.

Hazirlanan tampon ¢ozeltilerinin her birinde standart NBV ile 3 ayri enjeksiyon
yapild1 ve sonuglarin SH ve % BSS degerleri hesaplandi.

Diger bir parametre olan dalga boyunda da kii¢iik degisikliklerle analizler yapildu.
NBV ve IS ‘nin ayrilmasma olanak saglayan ve diizgiin pik morfolojileri ile
uygun bulunan 200 nm dalga boyu, saglamlik ¢alismalarinda £2 olacak sekilde
degistirildi. Cihaz lizerinden yapilan bu degisikliklerde ilk olarak dalga boyu 198
nm’ye digiiriildi. Standart NBV ile bu dalga boyunda 3 analiz gergeklestirildi.
Daha sonra cihaz {izerinden dalga boyu 202 nm olarak degistirildi. Ayn1 standart
NBYV c¢ozeltisi bu dalga boyunda da 3 kez analiz edildi.

Iki farkli dalga boyunda yapilan 6 analiz sonuglarmin SH ve % BSS degerleri
hesaplandi.

Yontemin bagka bir parametresi olan enjeksiyon siiresi ile de degisiklikler
yapilarak sonuglar degerlendirildi. Optimizasyon g¢alismalarinda uygun bulunan
0.5 sn enjeksiyon siiresi saglamlik deneylerinde +0.1 degistirildi. Cihaz {izerinden
yapilan degisikliklerde ilk olarak enjeksiyon siiresi 0.4 sn olarak ayarlandu.
Standart NBV c¢ozeltisi ile 3 analiz gerceklestirildi. Daha sonra enjeksiyon siiresi
0.6 sn olarak degistirildi. Bu enjeksiyon siiresi ile de standart NBV c¢ozeltisi ile 3
analiz yapildu.

Yapilan toplam 6 analiz sonuglari degerlendirildi ve SH ve % BSS degerleri
hesaplandi.

Bir diger cihaz parametresi olan potansiyel lizerinde de degisiklikler yapilarak
saglamlik deneylerine devam edildi. Optimizasyon deneyleri sonunda uygun
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goriilen 25 kV potansiyel saglamlik ¢alismasinda +1 kV degistirilerek analizler
yiiriitiildii. Ik olarak sistem potansiyeli cihaz {izerinden 24 kV olarak ayarlandu.
Girilen bu potansiyel degerinde standart NBV c¢ozeltisi ile 3 analiz
gerceklestirildi. Sonuglar kaydedildikten sonra sistem potansiyeli bu sefer 26 kV
olarak cihaz tizerinden degistirildi. Ayarlanan bu potansiyel degerinde de standart
NBV ¢ozeltisi ile 3 analiz yiiriitiildii.

Enjeksiyon degerlerinin degistirilmesiyle yapilan toplam 6 standart NBV
analizinin sonuclar1 degerlendirildi. Yapilan analizler i¢in SH ve % BSS degerleri
hesaplandi.

Saglamlik testi icin yapilan tiim degerlendirmelerin sonuclar1 ¢izelge 7’de
sunulmaktadir.

Piyasa tabletlerinden NBV tayini

Gelistirilen KE yonteminin NBV agisindan uygulanabilirligini  gostermek
amactyla farmasoétik preparatinda nebivololiin analizi gerceklestirildi. Bunun i¢in
yerel eczanelerden saglanan Ibrahim Ethem Ulagay (istanbul, Tiirkiye) firmasinin
tiretimi olan ve etken maddesi 5 mg nebivolol igerdigi bilinen Vazoxen® tabletleri
analiz edildi. Tablet numunelerinin hazirlanmasi i¢in 5 mg nebivolol i¢eren 10
adet tablet agirlig1 tam olarak tartildiktan sonra ortalama tablet agirligi1 231.05 mg
olarak bulundu. Daha sonra tabletler havanda toz edildi ve agz1 sik1 kapanan koyu
renkli cam bir siseye konuldu. Bir tabletin ortalama agirligina karsilik gelen
miktar tam olarak tartildiktan sonra 10 mL metanol ile ¢o6ziildii ve 10 dk siireyle
ultrasonik banyoda bekletildikten sonra 25 mL’ye metanol ile tamamlandi. Tablet
cozeltisi analize hazirlanmak iizere seyreltiimeden Once 5000 rpm’de 10 dk
santrifiij edildi. KE yontemi ile yapilacak tayinlerde, s6z edilen tablet stok
¢ozeltisi kullanilarak NBV son derisimi belirtilen dogrusal aralikta olacak sekilde
5.68x10” M olarak seyretmeler yapildi ve 6rnekler analiz edildi.
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BULGULAR VE TARTISMA

Sulu metanollii tampon sistemlerinde beta blokerlerin hareketlilik verilerini
kullanarak yapisal olarak benzer bilesiklerin elektroforetik hareketliliginin tahmin
edilmesi amaciyla matematik model uygulamalarini i¢eren bir kapiler elektroforez
calismasinda (Jouyban ve ark, 2003), ¢esitli derisimlerde metanol iceren 66 mM
asetik asit ve 40 mM asetat ¢cozeltisi calisma tamponu olarak 6nerilmektedir. NBV
ile ilgili herhangi bir sonug¢ icermeyen bu ¢alisma temel alinarak 66 mM asetik
asit, 40 mM asetat ve %10 metanol igeren ¢aligma tamponu ¢dzeltisi ile yapilan
kapiler elektroforez ¢alismasinda 200 nm saptama dalga boyu kullanilarak NBV
icin 5 dk dolayinda beliren bir pik gozlenmistir. 1.84x10° M NBV c¢ozeltisi
kullanilarak elde edilen pik gb¢ zamani ve pik alani tekrar edilebilirligi degerleri
sirastyla 5.12 + 0.028 (% 0.55 RSD, n=4) ve 1460 + 95.78 (% 6.56 RSD, n= 4)
bulunmustur. Belirtilen kosullarda tekrar edilebilir sonuglar gozlendikten sonra
yontemle ilgili optimizasyon ¢alismalarina gecilmistir.

Kapiler Elektroforez Yonteminin Optimizasyonu

Kapiler elektroforez yonteminin optimize edilmesi amaciyla ¢aligma tamponunun
pH degerinin, calisma tamponunun derisiminin, organik ¢&ziici miktarinin,
tampon tipinin NBV piklerinin go¢ zamani, pik alam1 ve pik sekli iizerine olan
etkileri incelenmis ve degerlendirilmistir.

pH

pH etkisinin incelenmesi amaciyla pH 3.75-5.16 araliginda dort farkli pH degerine
sahip asetik asit/ sodyum asetat ¢ozeltisi ve % 10 metanol (h/h) iceren ¢alisma
tamponu hazirlanmistir. Cizelge 2 de verildigi gibi cesitli tampon bilesimlerinde
NBYV c¢ozeltisi i¢in elde edilen sonuglar Sekil 6 da gosterilmektedir.

Cizelge 2. 3.23x10°° NBV cozeltisi i¢in pH incelemesi

pH % 10 metanol iceren calisma NBV NBV
tamponu Go¢ zamam Pik Alam

3.75 80 mM Asetik asit 5.875 3802
20 mM Sodyum Asetat 5.821 3852

4.16 66 mM Asetik asit 5.084 3169
40 mM Sodyum Asetat

4.35 40 mM Asetik asit 4.539 2417
60 mM Sodyum Asetat 4.469 2380

5.16 20 mM Asetik asit 3.647 1814
80 mM Sodyum Asetat 3.605 1697
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Sekil 6. NBV gic zamani ve alan degerlerinin pH ile degisimi

Caligma tamponunun pH degerleri arttikga NBV gd¢ zamaninin azaldig1 ancak pik
alaninin da azaldig1 gozlenmistir. pH 3.75 in altinda NBV go¢ zamanlarinin
artmasi ve asetat tampon ¢ozeltisinin kapasitesi dikkate alinarak pH 3.75 altinda
calismanin uygun olmamasi nedeniyle daha diisiik pH degerleri incelenmemistir.
pH 5.15 tizerindeki pH degerleri ise kiiciik pik alanlar1 vermesi nedeniyle daha
fazla degerlendirilmemistir. Calisilan pH araliginda pik sekilleri de dikkate
almarak yapilan degerlendirmede en uygun pH degeri olarak 4.16 degeri
secilmistir.

Tampon Derigimi

Tampon derisiminin etkisini incelemek i¢in ayn1 pH degerlerini saglayan asetat
tamponu igerisinde % 10 metanol (h/h) igerecek ve asetik asit ve asetat oranlari
ayni kalacak sekilde miktarlarin1 degistirerek NBV go¢ zamani ve pik alanina
olan etkisi incelenmistir. Elde edilen sonuglar Cizelge 3 ve Sekil 7 de
verilmektedir.

Cizelge 3 . 3.69x10° NBV ve IS cozeltileri icin tampon derisimi etkisinin incelemesi

IS IS NBV NBV
% 10 metanol (h/h) iceren Go¢ zamam Pik Alam GoO¢ zamam Pik Alam
c¢alisma tamponu

122 mM Asetik asit 3.748 1454 4.530 2053
80 mM Sodyum Asetat 3.630 1206 4.386 1740
99 mM Asetik asit 4.094 1970 4.974 2920
60 mM Sodyum Asetat 4.036 1917 4.888 2797
66 mM Asetik asit 4.187 1799 4.985 2959
40 mM Sodyum Asetat 4.231 1922 5.056 3100
33 mM Asetik asit 4.728 2586 5.654 3964
20 mM Sodyum Asetat 4.756 2460 5.703 3918
17 mM Asetik asit 4.752 2358 5.639 3832
10 mM Sodyum Asetat 4.927 2479 5.876 4002
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Sekil 7. Tampon derisiminin NBV ve IS goc zamani ve pik alanlari iizerine etkisi

Tampon derisimi azaldik¢a pik alan degerleri artmasina kargin gé¢ zamanin da
arttigt  gozlenmistir. 66/40 oraninin {izerindeki ¢ozeltilerde pik alanlarinin
tekrarlanabilir olmadigr ve zemin giiriiltiisiiniin fazla oldugu gozlenmistir. Bu
oranin altindaki ¢ozeltilerde tekrarlanabilirlik daha iyi ve pik sekilleri simetriktir.
Silika yiizeyini asetat tamponu ile doygun tutmak ve uygun go¢ zamanlari elde
etmek amaciyla 66/40 oraninda asetik asit/sodyum asetat iceren ¢aligma tamponu
ile deneysel ¢alismalara devam etmeye karar verilmistir.

Organik Coziicii Yiizdesi

Calisma tamponu i¢indeki metanol derisiminin etkisini incelemek i¢in metanol
orant 0-30 (h/h) araliginda degisen calisma tamponu ¢ozeltileri hazirlanmgtir.
3.69x10”° M NBV c¢ozeltisi kullanilarak kaydedilen elektroferogramlarda Cizelge
4’°te verilen sonuglar elde edilmistir.

Cizelge 4. Metanol derisiminin NBV ve IS gé¢ zamam ve pik alanlarina etkisi

IS IS NBV NBV

% Metanol (h/h) | Go6¢ zamam Pik Alani Go¢ zamam | Pik Alam
0 3.332 1646 3.987 2585
3.347 1632 4.019 2645
5 3.868 1731 4.661 2728
3.877 1779 4.676 2759
10 4.514 1808 5.483 3053
4.482 1793 5.459 2914
20 5.627 1982 6.87 3113
5.568 2004 6.796 3012
30 6.886 2138 8.395 3301
6.770 2099 8.255 3174
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Sekil 8. Metanol derisiminin NBV ve IS go¢c zamam ve pik alanlarina etkisi

Metanol igermeyen ve % 5 metanol (h/h) igeren ¢alisma tamponu igerisinde pik
morfolojisinin bozuldugu ve piklerin kuyruklandigi goézlenmistir. Metanol
iceriginin artmast NBV go¢ zamanlarinin hemen hemen dogrusal artisina neden
olmustur. NBV pik alanlart ise % 10 metanol (h/h) igerigi {iizerinde
degismemektedir. Kisa analiz siiresi bakimindan % 10 metanol igeren ¢alisma
tamponu kullanilmasina karar verilmistir.

Tampon Tipi

Tampon tipinin NBV pikleri iizerine etkisinin incelenmesi i¢in % 10 metanol
iceren 100 mM fosfat tamponu (pH 4.2) hazirlanmistir. Bu ¢alisma tamponunda
ardigik kaydedilen elektroferogramlarda go¢ zamanlarinin arttig1 ve tekrarlanabilir
olmadigi, zemin giiriiltiisiiniin ¢ok fazla oldugu, elektroosmozdan itibaren ¢ok
sayida yabanci pik olustugu, elektroforetik ayirma kosullarinda ¢ok yiiksek akim
degerleri (199 mA) olustugu gozlenmis ve caligma tamponu olarak uygun
olmadigina karar verilmistir.

Enjeksiyon siiresi ve potansiyel

25 kV disinda potansiyel degerleri uygulanmamustir. 0.5 sn iizerindeki enjeksiyon
siireleri pik tabanlarmin keskinliginin azalmasina neden oldugu icin tercih
edilmemistir.
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Ozetle, %10 metanol igeren asetat tamponu (66 mM asetik asit + 40 mM sodyum
asetat) ve pH s1 4.16 olan c¢alisma tamponunun en uygun kosullar1 sagladig:
sonucuna varilmig ve bu ¢ozelti ile validasyon deneylerinin yiiriitiilmesine karar
verilmigtir. Optimum kosullarda elde edilen NBV ve IS elektroferogramlar1 Sekil
9’da verilmektedir. S0z edilen ¢alisma tamponu ile elektroozmotik hareketlilik
3.07x10* cm®.V's”, IS icin elektroforetik hareketlilik 1.96x10” ecm®V's™" ve
NBV i¢in ise 9.55x10” cm”.V"'s™ olarak hesaplanmustir. Yéntemin seciciligi 1.64,
resoliisyon (ayirma giicii) ise 5.46 olarak hesaplanmustir.

— NBV
—— Elektroosmoz

— 5

- - =
(e ~ <

r 6.0

Zaman (dk)

Sekil 9. Optimum kosullarda IS (1.26x10° M) ve NBV (9.32x10° M) icin elde edilen
elektroferogram.

Kapiler Elektroforez Yonteminin Validasyonu
Kesinlik

Ayrilmanin saglanmasinin ardindan, yontemin kesinligini belirlemek amaciyla
NBYV ve IS igin tekrar edilebilirlik degerleri incelenmistir. Bu amagla, standart
NBV (6.72x10° M) ve IS (1.26x10° M) ¢ozeltileri, ii¢ giin boyunca alti defa
kapiler elektroforez cihazina verilerek elde edilen go¢ zamanlar1 ve pik alanlar
degerlendirilmistir. Pik alanlarinin degerlendirilmesinde, yontemin kesinligini
artirmak amaciyla pik normalizasyon orani [(Alanygy / GO¢ zamaningy ) / (Alang
/ Go¢ zamanis)] degerleri kullanilarak istatistiksel degerlendirmeler yapilmustir.
Elde edilen sonuglar Cizelge 5°te verilmektedir.
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Cizelge 5. Standart NBV Cozeltisi (6.72x10° M) ve IS icin Elde Edilen Giin ici ve Giinler
Arasi Tekrar Edilebilirlik Sonuclari'?

Giin I¢i Ortalama Kesinlik Giinler Arast

I. Giin L. Giin 1L Giin Kesinlik
8?212:1;1111\(]3\)] 5.370 5.303 5.498 5.390
ss 0.0662 0.0908 0.0704 0.1101
% BSS 1.23 1.71 1.28 2.04
SH 0.027 0.037 0.029 0.026
Ortalama IS
oo Zaman (@) 4265 4.485 4382 4377
ss 0.0580 0.0943 0.0574 0.1149
% BSS 1.36 2.10 131 2.62
SH 0.024 0.039 0.023 0.027
Ortalama Pik
Normalizasyon 2.104 2.187 2.216 2.169
Orani
Ss 0.0220 0.0111 0.0192 0.05154
% BSS 0.97 0.51 0.89 2.38
SH 0.083 0.0045 0.0080 0.0122

"n = 6 (deney sayis1); k = 3 (giin);
? Tekraredilebilirlik % Bagil Standart Sapma ile ifade edilmistir.

Cizelge 5’e gore, incelenen NBV ve IS ¢ozeltilerinin gé¢ zamanlari ve pik
normalizasyon oranlar1 i¢in giin i¢i tekrar edilebilirlik degerleri % 2’ nin oldukca
altindaki % bagil standart sapma degeri ile tekrar edilebilirlik kriterlerine uygun
goriilmektedir. Glinler arasi tekrar edilebilirlik degerlendirildiginde, s6z konusu
derisim degerleri icin % 15 bagil standart sapmanin altinda elde edilen sonuglar

yontemin tekrar edilebilirligini géstermektedir (Shah ve ark., 1992).
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Dogrusal Aralik

Dogrusal araliginin incelenmesi i¢in, 2.2x10° M ile 1.12x10* M derisim
araliginda bes farkli derisimdeki NBV c¢ozeltileri kapiler elektroforez cihazina
verilerek ii¢ ayr1 giinde elektroferogramlar kaydedilmis ve elde edilen sonuglar en
kiigiik kareler yontemine gore degerlendirilmistir. Yontemin belirtilen derisim
araliginda elde edilen yiliksek korelasyonlu dogrusalligini gosteren sonuglar
Cizelge 6’da verilmektedir.

Cizelge 6. Kapiler Elektroforez Yontemi ile Dogrusal Aralik icin Elde Edilen Sonuglar

Giin Ici
Giinler Arasi

1. Giin 2. Giin 3. Giin (n=15)

(n=15) (n=15) (n=15)
Egim (a) 31210 28780 28260 28760
Kesim (b) 0.1010 0.4125 0.4637 0.3840
Korelasyon

) 0.9996 0.9997 0.9999 0.9965

Katsay1si (1)
Egimin  Standart

485. . 257. .
Hatas1 (SS) 85.5 398.8 57.9 698.9
Kesimin Standart

.0361 .02 .0192 .

Hatas1 (SS) 0.036 0.02963 0.019 0.05358

Saptama ve tayin siniri

NBV’in kapiler elektroforez yontemi ile saptama ve tayin sinirlarinin
belirlenmesi i¢in saptama siniri, pik normalizasyon oraninin giinler arasi
kesinligine karsilik gelen standart sapma degerinin (Cizelge 5) kalibrasyon
egrisinin egimine boliinmesi ile elde edilen degerin 3.3 ile ¢arpimi kullanilarak
5.91x10° M olarak hesaplanmistir. Tayin siur1 ise, ayni oranmn 10 ile garpimi
kullanilarak 1.79x10” M olarak hesaplanmustir.
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Dogruluk

Kapiler elektroforez yonteminin dogrulugunu incelemek
bolimiinde s6z edilen matriks ortamina eklenen NBV c¢ozeltileri kullanilmistir.
Matriks ortamindaki NBV c¢ozeltisinin elektroferograminda tabletin aktif olmayan
iceriginden kaynaklanan bir girisimin olmadig1 gozlenmistir (Sekil 10).

icin Yontemler

— NBV

Elektroozmoz

Zaman (dk)

Sekil 10. Matriks Ortaminda NBV Cozeltisinin (6.72x10° M) Elektroferogram

— Elektroosmoz

Zaman (dk)

Sekil 11. NBV icermeyen Matriks Ortamimin Elektroferogrami
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Sekil 11 de goriildigi gibi NBV igcermeyen matriks ortaminda kaydedilen
elektroferograma dayanarak gelistirilen kapiler elektroforez ydnteminin NBV
tayini i¢in sec¢ici oldugu sdylenebilir.

Kalibrasyon egrisinin verilen araliginda bulunan ii¢ farkli derisimdeki NBV
¢ozeltisinin (3.36x10°, 6.72x10” ve 1.01x10™* M) matriks ¢ozeltisine eklenerek
karistirilmasi, her bir derisim i¢in 6 defa kapiler elektroforez yontemi ile analiz
edilmesi ve NBV igerigine karsilik gelen pik normalizasyon oranlarinin
kalibrasyon esitliginde ¢6ziilmesi ile hesaplanan yilizde geri kazanim ve yilizde
bagil hata degerleri Cizelge 7 de verilmektedir.

Cizelge 7. Kapiler Elektroforez Yontemin Dogrulugu ile ilgili istatistiksel Degerlendirme
Sonuclar*

Matrikse eklenen Bulunan NBV (M) Geri kazanim BH BSS
NBV (M) (ortalama % SS) (%) (%) (%)
3.36x107 3.36x107°+ 2.18x10” 100.00 0.03 0.65
6.72x107 6.78x107 +2.73x107 101.50 0.89 0.40
1.01x10™* 9.99x10™ + 5.26x107 98.18 0.99 0.53

*n=6

Cizelge 7 de goriildiigii gibi yontemin dogrulugunu gosteren % BH ve kesinligi
gosteren % BSS degerleri % 2 nin oldukga altindadir ve validasyon kriterlerine
uygun bulunmaktadir (ICH, 2005). Bu sonuglara gore tablet igindeki yardimci
maddelerin NBV tayininin dogruluguna etkisinin olmadig1 sdylenebilir.

Saglamlik (Robustness)

Saglamlik, yontem parametrelerinde kiiclik degiskenliklerle ilgili olarak analitin
yanitinin giivenilirligini gosterir. Kapiler elektroforez yonteminin saglamliginin
test edilmesi i¢in optimum deneysel parametrelerde kiigiik degisiklikler yapilarak
kaydedilen NBV ¢bzeltilerinin (6.72x10° M) normalize pik alan oranlarmmn %
bagil standart sapma ve standart hata degerleri hesaplanmis ve Cizelge 8 de
sunulmustur. 202 nm dalga boyu degiskeni disinda elde edilen diisiik % BSS
degerleri (<2) yontemin saglamliin1 gostermektedir.
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Cizelge 8. Kapiler Elektroforez Yonteminin Saglamhk Testi Sonuclar1 (6.72x10° M NBYV,
n=3)

Degistirilen Parametre SH % BSS

Calisma Tamponu pH

pH 4.00 1.121 1.78

pH 4.40 0.832 1.61
Caligma Tamponu Derigimi

38 mM Sodyum Asetat/68 mM Asetik Asit 0.349 0.59

42 mM Sodyum Asetat/64 mM Asetik Asit 0.328 0.54
Organik Coziici Miktart (% MeOH, h/h)

% 8 0.329 0.56

% 12 0.532 0.84
Dalga Boyu (nm)

198 nm 0.023 0.04

202 nm 2.332 3.88

Injeksiyon Siiresi (s)

0.6s 0.503 0.95

04s 0.966 1.83
Potansiyel (kV)

24 0.528 0.89

26 0.192 0.32

NBV iceren Tabletlerde Miktar Tayini

Kapiler elektroforez yonteminin uygulamasi, 5.0 mg NBV igerdigi bilinen ticari
tabletlerde miktar tayini yapilarak gosterilmistir (Sekil 12). Deneysel kisimda tarif
edildigi sekilde hazirlanan tablet numuneleri optimum kosullarda analiz
edilmistir. Elde edilen sonuglar, dogrusallik boliimiinde verilen gilinler arasi
esitlikte ¢oziilerek NBV iceren tabletlerdeki miktarlar ve karsilik gelen yiizdeleri
hesaplanmistir. Tablet bilesenlerinden kaynaklanan ve Ol¢limleri etkileyecek
diizeyde girisim gozlenmemistir. Yapilan istatistiksel degerlendirmeler, Cizelge
9’da sunulmaktadir.
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Sekil 12. NBV Tablet Cozeltisinin Elektroferogrami
Cizelge 9. Kapiler Elektroforez Yontemi ile Tabletlerde NBV Miktar Tayini Sonuclari.

Deney Sayist Bulunan NBV (mg) % NBV
| 5.08 101.60
) 5.28 105.51
3 5.06 101.13
4 5.15 102.94
5 5.21 104.27
6 5.22 104.51
Ortalama 5.166 103.3
SS 0.087 1.733
% BSS 1.68% 1.68%
Giiven Aralig (p<0.05) 5.075-5.257 101.5-105.1

USP 29°da, birim etken madde igerigi i¢in saglanmasi gerekli bulunan kosullar
bildirilmektedir (The United States Pharmacopeia, 2006). Farmakopeye gore, 10
adet tablet Olclimii yapilmasinin ardindan etken madde igeriginin % 90-110
araliginda bulunmasi ve 6l¢iimiin % bagil standart sapma degerinin ise % 6 dan az
veya esit olmas1 gereklidir. Gelistirilen yontemle yapilan Ol¢limlerde, 5.0 mg
NBV icerdigi bilinen Vazoxen" tablet igerigi farmakopenin gerektirdigi aralikta
bulunmustur. Olgiimlerin % bagil standart sapma degeri % 6 dan oldukca azdir.
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SONUC ve ONERILER

Kapiler elektroforez, son yillarda basitligi, hizli olusu, az miktarda numune
gerektirmesi ve ucuz olmasi gibi nedenlerle analitik kimyada 6nem kazanmig bir
yontemdir. Diger yontemlerle karsilastirildiginda kolay otomasyonu, duyarliligi,
yiiksek tekrar edilebilirligi ve kisa analiz siiresi saglamasi nedenleriyle daha ¢ok
tercih edilen bir yontem olmustur.

Bu c¢aligsmada, oncelikle NBV tayini 6nerilen kapiler elektroforez yontemi i¢in en
uygun cihaz ve analitik kosullar belirlenmistir. Bu kosullarin belirlenmesi i¢in
calisma tamponu pH’si, calisma tamponu derisimi, organik ¢Oziicli miktari,
calisma tamponu tipi gibi parametreler incelenerek NBV go¢ zamani ve pik alani
lizerine olan etkileri incelenmistir. Kisaca % 10 metanol (h/h) iceren asetat
tamponundan (66 mM asetik asit + 40 mM sodyum asetat, pH 4.16) olusan
calisma tamponunun en uygun kosullart sagladigi sonucuna varilmistir. Bu
kosullarda IS olan 3,4-dihidroksibenzil amin i¢in 4.3 dk ve NBV i¢in 5.3 dk da
beliren pikler elde edilmistir.

NBV analizi i¢in en uygun kosullar belirlendikten sonra kesinlik, dogrusallik,
saptama ve tayin simiri, dogruluk, secicilik ve saglamlik gibi gecerlilik
parametreleri incelenerek yontemin gecerliligi gosterilmistir. Tim gegerlilik
parametreleri i¢cin % BH ve % BSS degerlerinin %2’nin altinda oldugu
belirlenmistir.

Onerilen kapiler elektroforez yontemi ile ticari tabletlerde yapilan NBV igerik
analizi sonucunda % NBYV igeriginin USP 29’da belirtilen igerik kosullarin
sagladigi belirlenmistir.

NBYV analizi i¢in Onerilen spektrofotomerik ¢alismalarda, dogrusal aralik 5-80
ug/mL ve sirasiyla 0.8 ve 2.76 pg/mL saptama ve tayin sinirlarina karsilik gelen
sonuclar goriilmektedir (Mishra ve ark., 2007; Chaudhary ve ark., 2010; Parambi
ve ark., 2010). Kapiler elektroforez yontemi de spektrofotometrik yontemlerde
belirtilen aralikta (10-50 pg/mL) ve sirasiyla 2.61 pg/mL ve 7.91 pg/mL saptama
ve tayin smir1 degerleri ile tayin olanagi sunmaktadir. Ayrica spektrofotometrik
calismalarda s6z konusu olmayan secicilik o6zelligi Onerdigimiz yoOntemde
tistiinliik olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Literatiirde rastlanan YPSK yontemlerinde
ise 5-200 pg/mL derisim araliginda dogrusal olan yontemler Onerilmekte ve
sirastyla 0.01 pg/mL ve 0.05 pg/mL’ye karsilik gelen saptama ve tayin sinir
degerleri verilmektedir (Joshi ve ark., 2008; Yilmaz, 2010; Tarte ve ark., 2009;
Srinivasulu ve ark., 2009; Gupta ve ark., 2009). Onerilen kapiler elektroforez
yonteminin dogrusal araligit YPSK yontemine gore daha dardir ve saptama ve
tayin sinirt degerleri YPSK yontemi kadar diisiik degildir. Ancak tablet analizi s6z
konusu oldugunda YPSK yontemlerine gore daha ekonomik, kolay ve ¢abuk bir
yontemdir.

Burada onerilen yontem ile NBV analizi 6 dk i¢inde dogru ve kesin olarak
sonug¢landirilabilmektedir. Ayrica yontem basit ve ucuzdur. Bu nedenle tabletlerde
yapilacak rutin NBV igerik tayini i¢in Onerilebilir.
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