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OZET

ZOFENOPRIL VE HIDROKLOROTIYAZITIN KAPILER ELEKTROFOREZ VE
YUKSEK PERFORMANSLI SIVI KROMATOGRAFISI YONTEMLERI ILE
FARMASOTIK PREPARATLARINDAN MIiKTAR TAYINi

Sadik Onur AYRANCI

Analitik Kimya Anabilim Dali
Anadolu Universitesi, Saglik Bilimleri Enstitiisii, Agustos 2019
Danigman: Dr.Ogr.Uyesi Arin Giil DAL POCAN

Bu c¢alismada Zofenopril (ZOF) ve hidroklorotiyazitin (HCT) farmasotik
preparatlarindan tayini i¢in bir kapiler elektroforez (KE) yontemi gelistirilmis ve
yontemi karsilagtirmak i¢in yiiksek performansli sivi kromatografisi (YPSK) yontemi
kullanilmistir. Yontemlerde i¢ standart (IS) olarak telmisartan (TEL) kullanilmis ve
deteksiyon foto diyot dizisi (DAD) detektorle saglanmistir. KE yonteminde ayrim 75
um i¢ ¢apa ve 40 cm efektif uzunluga sahip balon hiicreli kapiler ile saglanmistir.
Optimum kosullar ¢alisma tamponu olarak %15 metanol iceren 10 mM borat tamponu
(pH 9,00) ve 25 kV potansiyelin uygulanmasi ile elde edilmistir. Bu kosullar altinda
ZOF, HCT ve IS’nin go¢ zamanlar sirasiyla 4,67 dakika (dk), 3,38 dk ve 4,25 dk olarak
gozlenmistir. YPSK yOnteminde ayrim i¢in C8 kolon (3,0%150,0 mm, 3,5 um i¢ ¢ap) ve
hareketli faz olarak %1 fosforik asit (HsPOas) igeren %10 asetonitril ve %1 H3POs igeren
asetonitril ¢ozeltileri gradient olusturulacak sekilde 1 mL/dk akis hizinda kullanilmistir.
Bu yontemde ZOF, HCT ve IS’nin alikonma zamanlar1 sirasiyla 9,05 dk, 1,89 dk ve
6,53 dk olarak gozlenmistir. Gelistirilen yontemlerin gecerliligi dogrusallik, kesinlik,
dogruluk, secicilik, duyarlilik ve kararlilik parametreleri ile incelenmistir. ZOF ve HCT
icin yontemlerin tayin sinir1 (LOQ) degerleri sirasiyla KE’de 8,28%10% M ve 6,31x108
M, YPSK’da ise 6,93x10% M ve 4,40x10® M olarak hesaplanmistir. Gelistirilen iki

yontem de ZOF ve HCT nin tabletlerinden tayinine basari ile uygulanmistir.

Anahtar Kelimeler: Zofenopril, Hidroklorotiyazid, Kapiler elektroforez, Yiiksek

performansl sivi kromatografisi, Miktar tayini



ABSTRACT
DETERMINATION of ZOFENOPRIL and HYDROCHLOROTHIAZIDE by
CAPILLARY ELECTROPHORESIS and HIGH PERFORMANCE LIQUID
CHROMATOGRAPHY in PHARMACEUTICAL PREPARATIONS

Sadik Onur AYRANCI

Department of Analytical Chemistry
Anadolu University, Graduate School of Health Sciences, August 2019
Supervisor: Assist.Prof.Dr. Arin Giil DAL POCAN

In this study, a capillary electrophoresis (KE) method was developed for the
determination of zofenopril (ZOF) and hydrochlorothiazide (HCT) from pharmaceutical
preparations and for comparison high performance liquid chromatography (YPSK)
method is used. Telmisartan (TEL) was used as internal standard (IS) and the detection
was achieved by photo diode array (DAD) detector in the methods. In the CE method,
the separation was performed by bubble cell capillary with an inner diameter of 75 um
and an effective length of 40 cm. Optimum conditions were obtained by applying 10
mM borate buffer containing 15% methanol (pH 9,00) and 25 kV potential. Under these
conditions, the migration times of ZOF, HCT and IS were observed as 4,67 min, 3,38
min and 4,25 min. In the YPSK method, for separation C8 column (3,0x150,0 mm, 3,5
um i.d.) as mobile phase; 10% acetonitrile containing 1% phosphoric acid (H3POa4) and
acetonitrile containing 1% HsPO4 solutions were used in gradient system at a flow rate
of 1 mL/min. In this method, the retention times of ZOF, HCT and IS were observed as
9,05 min, 1,89 min and 6,53 min, respectively. Validation of the developed methods
were examined by linearity, precision, accuracy, selectivity, sensitivity and stability
parameters. The limit of quantification (LOQ) values of ZOF and HCT were 8,28x10®
M and 6,31x10® M in CE and 6,93x10® M ve 4,40x108 M in YPSK, respectively. Both
of the developed methods were successfully applied for the determination of ZOF and
HCT from tablets.

Keywords: Zofenopril, Hydrochlorothiazide, Capillary electrophoresis, High

performance liquid chromatography, Determination



ONSOZ

Bu calismada ZOF’un KE yontemi ile miktar tayininin gergeklestirilmesi
amaclanmistir. Ayn1 zamanda bu yontem ile karsilagtirilmasi amaciyla da bir yiiksek
performansl sivi kromatografi (YPSK) yontemi gelistirilmistir.

Yiiksek lisans tezim boyunca bana sabir ve ilgiyle yardim eden, her alanda benden
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analiz ve bilgilerin sunumu olmak {izere tiim agsamalarinda bilimsel etik ilke ve kurallara
uygun davrandigimi; bu ¢alisma kapsaminda elde edilen tiim veri ve bilgiler igin kaynak
gosterdigimi ve bu kaynaklara kaynakcada yer verdigimi; bu galigmanin Anadolu
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1. GIRIS

ZOF uzun siireli doku penetrasyonu ve kardiyak ADE inhibisyonu ile
karakterize bir ADE inhibitoriidiir. Hafif ve orta siddette hipertansiyonun tedavisi ve
hemodinamik olarak stabil, kalp yetmezligi belirti ve semptomlar1 olan akut miyokard
infarktiislii hastalarin tedavisinde endikedir (Rx-Media, 2019). HCT ise 6dem ve
hipertansiyon tedavisinde kullanilan tiazit yapili bir ditiretiktir. Tiazit grubu diiiretikler
hipertansiyonun baglangi¢c tedavisinde tek baslarina veya diger ilaglarla beraber
kullanilirlar. ZOF ile tiazit grubu ditiretik olan HCT nin sabit dozlu kombinasyonu hafif
ve orta derecede esansiyel hipertansiyonun tedavisinde kullanilir. Kombinasyondaki her
iki bilesen birlikte aditif hipertansif etki gosterirler. ZOF ve HCT’nin kombine
kullanim1 Diinya Anti-Doping Ajansi’'nin 2019 yili kullanimi her zaman yasakl
maddeler listesinde ‘idrar soktiiriiciiler ve diger maskeleyici maddeler’ bashigi altinda
yer almaktadir (Rx-Media, 2019). Bu nedenle bu etkin maddelerin es zamanli miktar
tayinleri onem tagimaktadir.

ZOF ve HCT’nin miktar tayinine yonelik yapilmis calismalar incelendiginde
agirhikli olarak kromatografik yontemlerle (Carlucci, Di Federico ve Iuliani, 2010,
s.1717; Devika, Sudhakar ve Venkateshwara, 2012, s.999; Kurbanoglu, Gumustas ve
Ozkan, 2013, s.198; Saglik Aslan, 2011, s.259; Bouaissi ve Hamida, 2015, s.271; Dal
Bo, Mazzucchelli ve Marzo, 2000, s.287; Ramesh, Nageswara ve Nageswara, 2014,
s.209; Tian, vd., 2014, s.253; Jiand, vd., 2011, s.527; Kwok, vd., 2016, s.41; Kwok, vd.,
2017, s.89; Wyszomirska, Czerwinska, Mazurek, 2010, s.137) ve spektrofotometrik
yontemlerle (Carlucci, Di Federico ve luliani, 2009, s.2609; Kurbanoglu, Gumustas ve
Ozkan, 2014, s.935; Stolarczyk, vd., 2015, s.66; Sbarcea, vd., 2012, s.562)
karsilagilmistir. Bunlarin disinda literatiirde ZOF’un elektrokimyasal yontemlerle
miktar tayinini gergeklestiren bir ¢alisma (Tasdemir, Ece ve Kilig, 2012, 5.339) ve ZOF
ve HCT nin KE yontemi ile miktar tayinini gerceklestiren bir ¢alisma (Fayed, vd., 2018,
s.461) bulunmaktadir.

KE yontemi, iletken bir c¢ozelti icindeki yiikli/yiiksliz pargaciklarin veya
molekiillerin bir elektriksel alan etkisiyle bir kapiler igerisinde hareket etmesine
dayanan bir yontemdir. KE’nin diger ayirim yontemlerine gore yiiksek verimlilikte
olmasi, ¢ok kiiclik hacimlerde orneklerle caligilabilmesi, madde sarfiyatinin az olmasi

ve hizli ayirim yapabilmesi gibi stiinliikleri bulunmaktadir (Baker, 1995).



YPSK yontemi, kolonun kiicliik dolgu maddeleri ile doldurulup yiiksek basing
altinda mobil faz gecirilmesi ile bilesenlerin ayriminin yapildigr bir kromatografik
yontemdir (Giindiiz, 2002). YPSK en ¢ok kullanilan analitik ayirma teknigidir. Ugucu
olmayan ve 1siya dayanikli maddelere uygulanabilmesi, inorganik iyonlara
uygulanabilmesi, duyarliligi, diisiik madde sarfiyati gibi o6zellikleri bakimindan en
yaygin kullanilan yontemdir (Skoog, West ve Holler, 1999, s.701).

Bu calismada KE yontemi kullanilarak ZOF igeren farmasotik preparatlarinda
ZOF igerik tekdiizeliginin tayin edilmesi icin hizli, kolay ve secici bir yontem
gelistirilmesi ve gelistirilen yontemin gecerliliginin gosterilmesi amaglanmistir. ZOF un
piyasada hem tek basina hem de HCT ile kombine preparatlar1 bulundugu i¢in tim
calisma HCT ile birlikte yiiriitilmiistiir.

KE yontemini karsilagtirmak amaci ile bir YPSK yontemi gelistirilmesi
hedeflenmistir. Bu yontemin de gegerliligi gosterildikten sonra yontem ZOF iceren
farmasotik preparatlara uygulanmaigtir.

Yontemlerin gegerliligi dogrusallik, kesinlik, dogruluk, secicilik, duyarlilik ve
kararlilik parametreleri ile incelenmistir. Ayrica her iki yontemin de sistem uygunlugu
parametreleri hesaplanmistir. Gelistirilen yontemler ZOF iceren farmasétik preparatlara

uygulanmig ve istatistiksel olarak degerlendirilmistir.



2. KAYNAK BILGISi

2.1. ADE inhibitorleri

ADE inhibitérleri kalp yetmezliginin tedavisinde ilk secenek ilaglardir. Bu grup
ilaclar refleks olarak kardiyak debiyi, atim hizin1 ve kasilma giiclinii artirmadan
periferik direnci azaltarak kan basincini diistiriirler. Bu ilaglar anjiyotensin I’1 giiglii bir
vazokonstriktor olan anjiyotensin II’ye ceviren ADE’yi bloke ederler. Doniistiiriicii
enzim ayni zamanda bradikininin yikilmasindan da sorumludur. Vazodilatasyon,
anjiyotensin II'nin konsantrasyonunun azalmasiyla, vazokonstriksiyonun azalmasi ve
artmig bradikardinin gli¢lii vazodilator etkisinin ortak sonucu olarak ortaya ¢ikar.
Dolasimdaki anjiyotensin II konsantrasyonunu azaltan ADE inhibitorleri aldosteron
salinimini azaltirlar ve bunun sonucunda sodyum ve su tutulumu azalir. ADE inhibitorii

olan ZOF da orta ve hafif siddeti hipertansiyonun tedavisine endikedir.

2.2. ZOF’un Farmakolojik Ozellikleri

ZOF’un hipertansiyon ve akut miyokard infarktiisiindeki yararl etkileri esas
olarak plazma renin-anjiyotensin aldosteron sistemini baskilamasindan kaynaklanir (Rx-
Media, 2019).

ZOF verilmesi hipertansiyonlu hastalarda sirtiistii yatan ve ayaktaki hastalarin kan
basincini, kalp hizinda komansatuvar bir artma olmaksizin ayni diizeyde distirtir. ZOF
verilen hastalarda ortalama sistemik kan basinci diisme egilimi gosterir (Rx-Media
2019).

Bazi1 hastalarda kan basincinda optimal diizeyde bir diigme saglanabilmesi i¢in
tedavinin birka¢ hafta siirdiirtilmesi gerekir. Antihipertansif etkisi uzun siireli tedavide
de siireklilik gosterir (Rx-Media, 2019).

ZOF’un antihipertansif etkisi arastirlldigi tiim 1wrklarda gosterilmis olmasina
ragmen, genelde digiik-reninli bir hipertansif popiilasyonu olusturan siyah irktan
hipertansif hastalarda ADE inhibitérii monoterapisine karsi verilen ortalama yanit siyah
irktan olmayanlara kiyasla daha diisiiktiir. Bu farklilik tedaviye bir ditiretik eklendigi
zaman ortadan kalkar (Rx-Media, 2019).

ZOF’un miyokard infarktiisi ardindan erken donemde kullanilmasindan
kaynaklanan klinik etkisi ventrikiiler remodeling (infarktiis gecirmis hastada prognozu

olumsuz yonde etkileyen bir faktor) siirecinin smirlanmasini saglayan plazma
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anjiyotensin II diizeylerinde neden oldugu azalma ve vazodilator (prostoglandin-kinin
sistemi) maddelerin plazma/doku konsantrasyonlarinda yaptig1 artma ile iligkili olabilir

(Rx-Media, 2019).

2.3. ZOF’un Farmakokinetik Ozellikleri

ZOF kalsiyum oral yoldan kullanilir. Oral yoldan alindiginda hizla ve tam olarak
absorbe edilir ve hemen tamamen aktif metabolit olan zofenoprilata doniistiiriiliir.
Zofenoprilat, ZOF’un oral bir dozunu takiben 1,5 saat sonra doruk kan diizeylerine
ulagir. ZOF kalsiyumun 10-80 mg doz araliginda tek doz kinetigi lineerdir ve 3 hafta
boyunca 15-60 mg ZOF kalsiyum uygulamasindan sonra bir birikme goériilmemistir.
Besinlerle birlikte alinmasi absorbe olan miktarin1 degistirmez, fakat absorbsiyon hizin
azaltir. Radyoaktivite ile isaretli ZOF kalsiyum oral yoldan verildiginde, Olgiilen
dolasimdaki radyoaktivitenin yaklasik %88’i plazma proteinlerine baghdir ve kararli
durum dagilim hacmi 96 L’dir. Radyoaktivite ile isaretli ZOF kalsiyum oral yoldan
verildiginde, idrarda toplam radyoaktivitenin %76’sina tekabiil eden sekiz metaboliti
tanimlanmistir. Ana metabolit zofenoprilattir (%22). Zofenoprilatin yar1 émrii 5,5 saat
ve Z.OF kalsiyumun oral dozundan sonra toplam viicut klirensi 1300 mL/dk’dur.
Intravendz uygulanan radyoaktivite ile isaretli zofenoprilat idrar (%76) ve fegesle (%16)
elimine edilir. Buna karsin, radyoaktivite ile isaretli zofenoprilatin oral bir dozundan
sonra idrara ve fegeste saptanan radyoaktivite sirasiyla %69 ve %26 olarak ol¢iilmiistiir.
Bu, ilacin dual bir eliminasyon yolu (bobrek, karaciger) oldugunu gostermektedir. (Rx-

Media, 2019).

2.4. HCT’nin Farmakolojik Ozellikleri

HCT 6dem 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 ht’nin baglangi¢ tedavisinde tek basina ya da diger ilaglarla kombine
kullanilir. ADE inhibit6rii olan ZOF ile kombine tabletleri hafif ve orta derecede yiiksek
kan basinci tedavisine endikedir (Rx-Media, 2019).

2.5. HCT’nin Farmakokinetik Ozellikleri

HCT’nin gastroistestinal kanaldan absorbsiyonu verildigi farmasétik sekle ve

verilen doza bagl olarak degiskenlik gosterir. Sistemik biyoyararlanimi yaklasik %50-
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60’tir. Etkisi oral yolla verildikten 2 saat sonra baslar ve pik etki 4 saatte gozlenir.
Toplam etki siiresi 6-12 saattir. HCT plasentayr agsmasina ragmen kan-beyin engelini
asamaz. Anne sltliine gegebilirr HCT metabolize olmaz ve esas olarak idarla

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

2.6. Kullanilan Yontemler

2.6.1. KE yontemi

Yiikli taneciklerin (iyonlar, kolloidal tanecikler gibi) elektrik alan etkisiyle farkli
hizlarda hareket etmelerinden yararlanilarak ayrilmasina yarayan bir metottur. Kapiler
elektroforezde bir kapiler boru belli pH'da iletken bir sivi1 ile doldurulur. Bu, numunenin
ayrilacagi tampon ¢ozeltidir. Numune kapilere injeksiyonla uygulanir. Kapiler iizerinde
bir yiikksek voltaj meydana getirilir ve olusan elektrik alandan dolayi, numune
bilesenleri kapiler boyunca farkli hizlarda hareket ederler. Pozitif bilesenler negatif
elektroda, negatif bilesenler pozitif elektroda go¢ ederler. Kapilere belirli bir yerden bir
detektorle bakildiginda, once hizli olan bilesenlerin, daha sonra da yavas olan
bilesenlerin gectigi goriliir (http-1).

Elektroozmotik akis madde ¢ozeltisinin 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 gdsterilmistir.

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



Pozitif yiiklii katyonlar katoda yani negatif yiikli elektrota, negatif yiiklii anyonlar
ise anoda yani pozitif ylklii elektroda go¢ ederler. Elektroforetik hizlari iyonlarin
yiik/kiitle oranina baglidir. 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 detektér yardimi ile analiz
edilirler. Detektor ¢iktisi, zamana karsi detektér 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 go¢ yoniine paralel, gé¢ yoniine dik
veya termal dagilma seklinde olabilir. Elektrik alan uygulanmasi, iletken ¢ozeltide 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,
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 ¢ikis vialleri, kapiler, detektor, yiiksel
voltajlt giic kaynag: ile bilgisayar gibi bir bilgi isleme cihazidir. KE sisteminin ana

bilesenleri Sekil 2.2.’de sunulmustur.
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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 alan1 uygulanir. C6ziinen
maddeler, kapiler boyunca go¢ ederler ve detektorler tarafindan tespit edilirler. Detektor
cikislar1 bilgisayara gonderilir ve ¢ikan veriler bir elektoferogram olarak goriintiilenir.

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

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

yapabilmesi gibi iistlinliikleri bulunmaktadir (Baker, 1995).

2.6.2. YPSK yontemi

Kromatografi, bir karisim ig¢indeki bilesenlerin biri sabit, digeri hareketli iki faz
arasindaki dagilim dengelerinin farkli olusu esasina dayanan bir ayirma yontemidir
(http-3).

Klasik sivi kromatografisinde kolonun {ist kismindan numune ve hareketli faz

ilave edilir. Hareketli faz kolondan asagiya inerken numunedeki bilesenlerin bantlar



halinde ayrilmalar1 saglanir. Bantlarin iyi ayrilmamalart durumunda daha uzun kolonlar
kullanilmaktadir. Bu ayrilma ise ¢ok uzun bir siirede gerceklesmektedir. Alternatif
olarak da kolondaki dolgu maddesi kiigiiltiilebilmektedir. Bu islem uygulandigi zaman
da ayirim ¢ok uzun bir siirede gergeklesmektedir. Bu siireyi kisaltmak i¢in kolon uygun
biiyiikliikteki dolgu maddeleriyle doldurulmaktadir ve kolonun {istiinde yiiksek basing
uygulanmaktadir. Bunun sonucunda da kisa silirede gergeklesen ayirimlar
gozlemlenmektedir. Boylece, kolonu kiigiik dolgu maddeleriyle doldurup yiiksek basing
altinda yapilan kromatografi tiirlerine YPSK denilmektedir. Buna gore, YPSK’ye eski
kromatografi tiirlerinin iyilestirilmis ve hizlandirilmis sekli denilebilmektedir (Giindiiz,
2002).

YPSK’de hareketli faz olarak kullanilan ¢o6ziiciilerin ayirmayr etkileyici
ozelliklerinin bulunmasi YPSK’nin daha genis bir kullanim alanina sahip olmasina
olanak verir. (http-3).

YPSK en yaygin kullanilan analitik ayirma teknigidir. Duyarliligi, kantitatif
tayinlere kolaylikla uygulanabilir olmasi, ucucu olmayan veya sicaklikla bozunabilen
bilesiklerin uygun bir sekilde ayrilmasindan dolayr en yaygin kullanilan yontemdir
(Hamilton ve Sewel, 1998).

YPSK cihazinin ana bilesenleri hareketli faz kaplari, pompa, enjektor, kolon,
detektor ve bilgisayar gibi bir kayit cihazidir. Sekil 2.3.’te cihazin sematik gosterimi
verilmistir.

YPSK yontemi niikleik asitler, terpenoitler, pestisitler, antibiyotikler, steroitler,
proteinler, amino asitler, hidrokarbonlar, karbonhidratlar, metalorganik bilesikler ve

bazi inorganik maddelere uygulanabilmektedir (Giindiiz, 2002).
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Sekil 2.3. YPSK sisteminin sematik gosterimi (http-4)

2.7. ZOF’un Kimyasal ve Fiziksel Ozellikleri

ZOF kalsiyum kimyasal olarak stabil, beyaz, kristalize bir tozdur. Erime derecesi
25°C’nin tiizerindedir. ZOF’un sudaki ¢oziiniirliigii 0,3 mg/mL’dir. Molekiil agirlig
448,58 g/mol’diir. Kapali formiilii ise CasHa4CaN20gSs’tiir. ZOF dimetilformamit ve

metanolde hafifce ¢oziiniir. Aseton, asetonitril ve etil asetatta pratik olarak ¢oziinmez
(Rx-Media, 2019).
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Sekil 2.4. ZOF 'un a¢ik 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 ¢6ziinmez. Molekiil agirhigr 297,74 g/mol’diir. Kapali
formiilii ise C7HgCIN304S,’dir (Rx-Media, 2019).

Sekil 2.5. HCT ’nin ag¢ik kimyasal formiilii (http-6)

2.9. ZOF’un Miktar Tayinine Yonelik Yapilmus Calismalar

Carlucci, Di Federico ve luliani, (2009, s. 2609) ZOF ve HCT’nin tabletlerden
tayini i¢in bir tiirev spekrofotometrik bir yontem gelistirmislerdir. Calismada tayin i¢in
4. derece tlirev verileri kullanilmistir. Yontemin gegerliligi dogrusallik, kesinlik ve
dogruluk parametreleri ile saptanmistir. Calismada LOQ degerleri ZOF igin 1,3 pg/mL,
HCT i¢in 0,2 pg/mL bulunmustur.

Kurbanoglu, Gumustas ve Ozkan, (2014, s. 935) ZOF-HCT-Olmesartan iKkili
karigimlarinin - farmas6tik  dozaj formlarindan hizli, dogru, kesin ve eszamanl
belirlenmesi i¢in tiirev spektroforometrik bir yontem gelistirmislerdir. Uygulanan
yontemde ZOF i¢in 250,4 nm ve 298,1 nm, HCT i¢in 231,8, 332,2, 232.3 ve 280,4 nm
dalga boylar1 analiz i¢in secilmistir. Calismada 2 nm slit genisligi ve 1 cm boyutunda
kuvars hiicresi olan ¢ift 1s1nli spektrofotometre kullanilmistir. LOQ degerleri sirasiyla
HCT-ZOF i¢in 0,06 pg/mL ve 0,116 pg/mL ve ZOF-HCT igin 0,02 pg/mL olarak

bulunmustur.
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Stolarczyk vd., (2015, s. 66) farmasotik dozaj formlarinda ZOF ve fluvastatin
tayini i¢in yeni bir tlirev spektrofotometrik yontem gelistirmislerdir. 3 farkli tlirev
kullanilan bu yontemde UV aralikta belirgin girisim olmasina ragmen bu yontem ile
dolaysiz yoldan analiz gergeklestirilmistir. ZOF i¢in sirasiyla; 270,85 nm, 286,38 nm,
253,90 nm dalga boylarinda calisilmistir. Gelistirilen yontemin dogruluk, kesinlik ve
dogrusallik parametreleri incelenmistir. Bu ¢alismada LOD degeri ZOF i¢in 0,19 pg/mL
olarak bulunmustur.

Sharcea vd., (2012, s. 562) ZOF’un farmasdtik dozaj formlarindan kantitatif tayini
icin basit, ekonomik, hassas, kesin ve dogru bir UV spektrofotometrik yontem
gelistirmiglerdir. ZOF’un deteksiyonu 248 nm’de gergeklestirilmistir. YOntemin
gegerliligi  dogruluk, hassaslik, kesinlik, dogruluk ve secicilik parametreleri ile
gosterilmis ve yontem ZOF igeren tabletlere uygulanmistir. Yontemde ZOF i¢in LOD
degeri 1,531 pg/mL olarak hesaplanmustir.

Tasdemir, Ece ve Kilig, (2012, s. 339) ZOF’un elektrokimyasal davranisin
incelendigi tek calisma olan bu deneyde voltametrik tayin de gergeklestirmislerdir. Tim
caligmalarin, Britton-Robinson tamponunda (pH 5,0) Ag/AgCl’e kars1 yaklasik 1,1
V’deki ZOF'un geri doniisiimsiiz ve adsorpsiyon kontrollii elektrokimyasal oksidasyon
sinyaline dayandigi bildirilmistir. Gelistirilen yontemlerin gecerliligi dogrusallik,
kesinlik, segicilik, dogruluk ve duyarlilik parametreleri ile gosterilmistir. Yontemler
arasinda hesaplanan en diisiik tayin sinir1 16,8 pg/L olarak bulunmustur. Gelistirilen
yontemler ZOF un tablet, insan serumu ve idrarindan tayinine uygulanmustir.

Wyszomirska, Czerwinska ve Mazurek, (2010, s. 147) bazi ADE inhibitorlerinin
tabletlerden tayini icin ince tabaka kromatografisi ile bir yontem gelistirmisler ve
sonuglart YPSK sonuglar1 ile karsilastirmiglardir. Analiz  sonunda lekelerin
goriiniirlestirilmesi i¢in plakalar 6nce 254 nm’de UV 1s1k altinda incelenmis, daha sonra
iyot buharina tutulmustur. Calismada ZOF i¢in en uygun hareketli faz toluen:glasiyel
asetik asit (30:10, h/h) olarak bulunmus ve bu hareketli faz ile alikonma faktori 0,045
olarak hesaplanmistir. Yontemin LOQ degeri ZOF igin 0,025 pg/mL olarak
bulunmustur.

Carlucci, Di Federico ve Iuliani, (2010, s. 1717) ZOF ve HCT nin oral farmasdotik
preparatlarindan tayini i¢in DAD detektor ile bir YPSK yontemi gelistirmislerdir.
Ayirma, 250 mm % 4 mm boyutlarinda ve 5 pm partikiil ¢apinda bir C18 kolon

kullanilarak, gradient eliisyon ydntemi ile gerceklestirilmistir. i¢ standart olarak 8-
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kloroteofilin kullanilmistir. Mobil faz 1,0 mL/ dk’lik akis hizinda asetonitril-
trifloroasetikasit (TFA) (99,1:0,1 h/h) ve su-TFA (99,9:0,1 h/h)’dan olusturulmustur.
Alikonma zamani ZOF ig¢in 14,4 dk olarak gozlenmistir. Gelistirilen yontem igin
dogrusallik, saglamlik, kesinlik, dogruluk ve 6zgiinliik parametreleri gosterilmistir. ZOF

icin LOQ degerleri 0,08 pg/mL, HCT i¢in tayin sinir1 0,06 ng/mL olarak bulunmustur.
Devika, Sudhakar ve Venkateshwara, (2012, s. 999) ZOF ve HCT’ nin kombine

farmasotik dozaj formlarindan es zamanh tayin edilebilmesi i¢in basit, hizli ve hassas
bir izokratik ters faz YPSK yontemi gelistirmislerdir. Deteksiyon DAD detektor ile 245
nm’de gerceklestirilmistir. Kromatografik ayrim 250 mmx4.6 mm boyutlarinda ve 5 pm
partikiil biiyiikliigii olan bir C18 kolonda gerceklestirilmistir. Asetonitril:metanol:0,02
M sodyum fosfat tamponu (40:20:40, h/h) karisimindan olusan hareketli fazin akis hizi
1,0 mL/dk’ya ayarlanmistir. Hareketli faz sodyum hidroksit ¢ozeltisi ile pH 7,2’ye
ayarlanmistir. Yontemin validasyonu i¢in saglamlik, kesinlik, dogruluk ve duyarlilik
parametreleri incelenmistir. HCT’nin alikonma siiresi 4,62 ve ZOF 6,86 dk olarak

gozlenmistir.

Kurbanoglu, Giimiistas ve Ozkan, (2013, s. 198) farmasétik dozaj formlarinda
ZOF-HCT ve olmesartan-HCT ikili karisimlarinin, iki tane yeni nesil silika kolon
kullanarak hizli, dogru, kesin ve es zamanl olarak belirlenmesi i¢in iki ters fazli sivi
kromatografik yontem gelistirmislerdir. Deteksiyon 216 nm’de DAD detektorle
gerceklestirilmistir. Calismada 250 mm x 3 mm boyutlarinda ve 5 pm partikiil ¢apinda
bir C18 kolon ile 250 mm x 4,60 mm boyutlarinda 5 pm partikiil ¢apinda bir C18 kolon
kullanilmistir. ik C18 kolon icin su:asetonitril (55:45, h/h) pH 4 ve diger C18 kolon
i¢cin su:asetonitril (60:40, h/h) pH 4’e ayarlanmis hareketli faz kullanilmistir. Hareketli
fazlarin akis hizi 1 mL/dk olarak belirlenmistir. Bu kosullar altinda alikonma stiresi
ZOF i¢in ilk C18 kolonda 7,82 dk, diger C18 kolonda 7,91 dk, HCT i¢in ilk C18
kolonda 2,88 dk, ve diger C18 kolonda 1,50 dk olarak gozlenmistir. Gelistirilen
yontemlerin gecerliligi dogrusallik, kesinlik, dogruluk, duyarlilik ve sistem uygunluk
testleri ile gosterilmistir. Yontemin LOQ degerleri ZOF i¢in ilk C18 kolonda 0,10
ug/mL ve diger C18 kolonda 0,63 pg/mL, HCT igin ilk C18 kolonda 0,40 pg/mL ve
diger C18 kolonda 0,35 ug/mL olarak kaydedilmistir.

Saglik Aslan, (2011, s. 259) ZOF ve HCT nin farmasoétik formlarindan es zamanl
tayini igin basit, secici ve kesin bir ters fazli sivi kromatografik yontem gelistirilmis ve

valide etmistir. Deteksiyon 270 nm’de UV detektorle saglanmistir. Ayrim i¢in 150 mm
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x 4,6 mm boyutlarinda ve 5 um partikiil ¢capinda C18 kolon kullanilmistir. Hareketli faz
olarak pH 2,5‘a fosforik asitle ayarlanmig metanol:su karigimi gradient eliisyon yontemi
ile kullanilmistir. Akis hizi 1.0 mL/dk kaydedilmistir. Bu kosullar altinda alikonma
zamanlar1 ZOF i¢in 11,16 dk ve HCT i¢in 2,86 dk olarak gozlenmistir. Yontemin
validasyonu ic¢in dogrusallik, kesinlik, dogruluk, duyarhilik, segicilik, saglamlik ve
kararlilik parametreleri incelenmis ve sistem uygunluk testleri gosterilmistir. Yontemde
LOQ degerleri ZOF i¢in 0,292 ug/mL, HCT i¢in 0,556 pg/mL olarak gozlenmistir.
Gelistirilen yontem ZOF ve HCT igeren tabletlere uygulanmustir.

Bouaissi ve Hamida, (2015, s. 271). ZOF’un tablet formlarindan basit, hassas ve
tekraredilebilir bir sivi kromatografik yontem gelistirmislerdir. Analizde 250 mmx4,6
mm boyutlarinda 5 um partikiil boyutunda C18 kolon kullanilmistir, bunun yaninda (pH
2,5, 0,02 M, 80/20, h/h) asetonitril;fosfat tamponu 2,0 mL/dk akis hizinda izokratik
olarak uygulanmistir. ZOF’un 205 nm’de alikonma siiresi 4,27 dk olarak kaydedilmistir.
Yontem validasyonu i¢in dogruluk, dogrusallik, kesinlik, tekraredilebilirlik
parametreleri incelenmistir.

Dal Bo, Mazzucchelli ve Marzoi, (2000, s. 287) ZOF ve aktif metaboliti olan
zofenoprilat’in tayini i¢in bir sivi kromatografisine bagli kiitle spektrometrik (LC-
MS/MS) yontem gelistirmislerdir. Yontemde hareketli faz olarak glasiyel asetik asitle
pH 4,5’a ayarlanmis 26 mM asetonitril-amonyum asetat cozeltisi kullanmilmuistir.
Calismada ayrim i¢in 75 mm X 4.6 mm boyutlarinda 3 pm partikiil ¢capina sahip C18
kolon ve 5 pm partikiil ¢apinda 10 mm X 3.2 mm boyutlarinda C18 bir koruyucu kolon
kullanilmistir. Caligmada LOQ degerleri ZOF i¢in 1 ng/mL ve zofenoprilat i¢in 2
ng/mL bulunmustur. Gelistirilen deneyin kesinligi, dogrulu ve stabilitesi incelenmistir.
Gelistirilen yontem ZOF kullanan goniillillerin plazmalarindan tayinine basar1 ile
uygulanmigtir.

Ramesh, Nageswara ve Nageswara, (2014, s. 609) ZOF’un stres kosullarinda
olusan bozunma Triinlerinin karakterizasyonu i¢in bir izokratik LC-MS/MS yontemi
gelistirmislerdir. Calismada ayrim i¢in 250 mm % 4,6 mm boyutlarinda 5 pm partikiil
capinda bir C18 kolon kullanilmistir. Hareketli faz olarak 20 mM amonyum
asetat:asetonitril (50:50, h/h) ¢ozeltisi kullanilmistir. Calismada ZOF asidik, bazik, notr,
oksidatif, fotolitik ve termal stres kosullarina maruz birakilmistir. Bazik ve oksidatif

stres kosullarinda ZOF’un asir1 bozunmaya ugradigi tespit edilmistir. Yontem
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gecerliligi i¢in segicilik, dogrusallik, dogruluk ve kesinlik parametreleri incelenmis ve
LOD degeri 13 ng/mL olarak hesaplanmistir.

Tian vd., (2015, s. 253) ZOF ve onun aktif metaboliti olan zofenoprilatin insan
plazmasindan es zamanli analizi i¢in bir LC-MS/MS yontem gelistirmislerdir.
Calismada diazepam i¢ standart olarak kullanilmistir. 150 mm X 2,1 mm boyutlarinda
ve 3,5 um partikiil boyutunda bir C8 kolon ile ayrim saglanmistir. Hareketli faz olarak
metanol:%0,1 formik asit (85:15, h/h) ¢ozeltisi 0.2 mL/dk’lik bir akis hizinda izokratik
olarak kullanilmistir. Yontemde secicilik, dogrusallik, kesinlik, dogruluk, kararllik,
duyarlilik, ektraksiyon geri kazanimi1 ve matriks etkileri incelenmistir. ZOF i¢in LOQ
degeri 0,2 ng/mL olarak bulunmustur.

Jiang vd., (2011, s. 527) ZOF ve onun aktif metaboliti zofenoprilatin insan
plazmasindan tayini i¢in bir LC-MS/MS yontem gelistirmislerdir. Analizde 250 mm X
4,6 mm boyutlarinda 5 pm partikiil boyutuna sahip fenil-hegzil kolon kullanilmistir.
Hareketli faz olarak %0,1’1ik formik asit igeren metanol:su (95:5, h/h) ¢ozeltisi 1,0
mL/dk akis hizinda kullanilmistir. Bu kosullar altinda ZOF ig¢in alikonma zamani
4,7+£0,05 dk olarak belirlenmistir. Yontem gegerliligi se¢icilik, dogrusallik, kesinlik,
dogruluk, kararlilik, duyarlilik, ektraksiyon geri kazanimi ve matriks etkileri
parametreleri ile incelenmistir. Calismada ZOF ig¢in alt tayin sinir1 0,10 ng/mL olarak
bulunmustur.

Kwok vd., (2016, s. 41) ZOF’un da dahil oldugu 46 polar ilacin, at plazmasi ve
idrarindan tayini i¢in LC-MS/MS bir yontem gelistirmislerdir. Kromatografik ayrim 10
cmx2,1 mm boyutlarinda 1,7 um partikiil boyutuna sahip kolon ile ger¢eklestirilmistir.
Hareketli faz olarak 5 mM amonyum format (pH 3,0) ve %0,1 formik asit iceren
asetonitril ¢ozeltileri gradient sistemle kullanilmistir. Bu kosullar altinda tiim analitlerin
1-6,2 dk araliginda belirdigi bildirilmistir. Yontemin gegerliligi ise dogrusallik,
secicilik, kesinlik, geri kazanim ve matriks etkisi parametreleri ile incelenmistir.
Calismada ZOF igin sirastyla plazma ve idrar LOD degerleri 2,5 ng/mL ve 31,3 ng/mL
olarak bulunmustur.

Kwok vd., (2017, s. 89) bir bagka ¢alismalarinda doping amagcli kullanilan yiizden
fazla ilacin tayinini LC-MS/MS yontem ile gergeklestirmislerdir. Calisma at idrarinda
yapilmig ve Ornekler 6nce kat1 faz ekstraksiyonuna tabi tutulmustur. Calismada ayrim
icin 75 mm x 3 mm boyutlarinda 2,6 pm partikiil boyutuna sahip bir C18 kolon

kullanilmistir. Toplam analiz siiresi 16 dk siirmiistiir ve ZOF’ un alikonma zamani 8,99
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dk olarak gozlenmistir. Yontemin gegerliligi segicilik, kesinlik ve ektraksiyon geri
kazanimi parametreleri ile gosterilmistir. Yontemde ZOF i¢in LOD degeri 2,5 pg/mL
bulunmustur.

Fayed vd., (2018, s. 461) calismalarinda HCT’nin iki ana kirliligi, HCT ve
ZOF’un farmasoétik preparatlardan es zamanl tayini i¢in KE yontemi gelistirmislerdir.
Caligmada UV dalga boyu 225,0 nm ve kapiler sicakligi 25°C olarak ayarlanmistir.
Ayrim i¢in 50 um i¢ capa sahip 40 cm uzunlukta bir silika kapiler kullanilmistir.
Calisma tamponu olarak 10 mM borat tamponu (pH 9,15) kullanilmistir. Ayrim 17 kV
potansiyel altinda saglanmistir. Bu kosullar altinda go¢ zamanlari ZOF ve HCT igin
sirastyla 3,053 ve 3,687 dk olarak gozlenmistir. Gelistirilen yontemin gecerliligi
dogrusallik, kesinlik, dogruluk, secicilik, duyarlilik ve sistem uygunluk testleri ile
gosterilmistir. Calismada LOQ degerleri ZOF i¢in 7,15 pg/mL, HCT i¢in 9,23 pg/mL
olarak gozlenmistir. Yontemin ZOF ve HCT igeren tabletlere uygulanmasi ile elde
edilen sonuglar, daha 6ce yayinlanmig bir YPSK yontemi ile t ve F testleri kullanilarak

karsilastirilmis ve aradaki farkin istatistiksel olarak dnemsiz oldugu bildirilmistir.
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3. GERECLER

3.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Sodyum borat

Sodyum hidroksit
ZOF

Fosforik asit
Hidroklorik asit
Metanol
Asetonitril

HCT

TEL

3.2. Kullanilan Cihazlar

Buzdolabi

C8 kolon

C18 kolon

Filtre

Filtre kagidi
Hassas terazi
Kapiler

Kapiler elektroforez
Otomatik pipet
pH metre

Ultra saf su cihazi
Ultrasonik banyo
Vorteks karistirici
YPSK

: Sigma-Aldrich, Almanya
: Merck, Almanya

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

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

: Arcelik, No Frost&Electronic, Tiirkiye
: Agilent Technologies, A.B.D.

: Agilent Technologies, A.B.D.

: Macherey Nagel, Almanya

: Lubiteche Tecnologies, Cin Halk Cumhuriyeti
: Mettler Toledo, Isvigre

: Agilent Technologies, A.B.D.

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

: Mettler Toledo, Isvicre

: Millipore, A.B.D.

: Sonorex, Almanya

: Jeio Tech, Kore

: Agilent Technologies, 1260 Infinity, Almanya
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4. YONTEMLER

4.1. Standart Cozeltilerin Hazirlanisi

Gelistirilecek yontemlerde kullanilmak iizere Oncelikle ZOF i¢in uygun ¢oziicii
arastirillmistir. Bu asamada piyasada ZOF’un hem tek basma hem de kombine
preparatlart (HCT ile birlikte) oldugu g6z 6nilinde bulundurularak tiim ¢alismalarin HCT
ile birlikte yiiriitiilmesine karar verilmistir. Bu amagla ZOF ve HCT, ayr1 ayr1 5 mL
metanolde ¢oziildiikten sonra ultrasonik banyoda 10 dakika bekletilip {izerine 5 mL
distile su eklenerek stok ¢ozeltileri (10° M diizeyinde) hazirlanmis ve gerekli

seyreltmeler yine bu ¢ozeltilerle yapilarak analiz edilmistir.

KE’de tekrarlayan analizlerde seyreltmeler metanol:su (50:50, h/h) ¢ozeltisi ile
gerceklestirilmistir. Ancak zemin giiriiltiistinde gozlenen sorunlar1 azaltabilmek amaci
ile ZOF ve HCT nin 10°® M diizeyindeki seyreltmesinin ¢alisma tamponu ile yapilmasi
Ongoriilmiistiir. Bu amagla ¢alisma tamponu 1/10 oraninda seyreltilmis ve son seyreltme
¢Ozeltisi olarak kullanilmustir.

YPSK da ise boyle bir sorunla karsilasilmadigi icin seyreltmeler metanol:su
(50:50, h/h) ¢ozeltisi ile yapilmistir.

Calismada IS olarak kullanilan TEL i¢in de ayni ¢dziicli sistemi denenmis ve
uygun sonuglar elde edildiginden IS’nin tim ¢6zme ve seyreltme islemleri etkin

maddelerle ayn1 olacak sekilde yapilmistir.

4.2. Kapiler Elektroforez Yontemi

4.2.1. Cihazla ilgili kosullar

Yontemde optimizasyon siiresince deteksiyon DAD detektor ile 220 nm, 225 nm
ve 230 nm’de gerceklestirilmistir. Ayrimda duyarliligr arttirmak amaci ile i¢in 75 pm i¢
capa sahip 40 cm efektif uzunlukta (48,5 cm toplam) balon hiicreli kapiler
kullanilmistir. Kapilerin sartlanmasi i¢in ilk kullaniminda 30 dk 1 M sodyum hidroksit
cozeltisi ile yikanmistir.

Cihazin her agilisinda 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
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calisma tamponu ile yikama olacak sekilde saglanmistir. Cihazin gilinliik kullanimi
sonrasinda kapiler sirasiyla 10 dk 0,1 M sodyum hidroksit ¢ozeltisi ve 5 dk distile su ile
yikadiktan sonra 2 dk hava gekilerek birakilmistir.

4.2.2. Calisma tamponu

Calisma tamponu hazirlanabilmesi i¢in sodyum borattan 2,8602 g tartim
alimmustir. Bu tartim 150 mL’ye distile su ile tamamlanarak 50 mM diizeyinde ana stok
hazirlanmistir. Tamponun suda tam olarak ¢dziinmesi i¢cin 10 dk ultrasonik banyoda
bekletilmistir. Gerekli seyreltmeler su ile yapildiktan sonra c¢alisilacak uygun
derisimdeki tamponun pH ayar seyreltik HCI ile yapilmistir. Calisma tamponu 0,45

um’lik filtre ile siiztildiikten sonra cihaza verilmistir.

4.2.3. Optimizasyon ¢alismalari

KE yonteminde kullanilmak iizere 4,67 mg ZOF tartilarak iizerine 5 mL metanol
eklenmistir (5,2053x10% M). Vorteks karistiricida 10 dk karistirildiktan sonra 5 mL
distile su eklenip, 10 dk ultrasonik banyoda bekletilmistir. HCT ¢6zeltisi hazirlamak
i¢in 4.18 mg tartim alinarak 5 mL metanol eklenmistir (1,3998x107 M). Maddenin tam
olarak ¢dziinmesi i¢in vortekste 10 dk karistirilmustir. Uzerine 5 mL distile su eklenip,
10 dk ultrasonik banyoda bekletilmistir. IS olarak kullanilmak {izere TEL den 5,40 mg
tartim alinarak 5 mL metanolde ¢dziilmiistiir (1,049x10° M). Etkin maddelere
uygulanan tiim islemler IS ¢ozeltisine de uygulanmistir.

Hazirlanan tiim ¢ozeltiler aliiminyum folyoya sarili halde +4°C’de buzdolabinda
saklanmistir. Gerekli seyreltmeler bu stok ¢ozeltiler lizerinden yapilmustir.

KE yo6nteminin optimizasyonu i¢in ¢alisma tamponunun derisimi, pH, organik
¢oziicii oran1 ve uygulanan potansiyel parametreleri incelenmistir. Enjeksiyonlar 10 s

siire ile 50 mbar basing altinda gerceklestirilmistir.

4.2.3.1. Tampon derigimi

Yontemdeki ¢alisma tampon derisimine karar vermek amaciyla pH’1 9,00 olan 10
mM, 15 mM ve 20 mM derisiminde 3 farkli borat tamponu hazirlanmistir. Bu ¢alisma

tamponlar1 ile 25 kV potansiyel altinda ZOF-HCT karisimimnin 3’er analizi
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gerceklestirilmistir. Analiz sonunda elde edilen piklerin pik morfolojileri ve gog

zamanlar1 degerlendirilerek uygun derisimdeki borat tamponuna karar verilmistir.

4.2.3.2. pH

Calisma tamponunun pH’inin belirlenmesi amaciyla 10 mM borat derisiminde
pH’lan sirasiyla 8,50, 9,00 ve 9,50 olan ¢alisma tamponlar1 hazirlanmistir. ZOF-HCT
karistiminin  3’er analizi bu c¢alisma tamponlart ile 25 kV potansiyel altinda
gerceklestirilmistir. Pik morfolojileri ve go¢ zamanlar1 degerlendirilerek yeterli ayrimin

saglandig1 uygun pH se¢ilmistir.

4.2.3.3. Organik ¢oziicii orani

Calisma tamponundaki organik ¢oOziicli oraninin ayrima katkisini incelemek
amactyla pH’1 9,00 olan 10 mM derisimde %5 metanol, %10 metanol ve %15 metanol
iceren 3 farkli borat tamponu hazirlanmistir. Bu ¢alisma tamponlari ile 25 kV potansiyel
alinda ZOF-HCT karisiminin 3’er analizi gergeklestirilmistir. Pik morfolojileri ve
alikonma zamanlar1 degerlendirilerek yeterli ayrimin saglandigi uygun metanol orani

secilmistir.

4.2.3.4. Potansiyel

Uygulanacak potansiyelin belirlenmesi amaci ile ZOF-HCT karisimimin 10 mM
borat tamponu (pH 9,00) ile 22,5 kV, 25 kV ve 27,5 kV potansiyel altinda 3’er analizi
gerceklestirilmistir. Bu analizler sonucunda gozlenen analiz stireleri ve pik morfolojileri

degerlendirilerek ¢alisma potansiyeline karar verilmistir.

4.2.4. Validasyon calismalar:

KE’de gelistirilen yoOntemin gecerliliginin gosterilmesi amaciyla yontemin
dogrusallik, kesinlik, dogruluk, secicilik, duyarliblk ve kararlilik parametreleri
incelenmistir. Validasyon hesaplamalart i¢in pik normalizasyon oranlar1 (PNO) (Pik
Normalizasyonu=Alanmaddae/G6¢  zamanimadde/Alanis/Gé¢  zamanus)  kullanilmustir.
Validasyon calismalari boyunca IS’nin son derisimi 5,00x107 M olacak sekilde

kullanilmistir.
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4.2.4.1. Dogrusallik

Analit derigsimleri ile elde edilen sinyaller arasinda dogrusal bir iliski olup
olmadigmin incelenmesi i¢in ZOF ve HCT’nin yaklasik 3x10° M-4x10® M araliginda
12 farkli ¢ozeltisi hazirlanmistir. Bu derisimler ZOF igin 3,34x10% M, 6,92x10%8 M,
9,89x10% M, 2,20x107 M, 4,40x107 M, 7,33x107 M, 9,77x107" M, 2,05x10° M,
4,11x10° M, 7,48x10° M, 9,98x10° M ve 3,12x10° M ve HCT igin 3,72x10% M,
7,45x10% M, 1,06x107 M, 2,36x107 M, 4,73x107 M, 7,89x107 M, 1,05x10° M,
2,21x10° M, 4,43x10° M, 8,06x10° M, 1,07x10° M ve 3,36x10° M seklindedir. Bu
12 ¢ozelti optimum kosullar altinda analiz edilmistir.

Yontemin dogrusal oldugu aralik belirlendikten sonra yontemin kalibrasyonu igin
ZOF ve HCT’nin son derisimleri sirasiyla 2,20x107 M, 4,40x107 M, 7,33x107 M,
9,77x107 M, 2,05x10° M, 4,11x10° M ve 2,36x107 M, 4,73x107 M, 7,89x107" M,
1,05%10° M, 2,21x10 M, 4,43x10°® M olacak sekilde 6 farkli ¢ozelti hazirlanmis ve bu

¢ozeltilerin giin i¢i ve giinler arasi olmak tizere 3’er analizi gerceklestirilmigtir.

4.2.4.2. Kesinlik

Yontemin tekrarlanabilirliginin belirlenebilmesi i¢in ZOF ve HCT’nin son
derisimleri sirastyla 9,77x107 M ve 1,05x10® M olacak sekilde hazirlanan ¢ozeltiler

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

4.2.4.3. Dogruluk

Yéntemin dogruluk calismasi igin son derisimleri 2,21x10% M, 1,05x107 M ve
7,89x107" M HCT ve 2,05x10°% M, 9,77x107" M ve 7,33x107 M ZOF olacak sekilde 3
set ZOF-HCT cozeltileri hazirlanmigtir. Her setin giin i¢i ve giinler arasi1 olmak iizere

6’sar kez analizi gergeklestirilmistir.

4.2.4.4. Duyarlhihik

Yontemin duyarhiliginin belirlenebilmesi amaciyla sinyal/giiriiltii (S/N) oranlar
kullanilmistir. Hesaplamalarda S/N oran1 LOD degeri i¢in 3,3, LOQ degeri i¢in 10

olarak alinmistir.

20



4.2.4.5. Kararlihlk

Yontemin kararlilik calismasi icin ZOF ve HCT igin sirasiyla 2,05x10% M,
2,21x10° M derisimlerdeki ¢ozeltisinin taze hazirlanmis, +4°C’°de 24 saat bekletilmis
ve aliminyum folyo ile sarili halde -18°C’de 1 ay bekletilmis ¢ozeltileri 3’er kez analiz

edilerek sonuclar karsilastirilmistir.

4.3. YPSK Yontemi

4.3.1. Cihaz ile ilgili kosullar

YPSK yonteminde ayrim DAD detektor ile saglanmistir. Ayrim ic¢in 150 x 3.0
mm boyutunda ve 3,5 um partikiil boyutuna sahip C8 kolon kullanilmistir.
Cihazin agilis ve kapaniglarinda kolonun sartlanmasi amaci ile %50 metanol ile 15

dk yikanmistir. Her analize baslamadan ise kolondan 20 dk hareketli faz gegirilmistir.

4.3.2. Hareketli fazin hazirlanmisi

Bu c¢alismada iki farkli ¢Ozelti hazirlanarak analiz siiresince farkli oranlarda
karistirilip bir gradient sistem olusturulmustur. {lk hareketli faz ¢ozeltisi %1 fosforik
asit igeren %10 asetonitril (A) ¢ozeltisidir. Bu ¢6zeltiyt hazirlamak i¢in 100 mL
asetonitril ve 10 mL fosforik asit meziirde 6lciildiikten sonra 1 L’ye distile su ile
tamamlanmustir. ikinci hareketli faz ¢ozeltisi %1 fosforik asit igeren asetonitril (B)
¢oOzeltisidir. Bu ¢ozeltinin hazirlanmasi i¢in 10 mL fosforik asit meziirde Slgiildiikten
sonra 1 L’ye asetonitril ile tamamlanmustir.

Her iki hareketli faz ¢ozeltisi iyice karistirildiktan sonra iginde ¢Oziinmiis
olabilecek gazlarin uzaklagtirilabilmesi i¢in 15 dk ultrasonik banyoda bekletildikten

sonra kolona verilmistir.

4.3.3. Optimizasyon ¢alismalari

YPSK yo6nteminin optimizasyonu i¢in KE yontemi i¢in hazirlanmis olan ZOF,
HCT ve TEL stok cozeltileri kullanilmis ve gerekli seyreltmeler 0,45 pm’lik filtre ile
filtrelenmis %50 metanol ¢ozeltisi ile yapilmustir.

Yontemin optimizasyon ¢aligmalar1 i¢in dalga boyu, hareketli fazin bilesimi ve

akis hiz1 parametreleri incelenmistir.
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4.3.3.1. Dalga boyu

Yontemin dalga boylarinin belirlenmesi i¢cin KE yontemi verilerinden ve
literatiirden yararlanilarak segilen ¢esitli dalga boylarinda ZOF ve HCT nin analizleri
gergeklestirilmistir. Bu parametrenin incelenmesi sirasinda A ve B hareketli fazlar
gradient sistemle 1 mL/dk akis hizinda kullanmilmistir. Goézlenen pik alan ve

morfolojilerine degerlendirilerek dalga boyu secilmistir.

4.3.3.2. Hareketli faz bilesimi

Hareketli faz bilesimine karar vermek i¢in ile A ve B ¢ozeltileri arasindaki
karisim oranlart 3-9. ve 9-10. dakika araliginda olmak tizere A-B oranlar sirasiyla
(30:70), (20:80), (10:90) olarak degistirilerek 3 farkli gradient hazirlanmistir. Bu
hareketli fazlarla ZOF-HCT karistmi 1 mL/dk akis hizi altinda 3’er kez analizi
gerceklestirilmistir. Alikonma zamani ve PNO’ya gore uygun gradient sisteme karar

verilmistir.

Cizelge 4.1. Hareketli faz bilegsimi gradient oranlart gosterimi

DAKIKA GRADIENT 1 GRADIENT 2 GRADIENT 3
%A %B %A %B %A %B

0.00 100,00 0,00 100,00 0,00 100,00 0,00
3,00 100,00 0,00 100.00 0,00 100.00 0,00
9,00 30,00 70,00 20,00 80,00 10,00 90,00
10,00 30,00 70,00 20,00 80,00 10,00 90,00
10,01 100,00 0,00 100.00 0,00 100,00 100,00
13,00 100,00 0,00 100,00 0,00 100,00 100,00

4.3.3.3. Akis hizi

Yontemin aletsel parametrelerinden olan akis hizinin belirlenmesi igin segilen
hareketli faz gradienti ile en yiiksegi 1 mL/dk olmak iizere ¢esitli akis hizlarinda ZOF
ve HCT’nin analizleri gergeklestirilmistir. Go6zlenen piklerin alikonma zamani ve

birbirlerinden ayrilma diizeylerine gore akis hizi belirlenmistir.
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4.3.4. Validasyon
YPSK yonteminin gegerliliginin gosterilmesi amaciyla dogrusallik, kesinlik,
dogruluk, seg¢icilik, duyarlilik ve kararlilik parametreleri incelenmistir. Validasyon

hesaplamalar1 i¢cin PNO kullanilmigtir. Validasyon calismalari boyunca IS’nin son

derisimi 5,025x107 M olacak sekilde kullanilmistir.

4.3.4.1. Dogrusallik

Calisma araliklar1 boyunca dogrusal bir iliski olup olmadiginin incelenmesi igin
ZOF’un 2,64x10° M ve 3,65x10® M araliginda (2,64x10° M, 1,58x10° M, 9,51x10®
M, 5,7x10° M, 3,42x10° M, 2,05x10° M, 1,23x10° M, 9,24x107 M, 6,93x107 M,
5,2x107 M, 3,9x107 M, 2,92x107" M, 1,46x10% M, 7,31x10° M ve 3,65x10% M) ve
HCT’nin 2,51x10™° M ve 3,48x10® M araliginda (2,51x10° M, 1,51x10° M, 9,07x10®
M, 5,44x10° M, 3.26x10° M, 1,95x10° M, 1,17x10° M, 8,81x107 M, 6,61x107 M,
4,95x107" M, 3,71x107 M, 2,58x107" M, 1,39x108 M, 6,97x10° M ve 3,48 x10®8 M) 15
farkli ¢ozeltisi hazirlanarak analiz edilmistir.

Dogrusal aralik belirlendikten sonra kalibrasyon ig¢in ZOF’un 2,05x10° M,
1,23x10% M, 9,24x107 M, 6,93x107 M, 5,20x107 M, 3,90x107 M, 2,92x107 M ve
HCT’nin 1,95x10% M, 1,17x10° M, 8,81x107 M, 6,61x107 M, 4,95x107" M, 3,71x107
M, 2,58x107 M son derisimlere sahip 7 farkli ¢dzeltisi hazirlanmistir. Bu ¢dzeltilerin

giin i¢1 ve gilinler aras1 olmak iizere 6’sar analizi gerceklestirilmistir.

4.3.4.2. Kesinlik

YPSK ydnteminin kesinliginin gosterilebilmesi amaci ile 6,61x107 M HCT ve
6,93x107 M ZOF derisimine sahip ¢ozeltinin 3 ardisik giinde 6’sar defa analizi
gerceklestirilmistir.

4.3.4.3. Dogruluk

Dogruluk calismalar1 icin ZOF ve HCT’nin sirasiyla 2,05x10°, 9,24x107 ve
5,20x107 M ve 1,95x10C, 8,81x107 ve 4,95%10" M derisim diizeyindeki ¢ozeltileri 3
set halinde hazirlanmistir. Bu ¢ozeltilerin giin i¢i ve glinler aras1 olmak iizere 6’sar kez

analizleri gergeklestirilmistir.
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4.3.4.4. Duyarhilik

Yontemin duyarliliginin belirlenebilmesi amaciyla sinyal/giiriiltii (S/N) oranlar1
kullanilmistir. Hesaplamalarda S/N orant LOD degeri i¢in 3,3, LOQ degeri i¢in 10

olarak alinmistir.

4.3.4.5. Kararlihlk

Kararlilik ¢alismasi igin 1,23x10°% M ZOF’un ve 1,17x10°® M HCT’nin taze
hazirlanmis, +4°C’de 24 saat bekletilmis ve aliiminyum folyo ile sarili halde -18°C’de 1

ay bekletilmis ¢ozeltileri 3’er kez analiz edilerek sonuglar kiyaslanmistir.

4.4. Yontemlerin Uygulanmasi

Yéntemlerin uygulanabilirligini gdstermek amactyla 30 mg ZOF igeren Zoprotec®
ve 30 mg/12,5 mg ZOF/HCT igeren Zoprotec Plus® tabletler piyasadan temin edilmistir.
Her preparattan 10’ar tane tablet tartilip ortalama tablet agirligi belirlenmistir
(Zoprotec® icin 204,904 mg, Zoprotec Plus® icin 240,923 mg). Tabletler toz edilip her
ikisinden de ortalama bir tablet agirhigi kadar tartim almmistir. Her tablet 5 mL
metanolde ¢oziildiikten sonra ultrasonik banyoda 10 dakika bekletilmis ve tizerine 5 mL
distile su eklenmistir. Elde edilen karigimlar 10 dakika 4000 rpm’de santrifiij edilmis ve

siipernatant kismindan istenilen miktar alinarak filtre edilmistir.

Gerekli seyreltmeler her yontemde standart ¢ozeltilerde oldugu gibi yapilmistir.
Kalibrasyon araligina gore secilen her derisime ait 3’er analiz iki yontemle de
gerceklestirilmistir. Elde edilen PNO degerlerine gore istatistiksel degerlendirmeleri

yapilmistir.
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5. BULGULAR VE YORUM

5.1. KE Yontemi

KE yonteminde deteksiyon DAD detektor ile saglanmistir. Literatiirde ZOF’un
miktar tayini i¢in yapilmis calismalarda ¢ok farkli dalga boylarmin (216-270 nm)
kullanildig1 gorilmistiir (Carlucci, Di Federico ve Luliani, 2010, s.1717; Devika,
Sudhakar ve Venkateshwara, 2012, s.999; Fayed, vd., 2018, s.461; Kurbanoglu,
Gumustas ve Ozkan, 2013, s.198; Aslan, 2011, s.259; Bouaissi ve Hamida, 2015,
s.271). Bu nedenle DAD detektorde 210-270 nm’lerde her iki madde i¢in elde edilen
pikler incelenmis ve ¢alisma dalga boyu olarak 220 nm’ye karar verilmistir. Ayrim i¢in
75 um i¢ ¢apa sahip 40 cm efektif ve 48,5 cm toplam uzunlukta balon hiicreli kapiler
kullanilmistir. Bu kapiler ile duyarliligin arttirilmasi hedeflenmistir. Kapiler sicakligi
tiim ¢alisma boyunca 25°C’ta sabit tutulmustur. Ornekler 10 s siire ile 50 mbar basing
altinda sisteme verilmistir. Yontemin optimizasyonu ve validasyonu saglandiktan sonra

gelistirilen yontem ZOF un tek ve HCT ile kombine preparatlarina uygulanmistir.

5.1.1. Optimizasyon

ZOF ve HCT’nin KE yo6ntemi ile miktar tayini i¢in Oncelikle her iki analit i¢in
optimum analiz kosullar arastirilmistir. Bu amagla kullanilacak caligma tamponu ve
derisimi, ¢alisma tamponunun pH’1, ¢alisma tamponundaki organik ¢oziicii orani ve
uygulanan potansiyel parametreleri incelenerek ayrim i¢in en uygun kosullar
belirlenmistir. Yontemin optimizasyon ¢alismalarinda ZOF un 5,20x10® M ve HCT’nin

5,39x10% M derisimdeki ¢ozeltileri kullanilmistir.

5.1.1.1. Tampon derigimi

KE yonteminde zayif asidik yapidaki ZOF’un iyonize olmasi i¢in bazik bir
calisma tamponu kullanilmasi ongoriilmiistiir. Bu amagla borat tamponu se¢ilmis ve
ZOF ve HCT nin bazik ortamdaki davranis1 gozlenmistir.

Tampon derigsimini belirlemek i¢in 10 mM, 15 mM ve 20 mM derisimde 3 ayr1
borat tamponu (pH 9,00) hazirlanmis ve 10® M diizeyindeki ZOF ve HCT ¢ozeltileri 25
kV potansiyel atinda 3’er kez analiz edilmistir. Sekil 5.1.°de bu analizlere ait

elektroferogramlar goriilmektedir.
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] "DAD1A Sig=2204 Ref=380, 100 (ONURZORO000B8 D)
[ *DADLA Sig=2204 Ref=360,100 (ONURZOFO000840)
[ *DADIA Sig=2204 Ref=360,100 (ONURZOFOOU028.0)

T T T T T T T
1 0 1 2 3 4 5 mi

Sekil 5.1. Calisma tamponu derisimi incelemesi

Tampon derisimindeki artigla birlikte maddelerin go¢ zamanlar1 artmis ve dolayisi
ile analiz siiresi artmistir. Ayrica maddelerin ayrim giicii (Rs) degerlerinin tampon
derisiminin artmasi ile iyilesmedigi goriilmiis ve ¢alismanin 10 mM borat tamponu ile

yiiriitilmesine karar verilmistir.

5.1.1.2. pH

Calisma tamponu pH’inin, ZOF ve HCT’nin elektroforetik davranisi {izerine
etkisini incelemek amaci ile pH’1 8,50, 9,00 ve 9,50 olan 10 mM borat tamponu
hazirlanmistir. Bu 3 farkli tampon ile ZOF ve HCT’nin KE’de 3’er defa analizi

gerceklestirilmistir. Sekil 5.2.°de bu analizlere ait elektroferogramlar verilmistir.

26



[ *DPDIA Sg=2204 ReF300,100 (CNURZCFOO00A3 D)
(] *DAD1A Sig=2204 Ref=360,100 (CNURZCFOX0046.0)
[ *DAD1A Sig=2204 Ref=360,100 (CNURZOFOUD048.0)

T T T T T T
0 1 2 3 4 5 mir

Sekil 5.2. Calisma tamponu pH incelemesi

pH’1 9,50 olan ¢alisma tamponu ile yapilan analizlerde HCT’ nin pKa’sina bagl
olarak gd¢ zamanmin arttigt ve elektroferogramda ZOF’tan daha sonra belirdigi
gozlenmistir. Ayrica bu pH’ta maddelerin ayrilmasi ic¢in yeterli Rs degeri
saglanamamistir. pH 8,50°de ise HCT elektroozmozdan tam olarak ayrilamamis ve
ZOF’un pik morfolojisinde bozulma gozlenmistir. Bu veriler 1s18inda calisma

tamponunun pH’1 9,00 olarak secilmistir.

5.1.1.3. Organik ¢oziicii

Caligma tamponunda organik ¢6ziicli bulunmasi ile ayrimin iyilestirilmesi amaci
ile sirastyla %5, %10, %15 (h/h) oraninda metanol igeren 10 mM borat tamponu (pH
9,00) hazirlanmis ve 3’er analiz gergeklestirilmistir. Bu tampon ile 25 kV potansiyel

altinda analiz edilen ZOF ve HCT ye ait elektroferogramlar Sekil 5.3.’te sunulmustur.
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[ "DADIA Sg=2204 Ref=360, 100 (ONRZORII0ES D)
[ *DADLA Sg=2204 Ref=360,100 (ONLRZORII0E2 D)
[ *DADIA Sig=2204 Ref=360,100 (NURZOFO00BLD)

IS

1 %5 Metanol | I

%20 Metanol

%15 Metanol

Sekil 5.3. Calisma tamponundaki organik ¢oziicii orant incelemesi

Calisma tamponunda organik ¢oziicii bulunmasi ile analiz siiresinin artmasina
ragmen ZOF pikinde goézlenen kuyruklanmanin ve zemin giiriiltlisiiniin azaldigi
gozlenmistir. Pik morfolojileri ve go¢ zamanlart degerlendirildiginde calisma

tamponunda %15 oraninda metanol bulunmasina karar verilmistir.

5.1.1.4. Uygulanan potansiyel

Aletsel parametrelerden olan uygulanan potansiyelin optimizasyonu i¢in ZOF ve
HCT’nin 22,5 kV, 25,0 kV ve 27,5 kV potansiyel altinda %15 oraninda metanol iceren
10 mM borat tamponu (pH 9,00) ile 3’er kez analizi gergeklestirilmistir. Sekil 5.4.’te bu

analizlere ait elektroferogramlar verilmistir.
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Sekil 5.4. Uygulanan potansiyelin incelemesi

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

yiiriitilmesine karar verilmistir.

5.1.1.5. I¢ standart

Incelenen parametreler sonucunda ZOF ve HCT nin %15 metanol igeren 10 mM
borat tamponu (pH 9,00) ve 25 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
arasinda en makul gé¢ zamani ve pik morfolojisi TEL ile elde edilmistir. Sekil 5.5.°te

optimum kosullarda analiz edilen TEL e ait elektroferogram goriilmektedir.
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Sekil 5.5. Optimum kosullar altinda analizi gerceklesen TEL ait elektroferogram

Bu sekilde IS’ye ait pik gozlendikten sonra IS’nin ZOF ve HCT ile bir karigim
hazirlanmis ve optimum kosullarda analiz edilmistir. Sekil 5.6.’da bu analize ait

elektroferogram verilmistir.

[J DOASFZARFEIDOURMIED)

Sekil 5.6. Optimum kosullar altinda ZOF-HCT-TEL ’e ait elektroferogram

Sekil 5.6.’dan da goriildiigii gibi kullanilan IS, elektroferogramda ZOF ve HCT

pikleri arasinda yer almis ve maddeler arasinda hesaplanan Rs degerlerinin 2’nin
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tizerinde oldugu bulunmustur. Bu kosullar altinda go¢ zamanlar1 HCT, TEL ve ZOF
icin sirastyla 3,38+0,05 dk, 4,25+0,12 dk ve 4,67+0,13 dk olarak gozlenmistir. ZOF ve
HCT igin elektroforetik hareketlilikler ise sirasiyla 2,77x107* ve 3,42x10* cm?/Vs

olarak hesaplanmustir.

5.1.2. Validasyon

Optimum kosullar belirlendikten sonra gelistirilen yontemin gecerliliginin
gosterilmesi amaciyla yontemin dogrusallik, kesinlik, dogruluk, spesifiklik, duyarlilik
ve kararlilik parametreleri incelenmistir. Hesaplamalarda PNO degerleri kullanilmistir.
Ayrica yontemin sistem uygunlugunu gostermek amaci ile tabaka sayist (N), Rs ve

asimetri faktorii (As) parametreleri hesaplanmustir.

5.1.2.1. Dogrusallik

Yontemin dogrusal oldugu araligin belirlenmesi amaci ile ZOF un 3,46x108 M-
3,12x10° M ve HCT’nin 3,72x10% M-3,36x10° M araliginda 12 farkli ¢ozeltilerinin
analizi sonucunda yontemin ZOF icin 9,98x10° M-6,92x10® M araliginda ve HCT igin
1,07x10° M-2,36x107 M araliginda dogrusal oldugu bulunmustur. Yontemde ZOF igin
y=618809x + 0,065 esitligine sahip (r=0,9994) ve HCT i¢in y=16613135x — 0,172
esitligine sahip (r=0,9979) dogrular elde edilmistir. Sekil 5.7. ve 5.8.’de elde edilen bu

dogrular sunulmustur.

0,0E+00 2,0E-06 4,0E-06 6,0E-06 8,0E-06 1,0E-05
Derisim (M)

Sekil 5.7. KE yontemi ile ZOF 'un dogrusal oldugu araligin grafiksel gosterimi
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0,0E+00 2,0E-06 4,0E-06 6,0E-06 8,0E-06 1,0E-05

Derisim (M)

Sekil 5.8. KE yontemi ile HCT 'nin dogrusal oldugu araligin grafiksel gosterimi

Yéntemin dogrusal oldugu aralik belirlendikten ZOF igin 2,20x107 M-4,11x10®
M ve HCT igin 2,36x107 M-4,43x10° M araliginda 6 farkli derisime sahip cozelti
kalibrasyon noktalar1 olarak se¢ilmistir. Cozeltilerin giin i¢i ve giinler arasi yapilan

analizlerine ait istatistiksel degerlendirmeler Cizelge 5.1. ve 5.2.”de sunulmustur.

Cizelge 5.1. ZOF 'un KE yontemi ile kalibrasyon verileri

Giinler arasi

Tiim Giinler (n=18)

Giin I (n=6) Giin II (n=6) Giin I1I (n=6)
a 68061141 71428332 725517 47 706804,07
b -0,015 -0,025 -0,035 -0,025
r 0,9990 0,9995 0,9991 0,9986

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

Cizelge 5.2. HCT nin KE yontemi ile kalibrasyon verileri

Giinler aras1
Tiim Giinler (n=18)

Giin I (n=6) Giin II (n=6) Giin I1I (n=6)
a 1714983 54 1658593,36 1677896,37 1683824,42
b -0,126 0,0006 0,020 -0,034
r 0,9997 0,9976 0,9942 0,9970

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

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

katsayisina sahip dogrular elde edilmistir.
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5.1.2.2. Kesinlik

Yontemin kesinligini gostermek amaci ile hazirlanan 9,77x107 M ZOF ve
1,05x10°% M HCT ¢ozeltisi giin ici ve giinler arasi olacak sekilde analiz edilmistir.

Yapilan istatiksel degerlendirmeler Cizelge 5.3. ve 5.4.’te sunulmustur.

Cizelge 5.3. ZOF 'un KE yontemi ile tekrarlanabilirlik verileri

Giinler arasi

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

Tiim Giinler (n=18)

Ort 0,6244 0,6298 0,6223 0,6255
Ss 0,011 0,009 0,009 0,010
%BSS 1,84 1,43 1,52 1,60

GA (%95) +0,05 +0,44 +0,47 +0,07

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

araligi

Cizelge 5.4. ZOF 'un KE yontemi ile tekrarlanabilirlik verileri

Giinler aras1

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

Tiim Giinler (n=18)

Ort 1,7052 1,6489 1,6666 1,6736
Ss 0,023 0,017 0,018 0,030
%BSS 1,38 1,05 1,39 1,82

GA (%95) +0,11 +0,08 +0,09 +0,22

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

araligi

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

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

5.1.2.3. Dogruluk

Yéntemin dogruluk ¢alismasinin gerceklestirilmesi i¢in 4,735x107 M, 7,893x107
M ve 2.216x10° M HCT ve 4,398x107" M, 7,331x107 M ve 2.058x10° M ZOF igeren
derisimlerde 3 ayr1 set ¢Ozelti hazirlanmistir. Bu setlerin giin i¢i ve giinler aras1 olmak
tizere analizleri gergeklestirilmistir. Yapilan istatistiksel degerlendirmeler Cizelge 5.5.

ve 5.6.’da sunulmustur.
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Cizelge 5.5. ZOF 'un KE yontemi ile dogruluk verileri

Eklenen (M) 2,05x106 9,75x107 7,33x107

@ Bulunan (OrttSs) 2,05 106+£3,59x108  9,72x107+1,83x10®  7,44x107+1,34x108

\I‘!:/ %Geri Kazanim 99,74 99,53 101,59

Eo %BH -0,25 -0,46 1,59

- %BSS 1,75 1,88 1,81
Eklenen (M) 2,05%106 7,54x108 7,33x107

© Bulunan (Ort£Ss) 2,06x10°%+3,06x108  9,59x107+1,27x10®  7,43x107+1,38x10®

I\:l’ %Geri Kazanim 100,14 98,15 101,48

e %BH 0,14 11,84 1,48

= %BSS 1,48 1,33 1,86
Eklenen (M) 2,05%x106 7,54x108 7,33x1077

? Bulunan (Ort£Ss) 2,10x108+2,14x10®  9,69x107+1,85x10%  7,37x107+8,10x10°°

=

: % Geri Kazanim 102,32 99,18 100,55

E” %BH 2,32 -0,81 0,55

=

~ %BSS 1,02 1,91 1,09

= Eklenen (M) 2,05%x10® 7,54x108 7,33x107

E Bulunan (Ort+Ss) 2,07x10%+3,70x10®  9,67x107+1,68x10%  7,41x107+1,19x108

E %Geri Kazanim 100,73 98,96 101,20

’5) %BH 0,73 -1,03 1,20

é %BSS 1,78 1,73 1,60

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

Cizelge 5.6. HCT'nin KE yontemi ile dogruluk verileri

Eklenen (M) 2,21x10%® 1,05%10® 7,89%x107
e Bulunan (OrtxSs) 2,24x10%+3,42x10%  1,03x10°+£1,40x108  7,91x107+1,26x108
\%« %Geri Kazanim 101,01 98,23 100,17
cgo %BH 1,01 -1,76 017
a %BSS 1,53 1,35 1,60
Eklenen (M) 2,21x10° 1,05%10 7,89%107
@ Bulunan (OrttSs) 2,27x10°+4,13x10® 1,03x 106+£8,45%10°  7,92x107+1,36x10®
\é’ %Geri Kazanim 102,51 98,07 100,28
E‘) %BH 2,51 -1,92 0,28
- %BSS 1,81 0,81 1,72
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Cizelge 5.6. (Devam) HCT'nin KE yontemi ile dogruluk verileri

Eklenen (M) 2,21x10® 1,05%10® 7,89x1077
’I‘\?‘ Bulunan (OrtSs) 2,22x106+3,32x108  1,03x10°<1,16x10®  8,08x107+1,02x10°®
‘:’ %Geri Kazanim 100,21 97,88 102,37
E‘) %BH 0,21 -2,11 2,37
= %BSS 1,49 1,12 1,26
_ Eklenen (M) 2,21x10% 1,05x10 7,89x107
E Bulunan (Ort+Ss) 2,24x10°+4,06x10%  1,03x10%+1,10x10®  7,96x107+1,41x10%
E %Geri Kazanim 101,25 98,06 100,94
i %BH 1,25 -1,93 0,94
E %BSS 1,80 1,06 1,77

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 derigsim diizeyleri i¢in %97,88 ile %102,51 araliginda bulunmustur.
Ayrica elde edilen %BSS degerlerinin de %2’nin altinda oldugu goriilmiistiir.
Boylelikle gelistirilen yontemin incelenen maddeler igin iyi bir kesinlik ve dogruluga

sahip oldugu kanitlanmistir.

5.1.2.4. Secicilik

Yontemin segiciligini gostermek amaciyla yontemin uygulanacagi farmasotik
preparatlarin matriks ortami analiz edilmistir. Ayrica yOntemin optimizasyonu
asamasinda DAD detektoriin farkli dalga boylar ile yapilan analizlerde herhangi bir
girisim  sinyaline rastlanmamigtir. Sekil 5.9.’da tablet matriks ortamina ait

elektroferogram verilmistir.
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Sekil 5.9. Tablet matriksine ait elektroferogram

Elektroferogramdan da goriildiigii gibi maddelerin go¢ zamanlari ile girisim yapan
herhangi bir kirlilik saptanamamistir. Yontemin ZOF ve HCT igin segici oldugu

gosterilmistir.

5.1.2.5. Duyarlhilik

Calismanin  duyarliliginin  belirlenebilmesi i¢in S/N oranlar1 kullanilarak
hesaplamalar yapilmigtir. Yontemin LOD degeri ZOF ve HCT igin sirasiyla 2,76x1078
M (12,38 ng/mL) ve 2,10x10® M (6,26 ng/mL) olarak bulunmustur. Yéntemdeki LOQ
degerleri ise ZOF ve HCT igin sirastyla 8,28x107% (37,15 ng/mL) ve 6,31x10® M (18,80

ng/mL) olarak hesaplanmstir.

5.1.2.6. Kararlihlk

Yontemin kararlilik calismast i¢in -18°C’ta karanlikta 1 ay bekletilmis ve +4°C’ta
karanlikta 24 saat bekletilmis ZOF ve HCT c¢ozeltileri analiz edilerek sonuglar, taze
hazirlanmis ZOF ve HCT c¢ozeltilerinin sonuglarn ile karsilagtirilmistir.  Yapilan

istatistiksel degerlendirmeler Cizelge 5.7. ve 5.8.’de sunulmustur.
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Cizelge 5.7. ZOF'un KE yontemi ile kararlilik verileri

Taze cozelti 24 saat 1ay
Ort (n=3) 1,426 1,434 1,441
Ss 0,023 0,017 0,012
%BSS 1,64 1,24 0,83
%Geri 100,52 100,94 101,49

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

Cizelge 5.8. HCT 'nin KE ydntemi ile kararlilik verileri

Taze cozelti 24 saat 1ay
Ort (n=3) 3,689 3,695 3,696
Ss 0,017 0,056 0,067
%BSS 0,47 1,52 1,83
%Geri 99,38 99,55 99,56

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

Hesaplanan %geri kazanim ve %BSS degerleri sonucunda ZOF ile HCT nin kisa
ve uzun donemde kararli oldugu anlasilmistir. Deneyler siiresince ZOF ve HCT nin ana

stoklar1 -18°C’ta ve karanlikta saklanmistir.

5.1.2.7. Sistem uygunluk testleri

Gelistirilen yontemin sistem uygunlugunu gostermek amaci ile hesaplanan

parametreler ve kabul sinirlar1 Cizelge 5.9.’da verilmistir.

Cizelge 5.9. ZOF ve HCT 'nin KE yontemi ile sistem uygunluk verileri

N Rs As
ZOF HCT ZOF-TEL HCT-TEL ZOF HCT
Hesaplanan Deger 38769 25376 2,77 3,16 1,007 0,996
Kabul Sinir1 >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 sagladig1 gosterilmistir.
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5.2. YPSK Yontemi

Gelistirilen KE yontemini karsilastirmak amaci ile ZOF ve HCT ig¢in bir sivi
kromatografik yontem gelistirilmistir. Bu yontemde de deteksiyon DAD detektor
kullanilarak yapilmistir. Ayrim i¢in C8 kolon (3,0x150 mm, 3,5 um i.d.) kullanilmistir.
Kolon sicakligr tiim analizlerde 40°C’ta sabit tutulmustur. KE yonteminde IS olarak
kullanilan TEL bu yontemde de IS olarak secilmistir. YPSK yoOnteminin de
optimizasyonu ve validasyonu saglandiktan sonra gelistirilen yontem ZOF’un tek ve

HCT ile kombine preparatlarina uygulanmistir.

5.2.1. Optimizasyon

YPSK yonteminde ayrim i¢in oncelikle 3,0x150 mm boyutlarinda 3,5 pm partikiil
boyutuna sahip C18 kolon kullanilmistir. Bu kolon ile yapilan analizlerde bozuk pik
morfolojileri ve uzun analiz siireleri ile karsilasilmis ve sonug olarak maddelerin yeterli
ayrimlart saglanamamistir. Ayni1 boyutlarda fakat C18 kolona gore daha az apolar
Ozellikte olan C8 kolon ile ilk denemelerden sonug¢ alininca g¢alismada bu kolonun

kullanilmasina karar verilmistir.

YPSK yo6nteminde optimum kosullar1 belirlemek i¢in dalga boyu, hareketli faz

bilesimi ve akis hiz1 parametreleri incelenmistir.

5.2.1.1. Dalga boyu

KE yodnteminde oldugu gibi bu yontemde de DAD detektor kullanildigr i¢cin hem
etkin maddeler hem de IS icin farkli dalga boylarinda analizler gerceklestirilmistir.
Analizlerde gradient sistemle kullanilan A ve B hareketli fazlarinin akis hizi 1 mL/dk
akis hizinda sabit tutulmustur. Tiim maddeler i¢in en uygun pik alanlar1 ve morfolojileri
225 nm’de gozlenmistir. Sekil 5.10.°da 225 nm’de elde edilen bir kromatogram

verilmistir.
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Sekil 5.10. Maddelerin 225 nmdeki kromatogrami
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5.2.1.2. Hareketli faz bilegsimi

Yontemde hareketli faz olarak kullanilan A ve B (%1 fosforik asit igeren %10
asetonitril ve %1 fosforik asit iceren asetonitril) ¢ozeltilerinin oranlari analiz siiresince
degistirilerek hareketli fazdaki organik ¢oziicli oraninin ayrima katkisi arastirilmistir.
Analiz stiresince akis hiz1 1 mL/dk’da sabit tutulmugstur. Cizelge 4.1.’e gdre uygulanan

gradient programlar ile elde edilen kromatogramlar Sekil 5.11.’de sunulmustur.

[ ] TRIAZAE (ONRNFITET)
[ | TRAZAEH (NRBHTED)
[ | TRAZA (NRNHITEL) TEL
)
(3]
D HCT
Gradient 1 \
Gradient 2 I
m A |\
Gradient 3 \
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Sekil 5.11. Hareketli faz bilesimi incelemesi
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Yapilan analizler sonunda pik morfolojileri, alikonma zamanlar1 ve Rs degerleri

incelenmis ve hareketli faz bilesimi i¢in gradient 2 secilmistir.

5.2.1.3. Akis hizi

Belirlenen gradient programla kullanilan hareketli fazin uygun akis hizinin
belirlenmesi amaciyla ZOF ve HCT’nin farkli akis hizlarinda analizleri
gerceklestirilmistir. 1 mL/dk akis hizindan daha yiiksek akis hizlarindan artan basing
problemleri ile karsilagildigindan daha yiiksek akis hizlar1 denenmemistir. 1 mL/dk’dan
daha diisiik akis hizlarinda ise beklenildigi gibi pik taban genislikleri artmis ve analiz
stireleri uzamistir. Kullanilan akis hizinda herhangi bir sorunla karsilagilmadigi icin

calismada akis hiz1 1 mL/dk olarak kullanilmustir.

5.2.1.4. pH

Yontemde kullanilan hareketli fazin pH’1 pH 1,60 diizeyinde Olgiilmiistiir.
Incelenen parametreler sonucunda elde edilen kromatogramlarda yeterli Rs degeri,
uygun pik morfolojisi ve alikonma zamanlar1 gozlendigi i¢in hareketli fazin pH’1 ile

ilgili daha detayli bir inceleme yapilmamuistir.

Incelenen parametreler sonucunda YPSK ydntemi i¢in uygun ¢aligma kosullari;
deteksiyonun 225 nm dalga boyunda gergeklestirilmesi, hareketli faz olarak %1 HzPO4
iceren %10 asetonitril ve %1 HsPOs igeren asetonitril ¢dzeltilerinin  gradient
uygulanmasi ve hareketli fazin 1 mL/dk akis hizinda olmas1 seklinde belirlenmistir.
Sekil 5.12.’de optimum kosullarda analizi yapilan ZOF ve HCT’nin kromatogrami

gosterilmistir.
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Sekil 5.12. Optimum kosullar altinda analiz edilen ZOF, HCT ve TEL ’e ait kromatogram

Bu kosullar altinda HCT, TEL ve ZOF i¢in alikonma zamanlar1 sirasiyla
1,89+0,0007 dk, 6,53+0,0017 dk ve 9,05+0,0006 dk olarak gozlenmistir.

5.2.2. Validasyon

Optimizasyon kosullar1 belirlenen YPSK yonteminin gegerliliginin gdsterilmesi
amaciyla dogrusallik, kesinlik, dogruluk, se¢icilik, duyarlilik ve kararlilik parametreleri
incelenmistir. Yontemin sistem uygunlugunu gdstermek amaci ile ise N, Rs, As,

kapasite faktorii (k') ve segicilik faktorii (o) parametreleri hesaplanmistir

5.2.2.1. Dogrusallik

Yontemin dogrusallik calismasi igin ZOF ve HCT’nin sirasiyla 2,64x107°-
3,65x10° M ve 2,52x107°-3,48x10° M araliginda 15 farkli derisimi hazirlanarak YPSK
ile analizleri gerceklestirilmigtir. PNO kullanilarak yapilan hesaplamalar sonucunda
yontemin ZOF igin 2,64x10°-7,32x10°% M araliginda ve HCT i¢in 2,52x1075-6,97x107®
M dogrusal oldugu bulunmustur. Yontemde ZOF ve HCT igin sirasiyla ve y=285560x +
0,02 (r=0,9998) ve y=4575412x — 0,30 (r=0,9999) seklinde esitliklere sahip yiiksek
korelasyonlu dogrular elde edilmistir. Sekil 5.13. ve 5.14.’te yontemin dogrusal araligini

gosteren dogrular sunulmustur.
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Sekil 5.14. YPSK yonteminde HCT 'nin dogrusal oldugu araligin grafiksel goriiniimii

Yéntemin dogrusal oldugu aralig1 baz alarak 2,41x10® ve 3,40x107" M arasinda
degisen 7 farkli derisimde kalibrasyon setleri olusturulmustur. Bu derisimlerin giin ici
ve glinler arast yapilan analizleri sonucu elde edilen verilerin istatistiksel

degerlendirmeleri Cizelge 5.10. ve 5.11.’de sunulmustur.
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Cizelge 5.10. ZOF 'un YPSK yontemi ile kalibrasyon verileri

Giinler arasi

Tiim Giinler (n=21)

Giin I (n=7) Giin II (n=7) Giin I1I (n=7)
A 284253 279247 279546 281015
B 0,017 0,028 0,023 0,023
R 0,9994 0,9994 0,9994 0,9992

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

Cizelge 5.11. HCT nin YPSK yéntemi ile kalibrasyon verileri

Giinler aras1

Tiim Giinler (n=21)

Giin I (n=7) Giin II (n=7) Giin I1I (n=7)
A 4372732,14 4467143,93 4502929,74 4447601,94
B -0,075 -0,143 -0,176 -0,131
R 0,9991 0,9987 0,9995 0,9990

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

Kalibrasyon setlerinin analizi sonucunda kesim noktalar1 sifira yakin ve yiiksek

korelasyon katsayisina sahip dogrular elde edilmistir

5.2.2.2. Kesinlik

YPSK ydnteminin kesinliginin gosterilebilmesi amaci ile 6,61x107 M HCT ve

6,93x107 M ZOF’un 3 ardisik giinde 6’sar defa analizi gergeklestirilmistir. Cizelge

5.12. ve 5.13.’te analiz sonuglarina ait istatistiksel degerlendirmeler verilmistir.

Cizelge 5.12. ZOF 'un YPSK yéntemi ile kesinlik verileri

Giinler arasi

Tiim Giinler (n=18)

Giin I (n=6) Giin II (n=6) Giin I1I (n=6)
Ort 0,223 0,224 0,224 0,224
Ss 0,002 0,003 0,002 0,002
%BSS 1,18 1,64 0,99 1,24
GA (%95) +0,013 +0,018 +0,011 +0,020

Ort: Ortalama, Ss: Standart sapma, BSS: Bagil standart sapma, GA (%95): %95 olasilikla giiven aralig
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Cizelge 5.13. HCT nin YPSK yéntemi ile kesinlik verileri

Giinler arasi
Tiim Giinler (n=18)

Giin I (n=6) Giin II (n=6) Giin I1I (n=6)
Ort 2,782 2,773 2,791 2,782
Ss 0,017 0,023 0,022 0,021
%BSS 0,61 0,84 0,81 0,76
GA (%95) +0,084 +0,115 +0,112 +0,157

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

Glin i¢i ve gilinler aras1 olmak iizere yapilan istatistiksel degerlendirmelerde analiz
sonuglarinin %?2’nin altinda %BSS degerlerine sahip oldugu ve incelenen aralikta

yontemin tekrarlanabilir oldugu bulunmustur.

5.2.2.3. Dogruluk

Dogruluk calismalar1 i¢cin ZOF ve HCT’nin sirasiyla 2,05x10, 9,24x107 ve
5,20x107 M ve 1,95x10%, 8,81x107 ve 4,95x107 M derisim diizeyindeki ¢ozeltileri
hazirlanmistir. Bu ¢ozeltilerin giin igi ve giinler arasi olmak iizere 6’sar kez analizleri
gerceklestirilmistir. Elde edilen sonuglarin istatistiksel degerlendirmeleri Cizelge 5.14.

ve 5.15.te verilmistir.

Cizelge 5.14. ZOF 'un YPSK yontemi ile dogruluk verileri

Eklenen (M) 2,05%10® 9,24x1077 5,2x107
e Bulunan (Ort+Ss) 2,04x10%+4,36x10°  9,10x107+1,53x10%  5,15x107+5,55x10°
& %Geri Kazamm 99,46 98,38 98,91
50 %BH -0,53 -1,61 -1,08
B %BSS 0,21 1,68 1,07
Eklenen (M) 2,05x10 9,24x107 5,2x107
e Bulunan (Ort4Ss) 2,05x10%+1,30x10®  9,24x107+1,46x10®  5,14x107+5,79x107°
Ié« %Geri Kazanim 99,96 99,86 98,87
cgo %BH -0,03 -0,13 -1,12
—
B %BSS 0,63 1,58 1,51
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Cizelge 5.14. (Devam) ZOF 'un YPSK yontemi ile dogruluk verileri

Eklenen (M) 2,05%10 9,24x107 5,2x107
e Bulunan (Ort£Ss) 2,07x10£1,79x108  9,23x107+1,45x108  5,20x107+8,11x10
Ié’ %Geri Kazanim 100,83 99,80 99,88
E” %BH 0,83 -0,19 -0,11
= %BSS 0,86 1,57 1,56
_ Eklenen (M) 2,05%106 9,24x107 5,2x107
E Bulunan (Ort£Ss)  2,06x10+£1,72x108  9,19x107+1,54x108  5,16x107+7,24x10°
5 %Geri Kazanm 100,08 99,35 99,22
i %BH 0,08 -0,64 -0,77
E %BSS 0,83 1,67 1,40

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

Cizelge 5.15. HCT nin YPSK yontemi ile dogruluk verileri

Eklenen (M) 1,96x10° 8,28x107 4,96x107

e Bulunan (Ort+Ss) 1,89x10%+2,58x10®  8,64x107+2,38x10°  4,8+x107+3,44x107

Ié %Geri Kazanim 96,65 98,03 98,08

Eo %BH -3,34 -1,96 -1,91

- %BSS 1,36 0,27 0,70
Eklenen (M) 1,96x10°¢ 8,28x107 4,96x107

e Bulunan (Ort+Ss) 1,87x10%+1,58x108  8,64x107+2,38x10°  4,87x107+4,00x10°

%: % Geri Kazanim 95,62 98,04 98,25

% %BH 4,37 -1,95 -1,74

= %BSS 0,84 1,03 0,81
Eklenen (M) 1,96x10° 8,28x107 4,96x107

9 Bulunan (Ort£Ss)  1,90x10£1,29x108  8,.81x107+1,02x108  4,86x107+7,56x107°

S %Geri Kazamm 97,08 99,9 98,07

Eﬂ %BH -2,91 -0,09 -1,92

= %BSS 0,67 1,15 1,55

_ Eklenen (M) 1,96x10° 8,28x107 4,96x107

ﬁ Bulunan (Ort+Ss)  1,89x10+2,17x108  8,70x107+1,09x108  4,87x107+5,02x10°

E %Geri Kazamim 96,45 98,66 98,13

5) %BH -3,54 -1,33 -1,86

é %BSS 1,14 1,25 1,03

n: Deney sayisi, Ort: Ortalama, Ss: Standart sapma, BH: Bagil hata, BSS: Bagil standart sapma
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Yapilan istatistiksel degerlendirmelerde tiim giin i¢i ve giinler aras1 sonuglarda
%100 diizeyinde %geri kazanim degerleri ve %2’nin altinda %BSS degerleri elde
edilmistir. Gelistirilen bu yontemin de ¢alisilan aralikta incelenen maddeler i¢in iyi bir

kesinlik ve dogruluga sahip oldugu sonucuna varilmstir.

5.2.2.4. Secicilik

Miktar tayininin yapilacagi tabletlerin matriks ortamindan kaynakli herhangi bir
girisim yapan sinyal varligini aragtirmak i¢in yontemin optimum kosullarinda tablet
matriks ortami1 analiz edilmistir. Sekil 5.15.°te bu analizlerden birine ait bir

kromatogram sunulmustur.

e (ARG )

Sekil 5.15. YPSK yontemi ile tablet matriks ortamina ait kromatogram

Kromatogramdan da gorildiigii gibi tablet matriks ortaminda incelenen
maddelerin analizlerini etkileyecek herhangi bir girisim sinyali ile karsilagilmamistir.

Gelistirilen YPSK yonteminin de analitler i¢in segici oldugu gosterilmistir.

5.2.2.5. Duyarhilik

Yontemin duyarliliginin belirlenebilmesi i¢in kullanilan S/N oranlar1 ile ZOF ve

HCT igin LOD degerleri sirastyla 2,31x10®% M (10,37 ng/mL) ve 1,46x10° M (4,37
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ng/mL) olarak bulunmustur. LOQ degerleri ise ZOF ve HCT igin sirastyla 6,93x10% M
(31,11 ng/mL) ve 4,40x10® M (13,12 ng/mL) olarak hesaplanmistir.

5.2.2.6. Kararlilik

YPSK yonteminin kararlilik ¢alismasi i¢in ZOF ve HCT’nin -18°C’de karanlikta
1 ay bekletilmis ve +4°C’de karanlikta 24 saat bekletilmis ¢ozeltileri ile taze
hazirlanmis ZOF ve HCT cozeltileri analiz edilerek sonuglar karsilastirilmistir. Yapilan

istatistiksel degerlendirmeler Cizelge 5.16. ve 5.17.’de sunulmustur.

Cizelge 5.16. ZOF'un YPSK yontemi ile kararlilik verileri

Taze cozelti 24 saat 1ay
Ort (n=3) 0,322 0,325 0,321
Ss 0,0006 0,0044 0,0025
%BSS 0,21 1,35 0,79
%Geri kazanim 99,46 100,28 99,25

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

Cizelge 5.17. HCT nin YPSK yontemi ile kararlilik verileri

Taze ¢ozelti 24 saat lay
Ort (n=3) 5,118 5,101 5,047
Ss 0,080 0,008 0,078
%BSS 1,57 0,15 1,55
%Geri kazanim 100,42 100,10 99,05

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

Yapilan analizlerde KE yontemi ile uyumlu sonuglar elde edilmis ve ZOF ile

HCT’nin kisa donemde ve uzun dénemde kararli oldugu anlagilmistir.

5.2.2.7. Sistem uygunluk testleri

Gelistirilen YPSK yo6nteminin sistem uygunlugunu gostermek amaci ile incelenen
maddeler i¢in N, Rs, As, k' ve a parametreleri hesaplanmistir. Cizelge 5.18. ve 5.19.’da

sirastyla ZOF ve HCT i¢in hesaplanan parametreler ve kabul sinirlari verilmistir.
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Cizelge 5.18. ZOF'un YPSK yéntemi ile sistem uygunluk verileri

N Rs As K' o
Hesaplanan Deger 34946 5,03 0,991 17,10 1,41
Kabul Sinir1 >2000 >1,5 0,95<As<1,2 1-5 >1

N: Tabaka sayisi, Rs: Ayrim giicli, As: Asimetri faktorii, k': Kapasite faktorii, a: Segicilik faktorii

Cizelge 5.19. HCT nin YPSK yontemi ile sistem uygunluk verileri

N Rs As k' o
Hesaplanan Deger 3107 10,92 0,956 2,77 4,34
Kabul Sinir1 >2000 >1,5 0,95<As<1,2 1-5 >1

N: Tabaka sayisi, Rs: Ayrim giicii, As: Asimetri faktorii, k': Kapasite faktort, a: Secicilik faktorii

Yapilan hesaplamalar sonucunda tiim sistem uygunluk parametrelerinin gerekli
kriterleri sagladigi bulunmus ve bu sekilde gelistirilen yontemin sistem uygunlugu

gosterilmistir.

5.3. Yontemlerin Uygulanmasi

Gelistirilen ve valide edilen yontemlerin uygulamasi ZOF’un piyasadaki
farmasdtik preparatlarinda gosterilmistir. Bu amacla yerel eczaneden satin alinan ve 30
mg ZOF igerdigi bildirilen Zoprotec® tablet ve 30 mg/12,5 mg ZOF/HCT igerdigi
bildirilen Zoprotec Plus® tablet kullanilmustir.

Her iki yontemde de ZOF ve HCT nin kalibrasyon araligina denk gelecek sekilde
3 farkli derisimde tablet c¢ozeltileri hazirlanmis ve her derisimin 3’er analizi
gerceklestirilmistir. Kullanilan son derisimler ZOF i¢in 1,67x10° M, 1,17x10° M ve
5,85x10” M ve HCT igin 1,05x10° M, 7,35x10” M ve 3,67x10" M’dur.

KE yontemi ile ZOF’un tek ve kombine tabletlerinin analizleri sonucunda elde

edilen elektroferogramlar sirasiyla Sekil 5.16. ve 5.17.”de verilmistir.
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Sekil 5.16. ZOF tablet analizine ait elektroferogram

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
0 1 2 3 4 5 n

Sekil 5.17. ZOF ve HCT igeren tablet analizine ait elektroferogram

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

5.20. ve 5.21.’de sunulmustur.
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Cizelge 5.20. ZOF tabletlerinin KE yontemi ile miktar tayininin istatistiksel degerlendirilmesi

Ort Bulunan (n=3) 1,68x10° M
1,67x10° > 131
%BSS 1,30
%Geri Kazanim 100,34
3 Ort Bulunan (n=3) 1,17x10° M
E 1,17x10° > 1.03
E %BSS 1,03
a %Geri Kazanim 100,40
Ort Bulunan (n=3) 5,84x107 M
5,85x107 > 1.40
%BSS 1,41
%Geri Kazanim 99,91

Ort: Ortalama, n: Deney sayisi, Ss: Standart sapma, % BSS:

% Bagil standart sapma

Cizelge 5.21. ZOF ve HCT tabletlerinin KE yontemi ile miktar tayininin istatistiksel degerlendirilmesi

Ort Bulunan (n=3) 1,70x10° M
1,67x10° > 1.02
%BSS 1,00
. %Geri Kazamim 101,78
S Ort Bulunan (n=3) 1,16x10° M
3 1,17x10° >s taz
g %BSS 1,44
’g %Geri Kazamim 98,92
R Ort. Bulunan (n=3) 5,98x107 M
5,85%107 Ss 1,24
%BSS 1,21
%Geri Kazamim 102,30
Ort Bulunan (n=3) 1,07x10° M
1,05x10° 58 129
%BSS 1,27
» %Geri Kazanim 102,00
‘m) Ort Bulunan (n=3) 7,43x107 M
g 7,35x107 > 152
= %BSS 1,50
£ %Geri Kazanim 101,13
D
_ Ort Bulunan (n=3) 3,67x107 M
3,67x107 58 062
%BSS 0,62
%Geri Kazanim 99,78

Ort: Ortalama, n: Deney sayisi, Ss: Standart sapma, % BSS:
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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 ZOF’ un tabletlerinden miktar tayini i¢in kullanilabilecegi gosterilmistir.

YPSK yonteminde de her iki tablet i¢in 3 farkli derisim diizeyinde hazirlanan
cozeltiler 3’er tekrarli sekilde analiz edilmistir. Sekil 5.18. ve 5.19.’da bu analize ait

kromatogramlar verilmistir.

Sekil 5. 19. ZOF ve HCT igeren tablet analizine ait kromatogramlar
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YPSK yontemi ile yapilan tablet analizlerinde standart maddeler ile ayn1 pik
karakteristiklerine sahip pikler elde edilmis ve gelistirilen yontemin ZOF ve HCT’ nin
tabletlerinden miktar tayini i¢in uygulanabilecegi gosterilmistir. YPSK yontemi ile
yapilan tablet analizlerine ait istatistiksel degerlendirmeler Cizelge 5.22. ve 5.23.’te

sunulmustur.

Cizelge 5.22. ZOF tabletlerinin YPSK yontemi ile miktar tayininin istatistiksel degerlendirilmesi

Ort Bulunan (n=3) 1,71x10° M
Ss 0,79
1,67x10°
%BSS 0,77
%Geri Kazamim 102,35
- Ort Bulunan (n=3) 1,18x10° M
% Ss 1,23
E 1,17x10
z %BSS 1,21
D
= %Geri Kazanim 101,57
Ort Bulunan (n=3) 5,81x107 M
Ss 0,76
5,85x107
%BSS 0,76
%Geri Kazamim 99,44

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

Cizelge 5.23. ZOF ve HCT tabletlerinin YPSK yontemi ile miktar tayininin istatistiksel degerlendirilmesi

Ort Bulunan (n=3) 1,69x10° M
Ss 0,73
1,67x10°°
%BSS 0,72
%Geri Kazamim 101,30
é Ort Bulunan (n=3) 1,17x10° M
N
g 1,17x10¢ 58 044
£ %BSS 0,43
'g %Geri Kazanim 100,34
a
Ort Bulunan (n=3) 5,73x107 M
Ss 0,85
5,85x1077
%BSS 0,87
%Geri Kazanim 98,03
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Cizelge 5.23. (Devam) ZOF ve HCT tabletlerinin YPSK yontemi ile miktar tayininin istatistiksel

degerlendirilmesi

Ort Bulunan (n=3) 1,04x10° M
Ss 0,91
1,05x10°
%BSS 0,92
%Geri Kazanmim 99,556
c; Ort Bulunan (n=3) 7,47x107 M
= 1,28
g 7,35x107 >
g %BSS 1,25
g %Geri Kazanim 101,64
=
Ort Bulunan (n=3) 3,77x107" M
Ss 1,67
3,67x10°7
%BSS 1,63
%Geri Kazamim 102,58

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

Bu yontemde de elde edilen %geri kazanim degerleri yaklasik %100 diizeyinde
bulunmus ve gelistirilen yontemin ZOF’un tabletlerinden tayini i¢in uygulanabilir

oldugu gosterilmistir.

5.4. Yontemlerin Karsilastirilmasi

Gelistirilen ve valide edilen KE ve YPSK yontemlerinin ortalama ve kesinlikleri
arasindaki farkin istatistiksel olarak 6nemini belirleyebilmek amaci ile t ve F testleri

kullanilmistir.

Yontemlerin ortalamalarinin t testi ile karsilagtirilabilmesi i¢in ydntemlerin
uygulandig1r farmasétik preparatlarin (ZOF ve HCT igeren tabletler) analizlerinden
hesaplanan %geri kazanim degerleri kullanilmistir.

Yontemlerin kesinliklerinin karsilastirilabilmesi i¢in ise yontemlerin hem ZOF
hem de HCT ig¢in yapilan kesinlik deneylerinde hesaplanan standart sapma degerleri

kullanilmistir.

Yontemler i¢in hesaplanan degerler ve tablodan bulunan degerler Cizelge 5.24.’te

sunulmustur.
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Cizelge 5.24. Yontemlerin karsilastirilmasi

tiablo (SD = N1+n2-2 = 16) 1,746
thesap (ZOF) 1,343
thesap (HCT) 0,388
Frablo (SD = n-1=17) 2,271
Fhesap (ZOF) 2,053
Fhesap (HCT) 1,963

SD: Serbestlik derecesi, n: Deney sayisi

Cizelge 5.24.’ten de goriildiigii gibi hem ZOF hem de HCT icin hesaplanan t
degerleri, tablodan bulunan t degerinden kiiciiktiir. Boylelikle %95 giiven diizeyinde
gelistirilen yontemlerin ortalamalar1 arasindaki farkin istatistiksel agidan Onemsiz
oldugu soOylenebilir. Yontemlerin kesinliklerini karsilastirmak i¢in hesaplanan F
degerleri de tablodan bulunan F degerinden kiigiiktiir. %95 giiven diizeyinde gelistirilen

yontemlerin kesinlikleri arasinda istatistiksel olarak fark 6nemsizdir.

54



6. SONUC, TARTISMA ve ONERILER

Bu caligmada, ZOF un farmasétik preparatlarindan miktar tayini igin basit, hizli
ve duyarli bir KE yontemi gelistirilmistir. Bu yontemi karsilastirmak amaci ile bir
YPSK yontemi ile gelistirilmistir. Her iki yontemin de validasyonu ve tabletlerden
tayine uygulanabilirligi gosterilmis ve elde edilen sonuglar istatistiksel olarak
degerlendirilmistir.

KE yonteminde deteksiyon 220 nm’de DAD ile saglanmistir. Ayrim 40 cm efektif
(48,5 cm toplam) uzunluga ve 75 um i¢ ¢apa sahip balon hiicreli kapiler ile
gerceklestirilmistir. Yapilan optimizasyon caligmalar1 sonucunda ZOF ve HCT %15
metanol iceren 10 mM borat tamponu (pH 9,00) ve 25 kV potansiyel altinda analiz
edilmistir. Yontemde bu kosullara uygun IS olarak TEL se¢ilmistir. Bu kosullar altinda
goc zamanlart HCT, TEL ve ZOF i¢in sirastyla 3,38+0,05 dk, 4,25+0,12 dk ve
4,67+0,13 dk olarak gozlenmistir.

YPSK yonteminde ise deteksiyon 225 nm’de DAD ile gerceklestirilmistir. Ayrim
3,0x150 mm boyutlarinda ve 3,5 pum partikiil boyutuna sahip C8 kolon ile
gerceklestirilmistir. Hareketli faz olarak %1 H3POjs iceren %10 asetonitril ve %1 H3POa4
iceren asetonitril c¢ozeltileri Cizelge 4.1.°de belirtilen gradient 2 programi ile
kullanilmistir. Hareketli fazin akis hizi 1 mL/dk olarak belirlenmistir. Bu kosullar
altinda HCT, TEL ve ZOF icin alikonma zamanlar1 sirasiyla 1,89+0,0007 dk,
6,53+0,0017 dk ve 9,05+0,0006 dk olarak gozlenmistir.

Her iki yontemin de validasyonu Uluslararast Uyum Konferansi (ICH) tarafindan
belirlenen kriterler dogrultusunda dogrusallik, kesinlik, dogruluk, secicilik, duyarlilik ve
kararlilik parametreleri ile incelenmistir. Daha sonra her iki yontem i¢in sistem
uygunluk parametreleri hesaplanmistir.

Yapilan validasyon caligmalarinda ZOF ve HCT’nin incelenen uzun dénemde
dahi kararli olduklari bulunmustur. Yontemlerin ZOF ve HCT igin dogrusal olduklari
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 rastlanmamistir. Ayrica tablet matrikslerinin analizleri her iki
yontemle de yapilmis ve matriks ortamlarinin ZOF ve HCT analizlerini etkilemedigi

gosterilmistir.
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KE yonteminde kullanilan balon hiicreli kapiler sayesinde duyarlilik arttirilmis ve
LOD degeri ZOF ve HCT igin sirastyla 2,76x10% M (12,38 ng/mL) ve 2,10x10®° M
(6,26 ng/mL) olarak bulunmustur. Yontemdeki LOQ degerleri ise ZOF ve HCT igin
sirasiyla 8,28x10® (37,15 ng/mL) ve 6,31x10° M (18,80 ng/mL) olarak hesaplanmustir.
YPSK yénteminde ise ZOF ve HCT icin LOD degerleri sirastyla 2,31x10% M (10,37
ng/mL) ve 1,46x10®° M (4,37 ng/mL) olarak bulunmustur. LOQ degerleri ise ZOF ve
HCT igin sirastyla 6,93x10% M (31,11 ng/mL) ve 4,40x10° M (13,12 ng/mL) olarak
hesaplanmistir. Daha sonra gelistirilen yontemlerin sistem uygunlugunu gostermek
amaci ile N, Rs, As gibi ¢esitli parametreler hesaplanmis ve kabul edilen sinirlar

igerisinde olduklar1 gosterilmistir.

Gelistirilen ve wvalide edilen yontemlerin uygulamasi ZOF’un piyasadaki
farmasdtik preparatlarinda gosterilmistir. Bu amacla yerel eczaneden satin alinan ve 30
mg ZOF igerdigi bildirilen Zoprotec® tablet ve 30 mg/12,5 mg ZOF/HCT igerdigi
bildirilen Zoprotec Plus® tablet kullanilmustir. Her iki yontemde de 3 farkli derisim
diizeyi ile calisilmig ve hesaplanan % geri kazanim degerleri %100 diizeyinde

bulunmustur.

ZOF ve HCT’nin miktar tayini i¢in gelistirilen yontemlerin dogruluklar1 ve
kesinlikleri t ve F testleri ile karsilastirilmis ve aralarindaki farkin istatistiksel olarak
onemsiz oldugu bulunmustur.

ZOF’un miktar tayinine yonelik yapilan ¢aligmalar incelendiginde literatiirde KE
yontemi ile tek ¢alisma (Fayed, vd., 2018, s.461) bulundugu goriilmiistiir. Calismada
HCT’nin iki ana kirliligi, HCT ve ZOF’un farmasoétik preparatlardan es zamanl tayini
gerceklestirilmis ve yontem valide edilmistir. Calismada kullanilan analiz kosullar1 ve
sonuglar1 bu tez kapsaminda gelistirilen yOnteme benzerlikler gostermektedir.
Arastirmacilar karsilastirma yontemi olarak literatiirdeki bir YPSK yontemini
kullanirken bu tez ¢alismasinda yeni bir yontem gelistirilmistir. Burada gelistirilen KE
yonteminin literatiirdeki bu KE yontemine en oOnemli {stlinliigli duyarliligidir.
Literatiirde LOQ degeri ZOF i¢in 7,15 pg/mL olarak bildirilmisken bu caligmada
hesaplanan LOQ degeri 37,15 ng/mL’dir.

Gelistirilen KE yonteminin duyarlilign literatiirdeki diger ¢alismalarla
karsilagtirildiginda spektrofotometrik (Carlucci, Di Federico ve luliani, 2009, s.2609;
Kurbanoglu, Gumustas ve Ozkan, 2014, s.935; Stolarczyk, vd., 2015, s.66; Sharcea, vd.,
2012, s.562) ve sivi kromatografik (Carlucci, Di Federico ve Iuliani, 2010, s.1717;
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Devika, Sudhakar ve Venkateshwara, 2012, s.999; Kurbanoglu, Gumustas ve Ozkan,
2013, s.198; Saglik Aslan, 2011, s.259; Bouaissi ve Hamida, 2015, s.271) tiim
yontemlerden daha diisiik duyarlilia sahip oldugu gorilmiistiir. Literatiir
arastirmasinda burada onerilen KE yonteminden daha duyarli olan yontemlerin ya LC-
MS/MS (Dal Bo, Mazzucchelli ve Marzo, 2000, s.287; Ramesh, Nageswara ve
Nageswara, 2014, s.209; Tian, vd., 2014, s.253; Jiand, vd., 2011, s.527; Kwok, vd.,
2016, s.41; Kwok, vd., 2017, s.89) ya da elektrokimyasal yontemler (Tasdemir, Ece ve
Kilig, 2012, 5.339) oldugu goriilmiistiir.

Gelistirilen YPSK yonteminin duyarliligi literatiir ile karsilastirildiginda
spektrofotometrik ve sivi kromatografik tiim yontemlerden daha diisiik duyarliliga sahip
oldugu fakat LC-MS/MS ve elektrokimyasal yontemlerle yapilan g¢aligsmalarin bu
calismadan daha diisiik duyarliliga sahip olduklar1 goriilmiistiir.

Onerilen KE yontemi ZOF’un analiz siiresi agisindan, literatiirdeki pek ¢ok
calismadan (Carlucci, Di Federico ve Iuliani, 2010, s.1717; Devika, Sudhakar ve
Venkateshwara, 2012, s.999; Kurbanoglu, Gumustas ve Ozkan, 2013, s.198; Saglik
Aslan, 2011, s.259) daha hizli bir yontemdir. Gelistirilen YPSK yonteminin ise ZOF un
analizi acisindan literatiirdeki baz1 kromatografik yontemlere (Carlucci, Di Federico ve
[uliani, 2010, s.1717; Saglik Aslan, 2011, s.259) gore daha hizli oldugu goriilmiistiir.

Burada gelistirilen yontemlerde kullanilmis olan IS ile ¢alismanin gilivenilirligi
arttirllmis ve olast bazi hatalarin Oniine gecilmistir. Bu acidan literatiirde IS
kullanilmamis olan g¢alismalara (Devika, Sudhakar ve Venkateshwara, 2012, s.999;
Saglik Aslan, 2011, s.259; Bouaissi ve Hamida, 2015, s.271) gore daha giivenilir
yontemler gelistirilmistir. Ayrica yontemlerin her ikisi de gilinlimiizde gecerli
kilavuzlarin gerektirdigi sekilde valide edilmistir. Yontemlerin uygulanmasi gorece
daha az karmasik olan farmasotik preparatlarda yapildigr igin tabletlerin ¢ozeltilerinin
hazirlanmas1 asamasinda santrifiij ve filtrasyondan bagka bir asamaya gerek
duyulmamustir.

Bu tez calismasi ile gelistirilen her iki yontem de basit, ucuz, duyarli ve hizl
olmalar1 nedeni ile ZOF’ un hem tek basina hem de HCT ile birlikte es zamanli tayinleri
icin Onerilmektedir. Ayrica burada Onerilen yontemlerin ZOF ve HCT’nin gesitli

biyolojik sivilardan tayini i¢in de bir temel olusturabilecegi diistiniilmektedir.
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