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OZET

Anjiotensin dOnistiirticti enzim inhibitérii olarak yiiksek tansiyon tedavisinde kullamlan
lisinopril yeni bir ilag maddesidir. Bu galiymada, lismopril’in sulu ¢6zeltideki stabilitesine pH
etkisinin HPLC yontemi ile incelenmesi amaglanmigtir. Bu amagla pH = 2 - 8 arahZmdaki
tampon ¢6zeltilerde100 pg / ml konsantrasyonunda hazirlanmis olan lisinopril ¢6zeltileri 72,
96, ve 120 saat olmak tizere 80°C de bekletildikten sonra C,s ters faz kolona enjekte edilmistir.
1 ml / dak akiy hizinda , pH 5 fosfat tamponu - asetonitril - trietilamin ( 85 : 15 : 0,1 )
iceren isokratik mobil faz kullamlmgtir. 209 nm de absorbans detektorii kullamimgtir,
Elde edilen kromatogramlarin ve lisinopril’e ait pik alanlarmm incelenmesi sonucunda
pH'm lisinopril’in sulu ¢Ozeltideki stabilitesi lizerine etkisi oldufu ve pH distikge
bozunmanin hizlandif1 gérillmiistiir. Pik alanlarmm logaritmast ile zaman arasinda
olusturulan grafiklerden psdo birinci dereceden bozunma hiz sabitleri hesaplanmstir.,



ABSTRACT

Lisinopril, a new drug substances is, an angiotensin converting enzyme ( ACE ) inhibitor and
used for the treatment of hypertension. The aim of this study is, the high pressure liquid
chromatographic investigation of the pH effect on the solution stability of lisinopril. Lisinopril
solution of 100 pug / ml were prepared in various buffer solutions in the range of pH = 2 - 8.
10 ml portions of these solutions were heated in an oven at 80°C for 72, 96, 120 hours. After
these periods the solutions were removed and cooled immediately. Then, 10 pl of the solution
was injected into a high pressure liquid chromatographic system containing a p Bondapak
Cis reversed phase column and a variable wavelength UV - visible absorbance detector.
The separation was performed with pH = 5 phosphate buffer - acetonitril - triethylamine
(85:15:0,1 ) mixture as isocratic mobile phase. The detector was operated at 209 nm. The
investigation of the chromatograms and lisinopril peak areas was indicate that, pH have
significant effect on the stability of lisinopril in aqueous solution and decomposition rate of
lisinopril is increased by the decreasing pH. Pseudo first order rate constants were calculated
using the time - log ( peak area ) plots.
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1. GIRIS ve CALISMANIN AMACI

Yeni bir ilag maddesi olan -]isinopri], anjiotensin doniistiiriicti enzim ( ACE ) inhibitrii olarak
yliksek tansiyon tedavisinde kullamimaktadir.

Giiniimiizde ila¢ maddelerinin kantitatif analizleri ve Kkalite kontrollerinde oldugu gibi,
stabilitelerinin incelenmesinde de yiiksek basingh sivi kromatografisi ( HPLC ) yontemi yaygm
olarak diger analitik yontemlerin yerini almaktadir.

Bu ¢alismada, lisinopril’in sulu ¢dzeltideki stabilitesinin pH ile olan iligkisinin HPLC yontemi ile
incelenmesi amaglanmgtir. Ayirma C,s kolon kullanilarak ters faz HPLC sistemi ile yapiiomugtir.



2. GENEL BOLUM

2.1 Lisinopril Hakkinda Genel Bilgiler

Tarihi ve tedavi edici ézellikleri : Enalaprilat’m lisin analogu olan lisinopril uzun etkili
anjiotensin doniistlirtici enzim inhibitdriidiir. Merck Sharp & Dohme Research Lab.’da
bulunmus ve gelistirilmis olan lisinopril’in hipertansiyonu tedavi edici etkisi oldugu ve kalp
sikismasina karsi yararh olduu bildirilmistir. Lisinopril’in sentezi, fiziksel ve kimyasal

dzellikleri ve analiz ySntemleri ayrmtih olarak incelenmigtir ( Ip vd., 1992).

Kimyasal Adi :

(a) L -Prolin, 1 - [ N’ - ( 1- karboksi - 3 - fenil propil ) - L - lisil | - dihidrat, (S ) -
(b) 1-[N? -[(S) -1 -karboksil - 3 - fenil propil ] - L - lisil ] - L - prolin dihidrat

Formiil :

A
CHzCHz—lC—N—-C\—C—N 2Hy)0

COOH ((|3H2)4 H COOH
NHy
Kapah formiil ; C21H31N305. 2H20
Mol agirhgi : 441,52
Elementel analizi : % 57,13C; % 7,99H; %9,52N; % 25,36 0

Ticari isimleri : Privinil, Zestril, Carace, Novatec, Acerilin.



2.1.1 Fiziksel dzellikleri

Goriiniis : Beyaz, kristalize, kokusuz toz.

Nem ¢ekme 6zelligi : Lisinopril’ in nem ¢ekme 6zelligi son derece azdur.

Coziiniirliik : Lisinopril’in oda sicaklimda gesitli ¢oziiclilerde ¢oziiniirliigii Cetvel 2.1°de
verilmistir.

Cetvel 2.1 Lisinopril’ in ¢oziiniirligt ( Ip vd., 1992)

¢cOz0cU COZUNURLUK (mg/ml)
Su 97
Metanol 14
Etanol <0,1
Aseton <0,1
Asetonitril <0,1
Kloroform <0,1

N, N - Dimetilformamid <0,1

EN.:182°C

Dagilma katsayist : Lisinopril’in 0,1 M pH = 7 fosfat tamponu / n - oktanol sistemindeki
dagilma katsayisi, oda sicakhiginda 10,2 % S olarak saptanmustrr ( Ip vd., 1992).

Ozgiil cevrilmesi : Optikge aktif bir madde olan lisinopril ii¢ adet kiral merkezi igermektedir.
Ilag olarak SSS izomeri kullamlmaktadr. 0,25 M pH = 6,4 ginko asetat’daki %1’ lik
gozeltisinin [ o Paosam ve [ & P436mm 62gil gevirme agilan sirastyla 120° ve 96° dir. ( Ip vd.,
1992)



Termal 8zellikleri : Sekil 2.1°de lisinopril’in vakumdaki diferansiyel termal analiz egrisi
goritlmektedir. Bu egride 98° ve 122° lerdeki minimumlar birer molekiil su kaybma, 182°

deki minimum ise erimesine ait endotermlerdir.

04

00

04 |

-0.8

Sicaklik degisimi (°C)

-1.6 -

1 L 1 L | 1 | 1 1 L 1 1 1 1 L I i 1 I 1

-2.4 L
20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240

Sicaklik (°C)

Sekil 2.1 Lisinopril’in diferansiyel termal analiz egrisi ( DTA ) ( Ip vd., 1992)

Ayrisma sabitleri : Lisinopril’in 25 °C de sulu ¢6zeltide potansiyometrik asit - baz titrasyonlari

ile saptanmug olan ayrigma sabitleri;
pKa; = 2,5
pKa; = 4,6
pKa; = 7,0
pKas = 10,1 dir (Ip vd., 1992).

2.1.2 Spektral dzellikleri

Uv spektrumu : Lisinopril’ in 0,1 N NaOH ve 0,1 N HCI 'c;dzeltilerindeki UV spektrumiar
Sekil 2.2 *de verilmistir ( Ip vd., 1992).
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$ekil 2.2 Lisinopril’in 0,1 N NaOH ve 0,1 N HCl *deki absorpsiyon spektrumlari
(a) 0,1 N Sodyum Hidroksit
(b) 0,1 N Hidroklorik Asit (Ipvd., 1992)

IR spektrumu : Lisinopril’in KBr tableti ile ¢ekilmis olan IR spektrumu Sekil 2.3°de

goriilmektedir.
Dalgaboyu (mikron)
25 3.0 4.0 5.0 5.0 80 10 16 20 25 S0
1 1 i 1 ! 1 1 1 1 -
100
a0 -

[
o
1

Transmitans (%)
s

20 o

T T T T T T T T T T T Lom—
4000 3500 3000 2500 2060 1800 1600 1400 1200 1000 800 600 400 200

Frekans (cm ™)

Sekil 2.3 Lisinopril’in IR absorpsiyon spektrumu ( Ip vd., 1992)
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NMR spektrumu : Doéteryum kloriiriin, d6teryum oksitteki 1 N ¢ozeltisinde hazirlanmug
% 10 luk lisinopril ¢6zeltisinin proton NMR spektrumu ve >C NMR spektrumu sirastyla
Sekil 2.4 ve Sekil 2.5’ de gosterilmektedir ( Ip vd., 1992).

| Jd

~

10 9 8 7 6 5 4 3
PPM

Sekil 2. 4 Lisinopril’in proton NMR spektrumu ( Ip vd., 1992)

Oor

200 150 100 50
PPM

Sekil 2.5 Lisinopril’in *C NMR spektrumu ( Ip vd., 1992)
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Kiitle spektrumu : Lisinopril’'in elektron ¢arptirma kaynag: kullanilarak ahnmis kiitle
spektrumu Sekil 2.6’da gdsterilmigtir.

70

100
80 B
=4 60
3
p—
»8h 84 91
A HERETE
40 |
28 41
. 1
224
1 1
20 h .43 gg 1
56 \ V2,117 434 199 207
] ! A 5 ] V-
\
0 y :
0 50 100 150 200 250 300 aso 400

Sekil 2.6 Lisinopril’ in elektron ¢arptirma kaynagi kullamilarak alinmug kiitle spektrumu
(Ipvd., 1992)

2.1.3 Farmakolojik 6zellikleri

Lisinopril yliksek tansiyona (_hipertansiyon ) kars1 kullamlan bir ilag maddesidir. Hipertansiyon,
sistemik arteriyal kan basinciun devamh yiikselmesi ile kendini g&steren bir kalp damar
hastahgidir. Hipertansiyon tedavisinde kullarulan ilaglara antihipertansif ilaglar denir. Bu ilaglar
kalp yetmezligi, beyin kanamas, bobrek bozuklugu v.b. durumlarda ya enjeksiyon yoluyla yada
oral yolla hastaya verilir.

Antihipertansif ilaglar, etki mekanizmalar1 ve primer etki yerleri dikkate almarak cesitli
gruplarda toplanabilirler;



1- Adrenerjik néron blokerleri

2- Adrenerjik reseptor blokerleri

3- Santral etkili sempatolitik ilaglar

4- Diger sempatolitik ilaglar

5- Dogrudan etkili vazodilatorler

6- Kalsiyum kanal blokerleri

7- Anjiotensin doniistiirticii enzim inhibitSrleri

8- Hipertansif kriz tedavisinde kullanilan ilaglar

9- Diiiretik ilaglar ( Dokmeci, 1979 )

Lisinopril bu grup igerisinde Anjiotensin Doniistiiriicii Enzim (Angiotensin converting enzym)
(ACE) Inhibitérleri grubundan bir ilag maddesidir. Bu ilag maddelerinin sentezleri ve kullanim
oldukca yenidir. Bunlardan iilkemizde preparat: iiretilen ve pazarlanan ilag maddeleri ve ticari
isimleri Cetvel 2.2’ de gosterilmistir.

Bobreklerde salgilanan Angiotensin I enzimi ACE (Angiotensin converting enzym) vasitasiyla
Angiotensin II’ye doniigiir. Bu enzim Angiotensin I’e gére daha kuvvetli damar biiziicii etkiye
sahiptir. Bunun sonucunda damarlarn biiziilmesi ile tansiyon yiikselmesi meydana gelir. ACE
inhibitdrleri Angiotensin I ’in Angiotensin II’ ye doniigmesini inhibe ederek plazma ve
dokularda Angiotensin IT diizeyini azaltir. Dolayisiyla atar ve toplar damarlardaki genislemeye
bagh kan basmciun (tansiyon) diismesine neden olur ( Conoy, 1992 ).

Lisinopril’in viicuttaki absorpsiyon ve eliminasyon profilini incelemek amaciyla saglikli erkek
goniillilere agizdan 10 mg lisinopril verilmis ve serum konsantrasyonlar: tayin edilmistir.
Serum konsantrasyonunun zamana gore degisimini gdsteren efri 7 saatte bir maksimum

gostermistir  (Ip vd., 1992).



Cetvel 2.2 Ulkemizdeki ACE Inhibitorleri ( Merck Index, 1990 )

Adi Formiikii _Ticari Adu
H H Ho Acerilin
3 \ A Carace
Lisinopril HZCHZ—IC—N-—C\—C—-N 2H,0 Privinil
COOH (CHaM ¢ cooH Zesti
NHy
COOH
HsCo00C g 9
|
Cilazapril HZCHz-IC—N N\N Hy0 Inhibace
H
H5C,00C H ,CH3 COOH
| 3
. CH3CH)CH —c= Coversil
Perindoprl 3CHCH (N~ H Electan
‘H H OH Procaptan
H5C200(‘: g CHs COOH Erapri
L/ Koveri
Enalapril HZCHZ—(II—N—$—ﬁ——N Vazohpril
o) Renitec
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Adi Formilii Ticari Ady

COOH
CHs Acedin
Captopril HS—CH,—C—C—N Acepril
I g Capoten
H Dilaber
H50200(‘J H
|
Benazepril H,CH,~C—N
/ Cibacen
H H I]I
COOH
H5C200§ H ;TH3 CQOH
[ /
Ramipril H,CH,~C—N—C—C—N Delix
l L | _H
H H O
H
COOH

o
Il
_ — N Menopril
Fosinopril @HZCHzCHz P—CHz'ﬁ a 0onop:
T
CH,CH,COO—CH—CH(CH;), D




11
2.1.4 Sentezi

i

0 R

: . © COEt  NiHp \r‘y
+NH EtO,C

g Ncoy COoH

bs

§
ot
—

1

R = CH3CONHCH(CHy)3

)
(M)

28

5, Lisinopril
R = HyNCH(CHp)3

Sekil 2.7 Lisinopril’ in sentezi ( Ip vd., 1992)

Bir dipeptid olan Ne - trifloroasetil - L - Lisil - L - prolin’ in etil 2 - okso - 4 - fenil butanoat
ile Raney Ni {izerinde indirgen alkillenmesi ile Schiff bazi lizerinden meydana gelen
diastereoizomer kamsmmm hidrolizi ve sudan yeniden kristallendirilmesi sonunda lisinopril
( SSS) elde edilir ( Ip vd., 1992).

2.1.5 Taninma ve Ayirma Yontemleri

Lisinopril’in tanmmasinda IR spektrumu, ince tabaka kromatografisi ( ITK ) ve yiiksek basmnch
sivi kromatografisinden ( HPLC ) yararlamlmugtir.
USP XXIII ’de Lisinopril’in tamnmas: igin IR spektrumu, spesifik gevrilmesi ve 50°C de Cs
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kolon ve pH = 5 fosfat tamponu - asetonitril ( 96 : 4 ) mobil faz sisteminde 1 ml / dak akig
hizindaki alikonma zamam verilmistir.

ITK ile tanmmas1 ve safsizhklardan ayrilmas: igin silikajel G-60 tabaka ve gesitli ¢dziict
sistemleri kullamlmigtir. Bu sistemler ve Rf degerleri Cetvel 2.3’ de goriilmektedir. Pliskiirtme
belirteci olarak Ninhidrin kullaniimagtir,

Bu sistemlerden sadece I ve I numarah olanlar lisinopril’in RSS izomerinden ve iretimi ile
ilgili olarak safsizlik olarak igerebildigi 4 - fenil - 2 - amino butirik asid ( APBA ) den
ayrilmasina yarar. IIl ve IV numarah sistemler lisinopril’in RSS izomerinden ayrimasmda
etkili degildir ( Ip vd., 1992).

Cetvel 2.3 Lisinopril’in Cesitli ITK Sistemlerindeki Rf Degerleri ( Ip vd., 1992)

Coziicti Sistemleri Yaklagik Rf Degerleri

(D) n - Butanol / toluen / glasial asetikasit / su / aseton 0,34
(1:1:1:1:1)

() n - Butanol / su / glasial asetikasit 0,22
(3:1:1)

(1) n - Butanol / su / glasial asetikasit / etil asetat 0,43
(1:1:1:1)

(Iv) Kloroform / metanol / derigik amonyum hidroksit 0,14 - 0,39
(4:4:1)
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Lisinopril safsizhk olarak #retiminden ileri gelen APBA veya bozunmasi ile olusan

diketopiperazin izomerlerini igerebilir.

Lisinopril 1s1 etkisi ile molektil i¢i dehidratasyona ugrayarak baghca bozunma {iriinii olan
diketopiperazin ( DKP ) *e doniigiir. Sekil 2.8 de bu reaksiyon gériiimektedir.

Vi T 11
H,CH,—-C—N—C—C—N 2H0 ———
/ \ -HO

COOH ((|:H2)4 H COOH
NHp

Lisinopril (SSS) Lisinopril SSS DKP

lm
HpN—(CH)4 O
H-I:II ] VN

HOOCZ, _N
hd

CH, OH
H,

Lisinopril SSR DKP

Sekil 2.8 Lisinopril’in diketopiperazin’in izomer yapilarma termal olarak bozunmas:
(Ip vd., 1992)
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Lisinopril’in gerek bu safsizliklardan gerekse RSS izomerinden ayrimasinda izokratik ve
gradient kosullarda ters faz HPLC sistemleri kullanilmustir ( Ip vd., 1992).

Hammadde halindeki lisinopril’i safsiziklardan ve bozunma tiriinlerinden aywabilmek igin iki
yontem gelistirilmistir.

Birinci yontemde; Zorbax ( DuPont ) RP - 8 ( 250 x 4,6 mm, 5 um ) kolonda, asetonitril -
0,02 M NaH,PO, ( pH =35 ’dan olusan mobil fazda ve 50° C kolon sicakhginda ¢ahgilmustir.
Kolonun 50° C ’ye wsitlmasimn sebebi, oda sicakhiginda gérillen pik genislemesinin bu
sicaklikta minimum olmasidir. 35 dakikada % 0 asetonitrilden % 30 asetonitrile dogrusalligm
saglandig: bu gradient ¢aliymada lisinopril’de safsizlik olarak bulunabilecek RSS izomeri ve
APBA veya lisinopril’in bozunma irtinleri olan diketopiperazin’in ( DKP ) SSS ve SSR
izomerlerini ayirmada kullanilabilir. Ayni ySntemdeki % 96 0,02 M NaH,PO, (pH=15)ile
% 4 asetonitrilin kullamldif1 izokratik ¢ahsmada ise ancak lisinopril RSS izomeri ve APBA’
den aynlabilir. Bu izokratik ayrma Amerikan Farmakopesinde lisinopril’ in tanmmasinda ve
hammaddesinin saflik tayininde kullamlmstir ( USP XXI1I, 1995 )

Ikinci yontemde; RP - 1 ( Hamilton ) ( 250 x 4,6 mm, 10 um ) kolonda, 0,02 M NaH,PO,
(pH=46,8)- 0,01 M NaH;PO, ( pH = 3,0 ) - asetonitrilden olusan mobil fazda ve 50 °C
kolon sicakliginda gahsilmistr. % 96 0,02 M NaH,POs ( pH = 6,8 ) ile % 4 asetonitrilin
kullamidig: izokratik g¢ahigmada lisinopril *in RSS izomeri ve APBA ’den ayrilmasi saglanir.
(A) 0,02 M NaH,PO,; ( pH =6,8) ve ( B ) asetonitrilin ( 97,5 : 2,5 ) kullamldig: gradient
¢aliymada 10 dakika siireyle A - B ( 97,5 : 2,5 ) mobil faz gegirilmis, 30 dakika da A - B
(70 : 30 ) oranmnda dogrusal gradient uygulanmustir. Bu sistemde lisinopril RSS izomeri ve
diketopiperazinin SSS ve SSR izomerinden ayrilabilir, Yapilan ikinci  gradient ¢alismada,
(A) 0,015 M NaH,PO, (pH=3,0)\fe(B)asetonitri1(95 : 5) kullamlmustir. 10 dakika
siireyle A - B ( 95 : 5 ) oraninda mobil faz gegirildigi, A - B ( 70 : 30 ) oraninda mobil faz
gecirildigi 30 dakika siiresince dogrusal gradient gézlenmistir. Bu  sistemde ise lisinopril ’in
APBA ’den ve tek pik olarak diketopiperazinin SSS ve SSR izomerinden ayrilmasi saglanabilir.

Bu ¢ahgmalarn ttimiinde 210 - 215 nm UV detektdr kullamlmugtr.



15

2.1.6 Miktar tayini yontemleri
2.1.6.1 Titrimetrik yéntemler

Lisinopril gerek sulu ortamda NaOH ile gerekse susuz ortamda perklorik asitle
potansiyometrik yontemle titre edilmistir. Her iki yontemde titrasyon bir esdeger noktaya kadar
yapimstir ( Ip vd., 1992).

2.1.6.2 Spektrofotometrik yontemler

Lisinoprilin yapismda bulunan primer amin grubunun NQS ( 1,2 Naftakinon 4 - siilfonik asit Na
tuzu ) ile meydana getirdigi sar1 renkli tiirevden yararlanarak spektrofotometrik ydntemle
miktar tayini yapmustir (iskender ve Yarenci, 1993 ).

Bu aragtrmacilar difer bir g¢ahgmalarinda tabletlerdeki lisinopril’in spektrofluorometrik
tayinini gergeklestirmiglerdir. Bu amagla lisinopril tabletler su ile ekstre edildikten sonra pH
9,5 da fluoreskamin ile reaksiyona sokularak fluoresans tiirev olugturulmustur. Bu ydntemde
tayin smin1 50 ng.ml” dir (Iskender ve Yarenci, 1996 ).

2.1.6.3 Siv1 kromatografik yontemler

Kat1 dozaj formundaki lisinopril’in analizi i¢in 6 HPLC sistemi gelistirilmistir ( Ip vd., 1992).
Tekli preparatlarda stabilite igin gelistirilen ilk @¢ y6ntemde Lichrosorb RP - 8
( HewlettPachard) ( 200 x 4,6 mm, 10um ) kolonu kullanilmmg ve kolon sicakliklar 50°C *ye
ayarlanmgstir. Birinci yontemde asetonitril - 0,004 M fosfat tamponu (45 : 55 ) (pH =2 )
mobil faz1 , ikinci ySntemde metanol - 0,04 M fosfat tamponu ( 45 : 55 ) ( pH = 2 ) mobil faz,
liglincli ydntemde ise asetonitril - 0,03 M fosfat tamponu ( 35 : 65 ) ( pH = 2 ) mobil faz
kullanilmmgtir ve her i yontemde de lisinopril’in esas bozunma iirlini olan SSS
diketopiperazin ( DKP ) ve proses safsizhg1 olan APBA ’dan ayriimas: gelistirilmisgtir.

Dérdiincti yontemde HCTZ ile kombine preparatla stabilite i¢in Lichrosorb RP - 8 ( E. S
Indostries ) ( 200 x 4,6 mm, 10um ) kolonu kullamlmis ve kolon sicakliklar1 50°C ’ye
ayarlanmugtir. Mobil faz olarak asetonitril - 0,005 M fosfat tamponu ( 35 :65) (pH=2)
kullamlarak hidroklorotiazidin daha iyi ayriimas1 saflanmistir. Dordiincii yontemde biraz daha
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uzun kolon ( 300 x 4,6 mm ) kullanilarak ve uzunlugun arttirilmas: sonucunda pik etkinligine
bagh olarak kolon sicakliginin 40°C *ye indirilecegi bulunmustur. Bu yontem ayrica lisinopril’in
esas bozumna iirlinii olan diketopiperazin ( DKP ) izomerlerinden SSS’in SSR’ den ¢ok iyi bir
sekilde ayrilmasma olanak sajlar. Lisinopril ve SSS diketopiperazin ( DKP )’ in alikonma
zamanlarmin , metanoldeki fosfat konsantrasyonunun bir fonksiyonu olabilecegi bulunmugtur
( Sekil 2.9 ). Benzer veri asetonitrilde de gézlenmistir.

Uniformluk testi, ¢oziinme testi ve tekli preparat igin gelistirilen beginci yontemde Hypersil
ODS ( Shandon ) ( 50 x 4,6 mm, 10um ) kolon kullamimis ve kolon sicakhigi 60°C’ ye
ayarlanmustrr. Mobil faz olarak metanol - 0,02 M fosfat tamponu ( 12 : 88 ) (pH =2 )
kullandarak lisinopril’in ayrilmas: saglanmustir. )

Altinct yontemde ise Lichrosorb RP - 8  ( HewlettPachard) ( 200 x 4,6 mm, 10um ) kolonu
kullantlmig ve kolon sicakhklart 50°C ’ye ayarlanmugtir. Mobil faz olarak asetonitril - 0,04 M
fosfat tamponu ( 15 : 85 ) ( pH =2 ) kullamlarak lisinopril’in ayrilmasi saglanmgtir.

Bu ydntemlerin tiimiinde 210 - 215 nm UV detekt6r kullamilmugtir. ( Ip vd., 1992)

USP XXIII’de lisinopril tabletlere ait monografide gerek miktar tayini gerekse tiniformluk testi
icin ITT nolu yontemdeki kogullar 6nerilmis ancak hareketli faza iyon ¢ifti belirteci olarak Na
hekzan stilfonat ilave edilmistir. Ayrica sicaklik 50°C yerine 40°C * dir.

Sane vd. ( 1992 ) farmasotik preparatlardaki lisinopril ve hidroklorotiazid’in e zamanh tayinini
HPLC yontemi ile yapmuglardir. Bu ¢ahgmada, i¢ standart olarak isoniazid kullamilmustir. Su -
asetonitril - trietilamin ( 85 : 15 : 0,1 ) iceren mobil faz kullanarak ters-faz ODS kolonunda
kromatografi etmiglerdir. Sulu fazin pH’1 fosforik asit kullamlarak 5,0’e ayarlanmustir.

Wong ve Charles ( 1995 ), idrarda lisinopril’in tayinini 6nce kati faz ekstraksiyonu ile 6n
zenginlestirme yaparak ve ters faz yiiksek basmgh sivi kromatografisi  kullanarak
gergeklestirmiglerdir. Idran HNO; ile asitlendirmigler ve i¢ standart olarak analaprilat
kullanmuglardir. 15 mM KH,PO, - asetonitril - metanol - THF (92 : 6 : 1 : 1) ile hazirlanan
mobil faz, pH 2,9 da Bondapak C;s kolonda, 45°C de ve 206 nm de analizleri
gergeklestirmiglerdir.
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10
. —4— 30% Methanol
—8&— 40% Methanol
8- —®— 45% Methanol
—&—  50% Methanol

Fosfat Molaritesi

Sekil 2.9 Lisinopril’in alikonmas izerine fosfat konsantrasyonunun etkisi

2.1.6.4 Gaz kromatografik yontem

Avadhanulu ve Pantulu ( 1993 ) farmasotik preparatlardaki lisinopril ’in gaz-svi kromatografik
tayinini gergeklestirmislerdir. Bu galismada % 5 ov-1 kolonu ve alev iyonlagtirma detektori
kullanilmugtir. I¢ standart olarak diazepam veya parasetamol kullanmglardur.

2.1.6.5 Diger yontemler

Lisinopril’in organizmada absorpsiyon, dagima ve eliminasyon kinetiklerinin incelenmesi igin
yapilan ¢ahismalarda bu maddenin plazma ve idrar gibi biyolojik sivilardaki analizlerinde radyo
immiino assay ( RIA ) ( Worland ve Jarrott, 1986; Jackson vd., 1987; Johnston vd., 1989;
Komatsu vd, 1989, 1990; Tike vd., 1992 ) ve Fluoro enzimatik ( Shepley vd., 1988; Ip vd.,
1992 ) yontemler de kullaniimugtir. Fluro enzimatik analizde o - ftaldialdehit ile tlirevlendirme
yapilmustir. Uyarma ve fluoresans daiga boylart 365 / 490 nm dir

Tike vd., ( 1992 ) anjiotensin dénilsiim enzim inhibitdrlerinin bio-yararhbfini incelemek igin
lisinopril’i ( 10 mg ) 8 saglikhi erkek denek Qizerinde tek doz verilerek incelenmigler ve plazma
drneklerini radyo immiino assay (RIA) ySntemini kullanarak analiz etmislerdir.
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Qin vd. ( 1993 ), kapiler elektroforezin bir tiirti olan misel elektrokinetik kromatografi ile
lisinopril ve stereo izomerlerinin ayrilmasini incelemislerdir.

Aycan vd., ( 1994 ) lisinopril’in polarografik o6zellikleri gesiti pH ’larda incelenerek
reversibilitesi, reaksiyonda kullanilan elektron sayisi, yar1 - dalga potansiyelini belirlenmiglerdir.
Bu calgmalara gore saptanan optimum kosullarda, lisinopril igeren tabletlerin analizlerini
yapmiglar ve sonuglari spektrofotometrik y6ntem ile bulunanlaria istatistik olarak
kargilagtiriglardur.
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3. DENEYSEL BOLUM

3.1 Cahsmada Kullanilan Maddeler ve Cozeltiler

3.1.1 ila¢ maddesi

Ilag maddesi olarak farmasotik saflikta Lisinopril kullanild *.

3.1.2 Kimyasal maddeler

Trietilamin, fosfat asiti, sodyum dihidrojen fosfat, disodyum hidrojen fosfat, potasyum
kloriir**, HPLC’de kullamlabilecek saflikta metanol ve asetonitril ***,

3.1.3 Cozeltiler

1000 pg / ml’lik lisinopril ¢ozeltisi; 0,011 g lisinopril suda ¢oziliir ve su ile 10 ml’ye

tamamlanur.

Tampon ¢dzeltiler ; Cesitli pH larda 0,02 M tampon ¢ozeltiler i¢in asagidaki ¢dzeltilerden

hazirlandi.
pH: 2,0

pH: 2,5

pH: 3,0 - 4,0
pH: 5,0

pH: 6,0

pH: 7,0

pH: 8,0

H;PO,

H3PO, - NaH,PO,
H3;PO, - NaH;PO,
NaH;PO, - Na;HPO,
NaH,PO, - Na,HPO,4
NaH;PO, - Na;HPO,
Na;HPO, - Na;PO;

Bu ¢ozeltilerin iyonik siddeti KCl ilavesiyle esitlendi (I =0,03 ).

Mobil faz ; pH 5 fosfat tamponu - asetonitril - trietilamin ( 85 : 15 : 0,1 )karigim kullanilds.

*  [llsan ilag Sanayi Tic. A.S.
*¢  Merck, E. Merch A.G. Darmstadt
*kk HPLC kalitede, J.T.Baker



20

3.1.4 Kullanilan aletler ve diger gerecler

1- 3,9 um ¢apmda 30 cm boyunda 10 um Bondapak C,s ters faz kolon, 501 model yiiksek
basing pompasi, 486 model absorbans detektor, bilgisayar ve yazicidan (Star LC-20) olusan
siv1 kromatografi cihazi ( Waters )

2- Spektrofotometre ( Philips PU 8700 )

3- Kuvars Kiivet ( Hellma, 100-QS )

4- Yazici ( Philips )

5- Ultra pure su cihaz1 ( Elga)

6- pH metre ( Jenway 3040 Ion Analyser )

- 1- Etﬁv ( Heraeus )
8- Isitic1 ( Niive HP 121)
9- Magnetik karigtirict ( Chiltern HS 31 )
10- Ultrasonik banyo ( Azakh )
11- Analitik terazi (Sartorius ) 0,1 mg’ a kadar duyarh
12- Enjektor (Hamilton 25ul )
13- Termometre
14- Su trompu
15- Cam kapakh, agz silifli, 12mI’lik tiipler ve diger cam egyalar

3.2 Yontemler

3.2.1 Kromatografik analiz

Cis kolon ve pH 5 fosfat tamponu - asetonitril - trietilamin ( 85 : 15 : 0,1 )kangmmindan olusan
mobil faz ile hazirlanan kromatografik sistemde yapilan ayirmadan sonra 209 nm dalga boyuna
ayarlanmis olan absorbans detektSriinde saptama yapildi. Mobil fazin akis izt 1 ml / dak.
olarak ayarland: ( 1100 PSI basing ). Stabilite ¢ahgmasinda hazirlanmig olan ¢6zeltiden 10 ul
sisteme enjekte edildi. Her ¢ahsma 3 kez tekrarlandi. Elde edilen kromatogramlar sonuglar
boliimiinde verilmigtir.
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3.2.2 Stabilite calismas

Cesitli pH’lardaki tampon ¢dzeltileri i¢inde 100 pg / ml konsantrasyonda hazirlanmig olan
lisinopril ¢ozeltileri 80° C ° de bir etlivde farkh siirelerde bekletildi. Bekletme siiresi bitiminde
buz banyosunda sogutma yapildi. Her bir ¢6zeltiden 10 ul sivi kromatografa enjekte edildi.

3.2.3 Standart egrinin hazirlanmasi

Lisinopril konsantrasyonundaki degisim ile pik alanlar1 arasindaki iligkiyi incelemek iizere
1000ug / ml konsantrasyonundaki lisinopril ¢6zeltisinden 0,2 - 0,4 - 0,6 - 0,8 ve 1ml’lik
hacimler alinarak 10ml’ye su ile tamamlandi. Boylece 20 - 40 - 60 - 80 ve 100 pg / ml’ lik
¢ozeltiler hazirlandi. Her bir 6rnekten 10ul’lik 4 ’er enjeksiyon yapildi. Her bir konsantrasyona
ait pik alam degerlerinin ortalamas: ( A ) ve bagil standart sapma [ (S /A ) x 100 ) ]
hesaplandi. Ortalama pik alam degerleri ile konsantrasyon degerleri arasmdaki Slgii egrisi
¢izildi. Olcli erisine ait regresyon denklemi en kilgiik kareler yontemi ile hesaplandi. Sonuglar
4.1.2°de verilmistir.
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4. SONUCLAR
4.1 Kromatografik Analiz

4.1.1 Ayirma

Stabilite galismalan sonunda elde edilen ¢dzeltilerdeki lisinopril ve bozunma iriinlerini ayirmak
ve lisinopril konsantrasyonunu tayin etmek i¢in Sane vd., ( 1992 ) tarafindan lisinopril’in miktar
tayininde Snerilmis olan ters faz sistemi kullamldi. Bu sistem C;5 kolon ile Bslim 3.1.3’de
belirtilen mobil fazdan olusmaktadir. Detektor dalga boyunu saptamak iizere lisinopril’in mobil
fazda almmig olan UV spektrumu Sekil 4.1°de goriilmektedir. Goriildiigii gibi absorpsiyon
maksimumu 205 nm’dedir. Ayrica 209 nm de bir omuz mevcuttur. Calismalarmmizda 209 nm
tercih edilmigtir.

. T T T

N

1.5843

3,000 L1 e . 1 L
196.6 z0a. 6 4@, 4 S@8.0 689. 0

Dalgaboyu (nm)

Sekil 4.1 Lisinopril’in UV spektrumu
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4.1.2 Standart egri

Béliim 3.2.3’de anlatildif gibi yapilarak, her bir konsantrasyon i¢in bulunan pik alani degerleri
ve bu degerlerle olusturulan 8l¢it egrisinin regresyon analizlerine ait parametreler Cetvel 4.1 °

de gbsterilmektedir.

Ortalama pik alant degerlerinden ¢izilen 6lgli egrisi ve bu egriye ait dogru denklemi Sekil
4.2’de gosterilmektedir.

Cetvel 4.1 Standart egrinin pik alam degerleri ve regresyon analizlerine ait parametreler

Lisinopril | A; x10° | A; x10° | A; x10° | A, x10° | Ax10 S %S
(ng/ml)
100 1,31 1,43 1,36 1,49 1,39 | 0,678x10° | 4,879
80 1,07 1,12 1,02 1,07 1,07 | 0,408x10° 3,815
60 0,84 0,86 0,82 0,92 0,86 | 0,432x10° | 5,024
40 0,61 0,56 0,63 0,60 0,60 | 0,294x10° | 4,906
20 0,28 0,26 0,26 0,24 0,26 | 0,163x10° | 6,280
A=0,013650x 10°c +0,017x 10° r= 0,997041
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1.5 I T ; 1 1
1.0 b 1
Pik
-8
Alanix10
05
A = 0.0136x10".c+0.017x10°
r = 0.9970
0.0 ! L L
0 20 40 60 80 100 120
¢ (ug/ml)
Sekil 4.2 Standart egri
4.2 Stabilite cahymalar:
4.2.1 Kromatogramlar

Boliim 3.2.2 de anlatilan stabilite ¢aliymalar1 pH = 2 - 8 arasinda, 80°C de, 72, 96 ve 120 saat
bekletilerek yapildi Sekil 4.3 - 4.10 da gesitli pH larda 80°C de 120 saat bekletilmis olan
¢Ozeltilere ait kromatogramlar gdsterilmektedir. Sekil 4.11 da ise bozunmaya ugramamis
lisinopril’e ait kromatogram verilmistir. 4,5 dakika civarinda g6riilen pik lisinopril’e aittir.

Kromatogramlar incelendiinde gortildiiti gibi, en yiiksek bozunma pH = 2 ’de meydana
gelmistir. Kromatogramlarda yaklagik 2,8 , 9,0 ve 11,5 dakikalarda goriilen piklerin alanlari
pH = 2 *de en biiytik degerleri almustir, pH degeri yiikseldikce alanlar kiigtiimektedir.
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Sekil 4.5 pH =3’de 80°C de 120 saat bekletilmig olan lisinopril ¢6zeltisine ait kromatogram
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Sekil 4.6 pH = 4’de 80°C de 120 saat bekletilmis olan lisinopril ¢ozeltisine ait kromatogram
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Sekil 4.7 pH = 5’de 80°C de 120 saat bekletilmis olan lisinopril ¢6zeltisine ait kromatogram
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Sekil 4.8 pH = 6’de 80°C de 120 saat bekletilmis olan lisinopril ¢dzeltisine ait kromatogram
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Sekil 4.9 pH =7"de 80°C de 120 saat bekletilmis olan lisinopril ¢6zeltisine ait kromatogram
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Sekil 4.10 pH = 8’de 80°C de 120 saat bekletilmis olan lisinopril ¢dzeltisine ait kromatogram
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x 1072 uolt

4.00 1

Sekil 4.11 Hi¢ bozunmaya ugramayan lisinopril ¢dzeltisine ait kromatogram
4.2.2 Reaksiyon Hizlan

Cesitli pH lardaki sulu ¢6zeltilerde bozunmalara ait psddo birinci dereceden reaksiyon hiz
sabitlerinin hesaplanmas: amaciyla 80°C de 72, 96 ve 120 saat bekletilmis olan ¢dzeltilerin
kromatografik analizlerinden elde edilen kromatogramlardaki lisinopril pik alanlan
( ortalama degerleri ve bagil standart sapma , A + % S ) Cetvel 4.2 ’de, bu alanlarm
logaritmasi ile bekleme sireleri arasindaki grafikler ( t - log A ) Sekil 4.12- 4.19 ’de
verilmigtir.

Elde edilen dogrulara ait denklemler grafiklerin {izerinde gdsterilmigtir. Bu denklemlerin
egiminin - 2.303 ile carpimasi sonunda bulunan reaksiyon hiz sabitleri Cetvel 4.2 de
goriilmektedir. Sekil 4.20 da ise pH ile reaksiyon hiz sabitleri arasindaki iligki gosterilmektedir.
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Cetvel 4.2 Cesitli pH ve siirelerde elde edilen pik alanlari ( Ortalama * % S ) ve reaksiyon

hiz sabitleri
Ortalamat % S

kx10°

pH Bekletme siireleri ( saat ) (saat™)
72 96 120

2,0 | 0,8676x10°+%3,921 | 0,6754x10° £ %3,864 | 0,5659x10° + %5,552 8,876
2,5 10,9512 x10°£%2,919 | 0,8503x10°+ %3,429 | 0,7552x10° + %3,364 4,797
3,0 |1,032 x 10°£%1,880 | 0,9301x10° + %2,745 | 0,8326x10° + %3,532 4,509
4,0 |1,154x10%% %2,382 | 1,076 x 105+ %2,123 | 0,993x10°+ %3,288 3,118
50 {1,210x10%+%2,258 | 1,136 x 10°+%2,070 | 1,082 x 105+ %2,179| 2,351
6,0 |1,241x10°%% 1,266 | 1,213 x 10°+% 2,666 | 1,153 x 10°+% 2,901 1,535
7,0 1,259 x 10%% %0,716 | 1,260 x 10°+ %2,116 | 1,211 x 10° + %2,169 0,815
8,0 |1,309x10%+%1,184 | 1,261 x 10°+ %1,032 | 1,231 x 10°+ %1,963 1,295
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Sekil 4.12 Lisinopril ¢8zeltisine ait pik alanlarmin logaritmast ile bekletme siireleri arasmdaki
grafik (pH=2,0)
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Sekil 4.13 Lisinopril ¢dzeltisine ait pik alanlarmm logaritmas: ile bekletme stireleri arasmdaki
grafik (pH=2,5)
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Sekil 4.14 Lisinopril ¢dzeltisine ait pik alanlarim logaritmasi ile bekletme siireleri arasmdaki
grafik (pH=3,0)
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Sekil 4.15 Lisinopril ¢6zeltisine ait pik alanlarmmn logaritmasi ile bekletme stireleri arasmdaki
grafik (pH=4,0)
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Sekil 4.16 Lisinopril ¢ozeltisine ait pik alanlarmn logaritmast ile bekletme siireleri arasmdaki
grafik (pH=5,0)
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Sekil 4.17 Lisinopril ¢6zeltisine ait pik alanlannm Jogaritmasi ile bekletme stireleri arasmdaki
grafik (pH=16,0)
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Sekil 4.18 Lisinopril ¢6zeltisine ait pik alanlarinn logaritmas: ile bekletme stireleri arasmdaki
grafik (pH=17,0)
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Sekil 4.19 Lisinopril ¢6zeltisine ait pik alanlarinn logaritmas: ile bekletme siireleri arasindaki
grafik (pH=8,0)
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Sekil 4.20 pH ile reaksiyon hiz sabitleri arasmdaki iligki

Sekil 4.20 *deki grafikte goriildiigii gibi lisinopril'in sulu ¢ozeltide en kararh oldugu pH 7 *dir.
pH degeri kiigiilditkge bozunma hizlanmaktadir, lisinopril nétral ortamda dayanikhdir. Gerek
HPLC kromatogramlarina gerekse reaksiyon hiz sabitleri degerlerine bakxldlglﬁda ¢Ozeltinin
pH’ 1diistiikge lisinopril'in daha hizh bozundugu gériilmektedir. pH = 2 ’ye ait kromatogramda
dokuzuncu dakika civarinda ortaya gikan pik pH = 4 *de kaybolmugtur. 11. dakika civarindaki
pik ise pH = 5 ’de ¢ok kiigiik olarak gériilmekte, pH = 6 *da kaybolmaktadir. Uglincti dakikaya
dogru ¢ikan pik ise pH = 3 ’den sonra ¢ok kii¢lilmiigtiir. Bu piklerin varbg: lisinopril'in
bozunma triinlerinin en az ii¢ adet oldugunu ortaya koymaktadir. Cahgma siiresinin kisa olmast
sebebiyle bunlarin karakterize edilmesi miimkiin olmamugtir. Ayrica lisinoprilin bozunmasma
sicaklik , oksijen ve 118 etkisinin de incelenmesi ve Arrhenius grafiklerinin olusturulmasryla
devam edilerek ¢alismanin tamamlanmas: diiginiilmektedir.
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