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ÖZET 

HĠDROKLOROTĠYAZĠT ve TRĠAMTERENĠN KAPĠLER ELEKTROFOREZ ile 

MĠKTAR TAYĠNĠ 

Selen Duygu ÇEÇEN 

Analitik Kimya Anabilim Dalı 

Anadolu Üniversitesi, Sağlık Bilimleri Enstitüsü, Ocak 2020 

DanıĢman: Dr.Öğr.Üyesi Arın Gül DAL POÇAN 

Bu çalıĢmada hidroklorotiyazit (HCT) ve triamterenin (TRM) farmasötik 

preparatlarından tayini için bir kapiler elektroforez (KE) yöntemi geliĢtirilmiĢtir. 

ÇalıĢmada deteksiyon foto diyot dizisi (DAD) detektörle sağlanmıĢ ve ayrım 75 µm iç 

çapa ve 40 cm efektif uzunluğa sahip kapiler ile gerçekleĢtirilmiĢtir. Optimum koĢullar 

çalıĢma tamponu olarak 20 mM sodyum dodesilsülfat (SDS) içeren 15 mM borat 

tamponu (pH 9,00) ve 25 kV potansiyelin uygulanması ile elde edilmiĢtir. Bu koĢullar 

altında HCT ve TRM‟nin göç zamanları sırasıyla 2,75±0,007 dk ve 4,61±0,022 dk 

olarak gözlenmiĢtir. GeliĢtirilen yöntemin geçerliliği doğrusallık, seçicilik, kesinlik, 

doğruluk, duyarlılık, kararlılık ve sağlamlık parametreleri ile incelenmiĢtir. Yöntemin 

seçiciliğini göstermek amacı ile HCT ve TRM standartları ile tabletleri asidik, bazik, 

oksidatif, termal ve fotolitik stres koĢullarına maruz bırakılmıĢtır. Sonuç olarak yöntem 

HCT ve TRM içeren tabletlerden miktar tayinine baĢarı ile uygulanmıĢtır.  

Anahtar Sözcükler: Triamteren, Hidroklorotiyazit, Kapiler elektroforez, Stabilite 

göstergeli yöntem, Miktar tayini 
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ABSTRACT 

DETERMINATION of HYDROCHLOROTHIAZIDE and TRIAMTERENE by 

CAPILLARY ELECTROPHORESIS  

Selen Duygu ÇEÇEN 

Department of Analytical Chemistry 

Anadolu University, Graduate School of Health Sciences, January 2020 

Supervisor: Assist.Prof.Dr. Arın Gül DAL POÇAN 

In this study, a capillary electrophoresis method was developed for the 

determination of HCT and TRM from pharmaceutical preparations. Detection was 

achieved by photo diode array detector and the separation was performed by a capillary 

with an inner diameter of 75 µm and an effective length of 40 cm. Optimum conditions 

were obtained by a run buffer of 15 mM borate containing 20 mM SDS (pH 9,00) and 

applying 25 kV potential. Under these conditions, the migration times of HCT and TRM 

were observed as 2,75±0,007 min and 4,61±0,022 min. Validation of the developed 

methods were examined by linearity, selectivity, precision, accuracy, sensitivity, 

stability and robustness parameters. For the selectivity of the method both HCT and 

TRM standards and tablets were exposed to acidic, basic, oxidative, thermal and 

photolytic stress conditions. As a result method was successfully applied to the 

determination of HCT and TRM in tablets. 

Keywords: Triamterene, Hydrochlorothiazide, Capillary electrophoresis, Stability 

indicating method, Determination 
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ÖNSÖZ 

Bu çalıĢmada TRM ve HCT‟nin KE yöntemi ile eĢ zamanlı miktar tayininin 

gerçekleĢtirilmesi amaçlanmıĢtır. Aynı zamanda yöntem stabilite göstergeli olarak 

uygulanmıĢtır. 

Yüksek lisans tezim boyunca bana sabır ve ilgiyle yardım eden, her alanda benden 

yardım ve desteklerini esirgemeyen tez hocam Dr.Öğr.Üyesi Arın Gül DAL POÇAN‟a, 

Analitik Kimya Anabilim Dalı‟nda bulunan, benimle tüm bilgi ve birikimleri 

paylaĢan hocalarıma ve çalıĢma arkadaĢlarıma, 

Hayatımın her alanında yanımda bulunan ve her koĢulda bana destek olan sevgili 

aileme, 

TeĢekkürlerimi sunarım. 



08.01.2020 

ETİK İLKE ve KURALLARA UYGUNLUK BEYANNAMESİ 

Bu tezin bana ait, özgün bir çalışma olduğunu; çalışmamın hazırlık, veri toplama, 

analiz ve bilgilerin sunumu olmak üzere tüm aşamalarında bilimsel etik ilke ve kurallara 

uygun davrandığımı; bu çalışma kapsamında elde edilen tüm veri ve bilgiler için kaynak 

gösterdiğimi ve bu kaynaklara kaynakçada yer verdiğimi; bu çalışmanın Anadolu 

Üniversitesi tarafından kullanılan "bilimsel intihal tespit programı"yla tarandığını ve 

hiçbir şekilde "intihal içermediğini" beyan ederim. Herhangi bir zamanda, çalışmamla 

ilgili yaptığım bu beyana aykırı bir durum saptanması durumunda, ortaya çıkacak tüm 

ahlaki ve hukuki sonuçları kabul ettiğimi bildiririm. 
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1. GİRİŞ 

 

Bu tez çalıĢmasında doping amaçlı kullanılan bazı diüretiklerin KE ile analizleri 

hedeflenmiĢtir. Bu amaçla diüretiklerden TRM ve HCT seçilmiĢtir. 

TRM distal tubuluslar üzerinde etkili potasyum tutucu bir diüretiktir. Etkileri 

bakımından amiloride benzer; fakat ondan farklı olarak magnezyumun üriner atılımını 

artırır. TRM görece zayıf bir diüretik ve antihipertansiftir. Özellikle potasyum desteğini 

tolere edemeyen veya potasyum desteğine cevap vermeyen hastalarda hipokaleminin 

kontrol altına alınmasında kullanılır (Rx-Media, 2019). HCT ise ödem ve hipertansiyon 

tedavisinde kullanılan tiyazit yapılı bir diüretiktir. Tiyazit grubu diüretikler 

hipertansiyonun baĢlangıç tedavisinde tek baĢlarına veya diğer ilaçlarla beraber 

kullanılırlar. TRM ile tiyazit grubu diüretik olan HCT‟nin sabit dozlu kombinasyonu 

hafif ve orta derecede esansiyel hipertansiyonun tedavisinde kullanılır. 

Kombinasyondaki her iki bileĢen birlikte aditif hipertansif etki gösterirler. Hem TRM 

hem de HCT Dünya Anti-Doping Ajansı‟nın 2019 yılı kullanımı her zaman yasaklı 

maddeler listesinde „idrar söktürücüler ve diğer maskeleyici maddeler‟ baĢlığı altında 

yer almaktadır (Rx-Media, 2019).  

Literatürde TRM ve HCT‟nin miktar tayinine yönelik yapılmıĢ pek çok çalıĢma 

bulunmasına karĢın her iki maddenin stabilite göstergeli bir KE yöntemi ile analizleri 

bulunmamaktadır. 

KE yöntemi, iletken bir çözelti içindeki yüklü/yüksüz parçacıkların veya 

moleküllerin bir elektriksel alan etkisiyle bir kapiler içerisinde hareket etmesine 

dayanan bir yöntemdir. KE‟nin diğer ayırım yöntemlerine göre yüksek verimlilikte 

olması, çok küçük hacimlerde örneklerle çalıĢılabilmesi, madde sarfiyatının az olması 

ve hızlı ayırım yapabilmesi gibi üstünlükleri bulunmaktadır (Baker, 1995). 

Amerikan Gıda ve Ġlaç Dairesi (Food and Drug Administration) kılavuzuna göre 

stabilite göstergeli yöntem; aktif bileĢenlerin (ilaç etkin maddesi veya ilaç ürünü) doğru 

ve kesin bir Ģekilde ölçülmesini sağlayan bir analitik prosedür olarak tanımlanmaktadır. 

Stabilite testleri; ilaç etkin maddesi veya ilaç ürününün kalitesinin sıcaklık, nem ve ıĢık 

gibi çevresel faktörlerin etkisi altında zamanla nasıl değiĢeceğine dair kanıt oluĢturur. 
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Aktif bileĢenin istikrarı „olası bir değiĢiklik olmaması‟ anlamına gelmez. Ancak 

„kontrollü ve kabul edilebilir değiĢiklik‟ anlamına gelir. 

Bu çalıĢmada TRM ve HCT‟nin eĢ zamanlı analizleri için bir KE yöntemi 

geliĢtirilmiĢtir. GeliĢtirilen yöntemin optimizasyonunun ardından yöntemin geçerliliği 

doğrusallık, kesinlik, doğruluk, seçicilik, duyarlılık, sağlamlık ve kararlılık 

parametreleri ile gösterilmiĢtir. Yöntemin seçiciliğinin gösterilmesi aĢamasında çeĢitli 

stres koĢulları uygulanarak analitlerin etkilenip etkilenmediği belirlenmiĢtir. Daha sonra 

yöntem TRM ve HCT içeren farmasötik preparatlara uygulanmıĢ ve sonuçlar 

istatistiksel olarak değerlendirilmiĢtir. 
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2. KAYNAK BİLGİSİ 

 

2.1. Diüretikler 

 Diüretik ilaçlar karbonik anhidraz inhibitörleri, kıvrım diüretikleri, potasyum 

tutucu diüretikler ve tiyazit grubu diüretikler olmak üzere 4 gruba ayrılır. TRM 

potasyum tutucu diüretikler, HCT ise tiyazit grubu diüretikler arasında yer alır. 

 

2.2. TRM’nin Farmakolojik Özellikleri 

TRM, amiloride benzer Ģekilde aldosterondan bağımsız olarak böbrek distal 

tubuluslarında sodyum-potasyum iyon değiĢ-tokuĢ mekanizmasını inhibe eder. Distal 

tubuluslarda sodyum transportunu doğrudan inhibe ederek sodyumun reabsorbsiyonunu 

engellediğine inanılmaktadır (Rx-Media, 2019). 

Böylece membranda potasyumun pasif distal tübüler salgılanmasını bloke eden 

bir elektriksel potansiyel farkı doğar ve potasyum tutucu etkisi buna bağlıdır. Potasyum 

kaybının minimal olduğu durumlarda TRM potasyum mekanizmasını çok hafif düzeyde 

değiĢtirir (Rx-Media, 2019). 

 Buna karĢın, potasyumun renal klirensi kıvrım diüretikleri veya 

mineralokortikoidler tarafından artırıldığında TRM potasyum atılımında önemli bir 

azalma meydana getirir (Rx-Media, 2019). 

Sodyum, bikarbonat, kalsiyum, magnezyum, klorür ve suyun üriner atılımındaki 

artma hafif bir diüreze neden olur. TRM karbonik anhidraz aktivitesini inhibe etmez. 

Genel olarak bakıldığında diüretikler sol ventrikül hipertrofisi ve glikoz toleransının 

kötüleĢmesine neden olurlar ve lipid profili üzerinde bozucu etki yaparlar (Rx-Media, 

2019). 

 

2.3. TRM’nin Farmakokinetik Özellikleri 

TRM oral yoldan verilir. Gastrointestinal kanaldan hızla, fakat değiĢken bir 

Ģekilde absorbe edilir. Biyoyararlanımı yaklaĢık %30-70 oranındadır. Etkisi 2-4 saatte 

görülür; doruk düzeye 6-8 saatte çıkar ve 12-16 saat kadar devam eder. TRM plasentayı 

aĢar, fakat insanda anne sütüne geçip geçmediği bilinmemektedir. Hayvanlarda yapılan 

araĢtırmalar az miktarda da olsa anne sütüne geçtiğini ortaya koymuĢtur. TRM‟nin en 

azından bir aktif metabolitine metabolize edildiği bilinmektedir. Ana ilaç ve 
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metabolitinin %50'den daha az bir bölümü idrarla atılır. YaklaĢık %21'i değiĢmeden 

elimine olur. Geri kalan bölümü safra ve feçes yoluyla elimine edilir. TRM‟nin yarı 

ömrü böbrek fonksiyonu normal olan hastalarda yaklaĢık 1-2 saattir. Bu süre böbrek 

hastalığı had safhada olan hastalarda 10 saate kadar uzayabilir. Bazı aktif 

metabolitlerinin yarı ömrü böbrek fonksiyonu normal olan hastalarda 12 saat olarak 

bulunmuĢtur (Rx-Media, 2019). 

 

2.4. HCT’nin Farmakolojik Özellikleri 

HCT ödem ve hipertansiyon tedavisinde kullanılan tiyazit yapılı bir diüretiktir. 

Kıvrım diüretiklerinden farklı olarak, böbrek yetmezliği olan hastalarda etkinliği 

zayıflar. HCT diabetes insipidus ve hiperkalsüri tedavisi içinde de kullanılır.  

HCT‟nin hipertansiyonun baĢlangıç tedavisinde tek baĢına ya da diğer ilaçlarla 

kombine kullanılır. TRM ile kombine tabletleri hafif ve orta derecede yüksek kan 

basıncı tedavisine endikedir (Rx-Media, 2019). 

 

2.5. HCT’nin Farmakokinetik Özellikleri 

HCT‟nin gastroinstestinal kanaldan absorbsiyonu verildiği farmasötik Ģekle ve 

verilen doza bağlı olarak değiĢkenlik gösterir. Sistemik biyoyararlanımı yaklaĢık %50-

60‟tır. Etkisi oral yolla verildikten 2 saat sonra baĢlar ve pik etki 4 saatte gözlenir. 

Toplam etki süresi 6-12 saattir. HCT plasentayı aĢmasına rağmen kan-beyin engelini 

aĢamaz. Anne sütüne geçebilir. HCT metabolize olmaz ve esas olarak idrarla 

değiĢmeden atılır; verilen dozun %61‟i 24 saatte elimine olur (Rx-Media, 2019). 

 

2.6. Kullanılan Yöntemler 

2.6.1. KE yöntemi 

Yüklü taneciklerin (iyonlar, kolloidal tanecikler gibi) elektrik alan etkisiyle farklı 

hızlarda hareket etmelerinden yararlanılarak ayrılmasına yarayan bir metottur. KE‟de 

bir kapiler boru belli pH‟ta iletken bir sıvı ile doldurulur. Bu, numunenin ayrılacağı 

tampon çözeltidir. Numune kapilere injeksiyonla uygulanır. Kapiler üzerinde bir yüksek 

voltaj meydana getirilir ve oluĢan elektrik alandan dolayı, numune bileĢenleri kapiler 

boyunca farklı hızlarda hareket ederler. Pozitif bileĢenler negatif elektroda, negatif 

bileĢenler pozitif elektroda göç ederler. Kapilere belirli bir yerden bir detektörle 
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bakıldığında, önce hızlı olan bileĢenlerin, daha sonra da yavaĢ olan bileĢenlerin geçtiği 

görülür (http-1). 

Elektroozmotik akıĢ madde çözeltisinin yanında çalıĢma tamponunun da elektrik 

alanının etkisi altında kapiler içinde hareket etmesidir. Elektroozmotik akıĢın yönü 

negatif yüklü katoda doğrudur. Böylece de giriĢ vialinden, kapilere, detektöre ve çıkıĢ 

vialine doğru akıĢ olur. Katyonlar elektroozmotik akıĢtan daha hızlı hareket ederek, nötr 

maddeler elektroozmotik akıĢ ile aynı hızda ve anyonlar ise elektroozmotik akıĢtan daha 

yavaĢ hareket ederler. Elektroozmotik akıĢ ġekil 2.1.‟de gösterilmiĢtir. 

 

 

Şekil 2.1. KE yönteminde elektroozmotik akış şeması (http-2) 

 

Pozitif yüklü katyonlar katoda yani negatif yüklü elektrota, negatif yüklü anyonlar 

ise anoda yani pozitif yüklü elektroda göç ederler. Elektroforetik hızları iyonların 

yük/kütle oranına bağlıdır. Aynı yüke sahip iyonlardan küçük bir iyon, kendisinden 

büyük bir iyona göre daha hızlı göç eder. Nötr moleküller elektrik alanından 

etkilenmezler.  

Ayrılan moleküller kapiler sonuna yerleĢtirilen bir detektör yardımı ile analiz 

edilirler. Detektör çıktısı, zamana karĢı detektör yanıtının bir grafiğidir ve buna 

elektroferogram adı verilir. 

Elektroforezde bileĢiklerin iletken ortam içinde zonlar halinde hareket ettiği 

düĢünülür. Fakat kapilere bir bileĢik girdiğinde bir miktar dağılma ve dolayısıyla 

zonların yayılması söz konusu olur. Bu dağılma göç yönüne paralel, göç yönüne dik 

veya termal dağılma Ģeklinde olabilir. Elektrik alan uygulanması, iletken çözeltide Joule 

ısınmasına neden olur. Kapilerin daha sıcak olan merkezindeki moleküller daha soğuk 

olan kapiler duvarına yakın moleküllere göre daha hızlı göç ederler. Göç yönüne paralel 

ve göç yönüne dik dağılma, zon yayılması üzerine az etkilidir. Fakat termal dağılma, 
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zon yayılmasında büyük paya sahiptir. Termal dağılmayı azaltmak için tampona bir jel 

gibi stabilite edici ajan eklenmesi, kapilerin çevrilerek kullanılması ya da kapilerin 

çapının azaltılması uygulanmalıdır. 

KE‟nin ana bileĢenleri örnek, giriĢ ve çıkıĢ vialleri, kapiler, detektör, yüksel 

voltajlı güç kaynağı ile bilgisayar gibi bir bilgi iĢleme cihazıdır. KE sisteminin ana 

bileĢenleri ġekil 2.2.‟de sunulmuĢtur. 

 

 

Şekil 2.2. KE sisteminin şematik gösterimi (Baker, 1995) 

 

Elektroforez, giriĢ viali, kapiler ve çıkıĢ vialinin bir elektrolit ile doldurulmasıyla 

gerçekleĢmektedir. Genellikle sulu bir tampon çözeltisi elektrolit olarak kullanılır. 

Kapiler giriĢi örnek vialinin içine yerleĢtirilir, örnek koyulur ve daha sonra kapiler giriĢi 

tekrar giriĢ vialine alınır ve giriĢ ve çıkıĢ viali arasına elektrik alanı uygulanır. Çözünen 

maddeler, kapiler boyunca göç ederler ve detektörler tarafından tespit edilirler. Detektör 

çıkıĢları bilgisayara gönderilir ve çıkan veriler bir elektroferogram olarak görüntülenir.  

Çözünen maddeleri kapiler içinde farklı hızlarda hareket ettikleri için detektör 

önünde farklı zamanlarda geçerler. Elektroferogramda, ayrılmıĢ bileĢikler, pikler 

halinde farklı göç zamanlarında görünürler. 

KE‟nin diğer ayırım yöntemlerine göre yüksek verimlilikte olması, çok küçük 

hacimlerde örneklerle çalıĢılabilmesi, reaktif sarfiyatının az olması ve hızlı ayırım 

yapabilmesi gibi üstünlükleri bulunmaktadır (Baker, 1995). 
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2.6.2. MEKK yöntemi 

Ġlk kez 1984 yılında Shigeru Terabe vd. tarafından sunulan miselsi elektrokinetik 

kapiler kromatografi (MEKK), kapiler elektromigrasyon tekniklerinin yüksüz analitlerin 

ayrılması potansiyelini geniĢletmiĢtir. Etkileyici ayırma verimliliği ve esnekliği ile 

MEKK özellikle ilaç ve biyomedikal alanlarında popüler bir teknik haline gelmiĢtir. 

Kritik misel konsantrasyonlarının üstünde, bir elektrolit çözeltisine eklenen 

yüzey aktif cismi monomerleri, misel adı verilen agregatlar oluĢturur. Bireysel miseller 

ayrılan çözünenlerden önemli ölçüde daha büyük değildir. Küçük boyutları ve büyük 

sayıları nedeniyle, yüksek yüzey alanı/hacim oranına sahiptirler. Yapıları dinamiktir, 

misel içindeki bir yüzey aktif cismi monomerinin ortalama kalıĢ süresi 1 ms veya daha 

azdır. MEKK'de ayrılma, analitlerin miseller ve sulu faz arasında elektroozmotik akıĢ 

varlığında bölünmesine dayanır. Miseller yalancı-durağan bir faz olarak iĢlev görür. 

Analit-misel etkileĢiminin mekanizması esas olarak hidrofobik ve elektrostatik 

etkileĢimler ile belirlenir. MEKK baĢlangıçta kapiler elektroforetik tekniklerin 

avantajlarından yararlanmak için geliĢtirilmiĢtir, (yüksek verimlilikler, sadece çok az 

miktarda numune ve reaktif gereksinimi, hızlı analiz süresi), benzer yapıdaki nötr 

çözünenlerin ayrılmasında kullanılabilir. Bazik bir KE aleti kullanılır ve ayırmalar 

genellikle hidrodinamik enjeksiyondan sonra kaplanmamıĢ erimiĢ silika kapiler 

kolonlarında gerçekleĢtirilir. 

 

2.7. TRM’nin Kimyasal ve Fiziksel Özellikleri 

TRM sarı renkli, kokusuz bir tozdur. Ġngiliz Farmakopesi‟ne göre çözünürlükleri: 

Su, alkol ve kloroformda çok hafif çözünür; eterde pratik olarak çözünmez. Amerikan 

Farmakopesi (USP)‟ye göre formik asitte 1:30 ve metoksietanolde 1:85 oranında 

çözünür; asetik asit, alkol ve seyreltik mineral asitlerde çok hafif çözünür; su, 

kloroform, eter ve seyreltik alkali hidroksitlerinde pratik olarak çözünmez. 

AsitlendirilmiĢ çözeltileri mavi renkte flüoresans gösterir. (Rx-Media, 2019). 
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Şekil 2.3. TRM’nin açık kimyasal formülü (http-5) 

 

2.8. HCT’nin Kimyasal ve Fiziksel Özellikleri 

HCT beyaz ve beyaza yakın renkte, kokusuz veya çok az kokulu kristalize bir 

tozdur. Suda çok hafif veya hafif çözünür; alkolde az çözünür; asetonda çözünür; 

dimetilformamid, n-butilamin ve alkali hidroksit çözeltilerde çözünür; eter, kloroform 

ve seyreltik mineral asitlerde çözünmez. Molekül ağırlığı 297,74 g/mol‟dür. Kapalı 

formülü ise C7H8ClN3O4S2‟dir (Rx-Media, 2019). 

 

 

Şekil 2.4. HCT’nin açık kimyasal formülü (http-6) 

 

2.9. TRM ve HCT’nin Miktar Tayinine Yönelik Yapılmış Çalışmalar 

Bu çalıĢma kapsamında literatürdeki çalıĢmaların fazlalığı nedeni ile çalıĢmalar; 

HCT ve TRM‟nin eĢ zamanlı analizinin gerçekleĢtirildiği çalıĢmalar, HCT ve/veya 

TRM‟nin KE yöntemi ile analiz edildiği çalıĢmalar ve HCT ve/veya TRM‟nin stabilite 

göstergeli olarak analizlerinin gerçekleĢtirildiği çalıĢmalar olarak sınırlandırılmıĢtır. 

Luis vd., (2002, s.223) diüretiklerin analizinde kullanılan bir elektroforetik 

yöntem geliĢtirmiĢlerdir. Klortalidon, furosemit, HCT ve TRM yüzey aktif madde 

olarak SDS içeren bir çalıĢma tamponu kullanılarak 5 dk içinde MEKK yöntemi ile 

ayrılmıĢ ve daha sonra bir DAD detektörü kullanılarak spektrofotometrik olarak 
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saptanmıĢtır. GeliĢtirilen yöntemin doğruluk, kesinlik ve doğrusallık parametreleri 

incelenmiĢtir. 

Kargosha ve Sarrafi, (2001, s.273) TRM ve HCT‟nin eĢ zamanlı tayini için 

spektrofotometrik bir yöntem geliĢtirmiĢtir. Yöntem valide edilmiĢ ve farmasötik 

formlara baĢarıyla uygulanmıĢtır. GeliĢtirilen yöntemin doğruluk, kesinlik ve 

doğrusallık parametreleri incelenmiĢtir. 

Chen vd.,( 2016, s.451) HCT, TRM ve rezerpinin sıçan plazmasından tayini için 

yüksek performanslı sıvı kromatografik (YPSK) bir yöntem geliĢtirmiĢlerdir. Ayrım 

250×4,6 mm boyutunda ve 5 µm partikül çapına sahip C18 kolon ile sağlanmıĢtır. 

Hareketli faz olarak asetonitril ve %0,2‟lik asetik asit çözeltileri gradient sistem ile 

kullanılmıĢtır. Bu koĢullar altında alıkonma zamanları HCT ve TRM için sırasıyla 10,5 

dk ve 6,9 dk olarak gözlenmiĢtir. GeliĢtirilen yöntemin geçerliliği doğrusallık, 

duyarlılık, kesinlik ve doğruluk parametreleri ile gösterilmiĢtir. 

Karimi, Gholivand ve Amiri, (2019) TRM ve HCT‟nin eĢ zamanlı tayini için 

elektrokimyasal bir yöntem geliĢtirmiĢtir. Bu yöntemde camsı karbon elektrot bazlı yeni 

bir yöntem kullanılmıĢtır. GeliĢtirilen yöntem analitlere ve dozaj formlarına baĢarıyla 

uygulanmıĢtır. GeliĢtirilen yöntemin doğruluk, kesinlik ve doğrusallık parametreleri 

incelenmiĢtir.  

Hudari, Souza ve Zanoni, (2018, s.652) yaptıkları çalıĢmada adsorbtif sıyırma 

voltametrisi ile HCT ve TRM‟nin hemodiyaliz örneklerinden tayinini 

gerçekleĢtirmiĢlerdir. Karbon nanotüp ile modifiye edilmiĢ camsı karbon elektrotta 

oksidasyon HCT ve TRM için sırası ile 1,01 V ve 1,17 V‟ta gözlenmiĢtir. Yöntemin 

karĢılaĢtırılması için bir YPSK yöntemi geliĢtirilmiĢ ve yapılan istatistiksel 

değerlendirmeler sonucunda elektrokimyasal yöntemin daha duyarlı olduğu 

bulunmuĢtur. 

Hillaert ve Bossche, (2003, s.329) KE ve MEKK yöntemleri ile HCT ve altı 

anjiyotensin-II reseptörünün (kandesartan, eprosartan mesilat, irbesartan, losartan 

potasyum, telmisartan ve valsartan) aynı anda analizini hedeflemiĢlerdir. KE ve MEKK 

yöntemleri, farmasötik formülasyonlardaki kombine HCT anjiyotensin-II reseptörünün 

kalitatif ve kantitatif tayini için uygundur. Anjiyotensin-II reseptörüne bağlı olarak, iki 

yöntemden biri ya da her ikisi en az biri ya da kombinasyonları için kullanılabilir. 

GeliĢtirilen yöntemin doğruluk, kesinlik ve doğrusallık parametreleri incelenmiĢtir. 
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Horstkötter vd., (2002, s.223) TRM ve ana metabolitinin doğrudan 

belirlenebilmesi için iki KE yöntemi geliĢtirmiĢtir. Analitler mor ötesi (UV) detektör ve 

lazer indüklenmiĢ floresans (LIF) detektör ile 325 nm dalga boyunda analiz edilmiĢtir.  

Her iki deteksiyon tekniğinin sonuçları karĢılaĢtırıldığında; LIF detektörle yapılan 

analizde tayin sınırının (LOQ) (50 ng/mL) UV detektöre (400 ng/mL) göre sekiz kat 

daha düĢük olduğu belirlenmiĢtir. Endojen idrar bileĢiklerine bağlı herhangi bir giriĢim 

gözlemlenmediğinden, doğrudan idrar analizi yapılmıĢtır. Analizlerin basit ve hızlı 

olduğu gözlenmiĢtir. KE-UV yöntemi 10 dk, KE-LIF yöntemi 2,5 dk‟dan kısa 

sürmüĢtür. Her iki yöntem de doğrulanmıĢ ve gönüllülerden alınan idrar üzerine 

uygulanmıĢtır. Bu yayında KE-LIF yönteminin insan idrarı üzerine uygulanmasının 

sonuçları sunulmuĢtur. 

Gonzalez, Bacerra ve Lasema, (1996, s.145) Dünya Dopingle Mücadele 

Ajansı‟nda yasaklı dört diüretik ilacın (TRM, amilorid, bendroflumetiozid ve 

bumetanid) analizi için bir KE yöntemi geliĢtirmiĢtir. Detektör olarak flüoresans 

detektör kullanılmıĢtır. Bu çalıĢmada pH‟ın; göç zamanı, pik yüksekliği ve pik alanı 

üzerindeki etkileri incelenmiĢtir. Analizler pH 8,0‟da yürütülmüĢtür. Optimum koĢullar 

altında analiz 8 dk‟dan kısa sürmüĢtür. TRM için analizler, 370-434 nm dalga boyu 

aralığında yürütülmüĢtür.  Gözlenebilme sınırı (LOD) değeri TRM için 0,5 fmol olarak 

hesaplanmıĢtır. GeliĢtirilen yöntemin doğruluk, kesinlik ve doğrusallık parametreleri 

incelenmiĢtir. 

Riekkola ve Jumppanen, (1996, s.151) diüretiklerin KE yöntemi ile 

belirlenmesine yönelik araĢtırmaları derlemiĢtir. KE ve MEKK yöntemlerinin 

kullanıldığı analizler incelenmiĢ ve yöntemlerin üstünlükleri tartıĢılmıĢtır. Analizde 

matriks problemleri varsa MEKK‟nin KE‟ye üstün olduğu görülmüĢtür.  Analizlerde, 

borat-SDS-asetonitril, titrisol, asetat, glisin, borat-SDS tamponlarının kullanıldığı 

görülmüĢtür. Analizlerde UV ve LIF detektörlerin kullanıldığı görülmüĢtür. Analizler 

200 nm‟den 337 nm‟ye kadar geniĢ bir dalga boyu aralığında yürütülmüĢtür. 4,5- 10,6 

pH aralığında çalıĢıldığı görülmüĢtür. Bu çalıĢmada KE‟nin YPSK‟ya, MEKK‟nın 

KE‟ye üstün olduğu durumlar araĢtırılmıĢtır. 

Siren vd., (2008, s.215) altı diüretik ilacın (bentiazid, bumetanid, etakrinik asit, 

furosemid, klorotiazid, HCT) ve probenesidin metanolde ayrılmasına yönelik bir KE 

yöntemi geliĢtirmiĢtir. Analiz 214 nm‟de yürütülmüĢtür. 30 kV voltaj uygulanmıĢtır. 



11 
 
 

Sıcaklık 25 °C‟de tutulmuĢtur. 50 mbar basınçta hidrodinamik enjeksiyon 

uygulanmıĢtır. 7,9 mM asetik asit/asetat tamponu kullanılmıĢtır. GeliĢtirilen yöntemin 

doğruluk, kesinlik ve doğrusallık parametreleri incelenmiĢtir. 

Wang vd., (2003, s.1507) HCT ve rutinin analizine yönelik bir KE yöntemi 

geliĢtirmiĢtir. Amperometrik detektör kullanılmıĢtır. HCT için LOD değeri 2x10-7 M 

olarak hesaplanmıĢtır. Optimum koĢullar altında analiz 12 dk‟dan kısa sürmüĢtür. 

Analizler pH 7,0-10,0 aralığında 25 mmol Na2B4O7/50mmol NaH2PO4 tamponu 

kullanılarak gerçekleĢtirilmiĢtir. GeliĢtirilen yöntemin doğruluk, kesinlik ve doğrusallık 

parametreleri incelenmiĢtir. 

Zheng vd., (2008, s.15) indapamid, bumetanid ve HCT analizine yönelik bir KE 

yöntemi geliĢtirmiĢtir. Amperometrik detektör kullanılmıĢtır. pH 8,98‟de H3BO3–

Na2B4O7 tamponu kullanılmıĢtır. Optimum koĢullar altında analiz 10 dk‟dan kısa 

sürmüĢtür. HCT için LOD değeri 20 ng/mL olarak hesaplanmıĢtır. GeliĢtirilen yöntemin 

doğruluk, kesinlik ve doğrusallık parametreleri incelenmiĢtir. 

 
Çizelge 2.1. Literatürdeki stabilite göstergeli yöntem uygulanmış çalışmalar 

Kaynak ve 

Madde 

Asidik Stres Bazik Stres Oksidatif Stres Termal Stres Fotolitik Stres 

Ali vd. 

(2016) 

HCT 

1 M HCl 100 °C 

1 saat, %10,10 

bozunma 

1 M NaOH 100 

°C 1 saat, %7,20 

bozunma 

%30 H2O2 100 °C 

1 saat, %65,17 

bozunma  

80 °C 48 

saat, %0,98 

bozunma 

Gün ıĢığı 48 

saat, bozunma 

yok 

Alzoman 

vd. (2013) 

HCT 

1 M HCl 5 saat, 

%31,57 

bozunma 

1 M NaOH 5 

saat, %33,10 

bozunma  

%30 H2O2 1 saat, 

%35,90 bozunma  

80 °C 4 saat, 

bozunma 

yok 

Gün ıĢığı 24 

saat, bozunma 

yok 

Belal vd. 

(2013) 

HCT 

1 M HCl 90 °C 

1 saat 

1 M NaOH 90 

°C 1 saat 

%5 H2O2 80 °C 1 

saat 

90 °C 18 

saat 

254 nm 60 

saat 

Belal vd. 

(2001) 

HCT 

2 M HCl su 

banyosu, 1 saat 

2 M NaOH su 

banyosu, 1 saat 

   

Diego vd. 

(2017) 

HCT 

0,1 N HCl 70 °C 

3 saat, %36,3 

bozunma  

0,1 N 70 °C 5 

saat, %6,3 

bozunma  

%3 H2O2 7 gün 70 °C %75 

bağıl nem 30 

gün 

1,2 milyon lux 

saat, 200 watt 
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Çizelge 2.1 (Devam). Literatürdeki stabilite göstergeli yöntem uygulanmış çalışmalar 

Diego vd. 

(2013) 

HCT 

0,1 N HCl 

70 °C 24 

saat 

0,1 N NaOH  

70 °C 24 saat 

%6 H2O2 7 

gün 

70 °C 30 gün 365 nm 10 gün 

Diego vd. 

(2011) 

HCT 

0,1 N HCl 

60 °C, 5.5 

saat, %19,1 

bozunma   

0,1 N NaOH 

60 °C 5.5 saat, 

%17,8 

bozunma 

%6 H2O2 70 

°C 5.5 saat, 

bozunma 

yok 

70 °C 32 gün 365 nm 8 gün 

Desai 

vd.(2019) 

HCT 

1 N HCl 2 

saat, %0,06 

bozunma  

0,1 N NaOH 

15 dk., 

bozunma yok 

%3 H2O2 2 

saat, 

bozunma 

yok 

80 °C 5 gün, %0,05 

bozunma; 

40 °C %75 bağıl 

nem 10 gün %0,06 

2,9 milyon lux 

saat, 103,9 watt, 

%0,07 bozunma  

Dubey vd. 

(2012) 

HCT 

0,01 N HCl 

60 °C 2 saat, 

%5,79 

bozunma  

0,01 N NaOH 

60 °C 2 saat, 

%6,72 

bozunma  

%5 H2O2 60 

°C 1 saat, 

%8,77 

bozunma 

80 °C 2 saat, %7,13 

bozunma 

Gün ıĢığı 16 saat, 

%8,74 bozunma 

Hegazy 

vd. (2011) 

HCT 

0,1 N NaOH 

2 saat 

  60 °C 4 saat  

Rao 

vd.(2009) 

HCT 

0,1 N HCl 

70 °C 4 saat 

0,1 N NaOH 

70 °C 4 saat 

%5 H2O2 4 

saat 

80 °C 24 saat 1,2 milyon lux 

saat, 200 watt 

Elkarbane 

vd.(2015) 

HCT 

1 M HCl 22 

°C 60 dk. 

1 M NaOH 22 

°C 60 dk. 

%3 H2O2 22 

°C 30 dk. 

70 °C 4 saat 

bozunma yok,;40°C 

%75 bağıl nem 6 

ay,%10 bozunma 

 

El Kimary 

vd.(2016) 

TRM 

0,5 M HCl 

100 °C 2 

saat, %21.48 

bozunma  

0,5 M NaOH 

100 °C 1 saat, 

%72,35 

bozunma 

%10 H2O2 

80 °C 1 saat, 

%28,88 

bozunma 

100 °C 6 saat 

bozunma yok; 

nemli ısı 100 °C 6 

saat %1,22 

bozunma 

Gün ıĢığı 5 gün, 

bozunma yok; UV 

254 nm %1,34 

bozunma, UV 365 

nm %0,09 

bozunma 

Patil 

vd.(2011) 

HCT 

1 N HCl 60 

°C 2 saat, 

%0,5 

bozunma  

0,1 N NaOH 

60 °C 2 saat, 

%44,03 

bozunma 

%30 H2O2 

60 °C 2 saat, 

%35,61 

bozunma 

80 °C 28 saat UV 254 nm 24 

saat, bozunma 

yok; UV 366 nm 

48 saat, bozunma 

yok  
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Çizelge 2.1 (Devam). Literatürdeki stabilite göstergeli yöntem uygulanmış çalışmalar 

Fiori vd.(2003) 

TRM 

    UVA-UVB 

365 nm, 254 

nm+ 365 nm 

Ganipisetty 

vd.(2016) HCT 

0,1 N HCl 60 

°C 1 saat, 

%2,61 

bozunma 

0,01 N NaOH 60 

°C 30 dk, %0,78 

bozunma 

%3 H2O2, 

%2,13 

bozunma 

60 °C 72 

saat, 

%4,53 

bozunma  

1,2 milyon 

lux saat 226 

nm 24 saat, 

%0,26 

bozunma 

Gawande 

vd.(2013) HCT 

1 N HCl 80 °C 

2 saat 

1 N NaOH 80 °C 

2 saat 

%15 H2O2 80 

°C 

70 °C 3 

gün 

1,25 milyon 

lux saat 200 

watt 

Hari vd.(2016) 

HCT 

1 M HCl 

%0,41 

bozunma 

1 M NaOH, 

%0,49 bozunma 

%3 H2O2 

%0,49 

bozunma 

  

Ilango vd.(2013) 

HCT 

0,1 M HCl 50 

°C 1 saat, %3 

bozunma  

0,1 M NaOH 50 

°C 1 saat, %18 

bozunma 

%3 H2O2 50 

°C 1 saat, %5 

bozunma 

60 °C 1 

saat 

(nemli) 

365 nm UV 

24 saat 

Jain vd.(2011) 

HCT 

1 N HCl 105 

°C 30 dk, 

%14,29 

bozunma 

2 N NaOH 105 °C 

90 dk, %32,8 

bozunma 

%10 H2O2 105 

°C 45 dk, 

%36,24 

bozunma 

100 °C 48 

saat 

254 nm, 366 

nm, UV 48 

saat 

Joshi vd.(2010) 

HCT 

0,25 N HCl 60 

°C 1 saat 

0,25 N NaOH 60 

°C 1 saat 

%10 H2O2 60 

°C 4 saat 

60 °C 15 

gün 

 

Kalyani 

vd.(2016) HCT 

1,5 N HCl 2 

saat 

0,1 N NaOH 8 

saat 

%1 H2O2 30 

°C 24 saat 

70 °C 24 

saat 

UV lamba 2 

saat 

Karvelis 

vd.(2014) HCT 

1 M HCl 25 

°C, %81.7 

bozunma 

1 M NaOH 25 °C, 

%69,6 bozunma 

%5 H2O2 25 

°C, %46,2 

bozunma 

  

Kurbanoğlu 

vd.(2014) HCT 

0,1 N HCl 3 

saat, %42 

bozunma 

0,1 N NaOH 1 

saat, %18 

bozunma 

%30 H2O2 1 

saat, %33 

bozunma 

75°C 1 

saat, %5 

bozunma 

 

Lusina vd. (2005) 

HCT 

   50°C, %80 

nem, 4 

hafta 

 

Satheesh 

vd.(2011) HCT 

1 N HCl 80 

°C, 1 gün 

1 N NaOH, 80 °C, 

1 gün 

%3 H2O2, 35 

°C, 1 gün 

105 °C, 2 

gün 

UV 254 nm, 

2 gün 

 



14 
 
 

Çizelge 2.1 (Devam). Literatürdeki stabilite göstergeli yöntem uygulanmış çalışmalar 

Salem vd. (2019) 

HCT 

0,1 N HCl 70 

°C 3 saat, 

%36,3 

bozunma  

0,1 N 70 °C 5 

saat, %6,3 

bozunma  

%3 H2O2 7 

gün 

70 °C %75 

bağıl nem 

30 gün 

1,2 milyon 

lux saat, 200 

watt 

Shaalan vd.(2013) 

HCT 

1 M HCl, 90 

°C 1 saat, %75 

bozunma  

1 M NaOH, 90 

°C 1 saat, %30 

bozunma 

%5 H2O2 80 

°C, 1 saat, 

%30 bozunma 

90 °C 18 

saat, 

bozunma 

yok 

UV 254 nm 

60 saat, %13 

bozunma 

Shakya vd. (2016) 

HCT 

1 N HCl, 

bozunma yok 

1 N NaOH, 

bozunma yok 

%40 H2O2, 

%7.5 bozunma 

 UV 2 saat, 

bozunma 

yok 

Slijivic vd. (2017) 

HCT 

1 M HCl 70 

°C 1 saat, 

%10,52 

bozunma 

1 M NaOH 70 

°C 3 saat, 

%6,27 

bozunma 

%30 H2O2 3 

saat, %10 

bozunma 

70 °C 3 

saat, 

%8,64 

bozunma 

Gün ıĢığı 2 

hafta, 

bozunma 

yok 

Srikanth Reddy 

vd.(2015) HCT 

0,2 N HCl 25 

°C 10 dk, 

%0,4 bozunma 

0,2 N NaOH 

25 °C, %0,4 

bozunma 

%5 H2O285 °C 

30 dk, %0,4 

bozunma 

105 °C 24 

saat, %0,5 

bozunma 

1,2 milyon 

lux saat, 200 

watt, %0,5 

bozunma 

Srinivasu vd.(2018) 

HCT 

1 N HCl 80 °C 

2 saat, %2,24 

bozunma 

0,1 N NaOH 

80 °C 2 saat, 

%5,91 

bozunma 

%1 H2O2 80 

°C 2 saat, 

%1,56 

bozunma 

  

Tagliari vd.(2007) 

HCT 

0,1 N HCl 60 

°C 2 saat, %17 

bozunma 

0,1 N NaOH 

60 °C 2 saat, 

%17 bozunma 

%3 H2O2 

karanlıkta 24 

saat, %9 

bozunma 

80 °C 72 

saat, 

bozunma 

yok 

 

Vojta vd.(2015) HCT 0,5 M HCl 50 

°C 2 saat 

0,2 M NaOH 

50 °C 2 saat 

%30 H2O2 50 

°C 2 saat 

65 °C 18 

saat 

Gün ıĢığı 18 

saat 

Rao vd.(2016) HCT 0,1 N HCl, 

bozunma yok 

0,1 N NaOH, 

bozunma yok 

%3 H2O2, 

bozunma yok 

60 °C, 

bozunma 

yok 

 

Sangoi vd.(2011) 

HCT 

0,2 M HCl 3 

saat, %25 

bozunma  

0,2 M NaOH 3 

saat, %17 

bozunma  

%10 H2O2 6 

saat, %18 

bozunma  

 UV-C 254 

nm 72 saat, 

%2 bozunma 
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Çizelge 2.1 (Devam). Literatürdeki stabilite göstergeli yöntem uygulanmış çalışmalar 

Xu 

vd.(2019) 

HCT 

0,1 M HCl 3 

gün, bozunma 

yok 

0,1 M NaOH 3 

gün, bozunma 

yok 

%3 H2O2 3 gün, 

%5,1 bozunma 

%85 nem 80 

°C 3 gün 

%20,6 

bozunma 

1,2 milyon lux 

saat, 200 watt, 

bozunma yok 

Mahajan 

vd.(2012) 

HCT 

1 mol, 1 mL 

HCl 80 °C, %15 

bozunma 

1 mol 1 mL 

NaOH 80 °C, 

%15 bozunma 

%3 ve %6 H2O2 

80 °C 

70 °C 3 gün 1,25 milyon 

lux saat, 200 

watt 

Phechkraj

ang 

vd.(2017) 

HCT 

1 M HCl 80 °C 1 M NaOH 80 

°C 

%30 H2O2 80 °C Gün ıĢığı 14 

gün 

Rane 

vd.(2010) 

HCT 

1 N HCl 48 saat 1 N NaOH 48 

saat 

%30 H2O2 48 saat 80 °C 48 

saat 

UV 254 nm 48 

saat, UV 366 

nm 48 saat 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



16 
 
 

3. GEREÇLER 

 

3.1. Kullanılan Kimyasal Maddeler 

Disodyum hidrojen fosfat  : Fluka, Almanya 

Fosforik asit    : Sigma-Aldrich, Almanya 

HCT     : Referans Kimya, Türkiye 

Hidrojen peroksit   : Sigma-Aldrich, Almanya 

Hidroklorik asit   : Sigma-Aldrich, Almanya 

Metanol    : Merck, Almanya 

SDS     : Sigma-Aldrich, Almanya 

Sodyum asetat    : Merck, Almanya 

Sodyum borat    : Sigma-Aldrich, Almanya 

Sodyum dihidrojen fosfat  : Fluka, Almanya 

Sodyum hidroksit   : Merck, Almanya 

TRM     : Referans Kimya, Türkiye 

 

3.2. Kullanılan Cihazlar 

Buzdolabı    : Arçelik, No Frost&Electronic, Türkiye 

Etüv     : Venticell, Almanya 

Hassas terazi    : Mettler Toledo, Ġsviçre 

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

Kapiler    : Agilent Technologies, A.B.D. 

Otomatik pipet   : Eppendorf, Almanya 

pH metre    : Mettler Toledo, Ġsviçre 

ġırınga filtresi    : Macherey Nagel, Almanya 

Ultra saf su cihazı   : Millipore, A.B.D. 

Ultrasonik banyo   : Sonorex, Almanya 

UV lamba    : Vilber Lourmat, Fransa 

Vorteks karıĢtırıcı   : Jeio Tech, Kore 

 

 



17 
 
 

4. YÖNTEMLER 

 

4.1. Standart Çözeltilerin Hazırlanışı 

GeliĢtirilecek yöntemde kullanılmak üzere öncelikle HCT ve TRM için uygun 

çözücü araĢtırılmıĢtır. Literatür bilgileri ve ön denemeler sonucunda her iki madde için 

de metanol çözücü olarak belirlenmiĢtir. Daha sonra her iki maddeden de uygun 

miktarda tartım alınarak metanolde çözülmüĢtür. Çözeltiler vorteks karıĢtırıcıda 10 dk 

karıĢtırıldıktan sonra 10 dk ultrasonik banyoda bekletilmiĢtir. Bu Ģekilde her iki 

maddenin de 10-3 M düzeyinde ana stok çözeltileri hazırlanmıĢtır. Hazırlanan tüm 

çözeltiler alüminyum folyoya sarılı halde -18°C‟de buzdolabında saklanmıĢtır. Gerekli 

seyreltmeler bu stok çözeltiler üzerinden yapılmıĢtır. 

ÇalıĢmada seyreltme çözeltisi olarak kullanılan çalıĢma tamponunun 1/10 

oranında su ile seyreltilmiĢ çözeltisi kullanılmıĢtır. 

 

4.2. KE Yöntemi 

 

4.2.1. Cihazla ilgili koşullar 

Yöntemde deteksiyon DAD detektör ile 225 nm ve 230 nm‟de gerçekleĢtirilmiĢtir. 

Ayrımda için 75 µm iç çapa sahip 40 cm efektif uzunlukta (48,5 cm toplam) çıplak 

silika kapiler kullanılmıĢtır. Kapilerin Ģartlanması için ilk kullanımında 30 dk 1 M 

sodyum hidroksit çözeltisi ile yıkanmıĢtır. 

Cihazın her açılıĢında ise kapiler 10 dk 0,1 M sodyum hidroksit çözeltisi, 10 dk 

distile su ve 10 dk çalıĢma tamponu ile yıkanmıĢtır. Örneklerin analizleri arasında 

Ģartlandırma sırasıyla 2 dk 0,1 M sodyum hidroksit çözeltisi, 2 dk distile su ve 2 dk 

çalıĢma tamponu ile yıkama olacak Ģekilde sağlanmıĢtır. Cihazın günlük kullanımı 

sonrasında kapiler sırasıyla 10 dk 0,1 M sodyum hidroksit çözeltisi ve 5 dk distile su ile 

yıkandıktan sonra 2 dk hava çekilerek bırakılmıĢtır. 

Enjeksiyonlar 10 s süre ile 50 mbar basınç altında gerçekleĢtirilmiĢtir. 
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4.2.2. Çalışma tamponu 

Yöntemde pH 3,0-9,0 aralığında çeĢitli tamponlar kullanılmıĢtır. pH 3,0, 6,0, 7,0 

ve 8,0 çeĢitli fosfat tamponları ile pH 4,0 ve 5,0 asetat tamponu ile ve pH 9,0 borat 

tamponu ile hazırlanmıĢtır. Fosfat tamponları hazırlanırken kullanılacak pH‟a göre 

disodyum hidrojen fosfat, sodyum dihidrojen fosfat ve fosforik asit uygun miktarlarda 

kullanılmıĢtır. Asetat tamponları için sodyum asetat ve asetik asitin uygun miktarları ile 

istenilen pH sağlanmıĢtır. Borat tamponları için ise sodyum tetraborat ve HCl 

kullanılmıĢtır.  Bu tamponların her biri için 50 mM‟lık ana stoklar hazırlandıktan sonra 

gerekli seyreltmeler su ile yapılıp istenilen deriĢim ve pH sağlanmıĢtır. 

ÇalıĢmada kullanılan anyonik sürfektanın hazırlanması için uygun miktarda SDS 

tartılarak suda çözülmüĢ ve bu Ģekilde 100 mM‟lık ana stok hazırlanmıĢtır. Buradan 

gerekli seyreltmeler su ile yapılmıĢtır. 

Tüm yıkama ve çalıĢma tamponu çözeltileri analiz öncesinde 0,45 µm‟lik 

filtreden süzüldükten sonra cihaza verilmiĢtir. 

 

4.2.3. Optimizasyon çalışmaları 

KE yönteminin optimizasyonu için çalıĢma tamponunun bileĢimi ve deriĢimi, pH, 

organik çözücü oranı ve uygulanan potansiyel parametreleri incelenmiĢtir. 

Optimizasyon çalıĢmalarında 10-6 M düzeyindeki TRM ve HCT çözeltileri ile analizler 

gerçekleĢtirilmiĢtir. 

 

4.2.3.1. Tampon bileşimi ve derişimi 

Yöntemdeki çalıĢma tamponunun bileĢimi ve deriĢimine karar vermek amacıyla 

öncelikle 10, 20 ve 30 mM SDS içeren 10 mM borat tamponu (pH 9,00) hazırlanmıĢtır. 

TRM ve HCT çözeltileri 27,5 kV potansiyel atında 3‟er kez analiz edilmiĢtir. Analiz 

sonunda elde edilen piklerin pik morfolojileri ve göç zamanları değerlendirilerek uygun 

deriĢimdeki SDS‟ye karar verilmiĢtir. Tampon deriĢimini belirlemek için ise 20 mM 

SDS içeren 10 mM, 15 mM ve 20 mM deriĢimde 3 ayrı borat tamponu (pH 9,00) 

hazırlanmıĢ ve TRM ve HCT çözeltileri 27,5 kV potansiyel atında 3‟er kez analiz 

edilmiĢtir. Analiz sonunda elde edilen piklerin pik morfolojileri ve göç zamanları 

değerlendirilerek uygun deriĢimdeki borat tamponuna karar verilmiĢtir. 
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4.2.3.2. pH 

ÇalıĢma tamponunun pH‟ının belirlenmesi amacıyla pH‟ı 8,50, 9,00 ve 9,50 olan 

20 mM SDS içeren 15 mM borat tamponu hazırlanmıĢtır. Bu 3 farklı tampon ile TRM 

ve HCT‟nin 3‟er defa 27,5 kV potansiyel altında analizi gerçekleĢtirilmiĢtir. Pik 

morfolojileri ve göç zamanları değerlendirilerek yeterli ayrımın sağlandığı uygun pH 

seçilmiĢtir. 

 

4.2.3.3. Organik çözücü oranı 

ÇalıĢma tamponundaki organik çözücü oranının ayrıma katkısını incelemek 

amacıyla sırasıyla %5, %10, %15 (h/h) oranında metanol içeren 20 mM SDS içeren 15 

mM borat tamponu(pH 9,00) hazırlanmıĢtır. TRM ve HCT çözeltilerinin 27,5 kV 

potansiyel altında 3‟er analizi gerçekleĢtirilmiĢtir. Pik morfolojileri ve analiz süresi 

değerlendirilerek organik çözücü oranına karar verilmiĢtir.  

 

4.2.3.4. Potansiyel 

Uygulanacak potansiyelin belirlenmesi amacı ile TRM ve HCT çözeltilerinin 20 

mM SDS içeren 15 mM borat tamponu (pH 9,00) ile 22,5 kV, 25,0 kV ve 27,5 kV 

potansiyel altında 3‟er analizi gerçekleĢtirilmiĢtir. Bu analizler sonucunda gözlenen 

analiz süreleri ve pik morfolojileri değerlendirilerek çalıĢma potansiyeline karar 

verilmiĢtir. 

 

4.2.4. Validasyon çalışmaları 

GeliĢtirilen yöntemin geçerliliğinin gösterilmesi amacıyla yöntemin doğrusallık, 

kesinlik, doğruluk, seçicilik, duyarlılık, sağlamlık ve kararlılık parametreleri 

incelenmiĢtir. Validasyon hesaplamaları için alan oranları (AO) (AO =Alanmadde/Göç 

zamanımadde) kullanılmıĢtır. 

 

4.2.4.1. Doğrusallık 

Analit deriĢimleri ile elde edilen sinyaller arasında doğrusal bir iliĢki olup 

olmadığının incelenmesi için TRM ve HCT‟nin yaklaĢık 2×10-5 M- 2×10-8 M 
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aralığında11 farklı çözeltisi hazırlanmıĢtır. Bu deriĢimler TRM için 2,62×10-8 M, 

5,24×10-8 M, 8,73×10-8 M, 2,18×10-7 M, 5,46×10-7 M, 9,10×10-7 M, 1,82×10-6 M, 

3,64×10-6 M, 6,07×10-6 M, 8,67×10-6 Mve 1,24×10-5 M ve HCT için 2,21×10-8 M, 

4,43×10-8 M, 7,38×10-8 M, 1,84×10-7 M, 4,61×10-7 M, 7,68×10-7 M, 1,53×10-6 M, 

3,07×10-6 M, 5,12×10-6 M, 7,32×10-6M ve 1,05×10-5 M Ģeklindedir. Bu 11 çözelti 

optimum koĢullar altında analiz edilmiĢtir.  

Yöntemin doğrusal olduğu aralık belirlendikten sonra yöntemin kalibrasyonu için 

TRM ve HCT‟nin son deriĢimleri sırasıyla 2,18×10-7 M, 5,46×10-7 M, 9,10×10-7 M, 

3,64×10-6 M, 6,07×10-6 M, 8,67×10-6 M ve 1,84×10-7 M, 4,61×10-7 M, 7,68×10-7 M, 

3,07×10-6 M, 5,12×10-6 M, 7,32×10-6 M olacak Ģekilde 6 farklı çözelti hazırlanmıĢ ve bu 

çözeltilerin gün içi ve günler arası olmak üzere 3‟er analizi gerçekleĢtirilmiĢtir.  

 

4.2.4.2. Seçicilik 

 Yöntemin seçiciliğinin incelenmesi amacı ile hem HCT ve TRM standart 

çözeltileri hem de analitleri içeren farmasötik preparat çeĢitli stres koĢullarına maruz 

bırakılmıĢtır. Tüm stres koĢulları 3‟er kez tekrarlanmıĢ ve buna göre bozunma 

miktarları hesaplanmıĢtır. 

4.2.4.2.1. Asidik stres  

5×10-6 M son deriĢimine sahip HCT ve TRM çözeltileri sırasıyla oda 

sıcaklığında ve 60°C su banyosunda ayrı ayrı 60 dk süre ile 1 M HCl‟ye maruz 

bırakılmıĢtır. HCT ve TRM içeren tablete de aynı koĢullar altında asidik stres uygulanıp 

analiz edilmiĢtir. 

4.2.4.2.2. Bazik stres 

5×10-6 M son deriĢimine sahip HCT ve TRM çözeltileri sırasıyla oda 

sıcaklığında ve 60°C su banyosunda ayrı ayrı 60 dk süre ile 1 M NaOH‟a maruz 

bırakılmıĢtır. HCT ve TRM içeren tablete de aynı koĢullar altında bazik stres uygulanıp 

analiz edilmiĢtir. 

4.2.4.2.3. Oksidatif stres 

5×10-6 M son deriĢimine sahip HCT ve TRM çözeltileri sırasıyla oda 

sıcaklığında ve 60°C su banyosunda ayrı ayrı 60 dk süre ile %3 H2O2‟ye maruz 

bırakılmıĢtır. HCT ve TRM içeren tablete de aynı koĢullar altında oksidatif stres 

uygulanıp analiz edilmiĢtir. 
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4.2.4.2.4. Termal stres 

5×10-6 M son deriĢimine sahip HCT ve TRM çözeltileri ayrı ayrı 60°C etüvde 60 

dk bekletilip analiz edilmiĢtir. HCT ve TRM içeren tablete de aynı koĢullar altında 

termal stres uygulanıp analiz edilmiĢtir. 

 

4.2.4.2.5. Fotolitik Stres 

5×10-6 M son deriĢimine sahip HCT ve TRM çözeltileri ayrı ayrı UV lamba 

altında 24 saat süre ile bekletilip analiz edilmiĢtir. HCT ve TRM içeren tablete de aynı 

koĢullar altında fotolitik stres uygulanıp analiz edilmiĢtir. 

 
Çizelge 4.1. Uygulanan stres koşulları 

 ASĠDĠK BAZĠK OKSĠDATĠF TERMAL FOTOLĠTĠK 

HCT 1 M HCl, oda 

sıcaklığı 60 dk.; 

1 M HCl, 60°C 

60 dk. 

1 M NaOH, oda 

sıcaklığı 60 dk.; 

1 M NaOH, 

60°C 60 dk. 

%3 H2O2, oda 

sıcaklığı 60 dk.;%3 

H2O2, 60°C 60 dk. 

60°C etüv, 

60 dk. 

UV lamba, 

24 saat 

TRM 1 M HCl, oda 

sıcaklığı 60 dk.; 

1 M HCl, 60°C 

60 dk. 

1 M NaOH, oda 

sıcaklığı 60 dk.; 

1 M NaOH, 

60°C 60 dk. 

%3 H2O2, oda 

sıcaklığı 60 dk.; %3 

H2O2, 60°C 60 dk. 

60°C etüv, 

60 dk. 

UV lamba, 

24 saat 

TABLET 1 M HCl, 60°C 

60 dk. 

1 M NaOH, 

60°C 60 dk. 

%3 H2O2, 60°C 60 

dk. 

60°C etüv, 

60 dk. 

UV lamba, 

24 saat 

 

4.2.4.3. Kesinlik 

Yöntemin tekrarlanabilirliğinin belirlenebilmesi için TRM ve HCT‟nin son 

deriĢimleri sırasıyla 1,82×10-6 M ve 1,53×10-6 M olacak Ģekilde hazırlanan çözeltiler 

gün içi ve günler arası olmak üzere 6‟Ģar kez analiz edilmiĢtir. 

 

4.2.4.4. Doğruluk 

Yöntemin doğruluk çalıĢması için son deriĢimleri 5,12×10-6 M, 1,54×10-6 M ve 

4,61×10-7 M HCT ve 6,07×10-6 M, 1,82×10-6 M ve 5,46×10-7 M TRM olacak Ģekilde 3 

set TRM ve HCT çözeltileri hazırlanmıĢtır. Her setin gün içi ve günler arası olmak 

üzere 6‟Ģar kez analizi gerçekleĢtirilmiĢtir.  
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4.2.4.5. Duyarlılık 

Yöntemin duyarlılığının belirlenebilmesi amacıyla sinyal/gürültü (S/N) oranları 

kullanılmıĢtır. Hesaplamalarda S/N oranı LOD değeri için 3,3; LOQ değeri için 10,0 

olarak alınmıĢtır. 

 

4.2.4.6. Kararlılık 

Yöntemin kararlılık çalıĢması için son deriĢimleri 2×10-6 M olan TRM ve HCT 

kullanılmıĢtır. Bu amaçla taze hazırlanmıĢ çözelti ile +4°C‟de 24 saat bekletilmiĢ ve 

alüminyum folyo ile sarılı halde -18°C‟de 1 ay bekletilmiĢ çözeltileri 3‟er kez analiz 

edilerek sonuçlar karĢılaĢtırılmıĢtır.  

 

4.2.4.7. Sağlamlık 

Yöntemin sağlamlık çalıĢması için TRM ve HCT içeren 2×10-6 M deriĢimdeki 

çözelti optimum koĢullarda küçük değiĢiklikler yapılarak analiz edilmiĢtir. DeğiĢtirilen 

koĢullar tampon deriĢimi, anyonik sürfektan deriĢimi ve pH olarak belirlenmiĢ ve her 

koĢulda 3‟er deney yapılmıĢtır. Elde edilen sonuçlar optimum koĢullarla istatistiksel 

olarak karĢılaĢtırılmıĢtır. 

4.3. Yöntemlerin Uygulanması 

Yöntemin uygulanabilirliğini göstermek amacıyla 50 mg TRM ve 25 mg HCT 

içeren Trianseril® tablet piyasadan temin edilmiĢtir. 10 tane tablet tartılıp ortalama 

tablet ağırlığı belirlenmiĢtir (242,02 mg). Tabletler toz edildikten sonra ortalama bir 

tablet ağırlığı kadar tartım alınmıĢtır. Daha sonra metanolde çözülüp vorteks 

karıĢtırıcıda 10 dk süre ile karıĢtırılmıĢtır. Ultrasonik banyoda 10 dk bekletilen tablet 

çözeltisi10 dk 4000 rpm‟de santrifüj edilmiĢtir. Süpernatan kısmından uygun miktarda 

alınarak kalibrasyon aralığına denk gelecek Ģekilde 1/10 oranında seyreltilmiĢ çalıĢma 

tamponu ile seyreltilmiĢtir. Çözelti analizden önce 0,45 µm‟lik filtre ile filtre edilmiĢtir. 

6 kez tekrarlanan analiz sonuçları istatistiksel olarak değerlendirilmiĢtir.  
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5. BULGULAR VE YORUM 

 

5.1. Yöntemin Optimizasyonu 

KE yönteminde deteksiyon DAD detektör ile sağlanmıĢtır. Literatürde TRM ve 

HCT‟nin miktar tayini için yapılmıĢ çalıĢmalarda çok farklı dalga boylarının (214-325 

nm) kullanıldığı görülmüĢtür. Bu nedenle DAD detektörde 210-325nm‟lerde her iki 

madde için elde edilen pikler incelenmiĢ ve analizde HCT için 225 nm ve TRM için 230 

nm‟nin kullanılmasına karar verilmiĢtir.  

Ayrım için 75 µm iç çapa sahip 40 cm efektif ve 48,5 cm toplam uzunlukta 

kapiler kullanılmıĢtır. Kapiler sıcaklığı tüm çalıĢma boyunca 20°C‟ta sabit tutulmuĢtur. 

Örnekler 10 s süre ile 50 mbar basınç altında sisteme verilmiĢtir. Yöntemin 

optimizasyonu ve validasyonu sağlandıktan sonra geliĢtirilen yöntem HCT ve TRM 

içeren preparatlara uygulanmıĢtır. 

TRM ve HCT‟nin KE yöntemi ile miktar tayini için her iki analit için optimum 

analiz koĢullar araĢtırılmıĢtır. Bu amaçla kullanılacak çalıĢma tamponu bileĢimi ve 

deriĢimi, çalıĢma tamponunun pH‟ı, çalıĢma tamponundaki organik çözücü oranı ve 

uygulanan potansiyel parametreleri incelenerek ayrım için en uygun koĢullar 

belirlenmiĢtir. Yöntemin optimizasyon çalıĢmalarında TRM ve HCT‟nin son deriĢimleri 

2,0×10-6 M olacak Ģekilde hazırlanan çözeltileri kullanılmıĢtır. 

Öncelikle HCT ve TRM‟nin eĢ zamanlı analizini sağlamak amacı ile pH 3-9 

aralığında farklı tamponlar kullanılmıĢtır. pH 3,0, 6,0, 7,0 ve 8,0 çeĢitli fosfat 

tamponları ile pH 4,0 ve 5,0 asetat tamponu ile ve pH 9,0 borat tamponu ile 

hazırlanmıĢtır. ġekil 5.1‟de HCT ve TRM karıĢımlarını içeren örneğin bu pH‟larda elde 

edilen elektroferogramları sunulmuĢtur. 
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Şekil 5.1. Çalışma tamponu incelemesi 

 

ġekil 5.1.‟den de görüldüğü gibi asidik koĢullarda TRM piki gözlenirken, nötr 

koĢullarda her iki maddenin de pikleri gözlenememiĢtir. Bazik koĢullarda ise yalnız 

HCT pikine rastlanmıĢtır. Bu durum karĢısında çalıĢma tamponuna anyonik bir 

sürfektan (SDS) eklenmesi ile her iki maddenin de gözlenebileceği düĢünülmüĢtür. 

Elektrozmozun da ayrıma yapacağı katkıdan yararlanmak amacı ile bazik ortamda borat 

tamponuna SDS eklenmesi ile yapılan ön denemelerde ayrım sağlanmıĢ ve çalıĢma bu 

temele dayandırılmıĢtır. 

 

5.1.1. Tampon bileşimi ve derişimi 

Tampon bileĢimi ve deriĢimini belirlemek amacı ile öncelikle sırasıyla 10, 20 ve 

30 mM SDS içeren 10 mM borat tamponu (pH 9,00) hazırlanmıĢtır. 10-6 M düzeyindeki 

TRM ve HCT çözeltileri 27,5 kV potansiyel atında 3‟er kez analiz edilmiĢtir. ġekil 

5.2.‟de bu analizlere ait elektroferogramlar görülmektedir. 
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Şekil 5.2. Çalışma tamponu bileşimi incelemesi 

 

Tampon deriĢimini belirlemek için 20 mM SDS içeren 10 mM, 15 mM ve 20 mM 

deriĢimde 3 ayrı borat tamponu (pH 9,00) hazırlanmıĢ ve 10-6 M düzeyindeki TRM ve 

HCT çözeltileri 27,5 kV potansiyel atında 3‟er kez analiz edilmiĢtir. ġekil 5.3.‟te bu 

analizlere ait elektroferogramlar görülmektedir. 

 

 
Şekil 5.3. Çalışma tamponu derişimi incelemesi 
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Tampon deriĢimindeki artıĢla birlikte analiz süreleri de artmıĢtır. Aynı zamanda 

üretilen akım da yükselmiĢtir. Yapılan değerlendirmeler sonucunda çalıĢmanın 20 mM 

SDS içeren 15 mM borat tamponu ile yürütülmesine karar verilmiĢtir. 

 

5.1.2. pH 

ÇalıĢma tamponu pH‟ının, TRM ve HCT‟nin elektroforetik davranıĢı üzerine 

etkisini incelemek amacı ile pH‟ı 8,50, 9,00 ve 9,50 olan 20 mM SDS içeren 15 mM 

borat tamponu hazırlanmıĢtır. Bu 3 farklı tampon ile TRM ve HCT‟nin KE‟de 3‟er defa 

analizi gerçekleĢtirilmiĢtir. ġekil 5.4.‟te bu analizlere ait elektroferogramlar verilmiĢtir. 

 

 
Şekil 5.4. Çalışma tamponu pH incelemesi 

 

pH‟ı 9,50 olan çalıĢma tamponu ile yapılan analizlerde akımın çok yükseldiği 

gözlemlenmiĢtir. Ayrıca bu pH‟da maddelerin ayrılması için yeterli ayrım gücü (Rs) 

değeri sağlanamamıĢtır. pH 8,50‟de ise TRM‟nin pik alanında küçülme olduğu ve 

HCT‟nin elektroozmoza iyice yaklaĢtığı gözlenmiĢtir.  Bu veriler ıĢığında çalıĢma 

tamponunun pH‟ı 9,00 olarak seçilmiĢtir. 
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5.1.3. Organik çözücü 

ÇalıĢma tamponunda organik çözücü bulunması ile ayrımın iyileĢtirilmesi amacı 

ile sırasıyla %5, %10, %15 (h/h) oranında metanol içeren 20 mM SDS içeren 15 mM 

borat tamponu(pH 9,00) hazırlanmıĢ ve 3‟er analiz gerçekleĢtirilmiĢtir. Bu tampon ile 

27,5 kV potansiyel altında analiz edilen TRM ve HCT‟ye ait elektroferogramlar ġekil 

5.5.‟te sunulmuĢtur. 

 

 
Şekil 5.5. Çalışma tamponundaki organik çözücü oranı incelemesi 

 

ÇalıĢma tamponunda bulunan organik çözücü miktarının artması ile pikler 

arasındaki Rs değeri düĢmüĢtür. En düĢük düzeyde organik çözücü bulunması ile de göç 

zamanlarında anlamlı fark yaratmadığı ve pik alanlarında küçülmeye sebep olduğu için; 

organik çözücü kullanmamaya karar verilmiĢtir. 

 

5.1.4. Uygulanan potansiyel 

Aletsel parametrelerden olan uygulanan potansiyelin optimizasyonu için TRM ve 

HCT‟nin 22,5 kV, 25,0 kV ve 27,5 kV potansiyel altında 20 mM SDS içeren 15 mM 

borat tamponu (pH 9,00) ile 3‟er kez analizi gerçekleĢtirilmiĢtir. ġekil 5.6.‟da bu 

analizlere ait elektroferogramlar verilmiĢtir. 
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Şekil 5.6. Uygulanan potansiyelin incelemesi 

 

KE‟de mümkün olan en yüksek potansiyelin uygulanması ile en kısa sürede 

ayrımlar sağlanabilir. Yapılan analizlerde de potansiyelin artması ile birlikte analiz 

sürelerinin kısaldığı görülmüĢtür. Yüksek potansiyel uygulanması ile doğabilecek Joule 

ısınması sorunlarından kaçınmak amacı ile çalıĢmanın 25,0 kV potansiyelde 

yürütülmesine karar verilmiĢtir.  

 

5.1.5. IS 

Ġncelenen parametreler sonucunda TRM ve HCT‟nin 20 mM SDS içeren 15 mM 

borat tamponu (pH 9,00) ve 25,0 kV potansiyel altında analiz edilmesi ile en uygun 

koĢulların sağlandığı görülmüĢtür. Deneyin optimum koĢulları belirlendikten sonra 

yöntemin güvenilirliğini arttırmak amacı ile bir IS araĢtırılmıĢtır. Ġncelenen maddeler 

(benidipin, granisetron, zofenopril, almotriptan, eletriptan, frovatriptan ve telmisartan) 

arasında göç zamanı ve pik morfolojisi makul bir madde gözlenmemiĢtir. Bu nedenle 

çalıĢmada IS kullanılmamasına karar verilmiĢtir. 

ġekil 5.7.‟de optimum koĢullarda analiz edilen HCT ve TRM‟ye ait 

elektroferogram sunulmuĢtur. 
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Şekil 5.7. Optimum koşullar altında HCT ve TRM’ye ait elektroferogram 

 

Bu koĢullar altında HCT ve TRM için göç zamanları sırası ile 2,75±0,007 dk ve 

4,61±0,022 dk olarak belirlenmiĢtir. Maddelerin hesaplanan elektroforetik 

hareketlilikleri ise HCT için -9,22×10-5 cm2/sV ve TRM için -2,82×10-4 cm2/sV‟dir. 

 

5.2. Validasyon 

Optimum koĢullar belirlendikten sonra geliĢtirilen yöntemin geçerliliğinin 

gösterilmesi amacıyla yöntemin doğrusallık, seçicilik, kesinlik, doğruluk, duyarlılık, 

kararlılık ve sağlamlık parametreleri incelenmiĢtir. Hesaplamalarda AO değerleri 

kullanılmıĢtır. Ayrıca yöntemin sistem uygunluğunu göstermek amacı ile tabaka sayısı 

(N), Rs ve asimetri faktörü (As) parametreleri hesaplanmıĢtır. 

 

5.2.1. Doğrusallık 

Yöntemin doğrusallığının incelenmesi amacıyla; 2,62×10-8-1,24×10-5 M 

aralığında 11 farklı TRM çözeltisi, 2,21×10-8-1,05×10-5 M aralığında 11 farklı HCT 

çözeltisi hazırlanmıĢtır. Yapılan istatistiksel değerlendirme sonucunda TRM için 

yöntemin 8,73×10-8-8,66×10-6M aralığında doğrusal olduğu belirlenmiĢ ve yüksek 

korelasyon katsayısına sahip (r=0,9997) bir doğru (y=211895x +0,006) elde edilmiĢtir. 

HCT için yöntemin 7,37×10-8-7,32×10-6M aralığında doğrusal olduğu belirlenmiĢ ve 
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yüksek korelasyon katsayısına sahip (r=0,9996) bir doğru (y=250334x + 0,004) elde 

edilmiĢtir. ġekil 5.8. ve 5.9.‟da elde edilen bu doğrular sunulmuĢtur. 

 

 
Şekil 5.8. TRM’nin doğrusal olduğu aralığın grafiksel gösterimi 

 

 
Şekil 5.9. HCT’nin doğrusal olduğu aralığın grafiksel gösterimi 

 

ÇalıĢılabilecek doğrusal aralık belirlendikten sonra TRM‟nin 2,18×10-7-8,66× 10-6 

M aralığında ve HCT‟nin 1,84×10-7-7,32×10-6 M aralığında 6 farklı deriĢimde 3 set 
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çözeltisi hazırlanarak gün içi ve günler arası olmak üzere analiz edilmiĢtir. Elde edilen 

verilerin istatistiksel değerlendirmeler Çizelge 5.1. ve 5.2.‟de sunulmuĢtur. 

 
Çizelge 5.1. TRM’nin KE yöntemi ile kalibrasyon verileri 

 Günler arası 
Tüm Günler (n=18) 

 Gün I (n=6) Gün II (n=6) Gün III (n=6) 

a 201550 205140 203418 203369 

b -0,009 -0,008 0,011 -0,002 

r 0,9994 0,9993 0,9996 0,9993 

a: Eğim, b: Kesim, r: Korelasyon katsayısı 

 
Çizelge 5.2. HCT’nin KE yöntemi ile kalibrasyon verileri 

 Günler arası 
Tüm Günler (n=18) 

 Gün I (n=6) Gün II (n=6) Gün III (n=6) 

a 246717 244885 247722 246441 

b -0,011 0,002 0,013 0,001 

r 0,9997 0,9999 0,9996 0,9996 

a: Eğim, b: Kesim, r: Korelasyon katsayısı 

 

Çizelgelerden de görüldüğü gibi gün içi ve günler arası yapılan istatistiksel 

değerlendirmelerde hem sıfıra oldukça yakın kesim noktaları hem de yüksek korelasyon 

katsayısına sahip doğrular elde edilmiĢtir. 

 

5.2.2. Seçicilik 

Yöntemin seçiciliğini göstermek amacıyla HCT ve TRM standartları ile kombine 

preparatları çeĢitli stres koĢullarına maruz bırakılmıĢtır. Analizler 3‟er kez tekrar 

edilmiĢtir. Elde edilen elektroferogramlarda stres koĢulları sonucunda herhangi bir 

giriĢim yapan madde varlığı araĢtırılmıĢtır. Ayrıca sonuçlar HCT ve TRM miktarları 

açısından istatistiksel olarak değerlendirilmiĢtir. ġekil 5.10.-17.‟de HCT ve TRM 

standartlarının maruz bırakıldığı stres koĢullarına ait elektroferogramlar sunulmuĢtur. 

Tüm grafiklerde en üstte standart HCT ve TRM çözeltilerine ait bir elektroferogram 

karĢılaĢtırma amaçlı verilmiĢtir. 
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Şekil 5.10. HCl’ye maruz bırakılan HCT’ye ait elektroferogram 

 

 
Şekil 5.11. HCl’ye maruz bırakılan TRM’ye ait elektroferogram 
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HCT 
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Şekil 5.12. NaOH’a maruz bırakılan HCT’ye ait elektroferogram 

 

 

Şekil 5.13. .NaOH’a maruz bırakılan TRM’ye ait elektroferogram 

 

min0 0.5 1 1.5 2 2.5 3 3.5 4

mAU

0

0.5

1

1.5

2

2.5

3

*DAD1 B, Sig=225,4 Ref=360,100 (DUYGU\SI000037.D)
*DAD1 B, Sig=225,4 Ref=360,100 (DUYGU\SI000009.D)
*DAD1 B, Sig=225,4 Ref=360,100 (DUYGU\SI000002.D)

min0 1 2 3 4 5

mAU

0

0.25

0.5

0.75

1

1.25

1.5

1.75

2

*DAD1 A, Sig=230,4 Ref=360,100 (DUYGU\SI000030.D)
*DAD1 A, Sig=230,4 Ref=360,100 (DUYGU\SI000046.D)
*DAD1 A, Sig=230,4 Ref=360,100 (DUYGU\SI000002.D)

HCT 

HCT 

TRM 
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Şekil 5.14. H2O2’ye maruz bırakılan HCT’ye ait elektroferogram 

 

 
Şekil 5.15. H2O2’ye maruz bırakılan TRM’ye ait elektroferogram 

 

 

min0.5 1 1.5 2 2.5 3 3.5 4

mAU

0

0.5

1

1.5

2

2.5

3

3.5

*DAD1 B, Sig=225,4 Ref=360,100 (DUYGU\SI000041.D)
*DAD1 B, Sig=225,4 Ref=360,100 (DUYGU\SI000012.D)
*DAD1 B, Sig=225,4 Ref=360,100 (DUYGU\SI000002.D)

min0 0.5 1 1.5 2 2.5 3 3.5 4 4.5

mAU

0

2

4

6

8

10

*DAD1 A, Sig=230,4 Ref=360,100 (DUYGU\SI000049.D)
*DAD1 A, Sig=230,4 Ref=360,100 (DUYGU\SI000032.D)
*DAD1 A, Sig=230,4 Ref=360,100 (DUYGU\SI000058.D)

HCT 

TRM 
HCT 
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Şekil 5.16. Isıya maruz bırakılan HCT ve TRM’ye ait elektroferogram 

 

 
Şekil 5.17. UV’ye maruz bırakılan HCT ve TRM’ye ait elektroferogram 

  

 ġekillerden de görüldüğü üzere çeĢitli stres koĢullarında incelenen HCT ve 

TRM‟ye ait piklerin bu koĢullardan etkilenmediği görülmüĢtür. Fakat bazı koĢullarda 

maddelerin % miktarlarında optimum koĢullara göre farklılıklar olduğu görülmüĢtür. 

Çizelge 5.3.‟te maddelerin çeĢitli stres koĢulları altında bozunma oranlarına ait yapılan 

istatistiksel değerlendirmeler sunulmuĢtur. Değerlendirmelerde maddelerin en çok 

min0 1 2 3 4 5

mAU

0

0.5

1

1.5

2

*DAD1 A, Sig=230,4 Ref=360,100 (DUYGU\SI000057.D)
*DAD1 B, Sig=225,4 Ref=360,100 (DUYGU\SI000054.D)
*DAD1 A, Sig=230,4 Ref=360,100 (DUYGU\SI000058.D)

min0 0.5 1 1.5 2 2.5 3 3.5 4

mAU

0

0.25

0.5

0.75

1

1.25

1.5

1.75

2

*DAD1 B, Sig=225,4 Ref=360,100 (DUYGU\SI000072.D)
*DAD1 A, Sig=230,4 Ref=360,100 (DUYGU\SI000075.D)
*DAD1 A, Sig=230,4 Ref=360,100 (DUYGU\SI000058.D)

HCT 
TRM 

TRM 

HCT 
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fotolitik koĢullar altında bozunmaya uğradığı belirlenmiĢtir. Bozunma ürünlerinin 

belirlenebilmesi için MS gibi detektörlere ihtiyaç duyulduğundan çalıĢma bu aĢamadan 

daha ileriye taĢınamamıĢtır. 

 
Çizelge 5.3. Stres koşulları altında bulunan HCT ve TRM miktarları 

Koşul % HCT % TRM 

Asidik (Oda sıcaklığı) 95,88 64,03 

Asidik (60°C) 118,24 77,52 

Bazik (Oda sıcaklığı) 103,00 107,37 

Bazik (60°C) 95,30 95,60 

Oksidatif (Oda sıcaklığı) 117,11 94,06 

Oksidatif (60°C) 107,05 81,42 

Termal (60°C) 117,02 104,81 

Fotolitik 12,26 16,02 

 

Daha sonra standart çözeltilere benzer Ģekilde tablet içerisindeki HCT ve 

TRM‟nin bozunma profilleri incelenmiĢtir. ġekil 5.18.‟de tablete uygulanan stres 

koĢullarına ait elektroferogramların optimum koĢullarda elde edilen bir 

elektroferogramla karĢılaĢtırılması sunulmuĢtur. 

 

 
Şekil 5.18. Tablete uygulanan tüm stres koşullarına ait elektroferogramlar 

  

min1 2 3 4 5

mAU

0

2.5

5

7.5

10

12.5

15

17.5

*DAD1 A, Sig=230,4 Ref=360,100 (DUYGU\SI000065.D)
*DAD1 A, Sig=230,4 Ref=360,100 (DUYGU\SI000069.D)
*DAD1 A, Sig=230,4 Ref=360,100 (DUYGU\SI000080.D)
*DAD1 A, Sig=230,4 Ref=360,100 (DUYGU\SI000063.D)
*DAD1 A, Sig=230,4 Ref=360,100 (DUYGU\SI000078.D)
*DAD1 A, Sig=230,4 Ref=360,100 (DUYGU\SI000058.D)

Fotolitik stres 

Termal stres 

Oksidatif stres 

Bazik stres 

Asidik stres 

Standart çözelti 
HCT TRM 
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 Tabletlere uygulanan stres koĢulları sonucunda yapılan istatistiksel 

değerlendirmeler Çizelge 5.4.‟te sunulmuĢtur. Tabletlerin analizleri sonucunda en çok 

bozunmanın termal stres altında oluĢtuğu gözlenmiĢtir. Fakat bozunma ürünlerinin 

yapısını tayin edebilecek özellikteki analitik yöntemler ya da detektörler kullanılmadığı 

için çalıĢma daha ileriye taĢınamamıĢtır. 

 
Çizelge 5.4. Stres koşulları altında bulunan tabletteki HCT ve TRM miktarları 

Koşul % HCT % TRM 

Asidik (60°C) 113,37 97,51 

Bazik (60°C) 104,44 111,03 

Oksidatif (60°C) 110,81 113,78 

Termal (60°C) 27,61 13,42 

Fotolitik 98,50 99,25 

 

5.2.3. Kesinlik 

Yöntemin kesinliğini göstermek amacı ile hazırlanan 1,82×10-6 M ve 1,53×10-6 M 

deriĢime sahip TRM ve HCT çözeltisi gün içi ve günler arası olacak Ģekilde analiz 

edilmiĢtir. Yapılan istatistiksel değerlendirmeler Çizelge 5.5. ve 5.6.‟da sunulmuĢtur. 

 
Çizelge 5.5. TRM’nin KE yöntemi ile tekrarlanabilirlik verileri 

 Günler arası 
Tüm Günler (n=18) 

 Gün I (n=6) Gün II (n=6) Gün III (n=6) 

Ort 0,391 0,389 0,378 0,386 

ss 0,003 0,005 0,004 0,007 

%BSS 0,809 1,357 1,261 1,861 

GA (%95) ±0,015 ±0,026 ±0,023 ±0,053 

Ort: Ortalama, ss: Standart sapma, BSS: Bağıl standart sapma, GA (%95): %95 olasılıkla güven 

aralığı 
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Çizelge 5.6. HCT’nin KE yöntemi ile tekrarlanabilirlik verileri 

 Günler arası 
Tüm Günler (n=18) 

 Gün I (n=6) Gün II (n=6) Gün III (n=6) 

Ort 0,390 0,398 0,391 0,393 

ss 0,005 0,006 0,005 0,006 

%BSS 1,412 1,643 1,444 1,655 

GA(%95) ±0,027 ±0,032 ±0,027 ±0,048 

Ort: Ortalama, ss: Standart sapma, BSS: Bağıl standart sapma, GA (%95): %95 olasılıkla güven 

aralığı 

 

Değerlendirmeler sonucunda tüm % BSS değerleri %2‟nin altında bulunmuĢ ve 

geliĢtirilen yöntemin her iki maddenin analizi açısından da kesin olduğu gösterilmiĢtir. 

 

5.2.4. Doğruluk 

GeliĢtirilen yöntemin doğruluğunun gösterilmesi amacı ile 5,46×10-7, 1,82×10-6, 

6,06×10-6 M deriĢim düzeylerinde TRM çözeltisi ve 4,60×10-7, 1,53×10-6, 5,12×10-6M 

deriĢim düzeylerinde HCT çözeltisi gün içi ve günler arası olmak üzere 6‟Ģar kez analiz 

edilmiĢtir. Yapılan istatistiksel değerlendirmeler Çizelge 5.7. ve 5.8.‟de sunulmuĢtur. 

 
Çizelge 5.7. TRM’nin KE yöntemi ile doğruluk verileri 

I. 
gü

n 
(n

=6
) 

Eklenen (M) 5,46×10-7 1,82×10-6 6,06×10-6 

Bulunan (Ortss) 5,85×10-7± 1,06×10-8 1,87×10-6± 2,44×10-8 6,23×10-6±6,23×10-8 

%Geri Kazanım 107,23 102,78 102,84 

%BH 7,23 2,78 2,84 

%BSS 1,81 1,30 0,99 

II
. g

ün
 (n

=6
) 

Eklenen (M) 5,46×10-7 1,82×10-6 6,06×10-6 

Bulunan (Ortss) 5,82×10-7± 1,13×10-8 1,85×10-6± 3,26×10-8 6,26×10-6±4,28×10-8 

%Geri Kazanım 106,67 102,07 103,29 

%BH 6,67 2,07 3,29 

%BSS 1,95 1,75 0,68 

II
I. 

gü
n 

(n
=6

) 

Eklenen (M) 5,46×10-7 1,82×10-6 6,06×10-6 

Bulunan (Ortss) 5,91×10-7± 3,59×10-9 1,84×10-6± 2,98×10-8 6,17×10-6± 6,83×10-8 

%Geri Kazanım 108,29 101,41 101,79 

%BH 8,29 1,41 1,79 

%BSS 0,60 1,61 1,10 
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Çizelge 5.7 (Devam). TRM’nin KE yöntemi ile doğruluk verileri 
T

üm
 g

ün
le

r 

(n
=1

8)
 

Eklenen (M) 5,46×10-7 1,82×10-6 6,06×10-6 

Bulunan (Ortss) 5,86×10-7± 9,44×10-9 1,85×10-6± 2,93×10-8 6,22×10-6±6,76×10-8 

%Geri Kazanım 107,40 102,09 102,64 

%BH 7,40 2,09 2,64 

%BSS 1,61 1,57 1,08 

n: Deney sayısı, Ort: Ortalama, ss: Standart sapma, BH: Bağıl hata, BSS: Bağıl standart sapma 
 

Çizelge 5.8. HCT'nin KE yöntemi ile doğruluk verileri 

I. 
gü

n 
(n

=6
) 

Eklenen (M) 4,60×10-7 1,53×10-6 5,12×10-6 

Bulunan (Ortss) 4,68×10-7± 4,81×10-9 1,61×10-6±3,01×10-8 5,20×10-6±6,19×10-8 

%Geri Kazanım 101,44 105,02 101,60 

%BH 1,44 5,02 1,60 

%BSS 1,02 1,86 1,18 

II
. g

ün
 (n

=6
) 

Eklenen (M) 4,60×10-7 1,53×10-6 5,12×10-6 

Bulunan (Ortss) 4,75×10-7±7,82×10-9 1,62×10-6±2,51×10-8 5,24×10-6±4,17×10-8 

%Geri Kazanım 103,06 105,33 102,44 

%BH 3,06 5,33 2,44 

%BSS 1,64 1,54 0,79 

II
I. 

gü
n 

(n
=6

) 

Eklenen (M) 4,60×10-7 1,53×10-6 5,12×10-6 

Bulunan (Ortss) 4,82×10-7±7,48×10-9 1,58×10-6±2,75×10-8 5,19×10-6±6,49×10-8 

%Geri Kazanım 104,59 102,94 101,38 

%BH 4,59 2,94 1,38 

%BSS 1,55 1,74 1,24 

T
üm

 g
ün

le
r 

(n
=1

8)
 

Eklenen (M) 4,60×10-7 1,53×10-6 5,12×10-6 

Bulunan (Ortss) 4,75×10-7±8,86×10-9 1,60×10-6±3,09×10-8 5,21×10-6±5,87×10-8 

%Geri Kazanım 103,03 104,43 101,81 

%BH 3,03 4,43 1,81 

%BSS 1,86 1,92 1,12 

n: Deney sayısı, Ort: Ortalama, ss: Standart sapma, BH: Bağıl hata, BSS: Bağıl standart sapma 

 

Yapılan istatistiksel değerlendirmeler sonucunda % geri kazanım değerleri her iki 

maddenin tüm deriĢim düzeyleri için %101,38 ile %108,29 aralığında bulunmuĢtur. 

Ayrıca elde edilen %BSS değerlerinin de %2‟nin altında olduğu görülmüĢtür. 

Böylelikle geliĢtirilen yöntemin incelenen maddeler için iyi bir kesinlik ve doğruluğa 

sahip olduğu kanıtlanmıĢtır. 
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5.2.5. Duyarlılık 

ÇalıĢmanın duyarlılığının belirlenebilmesi için S/N oranları kullanılarak 

hesaplamalar yapılmıĢtır. Yöntemin LOQ değerleri TRM ve HCT için sırasıyla 

9,90×10-8 M (25,05 ng/mL) ve 9,80×10-8 M (29,13 ng/mL) olarak bulunmuĢtur. 

Yöntemdeki LOD değerleri ise TRM ve HCT için sırasıyla 3,26×10-8 M (8,26 ng/mL) 

ve 3,23×10-8 M (9,61 ng/mL) olarak hesaplanmıĢtır. 

 

5.2.6. Kararlılık 

Yöntemin kararlılık çalıĢması için taze hazırlanan HCT ve TRM çözeltilerinin 

analiz sonuçları  -18°C‟de karanlıkta 1 ay bekletilmiĢ ve +4°C‟de karanlıkta 24 saat 

bekletilmiĢ HCT ve TRM çözeltilerinin analiz sonuçları ile karĢılaĢtırılmıĢtır. Yapılan 

istatistiksel değerlendirmeler Çizelge 5.9.‟de verilmiĢtir. 

 
Çizelge 5.9. HCT ve TRM’nin kararlılık verileri 

  Taze çözelti 24 saat 1 ay 

H
C

T
 

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

ss 0,34 0,88 1,22 

%BSS 0,33 0,87 1,22 

%Geri kazanım 102,08 100,23 99,91 

T
R

M
 

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

ss 0,67 1,59 0,59 

%BSS 0,66 1,55 0,59 

%Geri kazanım 100,52 102,36 99,96 

Ort: Ortalama, n: Deney sayısı, ss: Standart sapma, BSS: Bağıl standart sapma 

 
Hesaplanan %BSS ve % geri kazanım değerleri ile incelenen zaman aralığında 

HCT ve TRM çözeltilerinin kararlı olduğu sonucuna varılmıĢtır.  

 

5.2.7. Sağlamlık 

 Yöntemin sağlamlığının gösterilebilmesi amacı ile optimum analiz koĢullarında 

küçük değiĢiklikler yapılarak analiz sonuçlarının nasıl etkilendiği incelenmiĢtir. Elde 

edilen sonuçlar optimum koĢullarda elde edilen sonuçlara istatistiksel olarak 

karĢılaĢtırılmıĢtır. Yapılan değerlendirmeler Çizelge 5.10.‟da sunulmuĢtur. 
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Çizelge 5.10. Yöntemin sağlamlık verileri 

 Tampon 

Derişimi 

(mM) 

Anyonik 

Sürfektan 

Derişimi 

(mM) 

Tampon 

pH’ı 

 

HCT 

 

TRM 

 Ort±ss (n=3) %BSS Ort±ss (n=3) %BSS 

Optimum 

Koşullar 
15 20 9,0 0,54±0,00 0,87 0,49±0,01 1,09 

1. Koşul 14 20 9,0 0,56±0,01 1,55 0,48±0,00 0,45 

2. Koşul 16 20 9,0 0,55±0,00 1,22 0,52±0,00 0,62 

3. Koşul 15 19 9,0 0,56±0,00 0,77 0,44±0,01 1,71 

4. Koşul 15 21 9,0 0,54±0,00 0,38 0,48±0,01 1,15 

5. Koşul 15 20 8,9 0,56±0,00 0,29 0,50±0,00 0,90 

6. Koşul 15 20 9,1 0,53±0,00 0,37 0,48±0,01 1,92 

Ort: Ortalama, n: Deney sayısı, ss: Standart sapma, %BSS: %Bağıl standart sapma 

 

Elde edilen %2‟den küçük bulunan %BSS değerleri ile yöntemde yapılan küçük 

değiĢikliklerin yöntemi etkilemediği ve önerilen yöntemin sağlam bir yöntem olduğu 

sonucuna varılmıĢtır. 

 

5.2.8. Sistem uygunluk testleri 

GeliĢtirilen yöntemin sistem uygunluğunu göstermek amacı ile hesaplanan 

parametreler ve kabul sınırları Çizelge 5.11.‟de verilmiĢtir. 

 
Çizelge 5.11. TRM ve HCT’nin sistem uygunluk verileri 

 N Rs As 

 TRM HCT   TRM HCT 

Hesaplanan Değer 151329 112454 26 1,040 1,076 

Kabul Sınırı >2000 >1,5 0,95<As<1,2 

N: Tabaka sayısı, Rs: Ayrım gücü, As: Asimetri faktörü 

 

Yapılan hesaplamalarla geliĢtirilen yöntemin her iki madde için de kabul 

kriterlerini yakaladığı ve sistem uygunluğunu sağladığı gösterilmiĢtir. 
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5.3. Yöntemin Uygulanması 

 HCT ve TRM‟nin farmasötik preparatlarından miktar tayini için 50 mg TRM ve 

25 mg HCT içeren Trianseril® tablet kullanılmıĢtır. Bu ticari tabletten kalibrasyon 

aralığına denk gelecek Ģekilde hazırlanan çözelti optimum koĢullarda 6 kez analiz 

edilmiĢtir. ġekil 5.19.‟da bu analizlerden birine ait elektroferogram verilmiĢtir. 

 

 

Şekil 5.19. TRM ve HCT içeren tablet analizine ait elektroferogram 

 

Yapılan tablet analizlerinde geliĢtirilen KE yöntemindeki standart maddelerin pik 

karakteristiklerini taĢıyan elektroferogramlar elde edilmiĢtir. KE yöntemi ile TRM ve 

HCT‟nin tabletlerden miktar tayinine yönelik istatistiksel değerlendirmeler Çizelge 

5.12.‟de sunulmuĢtur. 

 
Çizelge 5.12. TRM ve HCT tabletlerinin miktar tayini verileri 

T
R

M
 

Ort Bulunan (n=6) 50,16 mg 
ss 0,72 
%BSS 0,71 
%Geri Kazanım 100,52 

H
C

T
 

Ort Bulunan (n=6) 25,29 mg 
ss 0,90 
%BSS 0,89 
%Geri Kazanım 101,14 

Ort: Ortalama, n: Deney sayısı, ss: Standart sapma, %BSS: %Bağıl standart sapma 
 

min0.5 1 1.5 2 2.5 3 3.5 4 4.5

mAU

0

0.25

0.5

0.75

1

1.25

1.5

1.75

2

2.25

*DAD1 A, Sig=230,4 Ref=360,100 (DUYGU\SI000084.D)
*DAD1 A, Sig=230,4 Ref=360,100 (DUYGU\HCTRM000392.D)

TRM 

HCT 
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Yapılan değerlendirmelerde her iki tabletin deriĢim düzeyleri için % geri kazanım 

değerlerinin yaklaĢık %100 düzeyinde olduğu bulunmuĢtur. Bu Ģekilde geliĢtirilen KE 

yöntemin TRM ve HCT‟nin tabletlerinden miktar tayini için kullanılabileceği 

gösterilmiĢtir.  
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6. SONUÇ, TARTIŞMA ve ÖNERİLER 

 

Bu çalıĢmada, TRM ve HCT‟nin farmasötik preparatlarından miktar tayini için 

basit, hızlı ve duyarlı bir KE yöntemi geliĢtirilmiĢtir. Yöntemin seçicilik parametresi 

çeĢitli stres koĢullarını içerecek Ģekilde validasyonu gösterilmiĢ ve tabletlerden tayine 

uygulanmıĢtır. 

KE yönteminde deteksiyon HCT için 225 nm TRM için 230 nm‟de DAD ile 

sağlanmıĢtır. Ayrım 40 cm efektif (48,5 cm toplam) uzunluğa ve 75 µm iç çapa sahip 

kapiler ile gerçekleĢtirilmiĢtir. Yapılan optimizasyon çalıĢmaları sonucunda TRM ve 

HCT 20 mM SDS içeren 15 mM borat (pH 9,00) ve 25 kV potansiyel altında analiz 

edilmiĢtir. Yöntemde IS kullanılmamıĢtır. Bu koĢullar altında göç zamanları HCT ve 

TRM için sırasıyla 2,75±0,007 dk ve 4,61±0,022 dk olarak gözlenmiĢtir. 

Yöntemin validasyonu Uluslararası Uyum Konferansı (ICH) tarafından belirlenen 

kriterler doğrultusunda doğrusallık, seçicilik, kesinlik, doğruluk, duyarlılık, kararlılık ve 

sağlamlık parametreleri ile incelenmiĢtir. Daha sonra geliĢtirilen yöntem için sistem 

uygunluk parametreleri hesaplanmıĢtır. Yöntemin seçiciliği için TRM ve HCT standart 

çözeltileri ayrı ayrı ve birlikte bulundukları farmasötik dozaj formu olan tablet halinde; 

asidik, bazik, oksidatif, termal ve fotolitik stres koĢullarına maruz bırakılmıĢtır. Yapılan 

analizler sonucunda bozunma ürünlerine rastlanmıĢtır. Fakat bunların yapı tayinleri bu 

tez kapsamında gerçekleĢtirilememiĢtir. Bunun için MS gibi detektör ve/veya 

yöntemlere ihtiyaç duyulmaktadır. 

Yapılan validasyon çalıĢmalarında TRM ve HCT‟nin incelenen uzun dönemde 

dahi kararlı oldukları bulunmuĢtur. Yöntemlerin TRM ve HCT için doğrusal oldukları 

aralıklar belirlendikten sonra kesinlik ve doğrulukları gösterilmiĢtir. Yöntemlerin 

seçiciliği açısından hem optimizasyon hem de validasyon aĢamalarında DAD 

detektörün farklı dalga boyları ile çalıĢılabilme özelliğinden yararlanılmıĢ ve giriĢim 

yapan herhangi bir sinyale rastlanmamıĢtır.  

Yöntemin LOQ değerleri TRM ve HCT için sırasıyla 9,90×10-8 M (25,05 ng/mL) 

ve 9,80×10-8 M (29,13 ng/mL) olarak bulunmuĢtur. Daha sonra geliĢtirilen yöntemin 

sistem uygunluğunu göstermek amacı ile N, Rs, As gibi çeĢitli parametreler 

hesaplanmıĢ ve kabul edilen sınırlar içerisinde oldukları gösterilmiĢtir. 
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GeliĢtirilen ve valide edilen yöntemlerin uygulaması TRM ve HCT‟nin piyasadaki 

farmasötik preparatlarında gösterilmiĢtir. Bu amaçla yerel eczaneden satın alınan ve 50 

mg/25 mg TRM/HCT içerdiği bildirilen Trianseril® tablet kullanılmıĢtır. GeliĢtirilen 

yöntemde hesaplanan % geri kazanım değerleri %100 düzeyinde bulunmuĢtur. 

Yöntemin uygulanması görece daha az karmaĢık olan farmasötik preparatlarda yapıldığı 

için tabletlerin çözeltilerinin hazırlanması aĢamasında santrifüj ve filtrasyondan baĢka 

bir aĢamaya gerek duyulmamıĢtır. 

Literatürde KE yöntemi ile TRM ve HCT‟nin eĢ zamanlı analizini gerçekleĢtiren 

tek yöntem Luz Luis vd. (2002, s.223) tarafından yapılan çalıĢmadır. ÇalıĢmada her ne 

kadar analiz süresinin 5 dk‟dan kısa sürdüğü bildirilse de çalıĢmada sunulan 

elektroferogram incelendiğinde TRM pikinin simetrisinin önden kuyruklanmaya bağlı 

olarak son derece bozuk olduğu görülmüĢtür. GeliĢtirilen yöntemin validasyonu yalnız 

doğrusallık, kesinlik, doğruluk ve duyarlılık parametreleri ile gösterilmiĢtir. Yöntemde 

hesaplanan LOD değerleri bu tez çalıĢmasında bulunan değerlerin yaklaĢık 100 katı 

düzeyindedir. Dolayısı ile burada geliĢtirilen yöntem hem validasyon parametrelerinin 

ICH tarafından belirlenen kriterlere uygun olması hem de daha düĢük duyarlılık düzeyi 

ile literatürdeki bu yönteme göre daha üstündür. 

Literatürde TRM ve HCT‟nin eĢ zamanlı analizleri için bu çalıĢma dıĢında bir 

spektrofotometrik (Kargosha ve Sarrafi, 2001, s.273), iki elektrokimyasal (Karimi, 

Gholivand ve Amiri, 2019; Hudari, Souza ve Zanoni, 2018, s.652) ve bir de 

kromatografik (Chen vd., 2016, s.451) çalıĢmaya rastlanmıĢtır. Bu çalıĢmalardan yalnız 

kromatografik yöntemde hesaplanan LOD değerleri burada önerilen yöntemden daha 

düĢüktür. Fakat analiz süresi açısından yöntemler karĢılaĢtırıldığında kromatografik 

yöntemde HCT için alıkonma zamanının yaklaĢık 11 dk, TRM için ise 7 dk civarında 

olduğu görülmüĢtür. Dolayısı ile analiz süresi açısından burada geliĢtirilen yöntem çok 

daha hızlı bir yöntemdir.  

HCT veya TRM‟nin çeĢitli detektörler kullanılarak KE yöntemi ile analiz edildiği 

çalıĢmalar incelendiğinde analiz süresi açısından HCT‟nin yaklaĢık 2,5 dk göç 

zamanına sahip olduğu bir çalıĢma (Sangoi vd., 2011, s.1859) ve TRM‟nin 1,38 dk göç 

zamanına sahip olduğu bir çalıĢmanın (Horstkötter vd., 2002, s.107) burada önerilen 

analizden daha kısa sürdüğü görülmüĢtür. Burada önerilen yöntem bu iki çalıĢma 

dıĢındaki tüm KE yöntemlerinden (Gonzalez, Becerra ve Laserna, 1996, s.145; Hillaert 
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ve Van den Bossche, 2003, s.329; Siren vd., 2008, s.215; Wang vd., 2003, s.1507; 

Zheng vd., 2008, s.15; Alzoman vd., 2013, s.951) daha hızlıdır. Duyarlılıklar açısından 

ise yalnız flüoresans detektör kullanarak yapılan bir çalıĢmada (Gonzalez, Becerra ve 

Laserna, 1996, s.145) LOD değerinin 9×10-8 M olarak hesaplandığı bildirilmiĢ ve 

yöntemin bu yöntemden daha duyarlı olduğu görülmüĢtür. 

Literatür araĢtırması sonucunda TRM ve HCT için geliĢtirilen stabilite göstergeli 

bir KE yöntemi bulunmamaktadır. Bu açıdan burada önerilen yöntemin literatüre bir 

katkı sağlayacağı düĢünülmektedir. 

Bu tez çalıĢması ile geliĢtirilen yöntem basit, ucuz, duyarlı ve hızlı olması nedeni 

ile TRM ve HCT‟nin hem tek baĢlarına hem de eĢ zamanlı tayinleri için önerilmektedir. 

Ayrıca burada önerilen yöntemlerin TRM ve HCT‟nin çeĢitli biyolojik sıvılardan tayini 

için de bir temel oluĢturabileceği düĢünülmektedir. 
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