RESEARCH ARTICLE
Eurasian J Bio Chem Sci, 3(2):154-159, 2020
https://doi.org/10.46239/ejbcs. 734561

Eurasian Journal of
Biological and Chemical Sciences

EJBCS

| BE—
Journal homepage: www.dergipark.org.tr/ejbes ) -
Fitozom formiilasyonundan berberin miktar tayini icin HPLC yonteminin
gelistirilmesi ve analitik validasyonu

Ayca Giingor-AkY ", Aysegiil Karatas®”

1Zonguldak Biilent Egevit Universitesi, Eczacilik Fakiiltesi, Farmasotik Te eknoloji Anabilim Dali, Zonguldak, Tiirkiye
*2Ankara Universitesi, Eczacilik Fakiiltesi, Farmasétik T eknoloji Anabilim Dali, Ankara, Tiirkiye

*Corresponding author : akaratas@pharmacy.ankara.edu.tr Received : 09/05/2020
Orcid No: https://orcid.org/0000-0001-5157-5187 Accepted : 06/12/2020

Ozet: Bitkilerden elde edilen aktif bilegenlerin dnemli bir boliimii, uzun yan zincirlere ve yiiksek polariteye sahiptir. Bu da
gastrointestinal mukozadan veya deriden pasif difiizyonla emilime engel teskil etmektedir. Bu noktada, ‘fito-fosfolipid” veya ‘fitozom’
olarak adlandirilan yeni komplekslestirme teknigi, absorbsiyonu kolaylagtirmak ve biyoyararlanimi artirmakta 6nemli bir rol
oynamaktadir. Fitozomlar, bitkisel kaynakli etkin maddelerin soya lesitini gibi dogal fosfolipidlerle uygun bir solvan/solvan sisteminde
kompleks olusturmasi sonucu olusan yapilardir. Fitozom formiilasyonlarinin karakterizasyonlariin yapilmasi amaciyla partikiil boyutu
Olciimii, etken madde salim hiz1 tayini, erime noktas1 tayini gibi in vitro testler yapilir. Enkapsiilasyon etkinligi de 6l¢limii yapilarak
degerlendirilen bir diger parametredir. Enkapsiilasyon etkinligi formiilasyon iginde tutulan etken maddenin %’de olarak ifadesidir.
Formiilasyonun enkapsiilasyon etkinliginin tayin edilebilmesi i¢in etken maddenin miktar tayini yonteminin gelistirilmesi ve analitik
validasyonunun yapilmasi gerekir. Calismada fitozom formiilasyonlarindaki berberin miktarini tayin etmek amaciyla HPLC metodunun
gelistirilmesi ve analitik validasyonunun yapilmasi amaglanmistir. HPLC analizleri Agilent 1260 Infinity II cihazinda Zorbax Eclipse
Plus C18 (100 mm x 4.6 mm x 3.5 pum) kolonda, 1 mL/dk akis hizinda yapilmustir. Berberin fitozom formiilasyonundan berberinin
miktar tayininin yapilmasi amacryla HPLC miktar tayini yontemi gelistirilmis ve ilgili ICH kilavuzuna gore valide edilmistir. Berberinin
fitozom formiilasyonlarinda bulunan yardimci maddelerden ayrilarak miktar tayinin yapilabilmesi 6nemlidir. Bu noktada analitik
validasyon parametrelerinden 6zgiinliik detayli olarak degerlendirilmistir. Gelistirilen yontem 6zgiinliik, dogrusallik ve aralig1, dogruluk,
kesinlik, geri elde edilebilirlik parametreleri yoniinden degerlendirilmis ve berberinin miktar tayini i¢in giivenilir oldugu belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Berberin, Fitozom, Fosfolipid kompleks, HPLC, Analitik validasyon

Development and Validation of HPLC Method for the Quantification of Berberine in Phytosome

Formulations

Abstract: An important part of the active ingredients derived from plants has long side chains and high polarity. This prevents
absorption through passive diffusion from the gastrointestinal mucosa or skin. At this point, the new complexing technique called
"phyto-phospholipid" or "phytosome" plays an important role in facilitating absorption and increasing bioavailability. Phytosomes are
structures formed as a result of the fact that active ingredients of plant origin form complexes with natural phospholipids such as soy
lecithin in a suitable solvent / solvent system. In order to make the characterization of phytosome formulations, in vitro tests such as
particle size measurement, active substance release rate determination, melting point determination are performed. Encapsulation
efficiency is another parameter that is evaluated by measuring. Encapsulation efficiency is the expression of the active substance in the
formulation in %. In order to determine the encapsulation efficiency of the formulation, the quantification method of the active ingredient
should be developed and analytical validation should be done. In this study, it was aimed to develop HPLC method and analytical
validation to determine the amount of berberine in phytosome formulations. HPLC analyzes were carried out in the Zorbax Eclipse Plus
C18 (100 mm x 4.6 mm x 3.5 pm) column on Agilent 1260 Infinity II device at a flow rate of 1 mL / min. In order to determine the
berberine from the phytosome formulation, the HPLC quantification method was developed and validated according to the relevant ICH
guidelines. It is important to be able to determine the amount of berberine by separating the excipients in the phytosome formulations.
Therefore, specificity from analytical validation parameters has been evaluated in detail. The developed method was evaluated in terms
of specificity, linearity and range, accuracy and precision parameters. It has been determined that the developed method is reliable for
quantification of berberine in phytosome formulations.
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A. Giingor-Ak ve A. Karatag

1. Giris

Bitkilerden elde edilen aktif bilesenler eski zamanlardan
beri hastaliklarin tedavisinde kullanilagelmistir (Kidd
2009). Bitkisel kaynakli etken maddelerin modern
tedaviye aktarilmasi giderek yayginlasmaktadir. Fakat bu
etken maddelerin 6nemli bir bolimii, uzun yan zincirlere
ve yiiksek polariteye sahiptir. Bu da gastrointestinal
mukozadan veya deriden pasif difiizyonla emilime engel
teskil etmektedir (Karatag ve Turhan 2015). Bu noktada,
“fito-fosfolipid’ veya “fitozom” olarak adlandirilan yeni
komplekslestirme teknigi, absorbsiyonu kolaylastirmak ve
biyoyararlanimi artirmakta dnemli bir rol oynamaktadir.
Fitozomlar, bitkisel kaynakli etken maddelerin soya
lesitini gibi dogal fosfolipidlerle uygun bir solvan/solvan
sisteminde komplekslestirilmesiyle olusan yapilardir.
Herbozom olarak da adlandirilabilirler. Temel olarak
bitkisel aktif bilesen ve fosfolipid arasindaki etkilesim
sonucu, su ve yagda ¢ozlinebilir bir kompleks meydana
gelmektedir. Fitozomlar bitkisel etkin maddelerin akut ve
kronik tedavide etkinligi belirleyen farmakokinetik ve
farmakolojik parametrelerini iyilestirmek i¢in uygun
tastyict sistemler olarak Onerilmektedir. Berberin (BER);
Berberin  vulgaris, Berberis aquifolium, Hydrastis
canadensis ve Coptis chinensis gibi bir¢ok farkli bitkiden
elde edilebilen kuaterner benzilizokinolin alkaloittir. Cin
tibbinda ozellikle oral olarak diyare tedavisinde ve uzun
zaman boyunca da antimikrobiyal olarak kullanilmistir.
Son yillarda antihipertansif (Sut ve ark. 2017),
hipoglisemik (Liang ve ark. 2019), antikanser (Wang ve
ark. 2020), antidepresan (Kulkami ve Dhir 2010),
antiinflamatuvar (Cicero ve ark. 2016) ve hepatoprotektif
(Zhao ve ark. 2018) etkileri de c¢esitli aragtirmacilar
tarafindan  c¢alistlmistir.  Ancak  berberinin  oral
biyoyararlanimi  diigliktir.  Berberinin = zayif  oral
biyoyararlanim gdstermesinin sebepleri; karacigerde ve
bagirsakta ilk gecis etkisine ugramasi, kendi kendine
birlesme gostermesi sonucu gastrointestinal alanda
¢Oziinlrliigiiniin azalmasi, barsak membranindan gegisinin
kisitli olmasi ve barsaktan gecigini sinirlandiran p-
glikoprotenin  substrati  olmasidir. Bundan dolay1
berberinin tedaviye aktarilabilmesi icin ila¢ tastyici
sisteminin gelistirilmesi gerekliligi dogmustur (Yu ve ark.
2017). Bitkisel aktif maddeler i¢in ilagc tasiyict sistem
olarak tercih edilen fitozom formiilasyonunun berberin i¢in
kullanilmasi uygun gorillmistir. Fitozom
formiilasyonlarinin ~ karakterizasyonlarinin ~ yapilmast
amactyla partikiil boyutu 6l¢iimii, etken madde salim hizi
tayini, erime noktasi tayini gibi in vitro testler yapilir.
Enkapsiilasyon  etkinligi de  Olgimii  yapilarak
degerlendirilen bir diger parametredir. Enkapsiilasyon
etkinligi formiilasyon iginde tutulan etken maddenin %’de
olarak ifadesidir. Fito-aktif bilesen ve fosfolipidin yapisal
biitiinliigiini degerlendirmek amaciyla kullanilir. Fitozom
yapisinda tutulamayan serbest aktif bilesenin uygun bir
yontemle dl¢lilmesi sonucu da elde edilebilir. Santrifiij ile
stipernatant ayrilarak formiilasyon igine yiiklenmeyen
etken  maddenin  Olglimii  yapilir. Bu  6l¢iim
spektrofotometrik (UV-Vis) olarak ya da kromatografik
(HPLC gibi) olarak tayin edilebilir (Ghanbarzadeh ve ark.
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2016). Bu calismada fitozom formiilasyonu igindeki
berberin miktarim1 HPLC cihaziyla tayin etmek amaciyla

analitik yontemin gelistirilmesi ve validasyonunun
yapilmasi amaglanmustir.

2. Materyal ve Metot

2.1. Materyal

Berberin  hidrokloriir (BER), Soya Fosfatidilkolin,

Asetonitril, Amonyum asetat, Metanol Sigma-Aldrich’ten
temin edilmistir. Kullanilan diger tiim kimyasallar da
analitik kalitededir.

2.2. Kromatografik Sistem ve Kosullar

HPLC analizleri Agilent 1260 Infinity II cihazinda Zorbax
Eclipse Plus C18 (100 mm x 4.6 mm x 3.5 um) kolonda, 1
mL/dk akis hizinda, mobil faz olarak 67:33 (h/h) oraninda
30 mM amonyum asetat:asetonitril karigimda 30 °C’de
yapilmistir.  Ornekler 10 pL olarak sisteme enjekte
edilmistir. Dalga boyu analizler boyunca 346 nm olarak
ayarlanmuistir.

2.3. Standart Cozeltilerin Hazirlanmasi

Berberinin stok ¢ozeltisi 100 pg/mL konsantrasyonda
hazirlanarak standart ¢ozeltilerin konsantrasyonlar1 1 — 20
pg/mL olacak sekilde distile su ile seyreltilerek
ayarlanmuistir.

2.4. Analitik Yontemin Validasyonu

Optimize edilen analitik yontem, ICH Q2 (R1) (ICH 2005)
kilavuzuna gore dogrusallik ve araligi, dogruluk ve geri
elde edilebilirlik, kesinlik (tekrarlanabilirlik ve ara
kesinlik), teshis sinir1 (LOD), tayin smir1 (LOQ) ve

Ozglinlik parametreleriyle dogrulanmistir ve valide
edilmistir.

2.4.1. Dogrusallik ve Aralig

Yontemin  belirli  bir  araliktaki  etken  madde

konsantrasyonu ile orantili sonuglar1 verebilme yetenegidir
(Raposo ve Ibelli-Bianco 2020). Dogrusallik verilen bir
araliktaki ornekte bulunan analitin bilinen
konsantrasyonda ve enstriimental cevap arasindaki iliskiyi
belirtmek i¢in lineer regresyon analizi kullanilarak
belirlenir. Korelasyon katsayis1 (r) ve determinasyon
katsay1si(r?) dogrusallif1 veren parametrelerdir. Dogrunun
egimi, analit konsantrasyonu ile test sonuglar1 arasindaki
matematiksel iligkiyi ifade eder. Analitik bir ydntemin
araligl ise kullanilan yonteme gore etken maddenin yer
aldigr alt ve st limitler arasindaki oranin kesinlik,
dogruluk ve dogrusallik acisindan tayin edildigi araliktir.
Yontemin  dogrusalligi, dogrusal regresyon analizi
kullanilarak  degerlendirilmistir. Buradan regresyon
denklemi ve determinasyon katsayis1 (R?) degeri elde
edilmistir. Analitik yontemin dogrusalliginin analizi igin,
etken maddenin farkli stok ¢ozeltileri hazirlanmistir ve bu
stok c¢ozeltilerden hareketle 1-20 pg/mL konsantrasyon
araliginda standart ¢ozeltiler hazirlanmistir.  Bilinen
konsantrasyonlara (x) karst elde edilen alanlar (y) grafige
gegirilerek kalibrasyon dogrusu ¢izilmistir.
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2.4.2. Dogruluk ve Geri Elde Edilebilirlik

Dogruluk ve geri elde edilebilirlik degeri elde edilen
degerin, ger¢ek degere yakinliginin Olgiisiidiir. Aym
zamanda analitik yontemin hatasizliginin bir Sl¢iisiidiir.
Analitik iglemin dogrulugu en az ii¢ farkli konsantrasyon
noktasinda en az iicer kez hazirlanan numunedeki
miktarlarin belirlenen konsantrasyonlardaki % geri elde
degerlerinin ortalamasi, bu dagilimin standart sapmasi ve
% bagil standart sapmasi hesaplanarak tayin edilmektedir.
Yontemin dogrulugunun tayini igin bu sekilde belirlenen
% bagil standart sapma degerinin % 2'den kiigiik olmasi
gerekir. Dogrulugu tayin etmek amaciyla etken maddenin
miktar  tayininde  kullanilmak  iizere  hazirlanan
kalibrasyonlarda diisiik, orta ve yiiksek konsantrasyon
olarak belirlenen 2 pg/ml, 10 pg/ml ve 16 pg/ml
konsantrasyonlarda BER  ¢dzeltileri  hazirlanmustir.
Hazirlanan her bir ¢ozelti HPLC’de arka arkaya 6 kez
analiz edilmistir. Okunan alan degerleri kalibrasyon dogru
denkleminde yerine konularak konsantrasyon degerleri
hesaplanmis buradan hareketle % geri elde ve % bagil
standart sapma (% BSS) degerleri bulunmustur.

2.4.3. Kesinlik

Bir analitik yontemin kesinligi ayni homojen numunenin
belirlenen sartlar altinda ¢ok sayidaki analizlerinden elde
edilen o6l¢iim sonuglarmin yakmligi olarak ifade edilir.
Kesinlik  belirlenen islem kosullarinda  yontemin,
tekrarlanabilirlik, ara kesinlik ve tekrar elde edilebilirlik
olarak 1ii¢ farkli seviyede incelenmektedir. Analitik
yontemin kesinligi dl¢iimlerin standart sapma ve % bagil
standart sapma (%BSS) degerleri bulunarak test edilmistir.
Kesinligi tayin etmek amaciyla etken maddenin miktar
tayininde kullanilan analitik yontemin tekrarlanabilirligi ve
ara kesinligi degerlendirilmistir.

2.4.3.1. Tekrarlanabilirlik

Tekrarlanabilirlik ayn1 kosullar altinda ve kisa bir zaman
araliginda yontemin kesinligini gostermektedir. BER'in
miktar tayininde kullanilmak iizere yapilan
kalibrasyonlarda tekrarlanabilirlik tayini amaciyla diisiik,
orta ve yiiksek konsantrasyon olarak belirlenen 2 pg/ml,
10 ug/ml ve 16 pg/ml konsantrasyonlarda ¢ozeltileri (n=3)
hazirlanmistir. Hazirlanan her bir ¢ozelti arka arkaya 6 kez
HPLC'de analiz edilmistir. Elde edilen alan degerleri
kalibrasyon dogrusunda yerine konularak konsantrasyon
degerleri hesaplanmis, ortalama ve standart sapma
degerleri elde edilmis ve buradan % BSS degerleri
bulunmustur.

2.4.3.2. Ara kesinlik

Ara kesinlik farkl giinler, farkli analistler ve farkl cihazlar
gibi laboratuvar i¢i varyasyonlarin kesinligini ifade eder.
BER stok ¢ozeltisinden hareketle hazirlanan 2 pg/ml, 10
pg/ml ve 16 pg/ml konsantrasyonda numuneler (n=3)
farkli giinlerde HPLC’de 6 kez okutulmustur. Elde edilen
alan degerleri kalibrasyon dogrusunda yerine konularak
konsantrasyon degerleri hesaplanmis, ortalama ve standart
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sapma degerleri elde edilmis ve buradan % BSS degerleri
bulunmustur.

2.4.4. Teghis ve Tayin Sinirlart

Bir analitik islemin teshis sinir1 (Limit of Detection-LOD)
analizi yapilan Ornegin kromatogramdaki pikinin ve
yerinin belirdigi ama miktar tayini smirlar igerisine
girmeyen en alt konsantrasyondur (ICH 2005). Bir kag
yolla bulunabilir. Yapilan deneylerden elde edilen
sonuglarin kullanildig1 hesaplamalardan bulunabildigi gibi
dogrudan gozlemlenerek de bulunabilir. Tayin sinir1 (Limit
of Quantification-LOQ) ise analizi yapilan maddenin kabul
edilebilir diizeyde kesin ve dogru olarak miktarmin tayin
edilebilecegi, dogrusallik araligi disinda olan veya araligin
en alt simirmi olusturan konsantrasyon diizeyidir (ICH
2005). Teshis smnir1 regresyon denklemlerinin kesim
noktalarmin standart sapmasimin dogrunun egimine
boliinerek 3.3 ile carpilmast ile hesaplanmistir; ayni deger
10 ile carpilarak da tayin sinir hesaplanmistir.

2.4.5. Ozgiinliik

Ozgiinliik analiz esnasinda numunede olmasi beklenen
bilesikler varliginda da analiti
kesin bir sekilde tayin edebilme oOzelligidir (Raposo ve
Ibelli-Bianco 2020). In vitro deneylerde BER miktar tayini
yapilirken fitozom formiilasyonuna katilan yardimci
maddelerin BER’in HPLC analizinde elde edilen piki ile
girisim yapip yapmadigini gozlemek igin etken madde,
yardimc1 madde ve etken madde — yardimci madde
karigimlarinin ayr1 ayri ¢ozeltileri hazirlanarak belirlenen
kosullarda pikleri
elde edilmistir.

3. Bulgular ve Tartisma

Sekil 1°de gosterildigi gibi BER’in piki 3.846 dakikada
elde edilmistir.

Y

e

T T T T T T
1 2 3 4 5 6

Sekil 1. BER'in pikini gosteren HPLC kromatogrami

Kalibrasyon egrisinin regresyon denklemi y=34649x—
1,8569 (Sekil 2) olarak bulunmustur. Determinasyon
katsayist 0,9998 olarak elde edilmistir.
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Sekil 2. BER’in miktar tayini yonteminin analitik validasyonundan elde edilen regresyon dogrusu

Dogruluk ve kesinlik sonuglari sirasiyla standart sapma ve edilen dogruluk ve geri elde edilebilirlik sonuglar1 Tablo
bagil standart sapma agisindan degerlendirilmistir. Elde 1’de verilmistir. Teshis ve tayin siirt degerleri sirasiyla
edilen standart sapma (< £%?2) ve % bagil standart sapma 0,3045 pg/ml ve 0,9227 pg/ml olarak bulunmustur.
(<%2) degerleri, gelistirilen miktar tayini metodunun Enjeksiyonun tekrarlanabilirligi sonuclart ise Tablo 2’de
uygun oldugunu ve kesinligini gostermistir. Berberinin verilmistir.

miktar tayini yonteminin analitik validasyonundan elde

Tablo 1. Berberinin distile su ortaminda yapilan miktar tayininin analitik validasyonundan elde edilen dogruluk ve geri elde sonuglar

1. Konsantrasyon 2. Konsantrasyon 3. Konsantrasyon

2 ng/ml 10 pg/ml 16 pg/ml

Alan C (ng/ml) % Gerielde Alan C (ug/ml) % Gerielde Alan C (ng/ml) % Geri elde
69,32 2,054 102,7 3412 9,900 99,00 5529 16,01 100,1
69,15 2,049 102,5 340,2 9,872 98,72 5539 16,04 100,3
69,15 2,049 102,5 3419 9,922 99,22 5522 15,99 99,9
68,87 2,041 102,1 3423 9,934 99,34 5524 15,99 99,9
69,22 2,051 102,5 3422 9,929 99,29 554,7 16,06 100,4
68,39 2,027 101,4 3432 9,959 99,59 553,2 16,02 100,1
Ortalama 102,3 Ortalama 99,19 Ortalama 100,1
SS* 0,494 SS* 0,300 SS* 0,176
%BSS** 0,483 %BSS** 0,303 %BSS** 0,175

*SS Standart sapma, **BSS Bagil standart sapma

Tablo 2. Berberinin distile su ortaminda yapilan miktar tayininin analitik validasyonundan elde edilen tekrarlanabilirlik sonuglart

Teorik C (ug/ml) Bulunan C (pg/ml) (X*£SS**) % BSS***
2 2,02+0,021 1,039
10 9,91+0,047 0,474
16 16,03+0,041 0,256

*X= Ortalama, **SS Standart sapma, ***BSS Bagil standart sapma
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Tablo 3. Berberinin distile su ortaminda yapilan miktar tayininin analitik validasyonundan elde edilen ara kesinlik sonuglari

Konsantrasyon 1. giin (X* £ SS) 2. giin (X £ SS) 3. giin (X £SS) SS** % BSS***
(ug/mL)

2 2,045+ 0,009 2,017 +0,021 2,020 + 0,017 0,015 0,761

10 10,01 £ 0,015 10,00 + 0,013 10,01 £ 0,014 0,005 0,045

16 16,01 + 0,008 16,01 £ 0,011 16,00 + 0,012 0,001 0,002

*X= Ortalama, **SS Standart sapma, ***BSS Bagil standart sapma

Analitik  validasyon parametrelerinden kesinlik igin
degerlendirilen ara kesinlik sonuglari Tablo 3’de
verilmistir.

Ozgiinliik parametresini degerlendirmek adina yapilan
calismalarda fitozom formiilasyonunda yardimci madde
olarak kullanilan fosfolipidin, berberinin temiz ve keskin
bir pik verdigi 346 nm’de berberine yakin yerde bir piki
goriilmiistiir. Piklerin bir girisim yapip yapmadiginin
anlagilmasi i¢in kromatogramlar {ist iiste gakistirilmis ve
ufak bir girisim yaptiklar1 gortilmistiir (Sekil 3).

Sekil 3. BER ve fosfolipide ait kfomotogramlarm listiiste
cakistilmasi ile elde edilen kromatogram

Bu girisimin anlamli olup olmadigimi degerlendirmek
adma R (ayiricilik) degeri hesaplanmistir. Kromatografide
iki pikin nicel anlamda birbirinden ayrildigini kabul etmek
icin R=1 olmasi gerekir. Ve bu ayiricilik degeri iki bandin
birbiri ile %2 oraninda Ortiistigii anlamina gelirken, R=
1.5 olmasi durumunda bu &rtlisme % 1’e diiser ve iki pik
birbirinden tamamen ayrilmis olur (Yilmaz ve ark. 1997).
R (ayiricilik) degeri Denklem 1°de verilen formiil ile
hesaplanmaktadir:

tr,A—tr,B

R=2lr a5 Tw B

] (Denklem 1.)

tr,A=A maddesinin alikonma zamani
tr,B=B maddesinin alikonma zamani
Tw,A=A maddesinin olusan pik araliginin genisligi
Tw,B=B maddesinin olusan pik araliginin genisligi

A maddesi BER i¢in kromatogramindan elde edilen
veriler; t; A 3.846 ve Tw,A 0.1017 ve B maddesi fosfolipid
icin kromatogramindan elde edilen veriler; t.B 3.672 ve
Tw,B 0.1131 dir. Denklem 2’de yer alan formiile gore
hesaplanan R degeri degerlendirilmistir;

3.846 — 3.672

=2 01017 + 01131 (Denklem 2.)
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Maddelerin alikonma zamanlari ve pik araliklarinin
genisliklerinden yararlanilarak hesaplanan R (ayiricilik)
degeri 1.616 cikmistir. Bu deger bize piklerin birbirinden
tamamen ayrilmig oldugunu gostermektedir. Fitozom
formiilasyonunda berberin ve kullanilan fosfolipid
arasinda herhangi bir girisim bulunmamaktadir.

4. Sonuc¢

Berberin fitozom formiilasyonundan berberinin miktar
tayininin yapilmast amactyla HPLC miktar tayini yontemi
gelistirilmis ve 1ilgili ICH kilavuzuna gore valide
edilmistir. Gelistirilen yontem o6zgiinliik, dogrusallik ve
araligi, dogruluk, kesinlik, geri elde edilebilirlik
parametreleri yoniinden degerlendirilmis ve berberinin
miktar tayini i¢in gilivenilir oldugu belirlenmistir.
Caligmamizda berberinin formiilasyon icinden tayin
edilmesinde  analitik  validasyon  parametrelerinden
0zglinliik parametresinin 6n plana ¢iktig1 goriilmiistiir. Saf
berberinin  miktar tayini yontemi ve fitozom
formiilasyonundan berberinin tayini igin gelistirilen
yontem kargilagtirildiginda bu yontem icin
formiilasyondaki diger maddelerin de isin i¢ine girmesiyle
berberinin kesin bir sekilde tayin edilmesi 6nemli hale
gelmistir. Bu noktada c¢aligmamizda gelistirdigimiz
yontemde ayiricilik degeri de hesaplanmis ve giivenilir
olarak maddemizin miktarinin  tayin  edilebildigi
gorillmiistiir.
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danismanlik, bilirkisilik, herhangi bir firmada calisma
durumu, hissedarlik ve benzer durumlar1 yoktur.
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