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ONSOZ

Tez calismasinda, rutin’in fitonutrient tabletlerinde miktar tayini i¢in kapiler elektroforez
yontemi ile c¢alisildi. UV-spektrofotometri ve yliksek performansli sivi kromatografisi
yontemleriyle de karsilastirilma yapildi ve yontemler arasindaki farkin istatiksel olarak
onemsiz oldugunu bulundu. Ayrica kapiler elektroforezde kiigiik hacimlerle calisildi ve
bdylece numune sarfiyati azaldi. Kapiler kolonlar diger yontemlerdeki materyallere gore daha
dayanikli ve ucuz oldugundan kolonun tikanmasi vb sorunlarla karsilasma olasiligi diger
yontemlere gore daha azdir. Calisma boyunca kolonda tikanma vb bir sorunla karsilasilmadi.
Ayrica kapilerin uzunlugu ayarlanarak analiz siiresinin kisaltilmasi s6z konusu oldu.

Sonugta kapiler elektroforez yontemi basit, dogru, kesin, hizli ve ucuz bir yontemdir ve
tabletlerdeki rutin igerigi tayini i¢in onerilebilir.
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RUTIN’IN KAPILER ELEKTROFOREZ YONTEMI iLE FITONUTRIENT
TABLETLERINDE MIiKTAR TAYIiNi

OZET

Bu calismada, rutin’in fitonutrient tabletlerinde miktar tayini i¢in kapiler elektroforez yontemi
tarif edilmektedir. Calisma tamponu olarak, 50 mM borat tamponu (pH 9.3) cozeltisi
kullanilmistir. Rutin yanitlari, diyot dizisi detektor kullanilarak 265 nm’de kaydedilmistir ve
enoksazin i¢ standart olarak kullanilmistir. Yontemin kesinligi ve dogrusalligi, dogrusal
aralig1, saptama ve tayin smir1 gosterilmistir. Sinyal/giirtiltii oran1 3.3 kriterine gore yontemin
saptama sinir1 olarak 4.33x10° M ve sinyal/giiriiltii orani 10 kriterine gére tayin smir1 olarak
1.31x10° M degerleri hesaplanmustir. Kapiler elektroforez ydnteminin rutin igeren ticari
preparatlara uygulanmasi ile elde edilen sonuglar, standart yontemler olan UV-
spektrofotometri ve yiiksek performansli sivi kromatografisi yontemlerinin sonuglart ile
karsilastirilmistir.  Yontemler arasindaki farkin istatistiksel olarak Onemli olmadigi
bulunmustur. Bu ¢aligmada Onerilen kapiler elektroforez yonteminin kesin, dogru, duyarli ve
ucuz bir yontem oldugu sdylenebilir.

Anahtar Kelimeler : rutin, kapiler elektroforez, tablet
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DETERMINATION OF RUTIN IN PHYTONUTRIENT TABLETS BY CAPILLARY
ELECTROPHORESIS

ABSTRACT

A capillary electrophoretic method is described for the determination of rutin in the
phytonutrient tablets in this study. It was used 50 mM borate buffer (pH 9.3) as run buffer
solution. Rutin responses were detected at 265 nm using diode array detector and enoxacin
was internal standard. The precision, accuracy, linearity of the method were shown. The
detection limit and determination limit of the method (signal / noise 3.3 and 10) were 4.33x10°
®M and 1.31x10”° M, respectively. The results obtained with the application of the method to
the commercial tablets were compared with those of UV spectrophotometry and high
performance liquid chromatography as considered standard methods. It was found that the
difference of the standard methods from capillary electrophoresis was not statistically
significant. It can be concluded that capillary electrophoretic method proposed with this study
is a precise, accurate, sensitive and cheap method.

Key Words : rutin, capillary electrophoresis, tablet
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GIRIS ve AMAC

Flavonol glikozitleri ve bunlarin aglikonlar1 genel olarak flavonoidler olarak isimlendirilir.
Dogada bir ¢ok farkli flavonoide rastlanir. Rutin bu ailenin 6nemli bir iiyesidir ve yiiksek
bitkilerde yaygin olarak bulunur. Rutin fizyolojik olarak kan damarlar1 lizerinde etkili bir
maddedir ve kapiler damarlar iizerinde koruyucu etki gosterdigi bilinmektedir. Ayrica, serbest
oksijen radikallerini siiplirerek antioksidan aktivite gosterir. Glinlimiizde rutin igeren
farmasoétik preparatlar tedavide kullanilmaktadir.

Rutin’in farmasoétik preparatlardaki tayini i¢in yiiksek performansli sivi kromatografisi teknigi
ile yapilmis olan baz1 ¢alismalar bulunmaktadir (Kuntic ve ark., 2007, Abdallah ve ark.,
1993). Bu caligmalarin disinda farmasotik preparatlarda ve bitkilerdeki rutin igeriginin
tayinine yonelik cesitli analitik yontemlerin kullanildigr bir ¢ok arastirma yaymlanmistir.
Kullanilan analitik yontemler spektroskopik (Hassan ve ark., 1999; Malasev ve ark, 1993;
Kuntic ve ark., 1998a ve 1998b) ve kromatografik yontemlere (Cartoni ve ark., 1991; Pietta
ve ark., 1990; Pietta ve ark., 1993; Treutter, 1988; Villeneuve ve ark., 1982; Toker ve ark.,
1998; Weber, 1988; Lunte, 1987) dayanmaktadir. Son zamanlarda kapiler elektroforezin
cesitli tarzlar1 ve gesitli dedektorlerin kullanildigi farkli g¢aligmalara rastlamak miimkiindiir
(Bjergegaard ve ark, 1993; Pietta ve ark, 1991; Pietta ve ark, 1993; Pietta ve ark., 1994,
Dogrukol-Ak ve ark., 2001; Jiang ve ark., 2004; Xu ve ark., 2006; Wang ve ark., 2003; Li ve
ark., 2005.).

Bu caligmada, kapiler elektroforez yontemini kullanilarak fitonutrient preparatlarda rutin
iceriginin tayini i¢in hizli ve kolay bir yontem gelistirilmesi ve gecerliliginin gosterilmesi
amaclanmistir. Kapiler elektroforez yonteminin gecerliliginin gosterilmesi amaciyla, kesinlik
ve dogruluk, dogrusal aralik, tayin ve saptama sinir1 gibi gegerlik parametreleri incelenmistir.
Onerilen yontemin ticari olarak bulunan fitonutrient preparattaki rutin igerigi ile ilgili
dogrulugunun gosterilmesi ic¢in yiiksek performansli sivi kromatografisi ve UV-
spektrofotometri  yontemleri ile karsilastinllmis ve sonuglar istatistiksel olarak
degerlendirilmistir.



KAYNAK BIiLGIiSi

Rutinin Kimyasal ve Fiziksel Ozellikleri

Rutin  kimyasal olarak [2-(3,4-dihydroxyphenyl)-3,5,7-trihydroxy-4-oxo-chromen-3-yl-
rutinoside] ya da [3,3°,4°,5,7-pentahydroflavon-3-rhamnoglukoside] olarak adlandirilir.
Kapali kimyasal formiilii C27H3001¢ dir. Ag¢ik kimyasal formiilii Sekil 1°de verilmistir.

OH OH

OH

Sekil 1. Rutin’in Kimyasal Yapisi

Molekiil agirligi 610.52°dir. Agik sar1 renkli igne sekilli kristal goriiniimiindedir. 214-215 °C
de dekompoze olarak erir. 1 g rutin 8 L suda, 200 mL kaynar suda ve 7 mL kaynar metanolde
¢Oziiniir. Piridin, alkali ¢ozeltiler ve formamit i¢inde ¢Oziiniir; alkol, aseton ve etilasetat i¢inde
az ¢Ozlniir ve kloroform, karbon siilfiir, eter ve benzende pratik olarak ¢oziinmez. (Merck,

1989)
Rutin’in metanol igerisinde hazirlanmis ¢ozeltisi 3 hafta dayaniklidir (Fang ve ark., 2007).

Rutin bir flavonol olan quercetin ve bir disakkarit olan rutinoz (ramnoz ve glukoz) dan
meydana gelmistir ve flavonol tipi bir glikozittir.

Rutinin Farmakolojik Ozellikleri

Son on yil icinde polifenolik bilesikler antitimor, antioksidan ve koroner kalp
hastaliklarindaki tibbi 6nemlerinden dolay1 artan bir ilgi kazanmistir. Polifenolik bilesikler
flavonoitler ve nonflavonoitler olmak {izere ikiye ayrilir. Flavonoitler 4000’den fazla sayidaki
ikincil bitki metabolitlerinin bliylik bir ailesini olusturur ve flavonoller, flavonlar,
antosiyaninler, katesinler ve flavononlar olmak {izere baslica bes alt sinifa ayrilabilirler (Fang
ve ark., 2007).

Rutin, flavonol grubundan, quercetin-3 rutinoside yapisina sahip olan bir glikozittir. Viicuda
alindiktan sonra mikroflorada kersetin yapisina hidroliz edilerek adsorbe oldugu
bildirilmektedir. Giiniimiize kadar, rutin tedavi edici tipta klinik olarak kullanilmistir ve rutin
ile quercetinin diinya ¢apinda yaklasik 130 kayitl preparat1 vardir.



Serbest oksijen radikal siipiiriicii aktivitesi, DNA hasarina kars1 koruyucu etkisi, antitiimor,
antibakteriyel ve antiinflamatuvar 6zellikleri ve human platelet agregasyonunun inhibisyonu
gibi etkileri bilinmektedir (Lin ve ark., 2006).

Antioksidanlarin etkisi, serbest radikal siipiiriicii ve zincir kirici mekanizmalarla ortaya
¢ikmaktadir. Oksijen, metabolizasyonu sirasinda ¢ok daha reaktif olan superoksit, hidrojen
peroksit, tekli (singlet) oksijen ve hidroksil radikallerine gevrilerek aktif oksijen tiirlerine
doniigiir. Antioksidanlar hidrojen atomu vericisi olarak etki gostererek zincir olusturan
radikalleri daha az reaktif tiirler haline getirirler. Bu sekilde olusan antioksidan radikali
oksijen radikali ile aromatik halka {izerindeki ¢iftlesmemis elektronun yer degistirmesi ile
stabilize olur (Baser, 2004).

Flavonoitlerin oksidatif DNA hasarin1 6nlemedeki etkilerinin serbest radikallerin siipiiriilmesi
etkisinin disindaki mekanizmalarla olabilecegi yonilindeki c¢aligmalar bulunmaktadir.
Flavonoitlerin glutatyon-S-transferaz aktivitesini artirdig1 ve oksidatif stresi azaltti1 ve artan
GST aktivitesinin mutajenik potansiyeli bulunan ksenobiyotiklerin detoksifikasyonunu
artirdigr bildirilmektedir (Coskun, 2005). Ayrica bu derlemede, flavonoitlerin antitiimor,
antibakteriyel ve antiinflamatuvar etki mekanizmalar1 ile ilgili g¢esitli yaklagimlar
bulunmaktadir.

Son yillarda farmakognozi ve gida biliminde bas dondiiriicii gelismeler ve yapilan buluslar
gida iirlinlerine, viicudumuz i¢in yararl bazi dogal maddelerin, ekstrelerin veya kimyasallarin
katilmasiyla veya bazi maddelerin bazi dozaj formlarinda alinmasiyla bu eksikliklerin
giderilmesi ve eksiklikten kaynaklanan rahatsizliklarin 6nlenmesi fikrini dogurmustur. Gida
biitlinleyiciler (besin destekleri yada dietary supplement) adi altinda biiylik bir pazarin
dogmasiyla vitamin, mineral ve bitkisel droglarin pazarlanmasi glindeme gelmistir. Gida
biitlinleyici terimi 1994 yilinda ABD’de yasal olarak tanimlanmistir ve iiretimi i¢in Gida ve
flag Dairesi’nden (FDA) izin almak gerekmez. Bu tarihten sonraki gelismelere bagl olarak
nutrasotik ya da fitonutrient terimi, hastaliklarin tedavisinde ya da onlenmesinde sagliga
yarar1 bilimsel olarak kanitlanmis toksik olmayan herhangi bir gida ekstresi destegi olarak
tanimlanmustir. Nutrasotik iirtinler i¢in igerik bildirilmesi zorunludur (Baser, 2004).

Rutin tablet 500 mg etken madde igeren bir formulasyon ile gida biitiinleyicilerin fitonutrient
grubu icinde pazarlanmakta ve yerel eczanelerde satilmaktadir. Bitkilerle tedavide etkin
madde iceriginin dnemi ag¢ik oldugu i¢in rutinin ilag¢ ya da bitkilerdeki tayini 6nem tagir.

Rutin Tayini ile lgili Caliymalar
Son yillarda rutin tayinine yonelik caligsmalar asagida yer alan sekilde derlenmistir.

Kuntic ve arkadaslar1 (2007), rutinin oral dozaj formlarindaki kantitatif tayini i¢in hizli ve
duyarl bir izokratik ters faz yliksek performanslt sivi kromotografisi yontemi gelistirmisler ve
gecerliligini géstermiglerdir. Cg ters faz analitik kolonda pH 2.8’e ayarlanmis metanol-su 1:1
(h/h) hareketli faz sisteminde 1.0 mL.dk' akis hizinda ve 40 °C sicaklikta ayirmayi
saglamuslardir. Dogrusal aralik 8.0-120.0 pg.mL"', saptama sinir1 2.6 pg.mL™, tayin smur1 ise
8.0 ug.mL™' olarak bildirilmektedir. Giini¢i ve giinlerarasi kesinlik kabul edilebilir
sinirlardadir. Robustness testi, hareketli faz bilesimi ve pH’nin ayirma {izerine baslica etkiye
sahip oldugunu gostermistir. Onerilen yontemin, farmasotik preparatlarda eksipientler
varliginda rutinin dogrudan tayinine izin vermekle birlikte, rutin ile yapisal ya da kimyasal
iligkili bilesikleri iceren preparatlar i¢cin uygun olmadigi bildirilmektedir.

Rizzo ve arkadaslar1 (2006), 23 Saccharomyces cerevisiae strain’in (bira mayasi) hiicre
duvarina absorbe edilmis olan cesitli fenolik maddelerin tayini i¢in analitik yiiksek
performansli sivi kromotografisi yontemi gelistirmislerdir. Fenolik madde grubundan
monomerik antosiyan olarak katesin, flavonol olarak rutin ve fenolik asit olarak gallik asit ile



calisilmistir. S6z konusu fenolik maddelerin mikrobiyal biyokiitle saflagtirilmasi, sivi sivi
ekstraksiyon yontemi ile yapilmis ve bu iglemlerin ardindan katesin, rutin ve gallik asidin UV
dedektor ile saptandigi bir ters faz kromotografik ayirma uygulanmistir. Yontem, gallik asit
igin 0.12-0.96 pg.mL™', katesin igin 0.25-20.0 pg.mL™" ve rutin i¢in 0.02-0.2 ug.mL"" derisim
araliginda dogrusal bulunmustur. Geri kazanim gallik asit ve rutin i¢in % 85 den, katesin i¢in
% 94 den biiyiiktiir. Gallik asit, katesin ve rutin i¢in saptama smir1 0.015, 0.025 ve 0.029
ug.mg biyokiitle olarak tayin edilmistir. Bu yontem, gesitli fenolik maddelerin tayini ve bira
mayasina adsorbsiyon profilini degerlendirmek i¢in 6nerilmektedir.

Hassan ve arkadaslar1 (1999) rutin, kersetin ve askorbik asit iceren tablet ya da yumusak
kapsiiller gibi farmasotik materyallerde UV spektrofotometrik yontemin kullanildig bir analiz
6nermektedirler. Yontem, Kalman Filter kalibrasyonuna dayanmaktadir ve 2.0-10.0 pg.mL™"
derisim aralifinda, 2 ya da 3 bilesenli sentetik karigimlarda veya oral dozajlarda tayinin
miimkiin oldugunu bildirmektedir.

Dubber ve Kanfer (2006), flavonol glikozitleri, rutin ve kersitrin flavonol aglikonlanlari,
izoramnetin, kamferol ve kersetin, terpen trilaktonlari, A, B, C, J ginkolitleri ve seskiterpen
bilobalide’in ayn1 andaki kalitatif tayini icin bir ters akis (revers-flow) miselsi elektrokinetik
kromotografik yontem gelistirmislerdir. Gingko biloba’nin kat1 oral dozaj formlarinda, sayilan
bilesenlerin kalitatif tayini i¢in bu yontem kullanilmistir. S6z edilen bilesenlerin kantitatif
tayini i¢in yontemin gegerliligi gosterilmis, bazi ticari {riinlerdeki rutin ve kersetin tayin
edilmigtir. Ayrica sodyum dodesilsiilfat ve p-siklodekstrin gibi ¢alisma tamponu
bilesenlerinin etkisi arastirilmistir. Ayirma igin 45.0 cm etkin uzunluk ve 60.0 cm toplam
uzunluktaki ergitilmis silika kapiler kolon kullanilmistir. Caligsma tamponu 20 mM fosforik
asit, 40 mM sodyum dodesilsiilfat ve 12 mM B-siklodestrin (pH 2.2) icermektedir ve -17.5 kV
degerinde ters polarite kullanilmistir. Kalitatif analizler i¢in, elektrokinetik injeksiyon tarzi ile
-5 kV degerindeki potansiyel 3 s siire ile; kantitatif tayinler i¢in hidrodinamik injeksiyon tarzi
ile 20 mbar basing 0.6 s siire ile uygulanarak numuneler kapilere verilmistir. Toplam analiz
siiresi 22 dk dir ve saptama smuri rutin igin 3.13 pug.mL™, kersetin icin 1.88 pg.mL ™" dir.
Onerilen yontem ticari olarak bulunan Ginkgo biloba iiriinlerinin kalitesini degerlendirmek
i¢in kullanilishdir.

Jiang ve arkadaglar1 (2004) sigara numunelerinde kloronejik asit ve rutin tayini igin indirekt
kemiluminesans kapiler elektroforez sisteminin kullanildigi bir yontem gelistirmislerdir.
Kapiler elektroforezle ayirma islemlerinden sonra analit zonlar1 luminol potasyum
hekzasiyanoferrat’in dolayli kelimunisansi ile tayin edilmistir. Onerilen kapiler elektroforez
kemiluminesans sistemi ile kemiluminesans reaktifinin elektrolizinin engellendigi,
kemiluminesans zemin degerlerinin stabilitesinin saglandigi, calisma ve elektrot tampon
cozeltilerinin ¢alisma sliresinin uzatildig1 bildirilmektedir. Sigara numunesi ¢ozeltilerinin
matriksi, indirekt dedeksiyonda kemiluminesans siddetini engelleyici etkiye sahiptir. Bu
caligmada, matriks inhibisyonun diizeltilmesi saglanarak standart ilavesi yontemi ile dort
sigara numunesinde klorojenik asit ve rutin igerigi kapiler elektroforez kemilyuminans sistemi
ile tayin edilmistir.

Xu ve arkadaslar1 (2006) Houttuynia cordata ve Saururus chinensis igerisinde rutin, hiperozit,
quercitrin ve kersetin tayini i¢in elektrokimyasal dedeksiyonlu bir kapiler elektroforez
yontemi gelistirmislerdir. Calisma elektrodu 500 um ¢apli karbon disk elektrottur ve saptama
potansiyeli olarak 0.95 V (Ag/AgCl referans elektroduna kars1) kullanilmistir. S6z konusu
dort flovanoit maddenin ayrilmasinda optimum kosullarin saglanmasi i¢in c¢alisma
tamponunun tipi, pH ve konsantrasyonu, ayirma voltaji, enjeksiyon siiresi gibi bazi énemli
faktorlerin etkisi arastirilmistir. 60 mM borat - 120 mM fosfat (pH 8.8) tamponu igeren bir
calisma tamponunda, 60 cm uzunluktaki bir kapilere 15 kV ayirma voltaji uygulanarak



flavonoitlerin ayrilmast 21 dk da saglanmistir. Pik akimlar1 ve analit konsantrasyonlar
arasindaki iligki magnitiitiin iki kat1 diizeyinde dogrusaldir ve saptama sinirlari biitiin analitler
icin 0.02 ile 0.05 ng.mL™" araligindadir. Bu yontemin H. cordata ve S. chinensis tiirlerinde

yapilan basit ekstraksiyon islemlerinden sonra dort flavonoitin tayini i¢in uygulandigi
bildirilmektedir.

Wang ve arkadaslar1 (2003) amperometrik saptamali kapiler elektroforez yontemiyle Cin’deki
bitkisel ilaglarda ve insan idrarinda hidroklortiyazit ve rutin tayini i¢in bir ydntem
gelistirmislerdir. iki bilesen ayn1 anda ve 12 dk iginde ve karbon elektrot kullanilarak analiz
edilmistir. Hidroklortiyazid i¢in dogrusal aralik 2.0x10° — 1.0x10™ M ve rutin i¢in ile 1x10°-
1x10™ M, saptama smirlar1 ise 5.0x107 ve 2.0x107 M’dir Elde edilen sonuglar yéntemin
yiiksek duyarlilikta tekraredilebilir ve yiiksek segicilikte oldugunu gostermis, ilaglarin
metabolik kinetik ¢calismalari i¢in onerilmistir.

Li ve arkadaglar1 (2005) susuz ortam kapiler elektroforez yontemini kullanarak rutin, puerarin,
daidzein, esculin ve esculetin gibi biyoaktif bilesenlerin ayni anda tayini i¢in bir yontem
gelistirmislerdir. Calisma tamponu, % 15 (h/h) asetonitril, % 2.5 (h/h) asetik asit ve metanol
icerisinde hazirlanmig 90 mM sodyum kolat’dan olugsmaktadir. Bu maddeler i¢in saptama
sinirlar1 0.05 ile 1.22 pg.mL™" araligindadir. Analitlerin gé¢ zamam ve pik alanlarinm bagil
standart sapmasi giini¢i % 1.3-2.9 ve giinleraras1 % 1.7-3.6 araligindadir. Calisilan
konsantrasyon araliginda pik alanlar1 ile derisimler arasinda dogrusal iligski elde edilmis ve
Onerilen yontem tibbi preparatlarda bilesenlerin ayni anda tayini i¢in uygun geri kazanimla
uygulanmstir.

Guo ve arkadaslar1 (2006) Forsythia suspensa rutinin de i¢inde bulundugu on iki bilesenin
ayni anda tayini i¢in diyot dizisi dedektorlii yiiksek performanslt sivi kromatografisi yontemi
gelistirmislerdir. Yiiksek performansh sivi kromatografisi tayini Zorbax XDBc 18 kolonda
metanol ve % 0.3 asetik asidin gradient eliisyonunda 55 dk iginde gergeklestirilmistir.
Yontemin gegerliligi, % 3 den az giinici ve giinleraras1 degiskenlikle tekraredilebilirlik ve %
91.2-104.9 araligindaki geri kazanim ile gosterilmistir. F. Suspensa nin kalite kontroliinde
gelistirilen yontemin uygun olabilecegi onerilmektedir.

Zu ve arkadaglar1 (2006) Hippophae rhamnoides yapraklarinin ekstresinde katesin, rutin,
kersetin, kamferol ve izoramnetin’in ayni anda tayini i¢in diyot dizisi dedektorlii ters faz
yliksek performansli sivi kromatografisi yontemi gelistirmislerdir. Numune 6n islemleri 80
kHz frekansta % 85 etanolle 45 °C de 30 dk ultrasonik ekstraksiyonu igerir. Sivi/materyal
oran1 15 mL.g" dir. Ekstraksiyonun ardindan ekstre ters faz kolona verilerek %] asetik asit
iceren metanol-asetonitril-su (40:15:45) hareketli faz sisteminde ayrilmigtir. Saptama dalga
boyu olarak 270 nm katesin i¢in, 250 nm rutin i¢in, 368 nm ise kamferol, kersetin ve
izoramnetin i¢in kullanilmistir. Hippophae rhamnoides yapraklarindaki flavonoitlerin uygun
geri kazanim ve tekraredilebilirlikle 12 dk i¢inde tayini gosterilmistir.

Lu ve arkadaslar1 (2006) Platycladus orientalis bitkisinde bulunan dort biyoaktif flavonoitin
(rutin, quercitrin, kersetin ve amentoflavon) kalitesinin degerlendirilmesi i¢in diyot dizisi
dedektorlii ters faz yiiksek performansli sivi kromatografisi yontemi gelistirmislerdir. Rutin
icin dogrusal aralik 0.8-80.0 pg.mL’ olarak bildirilmektedir. Cin’in 12 farkli bolgesinde
yetisen P. orientalis tiirlerinde bulunan s6z konusu dort flavonoit igerigi yodntemin
verimliligini degerlendirmek icin karsilastirilmistir.

Krizman ve arkadaslar1 (2007) Foeniculum vulgare’deki fenolik bilesiklerin analizi i¢in bir
ters faz yiikksek performansli sivi  kromatografisi yoOntemi gelistirmigler. Optimize
kromotografik kosullarla kii¢iik boyuttaki monolitik kolonlarin kullanimi ile giinliik 100 den
fazla numunenin analizinin yapildig1 bildirilmektedir. Kolon sicakligi ve enjeksiyon hacmi



gibi kromatografik parametrelerin uygun segicilik ve reziilosyonun elde edilmesinde ¢ok
onemli oldugu bulunmustur. Onerilen yoOntemin fenolik maddeler igin gecerliligi
gosterilmistir.

Bilboa ve arkadaslarinin 6nerdigi bir calismada (2007), Citrus tiirlerinin ekstrelerindeki
flavonoitlerin analizi i¢in diyot dizisi dedektorlii yiiksek performansli sivi kromatografisi
teknigi gelistirilmis ve miktarlar tayin edilmistir. Flavonoitlerin teshisi i¢in sivi kromotografi
kiitle spektrometri teknigi kullanilmistir. Yontemin gecerliligi gosterilmis ve ¢ok hizli bir
numune hazirlama teknigi 6nerilmistir.

Lin ve arkadaslar1 (2006), bir karisimdaki rutin ve kersetinin ayn1 anda tayini i¢in diferansiyel
puls voltametri teknigini kullanmislardir. Karbon nanotiip pasta elektrot bu amagla
kullanilmigtir. Doygun kalomel elektrota karst 0.155 ve 0.360 V’da iki oksidasyon basamagi
ile kersetin, 0.316 V’da tek oksidasyon basamag ile rutin pikleri elde edilmistir. Elektrot
yiizeyinde kuvvetli adsorbsiyon ve istenen birikmesi gdzlenmis ve biiyiiyen sinyallerle
birbirinden ayrilmis voltametrik pikler elde edilmistir. Elektrokimyasal sistem, uygun tampon
secimi ve adsorbsiyon potansiyeli ve gerekli siire gibi On biriktirme parametreleri igin
optimize edilmigtir. Yontemin ger¢gek numunelere uygulanmasi gosterilmis ve
degerlendirilmigtir.

Zeng ve arkadaglar1 (2006) rutinin tek duvarli karbon nanotiip modifiye altin elektrotta
voltametrik davranigini incelemisler ve tayinini gerceklestirmislerdir. Modifiye elektrotta pH
11 den kiiclik oldugu zaman rutine ait bir ¢ift pik gézlenmistir. pH 5 ve 0.1 M fosfat tamponu
¢ozeltisinde pik potansiyeli 0.35 V’tur. Elektrokimyasal reaksiyon iki elektron transferi ile
ilgilidir ve elektro kimyasal islem adsorbsiyon ile kontrol edilir. Rutinin adsorsiyon tarzi ve
difiizyon katsayisi tayin edilmistir. Cozelti pH’1, biriktirme zamani ve biriktirme potansiyeli
optimize edilmis ve pik akimlarmin 2.0x10™® ile 5.0x10° M derisim araliginda dogrusal
oldugu belirlenmistir. Rutinin ilag¢ tabletlerindeki ve flos sophorae’ da tayini i¢in yontem
uygulanmigtir. Hemoglobin varliginda rutinin pik akimi dogrusal olarak azalmakta ve bu
hemoglobinin dolayli tayini i¢in 6nerilmektedir.



GERECLER
Kullanilan Maddeler

Rutin hidrat (Sigma, R-5143, Steinheim, Almanya), enoksazin (Eczacibasi Ila¢ Sanayi ve
Ticaret A.S., Istanbul, Tiirkiye), borat (Sigma B-9876, Steinheim, Almanya) sodyum hidroksit
(Merck, Darmstadt, Almanya), metanol (Riedel de Haen, Seelze, Almanya), perklorik asit
(Merck, Darmstadt, Almanya) deneyler siiresince kullanilan kimyasallardir ve analitik
safliktadir.

Kullanmilan Cihazlar
Kapiler elektroforez

Kapiler elektroforez deneyleri, PrinCE CEC 750 marka kapiler elektroforez cihazini olusturan
yiiksek voltaj glic kaynagi, otomatik injeksiyon modiilii ve diyot dizisi dedektér (Emmen,
Hollanda) kullanilarak yapilmistir. Bu cihaza kombine edilmis olan PC bilgisayar Windows
programi altinda ¢alisan DAx 3D (version 7.3) donanimina sahiptir ve veriler bu kisimda
toplanarak degerlendirilmistir. Analizler 75 um i¢ ¢apa sahip toplam uzunlugu 47 cm, etkin
uzunlugu 39.8 cm olan ergitilmis silika kapiler (Phenomenex, CA, ABD) ile
gergeklestirilmistir.

Glinliik ¢aligmalara baglamadan 6nce kapiler, 0.1 M sodyum hidroksit, ultra saf su ve ¢aligsma
tamponunun her biri ile, verilen sirada, 10 dk siire ile yikanmis ve kapiler i¢ ylizeyinin
kosullandirilmasi saglanmistir. Deneyler arasinda, kapiler i¢i 0.1 M sodyum hidroksit, ultra
saf su ve ¢alisma tamponu ile 7, 1, 3 dk siireyle, verilen sirada, yikanmistir. Ergitilmis silika
kapiler 50 mM borat (pH 9.3) calisma tamponu ile doldurulduktan sonra, hidrodinamik
injeksiyon tarzi kullanilarak numune, 50 mBar basingla ve 0.08 dk siireyle kapiler kolona
alimmistir. Analiz sirasinda +20 kV potansiyel uygulayarak ayirmalar saglanmistir. Tiim
deneyler siiresince 25°C sicaklikta ¢aligilmistir. Ayrilmis olan pikler rutin’in monokromatik
15181 maksimum diizeyde absorbe ettigi dalga boyu olan 265 nm de saptanmistir. Analiz
sirasinda, karsilik gelen akim 200 pA olarak gozlenmistir.

Yiiksek performansh sivi kromatografisi

Yiiksek performanshi sivi kromatografi deneyleri, hepsi Shimadzu olan LC 10AT Liquid
Chromatograph, LCV-10AL VP gradient donanimli pompa, SPD-M10A diode array dedektor
, CBM-10A communication bus module, 5 uL hacimli loop cihazlari ile yapilmis, Pentium 75
isletim sistemli Accura marka bilgisayar baglantili Class LC10A programi altinda ¢alisan veri
isletim sisteminde degerlendirilmistir. 260 nm dalga boyunda c¢alisilmistir. Ayirma ve miktar
tayini islemlerinde Luna 3 p tanecik ¢apinda, C;g, 100 x 4.60 mm Phenomenex marka kolon
kullanilmustir. Akis hiz1 0.6 mL.dk™"” dur.

UV-Spektrofotometri

UV-Spektrofotometrik deneyler sirasinda Shimadzu marka UV-2401 PC spektrofotometre
kullanilmustir.

Diger cihazlar

Cozeltilerin pH s1 cam elektrotlu P 114 model pH metre (Consort, Belcika) kullanilarak
Olciilmiistiir. Cozeltilerin her biri santrifiij edildikten sonra B-220 model ultrasonik banyo
(Branson, ABD) kullanilarak ¢6zeltide ¢6zlinmiis olan gazlar uzaklagtirilmistir.

Cozeltiler

Rutin standart ¢ozeltisi 1.0x10° M derisimde metanol icinde hazirlanmis ve gerekli biitlin
seyreltme iglemlerinde kullanilmistir. Kapiler elektroforez deneylerinde kullanilan i¢ standart



(IS) ¢ozeltisi olan enoksazin (1.0 mg/mL) metanol icerisinde hazirlanmistir. Calisma tamponu
olarak 50 mM pH 9.3 borat tamponu kullanilmistir. IS ¢ozeltisi daima 6.24x10° M son
derigimi saglayacak sekilde kullanilmistir. Kapiler elektroforeze enjekte edilen standart ve
numune ¢ozeltileri % 10 metanol ve 10 mM borat pH 9.3 igerisinde hazirlanarak cihaza
verilmistir. Rutin standart ¢ozeltisi ile ¢alisma araligmm belirlenmesinde, 2.14x10° M —
1.07x10* M derisim araligindaki bes farkli derisimde standart rutin ¢ozeltileri kullanilmistir.
Bu c¢ozeltiler icin kalibrasyon esitlikleri belirlendikten sonra, yontemin gegerliligi
(validasyonu) ile ilgili ¢aligmalar gerceklestirilmistir.

Yiiksek performansli sivi kromatografisi yonteminde hareketli faz olarak metanol-su (50:50,
h/h) kullanilmistir. Rutin standart ve numune ¢dzeltileri hareketli faz bilesiminde seyreltilerek
kromatografik sisteme enjekte edilmistir. Calisma araligmin belirlenmesi i¢in, 2.14x10° M —
1.07x10™ M derigim araligindaki bes farkli derisimde standart rutin ¢ozeltileri kullanilmastir.

UV-spektrofotometrik yontemde, % 10 metanol (h/h) igerisinde rutin standart ¢ozeltileri ve
tablet numuneleri hazirlanmistir. Bu yontemde kullanilan kor ¢ozeltisi % 10 metanol (h/h)
iceren sulu ¢ozeltidir. Rutin standart ¢ozeltisi ile calisma araliginin belirlenmesinde, 7.49x107°
M — 3.21x10° M derigim araligindaki bes farkli derisimde standart rutin cozeltileri
kullanilmistir.

Tablet Numunelerinin Hazirlanmasi

Rutin’in tayini i¢in kullanilan fitonutrient preparati, Solgar Vitamin Ltd. (Istanbul, Tiirkiye)
firmasinin iiretimi olan RUTIN 500 mg® adli tablettir. Dimorphandra mollis bitkisinden elde
edilip iretildigi ve 500 mg rutin igerdigi bildirilmektedir. Etken madde disinda 85 mg
kalsiyum, mikrokristal seluloz, bitkisel seluloz, bitkisel stearik asit, bitkisel magnezyum
stearat, bitkisel gliserin icermekte ve tamamen dogal kaynaklardan tiretildigi bildirilmektedir.

RUTIN 500 mg® tablet lokal eczaneden temin edilerek kullanilmustur.

Tablet numunelerinin hazirlanmasi i¢in, 500 mg rutin iceren 10 tablet agirlig1 tam olarak
tartildiktan sonra tabletler havanda toz edilmis ve agz1 siki kapanan ve 151k gegirmeyen bir
kaba konulmustur. Bir tabletin ortalama agirligi hesaplanarak, bu agirliga karsilik gelen
miktar tam tartildiktan sonra 35 mL metanol ile ¢6ziilmiis ve agz1 kapali bir kapta 30 dk
sonike edildikten sonra 50 mL ye metanol ile tamamlanmigtir. Tablet ¢ozeltisi analize
hazirlanmak tizere seyreltilmeden 6nce 5000 rpm de santrifiij edilmistir. Kapiler elektroforez,
yiiksek performansli sivi kromatografisi ve UV-spektrofotometri yontemleri ile yapilacak
tayinlerde s0z edilen tablet stok c¢ozeltisi kullanilarak ilgili kisimda belirtilen sekilde
seyreltilerek miktar tayini yapilmistir.



YONTEMLER
Kapiler Elektroforez Yontemi

Kapiler elektroforez, kiigiik hacimlerdeki numunelerde bulunan yiiklii pargaciklarin hizli ve
verimli ayirmalarina ve analizine olanak saglayan modern bir analitik tekniktir. Yiiksek
performanslt sivi kromatografisi, gaz kromatografisi ve jel elektroforez gibi yaygin kullanilan
ayirma tekniklerinin tamamlayicisidir. Gelecekte, yiiksek performansl sivi kromatografisi ve
jel elektroforez gibi ¢ok kullanilan analiz yontemlerinin yerini olasilikla kapiler elektroforez
alacaktir, ¢linkii yiiksek verimlilikte ve hizli ayirmalar, diger yontemlerdeki materyallere gore
ucuz ve dayanikli kapiler kolonlar, kiiclik hacimli numune ile calisabilme ve reaktif
sarfiyatinin az olmasi gibi bazi iistiinliikler tagimaktadir (Li, 1993, Baker, 1995).

Ayni kapiler ile, polar, nonpolar ve kiral yapilardaki bilesiklerin, proteinler gibi biiyiik
molekiillerin, oda sicakliginda ve bir sivi pompasina gerek duyulmaksizin diisiik basingta
ayirma ve analizleri yapilabilmektedir. Yiiksek performansh sivi kromatografisi kolonlar1 ile
karsilastirildiginda kapiler kolonlar daha ucuz, kullanimi kolay ve daha uzun omiirliidiir (L1,
1993, Baker, 1995).

Kapiler elektroforezin bilinen dezavantaji, kisa 151k yolu nedeniyle saptama limitinin yiiksek
performansli sivi kromatografisi yonteminde oldugu kadar diisiik olmamasidir. Kat1 ve sivi
faz ekstraksiyon yontemleri kullanilarak fiziksel olarak bu olumsuzlugun ortadan kaldirilmasi
yoluna gidilebildigi gibi, literatiirlerde rastlanan biriktirme teknigi (stacking) ve kapiler
elektroforezin diger calisma tarzlar1 olan izotakoforez ve izoelektrik odaklama tekniklerinin
uygulanmasi ile 10° M altindaki saptama sinirlarma ulasilabilmektedir (Shihabi, 2000).



BULGULAR ve TARTISMA
Rutin’in Kapiler Elektroforez Yontemi ile Tayini

Rutin ve i¢ standart olarak kullanilan enoksazin ¢ozeltisi 50 mM pH 9.3 calisma tamponu
kullanilarak kapiler elektroforez cihazinda +20 kV potansiyel uygulanarak 3.7 dk ’da IS ve
5.1 dk rutin i¢in birbirinden ayrilmis keskin pikler elde edilmistir.
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Sekil 2. Standart Rutin (4.283&10'5 M) ve Enoksazin (IS, 6.24x10° M) Orijinal Elektroferogrami, Rutin 5.1
dk ve IS 3.7 dk

50 mM pH 9.3 borat ¢alisma tamponu ile elektroozmotik hareketlilik 2.99x10* cm®.V's™, IS
icin elektroforetik hareketlilik -1.21x10™ c¢cm®.V's™ ve rutin i¢in ise -3.24x10* cm?. Vs
olarak hesaplanmigtir. Yontemin seciciligi 2.25, resolusyon (ayirma giicii) ise 3.75 olarak
hesaplanmuistir.

Kapiler Elektroforez Yonteminin Kesinligi

Ayrilmanin saglanmasinin ardindan, yontemin kesinligini belirlemek i¢in gd¢ zamani ve pik
alan1 tekraredilebilirlikleri incelenmistir. Bu amacla, standart HP ve IS ¢ozeltileri, {i¢ giin
boyunca 6 defa kapiler elektroforez cihazina verilerek elde edilen gd¢ zamanlari ve pik
alanlar1 degerlendirilmistir. Pik alanlarinin degerlendirilmesinde, alan orani [Alany, / Alanjg]
degerleri kullanilarak yapilan istatistiksel degerlendirme sonuglar1 Cizelge 1’de verilmektedir
(Caporal-Gautier, ve ark., 1992).

Cizelge 1’e gore, go¢ zamani giini¢i tekraredilebilirlik degerleri % 2’ nin altindaki bagil
standart sapma degeri ile tekraredilebilirlik kriterlerine uygun goriilmektedir. Giinlerarasi
tekraredilebilirlik degerlendirildiginde, s6z konusu derisim degeri i¢in % 15 bagil standart
sapmanin altinda elde edilen sonuglar yontemin tekraredilebilirligini gostermektedir (Shah ve
ark., 1992). Alan orani kullanilarak yapilan degerlendirmelerde oldukga iyi tekraredilebilirlik
elde edildigi i¢in, sonraki verilerin degerlendirilmesinde alan orani degerlendirme seklinin
kullanilmasina karar verilmistir.
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Cizelge 1. Standart Rutin Cozeltisi (4.28x107° M) ve IS (6.24x10”° M) icin Elde Edilen Go¢ Zamam ve Alan
Oram Tekraredilebilirlik Degerleri'?

Ortalama Go6¢ Giinigi Giinlerarasi
Zamani (dk) Tekraredilebilirlik Tekraredilebilirlik
Elektroozmoz 2.5 0.6547 1.6011
IS (6.24x10” M) 3.7 0.4331 1.0908
Rutin (4.28x10° M) 5.2 1.0843 2.0074
Alan orani 0.7334 1.5261 5.7081

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

Kapiler Elektroforez Yonteminin Dogrusal Arahgi

Dogrusal araliginin incelenmesi igin, 2.14x10° M ile 1.07x10™* M derisim araliginda bes
farkli derisimdeki rutin c¢ozeltileri kapiler elektroforez cihazina verilerek ii¢ ayr1 giinde
elektroferogramlart kaydedilmis ve elde edilen sonuglar en kiiglik kareler yontemine gore
degerlendirilmistir. Yontemin 2.14x10° M ile 8.56x10” M derisim araliginda elde edilen
yiiksek korelasyonlu dogrusalligini gésteren sonuglar Cizelge 2’de verilmektedir.

Cizelge 2. Kapiler Elektroforez Yontemi ile Dogrusal Aralik icin Elde Edilen Sonuclar

Glinigi
Giinlerarast

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

(n=5) (n=5) (n=5)
Egim + SE 14320+£168.8 15250+£36.42 13840+£83.25 14470+£328.1
Kesim =+ SE -0.0598+0.0096 -0.0686+0.0021 -0.0322+0.0047 -0.0535+0.0185
Korelasyon 0.9999 0.9999 0.9999 0.9982
Katsayisi

SE: Standart Hata

Yontemin saptama siniri, alan oranlart kullanilarak elde edilen kalibrasyon egrisinin kesim
degerinin standart sapmasinin 3.3 ile ¢arpiminin, kalibrasyon egrisinin egimine boliinmesiyle,
4.33x10° M olarak hesaplanmistir. Tayin smuri ise, kesimin standart sapmasim 10 ile
carpiminin egime béliinmesi ile 1.31x10™ M olarak hesaplanmustir.

Kapiler Elektroforez Yonteminin Dogrulugu ve Kesinligi

Yontemin dogrulugu ve kesinligini test etmek icin ii¢ farkli derisimdeki standart rutin
cozeltileri hazirlanarak 6 defa kapiler elektroforez cihazina verilmis ve kalite kontrol
standartlari i¢in bir degerlendirme yapilmistir.
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Cizelge 3. Kapiler Elektroforez Yontemin Dogrulugu ve Kesinligi ile ilgili Istatistiksel Degerlendirme

Sonuglar*
Eklenen Rutin Bulunan Rutin (M) Gerikazanim Dogruluk BSS
M) (ort.£SS) (%) (%) (%)
2.14x10° 2.30x107+2.95x10° 107.47 8.88 12.82
4.28x10° 4.22x10° + 1.95x10°° 98.60 -1.40 441
8.56x107 8.58x107° £2.70x10°° 100.23 0.23 3.14
*n==6

Dogruluk i¢in, kabul edilebilirlik kriteri, % 15’den fazla sapmanin olmamasidir (Shah ve ark.,
1992). Cizelge 3’de goriildiigii gibi, standart rutin g¢ozeltilerinin tayininde elde edilen
sonugclar, tayin siirina yakin olan derisim disinda bu kriterin oldukg¢a altinda bulunmustur.

Kapiler Elektroforez Yontemi ile Rutin i¢ceren Tabletlerde Miktar Tayini

Kapiler elektroforez yonteminin uygulamasi, 500 mg rutin icerdigi bilinen fitonutrient
tabletlerde miktar tayini yapilarak gosterilmistir (Sekil 3). Deneysel kisimda tarif edildigi
sekilde hazirlanan tablet numuneleri s6z edilen optimum kosullarda analiz edilmistir. Elde
edilen sonuglar, dogrusallik boliimiinde verilen giinlerarasi esitlikte ¢oziilerek rutin igeren
tabletlerdeki miktarlar ve karsilik gelen yiizdeleri hesaplanmistir. Tablet bilesenlerinden
kaynaklanan ve Ol¢iimleri etkileyecek diizeyde girisim gozlenmemistir. Yapilan istatistiksel
degerlendirmeler, Cizelge 4’de sunulmaktadir.
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Sekil 3. Rutin 500 mg Tablet ve Enoksazin (6.24x10° M) iceren Cozeltinin Elektroferogrami
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USP XXIV farmakopesinde, birim etken madde icerigi icin saglanmasi gerekli bulunan
kosullar bildirilmektedir (United States Pharmacopeia, 2000). Farmakopeye gore, 10 adet
tablet Ol¢limii yapilmasiin ardindan etkin madde igeriginin % 85-115 araliginda bulunmasi
ve Ol¢limiin % bagil standart sapma degerinin ise % 6 dan az veya esit olmas1 gereklidir.
Gelistirilen yontemle yapilan Slgiimlerde, RUTIN 500 mg® tablet icerigi farmakopenin
gerektirdigi aralikta bulunmustur. Olgiimlerin % bagil standart sapma degeri % 6 dan oldukca
azdir.

Cizelge 4. Kapiler Elektroforez Yontemi ile Tabletlerde Rutin Miktar Tayini Sonug¢lari.

Deney Sayist Bulunan Rutin (mg) % Rutin
1 490.80 98.16
2 485.55 o711
3 505.80 101.16
4 516.00 103.20
5 524.15 104.83
6 506.00 101.20
Ortalama 504.70 100.90
Standart sapma 14.62 2.92
% Bagil standart sapma 2.90 2.90
Giiven aralig1 (p<0.05) +72.23 +2.76

Rutin’in piyasadaki preparati etken madde disinda dikalsiyum fosfat, mikrokristal seluloz,
bitkisel seluloz, bitkisel stearik asit, bitkisel magnezyum stearat, bitkisel gliserin icermekte ve
tamamen dogal kaynaklardan iretildigi bildirilmektedir. Bitkisel matriks ortaminin
hazirlanmasindaki  giiclik nedeniyle matriks ortamindaki kesinlik ve dogruluk
degerlendirilmesi yapilamamigtir. Ancak kapiler elektroforez yontemi ile yapilan tablet
icerisindeki rutin miktar tayini sonugclari, iki farkli tayin yOntemi, UV-spektrofotometrik
yontem ile yliksek performansl sivi kromatografisi yontemi kullanilarak kapiler elektroforez
yonteminin dogrulugunu test etmek amaciyla karsilastirilmistir.

UV Spektrofotometri Yontemi ile Rutin Iceren Tabletlerde Miktar Tayini

UV-spektrofotometri, ilag icerisindeki etken madde tayininde yaygin olarak kullanilan
yontemlerden biridir (Tungel, ve ark., 1991; Tungel ve Dogrukol, 1992; Dogrukol-Ak ve
Tungel, 1994; Dogrukol-Ak ve Tungel, 1995; Dogrukol-Ak ve ark., 1998). Kapiler
elektroforez yontemi ile yapilan bitkisel kokenli tablet igerisindeki rutin miktar tayini
sonuglarmin dogrulugunu ve kesinligini karsilastirmak icin UV-spektrofotometrik yontemin
kullanilabilecegi kosullar aragtirilmigtir.

UV-spektrofotometrik yontemin uygulanmasi icin rutin’in % 10 metanol (h/h) iceren sulu
cozeltisi kullanilmigtir. Maddenin spektrumu 200-800 nm dalga boyu aralifinda kuartz
kuvetler kullanilarak kaydedilmistir. Kor olarak % 10 metanol (h/h) iceren sulu ¢ozelti
kullanilmistir. % 10 metanol (h/h) igeren sulu ¢dzelti ortaminda hazirlanan rutin’in 255 nm ve
351 nm olmak tiizere iki ayr1 dalga boyunda maksimum absorbans verdigi bulunmustur. 255
nm dalga boyunda daha yiiksek absorbans degerleri elde edildigi i¢in ¢alisma dalga boyu
olarak se¢ilmistir.
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Kalibrasyon egrisinin hazirlanmasi ve kalibrasyon esitliginin belirlenmesi i¢in 7.49x10° -
3.21x10° M araligindaki bes farkli derisimdeki standart rutin ¢ozeltileri hazirlanarak 255 nm’
deki absorbans degerleri okunmustur. Belirtilen derisim araligina karsilik gelen absorbans
degerleri grafige gecirildiginde

A =26500.C (M) + (-0.011) , r = 0.9998

esitligi elde edilmistir. Korelasyon katsayist yiiksek dogrusal kalibrasyon egrisi ile rutin
iceren tabletlerde miktar tayininin yapilabilecegine karar verilmistir.

Tablet numunesinin analizi sirasinda, Geregler kisminda tarif edildigi sekilde, kalibrasyon
dogrusunun orta noktasina karsi gelecek derisimde hazirlanarak 255 nm dalga boyunda kars1
gelen absorbans degerleri okunmustur. Hazirlanan numunelerdeki rutin igerigi ile ilgili olarak
Ol¢iilen absorbans degerleri kalibrasyon esitliginde ¢6ziildiikten sonra tablet i¢erigindeki rutin
miktar1 hesaplanmistir. UV-spektrofotometrik yontemle elde edilen sonuglar Cizelge 5° de
sunulmaktadir.

Cizelge S. UV-Spektrofotometrik Yontemle Tabletlerde Rutin Miktar Tayini Sonugclari.

Deney Sayist Bulunan Rutin (mg) % Rutin
1 513.75 102.75
2 492.30 98.46
3 503.40 100.68
4 495.75 99.15
5 512.45 102.49
6 496.35 99.27
Ortalama 502.3 100.46
Standart sapma 9.10 1.82
% Bagil standart sapma 1.81 1.81
Giiven aralig1 (p<0.05) +10.02 +0.88

Yiiksek Performansh Sivi Kromatografisi ile Rutin iceren Tabletlerde Miktar Tayini

Abdallah ve arkadaglarinin gelistirdigi yontem (1993) temel alinarak deneysel kisimda tarif
edildigi sekilde uygulanan yiiksek performansl sivi kromatografisi yonteminde 5.86x10° M
rutin ¢dzeltisi i¢in elde edilen kromatogramlart Sekil 4a ve Sekil 4b’ de verilmektedir. Bu
yontem, rutin iceren tablet seklindeki farmasdtik preparatta kapiler elektroforez yontemi ile
bulunan sonuclar1 karsilagtirmak amaciyla uygulanmistir. Kullanilan metanol-su (50:50, h/h)
hareketli faz sistemi ile rutin i¢in 5.0 dk dolayinda keskin pik elde edilmistir. Validasyonu
ayrintili bir sekilde Abdallah ve arkadaglari tarafindan gosterilmis olan bu yodntemin
kesinligini kontrol etmek amaciyla yapilan c¢alismada elde edilen veriler Cizelge 6’da
sunulmaktadir.
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Cizelge 6. Rutin I¢in Yiiksek Performansh Sivi Kromatografisi ile Elde Edilen Veriler.

Deney No Azhiﬁzsza Pik Alam Normalize Pik Alam

1 5.062 113404 22.403

2 5.028 116261 23.123

3 5.020 113335 22.577

4 5.028 112517 22.378

5 5.039 113007 22.426

6 5.053 111323 22.031
Ortalama 5.038 113308 22.490
Standart sapma 0.0163 1626 0.3585
% Bagil Standart Sapma 0.32 1.44 1.59

Cizelge 6’ da goriildiigli gibi standart rutin ¢ozeltisinin 6 defa analizi sonucunda pik alan1 ve
normalize pik alant (Alangg, / Alikonma zamani..i,) seklinde yapilan degerlendirmede %
bagil standart sapma degerleri bu yontemin kullanilmasina izin verecek sekilde
tekraredilebilir bulunmus ve daha sonraki hesaplamalarda derisime karst pik alani
degerlerinin kullanilmasina karar verilmistir.

2.14x10°-1.07x10° M derisim araliginda farkli derisimlerdeki standart rutin ¢ozeltileri ile
yapilan calismada derisim ile pik alani arasindaki dogrusallik iliskisi arastirilmistir. Belirtilen
derisim araliginda, derigim ile pik alan1 arasinda

Pik Alan1 = -15505 + 2.872x10'° Derisim (M); r =0.9999
esitligi elde edilmistir.

Yiiksek performansl sivi kromatografisi yontemi ile derigim ile karsilik gelen alan degerleri
arasindaki dogrusal iligki yiiksek korelasyon katsayili esitlikler ile gosterildikten sonra tablet
seklindeki rutin igeren farmasotik preparattaki miktar tayini islemine gecilmistir. Bunun igin,
500 mg rutin igerdigi bildirilen tablet numunesi Geregler kisminda tarif edildigi sekilde
calisilarak tablet numunesine i¢in metanol igerisinde stok ¢ozelti hazirlanmistir. Bu stok
cozeltiden % 50 (h/h) metanol igerigi verecek sekilde yapilan seyreltme islemlerinden sonra
kromatografik analiz gerceklestirilmigtir. Numune c¢ozeltisi i¢in elde edilen kromatogram
Sekil 4b’ de ve miktar tayini sonuglar1 Cizelge 7°de goriilmektedir.
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Sekil 4. Rutin’in Yiiksek Performansh Sivi Kromatografisi ile Elde Edilen Kromatogramlar
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(a) 4.28x10°® M Standart Rutin Cézeltisi, (b) Fitonutrient Tablet Cozeltisi

16



Cizelge 7. Yiiksek Performansh Sivi Kromatografisi ile Tabletlerdeki Rutin Miktar Tayini Sonug¢lari.

Deney Sayist Bulunan Rutin (mg) % Rutin
1 509.00 101.80
2 512.25 102.45
3 528.20 105.64
4 509.70 101.94
5 513.35 102.67
6 505.75 101.15
Ortalama 513.0 102.61
Standart Sapma 7.89 1.58
% Bagil Standart Sapma 1.54 1.54
Giiven aralig1 (p<0.05) +107.62 +4.32

Cizelge 7°de goriildiigii gibi yliksek performansli sivi kromatografisi yontemi ile rutin igeren
tabletlerde yapilan analiz sonucunda tablet numunesinin ortalama % 102 rutin igerdigi
bulunmustur. Bu kosullarda elde edilen bagil standart sapma degerleri % 2’ den azdir.

Rutin Iceren Tabletlerde Miktar Tayini Sonuclarmin Karsilastiriimasi

Kapiler elektroforez yontemi ve standart yontemler olarak uygulanan UV-spektrofotometri ve
yiiksek performansli sivi kromatografisi yontemleri uygulanarak elde edilen rutin igeren
tabletlerde yapilan analiz sonuglar1 GraphPad Prism version 3.0 veri isletim programi
kullanilarak istatiksel olarak degerlendirilmistir. Kapiler elektroforez ile elde edilen tabletteki
rutin igerikleri standart yontemlerle karsilastirildiginda bulunan istatiksel veriler Cizelge 8’de
verilmektedir.

Cizelge 8. Tabletlerdeki Rutin iceriginin Kapiler Elektroforez, Yiiksek Performansh Sivi Kromatografi ve
UV-Spektrofotometri Yontemleri ile Karsilastirilmasa.

Yiksek Performansli
Kapiler Elektroforez UV-Spektrofotometri
S1vi Kromatografi

Ortalama 504.70 513.0 502.3
Standart sapma 14.62 7.89 9.10

% Bagil standart sapma 2.90 1.54 1.81

t-testi (p<0.05) 1.39; 0.40 Tablo tg s =2.57 Tablo t s =2.57

F testi (p<005) 343, 2.58 Tablo FOAOS =5.05 Tablo FOAOS =5.05

Cizelge 8’ de goriildiigii gibi t-testi uygulanarak kapiler elektroforez ile bulunan ortalama
rutin miktar1, yiiksek performanshi sivi kromatografik yontemin verdigi ortalama ile
karsilastirildiginda elde edilen 1.39 degeri, serbestlik derecesi (n-1) 5 ve % 95 giiven diizeyi
icin bilinen Tablo t degeri olan 2.57 den kiigiik oldugu i¢in sonug olarak yontemlerin verdigi
ortalama degerleri arasindaki farkin istatistiksel olarak 6nemli olmadigi sOylenebilir. Ayni
sekilde kapiler elektroforez yontemi ile elde edilen ortalama rutin miktar, UV-
spektrofotometrik yontemle bulunan ortalama miktar arasinda bulunan t degeri 0.40 olup

17



Tablo t degerinden kiigliktiir ve ortalamalar i¢in bulunan farkin istatistiksel olarak 6nemli
olmadig1 goriilmektedir.

Kapiler elektroforez yontemi ile standart yontemlerin kesinlikleri arasindaki fark F- testi
uygulanarak % 95 Onem diizeyinde incelenmistir. Yontemlerin kesinlikleri icin yliksek
performanslt sivi kromatografisi ile karsilastirildiginda bulunan F degeri 3.43, ve UV-
spektrofotometri ile karsilastirildiginda bulunan F degeri 2.58 olarak hesaplanmistir ve her
ikisi de Tablo F degeri olan 5.05 degerinden kiigiiktiir. Verilere gore yontemlerin kesinlikleri
arasindaki farkin, istatistiksel olarak 6nemli olmadig1 sdylenebilir.

ikiden fazla seri ya da yéntemin varyanslarinin karsilastirilmasi amaciyla kullanilan varyans
analizi (ANOVA) testi, elde edilen verilerin degerlendirilmesi i¢in uygulanmistir. ANOVA
testinde de kapiler elektroforez ile standart yontemler arasindaki farkin istatistiksel olarak
onemli olmadig1 bulunmustur (F,,;5 = 1.59, p<0.05).

SONUC ve ONERILER

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

Bu calismada, Onerilen kapiler elektroforez yontemi, gegerli yontemler olan UV-
spektrofotometri ve yliksek performansli sivi kromatografisi yontemleriyle karsilastirilmistir.
Yontemler arasindaki farkin istatistiksel olarak 6nemsiz oldugu % 95 giivenle sdylenebilir.
Her ili¢ yontem ile elde edilen % rutin igerigi USP XXIV’ te (The United States
Pharmacopeia, 2000) belirtilen icerik kosullarini saglamaktadir.

Burada oOnerilen yontem basit, dogru, kesin, hizli ve ucuz bir yontemdir. Bu nedenle
tabletlerdeki rutin icerigi tayini igin Onerilebilir.
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