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OZET

(Keskek, M. (2016). Trokserutin ve Karbazokromun Yiiksek Performansli Sivi
Kromatografisi Yontemi ile Yanyana Analizi. Istanbul Universitesi Saglik Bilimleri
Enstitiisii, Analitik Kimya Anabilim Dal1. Yiiksek Lisans Tezi. Istanbul

Trokserutin gibi flavonoidler, kronik ven6z yetmezliginin tedavisinde etkili ve
giivenilir ajanlardir. Trokserutin ve karbazokromun birlestirilmis kombinasyonu, akut
komplikasyonsuz hemoroidli cerrahi islemsiz hastalarda iyi bir etkiye ve giivenilir bir
profile sahiptir. Bu ylizden bu iki ilacin bir arada incelendigi bir analiz yontemi
gelistirmek onemlidir.

Bu calismada, tablet formundaki trokserutin ve karbazokromun birlikte analizi i¢in
basit ve seg¢ici bir HPLC yontemi gelistirilmistir. Yontem core-shell Pentaflorofenil
Propil polar kolon; (MeOH; %5’lik HAc),(99,5:0,5-V/V) mobil faz1 ile 0.25 mL/dak
akis hizinda maddelerin ayrilmasi esasina dayanmaktadir. Dedeksiyon dalga boyu 350
nm olarak sec¢ilmistir. Maddelerin dogrusallik araliklari trokserutin igin 1,00-20,00
pg/mL ve karbazokrom igin 0,05-1,00 pg/mL olarak bulunmustur. Teshis (LOD) ve tayin
siirlart (LOQ) ise sirast ile trokserutin igin 0,65 pg/mL ve 1,00 pg/mL; karbazokrom
icin 0,01 pg/mL ve 0,05 pg/mL’ dir. Gelistirilen yontem valide edilip , bu iki ilag etken
maddesinin tabletlerdeki analizine uygulanmistir. Bu yontem kolay ve tekrarlanabilir
olup tablet analizlerinde giivenle kullanilabilir niteliktedir.
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ABSTRACT

Keskek, M. (2016) Simultaneous Determination of Troxerutin and Carbazochrome by
High-Performance Liquid Chromatographic Method, Istanbul University, Institue of
Health Science, Department of Analytical Chemistry. Master Thesis. Istanbul.

Flavonoids, such as troxerutin, are safe and effective agents for the treatment of
chronic venous insufficiency. The fixed combination between troxerutin and
carbazochrome has a good efficacy and safety profile in non-surgical patients with acute
uncomplicated hemorrhoids. Therefore it is important to develop simultaneous analysis
metod of those drug substances.

In this study, a simple and selective HPLC method was developed for the analysis
of troxerutin and carbazohrome in tablets . The method was based on separation by using
a mobile phase (MeOH; %5°lik HAc),(99,5:0,5-V/V) and core-shell Pentafluorophenyl
Propyl polar column . The mobile phase flow rate was 0.25mL/min. The substances were
dedected at 350 nm. The linearity ranges were found as 1.00-20.00 pg/mL for troxerutin
and, 0.05-1.00 pug/mL for carbazohrome. The limits of detection and quantification were
found to be 0.65 pg/mL and 1.00 ug/mL for troxerutin and ;0.05 pg/mL and 0.01 pug/mL
for carbazohrome, respectively. The proposed method was successfully validated and
applied for the determination of tablets. This method is simple, reproducible and can be
used safely simultaneous analysis of troxerutin and carbazohrome in tablets.



1. GIRIS VE AMAC

Basur veya hemoroid ayrica halk arasinda bilinen adiyla mayasil, damar yumagi
yapisinda olan ve aniisiin ¢ikisinda yastik¢ik gérevi goren bir dokudur. Bunlar sistigi veya
iltihaplandiginda patolojik hale gelmektedir.

Hemoroid, hemoroid ven6z pleksusun patolojik dilatasyonu, ilk ¢caglarin basindan
beri insanoglunun muzdarip oldugu, toplumun yaklasik %50'sinde goriildiigii tahmin
edilen klinik bir problemdir (1,2). Hemoroidin bir tipi olan vendz yetmezligi
endistrilesmis iilkelerde kiigiimsenmeyecek kadar ciddi bir halk sagligi problemidir ve
hastalarin yasam kalitesine de ciddi olumsuz etkisi vardir.

Anorektal hastaliklarin fitil, daglama ve eksizyon yoluyla tedavileri ilk olarak
Hipokrat tarafindan bildirilmistir. Binlerce yil ge¢mesine ragmen tedavinin temel
prensipleri benzerdir. Cerrahlar, hemoroid hastalarinin %75'ine bandajlama, %356'sina
skleroterapi,%47'sine hemoroidektomi, %9'una submukozal diatermi ve %2'sine longo
usulii stapler hemoroidopeksi tedavi yontemlerini uygulamaktadir. Modern tedavi
yontemleri ise, bunlarin yani sira ¢esitli medikal (cerrahi olmayan) ve cerrahi se¢enekler
icermektedir.

Son zamanlarda, hemeroid tedavisinde etkili oldugu bulunan bazi ilaglarin geligimi
biiylik ilgi uyandirmaktadir (3). Hemoroid altinda yatan sebeplerin lokal damar
kapileritisini gelistiren venotik ajanlarla tedavi edilebilecegi saptanmistir. Bu ilaglarin
damarlarin kapiler yapisindaki etkisi (gegirgenligi azaltip dayaniklilig1 arttirmasi), lokal
lenf sistemi {izerindeki anti-inflamatuar etkisi, reaktif oksijen radikalleri tizerindeki
inhibitor aktivitesi ve kan viskozitesini azaltma kabiliyeti, onlart hemoroid tedavisinde
kullanilabilir cazip ajanlar yapmaktadir.

Flavonoidlerin kronik venéz yetmezliginin tedavisinde kullanilabilir giivenilir ve
etkili venotik ajanlar oldugu gézlemlenmistir. Bir flavonoid tiirii olan trokserutinin vendz
duvarlariyla belirgin bir afinitesi oldugu saptanmigstir. Trokserutin , hiicre dis1 matriksine
trombositlerin yapigmasini 6nemli derece inhibe eder; bu durum eritrosit topaklanmasini
engelleme gibi bir etki yaratir ve kan-fibrinolotik sistem iizerine olumlu bir sekilde etki
etmektedir. Son zamanlarda parenteral trokserutin italya'da  karbazokrom
kombinasyonuyla birlikte pazarlanmaktadir. Krabazokrom, mikrosirkiilasyon giiciinii
arttiran adrenalinin bir oksidasyon iirtintidiir.

Baile ve ark. , bu iki aktif maddenin kombinasyonunun Faz IV ¢aligsmasini ¢ift kor
ve plosebo kontrollii olarak yiirtitmislerdir. Calisma sonunda hi¢ bir yan etkinin
gbzlemlenmedigi ve ilacin etkili oldugu kayda gecirilmistir (2).

Hastaligin yayginligi ve yasam kalitesini ciddi sekilde etkiledigini diisiiniirsek bu
ilacin tiretimi ve kullanimi s6z konusudur. Bu anlamda ilag sanayinin bu ilac1 saglikli bir
sekilde analiz edip iiretime sunabilmesi i¢in etkili ve giivenilir bir kantitatif yontemin
gelistirilmesi 6nemlidir. Bu ihtiyaca cevap vermek icin bu iki maddenin analizi yiiksek
performansl sivi kromatografisi (HPLC) yontemiyle F5 Core-Shell kolon destegiyle
tabletlerden analizini saglayacak 0zgiin, segici bir yontem olusturulmustur. Yontem
valide edilip tabletlere uygulama yapilmustir.



2.GENEL BIiLGILER

2.1. Cahsilan Etken Maddeler

2.1.1. Trokserutinin Kimyasal ve Farmakokinetik Ozellikleri

Sekil 2-1:Trokserutinin Molekiil Sekli

1930’larda portakaldan yeni bir bilesik izole edilmis ve vitamin P olarak
vitaminlerin yeni bir sinifi olduguna inanilmistir. Daha sonra bu maddenin bir flavonoid
(rutin) oldugu netlik kazanmis ve simdiye kadar bu maddeyle birlikte 4000 flavonoid tiirii
kesfedilmistir (5).

Flavonoidler, genis polifenolik gruplara ve benzopiron yapisina sahip pek c¢ok
bitkinin biinyesinde bulunabilen bilesiklerdir (4). Trokserutin de gesitli sebze ve meyve
tiirlerinde, tahil tanelerinde, kahvede bulunan ,vitamin P4 olarak bilinen bir flavonoid
(rutin) tiirevidir (5). Kimyasal olarak - [3,4-bis (2-hidroksietoksi) fenil] -5-hidroksi-7- (2-
hidroksietoksi)-4-okso-4H-kromen-3-il 6-0-(6-deoksi-B-D-manopiranosil)-B-D-
glukopiranosid seklindedir (Sekil 2-1) (6). Molekiil formiilii C3sH42019 0lup 742,67 g/mol
molekiil agirligina sahiptir. pKa’s1 8,34’diir. Suda ¢6ziinebilirken organik solventlerde
¢Ozlinememektedir (7).

Antitrombatik, antieritrosit, fibrinolitik, 6dem koruyucu ve reolojik etkinlige
sahiptir. Kronik venoz yetmezligi, varis ve hemeroid tedavisinde kullanilir (5). Bunun
yaninda, pek c¢ok flavonoid gibi trokserutinin de antioksidan o6zelligi vardir; agir
metallerle baglanarak onlarin toksik etkilerini giderebilir (8).



Cui ve ark. 2010 yilinda trokserutinin klinik ¢aligmasini 18 Cinli goniilliide 300
mg’lik trokserutinin terapotik dozu oral yolla uygulayarak gerceklestirmislerdir.
Uygulamadan sonrasini takip eden plazmadaki doz araliginin pg/ml diizeyinde oldugu
tespit edilmistir. Calisamaya gore trokserutinin plazmadaki max. konsantrasyonu
(Cmax),(0,75+£0,31) ng/ml, plazmada eliminasyon yari omrii (t12) (2,35 + 1,14) saat ve
plazmadaki konsantrasyonla zaman arali§i arasindaki egrinin altt (3,60 += 1,76)
ng.s/ml’dir (5).

2.1.2. Trokserutinin Miktar Analiziyle Tlgili Literatiir Calismasi
2.1.2.1. LC-MS/MS ve LC-MS Yontemi ile Calismalar

Juan-juan ve ark., fare plazmasinda CTN986, rutin ve tokserutini LC-MS/MS
yontemi kullanarak miktar tayini yapmislardir. C18 kati faz ekstraksiyon iglemi ardindan
C18 (250 mm*4.6 mm, 5Sum) kolonlu ve (metanol:izopropanol:su:formik asit),
(36:8:56:0.1, VI/VIVIV) mobil fazli izokratik kromatografide etken maddelerin
ayrilmasin1 gergeklestirmislerdir. Yontemin LOQ’su 4 ng/ml olup kalibrasyon araligi
4ng/ml-800ng/ml‘dir. Gelistirilen yontem farmakokinetik caligmaya uygulanmustir (9).

Mei ve ark. kopek plazmasini kullanarak LC-MS/MS metoduyla miktar ¢alismasi
yapmiglardir. 80 derecelik suda asidik hidrolizin ardindan 5 ml’lik etil asetat ile
ekstraksiyon islemini gerc¢eklestirmislerdir. LC-MS/MS analizini ODS C18 Shim-pack
(250 mmx*2.0 mm, 5 um) kolonda (Metanol:%0,02’lik amonyak ¢6zeltisi) (70:30 ,V/V)
mobil faz1 ile yiritmislerdir. LOQ 1lpg/ml olup kalibrasyon egrisi 1-100pg/ml
araligindadir. Gelistirdikleri yontem ile trokserutinin plazmadaki stabilite ¢alismasini
yapmiglar ve oda sicakliginda 24 saat igeresinde oldukea stabil oldugunu gostermislerdir
(10).

Jianshe ve ark. LC-ESI-MS analiz yontemiyle trokserutini tavsan plazmasinda
analizini yapip farmakokinetik incelemesini yapmislardir. Internal standart olarak
paeoniflorini se¢gmislerdir ve, (metanol: asetonitril) (3:1,V/V) ile protein ¢oktiirmeyle
numuneleri kromatografik kosula hazirlamiglardir. Kromatografik ayrilma Allure (TM)
PFP Propil (2.1 mm x 100 mm, 5 pm) kolonda (metonol-su) ile yapilan gradient eliisyon
yontemiyle saglanmigtir. Yonteme gore trokserutinin LOQ degeri 10ng/ml olup
kalibrasyon aralig1 10-5000ng/ml’dir (11).

Cui ve ark. trokserutini insan plazmasinda tramadol i¢ standarti kullanarak LC-
MS/MS yontemiyle calismiglardir. (Etil asetat: izopropanol) (95:5, V/V) le
gerceklestirilen sivi-sivi ekstraksiyon igleminin ardindan 10mM’lik amonyum asetat ,%
0,1’lik formik asit ve metanolden olusan mobil faz sistemiyle gradient eliisyon islemi
uygulanmistir. Dogrusallik araligimi 0,01-10 ng/ml olarak bulmuslar ve gelistirilen
yontemi farmakokinetik caligmaya uygulamislardir (5).

Qinghua ve ark., trokserutinin insan plazmasindaki konsantrasyonun o&l¢iim
belirsizligini  degerlendirmiglerdir.  Trokserutinin  konsantrasyonunu LC-MS/MS
yontemiyle tayin etmislerdir (12).



Fei ve ark. trokserutinin insan plazmasinda kantitatif tayinini ¢alismiglardir. Kolon
olarak Phenomenex Synergi Fusion RP , mobil faz olarak (asetonitril:%0,1°lik formik
asit) (80:20, V/V) kullanarak kromatografik kosullar1 belirlemisler ve LC-MS/MS
yontemini pozitif modda kullanarak gelistirmislerdir. Gelistirilen yontemi, 18 saglikli
goniilliiye uygulanan 300 mg 'Iik trokserutinin farmakokinetik c¢alismasina
uygulamislardir (13).

2.1.2.2. HPLC Yontemi ile Yapilan Calismalar

Hepsebah ve ark. tabletten trokserutini kalsiyum dobisilat ile birlikte farmasotik
preparattan ters faz sivi kromatografisi yontemiyle analiz etmislerdir. Gelistirdikleri
yontemde Enable C18G (250 x 4.6 mm; 5u) kolon ve (ACN:MeOH:0,02M potasyum
dihidrojen fosfat-pH:4) (25:10:65, V/V/V) mobil fazin1 0,5 ml/dk akista kullanmislardir.
Trokserutin i¢in LOQ degerini 1 pg/ml ve LOD degerini 0,5 ug/ml bulup kalibrasyon
egrisi 62,5-250 pg/ml araligindadir (14).

Jie-ming ve ark. trokserutin ve kumarini tabletlerden ters faz gradient eliisyon
yontemiyle analiz etmeye caligmislardir. Etken meddelerin dedeksiyonu Venusil C18
kolonda, pH4,4 0,1 mol/lL NaH:PO; ve ACN mobil faz kombinasyonuyla
gerceklestirmislerdir. Calisilan dalga boyu 276 nm ve belirledikleri lineer kalibrasyon
aralig1 trokserutin i¢in 1,00-200,98 pg/ml’dir. Gelistirilen yontemi trokserutin-kaumarin
tabletlerine uygulamislardir (15).

Morugina ve ark. farmasdotik preparatlardan trokserutin, dekspentanol, benzokaine
ve metil parahidroksibenzoat etken maddelerinin HPLC yontemiyle es zamanl analizi
icin yontem gelistirmislerdir. Kromatografik ayrilma, C18 kolonda (50%2.0 mm, 2 pm ya
da 150x4.6 mm, 5 um) %0,05’lik H3PO4 ve ACN ile gradient eliisyonda gergeklesmistir.
206, 256, 288 nm olmak tizere li¢ farkli dalga boyu kullanmiglardir. (16).

Shuiwang, trokserutinin enjeksiyon preparatlardan HPLC ile miktar tayinini
yapmistir. LiChrospher 100 RP-18¢ (5 um, 4.0 mm X 250 mm) kolonu ve
(ACN:tetrahidrofuran: pH3,5 0,01M’lik NaH:PO4) (14:6:80, V/V/V) mobil fazin
kullanmigtir. Dedeksiyon dalga boyu olarak 254 nm’yi se¢mistir. Lineer kalibrasyon
araligin1 47- 330 pg/ml olarak bulmustur (17).

Zheng ve ark. trokserutini plazma matriksinde RP-HPLC metodunu kullanarak
calismiglardir. Kolon olarak Hipersoil BDS-Cig kolon, mobil faz olarak
(MeOH:Su:Asetik asit) (40:60:5, V/V/V) kullanmislar ve UV dalga boyunu 254nm olarak
segmiglerdir. LOD degerini 50 ng/ml ve dogrusallik araligini 1,0-50,0 pg/ml olarak
bulmuslardir (18).

Gong-Jun ve ark. fare ve civciv plazmasinda ayni anda alt1 flavonoid ve trokserutin
tayini icin UV-HPLC metodunu kullanmislardir. Kromatografik ayrilma, VP-ODS kolon
(150 mm x 4.6 mm, 5.0 um) ve (Su:MeOH:Asetik asit) (57:43:1, V/VIV,pH3) mobil
fazim1 0,8 ml/dk akista uygulayarak gerceklestirmislerdir. Trokserutin i¢in lineer
kalibrasyon aralig1 0,50-350,00 pg/ml “dir (19).



Hui ve ark. atsidum benzoikunu i¢ standart olarak kullanarak trokserutini plazmada
RP-HPLC yontemi ile analiz etmislerdir. Sistemde mobil faz (MeOH:Su:Asetik asit)
(40:60:5, V/IVIV); kolon sicakligi 30°, akis hiz1 0,8ml/dk ve dalga boyu 254nm’dir. LOQ
degeri Ing/ml olup lineer kalibrasyon egrisi 1-50ng/ml arasindadir (20).

Zhensheng trokserutini tiirevleyerek floresans dedektorli HPLC'yle insan
plazmasinda analiz etmis ve farmakokinetik ¢aligmalar i¢in dnermistir. LOQ 'yu 1ng/ml
olarak bulup kalibrasyon egrisi aralig1 1,25-40 ng/ml’dir (21).

Dittrich ve ark. insan plazmasinda ve idrarinda 3'-4',7- tri-O-(beta-hidroksi-etil)
rutosid'inin  (trokserutin) analizini gergeklestirmislerdir. Bunun ig¢in XAD-2-
trihidroksietilrutosid ayrilip  tetrahidroksietilrutosid floresans dedeksiyonla tayini
yapilmustir. Ilacin insana oral olarak uygulanmasindan sonra farmakokinetigi l¢iilmiistiir
(22).

2.1.2.3.Spektrofotometrik ve Spektroflorometrik Yontemler ile Yapilan Calismalar

Khattab ve ark., trokserutin ve karbazokromu enjeksiyon preparatlardan tayini i¢in
cesitli spektrofotometrik metotlar gelistirmiglerdir. Trokserutin i¢in kalibrasyon egrisi
araligini 5,00-50,00pg/ml olarak bulurken, karbazokrom i¢in ise 0,50-10,00 pg/ml olarak
bulmusglardir (6).

Ya Hong ve ark. , trokserutinin farmasoétik preperatlardan tayini i¢in hizli ve hassas
spektrofotometrik ve spektroflorometrik metotlar gelistirmislerdir. Yontem, florojenik
reaksiyon T{riinii veren  hemoglobinin hidrojen peroksit {izerindeki aktivitesini
trokserutinin inhibe etmesine dayanmaktadir. Reaksiyon {iriiniiniin eksitasyon dalga boyu
550nm , emisyon dalga boyu 575nm’dir. Inhibasyonun konsantrasyonla dogru orantili
oldugunu bulmuslar ve 0,04-1,5 pg/ml araliginda ¢alismislardir (23).

Suhua ve ark. , trokserutinin miktar analizi i¢in spektrofotometrik bir metot
Onermiglerdir. Yontem, bazik boraks soliisyonunda potasyum ferrisiyanid
oksidasyonundan sonra 4-aminoantipirininle olan kromojenik bir reaksiyona
dayanmaktadir. Onerilen yontemin 1.6x107°- 2.4x10* mol/L™? araliginda lineer araliga
sahip oldugunu bulmuslardir (24).

Hong ve ark. trokserutin tabletlerinde hem trokserutin hem de rutin kalintilarini
analiz edebilen cift 151k yollu UV spektrometre yontemini gelistirmislerdir. Trokserutin
icin lineer kalibrasyon araligin1 0,00-43,04 ng/ml olarak bulmuslardir (25).

Prodromos ve  Pantelis, submikromolar konsantrasyonlarda trokserutinin
spektrofotometrik  dedeksiyonunu Ce(IV) - Arsenezo III birlestirilmis redoks
komplekslesme reaksiyonu yardimiyla basarmiglardir. Kompleksin max. absorpsiyonu
615 nm ve 655nm dalga boylarindadir. Trokserutin i¢in lineer kalibrasyon araligini 0,1-
0,8 pg/ml olarak bulmuslardir. Prodromos’un diger bir ¢alismasinda da oksidatif 3-
metilbenzodiazolin-2-1-hidrazon reaksiyonu temel alinarak trokserutinin bulk ve
farmasdtikte tayinini gergeklestirmislerdir. Reaksiyon {irliniiniin max. absorpsiyonu
540nm’dir. Lineer kalibrasyon araligini 2-30 pg/ml olarak bulmusglardir. Her iki metodun



analiz sonuglarini t-testi ve f-testi uygulayarak karsilastirmislar ve arada 6nemli bir farkin
olmadigini gostermislerdir (26-27).

Poctova ve Kakac, borik ve okzalik asitli iyotla form bulmus ti¢lii kompleksin
floresans yogunlugunu kullanarak trokserutinin tayini i¢in hassas bir analitik metot
gelistirmislerdir. Kompleksin asetonitril soliisyonundaki eksitasyon dalga boyu 450 nm,
emisyon dalga boyu 503 nm’dir. Dogrusallik araligimni 0.02 pg-1.0 pg/mL olarak
bulmuslardir (28).

2.1.2.4. Diger Yontemler

Xiao-li ve ark., trokserutin tayini igin, alkali ortamda K>S;Og ile luminol
kemiliimiinesansinin trokserutin tarafindan inhibe edildigi yonteme dayanan bir akis
enjeksiyon kemiliiminesans yontemi  gelistirmislerdir. Bulunan LOD degeri
8.0x108 mol/L olup lineer aralik 1.0x107- 6.6x10° mol/L’dir. Gelistirilen yontemi
trokserutinin tablet formuna uygulamiglardir (29). Xiao-li ve ark.'larinin trokserutinin
tayini igin gelistirdigi diger bir kemiliiminesans ydntemini, MnSO* ve KIO* sistemiyle
gerceklestirmislerdir. Optimum kosullar altinda trokserutinin LOD degerini 7x108g/mL,
kalibrasyon lineer araligini 2.0x107g/mL-8.0x10 g/mL olarak bulmuslardir (30).

Shu-hua ve ark. trokserutinin enjeksiyon ve tabletlerde tayini igin, rhodamin 6G
varliginda sodyum hidroksit ortaminda trokserutinle ferrisiyanidin kemiliiminesans
reaksiyonuna dayanan bir akis enjeksiyon kemiliiminesans yontemi uygulamislardir (31).

Huaizhong ve ark. , Venoruton enjeksiyonlart ve Venoruton tabletlerinde
trokserutin tayini igin short kapiler zone elektroforez metodu gelistirmislerdir.
Kalibrasyon egrisinin 0,1-0,7mg/ml olarak bulmuslardir. Huaizhong ve ark., trokserutin
tabletlerinden trokserutin tayini i¢in gelistirdigi diger bir 6nemli metot da monolitik
kapiler elektroforez yontemidir. LOD degeri 2.2 pg/mL™? , LOQ degeri 7.3 ng/mL* ve
kalibrasyon egrisi araligi 0.2022-0.8088 mg/mL’dir (32-33).

Silvestri, bromofenindion, trihidroksietilrutosid (trokserutin), glibenklamid
,koenzim A, doksisiklin iceren farmasétiksel iiriinlerde polagrafik tayin yoniyle kantitatif
analiz yapmistir (34).

Deppeler ve Becker, pridoksin (vitamin B6), trokserutin (vitamin P4) , pridoksal
ve pridoksamin ve 5-kloro-7-iodo-8-kuinolinol igin farmasotiksel karisimlarda kagit
kromatografisi yontemi kullanarak tayin yapmislardir (35).



2.1.3 Karbazokromun Kimyasal ve Farmakokinetik Ozellikleri
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Sekil 2-2:Karbazokromun Molekiil Sekli

Adrenokrom, adrenalinin (epinefrin) bir oksidasyon tiriiniidiir. Stabil degildir fakat;
Braconier (1943) adrenokromu, monosemikarbazon ile kombine ettigi zaman stabil olan
adrenokrom monosemikarbazidi(karbazokrom) bulmustur. Coziiniirliigii ¢ok zayif olan
bu maddenin sodyum salisilat veya sodyum siilfonatla kompleks halindeyken
¢cozliniirligii artmakta ve boylece, kas i¢i enjeksiyonla veya oral yolla verilebilir hale
gelmektedir (36).

Bir adrenokrom tiirevi olan karbazokrom sodyum siilfonat kimyasal olarak 1-metil-
6-0kso-2,3,5,6-tetrahidroindol 5-semikarbazon-2-siilfonik asit sodyum tuzu, ii¢ hidrat
seklindedir (Sekil 2-2). Molekiil formiilii C10H1:N4NaOsS olup 322,27 g/mol molekiil
agirhigina sahiptir. pKa’st 7,43’diir. Suda SmM’a ,dimetilsiilfoksitte 100mM’a kadar
¢oztinmektedir (37).

Karbazokrom, kilcal damarlarin hassashigindan kaynaklanan kanamalarin
tedavisinde sik¢a kullanilir. Literatiirde damar ici kullanildiginda akciger fonksiyon
bozuklugunu hafiflettigi ve vaskiiler gecirgenligi azalttigi rapor edilmistir. Ayrica,
endotelyal bariyer fonksiyon bozuklugunu, Ca (2+) iyonoforlar tarafindan zengin
endotelyal gegirgenligi etkilemeden tersine ¢evirebildiginden de bahsedilmektedir (38).

Funahara ve ark.’nin , ikinci dereceden Dang kanamali atesi ( Dang Humma) tanisi
konmus hastalarda karbazokrom sodyum siilfonatin etkisini incelemislerdir. Siddetli
kanamay1 ve sok riskini elimine etmede kullanigli olabilecegini gostermislerdir.

Min ve ark. yirmi dort saglikli Cinli erkek goniilliye 90mg'lik karbazokrom
sodyum siilfonati oral olarak vererek farmokinetik ¢alismasini yapmislar ve Cmax'1 (21,0
+ 8,4) ng/ml , tmax1 (1,2 £ 0,5) saat olarak belirlemislerdir. Yarilanma omrii (t12) ve
konsantrasyon zaman egrisi altinda kalan alan , sirasiyla (2,5 = 0,9) s ve (65,9 £ 25,3)
s.ng/ml olarak bulunmustur (38).



2.1.4. Karbazokromun Miktar Analiziyle ilgili Literatiir Cahsmasi
2.1.4.1. LC-MS/MS ve LC-MS Yontemi ile Calismalar

Min ve ark., insan plazmasinda karbazokrom sodyum siilfonat tayini ig¢in
atmosferik basing iyonizasyonlu LC-MS/MS yontemi gelistirip valide etmis,
farmakokinetik uygulamasini gergeklestirmislerdir. Internal standart olarak amilorid
hidroklorid se¢ilmis, %14'lik perklorik asitle protein ¢oktlirme islemini
gerceklestirmiglerdir. Analitler, Hypersil ODS-2 kolonda, %0,2'lik formik asit ve
metanolden olugan ¢ok basamakli gradient eliisyonla ayrilmistir. LOQ degeri 0,5 ng/ml
olarak bulunmus ve 0,5-50 ng/ml konsantarsyon araliginda yontem valide edilmistir (38).

Xingjang ve ark., insan plazmasinda karbazokrom sodyum siilfonat kantitatif tayini
icin kati-faz ekstraksiyon ve elektrospray iyonizosyonlu LC-MS/MS sistemini optimize
edip validasyonunu yapmislardir. Kromatografik ayrilma Zorbax SB-Aq (4.6%250mm,
Sum) kolonda izokratik kosullar altinda gerceklesmistir. Lineer aralik 0,189-37,8
ng/ml'dir. Gelistirdikleri yontemi, biyoesdegerlilik ¢alismasina basariyla uygulamislardir
(39).

2.1.4.2. HPLC Yontemi ile Yapilan Calismalar

Ronggui ve ark., karbazokrom sodyum siilfonatin enjeksiyon preparatlardan tayini
amaciyla HPLC metodunu gelistirmislerdir. Y6ntem igin C1g kolon ve mobil faz olarak
da asetik asit-sodyum asetat tamponuyla metanol (90:10, V/V) sistemi seg¢ilmistir.
Dedeksiyon dalga boyu 363 nm'dir (40).

Biao ve ark., enjeksiyondan karbazokrom ve ilgili maddelerin HPLC'de analiz
metodunu gelistirerek valide etmislerdir. pH3,0 0,01M NHsH2POs-etanol (10:1,V/V)
mobil faziyla birlikte Diamonsil Cig kolon (200 mm x 4.6 mm, 5 um) kullanmiglardir.
Dedeksiyon dalga boyu 360 nm, akis hiz1 1,2 ml/dk'dir. Kalibrasyon egrisi 50-250 mg/ml
arasinda dogrusaldir (41).

Ying-heng ve ark., karbazokrom tabletlerinden karbazokrom tayini igin HPLC
metodunu kullanmiglardir. HPLC kosullari; Nucleodur Cig kolon, mobil faz olarak
metanol-su (15:85, V/V) karigim1 ve dalga boyu 355 nm'dir. 20-200pg/ml konsantrasyon
araliginda iyi sonuglar elde etmislerdir (42).

Lan-lan ve ark., karbazokromu enjeksiyon preparatlardan HP-ODS Hypersil
kolonda HPLC gradient eliisyon yontemini kullanarak analiz etmislerdir. pH 3,0 0,01M
fosfat tamponu ve asetonitril mobil faz karisimini kullanmislar ve deteksiyon dalga
boyunu 220nm'ye ayarlamiglardir. Karbazokromu; asit, baz, 1s1 ve oksidasyon gibi
kosullarla muamele ederek bozunma iiriinlerinin analizini yapmislardir (43).

Xiaoyan ve Fei, karbazokrom sodyum siilfonat1 enjeksiyon preparatlarinda HPLC
metodunu kullanarak ¢alismiglardir. Lichrospher Cig kolonu (4.6 mm x 250 mm, 5 pm)
kullanmiglardir. Mobil faz 0,15 mol/L amonyum asetat- metanol ( 90:10, V/V), akis hiz1



1,0ml/dk ve dedeksiyon dalga boyu 363nm'dir. Yontemin ¢alisma araligi 9,96-
89,60mg/L'dir (44).

Shun-wang ve ark., karbazokrom ve glukoz enjeksiyonlarinin analizi i¢in HPLC
metodunu Cis kolonda gelistirmislerdir. Mobil faz (%0,12'lik NH4H2PO4:ACN), (91:9,
V/V)'dan olusmaktadir. Akis hizi 1,0ml/dk ve dedksiyon dalga boyu 363nm'dir.
Yontemin 11,65-58,25 mg/ml arasinda lineer oldugunu gostermislerdir (45).

Jie ve ark., enjeksiyon preparatlarinda karbazokrom ve bozunma iiriinlerinin
tayinini HPLC yontemini kullanarak yiiriitmiislerdir. Analiz i¢in 355nm dalga boyu,
kolon olarak Diamonsil C18 ve mobil faz olarak %0,1'lik trietilamin igeren pH 3,8
MeOH-0,01M'lik KH2PO4 (25:75) kullanmislardir (46).

2.1.4.3.Spektrofotometrik ve Spektroflorometrik Yontemler ile Yapilan Calismalar

Xioujuan ve ark., biyolojik sivilarda karbazokrom tayini i¢in karbazokromun eosin
ya da floksinle asidik ortamda reaksiyonuna dayanan hassas ve hizli spektrofloresans
metodu gelistirmislerdir. Sirasiyla eksitasyon dalga boylari, 301nm ve 305 nm; emisyon
dalga boylar1 545 nm ve 565 nm'dir. Eosinli sistemin LOD degeri 9, 1ng/ml ve kalibrasyon
aralig1 0,03-1,5 pg/ml'dir. Floksinli sistemin ise LOD degeri 22,7 ng/ml ve kalibrasyon
araligr 0,08-1,25 pg/ml'dir. Yine karbazokrumun florumetri yontemiyle tayini igin,
Britton-Robinson tamponu ortaminda karbazokromu dikloroflorosein , dibromoflorosein
ya da diiodoflorosein ile tiirevi haline getirmislerdir. Diklorofloroseinli sistemde max.
emisyon dalga boyu 536nm ve LOD degeri 5,7ng/ml; dibromoflorosein sistemde max.
emisyon dalga boyu 536nm ve LOD degeri 5,7ng/ml; diiodofloroseinli sistemde max.
emisyon dalga boyu 560nm ve LOD degeri 129,6 ng/ml'dir. Yontem serum ve idrarda
karbazokrom bulmak i¢in kullanilmistir. Britton-Robinson tamponu kullandiklar1 diger
bir calismalarinda ise karbazokromu , triptofan, tirosin ve fenilalanin gibi bazi aromatik
amino asitlerle reaksiyona sokup spektrofloremetrik yontemini gelistirmislerdir.
Triptofanli sistemde max. emisyon dalga boyu 352 nm ve LOD degeri 31,3ng/ml;
Tirosinli sistemde max. emisyon dalga boyu 303 nm ve LOD degeri 44,6ng/ml,
Fenilalaninli sistemde max. emisyon dalga boyu 284 nm ve LOD degeri 315ng/ml'dir. Bu
yontemi kan ve idrarda karbazokrom bakmak i¢in kullanmiglardir (47,48,49).

Binbin ve ark., karbazokrom tabletlerinin igerik tayini i¢in hizli ve dogrulugu
yiiksek spektrofotometri yontemi gelistirmisleridir (50).

Hong-fu ve Fang enjeksiyon preparatlarindan karbazokrom tayini igin
spektrofotometri metodunu gelistirip kullanmiglardir. UV deteksiyon dalga boyu 363
nm'dir. Standart egri 3,2-12,8mg/L arasinda dogrusaldir (51).
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2.1.4.4. Diger Yontemler

Lin ve ark., asidik potasyum permanganatta karbazokromu oksidasyona ugratarak
kemiliiminesans olusumuna dayal bir yéntem olusturmuslardir. LOD degeri 2.0x1.0%° pg
mL? ve dogrusal aralik 7.0x1.01%-1.0x1.0"" pg/mL'dir. Bu metodun ilag kalite kontrolii
analizlerine uygun oldugunu belirtmislerdir (52).

Feng ve ark., sodyum-periodat-karbazokrom salisilat sistemlerde, karbazokrom
salisilat1 kemiilimiinesans ile tayin etmislerdir. Bulunan LOD degeri 2.7x10° g/mL ve
calisma egrisinin lineer aralig1 8.0x107°-1.0x10® g/mL'dir (53).

Zhao-zhong karbazokromu, dogrusal tarama salinim polografisi ile analiz etmek
icin yontem gelistirmis ve valide etmislerdir (54).

C.Suresh ve ark., tabletlerde karbazokrom kantitatif tayini i¢in basit ve dogru
polagrafik yontem gelistirmislerdir. Yontemin 0,4-10,0 pg/mL  konsantrasyonlari
arasinda kalibrasyon egrisinin lineer oldugu goriilmiistiir. Bulunan LOD degeri
0,18ug/ml'dir (55).

Boting ve ark. , karbazokrom sodyum siilfonat miktar tayini i¢cin katyon degistirici
recine yontemini kullanmislardir (56).
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2.2. Kromatografi

Ayirma isleminde, analitin bulundugu ortamdan kantitatif olarak alinirken,
matriksteki diger maddelerin kantitatif olarak bulunduklari ortamda kalmasi istenir. Bu
sartlar1 yerine getiren bir ayirmaya segici veya spesifik ayirma denir. Boyle ayirmalara
imkan veren metotlarin basinda kromatografi gelmektedir.

Kromatografik ayirmalar, biri sabit 6teki hareketli olan iki faz (ortam) arasinda
gerceklestirilir. Ayrilmasi istenen madde veya maddeler ¢ozlinmiis halde hareketli faza
ilave edilir. Hareketli faz siv1, gaz veya siiper kritik bir akigskan olabilir. Hareketli faz bir
kolon i¢inde, ya normal gravitasyon (yer ¢ekimi) kuvvetiyle ya da basingla kolondaki
sabit faz i¢inden gegirilir. Bu esnada hareketli fazda ¢6zlinmiis halde bulunan maddelerle
sabit faz arasinda fiziksel veya kimyasal bazi ¢ekim kuvvetleri meydana gelir. Bu ¢ekim
kuvvetleri her madde i¢in ayridir. Bu ylizden her maddenin tanecikleri kendi aralarinda
kiimeler meydana getirerek kolonda bantlar halinde yol alir ve kolon i¢indeki hizlari farkl
olur. Sabit fazla arasindaki ¢ekim kuvveti en az olan kolon i¢inde en hizli yol alirken,
sabit fazla arasindaki ¢ekim kuvveti en ¢ok olan madde en yavas yol alir. Boylelikle ayni
anda kolona verilen maddeler, kolonun ¢ikisina farkli zamanlarda ulasirlar (57).

Yapilacak calismanin tiirline ve c¢alisilacak maddenin Ozelliklerine gore
secilebilecek cesitli kromatografi tipleri mevcuttur. Kromatografiyi hareketli fazin
cinsine gore siiflarsak (57);

e Siiper kritik akiskan kromatografisi

e Gaz kromatografisi

e Sivi kromatografisi; En yaygin kullanima sahip kromatografi tiiriidiir.
Geleneksel sivi  kromatografisi preparatif calismalarda karigimdaki
bilesikleri izole edip saflastirmak i¢in kullanilir. Analitlerin dedeksiyonu ve
kantifikasyonu i¢in daha komplike olan yiliksek performansh sivi
kromatografisi sistemleri kullanilir.
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2.2.1. Yiiksek Performansh Sivi Kromatografisi (HPLC)

Sivi kromatografisinin gelistigi ilk yillarda, bilim adamlari, kolon veriminin
dolguda kullanilan taneciklerinin boyutunun azaltilmasi ile énemli Ol¢iide artacagini
farketmislerdir. Kolonu uygun biiyiikliikte dolgu maddesiyle doldurup kolonun iistiinden
yiiksek basing uygulamislar ve bu yontem ile daha iyi sonug elde ettiklerini gérmiislerdir.
Boyle yiiksek basing altinda kiiciik dolgu maddeleriyle doldurulmus bir kolonda yapilan
kromatografi tiirlerine yiiksek performansli sivi kromatografisi (HPLC) denir (57,58).

HPLC, analitik ayirma teknikleri amaci ile en yaygin kullanilan cihazdir. Yaygin
kullanilma sebepleri duyarliligi, kantitatif tayinlere kolaylikla uyarlanabilir olmasi, ugucu
olmayan veya sicaklikla kolayca bozunabilen bilesiklerin ayrilmasina uygunlugudur. En
onemlisi ise sanayinin bir¢ok bilim dalinin ve toplumun birinci derecede ilgilendigi
maddelere genis bir sekilde uygulanabilirligidir. Bu tip bilesiklere 6rnek olarak amino
asitler, proteinler, niikleik asitler, karbonhidratlar, ilaglar ve pestisitler verilebilir (58).

Modern s1vi kromatografi sistemlerinde genel olarak kullanilan, tanecik boyutu 2
ile 10 pm arasinda olan dolgu maddeleri ile uygun siv1 akis hizlar1 elde edebilmek i¢in,
yiizlerce atm'lik pompa basinglarina gerek vardir. Bu yiiksek basinglarin bir sonucu olarak
HPLC ig¢in gerekli donanim, diger tip kromatografi sistemleri dikkate alindiginda, daha
ince is¢ilik gerektirir. Tipik bir HPLC'nin 6nemli pargalar Sekil-2-5'de gosterilmektedir.

KOLON

—

ENJEKTOR

i
| =

NUMUNE
AUTOSAMPLER

POMPA DEDEKTOR

KROMATOGRAM

MOBIL FAZ

ATIK

Sekil 2-3:Yiiksek Performansh Sivi Kromatografi Sistemi (HPLC )(59)
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2.2.1.1. HPLC Sisteminin Parcalari
2.2.1.1.1.Hareketli Faz Hazneleri ve Coziicii Sistemleri

Modern bir HPLC cihazi, bir veya daha fazla, her biri 200-1000 ml ¢6ziicii igeren
camdan veya celikten yapilmis hazne icermektedir. Bu hazneler ¢ogu zaman, kolonda ve
dedektor sisteminde gaz olusturarak bozucu etkilere sebep olan ¢oziinmiis gazlarin
(genellikle oksijen ve azot) giderilmesi i¢in bir cihazla donatilmistir. Bu gaz kabarciklar
bant genislemesine; ayrica ¢ogu zaman dedektoriin performansinda bozucu etkilere sebep
olurlar. Bu sebeple gaz giderici iiniteler HPLC'nin 6nemli bir pargasi olmakla birlikte
zorunlu bir parcasi degildir. Ornegin, ¢oziicilyii hazneye doldurmadan 6nce uygulanacak
uygun bir yol, ¢oziicliyli vakum altindaki bir milipor slizgecten siizmektir. Bu uygulama
siispansiyon halindeki maddeleri uzaklastirmanin yani sira gazlari da giderir.

Modern HPLC ekipmanlart ¢ogu zaman, ¢oziiciilerin hacimsel orani zamanla
dogrusal olarak degistirilebilecek sekilde, iki veya daha fazla hazneden aldig:1 ¢oziiciileri
bir karistirma odasinda siirekli olarak degisen hizlarda bir araya getiren sistemlerle

donatilmistir. Bu da izokratik eliisyon yaninda gradient eliisyona olanak saglamaktadir
(59).

2.2.1.1.2.Pompa

Temel olarak pompa mobil fazin yiiksek basingla HPLC sistemi i¢inde hareket
etmesini saglar, degazdrden mobil fazi ¢ekip, 6rnekleme ve kolon iinitesine gonderir, bu
islemi akis hizin1 ve basing degerini ayarlayarak gerceklestirir. Analitik HPLC pompalari
genellikle 0.1 — SmL akis degerleri arasinda kullanilir. Mobil faz adedi ve karigtirma
kabiliyetlerine gorede Izokratik (Tek Kanall1) , Binary Gradient (Cift Kanalli Mikserli)
ve Kuarternar Gradient (Dért Kanalli Mikserli-Miksersiz) olarak dizayn edilir. Izokratik
calismalarda mobil faz onceden karistirilip hazirlanir, gradient calismalarda karisim
degisik zamanlarda degisik oranlarda yapilabilir. Bu sayede analiz kalitesi arttirilip,
analiz siireleri azaltilabilir. Giinlimiizde Nano ve Ultra Basingli pompalarin kullanilmaya
baslamasiyla, HPLC sistemleri UHPLC ve nHPLC gibi isimlendirilmektedir. Uzun siireli
kullanim ve tekrarlanabilir sonuglar i¢in pompa temizligi ve bakimina dikkat edilmelidir
[58].

Kuaternar Pompa; Bir ¢oziicii kabini, bir vakum degazer ve bir dort kanalli gradient
pompa igerir. Dort kanalli gradient pompada, yiliksek hizli oranlayici valf ve pompa
tesisat1 bulunmaktadir. Diisiik basing gradient akis iiretimi saglar. Coziicii kabini dort adet
birer litrelik sise i¢in yeterli alan saglar (60). Calisilan HPLC sistemi bu pompa tiiriine
sahiptir .
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2.2.1.1.3.Enjeksiyon Sistemleri

Numune enjeksiyonu yiiksek basingta yapilir. Enjekte edilen numune, yiiksek
basingta hareket eden hareketli faza (s1viya) karisir ve kolona hareketli fazda ¢oziinmiis
sekilde ulasir. Bu enjeksiyon islemini saglayan sistemler temel olarak iki tiptedir; Manuel
(El tipi) ve Oto Ornekleyici (Otomatik) modeller. Manuel 6rnekleyicilerde numune bir
siringaya c¢ekilip valf yardimiyla sisteme gonderilir. Bu tip sistemmlerde enjeksiyon
tekrarlanabilirligi hi¢ iyi degildir. Oto 6rnekleyicilerde ise bu islemleri cihaz kendisi
yapabilmektedir ve tekrarlanabilirlik ¢ok iyidir. Bu yiizden oto drnekleyiciler, HPLC
sistemlerinin vazgecilmez bir pargasi haline gelmistir. Baz1 oto 6rnekleyicilerin sogutma,
1sitma, seyreltme ve karistirma Ozellikleri vardir. 10 vialden 1000 viale kadar degisik
kapsitede olanlar1 bulunabilir [61].

2.2.1.1.4.Kolon ve Kolon Dolgu Maddesi Tipleri

Bir HPLC sistemin performansi, kolonda gerceklestirilen ayirma ile yani, dogru
kolon tipi ve dolgu maddesinin verimiyle tayin edilir. Kolon verimliligini dogrudan
etkileyen parametreler ise kullanilan kolon dolgu maddesinin fiziksel 6zellikleri, par¢cacik
boyutu ve kolonun uzunlugudur (62).

Kolon Uzunlugu ; Kullanilan kolonun boyu dogrudan verimliligi etkilemektedir.
Kolon boyundaki artis verimliligi arttirmaktadir. Fakat rezollisyonu arttirmak icin kolon
boyunu uzatmak 1yi bir yol degildir. Kolon boyundaki artis analiz siiresinin uzamasina
neden olurken, sistem geri basincini da artirir (62).

Silika Tiirii: Kolon dolgu maddesi olarak segilen silika tiirii dogrudan alikonma
zamant ve pik sekillerini etkilemektedir. Normal silika yiiksek oranda agir metal
kalintilar1 icerirken, bu agir metal kalintilar1 aminler, heterosiklik yapilar vb. gibi tiirler
ile etkilesime girmektedir. Silika tercihinde 6nemli olan diger bir nokta ise silikanin
gozenek yapisidir. Kiiciik gozenek hacimleri daha yiiksek yiizey alani saglarken, silika
yiizeyine ligandlarin daha kontrollii sekilde baglanmasina olanak verir (62).

Parcacik Boyutu: Kolon dolgu maddesinin boyutu (dp) genel olarak mikrometre
(um) cinsinden ifade edilir. Valide kolonlarda tiim parcaciklarin boyutlar1 esleniktir ve
boyutlar tiretici firma tarafindan kolon sertifikasinda belirtilir. Parcacik boyutu ile kolon
etkinligi arasinda ters iliski bulunmakta ve kullanilan dolgu maddesinin boyutu
kiigtildiikge ayrim etkinligi o oranda artmaktadir. Parcacik boyutu kiiciildiik¢e sistem geri
basinci da karesi oraninda artmaktadir (62).

Durgun Fazin Yapisi: Metot gelisimi i¢cin en Onemli nokta spesifik kimyasal
ligandlar baglanmus silika destek yapisi yani kolon dolgu maddesinin se¢imidir. Ters faz,
normal faz ve HILIC siv1 kromatografinin en sik kullanilan tiirleridir. Ters fazda en sik
kullanilan kolonlar silika ylizeyine ODS olarak bilinen C18 gibi alkil gruplarin baglanmis
oldugu kolonlardir. Normal fazda ise kolon dolgu maddesi olarak saf silika
kullanilmaktadir. Kullanilan diger durgun fazlar ise siyano ve aminodur (62).
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2.2.1.1.4.1.Core-Shell Teknolojili Pentaflorafenil Propil Polar Kolanlar

Core-5hell partikil

L3
-K lt bant genislemesi

Tamami gbzenekli partikal

 J
‘—[ bant genislemesi |

|
£ ‘ |I
e )
Sekil 2-4 core-shell partikiille tamam gizenekh partikiiliin

karsilastirllmas

Son zamanlarda, yiiksek
hizda ve kismen diisik geri
basingta etkili ayirmalar i¢in, core-
shell silika partikiiller kullanimi
gittikce artmaktadir. Kat1 ¢ekirdek
arti gozenekli kabuk daha genis
partikiil alan1 vermekte; bu ylizden
daha diistik geri basing ve daha iyi
ayirma olanagl saglanmaktadir.
Omegin,  2,7um  core-shell
yapisindaki silika partikiillerin
(1,7 pm c¢ekirdek ve 0,5 um
gozenekli kabuk) etkisi, 2 um alt1
mikropartikiillerin etkinligine
nerdeyse yakin ve de 3 um

partikiil operasyon basincina sahiptir. Core-shell partikiillerin diger bir avantaj1 da, kiiciik
gbzenek hacminin boyuna diflizyondan kaynaklanan pik genislemesini azaltmasidir.
Partikiil boyutu ve gozenekli kabuk kalinligi gibi partikiil karakterleri ayirma
parametrelerini 6nemli derecede etkiler. Gozenekli kabugun kalinlig1 azaldik¢a daha hizli
kiitle transferine , hizli kiitle transferi de kolon etkinliginin ve ayni zamanda eliisyon

hizinin artmasini saglar (63).

Kolon etkinligini arttiran diger 6nemli etken ise pentaflorofenil propil bagh fazin

maddeyle olan bes 6nemli etkilesimidir (64).

-Hidrofobik; Halka ve baglayici karbon iskeleti nétral/hidrofobik alikonmay1

destekler.

-Aromatik; Asetonitril olmayan mobil fazlarda, karbon halkasinin n-
elektronlar1 analitin n- 7 elektronlariyla etkilesime girer ve retansiyonunu arttirir.

-Elektrostatik; Florin gruplarmin yiiksek
elektronegatifligi dipol moment yaratir ve polar
bilesiklerin retansiyonuna yardim eder.

-Sterik/Planar; Sterik etki ile ,
geleneksel alkil fazlarla ayrilmasi imkansiz
olan izomerik ayirmalar gerceklesebilir.

-Hidrojen bag; Elektron alic1 florinin analitin
polar gruplar ile etkilesime gegmesi etkili bir
ayrilma mekanizmasi saglar .

SWL
=
d

SWL

L M

Sekil 2-5:Pentaflorofenil propil liganti
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2.2.1.1.5. Dedektor

Sivi kromatografi detektorleri temel olarak iki tiptir. Yigin dzelligi dedektorleri
hareketli fazin kirma indisi, dielektrik sabiti veya yogunlugu gibi, analit tarafindan
degistirilen y1gin 6zelliklerine cevap veren dedektorlerdir. Bunun tersine , analit 6zelligi
dedektorleri, analitin uv absorbansi, floresans siddeti veya difiizyon akimi gibi hareketli
fazin sahip olmadig1 baz1 6zelliklerine cevap veren dedektorlerdir (58).

HPLC’de en sik kullanilan dedektorler (65);

*Absorbans Dedektorii

*Kiitle Spektroskopisi Dedektorii

*Floresans Dedektorii

*Refraktif Index Dedektorii (Kirtlma indisi Dedektorii)
*Elektrokimyasal Dedektor

siletkenlik Dedektorii

2.2.1.1.5.1.UV Dedektorler

Maddelerin ¢ogu UV-goriinlir bolgede c¢esitli dalga boylarinda absorbansa
sahiptirler. Bu yiizden en ¢ok kullanilan dedektorlerden biridir. Kantitatif 6lglimlerin
esas1 Lambert-Beer yasasina dayanir. Hassasiyetlei, yaklasik olarak 108-10 = gr/ml dir.
Tiim olefinler, aromatikler, >CO, >CS, -N=0 ve —N = N- gruplar1 iceren molekiiller gibi
pek cok bilesik UV bolgede absorbsiyon yapar. Bu molekiillerin tek veya cift baglar (n
elektronlar) vardir veya baglanmamis elektronlari bulunur. Absorbans dedektorleri, akis
hiicrelerinden gegen sivinin (sabit ya da istenilen degere ayarlanabilir dalga boyunda)
15181n absorpsiyonunu dlgerler. Radyasyon kaynagi UV bolgede (200-400 nm) déteryum
lambasi, goriiniir bolgede (400-700) ise tungsten lambadir. Dalga boyu segicisi olarak
monokromatorler kullanilir. 200-800 nm UV ve goriinlir bolgeyi kapsayan yliksek
duyarliliga sahip dedektorler bulunmaktadir (65).
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2.3.Sistem Uygunluk Testi

HPLC verilerinin kesinligi ve dogrulugu diizgiin gelistirilmis bir kromatografik
sistemle baslar. Sistem uygunluk spesifikasyonlar1 ve testleri bu amaci gergeklestirmede
yol gosterici ve analitik prosediiriin ayrilmaz bir parcasidir.

Sistem uygunluk testi genelde tiim analitik sistemin (cihaz, reaktif, kolon ve analist
dahil) istenilen uygulamaya uygun oldugundan emin olmak i¢in laboratuvarlar tarafindan
kullanilir. Genel amag, kromatografik uygunluk ve istikrarli sistem performansindan
emin olmak i¢in kromatografik sonuglar1 izlemektir. Bunun i¢in kuyruklanma faktorii,
kritik pik ¢iftlerinin kolon etkinligi ve rezoliisyon test edilir; test standartlarinin tekrar
enjeksiyonu yapilir.

Amerikan farmakopesine gore sistem uygunluk testleri gaz ve sivi kromatografisi
metotlarinin ayrilmaz bir parcasidir. Bunlar analizin yapilabilmesi i¢in kromatografik
sistemin rezollisyon ve tekrarlanabilirliginin yeterli oldugunu dogrulamak i¢in kullanilir.
Testler i¢in cihaz, elektronik, analitik islemler ve analiz edilecek ornekler ayrilmaz bir
biitiinii  olusturur  ve  boyle
degerlendirilir (66).

Wi : Pik genisligi

': to f: Pikin en tepe noktasindan gelen
Lo . cizgiyle pikin arka cephesindeki
i ! RL

o — " mesafe

Lo w,) !

L to : Olii hacim retansiyon zamani

I | fr tw

IE T T LN LA LA LA N B B S S B B L S B e e |

tr: Analitin retansiyon zamani

Sekil 2-6: Sistem uygunluk terimlerinin kromatogram iizerinden gosterimi
Asagida sistem uygunluk parametrelerinden kisaca bahsedilmektedir (67);

Kapasite faktorii (k'); ilgili analitin alikonma zamaninim &lii hacmin veya kolonda
tutunamayan maddelerin alikonma zamanina oraninin gosterimidir. Kapasite faktorii ne
kadar yiiksekse analitin kolonla olan etkilesimi o kadar fazladir. Asagidaki gibi
hesaplanabilir.

K=(lk-1) /1t
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Enjeksiyon Tekrarlanabilirligi; Numunenin analizi yapildigi zaman dilimi
igerisinde; pompanin, kolonun ve c¢evresel sartlarinin etkiledigi HPLC’nin
performansidir. Bagil standart sapma(RSD) olarak gosterilir.

Secicilik Faktorii (a); Iki pikin bagil lokasyonunun &l¢iimiidiir. Yiiksek a
degerleri iyi ayirma giiciinii ifade eder. 1’den biiylik olmalidir. Rezoliisyondan (Rs)
bahsedildigi miiddetge zorunlu bir parametre degildir. Asagidaki esitlikteki gibi
hesaplanabilir.

a=k,/k',
Rezoliisyon (Rs); iki pikin ne kadar iyi ayrildiginmn 6lgiimiidiir. Giivenilir bir
kantitatif Ol¢im i¢in 1iyi ayrilmig pikler Onemlidir. Asagidaki esitlikteki gibi
hesaplanabilir.

R, = (trz - te) 1 (1/2) (bay + ty)

Kuyruklanma (T); Pik kuyruklanmasi arttik¢a kantifikasyon dogrulugu da
azalmaktadir. Clinkii integrator, pikin nerde bittigini belirlemede ve bu yiizden pik alt1
alaniin hesaplanmasinda zorluk yasar. Asagidaki esitlikteki gibi hesaplanabilir.

T=W,/2f
Teorik Plaka Sayis1 (N); Kolon etkinligini gosterir. HPLC kolonunda pik
dagiliminin 6l¢iimiidiir. Teorik plaka sayisini etkileyen etmenler; pik pozisyonu, kolonun

partikiil boyutu , mobil fazin akis hizi, kolon sicakligi , mobil fazin viskozitesi ve analitin
molekiiler agirligi. Asagidaki esitlikteki gibi hesaplanabilir.

N=16(ts/ty)2 = L/H

Bu verilerin kabul kriterleri kilavuzlarda belirlenmistir. Tablo 2-1'de sistem
uygunluk testi i¢in kabul kriterleri verilmektedir.

Tablo 2-1: FDA kilavuzu sistem uygunluk testi icin kabul kriterleri

Parametre Limit

Kapasite Faktorii k>>2
Enjeksiyon kesinligi RSD <%l ,n>5
Rezoliisyon Rs>?2
Kuyruklanma faktorii T<2

Teorik plaka sayisi1 N > 2000
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2.4.Validasyon

Analitik 6l¢iimiin amaci sabit, glivenilir ve dogru veri elde edebilmektir. Valide
edilmis analitik metot bu amaca ulasmada 6nemli bir rol oynar. Metot validasyonundan
elde edilen sonuglar; metodun kesinligi, glivenilirligi ve kalitesi hakkinda bilgi vererek
metodun gecerliliginin kanitlanmasin1 saglar. Bu amagla pek ¢ok kilavuz metot
validasyonu tarifini yapmustir. Uluslararas1 Harmonizasyon Konferanst (ICH)
kilavuzunda  validasyon  spesifiklik  parametrelerinden;  dogruluk,  kesinlik
(tekrarlanabilirlik), secicilik, dedeksiyon limiti, dogrusallik parametrelerinin gegerli
kabul kriterlerini yerine getirilmesi istenmektedir (68).

Asagida validasyon parametrelerinden kisaca bahsedilmektedir (68);

Spesifiklik ve Secicilik; Yontemin segicililigi, analiti 6rnekte varligi tespit edilmis,
analit ile girisim yapabilen diger bilesenlerden farkli olarak 6lgme yetenegidir. Ornek
matriksinde bulunmasi gereken bilesenlerin yaninda analiz edilecek maddelerin dogru ve
0zglin belirlenebilmesi, analitik yontemlerin se¢icililigini belirler.

Dogrusallik; Analitik seyreltmelerde azalan konsantrasyonlarda dedektor
cevabinin dogrusal olmasi arastirilir. Analitin degisen konsantrasyonlari ile elde edilen
verilerden olusan egrinin regresyon analizi yapilir. Korelasyon katsayisi, y(ordinat)-
kesim noktasi, egrinin egimi hesaplanarak egri denklemi elde edilir. Analitik ¢calismalarda
minimum 5 noktadan dogrusallik gosterilmeli ve korelasyon katsayist 0.99'dan biiyiik
olmalidir.

Dogruluk; Bir analitik prosediiriin dogrulugu, dogru olarak kabul edilen deger ile
bulunan deger arasindaki yakinligi gosterir. Dogruluk; spesifik araligi kapsayan min. 3
konsantrasyon diizeyinde (diisiik-orta ve yiiksek konsantrasyon) i¢ceren min. 9 drnekte
degerlendirilir. Elde edilen sonuglarin yiizde ortalamasi alinarak en kiigiik i¢in +%20,
diger noktalar i¢in £%15 limitler arasinda olup olmadigina bakilir.

Kesinlik; Yontemin kesinligi; herhangi bir degerin tekrarlanabilme kabiliyeti veya
bireysel test sonuglarinin belirlenen kosullar altinda ayni1 6rneklerin analiz sonuglarinin
birbirine yakinliginin ifadesidir. Kesinlik; spesifik araligi kapsayan min. 3 konsantrasyon
diizeyi i¢eren min. 9 Ornekte degerlendirilir. Standart sapma ve bagil standart sapma
(varyasyon katsayisi) elde edilen verilerden hesaplanir. Elde edilen sonuglarin en kiigiik
icin £%20, diger noktalar i¢in +%15 limitler arasinda olup olmadigina bakilir ve
validasyon raporuna konulur.

Teshis Sinir1 (LOD); Her analitik prosediiriin dedeksiyon limiti analitin dedekte
edilebilen en kiigiik miktarin1 belirtir fakat, tam degerin 6lgiilme gibi bir zorunluluk
yoktur. Sinyal / giiriiltii oraninin 3:1 oldugu nokta en diisiik dedeksiyon limiti olarak kabul
edilebilir ya da LOD= 3 o/S formiiliinden hesaplanabilir. (: Interseptin standart sapmast,
S: Egim).
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Tayin Siir1 (LOQ); Her analitik prosediiriin kantifikasyon limiti, uygun kesinlik
ve dogruluk ile birlikte kantitatif olarak belirlenebilen numunedeki en diisiik analit
miktarini belirtir. Sinyal / giiriiltii oraninin 10:1 oldugu nokta en diisiik tayin limiti olarak
kabul edilebilir ya da LOQ= 10 o/S formiiliinden hesaplanabilir (c: Interseptin standart
sapmasi, S: Egim).
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3.GEREC VE YONTEM

Bu tez c¢alismasi 2015-2016 yillari arasinda Istanbul Universitesi Eczacilik
Fakiiltesi Analitik Kimya Anabilim Dali’inda ve Istanbul Universitesi ila¢ Arastirma ve

Uygulama Merkezi’nde yapilmistir.

3.1.Kimyasal Maddeler, Coziiciiler ve Cozeltiler
3.1.1.Kimyasal Maddeler ve Coziiciiler

Metod gelistirme ve validasyon calismalar1 sirasinda referans standart

kullanilmistir (Tablo 3-1).

Tablo 3-1:Referans standart

Standart Temin Edildigi Firma Kullanim Amaci
Karbazokrom World Medicine Analit
Trokserutin World Medicine Analit

Metod gelistirme ve validasyon ¢alismalari sirasinda kullanilan kimyasallar Tablo

3-2’de belirtilmistir.

Tablo 3-2: Kimyasallar

Kimyasallar Marka
Asetonitril (HPLC safliginda) Merck
Metanol (HPLC safliginda) Merck
Asetik Asit (%100 ) Merck
Dimetil Siilfoksit Merck

Ultra saf su Elga Purelab Option Q

3.1.2.Cozeltiler
3.1.2.1.Mobil Faz Cozeltisi

(MeOH:%5 HAC),(99,5:0,5-V/V) mobil faz olarak segildi. Mobil faz siizme
sisteminden siiztliip ultrasonik banyoda degaze edilerek sisteme vermeye hazir hale
getirildi.
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3.1.2.2. Trokserutin Cozeltileri

Ana Stok Cozeltisi: Smg Trokserutin tartildiktan sonra 10ml’lik balon jojede suda
¢oziilerek hacmine tamamlandi (500 pg/ml, TRO-DS1).

Ana stok ¢ozeltisinden 100 ug/ml MeOH ile hacmine tamamlanarak ara stok
hazirland1 (TRO-DS2). Daha sonra 1-20pg/mL araliginda standart ¢ozeltiler metanol ile
hazirland1. Kalibrasyon standartlarinin ve kalite kontrol 6rneklerinin hazirlanigi Tablo 3-

3 ve 3-4’de verilmistir.

Tablo 3-3: Trokserutin i¢in kalibrasyon standartlarinin hazirlamsi

TRO-DS2’den Alinan ]
) Konsantrasyon ] Final
Standart Adi Analit Hacim ]
(ng/mL) Hacim
(TRO-DS2:100 pg/mL)
ST1 TROX 1,00 250 uL 25mL
ST2 TROX 2,00 100 uL 5mL
ST3 TROX 5,00 250 uL 5mL
ST4 TROX 10,00 500 uL 5mL
ST5 TROX 20,00 1000 uL 5mL

Diisiik, orta ve yiiksek konsantrasyonlarda secilen noktalarda kalite kontrol
ornekleri hazirlanmistir (Tablo 3-4).

Tablo 3-4: Trokserutinin Kkalite kontrol 6rneklerinin hazirlamsi

TRO-DS2’den Alinan )
) Konsantrasyon ] Final
Standart Adi Analit Hacim )
(ng/mL) Hacim
(TRO-DS2:100 pg/mL)
ST1 TROX 1,00 250 uL 25mL
ST2 TROX 3,00 150 uL 5mL
ST3 TROX 15,00 750 uL 5mL
ST4 TROX 20,00 1000 uL 5mL
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3.1.2.3. Karbazokrom Cozeltileri

Ana Stok Cozeltisi; Smg Karbazokrom tartildiktan sonra 10ml’lik balon jojede
dimetilsiilfoksitte ¢oziilerek hacmine tamamlandi (500 pg/ml, CARBO -DS1).

Ana stok ¢ozeltisinden metanolle 5 pg/ml MeOH ile hacmine tamamlanarak ara
stok hazirlandi (CARBO -DS2). Daha sonra 0,05-1,00 pg/mL araliginda standart
cozeltiler metanol ile hazirlandi. Kalibrasyon standartlarinin ve kalite kontrol
orneklerinin hazirlanig1 Tablo 3-5 ve 3-6’de verilmistir.

Tablo 3-5: Karbazokrom icin kalibrasyon standartlarinin hazirlanisi

CARBO-DS2’den _
) Konsantrasyon Final

Standart Adi Analit Alinan Hacim ]
(ng/mL) Hacim

(CARBO-DS2:5 pg/mL)

ST1 CARBO 0,05 250uL 25mL
ST2 CARBO 0,10 100pL 5mL
ST3 CARBO 0,20 200uL 5mL
ST4 CARBO 0,50 500uL 5mL
STS5 CARBO 1,00 1000uL 5mL

Diisiik, orta ve yiiksek konsantrasyonlarda secilen noktalarda kalite kontrol
ornekleri hazirlanmistir (Tablo 3-6).

Tablo 3-6:Karbazokromun kalite kontrol 6rneklerinin hazirlanisi

CARBO-DS2’denAlinan ]
) Konsantrasyon ] Final
Standart Adi Analit Hacim )
(ng/mL) Hacim
(CARBO -DS2:5 pg/mL)
ST1 CARBO 0,05 250 uL 25mL
ST2 CARBO 0,30 300 uL SmL
ST3 CARBO 0,70 700 uL SmL
ST4 CARBO 1,00 1000 pL 5mL
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3.2.Aletler ve Geregler
Tablo 3-7' deki pargalardan olusan Agilent Infinity 1260 Series HPLC-UV sistemi
kullanildi.

Tablo 3-7:Ekipmanlar

HPLC-UV Sistemi Marka - Model

Pompa Agilent Infinity 1260 Series

Oto ornekleyici Agilent Infinity 1260 Series

Dedektor Agilent Infinity 1260 Series

Kolon Firint Agilent Infinity 1260 Series
Analitik Kolon Phenomenex-Kinetex Core Shell

Technology
Yazilim Chem32

Validasyon ¢alismasi sirasinda kullanilan destek ekipmanlar Tablo 3-8' de belirtilmistir.

Tablo 3-8:Destek ekipmanlar

Marka - Model Destek Ekipmanlar
Spektrofotometre Shimadzu UV-160A
Ultra saf su cihazi Elga Purelab Option Q
Ultrasonik banyo Elma Ultrasonics LC 30 H
pH metre Mettler Toledo
Otomatik pipetler Eppendorf 10-100 puL ve 100-1000uL
Pipet Uclar Eppendorf 100 pL ve 1000 pL
Vorteks Tetra
Analitik Terazi Ohaus Explorer

Validasyon ¢alismasi sirasinda kullanilan cam malzemeler (Tablo 3-9)' da belirtilmistir

Tablo 3-9 : Cam Malzemeler

Cam Malzemeler Marka
Balon joje 5 mL Isolab
Balon joje 10 mL Isolab
Balon joje 25 mL Isolab
Balon joje 200 mL Isolab
Oto ornekleyici Vialleri Agilent
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3.3. Analizin Gerg¢eklestirilmesi

Agilent 1260 serisi HPLC sisteminin bilgisayar1 gii¢ diigmesine basilarak

acilir.
. HPLC kisimlari sirastyla agilir.

UV dedektoriinlin gii¢ diigmesine basilarak acilir ve 1-2 dakika baglanti

saglanana kadar beklenir.
. Ardindan bilgisayarda Chem32 ikonuna basilarak Chem32 yazilim1 acilir.

%5'lik Asetik asit ¢ozeltisi sistemin A hattina yerlestirilir. B hattina ise

metanol yerlestirilir.
Kullanilan hatlara purge islemi uygulanir.

. Purge islemi bittikten sonra , bir miiddet kolonun sakli kaldig1 ¢ozelti ile
(70;30),(ACN;Saf Su) oran purgten gegirilerek tubinglerin bu oranla
sartlanmas1 beklenir. Ardindan akis 0,2 mL/dak olarak ayarlanir ve purge

vanasi kapatilir.

. Akis 0,5 ml/dk’ya artirilir ve, metot parametrelerine uygun olan (MeOH:%5
HAC),(99,5:0,5-V/V) mobil faz orani kolondan gegirilerek kolon yaklasik 0,5

ml/dk akista yarim saat sartlandirilir.
Kolonun sartlanmasiyla birlikte final akis 0,25 mL/dk.’ya diisiiriiliir.
Analiz stiresi 7 dakikadir.
. Kolon sicakligi 25°C' dir.
Enjeksiyon hacmi 5 pL’dir.
m. Dedektor 350 nm'dir.

. Hazirlanan metot se¢ilerek analiz baslatilir.
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3.4.Trokserutin ve Karbazokromun Yiiksek Performansh Sivi Kromatografisi
(HPLC-UYV) ile Yontem Gelistirme

3.4.1.Dedektor Dalga Boyu Secimi

Trokserutinin 348 nm ‘lerde max. absorban yaptig1; karbazokromun ise 355 nm’de
max. absorbans yaptigi spektrofotometri yontemiyle bulunmustur. Metotta calisilan dalga
boyu ise bu iki maddenin max. absorbanslar1 arasindaki orta nokta olan 350 nm olarak

alimustir.

DATA FROCESSING vyrH 7
+2 .800 x - »

R:818.,]

s0.00n /'\ -

HH
200.9 188 .8{HH/DIV.> 600 .8
15:16 1@-15 '14 [C&oe.onRH 0.072h]

Sekil 3-1: Trokserutinin 20 pg/mL konsantrasyonda metanolde 200-600 nm araliginda
alinmis UV spektrumu

DATAa FROCESSIHG Y#/H 7

+2.084
(EPE?3+:
+B_ 085 . y ;
200.0 180 .0<HM/DIV.> coa'h
15:12 18,15 14 [ €66 .0nHn__ -B.0006|

Sekil 3-2: Karbazokrom’un 20 pg/mL konsantrasyonda metanolde 200-400 nm
arali@inda alinms UV Spektrumu
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3.4.2.Mobil Faz Secimi

En uygun mobil faz sistemini bulmak icin farkli tiirlerde, kombinasyonlarda ve
pH’larda mobil faz sistemleri denenmistir.

25mM farkli pH’larda(3,5,6,8) tampon sistemleriyle ACN, MeOH ve/veya saf su
kombinasyonlari, farkli akis hizlarinda hem gradient hem izokratik eliisyon tiplerinde
denenmistir. Piklerin alikonmalar1 ¢ok diisiik ve ayn1 anda elue oldugu gézlemlenmistir.

Tampon sistemlerinde basta NaH2PO4 olmak iizere KH2PO3z, CH3COONH;4 ve
CH3COONa da metot gelistirme ¢alismalarinda kullanilmustir.

Tampon yerine asetik asit veya formik asit ¢ozeltileri mobil faz olarak
degerlendirilmistir. Ayrica rezollisyonu arttimak i¢cin SmM tetrametil amonyum hidroksil
iyon ¢ifti ajan1 kullanimi1 denenmistir.

En iyi oranin %10 > HAc (%!1’lik) ve ACN’li mobil faz orami oldugu
gozlemlenmistir. Bilesiklerin olduke¢a polar oluslar1 ve rezoliisyonlarinin oldukga diisiik
olmasi nedeniyle denemelere polar kolonda uygun mobil faz karisimlar ile devam
ettirilmistir. Mobil fazdaki ACN olan organik bilesim yerine; ACN’nin fenil gruplarinda
pi-pi etkilesimini bozdugu i¢in MeOH kullanilmaya baslanmis ve daha iyi bir ayrilma
gbzlemlenmistir.

Denemeler MeOH:HAc karisimlar1 iizerine yogunlastirarak ilerlerken farkli
yiizdelerde %1,%2%5 ve %10'luk asetik asit ¢ozeltileri denenmistir. En iyisinin %5°lik
asetik asit c¢ozeltisi olduguna karar verilip en uygun mobil faz oranit (MeOH:%5
HAC),(99,5:0,5-V/V) olarak kesinlestirilmistir.

3.4.3.Kolon Se¢imi

2,7 wm partikiil ¢apli 30x100 mm boyutunda C18; Sum partikiil capli 4,6x250mm
boyutunda C18; 2,6 um partikiil ¢apli 4,6x150mm boyutunda core-shell Pentaflorafenil
Propil kolonlart denenmistir. En uygun kolon olarak core-shell polar kolon se¢ilmistir.

3.4.4.Kalibrasyon Egrisinin Se¢imi

Trokserutin ve karbazokromun ayni aynda miktar tayininde kullanilmak tizere;
trokserutin i¢in 1,00-10,00 pg/mL ve karbazokrom i¢in 0,05-1,00 ug/mL kalibrasyon
araliklart uygun bulunup hazirlanmistir.
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3.5 Sistem Uygunluk Testi

Cihazin performansinin istikrarli olup olmadigmmi anlamak igin alt1 analit
enjeksiyonun yiizde bagil standart sapmast (%RSD) hesaplanarak enjeksiyon
tekrarlanabilirligi hesaplandi.

Kromatografik kosullarin uygunluguna bakildi. Bunun igin piklerin rezoliisyonu,
kapasite faktorii, secicilik faktorii, kuyruklanma ve teorik plaka sayisi boliim 2.3'de
verilen formiillerle hesaplanildi. Sonuclar Sekil 2-1'deki kabul kriterleriyle karsilagtirildu.

3.6.Gelistirilen Yontemin Validasyonu

Ilag uygulamalar1 i¢in Uluslararas1 Harmonizasyon Konferans:1 (ICH, International

Conference Harmonization) Q2 kilavuza gore validasyon yapildi [68].

3.6.1.Spesifiklik ve Secicilik

Yontemin segiciliginin tayini amaciyla, mobil faz enjeksiyonu yapildi. Ayrica
tabletlerle ve standartlarla yapilan enjeksiyonlar karsilastirilip girisimin olup olmadigina
bakildi. Plasebo ile denemeler yapilip pik safligina bakildi.

3.6.2.Dogrusallik

Kalibrasyon egrisini olusturmak i¢in bes konsantrasyon se¢ildi. Trokserutin i¢in
stogundan 1,00 (S.T.-1) ; 2,00 (S.T.-2) ; 5,00 (S.T.-3) ; 10,00 (S.T.-4) ; 20,00 (S.T.-5)
ug/mL Konsantrasyonlarda ; karbazokrom i¢in 0,05 (S.T.-1) ; 0,10 (S.T.-2) ; 0,20 (S.T.-
3) ; 0,50 (S.T.-4) ;1,00 (S.T.-5) pg/mL konsantrasyonlarda karabzokrom ihtiva eden
karisim ¢ozeltileri hazirlandi, analize verildi ve elde edilen verilerle kalibrasyon egrisi
cizildi. Hazirlanan  kalibrasyon egrisinde, analitik  seyreltmelerle azalan
konsantrasyonlarda dedektor cevabinin dogrusal olmasi aragstirildi. Analitin degisen
konsantrasyonlar1 ile elde edilen verilerden olusan egrinin korelasyon katsayisi
hesaplandi. Korrelasyon katsayisinin yani sira egrinin denklemi ve egimi de bulundu.

(S.T.: Standart)
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3.6.3.Dogruluk

Analitin en diisikk ve en yiiksek konsantrasyonlari igeren dort konsantrasyon
secilmistir. Trokserutin i¢in sirasiyla 1,00 (KK-1); 3,00 (KK-2); 15,00 (KK-3); 20,00
(KK-4) ng/mL konsantrasyonlarda; karbazokrom i¢in 0,05 (KK-1); 0,30 (KK-2); 0,70
(KK-3); 1,00 (KK-4) pg/mL konsantrasyonlarda kalite kontrol numuneleri hazirland: ve
analize verildi. Elde edilen analiz sonuglarinin yiizde ortalamasi alinarak dogruluklari
hesapland1 ve, hesaplamalarin LOQ igin %=+ 20, diger noktalar i¢in %+15 kabul limitleri
araliginda seri kabul edildi. ( K.K.: Kalite Kontrol Ornekleri)

3.6.4.Kesinlik

Analitin en diisiik ve en yliksek konsantrasyonlart igeren dort konsantrasyon
secilmistir Trokserutin igin sirasiyla 1,00 (KK-1); 3,00 (KK-2); 15,00 (KK-3); 20,00
(KK-4) ug/mL konsantrasyonlarda; karbazokrom i¢in 0,05 (KK-1); 0,30 (KK-2); 0,70
(KK-3); 1,00 (KK-4) ng/mL konsantrasyonlarda kalite kontrol numuneleri hazirlandi ve
analize verildi. Elde edilen analiz sonuglarinin standart sapmalar1 ve ortalamalari
hesaplandi. Bulunan veriler formiilde yerine konularak %CV (varyasyon Kkatsayisi)
hesaplandi ve hesaplamalarin LOQ i¢in %z 20, diger noktalar i¢in %=+15 kabul limitleri
araliginda seri kabul edildi. ( K.K.: Kalite Kontrol Ornekleri)

3.6.5.Teshis Simir1 (LOD) ve Tayin Sinir1 (LOQ)

Karbazokrom-trokserutin karisim numuleriye LOQ belirleme ¢alismalart yapildi.

En diisiik konsantrasyon LOD formiilii ile hesaplandi.
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3.6.6.Validasyon Serisinin Hazirlanmasi

Validasyon serisi; bos, kalibrasyon egrisi ve kalite kontrol ornekleri olarak
torkserutin i¢in bolim 3.1.2.2. 'de anlatildig gibi karbazokrom i¢in de boliim 3.1.2.3.'de
anlatildig1 gibi hazirlandi. Bos numune olarak mobil faz ¢ozeltisi konuldu. Hazirlanan

validasyon serisi Tablo 3-12'deki gibidir.

( S.T.: Standart , K.K.: Kalite Kontrol, Ilk numara: konsatrasyon seviyesi, ikinci numara
hazirlanma sayis1. Orn: K.K.3-2 : ikinci kez hazirlanan 3 no’lu konsatrasyonlu kalite

kontrol numunesi)

Tablo 3-10: Validasyon Serisi

Numune Analiz Sirasi Numune Analiz Sirasi
BOS 1 KK.3-1 22
ST.1-1 2 K.K. 3-2 23
S.T.2-1 3 K.K. 3-3 24
S.T.3-1 4 K.K. 34 25
S.T.4-1 5 K.K. 3-5 26
S.T.5-1 6 K.K. 3-6 27
BOS 7 BOS 28
KKK.1-1 8 K.K. 4-1 29
K.K. 1-2 9 K.K. 4-2 30
K.K. 1-3 10 K.K. 4-3 31
KK. 1-4 11 KK. 4-4 32
K.K.1-5 12 K.K. 4-5 33
K.K. 1-6 13 K.K. 4-6 34
BOS 14 BOS 35
K.K. 2-1 15 ST.1-2 36
K.K. 2-2 16 S.T.2-2 37
K.K. 2-3 17 S.T.3-2 38
K.K. 2-4 18 S.T.4-2 39
K.K. 2-5 19 S.T.5-2 40
K.K. 2-6 20
BOS 21
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3.7.Tabletlerde Trokserutin ve Karbazokrom Analizi

3.7.1. Tabletlerin ve Tablet Cozeltilerinin Hazirlanmasi

300 mg trokserutin ve 3 mg karbazokrom igeren 10 adet tablet ayr1 ayr1 tartilarak
ortalama tablet agirlig1 hesaplandi. Havanda ezilerek, homojen bir karigim olmasi
saglandi. Tablet agirliginin dortte biri kadar on ayri tartim bu homojen karigimdan
alinarak tartildi. Bu tartimlar ayr1 ayr1 50 mL’ lik balon jojelerde dimetilsiilfoksit ile
¢oziilerek hacmine tamamlandi. Tabletler toz edildikten sonra siizme islemi uygulandi
ve kalint1 kalmadig1 goriildii. Her biri 5’er dakika vortekslendi. Boylece trokserutin igin
1500 pg/ml, karbazokrom igin 15 pg/ml tablet stok ¢ozeltisi hazirlandi. Hazirlanan
cozeltiden 500uL cekilip yine 50ml’lik balon jojede MeOH ile tamamlandi. Son
hazirlanan ¢ozeltinin konsantrasyonu trokserutin i¢in 15 pg/ml , karbazokrom i¢in 0,15

ug/ml’dir. Daha sonra 0,22 mikronluk filtreden gegirilerek viallenip analize verildi.
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4 BULGULAR

4.1. Kromatografik Kosullar

2,6 um partikiil ¢apli 4,6x150mm boyutunda core-shell Pentaflorafenil Propil
polar kolonda, mobil faz olarak (MeOH: %5°lik HAc),(99,5:0,5-V/V) olarak, 25°C’de;

0,25 mL/dak akis hizinda elde edilmektedir. Calisma UV dedeksiyonla,

350 nm

dalgaboyu kullanilarak yapilmistir. Bu kromatografik sistemde alikonma zamanlari

trokserutin icin 5,6 . dakika ve karbazokrom igin 6,0 . dakikadadir. Ornek kromatogram

Sekil 4-1’de verilmistir.

VWD1 A, Wavelength=350 nm (MERVE\3-VAL-R 2016-02-09 12-02-27\010-1301.D)
mAU TROX 8
8-
[
4 .
2~
0 —
1 2 3 4 5 6 -
Sekil 4-1: 3 pg/mL trokserutin-0,3 pg/mL karbazokrom karisimina ait

ornek kromatogram



Gelistirilen analiz metodunun yeterliligini 6l¢cmek i¢in validasyon ¢alismalarina
gecmeden Once yapilan sistem uygunlik testinde trokserutin i¢cin Tablo 4-1’deki gibi
sonuclar elde edildi.

Tablo 4-1 :Trokserutin sistem uygunluk

Parametreleri

4.2.Sistem Uygunluk Testi
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Miktar 3ug/mi
Dalga Boyu 350 nm
Alikonma zamani 5.66806
Yikseklik 9.64728
Alan 74.77316
Pik Genisligi 0.1192
Kuyruklanma 1.32400
Simetri 0.77117
Teorik Tabaka sayisi 10974
RSD 0,4235923
Avyiricilik 2.9213

T
2.6

2.8

mir

Sekil 4-2: Trokserutin Piki

Yapilan sistem uygunlik testinde karbazokrom igin Tablo 4-2 gibi sonuglar elde

edildi.

Tablo 4-2 :Karbazokrom sistem uygunluk

Parametreler

Miktar 0,3ug/ml
Dalga Boyu 350 nm
Alikonma zamani 6.07837
Yukseklik 2.06819
Alan 21.75435
Pik Genisligi 0.1617
Kuyruklanma 1.13889
Simetri 0.73330
Teorik Tabaka sayisi 6902
RSD 0,1890909
Ayiricihk 2.9213

T
G.2

Sekil 4-3:Karbazokrom Piki
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4.3.Yontem Validasyonu

4.3.1. Secicilik
Y ontemin segiciligi i¢in; mobil faz enjeksiyonuna ait kromatogram Sekil 4-4'deki

gibidir. Sekil 4-8 tablet analizine ait kromatogramdan da goriildiigii iizere analitin

alikonma zamanini ve alanini etkileyen her hangi bir girisim tespit edilmemistir. Plasebo

ile denemeler yapilip pik safligina bakilmis ve girisim goriilmemistir.
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Sekil 4-4: Mobil faz enjeksiyonuna ait bir kromatogram

4.3.2.Dogrusallik

Hazirlanan kalibrasyon standartlarinin analizi neticesinde elde edilen pik

alanlariyla konsantrasyon verileri grafige gecildi ve kalibrasyon egrisi c¢izildi.

Kalibrasyon egrileri korelasyon katsayilari trokserutin i¢in 0.9999 mertebesinde kabul

edilebilir sinirlardadir. Kalibrasyon egrileri trokserutin igin Sekil 4-5’de ve karbazokrom

icin Sekil 4-6’de verildi. Dogru denklemleri ve korelasyon katsayilar1 trokserutin igin
Tablo 4-3' de, karbazokrom i¢in Tablo 4-4' de verildi.
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Sekil 4-5: Trokserutinin 1,00-20,00 pg/mL konsantrasyon araliginda hazirlanan

olcii egrisi

Tablo 4-3: Trokserutinin validasyon serlerinden elde edilen dogru denklemleri ve

korelasyon katsayilar:

Validasyon Seri No

Korelasyon Katsayisi

Dogru Denklemi

Val-1 0,99999 y =23,37416.x-1,24667
Val-2 0,99973 y =25,38252.x-5,89231
Val-3 0,99971 y = 25,80154.x -6.00975
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Sekil 4-6: Karbazokromun 0,05-1,00 ng/mL konsantrasyon arahiginda hazirlanan

olcii egrisi

Tablo 4-4: Karbazokromun validasyon serlerinden elde edilen dogru denklemleri ve

korelasyon katsayilar:

Validasyon Seri no

Korelasyon Katsayisi

Dogru Denklemi

Val-1 0,99981 y =71,03424.x+0,289801
Val-2 0,99998 y =67,83588.x-0,457045
Val-3 0,99997 y =72,58107.x -0,520126
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4.3.3.Dogruluk ve Kesinlik

Diisiik , orta ve yiiksek konsantrasyonlarda secilen kalite kontrol 6rnekleri giin igi
ve gilinler arasi1 dogruluk ve kesinlik degerleri hesaplandi. Ayrica kalibrasyon
standartlarinin da giinler arasi kesinlik ve dogrulugu hesaplandi. Yontem ile elde edilen
sonuglarin gercek degere yakinligi kontrol edildi. Yontemin kesinligi; herhangi bir
degerin tekrarlanabilirligi veya bireysel test sonuglarinin belirlenen kosullar altinda ayni
orneklerin analiz sonuglarinin birbirine yakinligi kontrol edildi. Trokserutin i¢in yapilan
hesaplamalar Tablo 4-5, Tablo 4-7, Tablo 4-9, Tablo 4-11, Tablo 4-13' de ve karbazokrom
i¢in yapilan hesaplamalar Tablo 4-6, Tablo 4-8, Tablo 4-10, Tablo 4-12 ve Tablo 4-14'
de verildi. Bulunan degerlere gore yontemin dogrulugu ve kesinligi uygun bulundu. Bu

degerlerle yontemin tekrarlanabilir oldugu da goriilmektedir.

Tablo 4-5: Bir Nolu Validasyon Serisi Kalite Kontrol Orneklerinde Trokserutinin Giin

I¢ci Dogruluk ve Kesinlik Hesaplamalar

Konsantrasyon
Numune Ortalama %0rt Sapma(SD) %CV n
(ng/ml)
KK1 1,00 1,04 104,22 0,0256 2,46 6
KK2 3,00 3,00 100,13 0,05453 1,51 6
KK3 15,00 14,70 97,98 0,3405 2,32 6
KK4 20,00 20,14 100,68 0,3160 1,57 6

Tablo 4-6: Bir Nolu Validasyon Serisi Kalite Kontrol Orneklerinde Karbazokromun

Giin I¢i Dogruluk ve Kesinlik Hesaplamalar

Konsantrasyon
Numune Ortalama %0rt Sapma(SD) %CV n
(ng/ml)
KK1 0,05 0,04 82,54 0,0009 2,18 6
KK2 0,30 0,32 108,21 0,0055 1,70 6
KK3 0,70 0,73 103,62 0,0036 0,49 6
KK4 1,00 1,06 105,50 0,0047 0,44 6




Tablo 4-7: Tki Nolu Validasyon Serisi Kalite Kontrol Orneklerinde Trokserutinin Giin

I¢i Dogruluk ve Kesinlik Hesaplamalar

Konsantrasyon
Numune Ortalama %0rt Sapma(SD) %CV n
(ng/ml)
KK1 1,00 1,16 116,38 0,0131 1,13 6
KK2 3,00 3,16 105,19 0,0193 0,61 6
KK3 15,00 15,06 100,38 0,0521 0,35 4
KK4 20,00 20,06 100,28 0,4039 2,01 6

Tablo 4-8: Tki Nolu Validasyon Serisi Kalite Kontrol Orneklerinde Karbazokromun Giin

Ici Dogruluk ve Kesinlik Hesaplamalar

Konsantrasyon
Numune Ortalama %0rt Sapma(SD) %CV n
(ng/ml)
KK1 0,05 0,05 103,60 0,0008 1,64 4
KK2 0,30 0,34 112,42 0,0080 2,38 6
KK3 0,70 0,77 110,50 0,0057 0,74 6
KK4 1,00 1,08 107,88 0,0030 0,27 6

Tablo 4-9: U¢ Nolu Validasyon Serisi Kalite Kontrol Orneklerinde Trokserutinin Giin

i¢i Dogruluk ve Kesinlik Hesaplamalar

Konsantrasyon
Numune Ortalama %0Ort Sapma(SD) %CV n
(ng/ml)
KK1 1,00 1,17 117,16 0,0122 1,04 6
KK2 3,00 3,15 104,93 0,0133 0,42 6
KK3 15,00 14,78 98,55 0,0764 0,52 4
KK4 20,00 19,50 97,48 0,3873 1,99 6
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Tablo 4-10: Ug¢ Nolu Validasyon Serisi Kalite Kontrol Orneklerinde Karbazokromun

Giin I¢i Dogruluk ve Kesinlik Hesaplamalar

Konsantrasyon
Numune Ortalama %0rt Sapma(SD) %CV n
(ng/ml)
KK1 0,05 0,05 103,40 0,0013 2,50 5
KK2 0,30 0,30 99,80 0,0057 0,19 6
KK3 0,70 0,67 95,74 0,0103 1,53 6
KK4 1,00 0,92 91,57 0,0071 0,78 6

Tablo 4-11: Validasyon Serilerinde Kalite Kontrol Orneklerinde Trokserutinin Giinler

Arasi Dogruluk ve Kesinlik Hesaplamalar

Konsantrasyon
Numune Ortalama %0Ort Sapma(SD) %CV n
(ng/ml)
KK1 1,00 1,13 112,58 0,0633 5,62 18
KK2 3,00 3,10 103,42 0,0769 2,48 18
KK3 15,00 14,82 98,83 0,2668 1,80 14
KK4 20,00 19,90 99,48 0,4555 2,29 18

Tablo 4-12: Validasyon Serilerinde Kalite Kontrol Orneklerinde Karbazokromun Giinler

Arasi Dogruluk ve Kesinlik Hesaplamalar

Konsantrasyon
Numune Ortalama %0rt Sapma(SD) %CV n
(ng/ml)
KK1 0,05 0,05 97,94 0,0054 11,3755 | 15
KK2 0,30 0,32 106,81 0,0173 5,4035 18
KK3 0,70 0,72 103,29 0,0439 6,0784 18
KK4 1,00 1,02 101,65 0,0742 7,4119 18
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Tablo 4-13: Trokserutinin kalibrasyon standartlarinin giinler arasi dogruluk ve

kesinlik hesaplamalar:

Standart | Konsantrasyon

Analit Ortalama %0Ort Sapma(SD) %CV n
Adi (ug/mL)
ST1 | TROX 1,00 1,11 111,10 0,0668 6,02 12
ST2 | TROX 2,00 2,10 105,04 0,0595 2,84 12
ST3 | TROX 5,00 4,95 98,94 0,0677 1,37 12
ST4 | TROX 10,00 9,88 98,77 0,1167 1,18 12
ST5 | TROX 20,00 20,20 101,01 0,1904 0,94 12

Tablo 4-14: Karbazokromun kalibrasyon standartlarinin giinler arasi dogruluk ve

kesinlik hesaplamalari

Standart ) Konsantrasyon

Analit Ortalama %0rt | Sapma(SD) | %CV | n
Adi (ng/mL)
ST1 CARBO 0,05 0,05 93,81 0,0034 7,30 |12
ST2 CARBO 0,10 0,10 100,00 0,0049 4,85 12
ST3 CARBO 0,20 0,21 103,68 0,0126 6,09 12
ST4 CARBO 0,50 0,51 101,39 0,0262 5,18 |12
STS CARBO 1,00 1,00 100,80 0,0527 5,23 12
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4.3.4.Teshis (LOD) ve Tayin (LOQ) Siirlari

Yapilan LOQ belirleme ¢alismalari neticesinde bir LOQ degeri belirlendi.
Trokserutin i¢in 1pg/ml, karbazokrom icin 0,05 pg/ml seklinde belirlenen LOQ noktasi
kalibrasyon egrisinin en diisiik noktasi olarak kullandi. LOD degeri kalibrasyon egrisi
yardimiyla formiiliinden hesaplandi ve trokserutin i¢in 0,65 pg/ml, karbazokrom i¢in 0,01

ug/ml seklinde bulundu. LOQ noktasina ait kromatogram Sekil 4-7’de verildi.

VWD1 A, Wavelength=350 nm (MERVE\3-VAL-R 2016-02-09 12-02-27001-0201.D)
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Sekil 4-7: 1,00 pg/mL trokserutin ve 0,05 ng/mL karbazokrom karisimina ait
ornek kromatogram
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4.4. Tabletlerde Trokserutin ve Karbazokrom Analizi

Trokserutinin tabletten geri kazanimi 98,86; ve karbazokromun tabletten geri

kazanimi %105,81 bulundu. Sekil 4-8' da tabletlerdeki analiz sonuglarina ait bir

kromatogram gosterilmektedir.

VWDT A, Wavelengih=350 nm (MERVET ABLET DENNNNEME 2016-02-29 16-32-5T021-0102.0)
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Sekil 4-8:Tabletteki analizlere ait bir kromatogram
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S.TARTISMA

Toplumun ¢ok ciddi bir kesminde yaygin olarak goriilen hemoroidin altinda yatan
sebeplerin, lokal damar Kkapileritisini gelistiren vendtik ajanlarla tedavi edilebilecegi
saptanmustir. Venotik ajan olarak bir flavonoid tiirii olan trokserutin ve adrenalinin
oksidasyon iiriinii olan karbazokromun optimum kombinasyonu kullanilmistir. Yiiriitiilen
klinik calismalarda olumlu sonuglar elde edilmistir.

Trokserutin, kanin dokulara asir1 gecisini engelleyerek gegirgenligini azaltir ve
vaskiiler direnci arttirir. Karbazokrom ise, kii¢iik damarlarin kanama bolgelerinde damar
daraltici olarak lokal etki yapar ve kanama siiresini azaltir. Ayrica kapiler gecirgenlige,
damarlarin kasilma giiciine ve dayamikliligina olumlu olarak etki eder. Kisacasi
trokserutin ve karbazokromun optimal kombinasyonu yiiksek farmakolojik etki saglar ve
boylece, damarlarin kapiler zayifligindan ileri gelebilen damar hastaliklar1 ve hemoraji
sendromlarinin tedavisini miimkiin kilar.

Hemoroid yasam kalitesini diiseren agrili ve yaygin bir hastalik ¢esididir ve bu
yiizden, tedavisi i¢in Onerilen trokserutin ve karbazokrom kombinasyonun farmasdétik
preparatlarda tayini kalite kontrol agisidan ila¢ sanayinde 6nem arz etmektedir.

Bu ihtiyaca cevap vermek i¢in yiiksek performansli sivi kromatografisi (HPLC)
yontemiyle F5 Core-Shell bir kolon destegiyle tabletlerden analizi i¢in bir yontem
gelistirilerek basarili bir sekilde valide edilmistir.

Trokserutinin ve karbazokromun molekiillerinde n—n*, n—on* gegisini
kolaylastiracak konjuge m baglarmin olmasi ve elektron verici gruplarin bulunmasi
nedeniyle dogal ve kuvvetli UV absorbsiyon 6zellige sahiptir (Sekil 2-1, Sekil 2-2). Bu
ozelliklerinden dolay1r dedektor olarak absorbans dedektorii segilmistir. Trokserutinin
maksimum absorbans dalga boyu 348 nm (Sekil 3-1), karbazokromun maksimum
absorbans dalga boyu 355 nm (Sekil 3-2) olarak bulunmustur. Ortak dalga boyu olarak
350 nm kullanilmustr.

Bu iki ila¢ etken maddesinin polar yapilari, alikonmalarinin diigiik olmasi
nedeniyle ayrilmalari i¢in etkin bir yontem gelistirilmesi gerekiyordu. Bu nedenle polar
maddelerin ayriminin daha iyi oldugu 2,6 um partikiil ¢apl 4,6x150mm boyutunda
core-shell Pentaflorafenil Propil polar kolon kullanildi ve daha iyi bir kromatografik
kosul elde edildi. Mobil fazdaki organik faz ACN yerine; ACN’nin, kolonun fenil
gruplariyla maddenin (Sekil 2-5, Sekil 2-1, Sekil 2-2) n-n etkilesimini bozdugu igin
MeOH kullanilmaya baslandi ve en iyi ayrilmanin (MeOH;%5’lik HAC),(99,5:0,5(V/V))
mobil faz sistemiyle oldugu goriildii.

Gelistirilen analiz metoduna sistem uygunluk testi yapildi. Test sonucunda
trokserutin i¢in Tablo 4-1, karbazokrom i¢in ise Tablo 4-2’te verilen degerler elde edildi.
Tablo 2.1°de kabul limitleri verilmistir. Buna gére en énemli kromatografik parametre
olan ayiricilik trokserutin ve karbazokrom i¢in 2,9 bulunup 2,0’1n iizerindedir. Bunun
disinda kuyruklanma faktorii ve teorik plaka sayist da uygun bulunmustur.

Kalibrasyon egrisi trokserutin i¢in; 1,00-20,00 pg/mL ve, karbazokrom igin 0,05-
1,00 pg/mL konsantrasyonlarinda se¢ildi. LOD ve LOQ degerleri trokserutin igin; 0,65
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ug/mL  ve 1,00 pg/mL, karbazokrom igin ise; 0,01 ug/mL ve 0,05 pg/mL olarak
hesaplandi. Validasyon serilerinden elde edilen kalibarasyon egrilerinin korelasyon
katsayilart 0,9999 mertebesinde ve analitik agidan kabul edilebilir degerlerde oldugu
goriildii.

Kalibrasyon egrilerinin en yiiksek ve en diigiik degeri ile birlikte iki ara degerden
olusan kalite kontrol drnekleriyle dogruluk ve kesinlik ¢alismalar1 yapildi. Sonugta elde
edilen degerlerin en kiigiik i¢in %+20, diger noktalar i¢in % %15 limitleri disina ¢itkmadigi
kesinligi ve dogrulugu yiiksek oldugu tespit edildi.

Yapilan validasyon caligmalari neticesinde yontemin tablet analizleri i¢in uygun
oldugu sonucuna varildi ve tabletten geri kazanim g¢alismalar1 yapildi. Trokserutinin
tabletten geri kazanimi1 %98,86 ; ve karbazokromun tabletten geri kazanimi ; %105,81
olarak bulundu.

Yapilan litaretiir arastirmalarinda karbazokrom ve trokserutinin kromatografik
analizlerine rastlanilmamistir. Bunun yami sira tek tek analizleri tokserutin icin
spektrofotometrik (6,23-26), HPLC (14-15,17-21); karbazokrom igin ise kromatografik
(38-46), spektroskopik (47-51) yontemleriyle oldugu goriilmistiir.

Khattab ve ark., trokserutin ve karbazokromu enjeksiyon preparatlardan birlikte
tayinini tiirev spektrofotometresi yontemiyle gergeklestirmislerdir. Trokserutin igin
kalibrasyon egrisi araligin1 5,00-50,00pg/ml olarak bulurken, karbazokrom i¢in ise 0,50-
10,00 png/ml olarak bulmuslardir (6).

Bu tez calismasinda gergeklestirilen yontemde trokserutin i¢in 1,00-20,00 ug/mL,
karbazokrom icin 0,05-1,00 pg/mL araliginda analiz yapilabilmektedir. Bu ¢aligmada
trokserutin ve karbazokrom i¢in hassas, segici ve 0zgilin bir kromatografik yontem
gelistirilmistir. Bu yontem, kombine preparatif i¢in kalite kontrolde kullanilabilir.
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