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kalacak, tezimin tamaminin ya da bir bolimiiniin gelecekteki galismalarda (makale, kitap, lisans ve patent vb.)
kullamim haklar1 bana ait olacaktir.
Tezin kendi orijinal galismam oldugunu, baskalarinin haklarin ihlal etmedigimi ve tezimin tek yetkili sahibi
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etmeyi taahhiit ederim.
Yiiksekogretim Kurulu tarafindan yaymlanan “Lisansiistii Tezlerin Elektronik Ortamda Toplanmasi,
Diizenlenmesi ve Erisime Acilmasina iliskin Yonerge” kapsaminda tezim asagida belirtilen kosullar haricince
YOK Ulusal Tez Merkezi / H.U. Kiitiiphaneleri Acik Erisim Sisteminde erisime agilir.

0 Enstitii / Fakiilte yonetim Kurulu karari ile tezimin erisime agilmasi mezuniyet tarihimden itibaren 2 yil

ertelenmistir. (1)

o Enstitii / Fakiilte yonetim kurulunun gerekgeli karar1 ile tezimin erisime agilmasi mezuniyet tarihimden

itibaren 6 ay ertelenmistir. (2)

o Tezimle ilgili gizlilik karar1 verilmistir.
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OZET

Tug N., Parasetamoliin Parenteral Cozeltide Stabilite Gostergeli Miktar Tayini
Icin Yiiksek Performansh Sivi Kromatografisi Yontemi Gelistirilmesi ve
Validasyonu, Hacettepe Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii, Analitik Kimya
Anabilim Dal, Yiiksek Lisans Tezi, Ankara, 2022. Parasetamol etken maddesinin
iceren yar1 gecirgen primer torba ve gegirgen olmayan primer flakon ambalajda
bulunan parenteral soliisyonun miktar tayini stabilite gostergeli bir YPSK yontemi
gelistirilerek ve validasyon parametreleri degerlendirilerek analitik validasyonu
tamamlanmistir. Sivi dozajda parasetamoliin analizleri, ters faz kromatografi
prensibine dayali olarak 12.5 mM potasyum dihidrojen fosfat ve 10.33 mM
dipotasyum hidrojen fosfat tartilip 1000 ml saf su ile hazirlanan ¢6zelti (pH:6.9) ve
metanol (95:5, h/h) karistirilarak olusturulan hareketli faz, C18 4.6 x 50 mm 2.7 um
kolon, 30 °C kolon sicakligi, 15 °C oto 6rnekleyici sicakligi, 1.0 ml/dk akis hizi, 254nm
dalga boyu ve 10 pl enjeksiyon hacmi ile gerceklestirilmistir. Bu kosullar altinda
alikonma zamam 4.dk’dir ve toplam analiz siiresi 7 dk’dir. Yontem, Uluslararasi
Uyumlastirma Konferans1 (ICH) yonergelerine gore dogrulanmis ve Segicilik
calismasi i¢in gergeklestirilen zorlanmig bozundurma c¢alismalar1 (oksidasyon, 151k,
asit, baz ve sicaklik) neticesinde gergeklestirilen yontemin parasetamol igin yiiksek
secicilige sahip oldugu belirlenmistir. Y6ntem 0.625-5.000 pg/mL derisim araliginda
dogrusal bulunmustur. Geri kazanim calismalar1 ise ayni derisim aralifinda ve
dogrusalligin ¢alisildigr her noktada gerceklestirilmis ve %100.01 ve %101.91
araliginda bulunmustur. Stabilite c¢alismalar1 sonucunda parasetamol standart
¢oOzeltilerinin ve numune ¢dzeltilerinin 30 giin boyunca oda sicaklginda, 4 °C ve 15 °C
sicaklikta kararli oldugu belirlenmistir. Giin i¢i ve giinler arasi yapilan dogruluk ve
kesinlik ¢aligmalarimda bulunan BSS % 0.75' ten ve BH %0.02 ’den az oldugu ve
yontemin rutin analizler i¢in uygun oldugu goriilmiistiir. Validasyon parametrelerinin
degerlendirilmesine gore bu ¢aligmada gelistirilen yontem, se¢ici, kesin, dogru, duyarl

ve tekrarlanabilirdir.

Anahtar kelimeler: Parasetamol, miktar tayini, stabilite gostergeli, YPSK-DAD,

analitik yontem validasyonu
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ABSTRACT

Tug N., Development and Validation of High Performance Liquid
Chromatography Stability Indicating Method for Determination of Paracetamol
in Parenteral Solution, Hacettepe University Graduate School of Health Sciences,
Department of Analytical Chemistry, Master Thesis, Ankara, 2022. The analytical
validation of the parenteral solution in the semi-permeable primary bag and the non-
permeable primary vial packaging containing the active ingredient Paracetamol was
completed by developing a stability indicating HPLC method and evaluating the
validation parameters. Analysis of paracetamol in liquid dosage, based on the principle
of reversed phase chromatography, 12.5 mM potassium dihydrogen phosphate and
10.33 mM dipotassium hydrogen phosphate were weighed and the mobile phase
formed by mixing the solution prepared with 1000 ml of distilled water (pH:6.9) and
methanol (95:5, v/v), C18 4.6 x 50 mm, 2.7 pm column, 30 °C column temperature,
15 °C autosampler temperature, 1.0 ml/min flow rate, 254 nm wavelength and 10 pl
injection volume. Under these conditions, the retention time is 4 min and the total
analysis time is 7 min. The method was validated according to the guidelines of the
International Conference on Harmonization (ICH), and it was determined that the
method, which was carried out as a result of forced degradation studies (oxidation,
light, acid, base and temperature) carried out for the selectivity study, has high
selectivity for paracetamol. The method was found to be linear in the concentration
range of 0.625-5,000 ug/mL. Recovery studies were carried out in the same
concentration range and at every point where linearity was studied, and it was found
in the range of 100.01% and 101.91%. As a result of stability studies, it was determined
that paracetamol standard solutions and sample solutions were stable at room
temperature, 4 °C and 15 °C for 30 days. In intraday and interday accuracy and
precision studies, RSD was less than 0.75% and RE was less than 0.02%, and the
method was found to be suitable for routine analyses. According to the evaluation of
the validation parameters, the method developed in this study is selective, precise,

accurate, sensitive and reproducible.

Keywords: Paracetamol, assay, stability indicating, HPLC-DAD, analytical method

validation
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1. GIRIS

Bu tez ¢alismasmin konusu parasetamoliin ayn1 birim formiile sahip torba ve
flakon ambalajli parenteral soliisyondan yiiksek performansli sivi kromatografisi
(YPSK) ile analizi icin stabilite gostergeli bir yontemin gelistirilmesi ve valide
edilmesidir.

Farmasotik bitmis iirtin Ureticileri, liriiniin {iretim asamalarinda ve raf omri
boyunca kalitesinin giivenilirligini ispatlayacak, validasyonu ger¢eklestirilmis analitik
yontem kullanmalar1 zorunludur. Gelistirilen yontemler, sektoriin referans olarak
kullandig1 farmakope, kilavuzlar dogrultusunda verifikasyonu yapilmali ve isletme i¢i
yontemler ise tam validasyon caligmalar1 ile gegerli kilmmalidir. “Analitik yontem
validasyonu, analitik yontemin hedeflenen kullanim i¢in  uygunlugunun
ispatlanmasidir (1).

Stabilite gostergeli yontem, ilag¢ aktif maddesini dogru ve kesin bir sekilde
bozunma iiriinlerinden, iiretim safsizliklarindan, varsa yardimcit maddelerden veya
diger olasi safsizliklardan armmuis bir sekilde tayin etmektedir. Analitik yontem zaman
icinde farmasdtik iirlinde olusan degisiklikleri izleyebilecek yetenekte olmalidir.
Amerikan Gida ve Ilag Dairesi (FDA) stabilite ¢alismalarinda kullanilan tiim miktar
tayini yontemlerinin stabilite gostergeli olmasini tavsiye etmektedir. Analitik yontem
zaman ic¢inde farmasdtik iirlinde olusan degisiklikleri izleyebilecek yetenekte
olmalidir. Stabilite caligmalar1 sirasinda iiriinde meydana gelecek degisiklikleri
izlemek i¢in kullanilacak stabilite géstergeli yontemler tiriiniin giivenligini, etkinligini
ve kalitesini garanti etmektir (2).

Stabilite gostergeli bir yontem, bozunma {iriinleri, proses safsizliklari, yardime1
maddeleri veya diger potansiyel safsizliklardan etkilenmeden aktif i¢erikleri dogru bir
sekilde tayin eden analitik bir ydntem olarak tanimlanir. Onemli bozunma maddelerini
dogru bir sekilde nicelendiren bir yontem, stabilite gostergesi olarak da kabul
edilebilir. Stabilite gostergeli YPSK yontemi gelistirmeye yonelik proaktif bir
yaklasim, yontem gelistirme siirecinde kullanilan temel bozunma 6rnekleriyle erken
asamalarinda zorunlu bozunmay1 igermelidir (3).

Validasyon caligmalarmin kabul edilebilirligi i¢in elde edilen analiz
sonuglarinin validasyon parametrelerinin kabul kriterlerinin saglandig1 gosterir

istatistiksel ¢aligmalar ile ispatlamak gerekmektedir.



Bu c¢alismada, parasetamol (asetaminofen) farmasotik formlar icin
tekrarlanabilir, tutarli, giivenilir ve rutin olarak uygulanabilen bir stabilite gostergeli

YPSK ile miktar tayini yontemi gelistirilmesi ve validasyonu amag¢lanmustir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Parasetamol

Parasetamol (asetaminofen), hafif ila orta siddette agr1 durumlari i¢in standart
ates distiriicli ve analjezik etkisini agik¢a ortaya koyan zengin deneyime sahip, tiim
ilaclar arasinda en yaygm kullanilan ilaglardan biridir. ilk olarak 1893'te von Mering
tarafindan klinik olarak kullanilan parasetamol, 1950'de Amerika Birlesik
Devletleri'nde ve 1956'da Avustralya'da ticari olarak ortaya ¢ikmadi. 1960'larda ve
1970'lerde, recetesiz analjeziklerin toksisitesi hakkinda artan endiseler dile getirildi,
ancak normal kullamimda parasetamol tutarhi bir giivenlik profili sergiledi. Ornek
giivenlik kaydi, 1966'da biiyiik bir asir1 dozun ciddi ve bazen 6liimciil karaciger hasar1
ile komplike hale gelebileceginin kesfiyle golgelendi. Neyse ki, N-asetilsistein ile
erken tedavi karaciger toksisitesini onler. Pediatrik analjezik se¢ciminde bir doniim
noktasi, aspirinin Reye sendromuyla baglantili oldugu 1980'lerde geldi. Sonug olarak,
parasetamol, Reye sendromu insidansinda bir azalma ile ¢ocuklar igin temel analjezik
ve ates disiiriicii olmustur. Giiniimiizde parasetamol, ¢ocuklar, hamile kadinlar,
yaslilar, osteoartriti olanlar, basit bas agrilar1 olanlar ve inflamatuar olmayan kas-
iskelet sistemi rahatsizliklar1 olanlar dahil olmak iizere ¢esitli hastalarda agr1 yonetimi
ve ates diisiiriicii i¢in ilk secenektir. Dogru kullanimda parasetamol nadiren yan
etkilere neden olur. Genis bir tolere edilebilirligi vardir ve aspirine duyarli astim
hastalar1 ve gastrointestinal komplikasyon riski tasiyan kisiler gibi nonsteroid
antiinflamatuar ilaglarin kontrendike oldugu hastalarin tedavisinde 06zellikle
degerlidir. Gelecekte, siklooksijenaz enzimlerinin daha iyi anlagilmasiyla
parasetamoliin etki mekanizmas1 hakkinda daha iyi bir fikir elde edilebilir. Bu arada,
parasetamol, potansiyel bir antioksidan aktivite yoluyla aterosklerozun 6nlenmesi gibi
diger terapotik alanlarda uygulamalar bulabilir. Ozetle, parasetamoliin ilk klinik
kullaniminin iizerinden bir asirdan fazla zaman ge¢mesine ragmen, ates ve agri

sikayeti olan eriskin ve ¢ocuklarda ilk tercih edilen tedavi olmaya devam etmektedir

(4).



2.1.1. Parasetamol (Asetaminofen)’iin Fiziksel ve Kimyasal Ozellikleri

HO
O

N CH
H 3

Sekil 2.1. N-(4-Hidroksifenil) asetamid yapisi.

Kapali Formiilii: CsHoNO>

Molekiil Agirhigr: 151.17 g/mol

Erime Noktasi: 168-172 °C

Goriniisi: Beyaz neredeyse beyaz kristal toz
Coziiniirliigii: Suda az ¢oziiniir, etanolde serbestce ¢oziiniir (% 96), metilen kloriirde

cok az ¢oziiniir (5).
2.1.2. Parasetamol (Asetaminofen)’iin Farmakolojik Ozellikleri

Terapotik dozlarda parasetamol giivenli bir analjeziktir, ancak asir1 dozda ciddi
karaciger nekrozuna neden olabilir. Oral uygulamay:1 takiben gastrointestinal
sistemden hizla emilir, sistemik biyoyararlanimi doza bagimhidir ve %70 ile %90
arasinda degisir. Oral absorpsiyon hiz1 agirlikli olarak mide bosalma hizima baghdir,
gida, propantelin, petidin ve diamorfin tarafindan geciktirilirken metoklopramid ile
artar. Parasetamol ayrica rektumdan iyi emilir. Cogu doku ve sivida hizli ve esit bir
sekilde dagilir ve yaklagik 0,9 L/kg dagilim hacmine sahiptir. ilacm %10 ile %20'si
kirmiz1 kan hiicrelerine baglanir. Parasetamol genis 6l¢lide metabolize edilir (agirlikl
olarak karacigerde) ve baslica metabolitleri siilfat ve glukuronid konjugatlaridir. ilacin
kiigiik bir fraksiyonu, indirgenmis glutatyon ile inaktive edilen ve sistein ve
merkapturik asit konjugatlar1 olarak idrarla atilan olduk¢a reaktif bir alkilleyici
metabolite doniistiiriiliir. Yiiksek dozlarda parasetamol (asir1 dozlar), glutatyonun
tilkenmesi ve agir1 reaktif metabolitin hayati hiicre bilesenlerine baglanmasmin bir
sonucu olarak akut hepatik nekroza neden olur. Bu hasar, metionin ve N-asetilsistein

gibi siilfhidril bilesiklerinin erken uygulanmasiyla onlenebilir. Saglikli deneklerde



terapotik dozun %85 %95'i 24 saat i¢inde idrarla atilir ve sirasiyla yaklagik %4.55,
30.4 ve 4"l degismemis parasetamol ve bunun glukuronid, siilfat, merkapturik asit ve
sistein konjugatlar1 olarak goriiniir. Bu tiir deneklerde plazma yar1 dmrii 1.9 ila 2.5 saat
arasinda ve toplam viicut klerensi 4.5 ila 5.5 ml/kg/dk arasinda degismektedir. Yasin,
antikonviilzan alan hastalarda kisalan plazma yar1 6mrii iizerinde ¢ok az etkisi vardir.
Plazma yar1 omrii, hafif kronik karaciger hastaligi olan hastalarda genellikle
normaldir, ancak dekompanse karaciger hastalig1 olanlarda uzar (6).

Parasetamoliin (asetaminofen) avantaji, oral, intravendz veya rektal yollardan
uygulanabilmesidir. Son bahsedilen, aktif maddenin yavas ve diizensiz emiliminde
oral yoldan farkhdir. Terapotik derisimlerde parasetamoliin farmakokinetigi
dogrusaldir; yani dozdan bagimsizdir ve tekrarlanan uygulama ile sabittir.
Parasetamoliin etkinligi, ¢ok cesitli akut veya kronik agrili sendromlarda
gosterilmistir. Eriskinlerde optimum birim doz 1 g’ dir. Maksimum giinliik dozaj,
genellikle 6 saatten fazla olan analjezik aktivitedeki diisiisle tutarl olarak 4 g’ dir.
Efervesan tabletlerde, ilag emilimi ve etki baslangic1 geleneksel tabletlere gore daha
hizlidir. Bununla birlikte, parasetamoliin serum derigimleri ile analjezik veya
antipiretik etkisi arasinda dogrudan bir iliski yoktur. Parasetamol, yasl kisilerde veya
kronik bobrek yetmezligi olan hastalarda opiat olmayan analjeziktir ve klirens azaltilsa
bile bu tiir kisilerde genellikle dozun azaltilmasi gerekli degildir. Kronik, 1yi huylu
karaciger hastaliklar1 olan hastalarda parasetamoliin biyoyararlanimi bozulmasa da
ajan karaciger yetmezligi olanlarda kontrendikedir. Hamilelik ve emzirme doneminde
kullanilabilir. Plazma proteinlerine baglanan ¢ok diisiik diizeyde parasetamol, hepatik
metabolizmasi ile birlikte, 6zellikle glukuronid veya siilfat konjugasyonu yoluyla,
parasetamol ile 6zellikle de antivitamin K ile diisiik ila¢ etkilesimi riski degerlendirilir.
Geleneksel bir nonsteroidal anti- inflamatuar ilag, parasetamol analjezik etkiyi arttirir
veya daha diisik dozlarda kullanilmasma izin verir. Yasin parasetamoliin
farmakokinetigi tizerindeki etkisi ve fitillerin nispeten diizensiz biyoyararlanimi
nedeniyle ¢ocuklarda ideal parasetamol dozunu tanimlamak daha zordur. Toplam 60
mg/kg/giin’ e kadar 4 saatte bir 15 mg/kg’ lik bir oral doz, istenen analjezik veya
antipiretik etkiyi elde etmek i¢in genellikle yeterlidir (7).

Parasetamol, benzeri diger analjezik ilaglardan farkli olarak hipotalamus ve

omurilik gibi peroksidlerden fakir ortamda prostaglandin sentezini inhibe edebilir;



antipiretik ve analjezik etkilerinin, swrasiyla, hipotalamus ve omurilik arka
ventralde prostaglandin sentez ve saliverilmesini inhibe etmesi ile iliskili
oldugu ileri striilmiistiir. Periferdeki iltihabi dokular gibi peroksit agisindan
zengin  ortamda,  siklooksijenazi  inhibe = edememesi  antienflamatuvar
etkisinin olmamasini agiklayabilir.

Parasetamoliin =~ solunum,  kardiyovaskiiler =~ sistem  ve  asit-baz
dengesi Tlzerinde belirgin bir etkisi yoktur. Midede irritasyon yapmaz.
Protrombin sentezini pek etkilemez. Plazma proteinlerine fazla baglanmaz.
Aspirinin  aksine oral antikoagiilanlarla belirgin bir etkilesme gdstermez.
Aspirinden farkli olarak iirik asit itrahini etkilemez ve iirikoziirik ilaglarin
etkinligini azaltmaz.

Parasetamolii S1V1 farmasotik sekiller icinde vermek
miimkiindiir. Bundan dolay1, parasetamol oOzellikle bebek ve c¢ocuklar icin
hazirlanan eliksir, siispansiyon vb. sekillerdeki sivi analjezik miistahzarlarin
yapiminda kullanilir.

Parasetamol  yemek smasinda veya  yemekten sonra  almirsa,
biyoyararlanim1 belirgin sekilde azalir; onun ic¢in a¢ karnina alinmasi tercih
edilir. Parasetamol oral dozuna esit dozlarda rektal yoldan da verilebilir.
Parasetamol kronik kullanilis halinde fenasetine oranla daha
az toksik gibi goziikmekte ise de akut toksisitesi fenasetininkinden daha
ciddidir. Bu ila¢g asm1 dozda alindiginda, oldiiriicii akut karaciger nekrozu
yaptiglr  bilinen az sayidaki ilaglardan biridir. Hepatotoksik  etkenin,
parasetamoliin  karacigerde olusan N-oksidasyon {irtini olan N-hidroksil
tirevi ve ilacin fenolik hidroksilinin oksitlenmesi ile olusan N-asetil-p
benzokinonimin oldugu sanilmaktadir. Akut intoksikasyon sirasinda ilk 24
saat zarfinda bulanti, kusma ve karin agrisi gibi belirtiler olusur. Sarilik ve
diger karaciger yetmezligi belirtileri 2-3 giin sonra ortaya ¢ikmaya baslarlar.
Bunlarla birlikte hepatik ensefalopati ve akut bobrek yetmezligi olusabilir. Bir
defada 10 g veya daha yiliksek miktarlarda viicuda girdiginde belirgin akut
karaciger nekrozu siklikla olusur. Bir defada 20 g’ m {stiinde alimmigsa
Olimle sonuglanma olasiligi artar. Gilinde 5-8 g dozunda birka¢c hafta

alinmas1 ile de karaciger nekrozu ve ona bagli O6lim yapabilir. 0-6 yas



grubundaki ¢ocuklar parasetamoliin  hepatotoksik etkisine dayaniklidirlar.
Tedavisi i¢in destekleyici Onlemler yaninda karaciger hiicrelerinde glutatyon
ve sistein diizeyini yiikselten siilfidril grubu dondrii (glutatyon prekiirorii)
ilaglar ~ (N-asetil sistein, L-metiyonin ve sisteamin gibi) uygulanir.
N-asetilsistein, parasetamol zehirlenmesinin  tedavisinde en tercih edilen
ilagtir. ik 8-10 saat iginde iv. infiizyonla uygulanirsa yeterli derecede
etkilidir. Ilacin almisindan itibaren 16 saat gecmisse yararli olma ihtimali ¢ok
azdir. Buna ragmen 24 saate kadar verilmesini tavsiye edenler vardir.
N-asetil sistein antidot olarak oral yoldan da verilir. Intravenéz olarak 20
saat boyunca toplam 300 mg/kg dozunda uygulanir. Oral yoldan
baslangicta 140 mg/kg yikleme dozunda verildikten sonra 4 saatte bir 17
kez 70 mg/kg uygulanir ve boylece tedavi 72 saatte tamamlanir. Oral
uygulamanin i.v. uygulama kadar etkili oldugu bulunmustur ve tedaviye gec
(10 saatten sonra) baslanan olgularda i.v. uygulamadan daha {istiin olabilir.
Parasetamol, fenasetin’in metaboliti olmasma ragmen
methemoglobinemi ve hemolitik anemi nadiren olusturur. Uzun siire
kullanildiginda analjezik nefropati riskini artirir, yilda 366 tablet (0.5 g’lik)
veya daha fazla kullananlarda riskin 2.1 kez arttigi kestirilmis ve bir
incelemede son donem bobrek hastaligi olgularmin  %8-10’unun  kronik
parasetamol kullanimi ile ilgili oldugu bildirilmistir. Parasetamol seyrek
olarak ciltte tirtiker ve diger alerjik dokiintiilere neden olabilir, nadiren

larenks 6demi ve bronkospazm yapabilir (8).
2.1.3. Parasetamol ila¢c Formlan

Parasetamol etken maddesi igeren Tabletler, Kapletler, Kapsiiller,
Gelkaplar/Geltablar, Uzatilmis Salimli Tabletler, Cignenebilir Tabletler, Oral
soliisyon/siispansiyon, Oral Surup, Iksir, Suppozituar ve Infiizyonluk Cozeltiler

bulunmaktadir (9,10).



2.1.4. Parasetamol Yan Etkileri ve Tla¢ Etkilesimleri

Klinik olarak anlamli birkag ilag¢ etkilesimi belgelenmistir. Enzim indiikleyen
ilaclar tarafindan parasetamol metaboliti NAPQI’ den asir1 doz alinmasimi takiben
olast hepatotoksisite potansiyeli vardir. Gozlemsel c¢alismalar ve saglikli
goniilliilerdeki farkliliklar nedeniyle, warfarin ile olasi etkilesiminin antikoagiilan
etkilerini artirma potansiyeli konusunda onemli tartigmalar vardir. Aksi takdirde,
insanlarda terapotik dozlarda parasetamol ile ciddi advers ilag etkilesimleri
dogrulanmamigtir. Parasetamoliin absorpsiyonu mide bosalmasina ¢ok bagh
oldugundan, mide bosalmasini degistiren diger ilaclar farmakokinetigini degistirebilir;
ancak bu ciddi olumsuz etkilere neden olmaz. Hayvan deneyleri, bircok bilesigin
parasetamol hepatotoksisitesini degistirebildigini gosterse de bunlarin terapotik
dozlarda 6nemli olmasi olasi degildir (11).

Terapdtik dozlarda giivenli oldugu diisiintilmekle birlikte, son zamanlarda asir1
doz veya yanlislikla uygulama sonucu olusan hepatotoksisite insidansi artmaktadir.
Parasetamol doz asimi tedavisinde bagirsak dekontaminasyonu, N-asetilsistein antidot
uygulamasi ve eliminasyonun arttirilmasi kullanilir (12-15).

Parasetamol (asetaminofen) cocuklarda atesi diistirmek i¢in yaygin olarak
kullanilmaktadir (16, 17). Cesitli akut, aralikli ve kronik agr1 durumlarinda analjezik
olarak uzun siiredir kullanilmaktadir ve ¢oklu uygulama bi¢imleri dahil olmak iizere
olumlu bir terapotik profil ile bu ilag, her yastaki ¢ocuklarda kullanim igin 6nerilen ilk
analjeziktir (18, 19). Ayrica; ates ve enfeksiyonlarin neden oldugu daha ciddi sonuglar1
onlemek i¢in hamilelik sirasinda Parasetamol ilacinin 6nemi kabul edilmistir (20).

Oral ve rektal uygulamada biyoyararlanimdaki biiyiik farkliliklar sebebiyle
tedavinin baglamasini ve siiresini etkileyebilir (21). Parasetamol, pediatrik hastalarda
agr1 veya inflamasyon belirtilerine neden olmadan hizli iv. infiizyon olarak
uygulanabilir. Sonuglar, hastalar ve saglik profesyonelleri igin hareketsizlik siiresini
azaltarak daha uygun maliyetli agr1 kontroliine katkida bulunabilir (22). Bu ¢aligmalar
neticesinde agrinin hemen giderilmesi gerektiginde veya oral veya rektal uygulamanin

miimkiin olmadig1 durumlarda tercih edilir.



2.2. Parasetamol Analiz Yontemleri

Parasetamoliin nicel ve nitel analizleri icin ¢ok sayida analitik ydntem
bulunmaktadir. Tek etken maddeli ve kombine iiriinlerin analizleri igin YPSK ve ultra
yiiksek performansli sivi kromatografisi (UPSK), UV-spektrofotometresi, iyon
kromatografisi ve akis enjeksiyon analizi (FTA) bu calismalara 6rnek gosterilebilir.
Ayni1 yontem ile farkli farmasotik preparatlarin analizleri de gerceklestirilmektedir.

Aminu ve ark. basit, ekonomik, hizli, giivenilir ve kararlihigi gosteren bir
yiiksek performansli sivi kromatografisi (YPSK) yontemi gelistirilmis ve valide
edilmistir. Coziici iletim tinitesi (LC-20AD), ultraviyole-goriiniir (UV-vis) dedektor,
gaz giderici ile donatilmis bir Shimadzu cihazi kullanilmistir. Veri toplama ve isleme,
bir masaiistii bilgisayar sisteminde kurulu LabSolutions yazilimi tarafindan
gergeklestirilmistir.

Kat1 dozajda parasetamol ve kafeinin eszamanl tayini formu kullanilmistir.
Kromatografik ayirmalar, Waters Symmetry C18 kolon (5 pm, 4.6 x 150 mm) ile,
hareketli faz olarak metanol ve su (40:60, h/h) karisimi kullanilarak, 0.8 mL/dk akis
hiziyla izokratik eliisyon modu altinda gergeklestirilmis ve ultraviyole (UV) dedektor
dalga boyu 264 nm'ye ayarlanmistir. Kolon i¢in firm sicakligi 35 °C'ye ayarlanmis ve
muhafaza edilmistir. Yontem, Uluslararasi Uyumlastirma Konferanst (ICH)
yonergelerine gore dogrulanmis ve 15-300 ug/mL parasetamol ve 2.5-50 pg/mL kafein
derisim araliklarinda parasetamol ve kafein i¢in sirasiyla 1 ve 0.9999 korelasyon
katsayisi ile miikemmel dogrusallik géstermistir. Alikonma siiresi (tr) parasetamol ve
kafein igin sirastyla 2.6 = 0.001 ve 3.5 = 0.002 dakika olarak bulunmustur. Analitlerin
asidik ve alkali hidroliz gibi ¢esitli stres kosullariin yani sira oksidatif, fotolitik ve 1s1
bozunmalarina maruz birakilmasiyla kapsamli stres bozunmasi ¢aligmalari
yiirlitiilmiistiir. Yontemin, alikonma siirelerinde herhangi bir degisiklik olmaksizin
analit piklerinin bozunma irlinlerinden etkili bir sekilde ayirdigr goriilmiistiir.
Parasetamol ve kafein i¢in tiim geri kazanimlarin bagil standart sapma (BSS) degerleri
%1,3'ten az oldugu ve yontemin rutin analizler i¢in uygun oldugu goriilmistiir (23).

Atay ve ark., bu lilkede analjezik ates diisliriicli amaglarla yaygm olarak
kullanilan aspirin ve parasetamol igeren tabletlerin kantitatif analizini gesitli analitik
yontemler kullanilarak gerceklestirmistir. Farkli seri numaralarina sahip ticari

farmasotik preparatlar Ankara'daki yerel eczanelerden satin almmistir. Bu



10

kombinasyon icin iki farkli spektrofotometrik ve bir yiliksek basmgh sivi
kromatografisi (YPSK) yontemi oOnerilmistir. Spektrofotometrik ¢alismalarda
Shimadzu UV 160-A model kayit spektrofotometresi kullanilmistir. YPSK
caligmalarinda Shimadzu LC-6A pompa, SPD-6AV dedektor, SCL-6A sistem
kontrolorii ve CR3-A integrator kullanilmistir. Kullanilan ¢dziiciiler ve kimyasallar
reaktif sinifidir. Ayrim i¢in Hypersil BDS C18 (250 x 4 mm, 5 pm) analitik kolonu ve
haraketli faz olarak su-metanol-glasiyal asetik asit (960:280:30) kullanilmistir.
Absorbans orani, Vierordt ve YPSK yontemleri i¢in bagil standart sapmalar aspirin
i¢in sirasiyla %0.89, %1.1 ve %]1.1 ve parasetamol igin %1.24, %1.39, %0.84 olarak
bulunmustur. U¢ ydntemin kesinligi, Student't ve Fisher F testleri kullanilarak
karsilagtirilmistir. Absorbans orant ve Vierordt yontemleri, YPSK yonteminden
onemli Ol¢giide farkli degildir ve ii¢ yontemin karsilastirilabilir kesinligi bulunmaktadir.
Uc yontemin tiimii, kabul edilebilir korelasyon katsayilar1 ile dogrusal bir iliski
gostermistir (24).

Perez ve ark. UV tespiti kullanilarak baskilama olmaksizin parasetamol ve
salisilik asidin eszamanli tespiti i¢in bir iyon kromatografi (IC) prosediirii onerilmistir.
Yontem, farmasotiklerde parasetamoliin belirlenmesine uygulanmistir ve ayrica
toplam asetilsalisilik asidin salisilik asit olarak miktarinin belirlenmesine izin verir.
Anyonik bastirilmamis IC'nin kullanilmasi, bastirilmis IC'nin gerceklestiremedigi
parasetamol gibi ¢ok zayif asitlerin ayrilmasina izin verir. Eluent olarak; asit tiirlerinin
protondan arindirilmasi i¢in uygun bir pH'a sahip olmasi gerektiginden, zayif asitleri
iyonize etme kabiliyeti nedeniyle LiOH olmustur. Bu ¢alisma, fotometrik algilama
kullanarak parasetamoliin ayrilmasi ve tayini igin yeni, basit, hizli ve yiiksek derecede
hassas bastirilmamis IC yontemini bildirmektedir. Yiiksek pH degerinde hidrolize
edilmesi, her iki aktif maddenin de siklikla bulundugu analjezik farmasdtiklerde
parasetamoliin dogrudan belirlenmesini saglar. Ayni sekilde, asetilsalisilik asidin
toplam igeriginin salisilik asit olarak es zamanli belirlenmesinde miimkiin oldugu
goriilmiistiir. Onerilen prosediire gore parasetamol ve salisilik asidin ayrilmasi gibi iyi
bir ayricilik gostermistir . Duyarlilik dikkat ¢ekicidir ve tespit limitleri yaklagik 0.06-
0.12 mg/ml olarak belirtilmistir. Her iki analit i¢in %97-101 arasinda geri kazanimlar

raporlandirilmistir (25).
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Nguyen ve ark. Parasetamol, ibuprofen ve ilgili safsizligin es zamanl tespiti
icin bir ters fazli UPSK yontemi gelistirilmistir. Kullanilan UPSK kolonu BEH C18
(2.1 x 100 mm, 1.7 um) ve hareketli faz, gradyan modunda metanol ve 0.01%
trietilamin sulu ¢6zeltisinden olusmaktadir. UV dedektor dalga boyu, parasetamol i¢in
UV 230 nm ye ayarlanirken safsizlik ve ibuprofen i¢in 254 nm ayarlanmistir.
Kalibrasyon egrilerinin tiimii, parasetamol i¢in 50 — 600 pg/ml, ibuprofen i¢in 50-600
ug/ml ve safsizlik igin 0.05-0.5 pg/ml konsantrasyon araliklarinda dogrusaldir (r2
>0.999). Kesinlik BSS'leri parasetamol, ibuprofen i¢in < %2 ve safsizlik i¢in < %2,5
seklindedir. ibuprofen safsizliginin LOD ve LOQ'su sirastyla 0.03 pg/ml ve 0.05 pg/ml
olarak tespit edilirken bu ii¢ bilesigin geri kazanimi %98-102 araligindadir. Onerilen
RP -UPSK yontemi basit, zaman kazandiran (bir ¢alisma i¢in <10 dakika), ancak
oldukea kesin ve dogru oldugunu ve bu nedenle parasetamol, ibuprofen ve farmasotik
dozaj formlarmda ibuprofenin safsizligmnin rutin degerlendirmesine uygulanabilir
oldugunu gostermektedir (26).

More ve ark. farmasotik dozaj formunda parasetamol, klorzoksazon ve
nimesulid'in es zamanli tayini i¢in basit, kesin ve dogru bir ters fazli sivi kromatografik
yontem gelistirilmistir. Kromatografik aywrma, bir Thermo Hypersil GOLD C18
kolonu (4.6 x 250 mm, 5 pum) tizerinde gergeklestirilmis, su ve asetonitrilden (55 : 45
h/h) olusan hareketli faz kullanilmistir. Akis hizi 1.2 ml/dk olarak ayarlanmis ve 275
nm'de c¢alisma gerceklestirilmistir. Parasetamol, klorzoksazon ve nimesulid igin
alikonma siiresi (tr) sirasiyla 2.69 + 0.02, 4.61 + 0.01 ve 9.55 + 0.02 dakika olarak
bulunmustur. Onerilen yontemin dogrulamasi, dogrusallik, kesinlik, saglamlik,
saptama sinir1, nicelik smir1, 6zgiilliik ve dogruluk i¢in gergeklestirilmistir. Dogrusal
dinamik araliklar, parasetamol i¢in 32.5-65.0 pg/ ml, klorzoksazon i¢in 37.5-75.0
pg/ml ve nimesulid igin 10.0-20.0 pg/ml oldugu goriilmektedir. Gelistirilen yontem,
farmasotik dozaj formundaki ilaclarin rutin kalite kontrol analizleri i¢in 6nerilmektedir
(27).

Fathi ve ark. ¢aligmalarinda, tablet, kapsiil ve efervesan dozaj formlarindaki
iriinler ile oral biyoyararlanimini karsilastirmay1 amaglamiglardir. Saglikl goniilliileri
caligmalarmma dahil ederek her bir dozaj formu, aktif madde olarak 500 mg
asetaminofen kullanmiglardir. Doz alindiktan sonra 0,5, 1, 2, 4 ve 8 saatlik araliklarla

kan ornekleri alinarak asetaminofen kan seviyeleri YPSK-DAD yontemi kullanilarak
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dlciilmiistiir. I¢ standart (IS) olarak asetofenon kullanilmistir. C18 kolonu (4.6 mm x
25 mm), UV detektorii (dalga boyu 240 nm) ve hareketli faz (20/80) oraninda
asetonitril: suda %0.1 asetik asit karisgimindan olugsmaktadir. 20 ul enjeksiyon hacmi
ile analizler gerceklestirilmistir. Kan oOrneklerinde maksimum asetaminofen
derisimleri ilact aldiktan 1 saat sonra Ol¢iilmiistiir (kapsiil, tablet ve efervesan alan
gruplarda sirasiyla 6.61+3.19 pg/ml, 11.29+3.94 pg/ml ve 15.25+2.54 pg/ml). Ug
gruptan farmakokinetik veri analizi ve modellemesi, asetaminofenin yar1 dmriiniin
tablet grubunda 140.72 dakika, kapsiilde 140.29 dakika ve efervesanda 132.08 dakika
oldugunu gostermistir. Kan seviyeleri egrisinin altinda kalan alan sirasiyla tablet,
kapsiil ve efervesan gruplarinda 47.04, 40.62 ve 53.11 pg.dk/ml olarak bulunmustur.
farmakokinetik parametrelerinde istatistiksel olarak anlamli farkliliklar, ¢alisma
yerine efervesan tabletler ve kapsiil dozaj formlar1 ile Kkarsilastirdigimizda
kaydedilmistir (p<0.05). Sonuglara gore, efervesan formun, tablet ve kapsiil formlarina
gore daha hizl ilag etkinliginin elde edilmesi i¢in agr1 ve ates durumlarinda verilmesi
Onerilmektedir (28).

Knochen ve ark. farmasotik dozaj formlarinda parasetamol tayini igin bir akis
enjeksiyon yontemi onermistir. Yontem, parasetamoliin sodyum nitrit ile nitrasyonuna
dayanir ve reaksiyon iirliniiniin absorpsiyonu alkali ortamda 430 nm'de Olgiiliir.
Parasetamol tayini i¢in kullanilan diger kolorimetrik yontemlerin aksine, bu yontem
1s1 kullanimmi gerektirmeyen yontemdir ve bu yontem ile g¢esitli calisma
parametrelerinin etkisi incelenmistir. Yontem parasetamoliin oral ¢ozeltilerde ve
tabletlerde tek basina veya kafeinle birlikte tayinine uygulanmistir. FIA sistemi ¢ok
kanall1 bir peristaltik pompa ve yardimci peristaltik pompadan olusmaktadir. Tygon
ve Viton boru sistemi, alt1 portlu enjesiyon valf ve Hellma dedektdrden olusan UV-
240 UV goriiniir bolge kayit spektrofotometresi kullanilmistir. Test ¢ozeltileri 240
mg/L iken ¢aligilan dogrusallik derisim araligi 0-480 mg/L seklindedir (29).

Ahmed, farmasotik formiilasyonlarda ve gevresel su drneklerinde parasetamol
tayini igin basit, kesin, hizli ve dogru bir ters fazli yiiksek performansh sivi
kromatografi yontemi gelistirilmistir. Kromatografik yontem, 1.5 ml/dk bir akis
hizinda hareketli faz olarak asetonitril: tampon pH3.0 (40:60 h/h) karisimi kullanilarak
Supelco L1 (C18) ters faz kolonu (25 cm x 4.6 mm, 5um) tizerinde gergeklestirilmistir.

Dedeksiyon, ortam sicakliginda 243nm'de gerceklestirilmis ve alikonma siiresi 2.2
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dakika olarak bulunmustur. Kalibrasyon egrisi, 10 ile 100 pg/ml 'lik bir derisim

araliginda dogrusal (r= 0.999); gbzlenebilme sinir1 (LOD) ve alt tayin smir1 (LOQ)

sirastyla 3 pg/ml ve 9 pg/ml ‘dir. Yontem, dogrusalligi, kesinligi ve dogrulugu

acisindan valide edilmistir. Onerilen yontem, parasetamoliin saf formda, farmasotik

formiilasyonlarda ve gevresel su orneklerinde tayini igin basariyla uygulanmustir (30).

Bu cgalismalar Tablo 2.1’de 6zetlenmistir.

Tablo 2.1. Kaynaklara ait 6zet tablo.

Yontem Analit LOD Arahk Ornek Referans
Parasetamol  0.01 pg/ml 15-300pg/ml
YPSK Kafein 0.02 pg/ml 2550 pg/ml | 20let 23
uv Aspirin Veri 2-50pg/ml
YPSK Parasetamol  bulunmamaktadir  2-50pg/ml Tablet 24
fyon Parasetamol  0.06 mg/ml 0.5-7 mg/ml IIE(i;er;{(?ls an 25
Kromatografi Salisilik Asit ~ 0.12 mg/ml 0.5-12 mg/ml Taglelf[
Parasetamol
UPSK ibuprofen ve  0.03 pg/ml o0 ML Taplet 26
Safsizlik HE
Parasetamol  1.08-3.28 pg/ml 32.5-65 pg/ml
YPSK Klorzoksazon 1.43-4.34 pg/ml 37.5-75 pg/ml  Tablet 27
Nimesulid 0.30-0.42 pg/ml 10-20 pg/ml
Veri Tablet
YPSK Parasetamol bulunmamaktadir. 5-40 pg/ml Kapsiil 28
Efervasan
Akis Enjeksiyonu Veri ) Tablet
Spektrofotometresi Parasetamol bulunmamaktadir 0-400 mg/L Oral soliisyon 29
Tablet
Surup
YPSK Parasetamol 3 pg/ml 10100 pg/mt Do 30
Endiistriyel
atik su

2.3. Validasyon

Validasyon, kilavuzlar dogrultusunda belirlenmis spesifikasyonlar1 saglayacak

sekilde kisi ve zamandan bagimsiz yasam dongiisii boyunca gecerliligini korumak i¢in

degerlendirilen parametreleri kapsamaktadir. Her zaman ayni kalitede ve ayni

sartlarda iiretim yaparak, tiim iiretilen iirlinlerin kalitesinin ayn1 olmasimi saglamaktur.

Analitik yontem validasyonu, kimyasal degerlendirmeyi gergeklestirmek icin

temel gereklilik olup bir analitik test sisteminin amaglanan amacimna uygun oldugunu

analitik veriler ile desteklenerek gegerli kilinmasi i¢in tasarlanmis c¢ok sayida

degerlendirmenin gergeklestirildigi prosediirdiir.
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Ticari ila¢ maddelerinin ve {iriinlerinin (kimyasal ve biyolojik/biyoteknolojik)
salinim ve stabilitesi i¢in kullanilan yeni veya revize edilmis analitik prosediirler i¢in
gegerli olan ICH Guideline Q2(R2) on Validation of Analytical Procedures
kilavuzunda yer alan metodoloji, analitik prosediiriin tasarlandigi ana performans
ozelligine gore gruplandirilmistir. United States Pharmacopeia (31), bitmis farmasotik
iiriinlerdeki bulk ila¢ maddelerinin veya aktif bilesenlerin (koruyucular dahil) ana
bilesenlerinin miktar tayini i¢in analitik prosediirlerin kategori I, bitmis farmasdtik
drtinlerdeki bulk ila¢ maddelerindeki safsizliklarm veya bozunma bilesiklerinin
belirlenmesi i¢in analitik prosediirleri nicel analizleri ve limit testlerini igerdiginden
dolay1 kategori II olarak smiflandirir. ICH ve USP kilavuzu miktar tayini calismasinda

calisilmasini degerlendirdigi parametreler Tablo 2.2.°de 6zetlenmistir.

Tablo 2.2. ICH ve USP kilavuzlarinin miktar tayini parametre karsilagtirilmast.

ICH USP

Analitik Prosediir Tipi . - . .
Karakteristik (1) Miktar Tayini Kategori | Kategori 11
Dogruluk (3) + + +
Kesinlik (3)
Tekrarlanabilirlik + + +
Ara kesinlik +(4) +
Spesifiklik (2) + +
Dedeksiyon Limiti - - -
Tayin Limiti - - +
Dogrusallik + + +
Aralik + + +

- bu 6zelligin normal olarak degerlendirilmedigini belirtir
+ bu 6zelligin normal olarak degerlendirildigini belirtir

(1) Fizikokimyasal ozellikler i¢in belirli analitik prosediirler s6z konusu
oldugunda, bazi performans 6zellikleri, teknolojinin dogal gerekgesi veya yeterliligi
ile ikame edilebilir.

(2) Dogruluk ve kesinligin ayr1 ayri degerlendirilmesine alternatif olarak
birlesik bir yaklagim kullanilabilir

(3) bir analitik prosediiriin spesifik olmamasi, bir veya daha fazla destekleyici
analitik prosediirle telafi edilebilir.

(4) Tekrarlanabilirlik ve ara kesinlik, tek bir deney seti olarak

gerceklestirilebilir.
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Ilgili prosesle ilgili safsizliklardan veya matris bilesenlerinden herhangi bir
miidahale, yani prosesle ilgili safsizliklar ve matris bilesenleri, doz-tepki egrisinin
ozelliklerini 6nemli 6l¢iide etkilemez. Stabilite gostergeli miktar tayini, potensteki bir
degisikligi ve/veya doz-yanit egrisinin seklindeki bir degisikligi tespit etme yetenegine
sahiptir ve zorla bozulmus numuneler (anlamli termal, fotostabilite veya oksidatif
strese maruz kalan numuneler) kullanilarak teyit edilir (32).

Stabiliteyi gosteren bir yontem, tanimlanmig saklama kosullar1 altinda etkin
maddenin ve ilag tirliniiniin ilgili 6zelliklerinde zamanla meydana gelen degisiklikleri
tespit edebilen valide edilmis bir nicel analitik prosediirdiir. Stabiliteyi gosteren bir
tayin yontemi, aktif bilesen(ler)i diger bilesenlerden etkilenmeden dogru bir sekilde
Olcer ve bozunma triinlerini/girigimleri saptamak ve 6lgmek i¢in yeterince hassastir.
Stabiliteyi gosteren bir yontem gelistirmek i¢in, zorlamali bozunma ve fotostabilite
calismas1 geklinde stres testi, safsizliklarin ve bozunma iiriinlerinin tanimlanip
karakterize edilebilmesi igin erken bir asamada yapilmalidir. Stabilite gosteren tayin
analitik yontemler, uzun vadeli stabilite ¢alismasi trendinin dogrulugunu saglamak
icin ayrt edici ve dogrulanmis olmalidir (33).

Bir ilag maddesinin veya bir ila¢ iriinliniin zorla bozunmasi, genellikle,
stabiliteyi gosteren bir kromatografik yontem gelistirilirken yontem segiciligini
gostermek icin gergeklestirilir. Zorla bozunma, farkli 1s1, nem, 151k, asit, baz veya

oksitleyici kombinasyonlar1 kullanilarak gerceklestirilebilir (33).
2.4. Validasyon Parametreleri
2.4.1. Sistem Uygunluk

Sistem Uygunluk parametresi validasyon calismasinda ilk degerlendirilen
parametresi olup kabul kriterleri saglanmadig1 takdirde analizlere baglanilmamaktadir.

Kullanilan ekipmanin gesitli bilesenlerin kalifikasyonu olmali ve testi veya
tayini yapmak igin gereken performansi saglayabilmelidir. Sistem uygunluk testleri,
yontemin ayrilmaz bir parcasini temsil eder ve kromatografik sistemin yeterli
performansimni saglamak i¢in kullanilir. Kapasite faktorii, rezoliisyon, bagil alikonma
ve kuyruklanma faktorii genellikle kolon performansinin degerlendirilmesinde

kullanilan parametrelerdir (34).
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Center for Drug Evaluation and Research (35) pik 6zelliklerine iliskin kabul

Kriterlerini asagidaki sekilde tanimlamistir.

Tablo 2.3. Sistem uygunluk kabul kriterleri.

Kriter Kabul Limiti
Kapasite Faktorii k’:>2
% Bagil Standart Sapma n>5=>%BSS <%l
Rezoliisyon R>2
Kuyruklanma Faktorii Tf<2
Teorik Plaka Sayist N > 2000

2.4.2. Secicilik

ICH segicilik parametresini, yontemin mevcut olmasi beklenen bilesenlerin
varliginda analiti kesin olarak analiz edebilme yetenegidir ve tipik olarak bunlar,
safsizliklari, bozunma maddelerini, matrisi vb. igerebilir seklinde tanimlarken;
Western European Laboratory Accreditation Cooperation, bir yontemin segiciligi,
karisimdaki diger bilesenlerin miidahalesi olmaksizin karmasik bir karisimdaki belirli
analit (ler)i ne Ol¢iide belirleyebildigini ifade eder. Bir analit veya analit grubu i¢in

tamamen segici olan bir yontemin spesifik oldugu séylenir ifadesi ile tanimlar (36).
Filtre Etkisi

Optimum  kromatografi kosullarinda kullanilan enjektér  filtresinin
degismesinin etkisinin incelenmesi rutin analizlerde analistin alternatif kullanimini

gegerli kilmaktir.
2.4.3. Kesinlik

Bir yontemin kesinligi sonuglarin birbirine uygunluk derecesidir. Bir yontemin

kesinligi tekrarlanabilirlik, ara kesinlik ve tutarlilik ile degerlendirilir.



17

Tekrarlanabilirlik (Enjeksiyon Tekrarlanabilirligi)

Tekrarlanabilirlik, ayni calisma kosullar1 altinda kisa bir zaman araliginda
Olclim serilerinin tayin sonuglarmin yakmligmi yansitir. Bir kromatografik yontem
icin, tekrarlanabilirlik, %100 test onayiyla hazirlanan tek numune ¢ozeltisinin en az
alt1 tekrarli enjeksiyonu gerceklestirilerek degerlendirilebilir (37).

Bu ¢alismada %100 derisimdeki standart (2.5 ppm) ¢6zeltisinin enjeksiyon

tekrarlanabilirligi incelenmistir.
Ara Kesinlik

Ara kesinlik, farkli giinler, farkli analistler ve farkli ekipman gibi laboratuvar
ic1 varyasyonlar1 yansitir. Ara kesinlik testi, analitik yonteme gore her biri toplam alt1
numune hazirlayan iki farkli analistten olusabilir. Analist, testlerini ayr1 cihaz ve

ekipmanlar kullanarak farkl giinlerde yiiriitiir (37).
Tutarhhk

Tutarhlik, analitik test numuneleri arasindaki kesinligi yansitir. Her test
analitik yonteme gore toplam alti1 numune hazirlhigi hazirlayabilir. Sonuglar, cesitli
testler arasinda istatistiksel denkligi saglamak icin degerlendirilir. Ara kesinlige

uygulananlara benzer kabul kriterleri, tutarhilik igin de gegerlidir (37).
2.4.4. Dogrusalhk

Dogrusallik, yontemin belirli bir araliktaki analit derisimiyle dogru orantili
olan test sonuglarmi ortaya ¢ikarma yetenegidir. Dogrusallik verilerinin kabul
edilebilirligi, genellikle, dedektér cevabina karsi derisim grafigi icin dogrusal
regresyon egrisinin korelasyon katsayis1 ve kesim noktasi incelenerek degerlendirilir
(38).

Bir analitik yontemin c¢aligma araligi;, kesinlik, dogruluk ve dogrusallik
belirlenirken iist ve alt araliklaridir. Calisma araligi i¢cinde, yOntemin analitin

derigimiyle orantili sonuglar verdigi dogrusal bir yanit aralig olabilir (39).
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2.4.5. Alt Tayin Simir1 (LOQ)

Genellikle, analitik yontemin ¢aligma araligini belirlemek i¢in ¢alismanin bir
pargasi olarak gerceklestirilir ve alt tayin sinirini kalibrasyon araligmmm en diisiik
standart derisimine sabitlemek yaygin bir uygulamadir (39).

Yontemin LOQ degeri sinyal giiriiltii oranin (S/N) 10 oldugu deger olarak

belirlenmistir.
2.4.6. Gozlenebilme Simir1 (LOD)

Gozlenebilme smir1, saptanabilen en kiigiik analit miktaridir. Bu parametre,
yontemin altinda calisgamayacagi seviyeyi belirlediginden limit testlerinin
kullaniminda 6nemlidir.

YPSK yontemleri i¢in LOD hesaplamanin birka¢ yolu vardir. En yaygin
yaklagim, LOD olarak 3:1'lik bir sinyal-giiriiltii orani tercih edilir (33). Y6ntemin LOD

degeri sinyal giiriiltii oranin (S/N) 3 oldugu deger olarak belirlenmistir.
2.4.7. Dogruluk (Geri Kazanim)

Bir analitik yontemin dogrulugu, elde edilen test sonuglarmin gergek (teorik)
degere olan yakinligidir. Dogruluk geri kazanim olarak adlandirilir.

Her seviye (derisim) {i¢ ila alt1 tekrar ile analiz edilir. Bilinen bir derisime sahip
izlenebilir malzemeler kullanilarak, ideal olarak ger¢ek numunelere yakin bir matrisle
test edilmelidirler. Test edilen ¢ozeltiler, kalibrasyon i¢in analiz edilenlerden farkli
olmalidir. Azalan uygunluk sirasina gore belirtilen asagidaki malzemeler 6nerilir (40):

Numuneye yakin referans sertifikali malzemeler: derisim, akredite bir
laboratuvar tarafindan dogru bir sekilde belirlenmistir. Ancak pahali bir malzemedir.

Spike numune: Bilinen miktarda analit ile kdr bir numune gii¢lendirilir. Bu
durumda dogruluk geri kazanim olarak belirlenir.

Standart Cozeltiler: Sonuclar matris etkisini igermediginden 6nerilmez.

Referans giivenilir bir yontem kullanilarak analiz edilen gercek numuneler:

yalnizca standartlar mevcut degilse uygulanabilir.
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2.4.8. Saglamhk

Bir analitik yontemin saglamlig, sistem sartlarinda yapilan kiiciik fakat 6nemli
degisimlerden etkilenmeden kaldiginin Olgilisiidiir ve yontemin normal sartlarda
kullanildig1 siirece giivenilir oldugunun gostergesidir. Saglamlik, yOntem
performansmin  kontrol edilebilir faktorlerdeki degisikliklerden etkilenmeden

kalmasidir (41).
2.4.9. Cozelti Stabilitesi

Stabilite, bir numunenin belirli kosullar altinda birka¢ kez depolamadan sonra
fizikokimyasal 6zelliklerini ve 6zellikle analitin derisimini koruma yetenegi olarak
tanimlanir. Stabilite testleri, numune hazirlama ve analiz arasmnda izin verilen

maksimum siireyi tahmin etmek i¢in 6nemlidir (40).
2.5. Kromatografi

Kromatografi birbirine fiziksel ve kimyasal 6zellikleri bakimimdan benzeyen
maddelerin, karisimlarin, birbirinden ayrilmasini, taninmasini ve tayinini saglayan,
bircok yontemi kapsayan yontemlerin genel adidir. Biitlin kromatografik ayirmalarda
numune gaz, sivl veya bir siiperkritik akiskani olan hareketli faz ile tasmir. Bu
hareketli faz bir kolonda veya bir kati1 yiizeyde sabitlestirilmis kendisi ile karismayan
bir durgun faz i¢inden ge¢meye zorlanir. Bu iki faz numune bilesenlerinin hareketli ve
durgun fazlarda farkli oranlarda dagilacagi sekilde secilir. Durgun faz tarafindan
kuvvetli tutulan numune bilesenleri, hareketli fazin akisiyla ¢ok yavas hareket ederler.
Buna karsilik, durgun faz tarafindan zayif¢a tutulan bilesenler hizli hareket ederler. Bu
hareket hizlarmin farklilig1 sonucu, numune bilesenleri birbirinden kalitatif ve/veya
kantitatif olarak analizlenebilen farkli bantlar veya bolgeler seklinde ayrilirlar.
Kromatografik yontemler iki sekilde simniflandirilabilir. Birincisinde hareketli ve
durgun fazlarin fiziksel olarak nasil temas ettirildikleri esas almir. Kolon
kromatografide, durgun faz ince bir kolonda tutulur ve hareketli faz basing altinda bu
durgun faz arasindan gegmeye zorlanir. Diizlemsel kromatografide, durgun faz diiz bir
plaka iizerine veya bir kagidin gozenekleri arasina tutturulur ve bu durumda hareketli

faz durgun faz arasindan kapiler etkisiyle veya yer ¢ekimi etkisiyle hareket eder.
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Ancak her iki tiir kromatografinin dayandig1 dengeler aynidir ve kolon kromatografisi

icin gelistirilmis kuramlar diizlemsel kromatografiye de kolaylikla uyarlanabilir

Kromatografinin daha temel bir siniflandirilmasi kullanilan durgun ve hareketli
fazlarm tipleri ve fazlar arasinda madde aktarimi saglayan dengelerin cinslerine gore
yapilir (42). Smiflandirma Sekil 2.2°de yeralmaktadir (43).

Stv1 kromatografisi diizlemsel yilizeylere ve kolonlara uygulanabilen bir
kromatografi tiiriidiir. Ayrrma mekanizmasina gore sivi kromatografisi; Adsorpsiyon,
Dagilma, Iyon c¢ifti olusumu, Iyon degistirme, Molekiiler eleme ve Afinite

kromatografisi olarak smiflandirilir.

)
U Kromatografi ]

) ) )
Gaz SHES? LTS S Sivi Kromatografisi
Kromatografisi u Kromatografisi v 2
1 1 1 1
) ) )
) )

Kagit Kolon Ince Tabaka

Gaz/Sivi Gaz/Kati Kromatografisi Kromatografisi Kromatografisi
| —I— p——

\ ) ) ) )
u S1v1/Sivi ]u S1vi/Sivi ]u Sivi/Kati ]u S1v1/Sivi ]u Sivi/Katt ]

Sekil 2.2. Kromatografi smiflandirilmasi.

2.6. Sivi Kromatografisi

Stv1 kromatografisi (LC), hareketli fazin bir kolonda bulunan sabit bir fazdan
stiziilen bir s1v1 oldugu, karismayan iki faz arasindaki tiirlerin dagilimindaki farkliliga
dayanan bir kromatografik ayirma yontemidir (44).

Cihaz modiilleri, pompa sistemleri, enjektorler, sabit fazlar, dedektorler ve

hareketli fazlar Avrupa Farmakopesinde asagidaki gibi tanimlanmustir.
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2.6.1. Cihaz

Cihaz, pompalama sistemi, enjektor, kromatografik kolon (bir kolon sicaklik
kontrolorii kullanilabilir), dedektdr ve veri toplama sisteminden (veya bir entegrator
veya bir ¢izelge kaydediciden) olusur. Hareketli faz, bir veya birka¢ rezervuardan

saglanir ve kolondan gegerek dedektore ulasir.
2.6.2. Pompa Sistemleri

Hareketli fazi sabit bir akis hizinda iletmek igin s1vi kromatografi pompalama
sistemleri gereklidir. Basing dalgalanmalar1 en aza indirilmelidir. Borular ve
baglantilar, pompalama sisteminin gelistirdigi basinglara dayanabilmektedir. sivi
kromatografi pompalari, sikisan hava kabarciklari sisteminin "havasini bosaltmak"
i¢in bir olanaga sahip olabilir.

Mikroislemci kontrollii sistemler, tanimlanmis bir programa gore sabit
(izokratik eliisyon) veya degisken bilesimli (gradyan eliisyon) bir hareketli faz1 dogru
bir sekilde sunabilir. Gradyanl eliisyon durumunda, birka¢ rezervuardan solvent(ler)
saglayan pompa sistemleri mevcuttur ve solvent karisimi, pompanin/pompalarin diisiik

veya yliksek basingli tarafinda gerceklestirilebilir.
2.6.3. Enjektorler

Numune c¢o6zeltisi, yiiksek basingta c¢alisabilen bir enjeksiyon sistemi
kullanilarak kolonun basina veya yakiminda akan hareketli faza verilir. Manuel olarak
veya bir otomatik ornekleyici tarafindan ¢alistirilan sabit dongiilii ve degisken hacimli
cthazlar kullanilir. Déngililerin manuel olarak kismen doldurulmasi, enjeksiyon hacmi

hassasiyetinin daha diisiik olmasina neden olabilir.
2.6.4. Sabit Fazlar

Asagidakiler de dahil olmak tizere, s1vi kromatografide kullanilan bir¢ok sabit
faz tlirti vardir:
- Ayirmanin adsorpsiyon ve/veya kiitle dagilimindaki farkliliklara dayandig:

normal faz kromatografisinde kullanilan silika, aliimina veya gozenekli grafit,
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- Ayrmanm ayrilacak iyonlar ile hareketli fazdakiler arasindaki rekabete
dayandig1 iyon degisim kromatografisinde kullanilan asit veya bazik gruplara sahip
recineler veya polimerler,

- Boyut dislama kromatografisinde kullanilan, ayrmanin molekiillerin
hacimleri arasindaki farkliliklara dayali oldugu, sterik dislamaya karsilik gelen
gozenekli silika veya polimerler,

- Polimerlerden, silikadan veya goézenekli grafitten hazirlanan, ters fazli sivi
kromatografide kullanilan, ayirmanin esas olarak molekiillerin hareketli faz ile sabit
faz arasindaki boliinmesine dayandigi ¢esitli kimyasal olarak degistirilmis destekler,

— Kimyasal olarak degistirilmis 0zel sabit fazlar, 6rn. enantiyomerlerin
ayrilmasi i¢in seliiloz veya amiloz tiirevleri, proteinler veya peptitler, siklodekstrinler
vb. (kiral kromatografi).

Cogu ayirma, sabit faz olarak kimyasal olarak degistirilmis silika ve hareketli
faz olarak polar ¢oziiciiler kullanan bdlme mekanizmalarina dayanir. Destegin yiizeyi,
orn. silikanin silanol gruplari, destegin ylizeyinde degisen sayida aktif bolgeyi
kapsayan kovalent olarak bagl silil tiirevleri liretmek i¢in ¢esitli silan reaktifleri ile
reaksiyona girer. Sabit fazin dogasi, kromatografik sistemin ayirma Ozelliklerini

belirlemek i¢in dnemli bir parametredir. Yaygin olarak kullanilan bagli fazlar asagida

gosterilmistir:
oktil = Si-[CH2]+-CHs Cs
oktadesil = Si-[CH2]17-CH3 Cis
fenil = Si-[CH2]n-CeHs CeHs
siyanopropil = Si-[CH2]s-CN CN
aminopropil = Si-[CH2] 3-NH2 NH2

diol = Si-[CH2] 3-O-CH(OH)-CH2-OH

Uretici tarafindan aksi belirtilmedikce, silika bazli ters fazli kolonlarm, 2.0 ila
8.0 araliginda goriinen bir pH'a sahip hareketli fazlarda stabil oldugu kabul edilir.
Gozenekli grafit veya stiren-divinilbenzen kopolimeri gibi polimerik malzeme

pargaciklar1 igeren kolonlar, daha genis bir pH araliginda stabildir.
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Modifiye edilmemis silika, gbdzenekli grafit veya polar kimyasal olarak
modifiye edilmis silika ile normal faz kromatografisi kullanilarak analiz, o6rn.
siyanopropil veya diol, belirli durumlarda polar olmayan hareketli fazli sabit faz
uygulanabilir.

Analitik ayirmalar i¢in en yaygin olarak kullanilan sabit fazlarin partikiil
boyutu 3 pm ile 10 pm arasinda degisir. Parcaciklar, degisen gozeneklilige ve spesifik
yiizey alanina sahip kiiresel veya diizensiz olabilir. Bu parametreler, belirli bir sabit
fazin kromatografik davranisina katkida bulunur. Ters fazlar olmasi1 durumunda, sabit
fazin dogasi, baglanmanin boyutu ve sabit fazin artik silanol gruplarinin durumu ek
belirleyici faktorlerdir. Artan silanol gruplar1 mevcut oldugunda, 6zellikle bazik
maddelerde piklerin kuyruklanmas1 meydana gelebilir.

Analitik kromatografi icin, monografta aksi belirtilmedik¢e paslanmaz ¢elikten
yapilmig, degisen uzunluk ve i¢ capta (@) kolonlar kullanilir. Bir analiz sirasinda
hareketli fazin ve kolonun sicakligi sabit tutulmalidir. Cogu ayirma oda sicakliginda
gerceklestirilir, ancak daha yiiksek verim saglamak i¢in kolonlar sitilabilir. Sabit faz
bozulmasi veya hareketli fazin bilesiminde meydana gelen degisiklikler nedeniyle

kolonlarin 60 °C'nin uzerinde 1sitilmamasi Onerilir.
2.6.5. Hareketli Fazlar

Normal fazli kromatografi i¢in daha az polar ¢6ziictiler kullanilir. Hareketli
fazda suyun varligi, tekrarlanabilir sonuglar elde etmek icin siki bir sekilde kontrol
edilmelidir. Ters fazli sivi kromatografide, organik degistiriciler igeren veya
icermeyen sulu hareketli fazlar kullanilir.

Hareketli fazin bilesenleri genellikle 0.45 pm'den biiyiik partikiilleri
uzaklastirmak i¢in filtrelenir. Cok bilesenli hareketli fazlar, tek tek bilesenlerin gerekli
hacimleri (kiitleler belirtilmedikg¢e) Olgiilerek ve ardindan karistirilarak hazirlanir.
Alternatif olarak, ¢oziiciiler, karistirmanin istenen orana gore gergeklestirildigi oranti
valfleri tarafindan kontrol edilen ayr1 pompalar tarafindan verilebilir.

Dedektor hiicresinde gaz kabarciklarinin olugsmasini 6nlemek i¢in, solventlerin
normal olarak, helyum, sonikasyon veya on-line membran/vakum modiilleri
kullanilarak pompalamadan once gazi giderilir. Kullanilan c¢oziicliler ve diger

bilesenler uygun kalitede olacaktir. pH''n ayarlanmasi1 gerekirse, karigim degil,
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hareketli fazin sadece sulu bileseni kullanilarak gergeklestirilir. Tampon ¢ozeltiler
kullaniltyorsa, kromatografinin tamamlanmasindan sonra tuzlarin kristallesmesini
onlemek i¢in sistemin bir su ve hareketli fazin organik degistiricisi (% 5 h/h) karigimi
ile yeterli durulama yapilir. Hareketli fazlar diger bilesenleri igerebilir, 6rn. iyon ¢ifti
kromatografisi i¢in bir karsi iyon veya bir asiral sabit faz kullanan kromatografi i¢in

bir kiral segici.
2.6.6. Dedektorler

Diyot dizisi dedektorleri dahil olmak iizere ultraviyole/goriintir (UV/Vis)
spektrofotometreler, en yaygin  kullanmilan  dedektdrlerdir. Floresans
spektrofotometreler, diferansiyel refraktometreler, elektrokimyasal dedektorler, kiitle
spektrometreleri, 151k sacilim dedektdrleri, radyoaktivite dedektorleri veya diger 6zel

dedektorler de kullanilabilir.
2.7. Kromatografide Temel Kavramlar
2.7.1. Alikonma Zamani

Numune enjeksiyonundan sonra, analit pikinin dedektdre ulagmasi i¢in gecen
zamana alikonma zamani denir ve tr sembolii ile gosterilir. Kolonda tutunmayan
maddenin dedektore ulagsmasi igin gegen zamana Olii zaman (to) denir. Tutulmayan

tiirtin kolonda go¢ hizi, hareketli faz molekiillerinin ortalama hareket hizina esittir.
2.7.2. Teorik Tabaka Yiiksekligi ve Teorik Tabaka Sayisi

Kromatografik kolon verimliliginin kantitatif bir 6l¢iisii olarak genellikle
birbiri ile ilgili iki terim kullanilmaktadir: (1) teorik tabaka yiiksekligi, H ve (2) teorik
tabaka sayisi, N.

Bu iki terim arasinda Esitlik 2.1°de yer aldig1 gibi baglant1 bulunmaktadir.

N=L/H (2.1)

Bu esitlikte L, kolon dolgusunun uzunlugudur. Kromatografik kolonun
verimliligi tabaka sayisi arttikca ve tabaka yiiksekligi azaldikc¢a artar. Kolon tipi,
durgun ve hareketli fazlarin cinslerine bagli olarak kolon verimliliklerinde biiytik

farkliliklar vardir. Tabaka sayisi cinsinden kolon verimi, birka¢ yiiz ile ylizbinler
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arasinda degisir; tabaka yiiksekligi ise santimetrenin onda birleri ile binde birleri veya
daha da diisiik degerler arasinda degisir.

Bir Gauss pikinin genisligi, dl¢iilerin standart sapmasi () veya varyansi (c?)
ile dogrudan ilgilidir. Kromatografik bantlar genellikle Gauss tipi oldugu kabul
edildiginden, bir kolonun verimliligi kolonun birim uzunlugu basma varyans cinsinden

tanimlamak uygun olmaktadir. Bu durumda tabaka yiiksekligi

H=o0?%/L (2.2)

seklinde verilir.

Kolon etkinligi, pik genisligi ile ilgilidir. Etkinligi yiiksek olan kolonlar, dar
pikler verirler ve bu kolonlarla maddeleri ayirmak daha kolaydir. Basarili bir
kromatografinin asil amaci verimli bir ayirim ve dar bir kromatografik bant elde
etmektir. Kolon etkinliginin 6l¢iisii kolonun esdeger teorik tabaka sayist (N)’dir ve
asagidaki esitlikle verilir;

N = 16 X (tr / w)2 (2.3)

Bu esitlikte w, eliisyon pik yiiksekliginin % 10’undaki pik taban genisligidir.

Kolon etkinligi esdeger teorik tabaka yiiksekligi (H) ile de gosterilebilir ve
kolon uzunlugunun (L) teorik tabak sayisina (N) boliinmesiyle hesaplanir (Esitlik 2.4).

H=L/N (2.9)

Etkinlik; kolon uzunlugunun, partikiil boyutunun ve akis hizinin bir
fonksiyonudur. Bu parametrelerin degisimi kolonun basincini da etkiler. Bunun

yaninda kolon uzunlugu ve akis hizinin degisimi alikonma zamanini da degistirir.
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tr

to

Dedektor Sinyali

e

Zaman
Sekil 2.3. Alikonma zamani.

2.7.3. Kapasite Faktorii

Kapasite faktorii her maddenin kendine 6zgiidiir ve bir karigimi olusturan
bilesikleri segici olarak ayiran kromatografik sistemin se¢iminde géz oniinde tutulan
en onemli parametredir. Uygun bir hareketli faz-sabit faz ¢ifti secildiginde belirli bir
karisimdaki her bir bilesen i¢in farkl kapasite faktorii degerleri elde edilir. Genellikle
hareketli faz bilesimi degistirilerek kapasite faktorii ayarlanir. Akis hizi
degisikliklerinde, alikonma zamani degisir fakat kapasite faktorii sabit kalir (45).

k' = (tr-to0) / to (2.5)
2.7.4. Secicilik

Iki maddeye ait kapasite faktorii orani segicilik (o) veya ayirim faktorii olarak

adlandirilir ve asagidaki esitlikle verilir.

a=Kkh/ki=((2 — to)/(tn — to) (2.6)

Bu esitlikte, k1 kisa alikonma zamanli maddenin, k"2 ise daha uzun alikonma
zamanli maddenin kapasite faktorii olarak tanimlanmustir. Segicilik, esas olarak sabit

faz 6zelliklerine baglidir ancak hareketli faz bilesimi de segiciligi etkiler.
2.7.5. Aymmceihk

Kromatografik iglemlerde kolon etkinligi ve ¢oziicii etkinliginin ortak etkisi
ayiricilik (Rs) kavramiyla ifade edilir. Ayiricilik genel olarak asagidaki esitlikle

verilmektedir:



Rs = 2.7
Pik Pik
yilksekligi yiksekliginin
I SN (N P =)
Dolgu |
Numune giri: L Dedektt':

Sekil 2.4. Simetrik pik.

Aywicilik kontrolii:
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Aymriciligm; kapasite faktorii (k'), secicilik (a) ve kolon etkinligi (N)

terimleriyle iliskisi asagidaki esitlikle ifade edilebilir.

Rz% % [a;l]x [k’k+’ 1] xVN (28)

2.7.6. Pik Simetrisi

Analitin hareketli fazdaki denge derisimi (Cm) sabit fazdaki denge derisimine

(Cs) kars1 grafige gecirildiginde bir dizi izoterm elde edilir. Ideal durumlarda

K=Cs/Cnm sabit oldugu igin kromatografik bant biitiin derisimlerde ayn1 hizda hareket

eder ve simetrik (gauss) bir eliisyon piki elde edilir (Sekil 2.4).

Pik simetrisinin belirlenmesinde kullanilan pik asimetri (As) orani asagidaki

esitlik yardimiyla hesaplanir.

As = B/A (2.9)

B ve A uzunluklari Sekil 2.4°de tanimlanmustir. lyi bir ayirma isleminde, pik

asimetri oranmin 1.00 ile 1.25 arasinda olmasi istenir (46).



3. GEREC ve YONTEM

3.1. Kullanilan Kimyasallar Maddeler

. Potasyum Dihidrojen Fosfat (KH2POa)
. Dipotasyum Dihidrojen Fosfat (K2HPO4)
o Metanol (MeOH)

o Sodyum Hidroksit (NaOH)

o Hidroklorik Asit (HCL)

. Hidrojen Peroksit (H202)

. Sistein Hidrokloriir Monohidrat

o Disodyum Hidrojen Fosfat Dihidrat

J Sistin

. Mannitol

3.2. Kullanilan Cihazlar

. YPSK

. Hassas Terazi
. pH Metre

° Etav

. Soguk Kabin
o Ultrasonik Banyo

° Karistirici

3.3. Kullanilan Cam Malzemeler

o Beher
o Balon joje
) Vial

o Pipet

28

(Scharlau)
(Merck)
(Scharlau)
(Merck)
(Merck)
(Merck)
(Merck)
(Merck)

(Sigma Aldrich)
(Sigma Aldrich)

(Shimadzu,

Prominence-i LC-2030C)
(Mettler Toledo ME204)

(Mettler Toledo)

(Niive)

(Frigo Block)

(Faithfull 22L Ultrasonic)
(MTOPS)
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3.4. Kullanilan Farmasétik Preperatlar

Bu analitik ¢alismada Turktipsan AS.’ye ait miistahzarlar kullanilmistir.
Dolaset 10 mg/ml 1.V. Infiizyonluk Cézelti, flakon ve Parasetamol IV infiizyon i¢in
Cozelti, torba firma biinyesinde Ar-Ge Merkezi ¢alismalarina ait stoklardan temin

edilmistir.
3.5. Kullanilan Standart

EP (European Pharmacopeia) Referans Standardi, Parasetamol CRS

(Paracetamol Chemical Reference Substance).
3.6. Kullanilan Analitik Yontem

Yontemin optimizasyonu gergeklestirilirken parasetamoliin pKa degeri: 9.38
olmasi, kuvvetli baz yapist nedeniyle pH’1 6.94 olan hareketli faz A’da degisiklik
yapilmamistir.

0.6 ml/dk akis hiz1 ile baslayan analiz denemelerinde akis hiz1 0.8 ml/dk, 1.0
ml/dk, 1.2 ml/dk 1.4 ml/dk olacak sekilde arttirilmistir. Parasetamol pikine ait
alikonma zamani beklenen sekilde azalmis fakat alan kiiclikmiis ve teorik plaka sayis1
diigmiistiir. Optimum akis hizi olarak 1.0 ml/dk se¢ilmistir.

Organik  oraninin  optimizasyonu c¢alismalart  %35-%5  araliginda
gergeklestirilmis olup akis hizi denemeleri ile paralel sonuglar elde edilmistir. Organik
oran1 %5 olacak sekilde yontem sistem uygunluk parametreleri géz oniinde tutularak
optimize edilmistir.

Ayrica bozunma tirlinlerinin parasetamol pikinin 6ncesinde olusmasi sebebiyle
pik saflik indeks degerinin korunmasi gerektigi degerlendirilmis ve yaklasik dakika 4,

parasetamol i¢in alikonma zamani uygun kabul edilmistir.
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Calismanin gergeklestirildigi yontem sartlar1 asagida sunulmustur.

Cihaz . YPSK, Ters faz kromatografi

Dedektor . Diode Array Dedektor

Kolon . Infinitylab Poroshell 120 EC-C18 4.6 x 50 mm 2.7 pm
Kolon Sicakligi : 30°C

Akis hizi 1.0 ml/dk

Dalga boyu : 254 nm

Enjeksiyon hacmi » 10l

Analiz siiresi : 7dk

Oto ornekleyici sicakligt  : 15°C

Izokritik Sistem . Hareketli faz A: Hareketli faz B (%95:%5)

3.7. Cozeltilerin Tammmlanmasi ve Hazirlanmasi
3.7.1. Genel Cozeltiler

Hareketli Faz A: 1.7 g (12.5 mM) potasyum dihidrojen fosfat ve 1.8 g (10.33
mM) dipotasyum hidrojen fosfat tartilip 1000 ml saf su igerisinde ¢oziinmiistiir. Elde
edilen hareketli faz siiziilmiis ve degaze edilmistir.

Hareketli Faz B: %100 metanol.

Seyreltme ¢ozeltisi/Coziicii: 150 ml metanol ve 850 ml saf su karistirilip degaze
edilerek hazirlanmistir.

Parasetamol Standart ¢ézeltisi: 50 ml’lik balon jojeye 12.5 mg Parasetamol
standard tartilmistir. Coziicii ile ¢oziilerek hacmine tamamlanmistir. Bu ¢6zeltiden
100 ml’lik balon jojeye 1 ml alinip ¢6ziicl ile ¢oziilerek hacmine tamamlanmistir
(Cparasetamol: 2.5 pg/ml).

Numune ¢ozeltisi: Darast alinmis 50 ml’lik balon jojeye 1.25 ml numune hassas
bir sekilde tartilarak ¢6ziicii ile ¢oziilerek hacmine tamamlanmistir. Bu ¢6zeltiden 100
ml’ lik balon jojeye 1 ml almip ¢oziicii ile ¢oziilerek hacmine tamamlanmistir
(Cparasetamol: 2.5 pg/ml).

1 M Sodyum Hidroksit Cozeltisi: 4 g Sodyum hidroksit 100 ml’lik balon jojeye
tartilarak bir miktar saf su ile ¢6ziinmiis ve hacmine tamamlanarak karistirilmistir.

1 M Hidroklorik Asit Cozeltisi: 100 mI’lik balon joje igerisine yaklasik 25 ml
saf su koyulmus, tizerine 8.2117 ml (9.85404g) %37 Hidroklorik Asit ¢ozeltisi

eklenerek karistirilmistir. Hacmine saf su ile tamamlanarak karistirilmustir.



31

Stok Plasebo Cozeltisi: 100 ml” lik balon joje igerisine plasebodan 1 ml
alinarak hacmine ¢oziicii ile tamamlanmustir.

Stok Standart Cozeltisi: 12.5 mg parasetamol standardi 50 ml” lik balon joje
icerisine alinarak ¢oziicii eklenmis ¢oziindiikten sonra hacmine ¢oziicl ile
tamamlanmustir.

Stok Numune Cézeltisi: 1.25 ml numuneden 100 ml’ lik balon jojeye tartilarak

hacmine ¢0ziicii ile tamamlanmaistir.
3.7.2. Secicilik Cahismasinda Kullanilan Cozeltiler

Mannitol Cozeltisi: 3850 mg mannitol 100 ml’ lik balon jojeye tartilarak
¢oziici ile ¢oziilmiis hacmine tamamlanmistir. Son derisimi 9.63 pg/ml olacak sekilde
seyreltme yapilmistir.

Sistein Hidrokloriir Monohidrat Cozeltisi: 25 mg sistein hidrokloriir
monohidrat 100 ml’ lik balon jojeye tartilarak ¢oziicii ile ¢oziilmiis hacmine
tamamlanmistir. Son derisimi 0.0625 pg/ml olacak sekilde seyreltme yapilmistir.

Sistin Cozeltisi: 3.591 mg sistin 100 mI’ lik balon jojeye tartilarak ¢oziicii ile
¢oziilmiis hacmine tamamlanmustir. Son derisimi 0.009 pg/ml olacak sekilde
seyreltme yapilmistir.

Disodyum Fosfat Dihidrat Cozeltisi: 13 mg disodyum fosfat dihidrat 100 ml’
lik balon jojeye tartilarak ¢oziicii ile ¢6ziilmiis hacmine tamamlanmustir. Son derigimi

0.0325 pg/ml olacak sekilde seyreltme yapilmuistir.
3.7.3. Giin Is1g1 Bozundurma Cahsmasinda Kullanilan Cozeltiler

Gilin 15181 bozundurma c¢alismast igin ¢ozeltiler asagida anlatildigi gibi
hazirlanmistir. Tiim vialler hava almayacak ve giin 1513ma maruz kalacak sekilde
bekletilmistir.

Plasebo bozundurma ¢alismasi i¢in Stok Plasebo Cozeltisinden 25° lik ml
balon jojeye 250 pl eklenmis, hacmine ¢oziicli ile tamamlanmis ve karigtirilmastir.
Filtre edilerek viallenmistir.

Standart bozundurma c¢aligmasi i¢in Stok Standart Cozeltisinden 25 ml’ lik
balon jojeye 250 pl eklenmis, hacmine ¢oziicli ile tamamlanmis ve karigtirilmastir.

Filtre edilerek viallenmistir.
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Numune bozundurma ¢alismasi i¢in Stok Numune Cozeltilerinden 25 ml’ lik
balon jojeye 250 pl eklenmis, hacmine ¢oziicii ile tamamlanmis ve karistirilmistir.

Filtre edilerek viallenmistir.
3.7.4. Termal Bozundurma Cahsmasinda Kullanilan Cozeltiler

Termal bozundurma c¢alismasi icin c¢ozeltiler asagida anlatildigr gibi
hazirlanmistir. Tiim balon jojeler 80°C sicaklikta olan etiiv igerisinde agzi kapali
olarak yerlestirilmistir.  Enjeksiyon zamam geldiginde oda sicakligima gelmesi
saglanip filtre edilerek viallenmis ve sisteme verilmistir.

Plasebo bozundurma calismasi i¢in Stok Plasebo Cozeltisinden 25 ml’ lik
balon jojeye 250 ul eklenmis, hacmine ¢6ziicii ile tamamlanmis ve karistirilmistir.

Standart bozundurma ¢alismasi i¢in Stok Standart Cozeltisinden 25 ml’ lik
balon jojeye 250 ul eklenmis, hacmine ¢6ziicii ile tamamlanmis ve karistirilmistir.

Toz Standart bozundurma c¢aligmasi igin ham madde kapali cam petriye
koyularak etiive yerlestirilmis, enjeksiyon zaman1 geldiginde 50 ml’lik balon jojeye
12.5 mg Parasetamol standardi tartilmistir. Coziicli ile ¢oziilerek hacmine
tamamlanmistir. Bu ¢ozeltiden 100 ml’lik balon jojeye 1 ml alinip ¢6ziicii ile ¢oziilerek
hacmine tamamlanmuistir.

Numune bozundurma caligmasi i¢in Stok Numune Cozeltilerinden 25 ml’ lik

balon jojeye 250 ul eklenmis, hacmine ¢6ziicii ile tamamlanmis ve karistirilmistir.
3.7.5. Asit Bozundurma Cahsmasinda Kullanilan Cozeltiler

Asit bozundurma ¢alismasi i¢in ¢Ozeltiler asagida anlatildigr gibi
hazirlanmstir.

Plasebo bozundurma ¢aligmasi i¢in 25 ml’ lik balon jojeye, 250 pl Stok
Plasebo Cozeltisi ve 250 pl 1 M Hidroklorik Asit Cozeltisi eklenmis ve karigtirilmistir.

Standart bozundurma c¢aligmasi i¢in 25 ml” lik balon jojeye, 250 ul Stok
Standart Cozeltisi ve 250 pl 1 M Hidroklorik Asit Cozeltisi eklenmis ve
karistirilmastir.

Numune bozundurma g¢aligmast i¢in 25 ml’ lik balon jojeye, 250 pl Stok
Numune Cozeltisi ve 250 pl 1 M Hidroklorik Asit Cozeltisi eklenmis ve

karistirilmistir.
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Bozundurma saati tamamlandiginda karisimin izerine 250 pl 1 M Sodyum
Hidroksit Cozeltisi eklenerek karigtirilmig, hacmine ¢oziicli ile tamamlanmis ve

karigtirilmistir. Filtre edilerek viallenmistir.
3.7.6. Baz Bozundurma Cahsmasinda Kullanilan Cozeltiler

Bazik bozundurma calismasi igin c¢ozeltiler asagida anlatildigi gibi
hazirlanmistir.

Plasebo bozundurma ¢aligmasi igin 25 ml’ lik balon jojeye, 250 ul Stok Plasebo
Cozeltisi ve 250 pul 1 M Sodyum Hidroksit Cozeltisi eklenmis ve karistirilmistir.

Standart bozundurma c¢alismasi i¢in 25 ml’ lik balon jojeye, 250 pl Stok
Standart Cozeltisi ve 250 pul 1 M Sodyum Hidroksit Cozeltisi eklenmis ve
karstirilmstir.

Numune bozundurma g¢alismasi i¢in 25 ml’ lik balon jojeye, 250 pl Stok
Numune Cozeltisi ve 250 pl 1 M Sodyum Hidroksit Cozeltisi eklenmis ve
karstirilmistir.

Bozundurma saati tamamlandiginda karigimin tizerine 250 ul 1 M Hidroklorik
Asit Cozeltisi eklenerek karistirilmis, hacmine ¢oziicii ile tamamlanmis ve

karistirilmistir. Filtre edilerek viallenmistir.

3.7.7. Hidrojen Peroksit Bozundurma Cahsmasinda Kullanilan

Cozeltiler

Hidrojen Peroksit bozundurma ¢alismasi i¢in ¢ozeltiler asagida anlatildig: gibi
hazirlanmistir. Bozundurma saati tamamlandiginda karisim hacmine ¢oziicii ile
tamamlanmis ve karistirilmistir. Filtre edilerek viallenmistir.

Plasebo bozundurma ¢aligmasi igin farkli 25 ml’ lik balon jojelere, 250 pl Stok
Plasebo Cozeltisi ve sirastyla 10 pl, 25 pl, 50 pl, 250 pl, 500 pl %30’luk Hidrojen
Peroksit Cozeltisi eklenmis ve karistirilmistir.

Standart bozundurma ¢alismasi farkli 25 ml’ lik balon jojelere, 250 ul Stok
Standart Cozeltisi ve sirasiyla 10 pl, 25 pl, 50 pl, 250 pl, 500 pl %30°luk Hidrojen

Peroksit Cozeltisi eklenmis ve karistirilmistir.
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Numune bozundurma ¢aligmasi i¢in farkli 25° lik ml balon jojelere, 250 pul Stok
Numune Cozeltisi ve sirastyla 10 pl, 25 pl, 50 pl, 250 pl, 500 pl %30°luk Hidrojen

Peroksit Cozeltisi eklenmis ve karistirilmistir.

3.7.8. Hidrojen Peroksit ve Termal Bozundurma Calismasinda

Kullanilan Cozeltiler

Hidrojen Peroksit bozundurma ¢aligmasi i¢in ¢ozeltiler asagida anlatildigi gibi
hazirlanmistir. 80 °C etiivler icerisinde agzi kapali bir sekilde bekletilmistir.

Plasebo bozundurma ¢aligmasi i¢in farkli 25 ml’ lik balon jojelere, 250 ul Stok
Plasebo Cozeltisi ve sirasiyla 250 ul ve 500 ul %30°luk Hidrojen Peroksit Cozeltisi
eklenmis ve karistirilmastir.

Standart bozundurma ¢alismasi farkli 25 ml’ lik balon jojelere, 250 pul Stok
Standart Cozeltisi ve sirasiyla 250 pl ve 500 ul %30’luk Hidrojen Peroksit Cozeltisi
eklenmis ve karistirilmastir.

Numune bozundurma ¢alismasi i¢in farkli 25 ml’ lik balon jojelere, 250 ul Stok
Numune Cozeltisi ve sirastyla 250 pl ve 500 pl %30’luk Hidrojen Peroksit Cozeltisi
eklenmis ve karistirilmistir.

Bozundurma saati tamamlandiginda karisim hacmine ¢6ziicii ile tamamlanmis

ve karistirilmustir. Filtre edilerek viallenmistir.
3.7.9. Dogrusallik Parametresinde Kullanilan Cozeltiler

Dogrusallik parametresinde kullanilan ¢dzeltiler Stok Standart Cozeltisi
kullanilarak 3.1. tablosunda derisimi belirtilen 7 farkli noktadaki c¢oOzeltilerin

hazirlanis1 asagida belirtilmistir.

Tablo 3.1. Calisilan dogrusallik derigimi.

Teorik Derisim Teorik Derisim
% pg /ml
25 0.625
50 1.250
80 2.000
100 2.500
120 3.000
150 3.750

200 5.000
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% 25’lik dogrusallik ¢ozeltisi: 100 ml’lik bir balon jojeye stok standart
cozeltisinden 0.25 ml pipetlenir ve hacmine seyreltme c¢ozeltisi ile tamamlanarak
karigtirilir.

% 50'lik dogrusallik ¢ozeltisi: 100 ml’lik bir balon jojeye stok standart
¢ozeltisinden 0.50 ml pipetlenir ve hacmine seyreltme c¢ozeltisi ile tamamlanarak
karigtirilir.

% 80’lik dogrusallik ¢ozeltisi: 100 ml’lik bir balon jojeye stok standart
cozeltisinden 0.80 ml pipetlenir ve hacmine seyreltme ¢ozeltisi ile tamamlanarak
karistirilir.

% 100°lik dogrusallik ¢ozeltisi: 100 ml’lik bir balon jojeye stok standart
cozeltisinden 1.00 ml pipetlenir ve hacmine seyreltme cozeltisi ile tamamlanarak
karistirilir.

% 120’lik dogrusallik ¢ozeltisi: 100 ml’lik bir balon jojeye stok standart
cozeltisinden 1.20 ml pipetlenir ve hacmine seyreltme cozeltisi ile tamamlanarak
karistirilir.

% 150’lik dogrusallik ¢ozeltisi: 100 ml’lik bir balon jojeye stok standart
cozeltisinden 1.50 ml pipetlenir ve hacmine seyreltme ¢ozeltisi ile tamamlanarak
karistirilir.

% 200’lik dogrusallik ¢ozeltisi: 100 ml’lik bir balon jojeye stok standart
cozeltisinden 2.00 ml pipetlenir ve hacmine seyreltme ¢ozeltisi ile tamamlanarak

karistirilir.
3.7.10. Dogruluk Parametresinde Kullanilan Cozeltiler

Dogruluk parametresinde kullanilan c¢ozeltiler stok standart c¢ozeltisi
kullanilarak 3.1. tablosunda derisimi belirtilen 7 farkli noktadaki ¢o6zeltilerin
hazirlanis1 asagida belirtilmistir.

% 25’lik dogruluk ¢ézeltisi: 100 ml’lik bir balon jojeye stok standart
cozeltisinden 0.25 ml ve plasebodan 1.0 ml pipetlenir, hacmine seyreltme ¢ozeltisi ile
tamamlanarak karistirilmistir.

% 50’lik dogruluk c¢ozeltisi: 100 ml’lik bir balon jojeye stok standart
¢ozeltisinden 0.5 ml ve plasebodan 1.0 ml pipetlenir, hacmine seyreltme ¢ozeltisi ile

tamamlanarak karistirilmistir.
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% 80’lik dogruluk ¢ozeltisi: 100 ml’lik bir balon jojeye stok standart
cozeltisinden 0.8 ml ve plasebodan 1.0 ml pipetlenir, seyreltme c¢dozeltisi ile
tamamlanarak karistirilmastir.

% 100’lik dogruluk c¢ozeltisi: 100 ml’lik bir balon jojeye stok standart
¢ozeltisinden 1.0 ml ve plasebodan 1.0 ml pipetlenir, hacmine seyreltme ¢ozeltisi ile
tamamlanarak karistirilmastir.

% 120’lik dogruluk ¢ozeltisi: 100 ml’lik bir balon jojeye stok standart
¢ozeltisinden 1.2 ml ve plasebodan 1.0 ml pipetlenir, hacmine seyreltme ¢ozeltisi ile
tamamlanarak karistirilmastir.

% 150’lik dogruluk ¢ozeltisi: 100 ml’lik bir balon jojeye stok standart
¢ozeltisinden 1.5 ml ve plasebodan 1.0 ml pipetlenir, hacmine seyreltme ¢ozeltisi ile
tamamlanarak karistirilir.

% 200’lik dogruluk ¢ozeltisi:100 ml’lik bir balon jojeye stok standart
¢ozeltisinden 2.0 ml ve plasebodan 1.0 ml pipetlenir, hacmine seyreltme ¢ozeltisi ile

tamamlanarak karistirilir.
3.8. Validasyon Parametrelerinin Cahsilmasi
3.8.1. Sistem Uygunluk

Bu calismada standart ¢ozeltisine iliskin birinci ve ikici giin enjeksiyonlar1
arasindaki benzerlik, alikonma zamani, kuyruklanma faktorii, teorik plaka sayisi, pik
saflik indeks degeri ve kapasite faktorii raporlandmrilmistir. Kapasite faktori
hesaplanmas1 i¢in sisteme metanol enjeksiyonu verilmis ve metanoliin alikonma

zamant ile standart enjeksiyonlarina ait piklerin kapasite faktorleri hesaplanmaistir.
3.8.2. Secicilik

3.7.1. genel ¢oziiciler bashiginda anlatilan, ¢ozict, hareketli faz, bos
enjeksiyon, standart, numune ¢ozeltileri ve bitmis lrlinii olusturan tiim maddeler
numune derisiminde ve plasebo ¢ozeltisi sisteme enjekte edilmistir.

Stabilite gostergeli yontemi dogrultusunda giin 15181, termal, asit, baz, hidrojen

peroksit ve hidrojen peroksit ile termal etkiler bozundurma ¢alismalar1 kapsaminda
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incelenmis ve c¢ozeltiler Tablo 3.2.°de belirtilen saatler kapsaminda enjeksiyon

verilmistir.
Filtre Etkisi

Validasyona ait ¢aligmalar gerceklestirilirken ana enjeksiyon filtresi olarak
0.45u Nylon kullanilmstir. Sisteme enjekte edilen ¢ozeltilerde iltre etkisini incelemek
icin 0.45p RC, 0.20p RC, 0.20p Nylon, 0.20p PTFE ve 0.45 PTFE filtreleri

kullanilmastir.

Tablo 3.2. Maruz kalma zamanlari.

Hidrojen
Giin . Hidrojen Peroksit Peroksit ve
I Termal Asit Baz Termal
10pl 25pl S50pl 250 pul 500 ul 250wl 500 pl
Saat

55 8 7 10.25 0.5 0.5 0.5 2 2 7 7
9.5 11.25 12 25.5 1 1 1 3 3 8

135 25.93 25 57 45 5 16 16 31 31
18 35 36 9 32 32
36 58.83 24

95.25
3.8.3. Kesinlik

Tekrarlanabilirlik (Enjeksiyon Tekrarlanabilirligi)

Bu ¢alismada %100 derisimdeki standart (2.5 ppm) ¢ozeltisinin enjeksiyon
tekrarlanabilirligi incelenmistir. Standart enjeksiyonu sisteme pes pese 6 kez enjekte
edilmistir.

Ara Kesinlik

Bu ¢alismada torba ve flakon iiriinlerinden hazirlanan 6 farkli numune ¢ozeltisi
sisteme ikiger kez farkli analist tarafindan hazirlanarak sisteme enjekte edilmistir.

Tutarlihik

Bu parametre i¢in birinci ve ikinci glin 6 farkli numune ¢ozeltisi olarak
hazirlanan torba ve flakon numunelerinin sonuglar1 T-testi istatistiksel ¢alismasi ile

degerlendirilmistir.
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3.8.4. Dogrusallik

Stok standart ¢ozelti ile hazirlanan dogrusallik ¢ozeltilerinin her biri sisteme 3
kez verilmis ve dedektor cevabma karsi derisim grafigi cizilmistir. Bu calisma 6

paralel ¢aligma olarak gerceklestirilmistir.
3.8.5. Calisma Arah@

Paralel derisim ile hazirlanan dogrusallik ve dogruluk ¢alismasinda elde edilen

alt ve st derisimler ¢aligma aralig1 olarak raporlandirilmistir.
3.8.6. Alt Tayin Sinin1 (LOQ)

Yontemin dogrusallik calismasina bagli olarak calisilan en diisiik derisim olan

deger LOQ degeri sinyal giiriiltii oranin (S/N) 10 oldugu deger olarak belirlenmistir.
3.8.7. Gozlenebilme Simir1 (LOD)

Yontemin dogrusallik calismasina bagli olarak ¢alisilan en diisiik derisim olan
deger LOQ degerine karsilik gelen %25 derisimdeki ¢6zeltiden 3.3 ml ¢ozelti 10 ml’
lik balonjojeye alinarak hacmine seyreltme ¢ozeltisi ile tamamlanmistir. Sisteme 3 kez

ard1 ardma enjekte edilmistir.
3.8.8. Dogruluk (Geri Kazanim)

Dogruluk parametresi i¢in stok standart ¢dzeltisinin plasebo lizerine eklenerek
%25, %50, %80, %100, %120, %150 ve %200’ lik ¢ozeltiler hazirlanmistir. Dogruluk
calismast icin her bir derisimden 3 dogruluk ¢dzeltisi hazirlanip her biri sisteme 3 kez
enjekte edilmis ve parametre 3 paralel sekilde tekrarlanmustir. Giinler i¢i ve giinler
arasi olarak gerceklestirilen ¢aligsmada ayni kisi, ayni cihazda farkli giinde ¢ozeltiler
hazirlanarak gerceklestirilmistir. Parasetamol i¢cin bulunan analiz sonug¢larinin gercek
degerden sapmasi tanimlanan dogrusallik standart cozeltilerine karst % geri
kazanimlar1 agisindan incelenmistir. Dogrusallik analizinde bulunan regresyon dogru
denklemi ile dogruluk enjeksiyonlarindan elde edilen alan degerleriyle derigim

degerlerine ulagilarak geri kazanim hesaplanmigtir.
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3.8.9. Saglamhk

Bu ¢aligmada sistem sartlar1 olarak dalga boyu, akis hizi, kolon firin1 sicakligi,
hareketli faz pH degeri ve organik faz orani degisiklikleri yapilarak saglamlik
parametresi degerlendirilmistir. Standart ve numune c¢ozeltileri hazirlanarak bu
sartlarda sisteme enjeksiyon verilmistir. Saglamlik ¢alismasi yapilan degisiklikler 3.2,

tablosunda sunulmustur.

Tablo 3.3. Saglamlik parametresi ¢aligma kosullari.

Calisma Kosullari

Degisim .

Optimum Azalan Artan
Dalga boyu 254 nm 252 nm 256 nm
Akis iz 1.0 ml/dk 0.95 ml/dk 1.05 ml/dk
Kolon firim sicakhk 30°C 28 °C 32°C
Hareketli faz pH 6.942 6.842 7.042
Hareketli faz organik oram %5 %4 %6

3.8.10. Cozelti Stabilitesi

Standart ve Numune ¢ozeltileri oda sicakliginda, oto 6rnekleyici sicakliginda
(15 °C) ve 4 °C sicaklikta 30 giin bekletilerek periyodik olarak cozelti stabilitesi

incelenmistir.



4.1. Sistem Uygunluk
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Standart ¢ozeltilerin 1. ve 2. giin caligmalar1 ile elde edilen sonuglar

incelendiginde %BSS, teorik plaka sayisi, kuyruklanma faktorii, pik saflik indeks

degeri, metanol enjeksiyonuna ait alikonma zamani 0.659 dk ile hesaplanan kapasite

faktorii ve iki standarda iligkin benzerligin %99.61 ile sistemin uygun oldugunu

gostermektedir.

Tablo 4.1. Sistem uygunluk sonuglari.

Enjeksiyon RT Alan L?EL': Kuyruklanma Piil;::l?sl k Kapasite

Sayisi Sayst Faktorii Degeri Faktorii
1 3.900 77586 4148 1.112 0.999999 4.92
)gn 2 3.912 77835 4177 1.115 0.999999 4.94
a = 3 3.913 77610 4223 1.112 0.999999 4.94
= 5o 4 3.893 77510 4172 1.111 1.000000 491
g = 5 3.901 77280 4172 1.109 0.999999 4.92
7 6 3.895 77523 4145 1.109 0.999999 491
Ortalama 3.90 77557 4173 1.111 1.000 4.922
SS 0.008 179 28.0 0.002 0.000 0.013
%BSS 0.22 0.23 0.67 0.20 0.00 0.26
1 3.790 78624 4002 1.123 0.999998 4,75
2 3.781 79013 3920 1.130 0.999996 4,74
5o 3 3.782 78950 3958 1.130 0.999999 4,74
E = 4 3.787 79394 3928 1.131 1.000000 4,75
> 5o 5 3.778 79127 3951 1.132 0.999999 4,73
§ < 6 3.769 79416 3927 1.142 0.999997 4,72
2 Ortalama  3.781 79087 3948 1.131 1.000 4,738
SS 0.007 298 30.5 0.006 0.000 0.011
%BSS 0.19 0.38 0.77 0.54 0.00 0.24

4.2. Secicilik

Secicilik ¢alismalarinm enjeksiyonlar1 sonucu elde edilen kromatogramlar

karsilagtirilmak {izere tek kromatogramda Sekil 4.1.’de sunulmustur. Parasetamol

pikinin alikonma zamaninda girisim bulunmamaktadir.
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Stabilite gostergeli yontem oldugunu kanitlamak i¢in giin 15181, termal, asit,
baz, hidrojen peroksit, hidrojen peroksit-termal bozundurma caligmalari, plasebo,
standart ve numune ¢ozeltilerine ¢aligmasi yapilarak elde edilen enjeksiyon sonuglar1
ile bozunma yiizdeleri degerlendirilmis ve etken maddenin pik saflik indeks degeri
tablolar halinde sunulmaktadir.  Segicilik ¢aligmasma ait gergeklestirilen tim
bozundurma c¢aligmalar1 sonunda parasetamol pikinin saflik indeks degeri kabul

kriterinin igerisinde bulunmaktadir.
4.2.1. Giin Is1g1 Bozundurma Calismalar

Giin Is181 bozundurma c¢alismasi icin ¢ozeltiler boliim 3.8.1.1. anlatildig1 gibi
hazirlanmis olup enjeksiyon sonrasi elde edilen veriler Tablo 4.2. de sunulmaktadir.
Flakon numunesi 36 saat giin 1s1g1mna maruz kaldiginda %2 degisim kabul kriterini
karsilamamistir. Giin 15181 bozundurma calismasinda elde edilen baslangi¢ ve son

enjeksiyonlarmn karsilastirilmis kromatogramlar: Sekil 4.2. ‘de sunulmustur.

Tablo 4.2. Giin 15181 bozundurma sonuglari.

Giin Isigina Standart Cozeltisi Torba Numunesi Flakon Numunesi
M;;z;‘:li'rr?a . Pik Saflik % Fark . Pik Saflik % Fark Plil;::l?slk % Fark
Saat Indeks Degeri Indeks Degeri Degeri
Baslangi¢ 0.999998 - 0.999997 - 0.999996 -

5.5 0.999984 -0.01 0.999996 -0.26 0.999997 0.88
9.5 1.000000 -0.32 0.999998 -0.10 0.999996 1.54

135 1.000000 0.99 0.999995 0.27 0.999998 0.99
18 0.999996 -1.04 1.000000 -0.65 0.999975 1.57

36 0.999956 -0.83 0.999992 -0.95 0.999949 4.53
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4.2.2. Termal Bozundurma Cahismalari

Termal bozundurma g¢alismasi igin ¢ozeltiler bolim 3.8.1.2. anlatildigr gibi
hazirlanmis olup enjeksiyon sonrasi elde edilen veriler Tablo 4.3’ de sunulmaktadir.
35 saatin sonunda torba numunesi ve 95 saatin sonunda flakon numunesi fark yiizdeleri
limit disina ¢ikmustir. Termal bozundurma ¢alismasinda elde edilen baslangi¢ ve son

enjeksiyonlarin karsilastirilmis kromatogramlar1 Sekil 4.3. ‘de sunulmustur.

Tablo 4.3. Termal bozundurma sonuglars.

Bekletme St? nda‘rF Torba Numunesi  Flakon Numunesi Toz 'iStan.cj grt
7 ) Cozeltisi Cozeltisi
Amaniart  pix Saflik Pik Saflik Pik Saflik Pik Saflik
. % . % . % . %
Indeks Indeks Indeks Indeks
Saat . . Fark S Fark S Fark - . Fark
Degeri Degeri Degeri Degeri
Normal 0.999978 - 0.999970 - 1.000000 - 0.999978 -
8 1.000000 0.68 1.000000 -0.05 0.999974 0.38  0.999996 -0.87

11.25 0.999994 0.97 0.999995 0.19 0.999997 0.24  1.000000 -1.74
25.93 0.999978 0.38 0.999973 -1.12 1.000000 -1.29  0.999997 1.80

35 1.000000 1.65 0.999968 -1.39 0.999980 -2.35 1.000000 0.86
58.83 0.999970 0.23 0.999930 -1.53 0.999935 -4.43  0.999935 1.38
95.25 0.999971 -1.05 0.999941 -1.28 1.000000 -8.00 0.999983 4.94

4.2.3. Asit Bozundurma Cahismalan

Asit bozundurma calismasi i¢in ¢ozeltiler bolim 3.8.1.3. anlatildig1 gibi
hazirlanmis olup enjeksiyon sonrasi elde edilen veriler Tablo 4.4’ de sunulmaktadir.
Asit ile bozunma 25. saatin sonunda baslarken 36. saatin sonunda hem standart hem
de numunelerde % fark %2 ‘nin tizerinde goriilmiistiir. Asit bozundurma ¢alismasinda
elde edilen baslangic ve son enjeksiyonlarin karsilastirilmig kromatogramlar1 Sekil

4.4. ‘de sunulmustur.

Tablo 4.4. Asit (1M HCl ile) bozundurma sonuglari.

Bekletme Standart Cozeltisi Torba Numunesi Flakon Numunesi
Zamanlan Pik Saflik Pik Saflik Pik Saflik
Saat Indeks Degeri Yo Fark o deks Degeri Yo Fark i deks Degeri % Fark
Baglangic 0.999998 - 0.999997 - 0.999996 -
7 1.000000 131 0.999998 0.71 1.000000 1.21
12 1.000000 -0.72 0.999985 -1.03 1.000000 -0.32
25 0.999998 -1.91 1.000000 -0.38 0.999999 -2.25

36 0.999999 -3.90 0.999980 -4.62 1.000000 -5.21
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Sekil 4.3. Termal bozundurma ¢aligmasi karsilagtrma kromatogramlari.
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Sekil 4.4. Asit (LM HCI ile) bozundurma ¢aligmasi karsilagtirma kromatogramlar.
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4.2.4. Baz Bozundurma Cahsmalari

Baz bozundurma calismasi i¢in ¢Ozeltiler boliim 3.8.1.4. anlatildig1 gibi
hazirlanmis olup enjeksiyon sonrasi elde edilen veriler Tablo 4.5.” de sunulmaktadir.
Sodyum hidroksit ile gergeklestirilen bozunma g¢aligmasinda 10 saatlik hizli bir
zamanin sonunda bozunma gdzlemlenmistir. Baz bozundurma c¢alismasinda elde
edilen baglangi¢ ve son enjeksiyonlarin karsilagtirilmig kromatogramlari Sekil 4.5. ‘de

sunulmustur.

Tablo 4.5. Baz (1M NaOH ile) bozundurma sonuglari.

Bekletme Standart Cozeltisi Torba Numunesi Flakon Numunesi
Zamanlar . . Pik Saflik .
Pik Saflik Indeks o/ o jndeks 9 Fark ; LK SaMK o) o
Saat Degeri Degeri Indeks Degeri
Normal 0.999978 - 0.999970 - 1.000000 -
10.25 0.999980 -8.22 1.000000 -11.56 0.999981 -3.02
25.5 0.999994 -8.79 0.999917 -7.85 0.999998 -5.85
57 0.999942 -24.01 1.000000 -17.88 0.999994 -20.29

4.2.5. Hidrojen Peroksit Bozundurma Cahsmalari

Hidrojen Peroksit bozundurma ¢alismasi igin ¢ozeltiler bolim 3.8.1.5.
anlatildig1 gibi hazirlanmis olup enjeksiyon sonrasi elde edilen veriler Tablo 4.6., 4.7.,
4.8.,4.9.,4.10.”de sunulmustur. 10 pl, 25 pl, 50 pl, 250 pl ve 500 pl %30°luk hidrojen
peroksit eklenmesi ile bekletilen ¢ozeltiler bozunmamistir. Hidrojen peroksit
bozundurma ¢alismasinda elde edilen baslangi¢ ve son enjeksiyonlarin karsilastirilmis

kromatogramlar1 Sekil 4.6, 4.7., 4.8., 4.9. ve 4.10. ‘da sunulmustur.

Tablo 4.6. 10 ul hidrojen peroksit ile bozundurma sonuglar.

Bekletme Standart Cézeltisi Torba Numunesi Flakon Numunesi
Zamanlar: Pik Saflik Pik Saflik Pik Saflik
Saat Indeks Degeri %o Fark o deks Degeri Yo Fark i deks Degeri % Fark
Normal 0.999998 - 0.999997 - 0.999996 -
Baglangic 0.999998 -1.08 0.999969 -1.68 1.000000 -0.62
0.5 0.999997 -0.27 1.000000 -1.75 0.999996 -0.25
1 0.999998 -0.28 0.999998 -1.87 0.999998 -0.39
4.5 0.999997 -0.68 0.999998 -1.78 0.999986 0.62
9 0.999998 -0.12 0.999999 -1.92 1.000000 -0.62

24 1.000000 -0.71 0.999992 -1.77 1.000000 -1.11
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Sekil 4.5. Baz (1M NaOH ile) bozundurma c¢alismasi karsilastirma kromatogramlari.
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Sekil 4.6. 10 pl hidrojen peroksit ile bozundurma ¢aligmasi karsilastirma
kromatogramlari.
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Tablo 4.7. 25 ul hidrojen peroksit ile bozundurma sonuglari.

Bekletme Standart Cozeltisi Torba Numunesi Flakon Numunesi
Zamanlan Pik Safhik Pik Safhik Pik Saflik
Saat indeks Degeri Yo Fark i deks Degeri %o Fark . deks Degeri % Fark
Normal 0.999978 - 0.999970 - 1.000000 -
Baslangi¢ 0.999992 -0.76 0.999999 -0.20 0.999999 0.24
0.5 0.999999 -0.43 1.000000 -0.39 0.999995 0.18
0.999996 -0.49 0.999999 -0.36 0.999997 0.08
5 0.999995 -0.42 0.999968 -0.51 1.000000 -0.29

Tablo 4.8. 50 ul hidrojen peroksit ile bozundurma sonuglari.

Bekletme Standart Cozeltisi Torba Numunesi Flakon Numunesi
Zamantar Pik Saflik Pik Saflik Pik Saflik
Saat indeks Degeri % Fark indeks Degeri % Fark indeks Degeri % Fark
Normal 0.999978 - 0.999970 - 1.000000 -
Baslangig 0.999998 -0.70 0.999995 -1.40 1.000000 0.76
0.5 1.000000 -0.71 1.000000 -1.26 0.999999 0.63
1 1.000000 -0.69 0.999999 -1.37 1.000000 0.62

Tablo 4.9. 250 pl hidrojen peroksit ile bozundurma sonuglari.

Bekletme Standart Cozeltisi Torba Numunesi Flakon Numunesi
Zamanlar Pik Saflik Pik Saflik Pik Saflik
Saat indeks Degeri % Fark indeks Degeri % Fark Indeks Degeri % Fark
Normal 0.999978 - 0.999970 - 1.000000 -
Baglangic 1.000000 -0.94 0.999995 -0.87 0.999993 -0.94
2 1.000000 -0.48 1.000000 -0.51 1.000000 -1.03
3 1.000000 -0.78 0.999995 -0.78 0.999997 -1.14
16 0.999979 -1.40 0.999975 -0.59 0.999958 -1.01

Tablo 4.10. 500 ul hidrojen peroksit ile bozundurma sonuglars.

Bekletme Standart Cozeltisi Torba Numunesi Flakon Numunesi
Zamanlar: Pik Saflik Pik Saflik Pik Saflik
Saat Indeks Degeri %o Fark o deks Degeri %o Fark i deks Degeri % Fark
Normal 0.999978 - 0.999970 - 1.000000 -
Baglangic 0.999999 1.55 0.999999 -0.66 0.999996 -0.82
2 1.000000 1.88 1.000000 -0.03 0.999998 -1.12
3 0.999997 1.63 1.000000 -0.10 1.000000 -0.61

16 0.999984 1.29 0.999997 -1.01 0.999990 -1.30
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Sekil 4.7. 25 pl hidrojen peroksit ile bozundurma c¢alismasi karsilastirma

kromatogramlari.
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Sekil 4.8. 50 pl hidrojen peroksit ile bozundurma ¢aligmasi karsilastirma
kromatogramlari.
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Sekil 4.9. 250 pl hidrojen peroksit ile bozundurma calismasi karsilagtirma

kromatogramlari.
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Sekil 4.10. 500 pl hidrojen peroksit ile bozundurma ¢alismasi karsilastirma
kromatogramlari.



4.2.6. Hidrojen Peroksit ve Termal Bozundurma Cahsmalar
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Hidrojen Peroksit ve termal bozundurma calismasi i¢in ¢ozeltiler bolim

3.8.1.6. anlatildig1 gibi hazirlanmis olup enjeksiyon sonrasi elde edilen veriler Tablo

4.11., 4.12.°de sunulmustur. Oksidasyon etkisi ile sicakligin uygulanmasi sonucu

cozeltiler direk bozunmaya baslamis ve hidrojen peroksit miktarin fazlalastirilmasi

bozunmay1 daha da hizlandirmustir. Filtre etkisini incelemek i¢in hazirlanan ¢6zeltilere

iligkin sonuglar Tablo 4.13.’de sunulmustur.

Tablo 4.11. 250 ul hidrojen peroksit ve termal etki ile bozundurma sonuglari.

Bekletme Standart Cozeltisi Torba Numunesi Flakon Numunesi
Zamanlar: .
Pik Saflik % Pik Saflik Indeks % Pik Saflik %
Saat indeks Degeri  Fark Degeri Fark indeks Degeri Fark
Normal 0.999978 0.00 0.999970 0.00 1.000000 0.00
Baslangig 0.999999 -2.14 0.999962 -5.32 0.999961 -5.10
7 0.999999 -4.16 0.999978 -21.55 0.999963 -12.30
8 0.999997 -3.82 1.000000 -21.71 0.999982 -12.18
31 0.999973 -32.98 Hesaplanamamistir -97.47 0.999580 -90.72
32 0.999855 -33.00 Hesaplanamamistir -97.22 0.999088 -90.35

Tablo 4.12. 500 ul hidrojen peroksit ve termal etki ile bozundurma sonuglari.

Bekletme Standart Cozeltisi Torba Numunesi Flakon Numunesi
Zamanlar: . . . .
Normal 0.999978 0.00 0.999970 0.00 1.000000 0.00

Baslangi¢ 0.999954 -2.88 0.999996 -4.42 0.999969 -19.12
7 0.999994 -27.22 0.999969 -8.83 0.999933 -35.71
8 0.999995 -27.21 0.999961 -8.51 0.999946 -35.29
31 0.999935 -50.15 0.999955 -75.28 Hesaplanamamistir -99.44
32 0.999855 -49.74 0.999271 -75.44 Hesaplanamamistir -99.36

Tablo 4.13. Filtre etkisi sonuglari.

. Miktar Tayini (mg/ml % Fark
FILTRE Torba o F?ako)n Torba Flakon
0.45 NY 10.05 9.92 - -
0.45RC 10.00 9.84 -0.54 -0.84
0.20 RC 9.97 9.88 -0.83 -0.39
0.20 NY 10.05 9.87 -0.05 -0.54
0.20 PTFE 9.97 9.96 -0.84 0.44
0.45 PTFE 9.95 9.89 -1.02 -0.33




uVv
150004
125004
100004 ﬂ
Flakon Numune Baslangic
Flakon Numune Bozunma sonrasi
75004 J HJ
¥
— 7N
50004 Torba Numune Baslangic
Torba Numune Bozunma sonrasi
A~ A
25004
} Standart Baslangig
0
Plasebo Baslangi¢
-2500 —~—
-50004

00 05 1.0 15 20

30 35 40 45 50 535 60 65 mn

56

Sekil 4.11. 250 pl hidrojen peroksit ve termal bozundurma ¢aligmasinin karsilagtirma

kromatogramlar.



57

17500 |

uv
150004

12500/ ﬂ

ﬂ Flakon Numune Baslangic

100004 T
Flakon Numune Bozunma sonras

7500

1 Torba Numune Baslangi¢
5000
, Torba Numune Bozunma sonrasi

2500 —

Standart Baglangig

~— K\..___ ~
(/

225004

|

-5000-

Plasebo Baslangic

0.5 1.0 L5 2.0 2.5 3.0 3.5 4.0 4.5 5.0 5.5 6.0 min

Sekil 4.12. 500 pl hidrojen peroksit ve termal bozundurma ¢aligmasinin karsilagtirma
kromatogramlar.
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4.3. Kesinlik

Kesinlik ¢alismasida enjeksiyon tekrarlanabilirligi verileri sistem uygunluk
bulgularinda yer alan Tablo 4.1. incelendiginde %BSS, teorik plaka sayisi,
kuyruklanma faktorii pik saflik indeksi degeri raporlandirilmistir. kabul Kriterleri
icerinde bulunmustur.

Numune enjeksiyonlarina ait alan verileri ile raporlandirilan tekrarlanabilirlik
verileri (Bkz. Tablo 4.14.) %95 giivenlik smirlar1 igerisinde incelenmis ve bagil
standart sapma degerleri rapolandirilmistir.

Numune enjeksiyonlarma ait 1. ve 2. glin miktar tayini sonuglar1 istatistiksel

olarak T-testine tabi tutulmustur (Bkz. Tablo 4.15.).

Tablo 4.14. Tekrarlanabilirlik sonuglari.

Numune Sayisi Alan Numune Sayisi Alan
76437 75041
1 1
76261 74978
75907 75479
2 2
76297 75452
76123 75490
3 3
76199 75407
= 76500 'z 75432
2 4 3 4
= 76354 S 75548
IS
E 76396 E 75266
= 5 p 5
3 76493 S 75511
5 %
= 76619 [ 75388
6 6
76624 75558
Ortalama 76350.83 Ortalama 75379.17
SS 209.195 SS 190.015
%BSS 0.274 %BSS 0.252
%95 Gilivenilirlik tist limiti 76570.36 %95 Giivenilirlik tst limiti 75578.57
%95 Giivenilirlik alt limiti 76131.30 %95 Giivenilirlik alt limiti 75179.77

%95 CL 76350.83+219.5 %95 CL 75379.17+199.4
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Tablo 4.15. Tutarlilik sonuglarsi.

Torba Numuneleri (mg/ml) Flakon Numuneleri (mg/ml)
L Giin IL. Giin L. Giin IL. Giin
10.09 10.12 9.91 10.00
10.06 10.15 9.90 10.00
10.02 10.00 9.97 9.89
10.07 10.04 9.97 9.92
10.05 10.00 9.97 9.91
10.06 9.96 9.96 9.92
10.10 10.03 9.96 9.87
10.08 10.05 9.98 9.86
10.08 10.05 9.94 9.88
10.09 10.01 9.97 9.90
10.11 10.10 9.96 9.98
10.11 10.13 9.98 9.98
T.TESTI >0.05
0.23 0.062

4.4. Dogrusallik

Bu parametrenin calisilmasinda stok standart ¢ozeltisi kullanilarak 3.1.
tablosunda derisimleri belirtilen 7 farkli noktadaki ¢ozeltiler ile 6 tekrarh kalibrasyon
calismasi hazirlanarak elde edilen sonuclarin excellde Anova testi ile elde edilen

istatistiksel veriler 4.16. tablosunda sunulmustur.

Tablo 4.16. Dogrusallik sonuglarinin istatistiksel verileri.

2 p p
(egim) (kesisim)

29875.16+483.84 1034.17+1465.09 0.99869 2.11x10® 0.51 2.11x10°%
29471.62+292.94 -1569.51 £880.17 0.99951  1.84x10° 0.13 1.84x10°
29896.90+189.80 -85.12+570.26  0.9998 1.96x101° 0.89 1.96x101°
29809.76+162.93 23.12+489.56 0.99985 9.26x10 ! 0.96 9.26x10*
30267.19+165.38 26.06+493.01 0.99985 9.24x10 0.96 9.24x10t
30034.05+164.59 18.13+486.80 0.99985 9.38x10* 0.97 9.38x10t

Kalibrasyon Egim Kesisim r F degeri

o 01 B~ W N

4.5. Alt Tayin Sinir1 Bulgulan

Dogrusalik parametresi ¢alisildiginda S/N degerinin yaklagik 10 oldugu degere
inilerek ¢alisilmis olup edilen deger 4.17 tablosunda sunulmustur. Bu deger

dogrusallik alt derisim degeridir.
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Tablo 4.17. LOQ sonuglari.

% Derisim S/N
9.25

25 9.65
9.72

4.6. Gozlenebilme Siniri

Dedeksiyon limiti i¢in hazirlanan ¢dzeltinin kromatogramlar1 degerlendirilmis

ve bulunan S/N sonuglar1 Tablo 4.18. ‘da sunulmustur.

Tablo 4.18. LOD sonuglari.

% Derisim S/IN
2.95

8.25 2.90
2.87

4.7. Dogruluk (Geri Kazanim)

Parasetamol i¢in bulunan analiz sonuglarinin gercek degerden sapmasi
tanimlanan dogrusallik standart cozeltilerine karsi % geri kazanimlar1 agisindan
incelenmistir. Dogrusallik analizinde bulunan regresyon dogru denklemi ile dogruluk
enjeksiyonlarindan elde edilen alan degerleriyle derisim degerlerine ulasilarak geri
kazanim hesaplanmustir. 3 paralel ¢alisilan dogruluk noktalar1 giin i¢i ve giinler arasi
veriler geri kazanim yiizdesinin %98-102 arasinda kaldigin1 ve bagil standart sapma

degerinin %2 kii¢iik oldugunu kanitlamistir.



Tablo 4.19. Dogruluk verilerinin giin i¢i ve giinler arasi degerlendirme sonuglari.
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GUNICi
% Geri Kazamim

GUNLER ARASI
% Geri Kazamim

101.78

101.91

101.99 101.23

101.96 101.00

% 25 x 101.91 x 101.38
SS 0.11 SS 0.47

BH 0.02 BH 0.01

% BSS 0.11 % BSS 0.47

100.74 100.60

100.36 100.05

100.71 99.36

% 50 x 100.60 X 100.01
SS 0.21 SS 0.62

BH 0.01 BH 0.00

% BSS 0.21 % BSS 0.62

100.48 100.57

100.48 100.29

100.74 101.06

% 80 x 100.57 x 100.64
SS 0.15 SS 0.39

BH 0.01 BH 0.01

% BSS 0.15 % BSS 0.39

100.58 101.14

101.80 101.15

101.04 100.79

% 100 x 101.14 X 101.03
SS 0.62 SS 0.21

BH 0.01 BH 0.01

% BSS 0.61 % BSS 0.21

101.89 101.85

101.75 101.17

101.92 101.50

% 120 X 101.85 x 101.51
SS 0.09 SS 0.34

BH 0.02 BH 0.02

% BSS 0.09 % BSS 0.34

101.48 101.37

101.38 100.83

101.24 100.63

% 150 x 101.37 X 100.94
SS 0.12 SS 0.38

BH 0.01 BH 0.01

% BSS 0.12 % BSS 0.38

100.57 100.55

100.22 100.48

100.87 101.83

% 200 X 100.55 x 100.96
SS 0.33 SS 0.76

BH 0.01 BH 0.01

% BSS 0.32 % BSS 0.75
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4.8. Saglamhk

Bu ¢aligmada sistem sartlar1 olarak dalga boyu, akis hizi, kolon firin1 sicakligi,
hareketli faz pH degeri ve organik faz orami degisiklikleri yapilarak incelenen
saglamlik parametrelerine ait sonuclar Tablo 4.20., 4.21., 4.22. 4.23., ve 4.24., °de
sunulmaktadur. {lgili tablolarda yer alan veriler incelendiginde bagil standart sapmanin
%2 degerinden kii¢iik oldugu goriilmektedir. Yontem icin yapilan kii¢iik degisiklikler
kritik degildir.

Tablo 4.20. Dalga boyu degisimi saglamlik sonuglari.

252 nm 256 nm
RT Alan RT Alan
4.315 81760 4.315 68553
4.322 81930 4.322 68655
4.330 81732 4.330 68509
4.345 82248 4.345 68939
4.357 82434 4.357 68885
4.359 82056 4.359 68539
Ortalama 4.3 82026.7 4.3 68680.0
SS 0.0 276.8 0.0 187.1
%BSS 0.4 0.3 0.4 0.3

Tablo 4.21. Akis hizi degisimi saglamlik sonuglari.

0.95 ml/dk 1.05 ml/dk
RT Alan RT Alan
3.886 83115 3.530 75201
3.883 83381 3.520 75196
3.890 83401 3.524 75358
3.890 83386 3.524 75308
3.892 83408 3.527 75267
3.887 83311 3.526 75309
Ortalama 3.9 83333.7 35 75273.2
SS 0.0 112.6 0.0 64.6

%BSS 0.1 0.1 0.1 0.1




Tablo 4.22. Kolon sicakligi degisimi saglamlik sonuglart.

28 °C 32°C
RT Alan RT Alan
4.632 75793 4.187 75626
4.632 75560 4.183 75668
4.637 75357 4.187 75352
4.639 75513 4.189 75781
4.644 75226 4.193 75742
4.646 75309 4.197 75361
Ortalama 4.638 75459.7 4.2 75588.3
SS 0.01 205.8 0.0 187.6
%BSS 0.13 0.3 0.1 0.2

Tablo 4.23. pH degeri degisimi saglamlik sonuglari.

pH 6.848 pH 7.042
RT Alan RT Alan
4.086 75800 4.065 75992
4,139 75546 4.133 75619
4,143 75461 4.216 75492
4.143 75852 4.237 75791
4.137 75445 4.237 75637
4.134 75955 4.233 75797
Ortalama 4.130 75676.5 4.2 75721.3
SS 0.02 219.4 0.1 175.5
%BSS 0.53 0.3 1.7 0.2

Tablo 4.24. Hareketli faz oran1 degisimi saglamlik sonuglari.

Hareketli Faz A:B (%694:%6) Hareketli Faz A:B (%0696:%4)
RT Alan RT Alan
3.865 75944 5.145 75089
3.869 75868 5.135 75188
3.872 76010 5.142 74890
3.871 75840 5.145 75334
3.873 75978 5.144 75498
3.875 76211 5.149 74816
Ortalama 3.871 75975.2 5.1 75135.8
SS 0.0 132.3 0.0 260.0

%BSS 0.1 0.2 0.1 0.3
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4.9. Cozelti Stabilitesi

Standart ve Numune ¢ozeltileri oda sicakliginda, oto 6rnekleyici sicakliginda
(15 °C) ve 4 °C sicaklikta 30 giin boyunca hava almayacak sekilde bekletilerek elde
edilen sonuglar tablo 4.25., 4.26. ve 4.27.’de sunulmustur. Gelistirilen yontem bitmis
iiriin analizleri esnasinda kullanilan ¢ozeltilerin 30 giin boyunca belirtilen sartlarda

stabil oldugunu gostermistir.

Tablo 4.25. Standart ¢ozeltisinin stabilite sonuglari.

Stabilite Zamanlari 15°C 4°C Oda Sartlarinda
Alan % Fark Alan % Fark Alan % Fark
Bagslangig 75660 0.00 75660 0.00 75660 0.00
72 saat 75921 0.34 75687 0.04 75961 0.40
168 saat 75832 0.23 75677 0.02 75603 -0.08
408 saat 75307 -0.47 75150 -0.67 74689 -1.28
720 saat 75383 -0.37 74959 -0.93 74959 -0.93

Tablo 4.26. Torba numunesi ¢6zeltisinin stabilite sonuglari.

15°C 4°C Oda Sartlarinda
Stabilite Miktar Miktar Miktar
Z l - - /0 - - /c) - - /O
amaniari Alan  Tayini Alan  Tayini Alan  Tayini
Fark Fark Fark
(mg/ml) (mg/ml) (mg/ml)

Baslangic 77195 1031 0.00 77195 10.31 0.00 77195 1031 0.00
72 saat 77688  10.37 0.64 77906  10.40 0.92 77585 10.36 0.51
168 saat 77542  10.35 045 77788  10.39 0.77 77338 10.33 0.19
408 saat 77240 1031 0.06 77269  10.32 0.10 76965 10.28 -0.30
720 saat 77310 10.32 0.15 77393 10.33 0.26 76047 1015 -1.49

Tablo 4.27. Flakon numunesi ¢ozeltisinin stabilite sonuglari.

15°C 4°C Oda Sartlarinda
Stabilite Miktar o Miktar Miktar o
Zamanlar1  Alan  Tayini 0 Alan Tayini % Fark Alan Tayini 0
Fark Fark
(mg/ml) (mg/ml) (mg/ml)

Baglangic 76148  10.17 0.00 76148 10.17 0.00 76148 10.17 0.00
72 saat 75821 10.12 -0.43 76471 10.21 042 76381 10.20 0.31
168 saat 75829 10.13 -0.42 76304 10.19 0.20 76024 10.15 -0.16
408 saat 75846  10.13 -0.40 76058 10.15 -0.12 75307 10.05 -1.10
720 saat 74817 9.99 -1.75 74817 9.99 -1.75 76047 10.15 -0.13
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5. TARTISMA

Parasetamol etken maddesinin farkli farmasotik preparatlarda kullaniminin
olmasi ve kullanicilarin yas araliginin genis olmasi ayrica hamile ve emzirme
donemindeki kadinlar tarafindan da kullanilmasinin giivenilir goriilmesi bitmis
driinlerin analizlerin bir o kadar hassas yoOntemler ile gerceklestirilmesini
gerektirmektedir.

Etken maddenin hangi sartlar altinda miktar tayinin etkilendigini bilmek,
saklama sartlarmi belirlemek, bitmis {liriin {iretim siireclerini tasarlamak, ambalajini
secmek ve raf Oomrii belirlemesinde stabilite testlerini takip etmek igin stabilite
gostergeli yontem kullanmak gereklidir.

Parasetamol pikinin alikkonma zamaninda matriksten kaynakli girisim
bulunmamast yontemin seg¢ici oldugunu kanitlarken zorlandirilmis bozunma
caligmalarinda (giin 15181, termal, asit, baz, hidrojen peroksit ve hidrojen peroksit-
termal) korunan pik saflik indeks degeri bu yontemin stabilite gdstergeli yontem
oldugunu kanitlamistir. Bozundurma ¢alismalarinda parasetamoliin etki-zaman
sonuglar incelendiginde baz ve asit etkisi gdz arda edilemez veri saglarken; oksidasyon
etkisine termal etkinin eklenmesi ile elde edilen sonuglar daha fazladir. Zorlandirilmis
kosullarmn etkileri; Termal+oksidasyon> baz> asit >giin 15181 =~ oksidasyon ~termal
seklinde Ozetlenebilir.

Kesinlik verileri incelendiginde; enjeksiyon tekrarlanabilirligi alikonma
zamanlarina ve alanlara ait bagil standart sapma sirasiyla %0.22 ve %0.23
bulunmustur. Tekrarlanabilirlik verileri her iki ambala;j formu i¢cin % 95 giiven aralig1
saglarken torba ve flakon igin bagil standart sapma sirastyla % 0.274 ve % 0.252 olarak
raporlandirilmistir. Iki ayr1 giinde iki farkli analist tarafindan hazirlanan torba ve
flakon numunelerine (n=6) ait istatistiksel degerlendirmelerin sonuglarinin 0.05’den
biiyiik (0.23 ve 0.062) bulunmasi yani anlamli bir farkin ¢ikmamasi. yontemin
kesinligi destekleyen veridir.

Analize baslayabilmenin 6n degerlendirmesi olan sistem uygunluk parametresi
icin hazirlanan standart ¢ozeltisi 1. ve 2. giin ¢aligmalar1 ile elde edilen sonuglar
incelendiginde %BSS, teorik plaka sayisi, kuyruklanma faktorii, pik saflik indeks

degeri ve metanol enjeksiyonunun alitkonma zaman ile hesaplaman kapasite faktorii
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raporlandirilmis ve kabul kriterleri igerisinde bulundugu tespit edilmistir. Ayrica iKi
standarda iligskin benzerligin %99.61 ile sistemin uygun oldugunu gostermektedir.

Parasetamol derisiminin pik alanina oranmin grafige gegirilmesi sonucu elde
edilen kalibrasyon egrilerin  0.625-5.0 pug/ ml ¢alisma araliginda dogrusal oldugu;
grafik yontemi ve istatistiksel olarak saptanmistir. Grafik yonteminde standart
cozeltilerin olmasi gereken derisimlerine karsi kalibrasyon denkleminden bulunan
derigimleri grafige gecirilmis ve sonugta bir dogru elde edilmesi ile dogrusallik test
edilmistir.

Tammlayicilik katsayilar1 (r?) ¢izilen alti dogrusallik ¢aligmasi icin sirastyla
0.99869. 0.99951. 0.9998. 0.99985. 0.99985 ve 0.99985 bulunmustur. Bu degerler,
cizilen kalibrasyon egrilerinin bir dogru oldugunu gostermektedir. Ayrica
dogrusalliktan ayrilisin ve korrelasyon katsayilarinin 6nem kontrolii yapilarak
dogrusalliktan ayriliglarinin 6nemsiz oldugu ve korrelasyon katsayilarmin 6nemli bir
deger oldugu istatistiksel olarak saptanmistir.

Miktar tayini limiti (LOQ) kalibrasyon egrisindeki en diisiik derisim degeri
olarak ¢alisilmis (0.625 pg/ml) ve bu derisime ait enjeksiyonlara ait S/N oran1 yaklagik
10 olarak tespit edilmistir. Dedeksiyon limiti bulunan S/N degeri yaklasik 3 oldugu
derigim ise 0.206 pg/ ml‘dir.

Dogrusallik regresyon dogru denklemi ile dogruluk enjeksiyonlarindan elde
edilen alan degerleriyle derisim degerlerine ulasilarak hesaplanan geri kazanim
sonuglar1 %98-102 arasindadir ve bagil standart sapma degerinin % 2 kiiciiktiir. 7 ayr1
noktada paralel ¢alisilan dogrusallik ve dogruluk derisimlerinin minimum ve
maksimum degeri 0.625-5.0 pg/ ml ¢alismanin araligin1 vermektedir.

Analiz srrasinda yontemi olusturan parametrelerin degisikligi ile analiz
sonucuna etki edebilecek dalga boyu, akis hizi, kolon firmi sicakligi, hareketli faz pH
degeri ve organik faz oraninda yapilan kiiciik degisiklikler kritik olmamas1 yontem
saglamligin1 gostermistir.

Filtre degisiminin etkisi incelemek iizere kullanilan 0.45 NY, 0.45 RC, 0.20
RC. 0.20 NY, 0.20 PTFE, 0.45 PTFE filtrelere ait analiz sonuglar1 anlamli bir farka
sebep olmadigindan rutin analizlerde enjeksiyon verilen her ¢ozelti bu filtrelerin bir

tanesi ile hazirlanabilecegi belirlenmistir.
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Parasetamol standart ¢dzeltisinin (2.50 pg/ ml) ¢ozelti stabilitesi g¢aligmast
yapilmistir. Bunun i¢in oda sicakliginda, oto 6rnekleyici sicakliginda ve buzdolabinda
saklanan ¢ozeltilerinin 30 giin boyunca enjeksiyonlar1 verilmistir. Bu siire i¢inde
enjeksiyonlarin alanlarinda anlamli bir azalma goézlenmemistir. Bdylece standart

¢ozeltisinin en az 30 giin boyunca stabil oldugu gdzlenilmistir.
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6. SONUC ve ONERILER

flag endiistrisinde test yonteminin validasyonunu gergeklestirmek igin secim,
calismanin amacina ve dilizenlenmis analitik laboratuvarlarda gecerli uyumluluk
kilavuzlarina dayanmalidir. Belirli bir analiz yontemi i¢in en degerli oldugu diisiiniilen
bilgileri elde etmek icin bir test yontemi dogrulama c¢aligmas: dikkatlice
tasarlanmalidir. Ilgili hedef, analizin biitiinliigiinii saglamak ve bdylece genel
performans kalitesini 1yilestirmektir.

YPSK, ilgili maddenin matrisler ile girisiminin engellenmesi i¢in hareketli
fazin yeni kombinasyonlar1 ve kullanilan kolon cesitligini sebebiyle tercih edilen
yontemlerin baginda gelmektedir. DAD dedektort, tek dalga boyu dedektorlerine gore
biraz daha az hassas olmasma ragmen pikin tanimlamasi ve pik safliginin izlenmesi
icin yararli oldugundan stabilite gostergeli yontem caligmasi i¢in gereklidir.

Parasetamol, tek etki distiniildiigiinde asit, baz, termal olarak etkilenirken,
coklu etki diistiniildiigiinde oksidasyon ve termal sartlardan oldukcga etkilenmektedir.
Siv1 preparat iireticilerinin bu etkileri gz 6niine aldiklarinda iiretim proseslerine ait
adimlar1 belirlerken su igerisindeki oksijen miktarini, pH araliginin kag¢ olacagini ve
sterilizasyon gerekli ise hangi sartlarda yapilacagini dikkate alarak farmasotik gelisim
calismalarinda etkin maddenin miktar tayinin girisim olmadan belirlenmesi ¢ok
onemlidir. Ayrica; iiretim prosesi kadar primer ve sekonder ambalaj se¢imin {iriiniin
raf omriinii belirlemede etkili oldugu bilinmektedir. Gelistirilen yontemin segici
olmas1 ve farkli primer ambalaj iceren farmasotik iriinlere uygulanabilirligini
gosterilmis olmas1 yontemin uygulanabilirligini saptamustir.

Tez calismasinda elde edilen sonuglar gostermistir ki belirlenen kromatografik
sartlarda yapilan analiz parasetamol tayini i¢in hizli, segici, giivenilir, dogru ve
tutarhidir. Zorlanmis bozunma g¢aligmalar1 yontemin kararliligmni gosterme giictinii
kanitlamigtir. Ayrica gelistirilen yontemin hizli ve ilag endiistrisinde yaygimn olarak
kullanilan YPSK cihazmin analizde kullanimasi gelistirilen yontemin rutin analizlerde

kullanilabilecegi ongoriilmektedir.
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8. EKLER
EK 1. Istatistiksel Katsayilarm Hesaplanmasi

Bagil standart sapma (BSS) hesaplanmasi

Standart sapma
BSS =

1
Ortalama 00

Bagil hata (BH) hesaplanmasi

Olmasi gereken miktar)—(Bulunan miktar
%BH = (218 - x100

Olmasi gereken miktar

Standart hata (SH) hesaplanmasi

Standart sapma

- Vn

n: Ol¢iim sayis1
% Geri kazanim hesaplanmasi

Bulunan miktar
9%Geri kazanim = - x100
Olmasi gereken miktar
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