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OZET
HIDROKLOROTIYAZIT ve TRIAMTERENIN KAPILER ELEKTROFOREZ ile
MIKTAR TAYINi
Selen Duygu CECEN

Analitik Kimya Anabilim Dali
Anadolu Universitesi, Saglik Bilimleri Enstitiisii, Ocak 2020
Danisman: Dr.Ogr.Uyesi Arin Giil DAL POCAN

Bu c¢aligmada hidroklorotiyazit (HCT) ve triamterenin (TRM) farmasotik
preparatlarindan tayini icin bir kapiler elektroforez (KE) yontemi gelistirilmistir.
Calismada deteksiyon foto diyot dizisi (DAD) detektorle saglanmis ve ayrim 75 um i¢
capa ve 40 cm efektif uzunluga sahip kapiler ile gerceklestirilmistir. Optimum kosullar
calisma tamponu olarak 20 mM sodyum dodesilsiilfat (SDS) iceren 15 mM borat
tamponu (pH 9,00) ve 25 kV potansiyelin uygulanmas: ile elde edilmistir. Bu kosullar
altinda HCT ve TRM’nin gé¢ zamanlar1 sirasiyla 2,7540,007 dk ve 4,610,022 dk
olarak gozlenmistir. Gelistirilen yontemin gegerliligi dogrusallik, segicilik, kesinlik,
dogruluk, duyarlilik, kararlilik ve saglamlik parametreleri ile incelenmistir. Yontemin
seciciligini gostermek amact ile HCT ve TRM standartlar ile tabletleri asidik, bazik,
oksidatif, termal ve fotolitik stres kosullarina maruz birakilmistir. Sonug olarak yontem

HCT ve TRM igeren tabletlerden miktar tayinine basari ile uygulanmistir.

Anahtar Sozciikler: Triamteren, Hidroklorotiyazit, Kapiler elektroforez, Stabilite

gostergeli yontem, Miktar tayini



ABSTRACT
DETERMINATION of HYDROCHLOROTHIAZIDE and TRIAMTERENE by
CAPILLARY ELECTROPHORESIS

Selen Duygu CECEN

Department of Analytical Chemistry
Anadolu University, Graduate School of Health Sciences, January 2020
Supervisor: Assist.Prof.Dr. Arin Giil DAL POCAN

In this study, a capillary electrophoresis method was developed for the
determination of HCT and TRM from pharmaceutical preparations. Detection was
achieved by photo diode array detector and the separation was performed by a capillary
with an inner diameter of 75 um and an effective length of 40 cm. Optimum conditions
were obtained by a run buffer of 15 mM borate containing 20 mM SDS (pH 9,00) and
applying 25 kV potential. Under these conditions, the migration times of HCT and TRM
were observed as 2,75+0,007 min and 4,61+0,022 min. Validation of the developed
methods were examined by linearity, selectivity, precision, accuracy, sensitivity,
stability and robustness parameters. For the selectivity of the method both HCT and
TRM standards and tablets were exposed to acidic, basic, oxidative, thermal and
photolytic stress conditions. As a result method was successfully applied to the
determination of HCT and TRM in tablets.

Keywords: Triamterene, Hydrochlorothiazide, Capillary electrophoresis, Stability

indicating method, Determination



ONSOZ

Bu caligmada TRM ve HCT’nin KE ydntemi ile es zamanli miktar tayininin
gerceklestirilmesi amaglanmistir. Ayni1 zamanda yontem stabilite gostergeli olarak
uygulanmustir.

Yiiksek lisans tezim boyunca bana sabir ve ilgiyle yardim eden, her alanda benden
yardim ve desteklerini esirgemeyen tez hocam Dr.Ogr.Uyesi Arin Giil DAL POCAN’a,

Analitik Kimya Anabilim Dali’nda bulunan, benimle tiim bilgi ve birikimleri
paylasan hocalarima ve ¢alisma arkadagslarima,

Hayatimin her alaninda yanimda bulunan ve her kosulda bana destek olan sevgili
aileme,

Tesekkiirlerimi sunarim.
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ETIK ILKE ve KURALLARA UYGUNLUK BEYANNAMESI

Bu tezin bana ait, 6zgiin bir ¢alisma oldugunu; ¢alismamin hazirlik, veri toplama,
analiz ve bilgilerin sunumu olmak {izere tiim agamalarinda bilimsel etik ilke ve kurallara
uygun davrandigimi; bu ¢alisma kapsaminda elde edilen tiim veri ve bilgiler i¢in kaynak
gosterdigimi ve bu kaynaklara kaynakc¢ada yer verdigimi; bu c¢alismanin Anadolu
Universitesi tarafindan kullanilan “bilimsel intihal tespit programi”yla tarandifini ve
higbir sekilde “intihal i¢germedigini” beyan ederim. Herhangi bir zamanda, ¢alismamla
ilgili yaptigim bu beyana aykiri bir durum saptanmasi durumunda, ortaya ¢ikacak tlim

ahlaki ve hukuki sonuglar1 kabul ettigimi bildiririm.
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1. GIRIS

Bu tez ¢alismasinda doping amagh kullanilan bazi diiiretiklerin KE ile analizleri
hedeflenmistir. Bu amagla diiiretiklerden TRM ve HCT secilmistir.

TRM distal tubuluslar {izerinde etkili potasyum tutucu bir ditiretiktir. Etkileri
bakimindan amiloride benzer; fakat ondan farkli olarak magnezyumun iiriner atilimin
artirir. TRM gérece zayif bir diiiretik ve antihipertansiftir. Ozellikle potasyum destegini
tolere edemeyen veya potasyum destegine cevap vermeyen hastalarda hipokaleminin
kontrol altina alinmasinda kullanilir (Rx-Media, 2019). HCT ise 6dem ve hipertansiyon
tedavisinde kullanilan tiyazit yapili bir diiiretiktir. Tiyazit grubu diiiretikler
hipertansiyonun baslangi¢c tedavisinde tek baslarina veya diger ilaglarla beraber
kullanilirlar. TRM ile tiyazit grubu diiiretik olan HCT nin sabit dozlu kombinasyonu
hafif ve orta derecede esansiyel hipertansiyonun tedavisinde kullanilir.
Kombinasyondaki her iki bilesen birlikte aditif hipertansif etki gosterirler. Hem TRM
hem de HCT Diinya Anti-Doping Ajanst’nin 2019 yili kullanimi her zaman yasakl
maddeler listesinde ‘idrar soktiiriiciiler ve diger maskeleyici maddeler’ basligi altinda
yer almaktadir (Rx-Media, 2019).

Literatiirde TRM ve HCT’nin miktar tayinine yonelik yapilmis pek ¢ok calisma
bulunmasina karsin her iki maddenin stabilite gostergeli bir KE yontemi ile analizleri
bulunmamaktadir.

KE yontemi, iletken bir ¢ozelti icindeki yiiklii/yiiksiiz parcaciklarin veya
molekiillerin bir elektriksel alan etkisiyle bir kapiler icerisinde hareket etmesine
dayanan bir yontemdir. KE’nin diger ayirim yontemlerine gore yiiksek verimlilikte
olmasi, ¢ok kiiciik hacimlerde 6rneklerle galigilabilmesi, madde sarfiyatinin az olmasi
ve hizli ayirim yapabilmesi gibi iistiinliikleri bulunmaktadir (Baker, 1995).

Amerikan Gida ve Ilag Dairesi (Food and Drug Administration) kilavuzuna gére
stabilite gostergeli yontem; aktif bilesenlerin (ila¢ etkin maddesi veya ilag {iriinii) dogru
ve kesin bir sekilde 6l¢iilmesini saglayan bir analitik prosediir olarak tanimlanmaktadir.
Stabilite testleri; ilag etkin maddesi veya ilag iirliniiniin kalitesinin sicaklik, nem ve 151k

gibi cevresel faktorlerin etkisi altinda zamanla nasil degisecegine dair kanit olusturur.



Aktif bilesenin istikrart ‘olasi bir degisiklik olmamasi’ anlamina gelmez. Ancak
‘kontrollii ve kabul edilebilir degisiklik’ anlamina gelir.

Bu calismada TRM ve HCT’nin es zamanli analizleri i¢in bir KE yontemi
gelistirilmigtir. Gelistirilen yontemin optimizasyonunun ardindan yontemin gegerliligi
dogrusallik, kesinlik, dogruluk, secicilik, duyarlilik, saglamlik ve kararlilik
parametreleri ile gosterilmistir. Yontemin segiciliginin gdsterilmesi asamasinda gesitli
stres kosullar1 uygulanarak analitlerin etkilenip etkilenmedigi belirlenmistir. Daha sonra
yontem TRM ve HCT iceren farmasotik preparatlara uygulanmis ve sonuglar

istatistiksel olarak degerlendirilmistir.



2. KAYNAK BILGISi

2.1. Diiiretikler

Diiiretik ilaglar karbonik anhidraz inhibitorleri, kivrim ditiretikleri, potasyum
tutucu diiiretikler ve tiyazit grubu diiiretikler olmak iizere 4 gruba ayrilir. TRM

potasyum tutucu ditiretikler, HCT ise tiyazit grubu diiiretikler arasinda yer alir.

2.2. TRM’nin Farmakolojik Ozellikleri

TRM, amiloride benzer sekilde aldosterondan bagimsiz olarak bobrek distal
tubuluslarinda sodyum-potasyum iyon degis-tokus mekanizmasini inhibe eder. Distal
tubuluslarda sodyum transportunu dogrudan inhibe ederek sodyumun reabsorbsiyonunu
engelledigine inanilmaktadir (Rx-Media, 2019).

Boylece membranda potasyumun pasif distal tiibiiler salgilanmasini bloke eden
bir elektriksel potansiyel farki dogar ve potasyum tutucu etkisi buna baglidir. Potasyum
kaybinin minimal oldugu durumlarda TRM potasyum mekanizmasini ¢ok hafif diizeyde
degistirir (Rx-Media, 2019).

Buna karsin, potasyumun renal klirensi kivrim  diiiretikleri  veya
mineralokortikoidler tarafindan artirildiginda TRM potasyum atiliminda 6nemli bir
azalma meydana getirir (Rx-Media, 2019).

Sodyum, bikarbonat, kalsiyum, magnezyum, kloriir ve suyun tiriner atilimindaki
artma hafif bir dilireze neden olur. TRM karbonik anhidraz aktivitesini inhibe etmez.
Genel olarak bakildiginda diiiretikler sol ventrikiil hipertrofisi ve glikoz toleransinin
kotiilesmesine neden olurlar ve lipid profili tizerinde bozucu etki yaparlar (Rx-Media,

2019).

2.3. TRM’nin Farmakokinetik Ozellikleri

TRM oral yoldan verilir. Gastrointestinal kanaldan hizla, fakat degisken bir
sekilde absorbe edilir. Biyoyararlanimi yaklasik %30-70 oranindadir. Etkisi 2-4 saatte
goriiliir; doruk diizeye 6-8 saatte ¢ikar ve 12-16 saat kadar devam eder. TRM plasentay1
asar, fakat insanda anne siitliine ge¢ip gegmedigi bilinmemektedir. Hayvanlarda yapilan
arastirmalar az miktarda da olsa anne siitiine gectigini ortaya koymustur. TRM’nin en

azindan bir aktif metabolitine metabolize edildigi bilinmektedir. Ana ilag ve
3



metabolitinin %50'den daha az bir boliimii idrarla atilir. Yaklasik %21'1 degismeden
elimine olur. Geri kalan bolimi safra ve feges yoluyla elimine edilir. TRM’ nin yar1
omrii bobrek fonksiyonu normal olan hastalarda yaklasik 1-2 saattir. Bu siire bobrek
hastaligt had sathada olan hastalarda 10 saate kadar uzayabilir. Bazi1 aktif
metabolitlerinin yar1 dmrii bobrek fonksiyonu normal olan hastalarda 12 saat olarak

bulunmustur (Rx-Media, 2019).

2.4. HCT’nin Farmakolojik Ozellikleri

HCT o6dem ve hipertansiyon tedavisinde kullanilan tiyazit yapili bir ditiretiktir.
Kivrim ditiretiklerinden farkli olarak, bobrek yetmezligi olan hastalarda etkinligi
zayiflar. HCT diabetes insipidus ve hiperkalsiiri tedavisi i¢inde de kullanilir.

HCT’nin hipertansiyonun baslangi¢ tedavisinde tek basmna ya da diger ilaglarla
kombine kullanilir. TRM ile kombine tabletleri hafif ve orta derecede yiiksek kan
basinci tedavisine endikedir (Rx-Media, 2019).

2.5. HCT’nin Farmakokinetik Ozellikleri

HCT’nin gastroinstestinal kanaldan absorbsiyonu verildigi farmasotik sekle ve
verilen doza bagl olarak degiskenlik gosterir. Sistemik biyoyararlanimi yaklasik %50-
60’tir. Etkisi oral yolla verildikten 2 saat sonra baslar ve pik etki 4 saatte gozlenir.
Toplam etki siiresi 6-12 saattir. HCT plasentay1 agsmasina ragmen kan-beyin engelini
asamaz. Anne siitiine gecebilirr. HCT metabolize olmaz ve esas olarak idrarla

degismeden atilir; verilen dozun %61°’i 24 saatte elimine olur (Rx-Media, 2019).

2.6. Kullanilan Yontemler
2.6.1. KE yontemi

Yiiklii taneciklerin (iyonlar, kolloidal tanecikler gibi) elektrik alan etkisiyle farkli
hizlarda hareket etmelerinden yararlanilarak ayrilmasina yarayan bir metottur. KE’de
bir kapiler boru belli pH’ta iletken bir sivi ile doldurulur. Bu, numunenin ayrilacagi
tampon ¢ozeltidir. Numune kapilere injeksiyonla uygulanir. Kapiler {izerinde bir yliksek
voltaj meydana getirilir ve olusan elektrik alandan dolayl, numune bilesenleri kapiler
boyunca farkli hizlarda hareket ederler. Pozitif bilesenler negatif elektroda, negatif

bilesenler pozitif elektroda gd¢ ederler. Kapilere belirli bir yerden bir detektorle
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bakildiginda, 6nce hizli olan bilesenlerin, daha sonra da yavas olan bilesenlerin gectigi
goriiliir (http-1).

Elektroozmotik akis madde ¢dzeltisinin yaninda ¢alisma tamponunun da elektrik
alanimin etkisi altinda kapiler i¢inde hareket etmesidir. Elektroozmotik akisin yonii
negatif yiikli katoda dogrudur. Boylece de giris vialinden, kapilere, detektore ve ¢ikis
vialine dogru akis olur. Katyonlar elektroozmotik akistan daha hizli hareket ederek, notr
maddeler elektroozmotik akis ile ayn1 hizda ve anyonlar ise elektroozmotik akistan daha

yavas hareket ederler. Elektroozmotik akis Sekil 2.1.’de gosterilmistir.

0—'-' r:-:';q s cheve

Sekil 2.1. KE yonteminde elektroozmotik akis semast (http-2)

Pozitif yiiklii katyonlar katoda yani negatif yiiklii elektrota, negatif ytiklii anyonlar
ise anoda yani pozitif yiiklii elektroda go¢ ederler. Elektroforetik hizlari iyonlarin
yiik/kiitle oranina baghdir. Ayni yiike sahip iyonlardan kii¢iik bir iyon, kendisinden
bliylik bir iyona goére daha hizli gé¢ eder. Notr molekiiller elektrik alanindan
etkilenmezler.

Ayrilan molekiiller kapiler sonuna yerlestirilen bir detektdr yardimi ile analiz
edilirler. Detektor ¢iktisi, zamana karsi detektor yanitinin bir grafigidir ve buna
elektroferogram adi verilir.

Elektroforezde bilesiklerin iletken ortam iginde zonlar halinde hareket ettigi
diistintiliir. Fakat kapilere bir bilesik girdiginde bir miktar dagilma ve dolayisiyla
zonlarin yayilmasi s6z konusu olur. Bu dagilma gd¢ yoniine paralel, gé¢ yoniine dik
veya termal dagilma seklinde olabilir. Elektrik alan uygulanmasi, iletken ¢zeltide Joule
1sinmasina neden olur. Kapilerin daha sicak olan merkezindeki molekiiller daha soguk
olan kapiler duvarina yakin molekiillere gére daha hizli gé¢ ederler. Go¢ yoniine paralel

ve go¢ yoniine dik dagilma, zon yayilmasi iizerine az etkilidir. Fakat termal dagilma,
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zon yayilmasinda biiylik paya sahiptir. Termal dagilmay1 azaltmak i¢in tampona bir jel
gibi stabilite edici ajan eklenmesi, kapilerin g¢evrilerek kullanilmasi ya da kapilerin
capinin azaltilmasi uygulanmalidir.

KE’nin ana bilesenleri ornek, giris ve c¢ikis vialleri, kapiler, detektor, yiiksel
voltajli giic kaynagi ile bilgisayar gibi bir bilgi isleme cihazidir. KE sisteminin ana

bilesenleri Sekil 2.2.’de sunulmustur.

Scakhk Kontrolli

Kapiler

Giris viali Ornek viali Caleis viali

YUKSEK
VOLTAJLI

GUs
L KAYNAGI J

Sekil 2.2. KE sisteminin sematik gésterimi (Baker, 1995)

Elektroforez, giris viali, kapiler ve ¢ikis vialinin bir elektrolit ile doldurulmasiyla
gerceklesmektedir. Genellikle sulu bir tampon ¢ozeltisi elektrolit olarak kullanilir.
Kapiler girisi 6rnek vialinin i¢ine yerlestirilir, 6rnek koyulur ve daha sonra kapiler girisi
tekrar giris vialine alinir ve giris ve ¢ikis viali arasina elektrik alani uygulanir. C6ziinen
maddeler, kapiler boyunca go¢ ederler ve detektorler tarafindan tespit edilirler. Detektor
cikislar bilgisayara gonderilir ve ¢ikan veriler bir elektroferogram olarak goriintiilenir.

Coziinen maddeleri kapiler i¢inde farkli hizlarda hareket ettikleri i¢cin detektor
oniinde farkli zamanlarda gecerler. Elektroferogramda, ayrilmis bilesikler, pikler
halinde farkli go¢ zamanlarinda goriiniirler.

KE’nin diger ayirim yontemlerine gore yiiksek verimlilikte olmasi, ¢ok kiiclik
hacimlerde orneklerle calisilabilmesi, reaktif sarfiyatinin az olmasi ve hizli ayirim

yapabilmesi gibi iistiinliikleri bulunmaktadir (Baker, 1995).
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2.6.2. MEKK yontemi

Ik kez 1984 yilinda Shigeru Terabe vd. tarafindan sunulan miselsi elektrokinetik
kapiler kromatografi (MEKK), kapiler elektromigrasyon tekniklerinin yiiksiiz analitlerin
ayrilmast potansiyelini genisletmistir. Etkileyici ayirma verimliligi ve esnekligi ile
MEKK 6zellikle ila¢ ve biyomedikal alanlarinda popiiler bir teknik haline gelmistir.

Kritik misel konsantrasyonlarmin iistiinde, bir elektrolit ¢ozeltisine eklenen
yiizey aktif cismi monomerleri, misel ad1 verilen agregatlar olusturur. Bireysel miseller
ayrilan ¢oziinenlerden 6nemli Sl¢iide daha biiyiik degildir. Kiigiik boyutlar1 ve biiyiik
sayilar1 nedeniyle, yiiksek yilizey alani/hacim oranina sahiptirler. Yapilart dinamiktir,
misel icindeki bir ylizey aktif cismi monomerinin ortalama kalis siiresi 1 ms veya daha
azdir. MEKK'de ayrilma, analitlerin miseller ve sulu faz arasinda elektroozmotik akis
varliginda boliinmesine dayanir. Miseller yalanci-duragan bir faz olarak islev goriir.
Analit-misel etkilesiminin mekanizmas: esas olarak hidrofobik ve elektrostatik
etkilesimler ile belirlenir. MEKK baslangicta kapiler elektroforetik tekniklerin
avantajlarindan yararlanmak i¢in gelistirilmistir, (yiiksek verimlilikler, sadece c¢ok az
miktarda numune ve reaktif gereksinimi, hizli analiz siiresi), benzer yapidaki notr
coziinenlerin ayrilmasinda kullanilabilir. Bazik bir KE aleti kullanilir ve ayirmalar
genellikle hidrodinamik enjeksiyondan sonra kaplanmamis erimis silika kapiler

kolonlarinda gergeklestirilir.

2.7. TRM’nin Kimyasal ve Fiziksel Ozellikleri

TRM sar1 renkli, kokusuz bir tozdur. Ingiliz Farmakopesi’ne gore ¢dziiniirliikleri:
Su, alkol ve kloroformda ¢ok hafif ¢o6ziiniir; eterde pratik olarak ¢oziinmez. Amerikan
Farmakopesi (USP)’ye gore formik asitte 1:30 ve metoksietanolde 1:85 oraninda
¢cOziinilir; asetik asit, alkol ve seyreltik mineral asitlerde ¢ok hafif ¢Oziiniir; su,
kloroform, eter ve seyreltik alkali hidroksitlerinde pratik olarak ¢6ziinmez.

Asitlendirilmis ¢ozeltileri mavi renkte fliioresans gosterir. (Rx-Media, 2019).
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Sekil 2.3. TRM 'nin agik kimyasal formiilii (http-5)

2.8. HCT’nin Kimyasal ve Fiziksel Ozellikleri

HCT beyaz ve beyaza yakin renkte, kokusuz veya ¢ok az kokulu kristalize bir
tozdur. Suda ¢ok hafif veya hafif ¢oziiniir; alkolde az ¢oziiniir; asetonda ¢oziiniir;
dimetilformamid, n-butilamin ve alkali hidroksit ¢6zeltilerde ¢6ziiniir; eter, kloroform
ve seyreltik mineral asitlerde ¢oziinmez. Molekiil agirligt 297,74 g/mol’diir. Kapali
formiilii ise C7HgCIN30,4S,’dir (Rx-Media, 2019).

H
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Sekil 2.4. HCT 'nin ag¢ik kimyasal formiilii (http-6)

2.9. TRM ve HCT’nin Miktar Tayinine Yonelik Yapilmus Calismalar

Bu calisma kapsaminda literatiirdeki ¢alismalarin fazlaligi nedeni ile ¢alismalar;
HCT ve TRM’nin es zamanl analizinin gergeklestirildigi calismalar, HCT ve/veya
TRM’nin KE yontemi ile analiz edildigi ¢alismalar ve HCT ve/veya TRM’nin stabilite
gostergeli olarak analizlerinin gergeklestirildigi ¢alismalar olarak sinirlandirilmastir.

Luis vd., (2002, s.223) diiiretiklerin analizinde kullanilan bir elektroforetik
yontem gelistirmislerdir. Klortalidon, furosemit, HCT ve TRM ylizey aktif madde
olarak SDS igeren bir ¢alisma tamponu kullanilarak 5 dk iginde MEKK yontemi ile

ayrilmis ve daha sonra bir DAD detektorii kullanilarak spektrofotometrik olarak



saptanmistir. Gelistirilen yontemin dogruluk, kesinlik ve dogrusallik parametreleri
incelenmistir.

Kargosha ve Sarrafi, (2001, s.273) TRM ve HCT’nin es zamanli tayini i¢in
spektrofotometrik bir yontem gelistirmistir. Yontem valide edilmis ve farmasotik
formlara basariyla uygulanmistir. Gelistirilen yontemin dogruluk, kesinlik ve
dogrusallik parametreleri incelenmistir.

Chen vd.,( 2016, s.451) HCT, TRM ve rezerpinin sigan plazmasindan tayini igin
yiiksek performansli sivi kromatografik (YPSK) bir yontem gelistirmislerdir. Ayrim
250%4,6 mm boyutunda ve 5 pum partikiil ¢apina sahip C18 kolon ile saglanmistir.
Hareketli faz olarak asetonitril ve %0,2’lik asetik asit ¢ozeltileri gradient sistem ile
kullanilmistir. Bu kosullar altinda alikonma zamanlar1t HCT ve TRM igin sirasiyla 10,5
dk ve 6,9 dk olarak go6zlenmistir. Gelistirilen yOntemin gecerliligi dogrusallik,
duyarlilik, kesinlik ve dogruluk parametreleri ile gosterilmistir.

Karimi, Gholivand ve Amiri, (2019) TRM ve HCT’nin es zamanli tayini igin
elektrokimyasal bir yontem gelistirmistir. Bu yontemde cams1 karbon elektrot bazli yeni
bir yontem kullanilmistir. Gelistirilen yontem analitlere ve dozaj formlarina basariyla
uygulanmistir. Gelistirilen yontemin dogruluk, kesinlik ve dogrusallik parametreleri
incelenmistir.

Hudari, Souza ve Zanoni, (2018, s.652) yaptiklar1 ¢alismada adsorbtif siyirma
voltametrisi ile HCT ve TRM’nin hemodiyaliz Orneklerinden  tayinini
gerceklestirmislerdir. Karbon nanotiip ile modifiye edilmis camsi karbon elektrotta
oksidasyon HCT ve TRM ig¢in sirast ile 1,01 V ve 1,17 V’ta gézlenmistir. Yontemin
karsilastirilmas1 i¢in bir YPSK yoOntemi gelistirilmis ve yapilan istatistiksel
degerlendirmeler sonucunda elektrokimyasal yOntemin daha duyarli oldugu
bulunmustur.

Hillaert ve Bossche, (2003, s.329) KE ve MEKK yontemleri ile HCT ve alt1
anjiyotensin-II reseptoriiniin (kandesartan, eprosartan mesilat, irbesartan, losartan
potasyum, telmisartan ve valsartan) ayni anda analizini hedeflemislerdir. KE ve MEKK
yontemleri, farmasotik formiilasyonlardaki kombine HCT anjiyotensin-II reseptoriiniin
kalitatif ve kantitatif tayini i¢in uygundur. Anjiyotensin-ll reseptoriine bagl olarak, iki
yontemden biri ya da her ikisi en az biri ya da kombinasyonlar1 i¢in kullanilabilir.

Gelistirilen yontemin dogruluk, kesinlik ve dogrusallik parametreleri incelenmistir.
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Horstkotter vd., (2002, s.223) TRM ve ana metabolitinin dogrudan
belirlenebilmesi i¢in iki KE yontemi gelistirmistir. Analitler mor 6tesi (UV) detektor ve
lazer indiiklenmis floresans (LIF) detektor ile 325 nm dalga boyunda analiz edilmistir.
Her iki deteksiyon tekniginin sonuglar1 karsilastirildiginda; LIF detektorle yapilan
analizde tayin sinirmin (LOQ) (50 ng/mL) UV detektore (400 ng/mL) gore sekiz kat
daha diistik oldugu belirlenmistir. Endojen idrar bilesiklerine bagli herhangi bir girisim
gozlemlenmediginden, dogrudan idrar analizi yapilmistir. Analizlerin basit ve hizli
oldugu gozlenmistir. KE-UV yontemi 10 dk, KE-LIF yontemi 2,5 dk’dan kisa
stirmistiir. Her iki yontem de dogrulanmis ve goniillilerden alinan idrar iizerine
uygulanmistir. Bu yayinda KE-LIF yonteminin insan idrart iizerine uygulanmasinin
sonuclar1 sunulmustur.

Gonzalez, Bacerra ve Lasema, (1996, s.145) Diinya Dopingle Miicadele
Ajansi’'nda yasakli dort ditiretik ilacin (TRM, amilorid, bendroflumetiozid ve
bumetanid) analizi i¢in bir KE yontemi gelistirmistir. Detektdr olarak fliioresans
detektor kullanilmistir. Bu ¢alismada pH’in; go¢ zamani, pik yiiksekligi ve pik alam
tizerindeki etkileri incelenmistir. Analizler pH 8,0’da yiiriitiilmiistiir. Optimum kosullar
altinda analiz 8 dk’dan kisa siirmiistiir. TRM igin analizler, 370-434 nm dalga boyu
araliginda yiriitiilmiistiir. Gozlenebilme siir1 (LOD) degeri TRM igin 0,5 fmol olarak
hesaplanmistir. Gelistirilen yontemin dogruluk, kesinlik ve dogrusallik parametreleri
incelenmistir.

Riekkola ve Jumppanen, (1996, s.151) diiretiklerin KE yontemi ile
belirlenmesine yonelik arastirmalari  derlemisti. KE ve MEKK yontemlerinin
kullanildig1 analizler incelenmis ve yontemlerin ustiinliikleri tartisilmistir. Analizde
matriks problemleri varsa MEKK’nin KE’ye {istiin oldugu goriilmiistiir. Analizlerde,
borat-SDS-asetonitril, titrisol, asetat, glisin, borat-SDS tamponlarinm kullanildig:
goriilmustiir. Analizlerde UV ve LIF detektorlerin kullanildigr goriilmiistiir. Analizler
200 nm’den 337 nm’ye kadar genis bir dalga boyu araliginda yiiriitiilmistiir. 4,5- 10,6
pH araliginda calisildigr goriilmiistiir. Bu c¢alismada KE’nin YPSK’ya, MEKK’nin
KE’ye iistiin oldugu durumlar arastirilmistir.

Siren vd., (2008, s.215) alt1 ditiretik ilacin (bentiazid, bumetanid, etakrinik asit,
furosemid, klorotiazid, HCT) ve probenesidin metanolde ayrilmasina yonelik bir KE

yontemi gelistirmistir. Analiz 214 nm’de yiiriitilmiistiir. 30 kV voltaj uygulanmistir.
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Sicaklik 25 °C’de tutulmustur. 50 mbar basingta hidrodinamik enjeksiyon
uygulanmistir. 7,9 mM asetik asit/asetat tamponu kullanilmistir. Gelistirilen yontemin
dogruluk, kesinlik ve dogrusallik parametreleri incelenmistir.

Wang vd., (2003, s.1507) HCT ve rutinin analizine yonelik bir KE yontemi
gelistirmistir. Amperometrik detektor kullanilmistir. HCT i¢in LOD degeri 2x107 M
olarak hesaplanmistir. Optimum kosullar altinda analiz 12 dk’dan kisa siirmistiir.
Analizler pH 7,0-10,0 araliginda 25 mmol Na,B;07;/50mmol NaH,PO, tamponu
kullanilarak gergeklestirilmistir. Gelistirilen yontemin dogruluk, kesinlik ve dogrusallik
parametreleri incelenmistir.

Zheng vd., (2008, s.15) indapamid, bumetanid ve HCT analizine yonelik bir KE
yontemi gelistirmistir. Amperometrik detektor kullanilmistir. pH 8,98’de H3BOs—
Na,B,O; tamponu kullanilmistir. Optimum kosullar altinda analiz 10 dk’dan kisa
stirmistiir. HCT i¢in LOD degeri 20 ng/mL olarak hesaplanmistir. Gelistirilen yontemin

dogruluk, kesinlik ve dogrusallik parametreleri incelenmistir.

Cizelge 2.1. Literatiirdeki stabilite gostergeli yontem uygulanmis ¢alismalar

Kaynak ve | Asidik Stres Bazik Stres Oksidatif Stres Termal Stres | Fotolitik Stres
Madde

Ali vd. 1 MHC1100°C | 1 M NaOH 100 | %30 H,O0,100°C | 80 °C 48 Giin 15181 48
(2016) 1 saat, %10,10 °C 1 saat, %7,20 | 1 saat, %65,17 saat, 90,98 saat, bozunma
HCT bozunma bozunma bozunma bozunma yok

Alzoman 1 M HCI5saat, | 1 M NaOH 5 %30 H,0, 1 saat, | 80 °C 4 saat, | Giin 1518124
vd. (2013) | %31,57 saat, %33,10 %35,90 bozunma | bozunma saat, bozunma
HCT bozunma bozunma yok yok

Belal vd. I MHCI90°C | 1M NaOH 90 %5 H,0,80°C1 | 90°C 18 254 nm 60
(2013) 1 saat °C 1 saat saat saat saat

HCT

Belal vd. 2 M HCl su 2 M NaOH su

(2001) banyosu, 1 saat | banyosu, 1 saat

HCT

Diegovd. | 0, NHCI70°C | 0,1 N70°C5 %3 H,0, 7 giin 70 °C %75 1,2 milyon lux
(2017) 3 saat, %36,3 saat, %6,3 bagil nem 30 | saat, 200 watt
HCT bozunma bozunma giin
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Cizelge 2.1 (Devam). Literatiirdeki stabilite géstergeli yontem uygulanmig ¢alismalar

Diegovd. | 0,1 NHCI 0,1 N NaOH %6 H,O0, 7 70 °C 30 giin 365 nm 10 giin
(2013) 70 °C 24 70 °C 24 saat | giin
HCT saat
Diegovd. | 0,1 NHCI 0,1 N NaOH %6 H,O, 70 | 70 °C 32 giin 365 nm 8 giin
(2011) 60 °C, 5.5 60 °C 5.5 saat, | °C 5.5 saat,
HCT saat, %19,1 | %17,8 bozunma
bozunma bozunma yok
Desai 1NHCI?2 0,1 N NaOH %3 H,0, 2 80 °C 5 giin, %0,05 | 2,9 milyon lux
vd.(2019) | saat, %0,06 | 15 dk., saat, bozunma; saat, 103,9 watt,
HCT bozunma bozunma yok | bozunma 40 °C %75 bagil %0,07 bozunma
yok nem 10 giin %0,06
Dubey vd. | 0,01 N HCI 0,01 N NaOH | %5 H,0,60 | 80 °C 2 saat, %7,13 | Giin 15181 16 saat,
(2012) 60 °C 2 saat, | 60 °C 2 saat, °C 1 saat, bozunma %38,74 bozunma
HCT %b5,79 %6,72 %8,77
bozunma bozunma bozunma
Hegazy 0,1 N NaOH 60 °C 4 saat
vd. (2011) | 2 saat
HCT
Rao 0,1 N HCI 0,1 N NaOH %5 H,0, 4 80 °C 24 saat 1,2 milyon lux
vd.(2009) | 70 °C 4 saat | 70 °C 4 saat saat saat, 200 watt
HCT
Elkarbane | 1M HCI22 | 1 M NaOH 22 | %3 H,0,22 | 70 °C 4 saat
vd.(2015) | °C 60 dk. °C 60 dk. °C 30 dk. bozunma yok,;40°C
HCT %75 bagil nem 6
ay,%10 bozunma
El Kimary | 0,5 M HCI 0,5 M NaOH %10 H,0, 100 °C 6 saat Giin 15181 5 giin,
vd.(2016) | 100°C2 100 °C 1 saat, | 80 °C 1 saat, | bozunma yok; bozunma yok; UV
TRM saat, %21.48 | %72,35 %28,88 nemli 1s1 100 °C 6 254 nm %1,34
bozunma bozunma bozunma saat %1,22 bozunma, UV 365
bozunma nm %0,09
bozunma
Patil 1 N HCI 60 0,1 N NaOH %30 H,0, 80 °C 28 saat UV 254 nm 24
vd.(2011) | °C 2 saat, 60 °C 2 saat, 60 °C 2 saat, saat, bozunma
HCT %0,5 %44,03 %35,61 yok; UV 366 nm
bozunma bozunma bozunma 48 saat, bozunma
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Cizelge 2.1 (Devam). Literatiirdeki stabilite géstergeli yontem uygulanmig ¢alismalar

Fiori vd.(2003) UVA-UVB
TRM 365 nm, 254
nm+ 365 nm
Ganipisetty 0,LNHCI60 | 0,01 NNaOH 60 | %3 H,0,, 60 °C 72 1,2 milyon
vd.(2016) HCT °C 1 saat, °C 30 dk, %0,78 %2,13 saat, lux saat 226
%2,61 bozunma bozunma %4,53 nm 24 saat,
bozunma bozunma %0,26
bozunma
Gawande 1NHCI80°C | ] NNaOH 80°C | %15H,0,80 | 70°C3 1,25 milyon
vd.(2013) HCT 2 saat 2 saat °C glin lux saat 200
watt
Hari vd.(2016) 1M HCI 1 M NaOH, %3 H,0,
HCT %0,41 %0,49 bozunma %0,49
bozunma bozunma
llango vd.(2013) | 0,1 M HCI50 | 0,1 M NaOH 50 %3 H,0, 50 60 °C1 365 nm UV
HCT °C 1 saat, %3 °C 1 saat, %18 °C 1 saat, %5 saat 24 saat
bozunma bozunma bozunma (nemli)
Jain vd.(2011) 1 N HCI 105 2 N NaOH 105 °C | %10 H,0,105 | 100 °C 48 | 254 nm, 366
HCT °C 30 dk, 90 dk, %32,8 °C 45 dk, saat nm, UV 48
%14,29 bozunma %36,24 saat
bozunma bozunma
Joshi vd.(2010) 0,25 N HCI 60 | 0,25 N NaOH 60 | %10 H,0,60 60 °C 15
HCT °C 1 saat °C 1 saat °C 4 saat giin
Kalyani 15N HCI2 0,1 N NaOH 8 %1 H,0O, 30 70 °C 24 UV lamba 2
vd.(2016) HCT saat saat °C 24 saat saat saat
Karvelis 1 M HCI 25 1 M NaOH 25 °C, | %5 H,0,25
vd.(2014) HCT °C, %81.7 %69,6 bozunma °C, %46,2
bozunma bozunma
Kurbanoglu 0,LNHCI3 0,1 N NaOH 1 %30 H,0, 1 75°C 1
vd.(2014) HCT saat, %42 saat, %18 saat, %33 saat, %5
bozunma bozunma bozunma bozunma
Lusina vd. (2005) 50°C, %80
HCT nem, 4
hafta
Satheesh 1 N HCI 80 1 N NaOH, 80 °C, | %3 H,0,, 35 105 °C, 2 UV 254 nm,
vd.(2011) HCT °C, 1 giin 1 giin °C, 1 giin giin 2 giin
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Cizelge 2.1 (Devam). Literatiirdeki stabilite géstergeli yontem uygulanmig ¢alismalar

Salem vd. (2019) 0,LNHCI70 | 0,IN70°C5 | %3H,0,7 70 °C %75 | 1,2 milyon
HCT °C 3 saat, saat, %6,3 giin bagil nem lux saat, 200
%36,3 bozunma 30 giin watt
bozunma
Shaalan vd.(2013) 1 M HCI, 90 1 M NaOH, 90 | %5 H,0,80 90 °C 18 UV 254 nm
HCT °C 1 saat, %75 | °C 1 saat, %30 | °C, 1 saat, saat, 60 saat, %13
bozunma bozunma %30 bozunma | bozunma bozunma
yok
Shakya vd. (2016) 1 N HCI, 1 N NaOH, %40 H,0,, UV 2 saat,
HCT bozunma yok | bozunmayok | %7.5 bozunma bozunma
yok
Slijivic vd. (2017) 1M HCI 70 1M NaOH 70 | %30H,0,3 | 70°C3 Giin 15181 2
HCT °C 1 saat, °C 3 saat, saat, %10 saat, hafta,
%10,52 %6,27 bozunma %8,64 bozunma
bozunma bozunma bozunma yok
Srikanth Reddy 0,2 N HCI 25 0,2 N NaOH %5 H,0,85 °C | 105°C 24 | 1,2 milyon
vd.(2015) HCT °C 10 dk, 25 °C, %0.,4 30 dk, %0,4 saat, 90,5 | lux saat, 200
%0,4 bozunma | bozunma bozunma bozunma watt, %0,5
bozunma
Srinivasu vd.(2018) 1 NHCI180°C | 0,1 N NaOH %1 H,0O, 80
HCT 2 saat, %2,24 80 °C 2 saat, °C 2 saat,
bozunma %5,91 %1,56
bozunma bozunma
Tagliari vd.(2007) 0,LNHCI60 |01NNaOH | %3H,0, 80 °C 72
HCT °C 2 saat, %17 | 60 °C 2 saat, karanlikta 24 saat,
bozunma %17 bozunma | saat, %9 bozunma
bozunma yok
Vojta vd.(2015) HCT | 0,5 M HCI50 | 0,2 M NaOH | %30H,0,50 | 65°C 18 | Giin1s131 18
°C 2 saat 50 °C 2 saat °C 2 saat saat saat
Rao vd.(2016) HCT 0,1 N HCI, 0,1 N NaOH, %3 H,0,, 60 °C,
bozunma yok | bozunmayok | bozunmayok | bozunma
yok
Sangoi vd.(2011) 0,2 MHCI 3 0,2 M NaOH 3 | %10 H,0, 6 UV-C 254
HCT saat, %25 saat, %17 saat, %18 nm 72 saat,
bozunma bozunma bozunma %2 bozunma
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Cizelge 2.1 (Devam). Literatiirdeki stabilite gostergeli yontem uygulanmig ¢alismalar

Xu 0,1 M HCI 3 0,1 M NaOH 3 %3 H,0, 3 giin, %85 nem 80 | 1,2 milyon lux

vd.(2019) | giin, bozunma giin, bozunma %05,1 bozunma °C 3 giin saat, 200 watt,

HCT yok yok %20,6 bozunma yok
bozunma

Mahajan 1 mol, 1 mL 1 mol1mL %3 ve %6 H,0, 70 °C3 giin | 1,25 milyon

vd.(2012) | HC180 °C, %15 | NaOH 80 °C, 80 °C lux saat, 200

HCT bozunma %15 bozunma watt

Phechkraj | 1 M HC180°C | 1 M NaOH 80 %30 H,0, 80 °C Giin 15181 14

ang °C giin

vd.(2017)

HCT

Rane 1 N HCIl 48 saat | 1 N NaOH 48 %30 H,0, 48 saat | 80 °C 48 UV 254 nm 48

vd.(2010) saat saat saat, UV 366

HCT nm 48 saat
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3. GERECLER

3.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler
Disodyum hidrojen fosfat
Fosforik asit

HCT

Hidrojen peroksit
Hidroklorik asit

Metanol

SDS

Sodyum asetat

Sodyum borat

Sodyum dihidrojen fosfat
Sodyum hidroksit

TRM

3.2. Kullanilan Cihazlar
Buzdolab1

Etiiv

Hassas terazi
Kapiler elektroforez
Kapiler

Otomatik pipet

pH metre

Siringa filtresi

Ultra saf su cihazi
Ultrasonik banyo
UV lamba

Vorteks karistirici

: Fluka, Almanya

: Sigma-Aldrich, Almanya
: Referans Kimya, Tiirkiye
: Sigma-Aldrich, Almanya
: Sigma-Aldrich, Almanya
: Merck, Almanya

: Sigma-Aldrich, Almanya
: Merck, Almanya

: Sigma-Aldrich, Almanya
: Fluka, Almanya

: Merck, Almanya

: Referans Kimya, Tiirkiye

: Argelik, No Frost&Electronic, Tiirkiye
- Venticell, Almanya

: Mettler Toledo, Isvicre

: Agilent Technologies, CE7100, A.B.D.
: Agilent Technologies, A.B.D.

: Eppendorf, Almanya

: Mettler Toledo, Isvicre

: Macherey Nagel, Almanya

: Millipore, A.B.D.

: Sonorex, Almanya

- Vilber Lourmat, Fransa

: Jeio Tech, Kore
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4. YONTEMLER

4.1. Standart Cozeltilerin Hazirlanisi

Gelistirilecek yontemde kullanilmak iizere oncelikle HCT ve TRM ig¢in uygun
¢Oziicii aragtirilmistir. Literatilir bilgileri ve 6n denemeler sonucunda her iki madde i¢in
de metanol c¢oziicii olarak belirlenmistir. Daha sonra her iki maddeden de uygun
miktarda tartim alinarak metanolde ¢oziilmiistiir. Cozeltiler vorteks karistiricida 10 dk
karigtirildiktan sonra 10 dk ultrasonik banyoda bekletilmistir. Bu sekilde her iki
maddenin de 10° M diizeyinde ana stok ¢ozeltileri hazirlanmigtir. Hazirlanan tim
cozeltiler alliminyum folyoya sarili halde -18°C’de buzdolabinda saklanmistir. Gerekli

seyreltmeler bu stok ¢ozeltiler tizerinden yapilmistir.

Calismada seyreltme c¢ozeltisi olarak kullanilan calisma tamponunun 1/10

oraninda su ile seyreltilmis ¢ozeltisi kullanilmigtr.

4.2. KE Yontemi

4.2.1. Cihazla ilgili kosullar

Yontemde deteksiyon DAD detektor ile 225 nm ve 230 nm’de gerceklestirilmistir.
Ayrimda i¢in 75 pum i¢ ¢apa sahip 40 cm efektif uzunlukta (48,5 cm toplam) ¢iplak
silika kapiler kullanilmistir. Kapilerin sartlanmasi igin ilk kullaniminda 30 dk 1 M
sodyum hidroksit ¢ozeltisi ile yikanmustir.

Cihazin her ac¢ilisinda ise kapiler 10 dk 0,1 M sodyum hidroksit ¢ozeltisi, 10 dk
distile su ve 10 dk calisma tamponu ile yikanmustir. Orneklerin analizleri arasinda
sartlandirma sirasiyla 2 dk 0,1 M sodyum hidroksit ¢ozeltisi, 2 dk distile su ve 2 dk
calisma tamponu ile yikama olacak sekilde saglanmigtir. Cihazin gilinlik kullanimi
sonrasinda kapiler sirasiyla 10 dk 0,1 M sodyum hidroksit ¢ozeltisi ve 5 dk distile su ile
yikandiktan sonra 2 dk hava ¢ekilerek birakilmistir.

Enjeksiyonlar 10 s siire ile 50 mbar basing altinda gerceklestirilmistir.
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4.2.2. Calisma tamponu

Yontemde pH 3,0-9,0 araliginda ¢esitli tamponlar kullanilmistir. pH 3,0, 6,0, 7,0
ve 8,0 ¢esitli fosfat tamponlari ile pH 4,0 ve 5,0 asetat tamponu ile ve pH 9,0 borat
tamponu ile hazirlanmistir. Fosfat tamponlari hazirlanirken kullanilacak pH’a gore
disodyum hidrojen fosfat, sodyum dihidrojen fosfat ve fosforik asit uygun miktarlarda
kullanilmistir. Asetat tamponlar1 i¢in sodyum asetat ve asetik asitin uygun miktarlar ile
istenilen pH saglanmigtir. Borat tamponlari i¢in ise sodyum tetraborat ve HCI
kullanilmistir. Bu tamponlarin her biri i¢in 50 mM’lik ana stoklar hazirlandiktan sonra

gerekli seyreltmeler su ile yapilip istenilen derisim ve pH saglanmustir.

Calismada kullanilan anyonik siirfektanin hazirlanmasi i¢in uygun miktarda SDS
tartilarak suda ¢oziilmiis ve bu sekilde 100 mM’lik ana stok hazirlanmistir. Buradan

gerekli seyreltmeler su ile yapilmistir.

Tim yikama ve calisma tamponu c¢ozeltileri analiz Oncesinde 0,45 pm’lik

filtreden siiziildiikten sonra cihaza verilmistir.

4.2.3. Optimizasyon ¢calismalar:

KE yo6nteminin optimizasyonu i¢in ¢alisma tamponunun bilesimi ve derisimi, pH,
organik ¢oziici orani ve uygulanan potansiyel parametreleri incelenmistir.
Optimizasyon ¢alismalarinda 10° M diizeyindeki TRM ve HCT cozeltileri ile analizler
gerceklestirilmistir.

4.2.3.1. Tampon bilesimi ve derigimi

Yontemdeki ¢alisma tamponunun bilesimi ve derisimine karar vermek amaciyla
oncelikle 10, 20 ve 30 mM SDS igeren 10 mM borat tamponu (pH 9,00) hazirlanmistir.
TRM ve HCT ¢ozeltileri 27,5 kV potansiyel atinda 3’er kez analiz edilmistir. Analiz
sonunda elde edilen piklerin pik morfolojileri ve go¢ zamanlar1 degerlendirilerek uygun
derisimdeki SDS’ye karar verilmistir. Tampon derisimini belirlemek igin ise 20 mM
SDS iceren 10 mM, 15 mM ve 20 mM derisimde 3 ayr1 borat tamponu (pH 9,00)
hazirlanmis ve TRM ve HCT ¢ozeltileri 27,5 kV potansiyel atinda 3’er kez analiz
edilmistir. Analiz sonunda elde edilen piklerin pik morfolojileri ve gb¢ zamanlari

degerlendirilerek uygun derisimdeki borat tamponuna karar verilmistir.
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4.2.3.2. pH

Calisma tamponunun pH’1nin belirlenmesi amaciyla pH’1 8,50, 9,00 ve 9,50 olan
20 mM SDS igeren 15 mM borat tamponu hazirlanmistir. Bu 3 farkli tampon ile TRM
ve HCT’nin 3’er defa 27,5 kV potansiyel altinda analizi gergeklestirilmistir. Pik
morfolojileri ve gé¢ zamanlar1 degerlendirilerek yeterli ayrimin saglandigi uygun pH

secilmistir.

4.2.3.3. Organik ¢oziicii orani

Calisma tamponundaki organik ¢o6ziicli oraninin ayrima katkisini incelemek
amactyla sirastyla %35, %10, %15 (h/h) oraninda metanol igeren 20 mM SDS igeren 15
mM borat tamponu(pH 9,00) hazirlanmigtir. TRM ve HCT c¢ozeltilerinin 27,5 kV
potansiyel altinda 3’er analizi gerceklestirilmistir. Pik morfolojileri ve analiz siiresi

degerlendirilerek organik ¢oziicii oranina karar verilmistir.

4.2.3.4. Potansiyel

Uygulanacak potansiyelin belirlenmesi amaci ile TRM ve HCT ¢ozeltilerinin 20
mM SDS igeren 15 mM borat tamponu (pH 9,00) ile 22,5 kV, 25,0 kV ve 27,5 kV
potansiyel altinda 3’er analizi gergeklestirilmistir. Bu analizler sonucunda goézlenen
analiz siireleri ve pik morfolojileri degerlendirilerek ¢aligma potansiyeline karar

verilmistir.

4.2.4. Validasyon calismalar:

Gelistirilen yontemin gecerliliginin gosterilmesi amaciyla yontemin dogrusallik,
kesinlik, dogruluk, segicilik, duyarlilik, saglamlik ve kararlilik parametreleri
incelenmistir. Validasyon hesaplamalari i¢in alan oranlar1 (AO) (AO =Alanmagge/GOg

zamanimagde) Kullanilmustir.

4.2.4.1. Dogrusallik

Analit derigsimleri ile elde edilen sinyaller arasinda dogrusal bir iliski olup

olmadigmnin incelenmesi igin TRM ve HCT’nin yaklagik 2x10° M- 2x10% M
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araligindall farkli ¢ozeltisi hazirlanmistir. Bu derisimler TRM igin 2,62x10% M,
524x10° M, 8,73x10° M, 2,18x107 M, 5,46x107 M, 9,10x107 M, 1,82x10° M,
3,64x10° M, 6,07x10° M, 8,67x10° Mve 1,24x10° M ve HCT igin 2,21x10° M,
443x10°% M, 7,38x10° M, 1,84x107 M, 4,61x107 M, 7,68x107 M, 1,53x10° M,
3,07x10° M, 5,12x10° M, 7,32x10°M ve 1,05x10° M seklindedir. Bu 11 ¢ozelti
optimum kosullar altinda analiz edilmistir.

Yontemin dogrusal oldugu aralik belirlendikten sonra yontemin kalibrasyonu i¢in
TRM ve HCT’nin son derisimleri sirasiyla 2,18x107 M, 5,46x107 M, 9,10x10" M,
3,64x10° M, 6,07x10° M, 8,67x10° M ve 1,84x107 M, 4,61x107 M, 7,68x107 M,
3,07><10'6 M, 5,12x% 10°® M, 7,32><10'6 M olacak sekilde 6 farkli ¢ozelti hazirlanmis ve bu

¢ozeltilerin giin i¢i ve giinler aras1 olmak {izere 3’er analizi gerceklestirilmistir.

4.2.4.2. Secicilik

Yontemin segiciliginin incelenmesi amaci ile hem HCT ve TRM standart
coOzeltileri hem de analitleri igeren farmasotik preparat ¢esitli stres kosullarina maruz
birakilmistir. Tiim stres kosullar1 3’er kez tekrarlanmis ve buna goére bozunma

miktarlart hesaplanmistir.

4.2.4.2.1. Asidik stres

5x10° M son derisimine sahip HCT ve TRM c¢ozeltileri sirasiyla oda
sicakliginda ve 60°C su banyosunda ayri ayri 60 dk siire ile 1| M HCl’ye maruz
birakilmistir. HCT ve TRM igeren tablete de ayni kosullar altinda asidik stres uygulanip
analiz edilmistir.

4.2.4.2.2. Bazik stres

5x10° M son derisimine sahip HCT ve TRM c¢ozeltileri sirasiyla oda
sicakliginda ve 60°C su banyosunda ayri ayri 60 dk siire ile 1 M NaOH’a maruz
birakilmistir. HCT ve TRM igeren tablete de ayn1 kosullar altinda bazik stres uygulanip
analiz edilmistir.

4.2.4.2.3. Oksidatif stres

5x10° M son derisimine sahip HCT ve TRM c¢ozeltileri sirasiyla oda
sicakliginda ve 60°C su banyosunda ayri ayr1 60 dk siire ile %3 H,0,’ye maruz
birakilmistir. HCT ve TRM igeren tablete de ayni kosullar altinda oksidatif stres

uygulanip analiz edilmistir.
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4.2.4.2.4. Termal stres

5x10° M son derisimine sahip HCT ve TRM c¢ozeltileri ayr1 ayr1 60 C etiivde 60
dk bekletilip analiz edilmistir. HCT ve TRM igeren tablete de ayni kosullar altinda

termal stres uygulanip analiz edilmistir.

4.2.4.2.5. Fotolitik Stres

5x10° M son derisimine sahip HCT ve TRM c¢ozeltileri ayr1 ayr1 UV lamba
altinda 24 saat siire ile bekletilip analiz edilmistir. HCT ve TRM igeren tablete de ayni

kosullar altinda fotolitik stres uygulanip analiz edilmistir.

Cizelge 4.1. Uygulanan stres kosullar

ASIDIK BAZIK OKSIDATIF TERMAL | FOTOLITIK
HCT 1 M HCI, oda 1 M NaOH, oda | %3 H,0,, oda 60 C etiiv, UV lamba,
sicaklig1 60 dk.; | sicakligi 60 dk.; | sicakligi 60 dk.;%3 | 60 dk. 24 saat
1MHCI,60C | 1M NaOH, H,0,, 60°C 60 dk.
60 dk. 60°C 60 dk.
TRM 1 M HClI, oda 1 M NaOH, oda | %3 H,0,, oda 60 C etiiv, UV lamba,
sicaklig1 60 dk.; | sicaklig1 60 dk.; | sicakligi 60 dk.; %3 | 60 dk. 24 saat
1 M HCI, 60°C | 1 M NaOH, H,0,, 60°C 60 dk.
60 dk. 60°C 60 dk.
TABLET | 1 M HCI, 60°C | 1 M NaOH, %3 H,0,,60C60 | 60 C etiiv, UV lamba,
60 dk. 60°C 60 dk. dk. 60 dk. 24 saat
4.2.4.3. Kesinlik

Yontemin tekrarlanabilirliginin belirlenebilmesi i¢in TRM ve HCT’nin son
derisimleri sirasiyla 1,82x10° M ve 1,53x10° M olacak sekilde hazirlanan c¢ozeltiler

giin i¢1 ve glinler aras1 olmak tlizere 6’sar kez analiz edilmistir.

4.2.4.4. Dogruluk

Yontemin dogruluk caligmasi i¢in son derisimleri 5,12x10° M, 1,54x10° M ve
4,61x107 M HCT ve 6,07x10° M, 1,82x10° M ve 5,46x10" M TRM olacak sekilde 3
set TRM ve HCT cozeltileri hazirlanmistir. Her setin giin i¢i ve gilinler aras1 olmak

lizere 6’sar kez analizi gerceklestirilmistir.
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4.2.4.5. Duyarlhihk

Yontemin duyarliligimin belirlenebilmesi amaciyla sinyal/gtirtiltii (S/N) oranlari
kullanilmistir. Hesaplamalarda S/N oran1 LOD degeri i¢in 3,3; LOQ degeri igin 10,0

olarak alinmustir.

4.2.4.6. Kararlihk

Yéntemin kararlihk ¢alismast i¢in son derisimleri 2x10° M olan TRM ve HCT
kullanilmistir. Bu amagla taze hazirlanmis ¢ozelti ile +4°C’de 24 saat bekletilmis ve
aliminyum folyo ile sarili halde -18°C’de 1 ay bekletilmis ¢ozeltileri 3’er kez analiz

edilerek sonuglar karsilastirilmistir.

4.2.4.7. Saglamlik

Yontemin saglamlik ¢alismasi igin TRM ve HCT igeren 2x10® M derisimdeki
cozelti optimum kosullarda kiiclik degisiklikler yapilarak analiz edilmistir. Degistirilen
kosullar tampon derisimi, anyonik siirfektan derisimi ve pH olarak belirlenmis ve her
kosulda 3’er deney yapilmistir. Elde edilen sonuglar optimum kosullarla istatistiksel

olarak karsilagtirilmistir.

4.3. Yontemlerin Uygulanmasi

Yontemin uygulanabilirligini gdstermek amaciyla 50 mg TRM ve 25 mg HCT
iceren Trianseril® tablet piyasadan temin edilmistir. 10 tane tablet tartilip ortalama
tablet agirhigr belirlenmistir (242,02 mg). Tabletler toz edildikten sonra ortalama bir
tablet agirhig: kadar tartim almmistir. Daha sonra metanolde ¢oziiliip vorteks
karistiricida 10 dk siire ile karistirilmistir. Ultrasonik banyoda 10 dk bekletilen tablet
¢ozeltisil0 dk 4000 rpm’de santrifiij edilmistir. Stipernatan kismindan uygun miktarda
alinarak kalibrasyon araligina denk gelecek sekilde 1/10 oraninda seyreltilmis ¢alisma
tamponu ile seyreltilmistir. Cozelti analizden 6nce 0,45 pm’lik filtre ile filtre edilmistir.

6 kez tekrarlanan analiz sonuglar istatistiksel olarak degerlendirilmistir.
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5. BULGULAR VE YORUM

5.1. Yontemin Optimizasyonu

KE yonteminde deteksiyon DAD detektor ile saglanmistir. Literatiirde TRM ve
HCT’nin miktar tayini i¢in yapilmis ¢alismalarda ¢ok farkli dalga boylariin (214-325
nm) kullanildig1 goriilmiistiir. Bu nedenle DAD detektérde 210-325nm’lerde her iki
madde i¢in elde edilen pikler incelenmis ve analizde HCT i¢in 225 nm ve TRM igin 230

nm’nin kullanilmasina karar verilmistir.

Ayrim i¢in 75 pm i¢ capa sahip 40 cm efektif ve 48,5 cm toplam uzunlukta
kapiler kullanilmistir. Kapiler sicakligi tiim ¢alisma boyunca 20°C’ta sabit tutulmustur.
Ormnekler 10 s siire ile 50 mbar basing altinda sisteme verilmistir. Yontemin
optimizasyonu ve validasyonu saglandiktan sonra gelistirilen yontem HCT ve TRM
iceren preparatlara uygulanmistir.

TRM ve HCT’nin KE yo6ntemi ile miktar tayini i¢in her iki analit i¢in optimum
analiz kosullar aragtirllmigtir. Bu amacla kullanilacak g¢alisma tamponu bilesimi ve
derigimi, ¢aligma tamponunun pH’1, ¢calisma tamponundaki organik ¢Oziicii orani ve
uygulanan potansiyel parametreleri incelenerek ayrim i¢in en uygun kosullar
belirlenmistir. Yontemin optimizasyon ¢alismalarinda TRM ve HCT nin son derisimleri

2,0x10® M olacak sekilde hazirlanan ¢ozeltileri kullanilmistir.

Oncelikle HCT ve TRM’nin es zamanl analizini saglamak amaci ile pH 3-9
araliginda farkli tamponlar kullanilmistir. pH 3,0, 6,0, 7,0 ve 8,0 cesitli fosfat
tamponlart ile pH 4,0 ve 5,0 asetat tamponu ile ve pH 9,0 borat tamponu ile
hazirlanmigtir. Sekil 5.1°de HCT ve TRM karigimlarini i¢ceren 6rnegin bu pH’larda elde

edilen elektroferogramlart sunulmustur.
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] DDA Sg=2304 Re=360,100 (OUYGUHCTRVOOOI06.0)
(] *DAD1A Sig=2304 Ref=360,100 (OUYGUHCTRVIXOL7LD)
[ *DADLA Sig=230,4 Ref=360,100 (DUYGUHCTRVDO0167.0)
[] *DADLA Sig=230,4 Ref=360,100 (DUYGUHCTRVDO0151.0)
[] *DADLA Sig=230,4 Ref=360,100 (DUYGUHCTRVDO0143 D)
[ *DADI A Sig=230 4 Ref=360,100 (DUYGUHCTRVOODLS7.D)
(] *DADI B, Sg=2254 Ref=360,100 (UYGUHCTRVODODS0.0)
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Sekil 5.1. Calisma tamponu incelemesi

Sekil 5.1.’den de goriildiigii gibi asidik kosullarda TRM piki gozlenirken, notr
kosullarda her iki maddenin de pikleri gozlenememistir. Bazik kosullarda ise yalniz
HCT pikine rastlanmistir. Bu durum karsisinda calisma tamponuna anyonik bir
stirfektan (SDS) eklenmesi ile her iki maddenin de gozlenebilecegi diislintilmiistiir.
Elektrozmozun da ayrima yapacagi katkidan yararlanmak amaci ile bazik ortamda borat
tamponuna SDS eklenmesi ile yapilan 6n denemelerde ayrim saglanmis ve ¢alisma bu

temele dayandirilmistir.

5.1.1. Tampon bilesimi ve derisimi

Tampon bilesimi ve derisimini belirlemek amaci ile oncelikle sirasiyla 10, 20 ve
30 mM SDS igeren 10 mM borat tamponu (pH 9,00) hazirlanmustir. 10° M diizeyindeki
TRM ve HCT ¢ozeltileri 27,5 kV potansiyel atinda 3’er kez analiz edilmistir. Sekil

5.2.’de bu analizlere ait elektroferogramlar goriilmektedir.

24



] "DADIA Sig=2304 ReF=360,100 (DUYGUHCTRVIO2L0)
(] *DAD1A Sig=2304 Ref=360,100 (OUYGUHCTRVINO2IA D)
[ *DADLA Sig=230,4 Ref=360,100 (DUYGUHCTRVDOO217.0)
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Sekil 5.2. Calisma tamponu bilesimi incelemesi

Tampon derigimini belirlemek i¢in 20 mM SDS igeren 10 mM, 15 mM ve 20 mM
derisimde 3 ayr1 borat tamponu (pH 9,00) hazirlanmis ve 10°M diizeyindeki TRM ve
HCT g¢ozeltileri 27,5 kV potansiyel atinda 3’er kez analiz edilmistir. Sekil 5.3.’te bu
analizlere ait elektroferogramlar goriilmektedir.

[ *DADI B Sig2254 Ref=360, 100 (OYGUFCTRVOD0219.0)
(] *DADI B, Sg-2254 Ref=360,100 (OUYGUHCTRVIDIZZD)
(] *DADI B, Sig=2254 Ref=360,100 (OUYGUHCTRVODXRZ5.0)

i
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25+ |
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Sekil 5.3. Calisma tamponu derisimi incelemesi
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Tampon derisimindeki artigla birlikte analiz siireleri de artmistir. Ayn1 zamanda
tiretilen akim da yiikselmistir. Yapilan degerlendirmeler sonucunda ¢alismanin 20 mM

SDS igeren 15 mM borat tamponu ile yiiriitiilmesine karar verilmistir.

5.1.2. pH

Calisma tamponu pH’min, TRM ve HCT’nin elektroforetik davranigi iizerine
etkisini incelemek amaci ile pH’1 8,50, 9,00 ve 9,50 olan 20 mM SDS igeren 15 mM
borat tamponu hazirlanmistir. Bu 3 farkli tampon ile TRM ve HCT nin KE’de 3’er defa

analizi gergeklestirilmistir. Sekil 5.4.’te bu analizlere ait elektroferogramlar verilmistir.

[ *DADI B, Sig=225,4 Ref=360,100 (CYGUHCTRVOO0226.0)
(] *DADIB Sig=2254 Ref=360,1001 D
(] *DADI B, Sig=225,4 Ref=360,100 (DUYGUHCTRVOO0234.D)

254 |

15+

05-

T T T T T T T
0 1 2 3 4 5 6 mr

Sekil 5.4. Calisma tamponu pH incelemesi

pH’1 9,50 olan ¢aligma tamponu ile yapilan analizlerde akimin ¢ok yiikseldigi
gozlemlenmistir. Ayrica bu pH’da maddelerin ayrilmasi i¢in yeterli ayrim giicii (Rs)
degeri saglanamamistir. pH 8,50°de ise TRM’nin pik alaninda kii¢iilme oldugu ve
HCT’nin elektroozmoza iyice yaklastigi gozlenmistir. Bu veriler 1518inda calisma

tamponunun pH’1 9,00 olarak sec¢ilmistir.
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5.1.3. Organik ¢oziicii

Calisma tamponunda organik ¢6ziicli bulunmasi ile ayrimin iyilestirilmesi amaci
ile sirastyla %5, %10, %15 (h/h) oraninda metanol iceren 20 mM SDS igceren 15 mM
borat tamponu(pH 9,00) hazirlanmis ve 3’er analiz gerceklestirilmistir. Bu tampon ile
27,5 kV potansiyel altinda analiz edilen TRM ve HCT’ye ait elektroferogramlar Sekil

5.5.’te sunulmustur.

[ "DADI A Sg=230 4 Ref=360,100 (OUYGUFCTRVO00Z36.0)
[ *DADLA Sig=2304 Ref=360,100 (DUYGUHCTRVIN0240.0)
(] *DADI A Sig=230 4 Ref=360,100 (DUYGUHCTRVOO0244.D)

T T T T T T T T T
05 1 15 2 25 3 35 ) a5 mir

Sekil 5.5. Calisma tamponundaki organik ¢oziicii orani incelemesi

Caligma tamponunda bulunan organik c¢oziicii miktarinin artmasi ile pikler
arasindaki Rs degeri diismiistiir. En diisiik diizeyde organik ¢oziicii bulunmasi ile de go¢
zamanlarinda anlaml fark yaratmadig: ve pik alanlarinda kiiciilmeye sebep oldugu igin;

organik ¢oziicii kullanmamaya karar verilmistir.

5.1.4. Uygulanan potansiyel

Aletsel parametrelerden olan uygulanan potansiyelin optimizasyonu igin TRM ve
HCT’nin 22,5 kV, 25,0 kV ve 27,5 kV potansiyel altinda 20 mM SDS igeren 15 mM
borat tamponu (pH 9,00) ile 3’er kez analizi gergeklestirilmistir. Sekil 5.6.’da bu

analizlere ait elektroferogramlar verilmistir.

27



[ *DADI A Sg=230 4 Ref=360, 100 (DUYGUIFCTRVOD0247 D)
(] *DAD1 A Sig=230 4 Ref=360,100 (DUYGUHCTRVEO0R48.0)
[] *DADLA Sig=230,4 Ref=360,100 (DUYGUHCTRVDOO25LD)

Sekil 5.6. Uygulanan potansiyelin incelemesi

KE’de miimkiin olan en yliksek potansiyelin uygulanmasi ile en kisa siirede
ayrimlar saglanabilir. Yapilan analizlerde de potansiyelin artmasi ile birlikte analiz
stirelerinin kisaldig1 goriilmiistiir. Yiiksek potansiyel uygulanmasi ile dogabilecek Joule
1sinmast  sorunlarindan kaginmak amaci ile c¢alismanin 25,0 kV potansiyelde

yiiriitiilmesine karar verilmistir.

5.15.1S

Incelenen parametreler sonucunda TRM ve HCT’ nin 20 mM SDS iceren 15 mM
borat tamponu (pH 9,00) ve 25,0 kV potansiyel altinda analiz edilmesi ile en uygun
kosullarin saglandig1 goriilmiistiir. Deneyin optimum kosullar1 belirlendikten sonra
yontemin giivenilirligini arttirmak amaci ile bir IS arastirilmistir. Incelenen maddeler
(benidipin, granisetron, zofenopril, almotriptan, eletriptan, frovatriptan ve telmisartan)
arasinda go¢ zamani ve pik morfolojisi makul bir madde gézlenmemistir. Bu nedenle

¢alismada IS kullanilmamasina karar verilmistir.

Sekil 5.7.de optimum kosullarda analiz edilen HCT ve TRM’ye ait

elektroferogram sunulmustur.
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Sekil 5.7. Optimum kogullar altinda HCT ve TRM ’ye ait elektroferogram

Bu kosullar altinda HCT ve TRM igin gé¢ zamanlar sirasi ile 2,75+0,007 dk ve
4,61+0,022 dk olarak belirlenmistir. Maddelerin  hesaplanan elektroforetik
hareketlilikleri ise HCT i¢in -9,22x10™° cm?/sV ve TRM i¢in -2,82x10™* cm?/sV dir.

5.2. Validasyon

Optimum kosullar belirlendikten sonra gelistirilen yontemin gecerliliginin
gosterilmesi amaciyla yontemin dogrusallik, segicilik, kesinlik, dogruluk, duyarlilik,
kararlilik ve saglamlik parametreleri incelenmistir. Hesaplamalarda AO degerleri
kullanilmistir. Ayrica yontemin sistem uygunlugunu gostermek amaci ile tabaka sayisi

(N), Rs ve asimetri faktorii (As) parametreleri hesaplanmistir.

5.2.1. Dogrusallik

Yontemin dogrusallifinin  incelenmesi amaciyla; 2,62x10%-1,24x10° M
araliginda 11 farkli TRM c¢ozeltisi, 2,21X10'8-1,05><10'5 M araliginda 11 farkli HCT
cozeltisi hazirlanmigtir. Yapilan istatistiksel degerlendirme sonucunda TRM igin
yontemin 8,73x10%-8,66x10°M araliinda dogrusal oldugu belirlenmis ve yliiksek
korelasyon katsayisina sahip (=0,9997) bir dogru (y=211895x +0,006) elde edilmistir.
HCT i¢in yontemin 7,37x10%-7,32x10°M araliginda dogrusal oldugu belirlenmis ve
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yiiksek korelasyon katsayisina sahip (r=0,9996) bir dogru (y=250334x + 0,004) elde

edilmistir. Sekil 5.8. ve 5.9.’da elde edilen bu dogrular sunulmustur.

1,8
1,6
1,4

1,2

0,8
0,6
0,4

0,2
0,E+00 2,E-06 4,E-06 6,E-06 8,E-06 1,E-05

Sekil 5.8. TRM 'nin dogrusal oldugu araligin grafiksel gosterimi

2
1,8
1,6
1,4
1,2

1
0,8
0,6
0,4
0,2

0

0,E+00 1,E-06 2,E-06 3,E-06 4,E-06 5,E-06 6,E-06 7,E-06 8,E-06

Sekil 5.9. HCT 'nin dogrusal oldugu araligin grafiksel gésterimi

Calisilabilecek dogrusal aralik belirlendikten sonra TRM’nin 2,18% 107-8,66x 10®
M araliginda ve HCT nin 1,84x107-7,32x10° M araliginda 6 farkli derisimde 3 set



¢ozeltisi hazirlanarak giin i¢i ve giinler aras1 olmak iizere analiz edilmistir. Elde edilen

verilerin istatistiksel degerlendirmeler Cizelge 5.1. ve 5.2.’de sunulmustur.

Cizelge 5.1. TRM 'nin KE yéntemi ile kalibrasyon verileri

Giinler arasi
Tiim Giinler (n=18)

Giin I (n=6) Giin II (n=6) Giin I1I (n=6)
a 201550 205140 203418 203369
b -0,009 -0,008 0,011 -0,002
r 0,9994 0,9993 0,9996 0,9993

a: Egim, b: Kesim, r: Korelasyon katsayisi

Cizelge 5.2. HCT 'nin KE yontemi ile kalibrasyon verileri

Giinler arasi

Tiim Giinler (n=18)

Giin I (n=6) Giin II (n=6) Giin I1I (n=6)
a 246717 244885 247722 246441
b -0,011 0,002 0,013 0,001
r 0,9997 0,9999 0,9996 0,9996

a: Egim, b: Kesim, r: Korelasyon katsayisi

Cizelgelerden de goriildigli gibi giin i¢i ve giinler arasi yapilan istatistiksel
degerlendirmelerde hem sifira olduk¢a yakin kesim noktalar1 hem de yiiksek korelasyon

katsayisina sahip dogrular elde edilmistir.

5.2.2. Secicilik

Yontemin segiciligini gostermek amaciyla HCT ve TRM standartlari ile kombine
preparatlar1 ¢esitli stres kosullarina maruz birakilmistir. Analizler 3’er kez tekrar
edilmistir. Elde edilen elektroferogramlarda stres kosullar1 sonucunda herhangi bir
girisim yapan madde varligi arastirilmigtir. Ayrica sonuglar HCT ve TRM miktarlar
acisindan istatistiksel olarak degerlendirilmistir. Sekil 5.10.-17.’de HCT ve TRM
standartlarinin maruz birakildigr stres kosullarina ait elektroferogramlar sunulmustur.
Tiim grafiklerde en {istte standart HCT ve TRM cozeltilerine ait bir elektroferogram

karsilastirma amagh verilmistir.
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] *DAD1B Sig=2254 Ref=380, 100 (DUYGUSI000086.0)
[ *DAD1 B, Sig=225:4 Ref=360,100 (DUYGUSI000006.0)
[ *DAD1 B, Sig=2254 Ref=330,100 (DUYGUSI000002.0)

05

Sekil 5.10. HCIye maruz birakilan HCT ye ait elektroferogram

[ *DADLA Sg=2304Ref=360100 (CYGUSIO0N028.0)
[ “DOLA Sg=2304Ref=360100 (OUYGUSIO0046.0)
[] *DADIA Sig=230,4 Ref=360,100 (DUYGUSIO00002.0)

\ TRM

Sekil 5.11. HC!'ye maruz birakilan TRM ’ye ait elektroferogram
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] *DPDIB Sg=2254 ReF300,100 (DUYGUSIO0007.0)
[ *DADLB Sig=2254 Ref=360, 100 (DUYGUSI000009.0)
[] *DADLB Sig=2254 Ref=360,100 (DUYGUSI000002.0)

05

25

Sekil 5.12

. NaOH’a maruz birakilan HCT ye ait elektroferogram

] "DADIA Sg=2304 ReF=380,100 (DUYGUSIO00IE D)
[ *DADI A Sig=2304 Ref=360,100 (DUYGUSIOO0046.0)
[ *DADIA Sig=2304 Ref=360.100 (UYGUSIOO00R D)

TRM

Sekil 5.13.

.NaOH’a maruz bwrakilan TRM ye ait elektroferogram
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] *DPDIB Sg=2254 ReF300,100 (DUYGUSIO000ALD)
[ *DADLB Sig=2254 Ref=360, 100 (DUYGUSI000012.0)
[ *DAD1B, Sig=2254 Ref=360,100 (OUYGLISIO00002.)

Sekil 5.14. H,0; 'ye maruz birakilan HCT ye ait elektroferogram

[ "DADIA Sg-230/4 REI=380 100 (CUYGUSIO0I00)
[ *DADIA Sg=2304Ref=360.100 (CUYGUSIOON0&2. D)
[] *DADLA Sig=230,4 Ref=360,100 (DUYGUSI000068.0)

05 1 15 2 25 3 35 a 45 i

Sekil 5.15. H,0; 'ye maruz birakilan TRM ’ye ait elektroferogram
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] "DAD1A Sig=2304 Ref=380, 100 (DUYGUSI000067.0)
[ *DAD1 B, Sig=225:4 Ref=360,100 (DUYGUSI000064.0)
[ *DAD1A Sig=2304 Ref=330,100 (DUYGUSI000U8.0)

T T T T T
1 2 3 a 5 i

Sekil 5.16. Isiya maruz birakilan HCT ve TRM ’ye ait elektroferogram

[ DRI Sg-225/4 RE=380100 (CUYGUSIO00720)
[ *DADIA Sg=2304 Ref=360.100 (CLYGUSIO00075.0)
[ *DADLA Sig=2304 Ref=380,100 (DUYGUSIO00058.D)

TRM

T T T T T T T T T
05 1 15 2 25 3 35 a mr

Sekil 5.17. UV ye maruz birakilan HCT ve TRM ye ait elektroferogram

Sekillerden de gorildiigii iizere cesitli stres kosullarinda incelenen HCT ve
TRM’ye ait piklerin bu kosullardan etkilenmedigi goriilmiistiir. Fakat bazi1 kosullarda
maddelerin % miktarlarinda optimum kosullara gore farkliliklar oldugu goriilmiistiir.
Cizelge 5.3.’te maddelerin ¢esitli stres kosullar1 altinda bozunma oranlarina ait yapilan

istatistiksel degerlendirmeler sunulmustur. Degerlendirmelerde maddelerin en ¢ok
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fotolitik kosullar altinda bozunmaya ugradigi belirlenmistir. Bozunma {irlinlerinin

belirlenebilmesi igin MS gibi detektorlere ihtiyag duyuldugundan ¢alisma bu asamadan

daha ileriye tasinamamaistir.

Cizelge 5.3. Stres kosullar: altinda bulunan HCT ve TRM miktarlar

Kosul % HCT % TRM
Asidik (Oda sicakhgr) 95,88 64,03
Asidik (60°C) 118,24 77,52
Bazik (Oda sicakhg) 103,00 107,37
Bazik (60°C) 95,30 95,60
Oksidatif (Oda sicakhig) 117,11 94,06
Oksidatif (60°C) 107,05 81,42
Termal (60°C) 117,02 104,81
Fotolitik 12,26 16,02

Daha sonra standart g¢oOzeltilere benzer sekilde tablet icerisindeki HCT ve
TRM’nin bozunma profilleri incelenmistir. Sekil 5.18.’de tablete uygulanan stres
kosullarma ait elektroferogramlarin  optimum kosullarda elde edilen bir

elektroferogramla karsilastirilmas: sunulmustur.

[ *DADLA Sig=2304 Ref=360,100 (DUYGSICO006E D)
[ *DADLA Sig=2304 Ref=360,100 (DUYGLISIC00069.0)
[ *DADLA Sige2304 Ref=360,100 (DUYGUSI000080.D)
[ *DADLA Sig=2304 Rei=360,100 (DUYGLISIC00063 D
[ *DADLA Sig=2304 Rel=360,100 (DUYGLISIC00078 D
[ *DADLA Sig=2304 Ref=360,100 (DUYGLISICO00BE D)

| |
175+ |

TRM
| HCT
Standart cozelti | |

25 Asidik stres | ‘\

0] Bazik stres |

\
N I e
’5’ Oksidatif stres |

- 7,/77,7\,7/\“\ ‘\,77 _J \‘\7777 - ~ 7/“‘ “‘7

Termal stres

Sekil 5.18. Tablete uygulanan tiim stres kosullarina ait elektroferogramlar
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Tabletlere uygulanan stres kosullar1 sonucunda yapilan istatistiksel
degerlendirmeler Cizelge 5.4.’te sunulmustur. Tabletlerin analizleri sonucunda en ¢ok
bozunmanin termal stres altinda olustugu goézlenmistir. Fakat bozunma {iriinlerinin
yapisini tayin edebilecek Ozellikteki analitik yontemler ya da detektorler kullanilmadigi

icin ¢caligma daha ileriye taginamamastir.

Cizelge 5.4. Stres kosullar: altinda bulunan tabletteki HCT ve TRM miktarlar:

Kosul % HCT % TRM
Asidik (60°C) 113,37 97,51
Bazik (60°C) 104,44 111,03
Oksidatif (60°C) 110,81 113,78
Termal (60°C) 27,61 13,42
Fotolitik 98,50 99,25
5.2.3. Kesinlik

Yontemin kesinligini géstermek amaci ile hazirlanan 1,82x 10° M ve 1,53x10° M
derisime sahip TRM ve HCT c¢ozeltisi giin i¢i ve gilinler arasi1 olacak sekilde analiz

edilmistir. Yapilan istatistiksel degerlendirmeler Cizelge 5.5. ve 5.6.’da sunulmustur.

Cizelge 5.5. TRM 'nin KE yéntemi ile tekrarlanabilirlik verileri

Giinler aras1

Ginl(n=6)  Giin II (n=6) Giin III (n=6)

Tiim Giinler (n=18)

Oort 0,391 0,389 0,378 0,386
ss 0,003 0,005 0,004 0,007
%BSS 0,809 1,357 1,261 1,861
GA (%95) +0,015 +0,026 +0,023 +0,053

Ort: Ortalama, ss: Standart sapma, BSS: Bagil standart sapma, GA (%95): %95 olasilikla giiven

araligi
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Cizelge 5.6. HCT 'nin KE ydntemi ile tekrarlanabilirlik verileri

Giinler aras1

Tiim Giinler (n=18)

Giin I (n=6) Giin II (n=6) Giin III (n=6)
Ort 0,390 0,398 0,391 0,393
SS 0,005 0,006 0,005 0,006
%BSS 1,412 1,643 1,444 1,655
GA(%95) +0,027 +0,032 +0,027 +0,048

Ort: Ortalama, ss: Standart sapma, BSS: Bagil standart sapma, GA (%95): %95 olasilikla giiven

aralig1

Degerlendirmeler sonucunda tiim % BSS degerleri %2 nin altinda bulunmus ve

gelistirilen yontemin her iki maddenin analizi agisindan da kesin oldugu gosterilmistir.

5.2.4. Dogruluk

Gelistirilen yontemin dogrulugunun gosterilmesi amaci ile 5,46x107, 1,82x10°®,

6,06x10° M derisim diizeylerinde TRM ¢ozeltisi ve 4,60x107, 1,53x107°, 5,12x10°M

derisim diizeylerinde HCT ¢ozeltisi giin i¢i ve giinler aras1 olmak lizere 6’sar kez analiz

edilmistir. Yapilan istatistiksel degerlendirmeler Cizelge 5.7. ve 5.8.’de sunulmustur.

Cizelge 5.7. TRM 'nin KE yontemi ile dogruluk verileri

38

Eklenen (M) 5,46x107 1,82x10° 6,06x10°®
© | Bulunan (Ortzss) | 5,85x107% 1,06x10° | 1,87x10°+2,44x10" | 6,23x10°+6,23x10™
E %Geri Kazamim 107,23 102,78 102,84
=
& | o6BH 7,23 2,78 2,84
" [%Bss 1,81 1,30 0,99
Eklenen (M) 5,46x107 1,82x10° 6,06x10°
©  [Bulunan (Ortss) | 5.82x107= 1,13x10° | 1,85x10°£3,26x10° | 6,26x10°+4,28x10°
‘E’ %Geri Kazamim 106,67 102,07 103,29
E" %BH 6,67 2,07 3,29
=
%BSS 1,95 1,75 0,68
Eklenen (M) 5,46x107 1,82x10° 6,06x10°
.f Bulunan (Ortzss) | 5,91x107+3,59x107 | 1,84x10°+2,98x10° | 6,17x10°+ 6,83x10™
E %Geri Kazamm 108,29 101,41 101,79
% | %BH 8,29 1,41 1,79
= [%Bss 0,60 1,61 1,10



Cizelge 5.7 (Devam). TRM 'nin KE yéontemi ile dogruluk verileri

Eklenen (M) 5,46x107 1,82x10° 6,06x10°
£ | Bulunan (Ortsss) | 5,86x107%9,44x107 | 1,85x10°+2,93x10 | 6,22x10°+6,76x10°
5) % %Geri Kazanim 107,40 102,09 102,64
é < ["%BH 7.40 2,09 2,64
%BSS 1,61 1,57 1,08

n: Deney sayisi, Ort: Ortalama, ss: Standart sapma, BH: Bagil hata, BSS: Bagil standart sapma

Cizelge 5.8. HCT'nin KE yontemi ile dogruluk verileri

Eklenen (M) 4,60x10” 1,53x10° 5,12x10°
© | Bulunan (Orttss) | 4,68x107+4,81x107 | 1,61x10°43,01x10° | 5,20x10°+6,19x10°
i’ %Geri Kazamim 101,44 105,02 101,60
% [9%BH 1,44 5,02 1,60
~  [%BSS 1,02 1,86 1,18
Eklenen (M) 4,60x107 1,53x10° 5,12x10°
© [ 'Bulunan (Ortzss) | 4,75x1077,82x107 | 1,62x10%42,51x10° | 524x107+4,17x10"
% %Geri Kazanim 103,06 105,33 102,44
E" %BH 3,06 5,33 2,44
=
%BSS 1,64 1,54 0,79
Eklenen (M) 4,60x107 1,53x10° 5,12x10°
f Bulunan (Orttss) | 4,82x107+7,48x107 | 1,58x10°+2,75x10° | 5,19x10°+6,49x10°
E %Geri Kazanim 104,59 102,94 101,38
= | %BH 4559 2,94 1,38
= [%Bss 1,55 1,74 1,24
Eklenen (M) 4,60x107 1,53x10° 5,12x10°
5 Bulunan (Orttss) | 4,75x107+8,86x107 | 1,60x10°+3,09x10° | 521x10°+5,87x10°
:En ?‘? %Geri Kazamim 103,03 104,43 101,81
E Sl %en 3,03 4,43 181
- %BSS 1,86 1,92 1,12

n: Deney sayisi, Ort: Ortalama, ss: Standart sapma, BH: Bagil hata, BSS: Bagil standart sapma

Yapilan istatistiksel degerlendirmeler sonucunda % geri kazanim degerleri her iki

maddenin tiim derisim diizeyleri i¢cin %101,38 ile %108,29 araliginda bulunmustur.

Ayrica elde edilen %BSS degerlerinin de %2’nin altinda oldugu goriilmiistiir.

Boylelikle gelistirilen yontemin incelenen maddeler i¢in iyi bir kesinlik ve dogruluga

sahip oldugu kanitlanmistir.
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5.2.5. Duyarhhk

Calismanin  duyarliliginin  belirlenebilmesi i¢in S/N  oranlar1  kullanilarak
hesaplamalar yapilmistir. Yontemin LOQ degerleri TRM ve HCT i¢in sirasiyla
9,90x10° M (25,05 ng/mL) ve 9,80x10° M (29,13 ng/mL) olarak bulunmustur.
Yéntemdeki LOD degerleri ise TRM ve HCT icin sirastyla 3,26x10° M (8,26 ng/mL)
ve 3,23x10® M (9,61 ng/mL) olarak hesaplanmustir.

5.2.6. Kararhhk

Yontemin kararlilik ¢alismasi i¢in taze hazirlanan HCT ve TRM c¢ozeltilerinin
analiz sonuglar1 -18°C’de karanlikta 1 ay bekletilmis ve +4°C’de karanlikta 24 saat
bekletilmis HCT ve TRM c¢dzeltilerinin analiz sonuglar ile karsilagtirilmistir. Yapilan

istatistiksel degerlendirmeler Cizelge 5.9.’de verilmistir.

Cizelge 5.9. HCT ve TRM ’nin kararlhilik verileri

Taze cozelti 24 saat 1ay

Ort (n=3) 0,504 0,495 0,493

—  SS 0,34 0,88 1,22
% %BSS 0,33 0,87 1,22
% Geri kazamim 102,08 100,23 99,91

Ort (n=3) 0,411 0,418 0,408

s ss 0,67 1,59 0,59
' oBSS 0,66 1,55 0,59
% Geri kazamm 100,52 102,36 99,96

Ort: Ortalama, n: Deney sayist, ss: Standart sapma, BSS: Bagil standart sapma

Hesaplanan %BSS ve % geri kazanim degerleri ile incelenen zaman araliginda

HCT ve TRM c¢ozeltilerinin kararli oldugu sonucuna varilmistir.

5.2.7. Saglamhk

Yontemin saglamliginin gosterilebilmesi amaci ile optimum analiz kosullarinda
kiiciik degisiklikler yapilarak analiz sonug¢larinin nasil etkilendigi incelenmistir. Elde
edilen sonuclar optimum kosullarda elde edilen sonuglara istatistiksel olarak

karsilastirilmistir. Yapilan degerlendirmeler Cizelge 5.10.’da sunulmustur.
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Cizelge 5.10. Yontemin saglamlik verileri

Anyonik
Tampon
Siirfektan Tampon HCT TRM
Derisimi
Derisimi pH"1
(mM) Orttss (n=3) %BSS  Orttss (n=3) %BSS
(mM)
Optimum
15 20 9,0 0,54+0,00 0,87 0,49+0,01 1,09
Kosullar
1. Kosul 14 20 9,0 0,56+0,01 1,55 0,48+0,00 0,45
2. Kosul 16 20 9,0 0,55+0,00 1,22 0,52+0,00 0,62
3. Kosul 15 19 9,0 0,56+0,00 0,77 0,44+0,01 1,71
4. Kosul 15 21 9,0 0,54+0,00 0,38 0,48+0,01 1,15
5. Kosul 15 20 8,9 0,56+0,00 0,29 0,50+0,00 0,90
6. Kosul 15 20 9,1 0,53+0,00 0,37 0,48+0,01 1,92

Ort: Ortalama, n: Deney sayisi, ss: Standart sapma, %BSS: %Bagil standart sapma

Elde edilen %2’den kiiciik bulunan %BSS degerleri ile yontemde yapilan kiigiik
degisikliklerin yontemi etkilemedigi ve Onerilen yontemin saglam bir yontem oldugu

sonucuna varilmistir.

5.2.8. Sistem uygunluk testleri

Gelistirilen yOntemin sistem uygunlugunu gostermek amaci ile hesaplanan

parametreler ve kabul siirlar1 Cizelge 5.11.’de verilmistir.

Cizelge 5.11. TRM ve HCT 'nin sistem uygunluk verileri

N Rs As
TRM HCT TRM HCT
Hesaplanan Deger 151329 112454 26 1,040 1,076
Kabul Sinin1 >2000 >1,5 0,95<As<1,2

N: Tabaka sayis1, Rs: Ayrim giicii, As: Asimetri faktorii

Yapilan hesaplamalarla gelistirilen yontemin her iki madde i¢in de kabul

Kriterlerini yakaladig1 ve sistem uygunlugunu sagladigi gosterilmistir.
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5.3. Yontemin Uygulanmasi

HCT ve TRM’nin farmasotik preparatlarindan miktar tayini i¢in 50 mg TRM ve
25 mg HCT igeren Trianseril® tablet kullamlmistir. Bu ticari tabletten kalibrasyon
araligina denk gelecek sekilde hazirlanan ¢ozelti optimum kosullarda 6 kez analiz

edilmistir. Sekil 5.19.’da bu analizlerden birine ait elektroferogram verilmistir.

[[] *DADLA Sig=2304 Ref=360,100 (UYGUSICO00BA.D)
[ *DADIA Sig=230 4 Ref=360,100 D

" TRM

HCT

175
15-
125

075

025

Sekil 5.19. TRM ve HCT iceren tablet analizine ait elektroferogram

Yapilan tablet analizlerinde gelistirilen KE yontemindeki standart maddelerin pik
karakteristiklerini tasiyan elektroferogramlar elde edilmistir. KE yontemi ile TRM ve
HCT’nin tabletlerden miktar tayinine yoOnelik istatistiksel degerlendirmeler Cizelge

5.12.’de sunulmustur.

Cizelge 5.12. TRM ve HCT tabletlerinin miktar tayini verileri

Ort Bulunan (n=6) 50,16 mg
s ss 0,72
oBSS 0,71

% Geri Kazanim 100,52

Ort Bulunan (n=6) 25,29 mg
— ss 0,90
LI> %BSS 0,89

% Geri Kazanim 101,14

Ort: Ortalama, n: Deney sayisi, Ss: Standart sapma, %BSS: %Bagil standart sapma
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Yapilan degerlendirmelerde her iki tabletin derisim diizeyleri i¢in % geri kazanim
degerlerinin yaklasik %100 diizeyinde oldugu bulunmustur. Bu sekilde gelistirilen KE
yontemin TRM ve HCT’nin tabletlerinden miktar tayini ic¢in kullanilabilecegi

gosterilmistir.
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6. SONUC, TARTISMA ve ONERILER

Bu ¢alismada, TRM ve HCT’nin farmasdtik preparatlarindan miktar tayini igin
basit, hizli ve duyarli bir KE yontemi gelistirilmistir. Yontemin segicilik parametresi
cesitli stres kosullarini igerecek sekilde validasyonu gosterilmis ve tabletlerden tayine

uygulanmigtir.

KE yonteminde deteksiyon HCT igin 225 nm TRM i¢in 230 nm’de DAD ile
saglanmistir. Ayrim 40 cm efektif (48,5 cm toplam) uzunluga ve 75 pm i¢ ¢apa sahip
kapiler ile gerceklestirilmistir. Yapilan optimizasyon ¢alismalar1 sonucunda TRM ve
HCT 20 mM SDS iceren 15 mM borat (pH 9,00) ve 25 kV potansiyel altinda analiz
edilmistir. Yontemde IS kullanilmamistir. Bu kosullar altinda gé¢ zamanlart HCT ve
TRM igin sirastyla 2,75+0,007 dk ve 4,61+0,022 dk olarak gozlenmistir.

Yo6ntemin validasyonu Uluslararas1 Uyum Konferansi (ICH) tarafindan belirlenen
kriterler dogrultusunda dogrusallik, se¢icilik, kesinlik, dogruluk, duyarlilik, kararlilik ve
saglamlik parametreleri ile incelenmistir. Daha sonra gelistirilen yontem i¢in sistem
uygunluk parametreleri hesaplanmistir. Yontemin segiciligi i¢in TRM ve HCT standart
¢ozeltileri ayr1 ayr1 ve birlikte bulunduklar1 farmasétik dozaj formu olan tablet halinde;
asidik, bazik, oksidatif, termal ve fotolitik stres kosullarina maruz birakilmistir. Yapilan
analizler sonucunda bozunma triinlerine rastlanmistir. Fakat bunlarin yap: tayinleri bu
tez kapsaminda gergeklestirilememistir. Bunun icin MS gibi detektor ve/veya
yontemlere ihtiya¢ duyulmaktadir.

Yapilan validasyon ¢alismalarinda TRM ve HCT’nin incelenen uzun dénemde
dahi kararli olduklar1 bulunmustur. Yontemlerin TRM ve HCT igin dogrusal olduklar
araliklar belirlendikten sonra kesinlik ve dogruluklari gosterilmistir. Yontemlerin
seciciligi acisindan hem optimizasyon hem de validasyon asamalarinda DAD
detektoriin farkli dalga boylan ile calisilabilme 6zelliginden yararlanilmis ve girisim
yapan herhangi bir sinyale rastlanmamustir.

Yéntemin LOQ degerleri TRM ve HCT igin sirastyla 9,90x10® M (25,05 ng/mL)
ve 9,80x10®° M (29,13 ng/mL) olarak bulunmustur. Daha sonra gelistirilen yntemin
sistem uygunlugunu gostermek amaci ile N, Rs, As gibi cesitli parametreler

hesaplanmis ve kabul edilen sinirlar icerisinde olduklar1 gosterilmistir.
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Gelistirilen ve valide edilen yontemlerin uygulamasi TRM ve HCT nin piyasadaki
farmasotik preparatlarinda gosterilmistir. Bu amacla yerel eczaneden satin alinan ve 50
mg/25 mg TRM/HCT icerdigi bildirilen Trianseril® tablet kullanilmistir. Gelistirilen
yontemde hesaplanan % geri kazanim degerleri %100 diizeyinde bulunmustur.
Y6ntemin uygulanmasi gorece daha az karmasik olan farmasotik preparatlarda yapildig
icin tabletlerin ¢ozeltilerinin hazirlanmasi1 asamasinda santrifiij ve filtrasyondan baska

bir asamaya gerek duyulmamaistir.

Literatiirde KE yontemi ile TRM ve HCT’nin es zamanli analizini ger¢eklestiren
tek yontem Luz Luis vd. (2002, s.223) tarafindan yapilan ¢alismadir. Calismada her ne
kadar analiz siiresinin 5 dk’dan kisa siirdiigii bildirilse de ¢alismada sunulan
elektroferogram incelendiginde TRM pikinin simetrisinin dnden kuyruklanmaya bagl
olarak son derece bozuk oldugu goriilmiistiir. Gelistirilen yontemin validasyonu yalniz
dogrusallik, kesinlik, dogruluk ve duyarlilik parametreleri ile gosterilmistir. Yontemde
hesaplanan LOD degerleri bu tez ¢aligmasinda bulunan degerlerin yaklasik 100 kati
diizeyindedir. Dolayis1 ile burada gelistirilen yontem hem validasyon parametrelerinin
ICH tarafindan belirlenen kriterlere uygun olmasi hem de daha diisiik duyarlilik diizeyi
ile literatiirdeki bu yonteme gore daha tistiindiir.

Literatiirde TRM ve HCT’nin es zamanl analizleri i¢in bu calisma disinda bir
spektrofotometrik (Kargosha ve Sarrafi, 2001, s.273), iki elektrokimyasal (Karimi,
Gholivand ve Amiri, 2019; Hudari, Souza ve Zanoni, 2018, s.652) ve bir de
kromatografik (Chen vd., 2016, s.451) calismaya rastlanmistir. Bu ¢alismalardan yalniz
kromatografik yontemde hesaplanan LOD degerleri burada Onerilen yontemden daha
diisiiktiir. Fakat analiz siiresi agisindan yontemler karsilastirildiginda kromatografik
yontemde HCT i¢in alikonma zamaninin yaklasik 11 dk, TRM ig¢in ise 7 dk civarinda
oldugu goriilmiistiir. Dolayisi ile analiz siiresi agisindan burada gelistirilen yontem ¢ok
daha hizli bir yontemdir.

HCT veya TRM nin ¢esitli detektorler kullanilarak KE yontemi ile analiz edildigi
caligmalar incelendiginde analiz siiresi agisindan HCT’nin yaklasik 2,5 dk go¢
zamanina sahip oldugu bir ¢alisma (Sangoi vd., 2011, s.1859) ve TRM’nin 1,38 dk go¢
zamanina sahip oldugu bir ¢alismanin (Horstkdtter vd., 2002, s.107) burada onerilen
analizden daha kisa siirdiigii goriilmiistiir. Burada Onerilen yontem bu iki c¢alisma

disindaki tiim KE yontemlerinden (Gonzalez, Becerra ve Laserna, 1996, s.145; Hillaert
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ve Van den Bossche, 2003, s.329; Siren vd., 2008, s.215; Wang vd., 2003, s.1507;
Zheng vd., 2008, s.15; Alzoman vd., 2013, s.951) daha hizlidir. Duyarhiliklar agisindan
ise yalniz fliioresans detektor kullanarak yapilan bir ¢alismada (Gonzalez, Becerra ve
Laserna, 1996, s.145) LOD degerinin 9x10® M olarak hesaplandig1 bildirilmis ve
yontemin bu yontemden daha duyarli oldugu goriilmiistiir.

Literatiir arastirmasi sonucunda TRM ve HCT igin gelistirilen stabilite gostergeli
bir KE yontemi bulunmamaktadir. Bu a¢idan burada onerilen yontemin literatiire bir
katki saglayacagi diistiniilmektedir.

Bu tez calismasi ile gelistirilen yontem basit, ucuz, duyarli ve hizli olmasi nedeni
ile TRM ve HCT’nin hem tek baslarina hem de es zamanli tayinleri i¢in 6nerilmektedir.
Ayrica burada onerilen yontemlerin TRM ve HCT nin ¢esitli biyolojik sivilardan tayini

icin de bir temel olusturabilecegi diisiiniilmektedir.
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