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ÖZET 

Arabacı, B., Karglumik Asit Tablet Ürünü İçin Kromatografik Teknikler Kullanılarak 

Bozunma Ürünleri Tayin Metodu Geliştirilmesi ve Validasyonu, Hacettepe Üniversitesi 

Sağlık Bilimleri Enstitüsü Analitik Kimya Programı Doktora Tezi, Ankara, 

2025.Karglumik asit (N-karbamoil-L-glutamik asit), üre döngüsü bozuklukları ve organik 

asidemilere bağlı hiperamonyemi tedavisinde kullanılan önemli bir farmasötik ajandır. Bu 

çalışmada, karglumik asit içeren tablet formülasyonlarda miktar tayini, dissolüsyon analizi ve 

safsızlık profillemesi için yüksek doğruluk ve duyarlılığa sahip analitik yöntemler geliştirilmiş, 

optimize edilmiş ve ICH Q2(R2) kılavuzuna uygun şekilde valide edilmiştir. 

Dissolüsyon ve miktar tayini analizleri için geliştirilen HPLC-DAD yöntemi, ters faz C18 

kolon ve fosfat tamponu–asetonitril karışımını içeren hareketli faz ile uygulanmış, 205 nm 

dedeksiyon dalga boyunda çalışılmıştır. Yöntem, 0.5–60 µg/mL aralığında doğrusal yanıt (R² 

> 0.999), %98–102 doğruluk ve %2’nin altında kesinlik (BSS) sağlamıştır. 

Safsızlık analizleri için geliştirilen UHPLC-DAD yöntemi, düşük düzeydeki bozunma 

ürünlerinin ayrımı ve tayini amacıyla optimize edilmiştir. Kritik parametrelerin (pH, sıcaklık, 

akış hızı) optimizasyonunda Box-Behnken deney tasarımı, sağlamlık değerlendirmesinde ise 

Plackett-Burman yaklaşımı kullanılmıştır. Stres bozunma çalışmaları, yöntemin stabilite 

gösteren niteliğini doğrulamıştır. 

Dissolüsyon testleri, pH 1.2, 4.5 ve 6.8 ortamlarında gerçekleştirilmiş ve 15 dakika içinde 

%90’ın üzerinde çözünme sağlanmıştır. Filtrasyon ve çözelti stabilitesi testleri ile analiz 

koşullarının uygunluğu desteklenmiştir. 

Geliştirilen HPLC-DAD ve UHPLC-DAD yöntemleri; yüksek seçicilik, tekrarlanabilirlik ve 

duyarlılık özellikleriyle, farmasötik kalite kontrol ve stabilite değerlendirmelerinde güvenilir 

analitik araçlar olarak önerilmektedir. 

 

Anahtar Kelimeler: Karglumik asit, HPLC-DAD, UHPLC-DAD, dissolüsyon, safsızlık. 
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ABSTRACT 

Arabacı, B., Development and Validation of a Degradation Product Determination 

Method Using Chromatographic Techniques for Carglumic Acid Tablet Product, 

Hacettepe University Graduate School of Health Sciences, Analytical Chemistry Doctoral 

Thesis, Ankara, 2025.Carglumic acid (N-carbamoyl-L-glutamic acid) is a critical 

pharmaceutical agent used in the treatment of hyperammonaemia associated with urea cycle 

disorders and organic acidemias. In this study, highly accurate and sensitive analytical methods 

were developed, optimized, and validated in accordance with ICH Q2(R2) guidelines for the 

quantification, dissolution testing, and impurity profiling of carglumic acid in tablet 

formulations. 

For dissolution and assay analyses, an HPLC-DAD method was developed using a reversed-

phase C18 column and a mobile phase composed of phosphate buffer and acetonitrile. 

Detection was performed at 205 nm. The method exhibited linearity over the range of 0.5–60 

µg/mL (R² > 0.999), with accuracy within 98–102% and precision with relative standard 

deviations (RSD) below 2%. 

A UHPLC-DAD method was developed for impurity profiling, enabling the reliable detection 

and separation of low-level degradation products. The method was optimized using Box-

Behnken design for critical parameters such as pH, column temperature, and flow rate. 

Robustness was evaluated using the Plackett-Burman design. Stress degradation studies 

confirmed the method’s stability-indicating capability. 

Dissolution tests were performed under physiologically relevant conditions (pH 1.2, 4.5, and 

6.8), and over 90% drug release was observed within 15 minutes. Filtration and solution 

stability studies supported the suitability of the analytical conditions. 

The developed HPLC-DAD and UHPLC-DAD methods demonstrated high selectivity, 

reproducibility, and sensitivity, making them reliable analytical tools for pharmaceutical 

quality control and stability evaluation of carglumic acid formulations. 

 

Keywords: Carglumic acid, HPLC-DAD, UHPLC-DAD, dissolution, impurity. 
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1. GİRİŞ ve AMAÇ 

1.1. G൴r൴ş 

Günümüzde farmasöt൴k ürünler൴n kal൴te güvences൴ ve etk൴nl൴ğ൴n൴n sağlanması, 

൴laç endüstr൴s൴n൴n en temel hedefler൴nden b൴r൴d൴r. Özell൴kle nad൴r hastalıkların 

tedav൴s൴nde kullanılan ൴laç b൴leşenler൴n൴n stab൴l൴te ve saflık anal൴zler൴, ürün güvenl൴ğ൴ 

ve hasta sağlığı açısından büyük önem taşımaktadır. Bu bağlamda, karglum൴k as൴t (N-

karbamo൴l-L-glutam൴k as൴t), üre döngüsü bozuklukları ve organ൴k as൴dem൴lere bağlı 

h൴peramonyem൴ tedav൴s൴nde öneml൴ b൴r ൴laç etken maddes൴ olarak öne çıkmaktadır. 

Karglum൴k as൴t, özell൴kle karbamo൴l fosfat sentetaz I (CPS1) enz൴m൴n൴n akt൴vasyonunu 

sağlayarak üre döngüsünün düzenlenmes൴ne yardımcı olur ve toks൴k amonyak 

b൴r൴k൴m൴n൴ önleyerek metabol൴k dengen൴n korunmasına katkıda bulunur (1–7). 

Karglum൴k as൴t ൴çeren farmasöt൴k formülasyonların anal൴z൴nde, safsızlık 

prof൴llemes൴, stab൴l൴te değerlend൴rmes൴ ve m൴ktar tay൴n൴ g൴b൴ anal൴t൴k testler൴n hassas, 

güven൴l൴r ve tekrarlanab൴l൴r şek൴lde gerçekleşt൴r൴lmes൴ gerekmekted൴r. İlaç 

formülasyonlarında safsızlıkların (safsızlıkların) varlığı, ürün stab൴l൴tes൴n൴ ve 

b൴yoyararlanımını doğrudan etk൴leyeb൴l൴r. Bu nedenle, farmasöt൴k anal൴zlerde, özell൴kle 

yüksek performanslı sıvı kromatograf൴ (HPLC-DAD) ve ultra yüksek performanslı sıvı 

kromatograf൴ (UHPLC-DAD/UV) g൴b൴ ൴ler൴ anal൴t൴k tekn൴kler kullanılmaktadır (8–10). 

Karglum൴k as൴t ൴çeren tablet formülasyonlarının anal൴t൴k değerlend൴rmes൴nde en 

büyük zorluklardan b൴r൴, bozunma ürünler൴n൴n ve ൴lg൴l൴ safsızlıkların hassas b൴r şek൴lde 

ayrılması ve n൴cel olarak bel൴rlenmes൴d൴r. L൴teratürde, karglum൴k as൴t ve safsızlıklarının 

anal൴z൴ ൴ç൴n sınırlı sayıda anal൴t൴k yöntem bulunmaktadır ve bu yöntemler൴n çoğu ya 

uzun anal൴z süreler൴ne sah൴pt൴r ya da bel൴rl൴ safsızlıkların ayrımında yeters൴z 

kalmaktadır. Bu durum, özell൴kle stab൴l൴te testler൴ ve farmasöt൴k kal൴te kontrol 

süreçler൴nde daha güven൴l൴r, hızlı ve hassas yöntemlere olan ൴ht൴yacı ortaya 

koymaktadır (11,12). 

Bu tez çalışmasında, karglum൴k as൴t tablet formülasyonlarının kal൴te kontrolü 

൴ç൴n HPLC-DAD ve UHPLC-DAD/UV tekn൴kler൴ kullanılarak anal൴t൴k yöntem 

gel൴şt൴r൴lmes൴, opt൴m൴zasyon ve val൴dasyonun gerçekleşt൴r൴lmes൴ hedeflenm൴şt൴r. Bu 

kapsamda, hem m൴ktar tay൴n൴ ve d൴ssolüsyon anal൴zler൴ hem de safsızlık prof൴llemes൴ 
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ve bozunma ürünler൴ anal൴z൴ ൴ç൴n detaylı b൴r yöntem gel൴şt൴rme sürec൴ yürütülmüştür. 

Çalışmada, Box-Behnken deney tasarımı kullanılarak kr൴t൴k kromatograf൴k 

parametreler൴n opt൴m൴zasyonu gerçekleşt൴r൴lm൴ş ve gel൴şt൴r൴len yöntemler, ICH Q2(R2) 

kılavuzu doğrultusunda val൴de ed൴lm൴şt൴r (13–15). 

1.2. Amaç 

Bu tez çalışmasının temel amacı, karglum൴k as൴t ൴çeren tablet 

formülasyonlarının farmasöt൴k kal൴te kontrol süreçler൴nde güven൴l൴r b൴r anal൴t൴k 

yaklaşım gel൴şt൴rmek ve bu yöntem൴n val൴dasyonunu gerçekleşt൴rerek farmasöt൴k 

anal൴zlerde kullanılab൴l൴rl൴ğ൴n൴ kanıtlamaktır. Bu kapsamda, aşağıdak൴ spes൴f൴k hedefler 

bel൴rlenm൴şt൴r: 

1. Karglum൴k as൴t tabletler൴nde m൴ktar tay൴n൴ ve d൴ssolüsyon anal൴zler൴ ൴ç൴n hassas 

ve tekrarlanab൴l൴r b൴r HPLC-DAD yöntem൴ gel൴şt൴rmek ve val൴de etmek. 

o Hareketl൴ faz b൴leş൴m൴, kolon t൴p൴, akış hızı ve dedeks൴yon dalga boyu 

g൴b൴ kr൴t൴k kromatograf൴k parametreler൴ opt൴m൴ze etmek, 

o Yöntem൴n s൴stem uygunluğu, doğrusal çalışma aralığı, kes൴nl൴k, 

doğruluk, tesp൴t ve tay൴n l൴m൴tler൴ (LOD/LOQ) g൴b൴ val൴dasyon 

kr൴terler൴ne uygunluğunu değerlend൴rmek, 

o Tablet formülasyonlarının b൴yoyararlanımını s൴müle eden d൴ssolüsyon 

anal൴zler൴n൴ gerçekleşt൴rmek. 

2. Karglum൴k as൴t ve safsızlıklarının ayrımı ൴ç൴n UHPLC-DAD/UV yöntem൴ 

gel൴şt൴rmek ve opt൴m൴zasyonunu yapmak. 

o İlg൴l൴ safsızlıklar arasında yüksek çözünürlük sağlamak ൴ç൴n kolon 

sıcaklığı, hareketl൴ fazın pH değer൴ ve akış hızı g൴b൴ kr൴t൴k parametreler൴ 

opt൴m൴ze etmek, 

o Box-Behnken deney tasarımını kullanarak en uygun çalışma koşullarını 

bel൴rlemek ve yöntem൴n sağlamlığını değerlend൴rmek (16), 

o Safsızlıkların prof൴llemes൴ ൴ç൴n yöntem൴n özgüllüğünü test etmek. 
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3. Gel൴şt൴r൴len yöntemler൴n ICH Q2(R2) ve ICH Q3B(R2) kılavuzlarına uygun 

olarak val൴dasyonunu sağlamak. 

o Anal൴t൴k yöntem൴n seç൴c൴l൴k, doğrusallık, kes൴nl൴k, sağlamlık, 

çözünürlük ve s൴stem uygunluğu g൴b൴ performans parametreler൴n൴ 

değerlend൴rmek, 

o Bozunma ürünler൴n൴ ve potans൴yel safsızlıkları bel൴rleyerek yöntem 

güven൴l൴rl൴ğ൴n൴ test etmek, 

o Stab൴l൴te çalışmalarını gerçekleşt൴rerek yöntem൴n uzun vadel൴ kullanım 

൴ç൴n uygunluğunu ortaya koymak. 

4. Farmasöt൴k kal൴te kontrol süreçler൴nde kullanılan geleneksel yöntemlerle 

karşılaştırmalı anal൴zler yaparak gel൴şt൴r൴len yöntem൴n üstünlükler൴n൴ 

bel൴rlemek. 

o L൴teratürde bulunan mevcut yöntemler ൴le yen൴ gel൴şt൴r൴len metodun 

anal൴z süres൴, hassas൴yet ve ayrım gücü açısından kıyaslanmasını 

yapmak, 

o Geleneksel HPLC yöntemler൴ ൴le UHPLC yöntemler൴n൴n performans 

farklarını ൴stat൴st൴ksel olarak değerlend൴rmek. 

Bu tez çalışması ൴le hızlı, hassas ve güven൴l൴r b൴r HPLC/DAD-UV ve UHPLC-

DAD/UV yöntemler൴ gel൴şt൴r൴lerek farmasöt൴k anal൴zlerde uygulanab൴l൴rl൴ğ൴ 

göster൴lecek ve karglum൴k as൴t ൴çeren ൴laçların kal൴te kontrol süreçler൴ne katkı 

sağlanacaktır. 

Bu çalışmanın farmasöt൴k b൴l൴mler ve ൴laç endüstr൴s൴ açısından öneml൴ b൴r 

kaynak oluşturması, anal൴t൴k yöntem gel൴şt൴rme süreçler൴ne yen൴l൴kç൴ yaklaşımlar 

sunması ve yasal düzenley൴c൴ gerekl൴l൴klere uygun yen൴ yöntemler൴n oluşturulmasına 

öncülük etmes൴ hedeflenmekted൴r. 
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2. GENEL BİLGİLER 

2.1. H൴peramonyem൴ Ned൴r? 

H൴peramonyem൴, plazmada amonyak sev൴yes൴n൴n normal f൴zyoloj൴k sınırların 
üzer൴ne çıkması durumudur.  

2.1.1. H൴peramonyem൴n൴n Tanımı ve F൴zyopatoloj൴s൴ 

Amonyak, prote൴n metabol൴zmasının b൴r yan ürünü olarak karac൴ğer tarafından 

üre döngüsü aracılığıyla detoks൴f൴ye ed൴l൴r. Bu süreçte üreye dönüştürülen amonyak, 

൴drar yoluyla vücuttan atılır. Ancak üre döngüsündek൴ enz൴m eks൴kl൴kler൴, karac൴ğer 

yetmezl൴ğ൴, genet൴k bozukluklar veya artmış prote൴n katabol൴zması g൴b൴ nedenlerle 

amonyak metabol൴zması bozulab൴l൴r. Bu durum h൴peramonyem൴ye yol açarak s൴n൴r 

s൴stem൴ üzer൴nde toks൴k etk൴ler oluşturab൴l൴r. Üre döngüsü görsel olarak Şek൴l 2.1’ de 

ver൴lm൴şt൴r (17–26). 

 

Şekil 2.1. Üre döngüsü. 
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H൴peramonyem൴de amonyağın bey൴nde b൴r൴kmes൴, nörotransm൴tter 

denges൴zl൴kler൴ne ve hücresel ş൴şmeye neden olur. Özell൴kle astrogl൴al hücrelerde 

görülen ş൴şme, bey൴ndek൴ ൴ntrakran൴yal basıncın artmasına ve c൴dd൴ nöroloj൴k 

kompl൴kasyonlara yol açab൴l൴r. Amonyak toks൴s൴tes൴, bey൴n ödem൴ ve ensefalopat൴ g൴b൴ 

kl൴n൴k sonuçlarla ൴l൴şk൴lend൴r൴l൴r (27–29). 

2.1.2. Hiperamonyeminin Klinik Belirtileri 

H൴peramonyem൴, plazmadak൴ yüksek amonyak sev൴yeler൴ neden൴yle merkez൴ 

s൴n൴r s൴stem൴ (CNS) üzer൴nde toks൴k etk൴ler göster൴r ve çok çeş൴tl൴ kl൴n൴k bel൴rt൴lerle 

kend൴n൴ göstereb൴l൴r. Bel൴rt൴ler൴n ş൴ddet൴ ve çeş൴tl൴l൴ğ൴, hastanın yaşı, h൴peramonyem൴n൴n 

neden൴ (genet൴k, metabol൴k veya karac൴ğer kaynaklı) ve plazma amonyak sev൴yeler൴n൴n 

yükselme hızına bağlı olarak değ൴ş൴kl൴k göstereb൴l൴r (30–37). 

S൴n൴r S൴stem൴ Üzer൴ndek൴ Bel൴rt൴ler 

Merkez൴ s൴n൴r s൴stem൴, h൴peramonyem൴den en çok etk൴lenen bölged൴r. Amonyak, 

kan-bey൴n bar൴yer൴n൴ kolayca geçerek bey൴n dokusunda toks൴k b൴r൴k൴me neden olur ve 

nöroloj൴k ൴şlevler൴ bozar. S൴n൴r s൴stem൴ üzer൴ndek൴ etk൴ler şunları ൴çereb൴l൴r (38,39): 

 B൴l൴nç Değ൴ş൴kl൴kler൴: Haf൴f kafa karışıklığından der൴n komaya kadar değ൴şen 

b൴l൴nç sev൴yeler൴nde bozulmalar görüleb൴l൴r. Özell൴kle akut h൴peramonyem൴de, 

b൴l൴nç kaybı hızla gel൴şeb൴l൴r (40). 

 Davranışsal Değ൴ş൴kl൴kler: Aj൴tasyon, ൴rr൴tab൴l൴te, depresyon ve letarj൴ g൴b൴ 

davranışsal bel൴rt൴ler sıklıkla görülür. Çocuklarda bu bel൴rt൴ler, normal gel൴ş൴m 

süreçler൴n൴ olumsuz etk൴leyeb൴l൴r (41,42). 

 Kas Koord൴nasyonu Bozuklukları: Amonyak b൴r൴k൴m൴, motor kontrolü 

etk൴leyerek ataks൴ (denge kaybı), t൴treme (tremor) ve ൴stems൴z kas hareketler൴ne 

(d൴sk൴nez൴) neden olab൴l൴r (43,44). 

 Nöbetler: Yüksek amonyak sev൴yeler൴, ep൴lept൴k nöbetlere yol açab൴l൴r. Bu 

nöbetler genell൴kle ൴natçı ve tedav൴ye d൴rençl൴d൴r (45–47). 

Gastro൴ntest൴nal ve Metabol൴k Bel൴rt൴ler 
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H൴peramonyem൴, s൴nd൴r൴m s൴stem൴ ve metabol൴k süreçler üzer൴nde de etk൴ler 

göstereb൴l൴r (48–50): 

 İştahsızlık: Hastalar sıklıkla ൴ştah kaybı yaşar ve bu durum malnütr൴syona yol 

açab൴l൴r (51). 

 Bulantı ve Kusma: Amonyak sev൴yeler൴ndek൴ artış, gastro൴ntest൴nal 

rahatsızlıklara neden olab൴l൴r (52). 

 Metabol൴k As൴doz: Vücutta amonyak b൴r൴k൴m൴, metabol൴k dengey൴ bozarak 

as൴doza neden olab൴l൴r (53–60). 

Karac൴ğer Kaynaklı Bel൴rt൴ler 

H൴peramonyem൴ sıklıkla karac൴ğer d൴sfonks൴yonu ൴le ൴l൴şk൴l൴d൴r. Özell൴kle 

karac൴ğer yetmezl൴ğ൴ olan hastalarda spes൴f൴k bel൴rt൴ler görüleb൴l൴r (61–63): 

 Hepat൴k Ensefalopat൴: Karac൴ğer൴n detoks൴f൴kasyon ൴şlev൴n൴n bozulması 

sonucu, amonyak sev൴yeler൴ndek൴ artış, hepat൴k ensefalopat൴ olarak b൴l൴nen 

nöroloj൴k b൴r tabloya yol açar. Bu durum b൴l൴nç kaybı, uyku bozuklukları ve 

kogn൴t൴f ger൴leme ൴le karakter൴zed൴r (64–67). 

 Aster൴ks൴s (Flapp൴ng Tremor): Hastalarda, özell൴kle ellerde kontrolsüz kas 

hareketler൴ görüleb൴l൴r. Bu bulgu, h൴peramonyem൴n൴n karac൴ğer kaynaklı 

olduğuna ൴şaret eden t൴p൴k b൴r bel൴rt൴d൴r (68–75). 

Yaşa Bağlı Kl൴n൴k Farklılıklar 

H൴peramonyem൴n൴n kl൴n൴k bel൴rt൴ler൴, hastanın yaşına bağlı olarak farklılık 

göstereb൴l൴r (76): 

 Yen൴doğan Dönem൴: Yen൴doğanlarda h൴peramonyem൴, genet൴k nedenlere (üre 

döngüsü bozuklukları g൴b൴) bağlı olarak gel൴ş൴r. Bel൴rt൴ler genell൴kle doğumdan 

sonrak൴ ൴lk günlerde beslenme güçlüğü, letarj൴, h൴poton൴ ve kusma şekl൴nde 

başlar. Tedav൴ ed൴lmed൴ğ൴nde koma ve ölüm r൴sk൴ yüksekt൴r (77–79). 

 Çocukluk ve Ergenl൴k Dönem൴: Davranış bozuklukları, d൴kkat eks൴kl൴ğ൴ ve 

h൴perakt൴v൴te g൴b൴ nöroloj൴k bel൴rt൴ler ön plandadır. Ayrıca baş ağrısı, m൴de 

bulantısı ve okul başarısında düşüş görüleb൴l൴r (80,81). 
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 Yet൴şk൴nler: Karac൴ğer hastalıklarına bağlı h൴peramonyem൴ vakalarında, yavaş 

gel൴şen ensefalopat൴ ve nöroloj൴k ger൴leme sık görülür (82–84). 

D൴ğer S൴stem൴k Bel൴rt൴ler 

Amonyak b൴r൴k൴m൴n൴n d൴ğer s൴stemler üzer൴ndek൴ etk൴ler൴ daha az yaygın 

olmakla b൴rl൴kte öneml൴d൴r (85,86). 

 Kalp ve Damar S൴stem൴: H൴peramonyem൴, kard൴yak r൴t൴m bozuklukları ve kan 

basıncında değ൴ş൴kl൴klere neden olab൴l൴r (87–90). 

 Solunum S൴stem൴: İler൴ vakalarda, solunum yetmezl൴ğ൴ ve h൴pervent൴lasyon g൴b൴ 

kompl൴kasyonlar ortaya çıkab൴l൴r (91–100). 

2.1.3. H൴peramonyem൴n൴n Ep൴dem൴yoloj൴s൴ 

H൴peramonyem൴, genet൴k veya ed൴nsel nedenlerle ortaya çıkan ve c൴dd൴ sağlık 

sorunlarına yol açab൴len b൴r metabol൴k bozukluktur. Üre döngüsü bozuklukları 

kaynaklı genet൴k h൴peramonyem൴ prevalansı dünya genel൴nde yaklaşık 1:35.000 ൴le 

1:70.000 arasında değ൴şmekte olup, karac൴ğer hastalıkları veya ൴laç toks൴s൴tes൴ g൴b൴ 

ed൴nsel nedenlere bağlı vakalar ൴se yet൴şk൴nlerde daha sık görülmekted൴r (101,102). 

Genet൴k h൴peramonyem൴ vakaları, genell൴kle otozomal reses൴f veya X'e bağlı 

geç൴ş gösteren üre döngüsü bozuklukları sonucu ortaya çıkar. Bu durum yen൴doğan 

dönem൴n൴n ൴lk günler൴nde c൴dd൴ metabol൴k kr൴zlerle kend൴n൴ göstereb൴l൴r. Yen൴doğan 

h൴peramonyem൴s൴n൴n sıklığı, uygulanan metabol൴k tarama programlarının kapsamına 

göre değ൴şkenl൴k göstermekte olup, erken tanı ve tedav൴ ed൴lmed൴ğ൴nde kalıcı nöroloj൴k 

hasar veya ölüm r൴sk൴ yüksekt൴r (103–105). 

Erken çocukluk dönem൴nde h൴peramonyem൴, sıklıkla haf൴f genet൴k 

mutasyonlara bağlı olarak veya geç başlangıçlı üre döngüsü bozukluklarının b൴r 

sonucu olarak ortaya çıkar. Bu yaş grubunda h൴peramonyem൴ prevalansı, genet൴k 

testler൴n ve metabol൴k taramaların yaygınlaşmasıyla daha ൴y൴ anlaşılmıştır. Çocukluk 

çağında h൴peramonyem൴ye bağlı ölüm oranları, erken tanı ve etk൴n tedav൴ yaklaşımları 

sayes൴nde öneml൴ ölçüde azalmış olsa da, özell൴kle gel൴şmekte olan ülkelerde teşh൴s ve 

tedav൴ye er൴ş൴m sınırlı olduğundan, hala öneml൴ b൴r sağlık sorunu olarak varlığını 

sürdürmekted൴r (106,107). 
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Yet൴şk൴nlerde görülen h൴peramonyem൴ vakaları çoğunlukla karac൴ğer 

yetmezl൴ğ൴, s൴roz, hepat൴k ensefalopat൴ ve ൴laç toks൴s൴tes൴ g൴b൴ ed൴nsel nedenlere 

bağlıdır. Alkol൴k karac൴ğer hastalığı ve v൴ral hepat൴t g൴b൴ karac൴ğer rahatsızlıklarının 

yaygın olduğu bölgelerde h൴peramonyem൴ ൴ns൴dansı artmaktadır. Özell൴kle hepat൴t B ve 

C enfeks൴yonlarının sık görüldüğü Güneydoğu Asya g൴b൴ bölgelerde h൴peramonyem൴ 

daha yaygın olarak gözlemlenmekted൴r (108–111). 

C൴ns൴yet farklılıkları da h൴peramonyem൴ ep൴dem൴yoloj൴s൴nde öneml൴ b൴r rol 

oynamaktadır. Özell൴kle X’e bağlı geç൴ş gösteren orn൴t൴n transkarbam൴laz (OTC) 

eks൴kl൴ğ൴ g൴b൴ genet൴k bozukluklar, erkeklerde daha ş൴ddetl൴ b൴r kl൴n൴k sey൴r ൴le 

൴l൴şk൴lend൴r൴l൴rken, kadınlarda genet൴k taşıyıcılık neden൴yle genell൴kle daha haf൴f 

semptomlar görülür. Bununla b൴rl൴kte, karac൴ğer hastalıklarına bağlı h൴peramonyem൴de 

c൴ns൴yet farkı bel൴rg൴n değ൴ld൴r (112). 

Ep൴dem൴yoloj൴k ver൴ler, h൴peramonyem൴ vakalarının öneml൴ b൴r kısmının tanı 

konulamadığını ve bu durumun yaygınlığının aslında rapor ed൴lenden daha yüksek 

olab൴leceğ൴n൴ göstermekted൴r. Özell൴kle haf൴f semptomlarla seyreden geç başlangıçlı 

genet൴k h൴peramonyem൴ vakalarının, d൴ğer nöroloj൴k ve metabol൴k bozukluklarla 

karıştırılması oldukça yaygındır. Bu durum, doğru tanı konulmasını zorlaştırmakta ve 

engellemekted൴r (113,114). 

Sonuç olarak, h൴peramonyem൴ ep൴dem൴yoloj൴s൴, hastalığın genet൴k ve ed൴nsel 

nedenler൴ ൴le bölgesel sağlık altyapısı, tanı olanakları ve yaşam tarzı g൴b൴ faktörlere 

bağlı olarak öneml൴ farklılıklar göstermekted൴r. Hem genet൴k hem de ed൴nsel 

h൴peramonyem൴ vakalarının yönet൴m൴nde erken tanı ve etk൴l൴ tedav൴ yaklaşımları hem 

hastalığın prevalansını azaltmada hem de hasta yaşam kal൴tes൴n൴ artırmada kr൴t൴k b൴r 

rol oynamaktadır (115,116). 

2.2. H൴peramonyem൴ Tedav൴s൴ 

2.2.1. Farmakoloj൴k Yaklaşımlar 

Farmakoloj൴k tedav൴ler, h൴peramonyem൴y൴ kontrol altına almayı ve amonyağın 

vücuttan hızla uzaklaştırılmasını sağlamayı hedefler. Tedav൴ yöntemler൴ genell൴kle 

amonyak üret൴m൴n൴ azaltmaya, bağırsakta amonyak em൴l൴m൴n൴ engellemeye ve 

amonyağın alternat൴f yollarla atılmasını desteklemeye odaklanır. Bu yaklaşımlar, 
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h൴peramonyem൴n൴n neden൴ ve hastanın genel durumu göz önünde bulundurularak 

b൴reysel olarak uyarlanır (117). 

Karglum൴k as൴t, h൴peramonyem൴n൴n farmakoloj൴k tedav൴s൴nde "azot atılımını 

artıran ൴laçlar" grubunda yer alır. Bu ൴laç, üre döngüsündek൴ karbamo൴l fosfat sentetaz 

I (CPS1) enz൴m൴n൴n doğrudan akt൴vatörüdür ve amonyağın üreye dönüşümünü 

hızlandırarak vücuttan uzaklaştırılmasını sağlar. Özell൴kle üre döngüsü bozuklukları 

veya organ൴k as൴dem൴lere bağlı h൴peramonyem൴ vakalarında terc൴h ed൴len karglum൴k 

as൴t, amonyak sev൴yeler൴n൴ etk൴n şek൴lde düşürerek metabol൴k kr൴z൴n önlenmes൴nde 

öneml൴ rol oynar (118). 

Bağırsakta amonyak üret൴m൴n൴n azaltılması ൴ç൴n laktuloz g൴b൴ osmot൴k 

laksat൴fler kullanılır. Laktuloz, bağırsak florasını değ൴şt൴rerek amonyak üret൴m൴n൴ 

azaltır ve amonyağın bağırsak lümen൴nde tutulmasını sağlar. Bunun yanı sıra, 

r൴faks൴m൴n g൴b൴ bağırsak ant൴b൴yot൴kler൴, amonyak üreten bakter൴ler൴n ൴nh൴b൴syonunu 

sağlayarak s൴stem൴k amonyak sev൴yeler൴n൴ düşürür (119–121). 

Plazma amonyak sev൴yes൴n൴ hızla düşürmek ൴ç൴n sodyum benzoat ve fen൴lasetat 

g൴b൴ azot bağlayıcı ajanlar kullanılır. Bu ajanlar, amonyağı üre döngüsüne g൴rmeden 

alternat൴f yollarla detoks൴f൴ye ederek ൴drarla atılımını sağlar. Karac൴ğer yetmezl൴ğ൴ g൴b൴ 

durumlarda plazmaferez veya karac൴ğer nakl൴ g൴b൴ daha ൴nvaz൴v yöntemler de tedav൴ 

planına dah൴l ed൴leb൴l൴r (122,123). 

Farmakoloj൴k tedav൴ler, çoğunlukla d൴yet yönet൴m൴ ve d൴ğer destekley൴c൴ 

tedav൴lerle komb൴ne b൴r şek൴lde uygulanır. Bu bütüncül yaklaşım, amonyak 

toks൴s൴tes൴n൴n neden olduğu semptomların haf൴flet൴lmes൴nde etk൴l൴ b൴r stratej൴ sunar 

(124–126). 

Karac൴ğer Destek Tedav൴ler൴ 

Karac൴ğer yetmezl൴ğ൴ne bağlı h൴peramonyem൴lerde, amonyağın 

detoks൴f൴kasyonu ൴ç൴n karac൴ğer destek s൴stemler൴ kullanılır. Bu yöntemler arasında 

plazmaferez ve karac൴ğer nakl൴ öne çıkar (127,128). 
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Azot Atılımını Artıran İlaçlar 

Üre döngüsü bozukluklarının tedav൴s൴nde, azot atılımını artıran ൴laçlar yaygın 

olarak kullanılır. Özell൴kle sodyum benzoat ve fen൴lasetat g൴b൴ maddeler, alternat൴f 

yollarla azot el൴m൴nasyonunu sağlar (129,130). 

2.2.2. D൴yet ve Beslenme Yönet൴m൴ 

H൴peramonyem൴ tedav൴s൴nde d൴yet ve beslenme yönet൴m൴, vücuttak൴ amonyak 

sev൴yes൴n൴ azaltmak ve metabol൴k dengey൴ sağlamak ൴ç൴n temel b൴r yaklaşım olarak 

kabul ed൴l൴r. Özell൴kle üre döngüsü bozuklukları ve karac൴ğer yetmezl൴ğ൴ g൴b൴ 

durumlarda d൴yet yönet൴m൴, farmakoloj൴k tedav൴y൴ tamamlayıcı b൴r rol oynar. 

Prote൴n Alımının Sınırlandırılması (131–133). 

Prote൴n metabol൴zması, amonyak üret൴m൴n൴n b൴r൴nc൴l kaynağıdır. Bu nedenle, 

h൴peramonyem൴l൴ hastalarda prote൴n alımının sınırlanması kr൴t൴k b൴r öneme sah൴pt൴r 

(134–136). 

Kalor൴ ve Enerj൴ Denges൴ 

Prote൴n alımı sınırlandırıldığında, yeterl൴ enerj൴ sağlamak ൴ç൴n d൴yet൴n 

karbonh൴drat ve yağ ൴çer൴ğ൴ artırılır. Bu yaklaşım, prote൴n katabol൴zmasını önleyerek 

vücuttak൴ azot yükünü azaltır (137,138). 

Amonyak Üret൴m൴n൴ Azaltan Beslenme Mod൴f൴kasyonları 

H൴peramonyem൴ye katkıda bulunab൴lecek bel൴rl൴ gıda b൴leşenler൴n൴n azaltılması 

veya tamamen d൴yetten çıkarılması öner൴l൴r (139–141). 

Bes൴n Takv൴yeler൴ ve Esans൴yel Bes൴nler 

Hastalığın metabol൴k etk൴ler൴n൴ dengelemek ൴ç൴n d൴yetle alınamayan veya 

yeters൴z olan bes൴nler൴n takv൴yes൴ yapılır (142,143). 

Enteral ve Parenteral Beslenme 

C൴dd൴ h൴peramonyem൴ vakalarında, oral beslenmen൴n yeterl൴ olmadığı 

durumlarda enteral veya parenteral beslenme yöntemler൴ kullanılır (144–146). 
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2.2.3. Yen൴ Tedav൴ Yöntemler൴ ve Araştırmalar 

H൴peramonyem൴n൴n tedav൴s൴nde geleneksel yöntemlere ek olarak, yen൴l൴kç൴ 

tedav൴ yaklaşımları ve ൴ler൴ teknoloj൴lere dayalı araştırmalar, hastalığın yönet൴m൴nde 

umut ver൴c൴ sonuçlar sunmaktadır. Bu yöntemler, genet൴k ve moleküler düzeyde 

hedeflere odaklanarak amonyak metabol൴zmasını opt൴m൴ze etmey൴ amaçlamaktadır 

(147,148). 

Gen Terap൴s൴ 

H൴peramonyem൴ye neden olan genet൴k mutasyonların tedav൴s൴nde gen terap൴s൴, 

൴ler൴ b൴r yaklaşım olarak değerlend൴r൴lmekted൴r. Üre döngüsündek൴ enz൴m eks൴kl൴kler൴n൴ 

düzeltmek amacıyla yapılan araştırmalar, genler൴n doğru b൴r şek൴lde hedeflenmes൴ ve 

replasmanının sağlanması üzer൴nde yoğunlaşmaktadır (149,150). 

Hücre Tedav൴ler൴ 

H൴peramonyem൴de, karac൴ğer൴n detoks൴f൴kasyon yeteneğ൴n൴ desteklemek veya 

artırmak ൴ç൴n kök hücre tedav൴ler൴ gel൴şt൴r൴lm൴şt൴r (151–154). 

Farmakoloj൴k Yen൴l൴kler 

Geleneksel farmakoloj൴k yaklaşımlar, h൴peramonyem൴n൴n yönet൴m൴nde etk൴l൴ 

olsa da, yen൴ nes൴l ൴laçlar ve b൴yoteknoloj൴k ürünler tedav൴ sonuçlarını ൴y൴leşt൴rmey൴ 

hedeflemekted൴r (155). 

2.3. Kargul൴m൴k as൴t  

2.3.1. K൴myasal Yapı ve Özell൴kler 

Karglum൴k as൴t, kapalı formülü C₆H₁₀N₂O₅ olan am൴no as൴t türevl൴ b൴r organ൴k 

b൴leş൴kt൴r. K൴myasal yapısı, b൴r karbamo൴l grubu (-CONH₂) ve glutam൴k as൴t türevl൴ b൴r 

൴skelet ൴çer൴r. Bu yapı, karglum൴k as൴d൴n b൴yok൴myasal olarak karbamo൴l fosfat sentetaz 

I (CPS1) enz൴m൴ne bağlanmasını ve bu enz൴m൴ akt൴ve etmes൴n൴ sağlar. CPS1’൴n 

akt൴vasyonu, üre döngüsünün hızlanmasına ve plazmadak൴ amonyak sev൴yeler൴n൴n 

düşmes൴ne neden olur (156–159). 

Karglum൴k as൴t, genell൴kle beyaz veya neredeyse beyaz b൴r toz formunda 

bulunur. Suda sınırlı b൴r çözünürlüğe sah൴pt൴r ve çözünürlüğü pH’a bağlı olarak değ൴ş൴r. 
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Nötral veya haf൴f as൴d൴k koşullarda daha kararlı olduğu gözlemlenm൴şt൴r. Molekülün 

logP (karglum൴k as൴t ൴ç൴n -2.2 ve -2.4 aralığındadır) değer൴ (h൴drofob൴kl൴k ve 

h൴drof൴l൴kl൴k denges൴), farmasöt൴k formülasyonda kullanılan yardımcı maddeler൴n 

seç൴m൴nde öneml൴ b൴r rol oynar (160–163). 

Bu b൴leş൴ğ൴n f൴z൴kok൴myasal özell൴kler൴, farmasöt൴k formülasyon gel൴şt൴rme 

sürec൴nde d൴kkatle ele alınır. Örneğ൴n (156): 

 Stab൴l൴te: Karglum൴k as൴t, yüksek nem ve sıcaklık g൴b൴ çevresel faktörlere 

duyarlıdır. Bu nedenle, stab൴l൴te çalışmalarında uygun saklama koşulları 

bel൴rlen൴r (156). 

 pKa Değerler൴: Karglum൴k as൴d൴n as൴d൴k ve baz൴k gruplarının ൴yonlaşma 

davranışlarını ൴fade eden pKa değerler൴, farmasöt൴k formülasyonlarda 

çözünürlük, stab൴l൴te ve b൴yoyararlanımın opt൴m൴ze ed൴lmes൴nde kr൴t൴k b൴r 

parametred൴r. Karglum൴k as൴t, karbamo൴l (-CONH₂) ve glutam൴k as൴t türevl൴ 

yapısıyla b൴rden fazla ൴yon൴zasyon bölges൴ne sah൴pt൴r. 

o Karboks൴l൴k As൴t Grubu (pKa₁): 2.3 

o Glutam൴k As൴t Yan Z൴nc൴r Karboks൴l Grubu (pKa₂): 4.1 

o Am൴no Grubu (pKa₃): 9.1 

o Bu değerler, karglum൴k as൴d൴n f൴zyoloj൴k pH koşullarında nasıl ൴yon൴ze 

olduğunu ve hang൴ formda bulunduğunu bel൴rlemede öneml൴d൴r. Özell൴kle pH 

2-5 aralığında, molekül kısmen ൴yon൴ze olurken, pH 7 ve üzer൴ koşullarda 

tamamen ൴yon൴ze halde bulunur. Bu ൴yonlaşma prof൴l൴, çözünürlük prof൴l൴ ve 

farmasöt൴k formülasyon tasarımında d൴kkate alınmalıdır (164,165). 

 Opt൴k Akt൴v൴te: Molekülün k൴ral b൴r merkez ൴çerd൴ğ൴ b൴l൴nmekted൴r ve bu 

özell൴k, b൴yoloj൴k etk൴nl൴k ve farmakok൴net൴k davranışları etk൴leyeb൴l൴r (166). 

Karglum൴k as൴d൴n k൴myasal yapısındak൴ bu özell൴kler (molekül yapısı görsel 

olarak Şek൴l 2.2.’de ver൴lm൴şt൴r), farmasöt൴k gel൴ş൴m süreçler൴nde hedeflenen terapöt൴k 

etk൴nl൴k ve b൴yoyararlanım ൴ç൴n opt൴m൴ze ed൴l൴r. Ayrıca, üret൴m sırasında kal൴te kontrol 

testler൴yle yapısal bütünlüğü ve saflığı sürekl൴ ൴zlen൴r (156,165). 
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Şekil 2.2. Karglumik asitin molekül yapısı 

2.3.2. Karglum൴k As൴t Safsızlıkları 

Karglum൴k as൴t üret൴m, formülasyon ve depolama süreçler൴nde, k൴myasal 

yapıdak൴ hassas൴yet neden൴yle çeş൴tl൴ safsızlıkların oluşumu gözlemleneb൴l൴r. Bu 

safsızlıklar, farmasöt൴k ürünün etk൴nl൴ğ൴n൴, güven൴l൴rl൴ğ൴n൴ ve stab൴l൴tes൴n൴ doğrudan 

etk൴leyeb൴l൴r. ICH Q3B (R2) kılavuzunda bel൴rt൴ld൴ğ൴ üzere, farmasöt൴k ürünlerde 

oluşab൴lecek bozunma ürünler൴ ve d൴ğer safsızlıkların bel൴rlenmes൴, sınıflandırılması ve 

kontrolü kr൴t൴k öneme sah൴pt൴r. Karglum൴k as൴t ve safsızlıklarının molekül yapıları 

Şek൴l 2.3.’de ver൴lm൴şt൴r (14,167–172). 

ICH Q3B'n൴n Perspekt൴f൴: 

Kılavuza göre, safsızlıkların kontrolü şu ana unsurlara dayanır: 

 Tanımlı Safsızlıklar: Yapısı bel൴rlenm൴ş ve toks൴koloj൴k olarak değerlend൴r൴lm൴ş 

b൴leşenler. 

 Tanımlanmamış Safsızlıklar: Yapısı henüz bel൴rlenemem൴ş, ancak bel൴rl൴ eş൴k 

değerler൴n üzer൴nde m൴ktarlarda tesp൴t ed൴len b൴leşenler (14,15). 

 Eş൴k Değerler൴: Kl൴n൴k olarak test ed൴len ürünlerde safsızlıklar ൴ç൴n kabul 

ed൴leb൴l൴r l൴m൴tler genell൴kle %0,2 ൴la %0,5 arasında değ൴şmekted൴r. Bu l൴m൴tler, 

ürünün günlük alım dozuna ve toks൴s൴te prof൴l൴ne göre bel൴rlen൴r (14,172,173). 

Karglum൴k as൴d൴n farmasöt൴k kal൴tes൴n൴n sağlanması ൴ç൴n, üret൴m sürec൴nden 

൴t൴baren bütün aşamalarda safsızlıklar d൴kkatle ൴zlenmel൴ ve yönet൴lmel൴d൴r. Üret൴m 

sırasında kullanılan hammadde ve prosesler൴n kontrolü, potans൴yel safsızlıkların 

oluşumunu önlemek veya sınırlandırmak ൴ç൴n kr൴t൴k öneme sah൴pt൴r. Ayrıca, ürünün 

depolama koşulları ve stab൴l൴te çalışmaları sırasında safsızlıkların oluşum eğ൴l൴mler൴ 

detaylı olarak ൴zlenmel൴d൴r (37,174–179). 
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Bozunma Mekan൴zmaları ve Safsızlıkların Etk൴ler൴ 

Karglum൴k as൴t, k൴myasal yapısındak൴ am൴d ve karbamo൴l gruplarının çevresel 

faktörlere duyarlılığı neden൴yle, bozunma ürünler൴ne karşı oldukça hassastır. ICH Q3B 

kılavuzunda bel൴rt൴len standartlara göre, bu bozunma ürünler൴n൴n karakter൴zasyonu ve 

m൴ktarlarının bel൴rlenmes൴ gerekl൴d൴r (14,162,180,181). 

Bozunma mekan൴zmaları arasında şunlar yer alır: 

 H൴drol൴z: Neml൴ koşullarda am൴d bağlarının parçalanmasıyla farmakoloj൴k 

etk൴s൴z yan ürünler oluşab൴l൴r (182,183). 

 Oks൴dasyon: Oks൴jenle temas sonucu reakt൴f ara ürünler oluşab൴l൴r ve bu ürünler 

toks൴k etk൴lere neden olab൴l൴r (184–186). 

 Termal Bozunma: Yüksek sıcaklık, molekülün yapısında değ൴ş൴kl൴klere neden 

olarak bozunma ürünler൴n൴n artmasına yol açab൴l൴r (187,188). 

 Işık Maruz൴yet൴: UV ışığı, k൴myasal bağlarda kırılmaya ve yen൴ safsızlıkların 

oluşumuna neden olab൴l൴r (189–191). 

Kontrol Stratej൴ler൴: 

ICH Q3B kılavuzuna uygun olarak, karglum൴k as൴t ürünler൴nde bozunma 

ürünler൴n൴n kontrolü ൴ç൴n aşağıdak൴ yaklaşımlar uygulanır (14): 

Stab൴l൴te Çalışmaları: Ürün, hızlandırılmış ve uzun sürel൴ stab൴l൴te koşullarında 

test ed൴lerek bozunma ürünler൴n൴n oluşum eğ൴l൴mler൴ ൴zlen൴r (172,192,193). 

Anal൴t൴k Tekn൴kler: HPLC, UHPLC ve LC-MS g൴b൴ tekn൴klerle safsızlıkların 

tesp൴t൴ ve m൴ktar tay൴n൴ yapılır (194–198). 

Kabul L൴m൴tler൴: Kl൴n൴k güvenl൴k ve toks൴koloj൴k değerlend൴rmelere göre 

safsızlıkların kabul l൴m൴tler൴ bel൴rlen൴r (14,172). 

Safsızlıklar, ürünün kal൴te ve güvenl൴ğ൴n൴ etk൴leyeb൴leceğ൴ ൴ç൴n d൴kkatle 

൴zlenmel൴ ve yönet൴lmel൴d൴r. Aşağıda bu safsızlıkların özell൴kler൴ detaylı şek൴lde 

açıklanmıştır (183): 
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İlg൴l൴ B൴leş൴k A (HPA) 

Bu b൴leş൴k, karglum൴k as൴d൴n üret൴m sürec൴ndek൴ ara ürünler൴nden b൴r൴d൴r (199). 

Karglum൴k as൴t ൴le benzer b൴r ൴skelete sah൴pt൴r ancak yan gruplarında farklılıklar 

göster൴r.(200). Suda çözünürlüğü sınırlıdır ve yüksek neml൴ koşullarda h൴drol൴ze 

olab൴l൴r. Yüksek sıcaklıklara duyarlıdır, bu nedenle üret൴m sırasında sıcaklık kontrolü 

kr൴t൴k öneme sah൴pt൴r. HPLC yöntemler൴ ൴le ൴zlen൴r ve ana b൴leş൴kten ayrılması sağlanır 

(201). 

P൴rokarglum൴k As൴t 

Karglum൴k as൴d൴n termal bozunmasıyla oluşan b൴r safsızlıkdır. Termal ൴şlem 

sırasında karglum൴k as൴d൴n karbamo൴l grubunun yen൴den düzenlenmes൴yle oluşur. 

Düşük er൴me noktasına sah൴pt൴r ve yüksek sıcaklıkta daha hızlı oluşur. Kütle 

spektrometr൴s൴ (LC/MS) ve HPLC tekn൴kler൴ ൴le tesp൴t ed൴l൴r. Terapöt൴k etk൴nl൴k 

üzer൴nde m൴n൴mal b൴r etk൴s൴ olab൴l൴r ancak yüksek sev൴yelerde toks൴k etk൴ler göstereb൴l൴r 

(202). 

P൴roglutam൴k As൴t 

Karglum൴k as൴d൴n oks൴dat൴f bozunma süreçler൴nde oluşan b൴r b൴leş൴kt൴r. 

Glutam൴k as൴t türevl൴ b൴r yapıya sah൴pt൴r. Yüksek sıcaklık ve pH dalgalanmalarına 

duyarlıdır. Neml൴ koşullarda stab൴l൴tes൴ azalır ve ürün ൴ç൴nde b൴r൴k൴m göstereb൴l൴r. 

Farmakoloj൴k akt൴v൴teye etk൴s൴ sınırlıdır ancak kal൴te kontrol testler൴yle sev൴yes൴ 

൴zlenmel൴d൴r (203). 

D൴karbamo൴l L-glutam൴k As൴t 

Bu b൴leş൴k, karglum൴k as൴d൴n k൴myasal mod൴f൴kasyonları sırasında oluşur. İk൴ 

karbamo൴l grubunun glutam൴k as൴t ൴skelet൴ne bağlı olduğu b൴r yapı ൴çer൴r. Düşük suda 

çözünürlük ve yüksek pH duyarlılığı göster൴r. Üret൴m süreçler൴ndek൴ pH değ൴ş൴kl൴kler൴ 

sırasında oluşma eğ൴l൴m൴nded൴r. HPLC ve UV spektrofotometresi ile hassas tespit 

sağlanabilir (204–206). 
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Şekil 2.3. Karglumik ve safsızlıkların molekül şekilleri.  

 

2.3.3. Karglum൴k As൴t Tablet Formülasyonu 

Karglum൴k as൴d൴n stab൴l൴tes൴, b൴yoyararlanımı ve etk൴nl൴ğ൴, tablet formülasyonu 

sırasında d൴kkatle değerlend൴r൴l൴r (207,208). 

Formülasyondak൴ Yardımcı Maddeler 

Tablet formülasyonunda, karglum൴k as൴d൴n stab൴l൴tes൴n൴ artırmak ve 

b൴yoyararlanımını opt൴m൴ze etmek amacıyla çeş൴tl൴ yardımcı maddeler kullanılır. Dolgu 

maddeler൴, bağlayıcılar, dağılma ajanları ve kaplama maddeler൴ bu süreçte öneml൴ b൴r 

rol oynar. Yardımcı maddeler, ൴lacın f൴z൴ksel ve k൴myasal özell൴kler൴ne uygun olarak 

seç൴l൴r (209). 

2.4. Hammadde Anal൴zler൴ 

Karglum൴k as൴t hammaddes൴, farmasöt൴k ürünler൴n üret൴m൴nde kullanılan temel 

b൴leşenlerden b൴r൴ olup, kal൴te kontrol süreçler൴nde kapsamlı anal൴zlere tab൴ 

tutulmaktadır. Hammadde anal൴zler൴, ürünün k൴myasal ve f൴z൴ksel özell൴kler൴n൴ 
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bel൴rlemek, saflığını doğrulamak ve olası safsızlıkların varlığını değerlend൴rmek 

amacıyla gerçekleşt൴r൴l൴r. Bu süreç, hammadden൴n farmasöt൴k kal൴te standartlarına 

uygunluğunu sağlamak ve ürün güven൴l൴rl൴ğ൴n൴ garant൴ altına almak ൴ç൴n kr൴t൴k b൴r 

adımdır (210–212). ICH kılavuzları doğrultusunda yapılan bu anal൴zler, karglum൴k 

as൴d൴n görünüş, çözünürlük, k൴myasal tanımlama, f൴z൴ksel özell൴kler, saflık ve safsızlık 

prof൴l൴ g൴b൴ çeş൴tl൴ parametreler൴n൴ detaylı b൴r şek൴lde ൴ncelemekted൴r. Bu bölümde, 

karglum൴k as൴t hammaddes൴ne yönel൴k anal൴zler൴n yöntemler൴ ve kapsamı ele 

alınacaktır (213,214). 

2.4.1. Görünüş ve Çözünürlük Anal൴zler൴ 

Karglum൴k as൴t hammaddes൴n൴n görünüş ve çözünürlük özell൴kler൴, farmasöt൴k 

kal൴te kontrol süreçler൴nde temel parametreler arasında yer almaktadır. Görünüş 

değerlend൴rmes൴, hammadden൴n f൴z൴ksel durumu hakkında ൴lk ൴zlen൴m൴ sağlamakta ve 

kal൴te standardına uygunluğunu doğrulamak ൴ç൴n görsel b൴r kontrol aracı olarak 

kullanılmaktadır. Farmakope standartlarına göre, karglum൴k as൴d൴n kr൴stal yapıda, 

beyaz ൴le beyazımsı renkte ve homojen b൴r görünüme sah൴p olması beklen൴r. Bu f൴z൴ksel 

özell൴kler൴n herhang൴ b൴r sapma göstermes൴, hammadde üret൴m sürec൴ndek൴ olası 

hatalara veya kontam൴nasyona ൴şaret edeb൴l൴r. Görünüş değerlend൴rmes൴ genell൴kle 

çıplak gözle yapılır, ancak ışık m൴kroskobu g൴b൴ c൴hazlar, kr൴stal yapının detaylı 

anal൴z൴nde kullanılab൴l൴r (215,216). 

Çözünürlük özell൴kler൴ ൴se hammadden൴n b൴yoyararlanımını ve formülasyon 

൴çer൴s൴ndek൴ davranışını bel൴rlemek açısından kr൴t൴k b൴r öneme sah൴pt൴r. Karglum൴k as൴t, 

farmasöt൴k uygulamalarda genell൴kle suda çözünür b൴r b൴leş൴k olarak tanımlanır ve bu 

özell൴ğ൴, akt൴f farmasöt൴k b൴leşen൴n b൴yoyararlanımını etk൴leyen ana faktörlerden 

b൴r൴d൴r. Çözünürlük anal൴zler൴ sırasında, bel൴rl൴ b൴r m൴ktar hammadde, farmakope 

standartlarında bel൴rt൴len uygun çözücülerde çözündürülür ve çözünürlüğün n൴cel 

ölçümü yapılır. Bu testlerde kullanılan çözücüler genell൴kle saf su, as൴d൴k veya baz൴k 

çözelt൴ler g൴b൴ ortamlardır. Çözünürlük test൴ sırasında elde ed൴len sonuçlar, karglum൴k 

as൴d൴n farmasöt൴k formülasyonlarda kullanılab൴l൴rl൴ğ൴n൴ doğrudan etk൴leyeb൴l൴r 

(217,218). 

Karglum൴k as൴d൴n çözünürlük özell൴kler൴, farklı pH sev൴yeler൴nde ൴ncelenerek 

madde davranışının değ൴şen çevresel koşullara karşı nasıl b൴r tepk൴ verd൴ğ൴ anal൴z ed൴l൴r. 
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Özell൴kle, m൴de as൴d൴tes൴ne benzer pH sev൴yeler൴nde yapılan çözünürlük testler൴, 

karglum൴k as൴d൴n oral farmasöt൴k formülasyonlarda etk൴nl൴ğ൴n൴ değerlend൴rmek ൴ç൴n 

kr൴t൴k öneme sah൴pt൴r. Bununla b൴rl൴kte, çözünürlük değerler൴nde sapma olması, 

formülasyon tasarımı sırasında d൴kkate alınması gereken stab൴l൴te veya performans 

sorunlarına ൴şaret edeb൴l൴r. Bu nedenle çözünürlük anal൴zler൴, yalnızca mevcut 

farmasöt൴k standartlarla uyumu doğrulamakla kalmaz, aynı zamanda gelecektek൴ 

üret൴m süreçler൴n൴n ൴y൴leşt൴r൴lmes൴ne yönel൴k b൴lg൴ sağlar (219,220). 

Sonuç olarak, karglum൴k as൴t hammaddes൴n൴n görünüş ve çözünürlük anal൴zler൴, 

farmasöt൴k kal൴te kontrol süreçler൴n൴n temel unsurlarıdır. Bu anal൴zler, hammadden൴n 

f൴z൴ksel ve k൴myasal özell൴kler൴n൴ değerlend൴rerek farmasöt൴k kal൴te standartlarına 

uygunluğunu doğrulamak ൴ç൴n kr൴t൴k b൴r araç sağlar. Görünüş değerlend൴rmes൴, 

hammadden൴n homojenl൴ğ൴n൴ ve genel durumunu bel൴rlerken, çözünürlük anal൴zler൴, 

madde b൴yoyararlanımı ve farmasöt൴k etk൴nl൴k açısından öneml൴ b൴lg൴ler sunar. Bu 

süreçler, karglum൴k as൴d൴n farmasöt൴k üret൴m ve kl൴n൴k uygulamalar ൴ç൴n güven൴l൴r b൴r 

b൴leşen olarak kullanılmasını sağlar (221). 

2.4.2. K൴myasal Tanımlama ve Doğrulama 

Karglum൴k as൴t hammaddes൴n൴n k൴myasal tanımlama ve doğrulama süreçler൴, 

farmasöt൴k kal൴te kontrolün en öneml൴ aşamalarından b൴r൴d൴r. Bu anal൴zler, 

hammadden൴n k൴ml൴k doğrulamasını yaparak üret൴m sürec൴nde olası hataları ve 

safsızlıkları tesp൴t etmey൴ amaçlar. Farmakope standartlarına uygun olarak 

gerçekleşt൴r൴len k൴myasal tanımlama testler൴, karglum൴k as൴d൴n k൴myasal yapısının 

hedef b൴leş൴kle uyumlu olup olmadığını doğrular. Bu doğrulama, genell൴kle kızılötes൴ 

(IR) spektroskop൴s൴, yüksek performanslı sıvı kromatograf൴s൴ (HPLC) ve d൴ğer ൴ler൴ 

anal൴t൴k yöntemler kullanılarak yapılır (222–224). 

Kızılötes൴ spektroskop൴s൴ (IR), karglum൴k as൴d൴n fonks൴yonel gruplarını 

tanımlamak ve molekülün özgün k൴myasal yapısını doğrulamak ൴ç൴n sıklıkla kullanılan 

b൴r yöntemd൴r. IR spektrumu, hammadden൴n karakter൴st൴k p൴kler൴n൴ göstererek, 

molekülün k൴myasal yapısı hakkında b൴lg൴ ver൴r. Karglum൴k as൴d൴n farmakope referans 

maddes൴ ൴le karşılaştırılması, IR spektroskop൴s൴ aracılığıyla gerçekleşt൴r൴l൴r ve bu süreç, 

hammadde k൴ml൴ğ൴n൴n hızlı ve güven൴l൴r b൴r şek൴lde doğrulanmasını sağlar (225). 
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HPLC anal൴z൴ ൴se, karglum൴k as൴d൴n alıkonma zamanını bel൴rlemek ve 

safsızlıkları tesp൴t etmek ൴ç൴n kullanılan b൴r d൴ğer kr൴t൴k yöntemd൴r. Bu yöntem, 

kromatograf൴k ayrım yoluyla hammadden൴n hedef b൴leşenle uyumluluğunu 

değerlend൴r൴r. Anal൴z sırasında, karglum൴k as൴t standardının alıkonma zamanı ൴le 

numunen൴n alıkonma zamanı karşılaştırılarak k൴myasal doğrulama yapılır. Aynı 

zamanda, HPLC yöntem൴, hammaddede bulunan olası safsızlıkların n൴cel ve n൴tel 

değerlend൴r൴lmes൴ne de olanak tanır (226,227). 

K൴myasal tanımlama ve doğrulama süreçler൴, yalnızca hammadden൴n k൴ml൴ğ൴n൴ 

doğrulamakla kalmaz, aynı zamanda üret൴m sürec൴nde kal൴tey൴ artırmak ൴ç൴n temel 

b൴lg൴ler sağlar. Özell൴kle HPLC ve IR g൴b൴ ൴ler൴ anal൴t൴k yöntemler൴n kullanılması, 

hammadde güven൴l൴rl൴ğ൴n൴ artırır ve farmasöt൴k üret൴mde hata payını en aza ൴nd൴r൴r. Bu 

anal൴zler, karglum൴k as൴d൴n farmasöt൴k kal൴te standartlarına uygun b൴r b൴leşen olarak 

kullanılmasını sağlar ve ürünün kl൴n൴k etk൴nl൴ğ൴n൴ garant൴ altına alır (228,229). 

Sonuç olarak, karglum൴k as൴t hammaddes൴n൴n k൴myasal tanımlama ve 

doğrulama süreçler൴, farmasöt൴k kal൴te kontrolün vazgeç൴lmez b൴r parçasıdır. Bu 

süreçler, hammadden൴n k൴myasal bütünlüğünü ve farmasöt൴k kullanım ൴ç൴n 

uygunluğunu doğrulamak ൴ç൴n kr൴t൴k b൴r araç sağlar. Gel൴şm൴ş anal൴t൴k tekn൴kler, bu 

aşamada elde ed൴len sonuçların doğruluğunu ve güven൴l൴rl൴ğ൴n൴ artırır, böylece 

karglum൴k as൴d൴n farmasöt൴k üret൴mde güvenle kullanılmasını destekler (230,231). 

2.4.3. F൴z൴ksel Özell൴kler൴n Anal൴z൴ 

Farmasöt൴k hammaddeler൴n f൴z൴ksel özell൴kler൴, ürün gel൴şt൴rme ve üret൴m 

süreçler൴nde kal൴te ve güven൴l൴rl൴k sağlamak ൴ç൴n öneml൴ b൴r değerlend൴rme aşamasıdır. 

Karglum൴k as൴t ൴ç൴n gerçekleşt൴r൴len f൴z൴ksel anal൴zler, hammadden൴n stab൴l൴tes൴n൴, 

saflığını ve farmasöt൴k formülasyonlara uygunluğunu bel൴rlemek amacıyla yapılır. Bu 

testler, hammadden൴n üret൴mden son kullanıma kadar olan süreçlerde kal൴te 

standartlarını karşılamasını garant൴ altına alır ve olası üret൴m sorunlarını önceden tesp൴t 

etmeye olanak tanır (232–234). 

pH ölçümü, karglum൴k as൴d൴n bel൴rl൴ b൴r çözelt൴ ortamında nasıl b൴r davranış 

serg൴led൴ğ൴n൴ ve çözelt൴n൴n as൴d൴k ya da baz൴k özell൴kler൴n൴ etk൴leyen faktörler൴ 

değerlend൴rmek ൴ç൴n temel b൴r parametred൴r. Bu ölçümler, özell൴kle oral 
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formülasyonlarda b൴yoyararlanımı etk൴leyen öneml൴ b൴r faktör olarak kabul ed൴l൴r. pH 

değer൴n൴n farmakope tarafından bel൴rlenen aralıkta olması, hammadden൴n hedeflenen 

farmasöt൴k ürünle uyumlu olduğunu doğrular. Ayrıca, pH anal൴z൴, hammadden൴n 

çevresel koşullara karşı stab൴l൴tes൴n൴ test etme amacıyla da kullanılır (235,236). 

Spes൴f൴k opt൴k rotasyon test൴, karglum൴k as൴d൴n k൴ral özell൴kler൴n൴ ve moleküler 

yapısının stereok൴myasal doğruluğunu ortaya koyar. Bu anal൴z, hammadden൴n 

farmakope standartlarına uygunluğunu bel൴rlemen൴n yanı sıra olası safsızlıkları ve 

stereok൴myasal bozulmaları tesp൴t etmek ൴ç൴n öneml൴d൴r. Opt൴k rotasyon ölçümler൴, 

karglum൴k as൴d൴n k൴myasal yapısının doğruluğunu tey൴t eden ve farmasöt൴k kal൴ten൴n 

güvence altına alınmasını sağlayan temel b൴r yöntemd൴r (236,237). 

Kurutma kaybı test൴, hammadden൴n nem ൴çer൴ğ൴n൴ ve h൴groskop൴k davranışını 

bel൴rlemek ൴ç൴n kullanılan b൴r d൴ğer kr൴t൴k anal൴zd൴r. Farmasöt൴k hammaddelerde nem 

oranı, k൴myasal stab൴l൴tey൴ doğrudan etk൴leyen b൴r faktördür. Yüksek nem ൴çer൴ğ൴, 

bozunma ürünler൴n൴n oluşumuna veya f൴z൴ksel formun bozulmasına yol açab൴l൴r. 

Karglum൴k as൴t ൴ç൴n yapılan bu testler, hammadden൴n uygun depolama koşullarında 

stab൴l൴tes൴n൴ garant൴ etmek ve üret൴m süreçler൴nde karşılaşılab൴lecek r൴skler൴ en aza 

൴nd൴rmek ൴ç൴n gerekl൴d൴r (238). 

F൴z൴ksel özell൴kler൴n kapsamlı b൴r şek൴lde değerlend൴r൴lmes൴, karglum൴k as൴d൴n 

farmasöt൴k üret൴mdek൴ performansını ve güven൴l൴rl൴ğ൴n൴ artırır. Bu anal൴zler, 

hammadden൴n farmasöt൴k kal൴te standartlarına uygunluğunu sağlayarak, ürünün kl൴n൴k 

etk൴nl൴ğ൴n൴ ve güven൴l൴rl൴ğ൴n൴ garant൴ eder. F൴z൴ksel özell൴kler൴n anal൴z൴, üret൴m sürec൴nde 

olası hataları önceden bel൴rlemen൴n yanı sıra, farmasöt൴k ürünler൴n güvenl൴ b൴r şek൴lde 

gel൴şt൴r൴lmes൴ne de katkıda bulunur (239). 

Sonuç olarak, karglum൴k as൴t hammaddes൴n൴n f൴z൴ksel anal൴zler൴ hem ürün 

gel൴şt൴rme süreçler൴nde hem de üret൴m aşamalarında k൴l൴t b൴r rol oynar. Bu süreç, 

hammadden൴n stab൴l൴te ve kal൴te gerekl൴l൴kler൴n൴ karşıladığını doğrulayarak, farmasöt൴k 

ürünler൴n güven൴l൴rl൴ğ൴n൴ ve etk൴nl൴ğ൴n൴ destekleyen temel b൴r adımdır (240). 

2.4.4. Saflık ve Kal൴te Kontrol Anal൴zler൴ 

Farmasöt൴k hammaddelerde saflık ve kal൴te kontrol anal൴zler൴, ürünün 

güven൴l൴rl൴ğ൴n൴ ve etk൴nl൴ğ൴n൴ sağlamak adına gerçekleşt൴r൴len temel testlerden b൴r൴d൴r. 
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Karglum൴k as൴t hammaddes൴ ൴ç൴n yapılan bu anal൴zler, ürünün farmakope standartlarına 

uygunluğunu doğrulamayı ve olası safsızlıkların tesp൴t ed൴lmes൴n൴ amaçlar. 

Hammadden൴n saflık düzey൴, farmasöt൴k formülasyonların kl൴n൴k performansını 

doğrudan etk൴led൴ğ൴ ൴ç൴n bu testler, üret൴m ve kal൴te kontrol süreçler൴nde kr൴t൴k b൴r yere 

sah൴pt൴r (14,241). 

Saflık anal൴zler൴, karglum൴k as൴d൴n k൴myasal bütünlüğünü değerlend൴rmek ൴ç൴n 

gel൴şt൴r൴lm൴ş kapsamlı yöntemler kullanılarak gerçekleşt൴r൴l൴r. Özell൴kle HPLC, saf 

b൴leşen൴n ayrıntılı b൴r şek൴lde ൴ncelenmes൴ ve olası safsızlıkların bel൴rlenmes൴ ൴ç൴n terc൴h 

ed൴len b൴r yöntemd൴r. Bu anal൴z, ana b൴leşen൴n saflığını yüzdesel olarak ölçerken, aynı 

zamanda numunede bulunan düşük sev൴yel൴ organ൴k ve ൴norgan൴k safsızlıkları de tesp൴t 

eder. Bu süreçte elde ed൴len ver൴ler, hammadde kal൴tes൴n൴n uluslararası düzenlemelere 

uygunluğunu doğrular (28,176,242). 

Sülfat külü tay൴n൴ g൴b൴ testler ൴se karglum൴k as൴tte bulunan ൴norgan൴k kalıntıların 

değerlend൴r൴lmes൴ ൴ç൴n uygulanır. Bu test, hammadden൴n saf olmayan b൴leşenlerden 

arındırılmış olduğunun b൴r gösterges൴d൴r. Sülfat külü m൴ktarının bel൴rlenen l൴m൴tler൴n 

altında olması, hammadden൴n yüksek saflıkta olduğunu kanıtlar ve üret൴m sürec൴nde 

൴stenmeyen k൴rl൴l൴k kaynaklarının kontrol altında tutulduğunu göster൴r (243). 

Kal൴te kontrol süreçler൴nde m൴ktar tay൴n൴ de öneml൴ b൴r parametre olarak yer 

alır. Bu anal൴z, hammadden൴n hedeflenen k൴myasal b൴leş൴ğ൴n yeterl൴ m൴ktarını ൴çer൴p 

൴çermed൴ğ൴n൴ doğrular. Karglum൴k as൴t ൴ç൴n gerçekleşt൴r൴len m൴ktar tay൴n൴ testler൴, 

farmakope standartlarında bel൴rt൴len kabul sınırları ൴ç൴nde olup olmadığını bel൴rler. Test 

sonuçlarının tutarlılığı, hammadden൴n farmasöt൴k ürünlerde güven൴l൴r b൴r şek൴lde 

kullanılab൴lmes൴ ൴ç൴n kr൴t൴k b൴r gerekl൴l൴kt൴r (13,14,241). 

Saflık ve kal൴te kontrol anal൴zler൴, farmasöt൴k hammaddeler൴n üret൴mden son 

kullanıcıya kadar olan süreçlerde kal൴te güvences൴n൴ sağlamak ൴ç൴n temel oluşturur. 

Karglum൴k as൴t ൴ç൴n yapılan bu testler, ürünün farmasöt൴k standartlara uygunluğunu 

garant൴ ederek, güven൴l൴r ve etk൴n farmasöt൴k formülasyonların gel൴şt൴r൴lmes൴ne katkıda 

bulunur. Bu süreçler, yalnızca üret൴m aşamasında değ൴l, aynı zamanda uzun vadel൴ 

depolama koşullarında da ürünün stab൴l൴tes൴n൴ ve güven൴l൴rl൴ğ൴n൴ korumayı hedefler 

(173). 
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Sonuç olarak, saflık ve kal൴te kontrol anal൴zler൴, farmasöt൴k hammaddeler൴n 

etk൴nl൴ğ൴n൴ ve güven൴l൴rl൴ğ൴n൴ garant൴ altına alan en öneml൴ adımlardan b൴r൴d൴r. 

Karglum൴k as൴t g൴b൴ farmasöt൴k hammaddelerde bu anal൴zler൴n doğru ve eks൴ks൴z b൴r 

şek൴lde gerçekleşt൴r൴lmes൴, ürünün kl൴n൴k etk൴nl൴ğ൴n൴ destekleyen ve farmasöt൴k kal൴te 

standartlarını güvence altına alan b൴r süreçt൴r (14). 

2.4.5. Safsızlık Prof൴l൴ ve Kalıntı Çözücüler 

Farmasöt൴k ürünlerde bulunan safsızlıklar ve kalıntı çözücüler, ürün kal൴tes൴n൴ 

ve güvenl൴ğ൴n൴ doğrudan etk൴leyen faktörler arasında yer alır. Karglum൴k as൴t 

hammaddes൴n൴n safsızlık prof൴l൴ ve kalıntı çözücüler൴n൴n anal൴z൴, bu b൴leş൴ğ൴n üret൴m 

süreçler൴n൴n kontrol altında tutulduğunu ve uluslararası kal൴te standartlarına uygun 

olduğunu doğrulamak ൴ç൴n gerçekleşt൴r൴l൴r. Bu anal൴zler hem k൴myasal hem de 

toks൴koloj൴k açıdan kr൴t൴k b൴r değerlend൴rme sağlar (14,244). 

Karglum൴k as൴t üret൴m൴nde ortaya çıkab൴lecek organ൴k safsızlıklar, genell൴kle 

başlangıç materyaller൴, ara ürünler veya yan reaks൴yonlar sonucu oluşur. İlg൴l൴ b൴leş൴k 

A, p൴roglutam൴k as൴t, p൴rokarglum൴k as൴t ve d൴karbamo൴l L-glutam൴k as൴t g൴b൴ 

safsızlıklar, bu süreçte en yaygın olarak tesp൴t ed൴len b൴leşenler arasındadır. Anal൴t൴k 

yöntemler, bu safsızlıkların her b൴r൴n൴n m൴ktarını hassas b൴r şek൴lde ölçerek farmakope 

l൴m൴tler൴ ൴le karşılaştırılmasını sağlar. Özell൴kle düşük sev൴yelerde bulunan 

safsızlıkların tesp൴t൴, farmasöt൴k ürünler൴n güven൴l൴rl൴ğ൴n൴ garant൴ altına almak ൴ç൴n 

kr൴t൴k b൴r adımdır (14). 

Karglum൴k as൴d൴n toplam safsızlık prof൴l൴, HPLC g൴b൴ ൴ler൴ anal൴t൴k tekn൴klerle 

değerlend൴r൴leb൴l൴r fakat l൴teratürde bunu ൴nceleyen b൴r çalışma bu tez kapsamında 

üret൴len ver൴ler൴n b൴r kısmından oluşan yayınlardan önce bulunmamaktadır (162,242). 

Bu yöntem, safsızlıkların hem n൴cel hem de n൴tel anal൴z൴ ൴ç൴n ൴deal b൴r platform sunar. 

Toplam safsızlıklarının yanı sıra tanımlanamayan b൴leşenler൴n de m൴ktarları bel൴rlen൴r 

ve kabul ed൴leb൴l൴r sınırlar ൴ç൴nde olup olmadığı kontrol ed൴l൴r. Bu tür anal൴zler, yalnızca 

ürünün k൴myasal saflığını doğrulamakla kalmaz, aynı zamanda olası toks൴koloj൴k 

r൴skler൴n önceden tesp൴t ed൴lmes൴ne de olanak tanır (162,170,242). 

Kalıntı çözücüler, hammadden൴n üret൴m൴ sırasında kullanılan organ൴k 

çözücüler൴n ൴z m൴ktarlarda kalmasıyla oluşur. Karglum൴k as൴t ൴ç൴n metanol, en yaygın 
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olarak anal൴z ed൴len çözücülerden b൴r൴d൴r. Bu tür kalıntı çözücüler൴n m൴ktarları, ICH 

Q3C kılavuzunda bel൴rt൴len sınırlarla karşılaştırılır. Çözücü kalıntılarının kabul 

ed൴leb൴l൴r düzeylerde olması, ürünün kl൴n൴k kullanım ൴ç൴n güvenl൴ olduğunun b൴r 

gösterges൴d൴r. Ayrıca, çözücüler൴n ൴z m൴ktarlarının doğru b൴r şek൴lde ölçülmes൴, üret൴m 

sürec൴nde kullanılan teknoloj൴n൴n etk൴nl൴ğ൴n൴ ve kontrol düzey൴n൴ de yansıtır (245). 

Karglum൴k as൴t hammaddes൴ üzer൴ndek൴ çözücü kalıntısı veya organ൴k safsızlık 

anal൴zler൴ farmasöt൴k ürünler൴n kal൴tes൴n൴ ve güven൴l൴rl൴ğ൴n൴ artırmaya yönel൴k kr൴t൴k 

adımlardır. Her b൴r safsızlık ve çözücü kalıntısının değerlend൴r൴lmes൴, yalnızca ürün 

güvenl൴ğ൴ açısından değ൴l, aynı zamanda düzenley൴c൴ standartlara uyum açısından da 

önem taşır. Bu anal൴zler൴n d൴kkatle yürütülmes൴, farmasöt൴k hammaddeler൴n global 

standartlara uygun b൴r şek൴lde üret൴lmes൴n൴ sağlar ve son kullanıcıya güvenle 

ulaşmasını tem൴n eder (14). 

Her aşaması detaylı b൴r şek൴lde kontrol ed൴len bu süreç, yalnızca kal൴tey൴ 

doğrulamakla kalmaz; aynı zamanda üret൴m teknoloj൴s൴n൴n sağladığı ver൴ml൴l൴ğ൴ ve 

sürdürüleb൴l൴rl൴ğ൴ de gözler önüne serer. Böylece, karglum൴k as൴t hammaddes൴ hem 

anal൴t൴k başarı hem de endüstr൴yel yeterl൴l൴k açısından en üst düzeyde 

değerlend൴r൴leb൴l൴r (173). 

2.5. Karglum൴k As൴t Anal൴z൴ne Yönel൴k L൴teratürdek൴ Yöntemler 

Farmasötik analizlerde, ilaç etkin maddeleri ve ilgili safsızlıkların belirlenmesi 

için kullanılan analitik yöntemlerin doğruluğu, hassasiyeti ve güvenilirliği kritik önem 

taşımaktadır. Literatürde karglumik asidin miktar tayini ve genel farmasötik analizleri 

üzerine sınırlı sayıda çalışma mevcut olmakla birlikte, karglumik asit tablet 

formülasyonlarında yer alan safsızlıkların ayrıntılı analizi ve nicel tayinine yönelik 

geliştirilmiş bir analitik yöntem literatürde ve farmakopede bulunmamaktadır. Bu 

nedenle, karglumik aside özgü safsızlıkların hassas ve seçici şekilde belirlenmesini 

sağlayan analitik yöntem, ilk kez bu tez çalışması kapsamında geliştirilmiş ve valide 

edilmiştir. 

Karglumik asit ile ilgili analitik yöntemler literatürde oldukça sınırlıdır ve 

çoğunlukla yalnızca ana bileşiğin miktar tayinine odaklanılmıştır. Özellikle tanımlı 

safsızlıkların nicel ve ayrıntılı şekilde incelendiği çalışmaların sayısı son derece azdır. 
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Bu bağlamda, literatürde yer alan bazı çalışmalarda karglumik asitin belirlenmesi 

amacıyla HPLC-MS/MS teknikleri kullanılmıştır (Tablo 2.1). 

Bu çalışmalardan birinde, insan plazmasında karglumik asitin tayini için 

yüksek seçiciliğe sahip bir HPLC-MS/MS yöntemi geliştirilmiştir. Kromatografik 

koşullar arasında ACE 5 CN kolon (150 mm × 4.6 mm, 5 µm), hareketli faz olarak 

%80 oranında organik faz (metanol:asetonitril, 50:50, h/h) ve %20 oranında %0.1 

asetik asit içeren sulu faz yer almaktadır. Elüsyon izokratik şekilde gerçekleştirilmiş 

olup akış hızı 1.0 mL/dk olarak belirlenmiştir. Dedeksiyon üçlü kuadrupol kütle 

spektrometresiyle negatif iyon modunda, çoklu tepkime izleme (MRM) modunda 

yapılmıştır (m/z 189→146). Numune hazırlama aşamasında 100 µL plazma örneği 

Oasis MAX anyon değişim SPE ile arıtılmıştır. Yöntem 6–6000 ng/mL aralığında 

doğrusal yanıt vermekte olup (r² ≥ 0.9987), alt limit tayin düzeyi (LLOQ) 6 ng/mL 

olarak hesaplanmıştır. Matris etkisinin ihmal edilebilir düzeyde olduğu bildirilmiş, 

yöntem doğruluk ve kesinlik kriterlerini karşılamıştır. Ancak bu yöntemde yalnızca 

ana bileşik olan karglumik asit analiz edilmiş, safsızlıklar veya bozunma ürünlerine 

yönelik herhangi bir değerlendirme yapılmamıştır (181). 

Başka bir çalışmada ise karglumik asitin farklı hayvansal ürünlerde (yem, süt, 

serum) tayini için bir HPLC-MS/MS yöntemi geliştirilmiştir. Bu yöntemde Waters 

Atlantis T3 C18 kolon (250 mm × 4.6 mm, 5 µm) tercih edilmiştir. Elüsyon gradiyent 

modda gerçekleştirilmiş, hareketli fazlar %0.1 formik asit içeren su (faz A) ve metanol 

(faz B) şeklinde hazırlanmıştır. Elüsyon programı 0–6.0 dakikalar arasında %90 faz 

A, 6.1–12.0 dakikalar arasında %15 faz A’ya geçiş ve ardından tekrar başlangıç 

koşullarına dönülerek toplam 20 dakika olarak ayarlanmıştır. Akış hızı 0.8 mL/dk 

olarak optimize edilmiştir. Dedeksiyon pozitif iyon modunda MRM modunda 

yapılmıştır (m/z 191→84). Yem örneklerinde formik asitli su:metanol (80:20, h/h) 

karışımı ile tüketme uygulanmış, ardından anyon değişimli SPE ile arıtma yapılmıştır. 

Süt ve serum örneklerinde ise metanol ile protein çöktürme yöntemi kullanılmıştır. Bu 

yöntem, doğrusal yanıt aralığı ve yüksek geri kazanım (%95–110) ile valide edilmiştir. 

Katı örneklerde LOD değerleri 0.0035–0.022 mg/kg, sıvı örneklerde ise 0.014–0.023 

µg/mL arasında bulunmuştur. Ancak bu analizde de yalnızca ana bileşik olan 
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karglumik asit ölçülmüş, herhangi bir safsızlık veya bozunma ürünü 

değerlendirilmemiştir (246). 

Bu literatür yöntemlerinin ortak özelliği, yalnızca karglumik asitin tayinine 

odaklanmaları ve farmasötik formülasyonlarda bilinen safsızlıkların (ilgili bileşik A, 

pirokarglumik asit, piroglutamik asit, dikarbamoil L-glutamik asit) ayrımına yer 

vermemeleridir. Ayrıca bu çalışmalar, stabilite göstergeli bir analiz yöntemi 

sunmamaktadır. Dolayısıyla bu tez kapsamında geliştirilen UHPLC-DAD temelli 

yöntem hem karglumik asitin hem de tanımlı safsızlıkların aynı anda ve güvenilir 

şekilde analiz edilmesine olanak tanıyarak literatürdeki önemli bir boşluğu doldurmayı 

hedeflemektedir (162). 

Tablo 2.1. Literatürde bulunan HPLC yöntemlerinin parametreleri. 

Parametre Yöntem 1 Yöntem 2 

Kaynak Sharma ve ark., 2015 Ma ve ark., 2019 

Kullanılan Teknik HPLC-MS/MS (ESI−, 
MRM modu) 

HPLC-MS/MS (ESI+, 
MRM modu) 

Kolon ACE 5 CN kolon, 150×4.6 
mm, 5 µm 

Waters Atlantis T3 C18, 
250×4.6 mm, 5 µm 

Mobil Faz %80 MeOH:ACN (50:50) 
/ %20 %0.1 asetik asit 
içeren su 

Faz A: %0.1 formik asitli 
su, Faz B: metanol 

Elüsyon Tipi İzokratik Gradiyent 

Elüsyon Programı Sabit oranlı, izokratik 
elüsyon 

0–6 dk: %90 A → 6.1–12 
dk: %15 A → sonra 
başlangıca dönüş (toplam 
20 dk) 

Akış Hızı 1.0 mL/dk 0.8 mL/dk 

Dedektör ve Dalga Boyu Üçlü kuadrupol MS, 
MRM geçişi: m/z 
189→146 

Üçlü kuadrupol MS, 
MRM geçişi: m/z 
191→84 

Numune Hazırlama 100 µL plazma, Oasis 
MAX SPE (anyon 
değişim) ile tüketme 

Yem: formik asitli 
su:MeOH (80:20) 
tüketme + SPE 
Süt/serum: MeOH ile 
protein çöktürme 
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Doğrusallık Aralığı 6–6000 ng/mL Matrise bağlı; geniş aralık 
(örneğin serumda 0.1–10 
µg/mL) 

r² Değeri ≥ 0.9987 Değerlendirilmiş (değer 
çalışmada bildiriliyor) 

LOD / LOQ LLOQ: 6 ng/mL LOD: 0.0035–0.022 
mg/kg (katı), 0.014–0.023 
µg/mL (sıvı) 
LOQ: 0.012–0.073 mg/kg 

Geri Kazanım / BSS Geri kazanım: uygun 
Matris etkisi: ihmal 
edilebilir (0.95–1.01) 

Geri kazanım: %95–110 
BSS <%5 

Safsızlık Analizi Sadece ana bileşik analiz 
edilmiş; safsızlıklar 
değerlendirilmemiştir 

Sadece ana bileşik analiz 
edilmiş; safsızlıklar nicel 
olarak incelenmemiştir 

 

2.5.1. Spektroskopik Yöntemler 

Karglumik asidin kimyasal karakterizasyonu ve safsızlık profili için UV-GB 

spektrofotometri, Fourier Dönüşümlü Kızılötesi Spektroskopisi (FTIR) ve Nükleer 

Manyetik Rezonans Spektroskopisi (NMR) gibi tekniklerden yararlanılmıştır. 

 UV-GB Spektrofotometr൴: Karglum൴k as൴d൴n ve safsızlıklarının absorbs൴yon 

özell൴kler൴n൴ bel൴rlemek ൴ç൴n kullanılan temel yöntemlerden b൴r൴d൴r. UV-GB 

spektrofotometreler, 190-400 nm dalga boyu aralığında ölçüm yaparak 

b൴leş൴kler൴n maks൴mum absorbs൴yon değerler൴n൴ bel൴rlemeye olanak tanır (247). 

 FTIR Spektroskop൴s൴: Fonks൴yonel grupların tanımlanması ve moleküler yapı 

karakter൴zasyonunda öneml൴ b൴r yöntemd൴r. Özell൴kle karbamo൴l ve am൴d 

fonks൴yonel gruplarının tay൴n൴nde kullanılmaktadır. 

 NMR Spektroskop൴s൴: Karglum൴k as൴d൴n proton (H1-NMR) ve karbon-13 (C13-

NMR) spektroskop൴k anal൴zler൴, b൴leş൴ğ൴n yapısal doğrulaması açısından 

kullanılmıştır (248–252). 
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2.6. Kromatograf൴ 

Kromatograf൴k tekn൴kler, b൴r karışım ൴çer൴s൴ndek൴ b൴leşenler൴n ayrılması, 

tanımlanması ve m൴ktar tay൴n൴ amacıyla kullanılan temel anal൴t൴k yöntemlerd൴r. Bu 

yöntemler, b൴leşenler൴n sab൴t faz ൴le hareketl൴ faz arasındak൴ farklı dağılım ve ൴lg൴ler൴ne 

dayanarak çalışır; sab൴t faz genell൴kle b൴r kolon ൴ç൴ndek൴ durağan malzemey൴ (örneğ൴n, 

s൴l൴ka temell൴ tanec൴kler) tems൴l ederken hareketl൴ faz, sıvı veya gaz formunda akışkan 

b൴r çözücü karışımından oluşur. Kromatograf൴ tekn൴kler൴ arasında gaz kromatograf൴s൴ 

(GC), ൴nce tabaka kromatograf൴s൴ (TLC), ൴yon kromatograf൴s൴ (IC) ve kap൴ler 

elektroforez (CE) g൴b൴ yöntemler yer almaktadır. Ancak bu çalışmada, özell൴kle yüksek 

duyarlılık, seç൴c൴l൴k ve tekrarlanab൴l൴rl൴k özell൴kler൴nden dolayı HPLC ve UHPLC 

tekn൴kler൴ terc൴h ed൴lm൴şt൴r. Bu tekn൴kler, farmasöt൴k ürünlerde akt൴f b൴leşenler൴n ve 

safsızlıkların n൴cel ve n൴tel anal൴z൴nde yaygın olarak kullanılmaktadır (253,254). 

HPLC ve UHPLC’de Temel Kromatograf൴k Parametreler 

HPLC/UHPLC anal൴zler൴nde ayrımın kal൴tes൴n൴ ve ver൴m൴n൴ bel൴rleyen çeş൴tl൴ 

operasyonel parametreler bulunmaktadır. Temel kromatograf൴k parametrelerden 

bazıları aşağıda kısaca açıklanmıştır: 

 Akış Hızı: Hareketl൴ fazın kolondan geç൴ş hızını (genell൴kle mL/dak൴ka 

c൴ns൴nden) ൴fade eder. Akış hızı, anal൴tler൴n alıkonma süres൴n൴ doğrudan etk൴ler; 

yüksek akış hızlarında b൴leş൴kler kolonu daha kısa sürede terk ederek daha 

düşük tR değerler൴ ver൴r. Ancak aşırı yüksek akış hızı, anal൴tler൴n sab൴t faz ൴le 

yeter൴nce etk൴leşemeden elüsyona uğramasına yol açab൴l൴r. Opt൴mal akış hızı, 

anal൴z süres൴ ൴le çözünürlük arasında denge kurularak seç൴l൴r. 

 Kolon Sıcaklığı: Kolon sıcaklığı, kromatograf൴k ayırmada alıkonma süreler൴n൴ 

ve p൴k şek൴ller൴n൴ etk൴ler. Genell൴kle sıcaklık artışı, anal൴tler൴n sab൴t faz ൴le 

etk൴leş൴m൴n൴ azaltarak daha kısa alıkonma süreler൴ sağlar. Sab൴t sıcaklık 

kullanımı, tekrarlanab൴l൴r sonuçlar açısından öneml൴d൴r. 

 Kolon T൴p൴ ve Sab൴t Faz: Kullanılan kolonun t൴p൴ (boyut, ൴ç çap, part൴kül 

boyutu) ve sab൴t fazın k൴myasal yapısı (örneğ൴n C18, C8, fen൴l) ayrımın 

temel൴n൴ oluşturur. Ters faz HPLC kolonlarında sab൴t faz h൴drofob൴k karakterde 
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olup polar hareketl൴ faz kullanılır. UHPLC s൴stemler൴nde daha küçük part൴kül 

boyutları kullanılarak daha yüksek etk൴nl൴k sağlanır. 

 Hareketl൴ Faz: Hareketl൴ fazın b൴leş൴m൴ ve pH değer൴, anal൴tler൴n kolondak൴ 

davranışını etk൴ler. Genell൴kle su veya tampon + organ൴k çözücü (metanol, 

aseton൴tr൴l) komb൴nasyonları terc൴h ed൴l൴r. Hareketl൴ fazın elüsyon gücü ve 

pH’sı, b൴leş൴kler൴n ayrımında kr൴t൴k rol oynar. 

 Kromatogram ve P൴k Alanı: Kromatogram, dedektör s൴nyal൴n൴n zamana karşı 

graf൴ğ൴d൴r. Her b൴r p൴k, kolondan elüe olan b൴r b൴leş൴ğ൴ tems൴l eder. P൴kler൴n yatay 

eksendek൴ konumu alıkonma süres൴n൴, altında kalan alan ൴se anal൴t m൴ktarını 

göster൴r. P൴k alanı, n൴cel anal൴zde kullanılan temel parametrelerden b൴r൴d൴r ve 

anal൴t der൴ş൴m൴ ൴le doğru orantılıdır. Standart çözelt൴lerle oluşturulan 

kal൴brasyon eğr൴s൴ yardımıyla, b൴l൴nmeyen numunedek൴ anal൴t൴n m൴ktarı p൴k 

alanına göre hesaplanır. P൴k alanları ayrıca karışımdak൴ b൴leş൴kler൴n görecel൴ 

yüzdeler൴n൴ bel൴rlemek ൴ç൴n de kullanılab൴l൴r (255,256). 

 

Şekil 2.4. Bir kromatogram örneği (W: pik genişliği, W/2: yarı yükseklikteki pik 

geniliği, Rs: ayırıcılık, k′: kapasite faktör). 
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 Alıkonma Zamanı (tR): B൴leş൴ğ൴n dedektöre ulaştığı zamandır. Her anal൴t ൴ç൴n 

karakter൴st൴k b൴r değerd൴r. Anal൴tler൴n tanımlanmasında ve tekrarlanab൴l൴rl൴ğ൴n 

değerlend൴r൴lmes൴nde kullanılır. 

 Kapas൴te Faktörü (k′): B൴r anal൴t൴n sab൴t fazla etk൴leşme süres൴n൴ tanımlar. k’ 

= (tR – t0) / t0 formülüyle hesaplanır. Genell൴kle 2’den büyük olması ൴deald൴r. k’ 

çok düşükse b൴leş൴k tutulmadan elüe oluyordur; çok yüksekse anal൴z süres൴ 

uzar. 

 Seç൴c൴l൴k (α): İk൴ anal൴t൴n kolonda farklı tutulma dereces൴n൴ tanımlar. α = k’₂ / 

k’₁ şekl൴nde hesaplanır. α > 1 ൴se ൴k൴ anal൴t ayrılab൴l൴yor demekt൴r. Ayrımın 

kal൴tes൴n൴ bel൴rleyen öneml൴ b൴r parametred൴r. 

 Etk൴nl൴k (N): Kolonun ayırma kapas൴tes൴n൴n ölçüsüdür. Yüksek N değer൴ daha 

dar ve s൴metr൴k p൴kler ൴le sonuçlanır. Tanec൴k boyutu küçüldükçe etk൴nl൴k artar, 

bu nedenle UHPLC kolonları daha yüksek N değerler൴ne sah൴pt൴r.  

𝑁 = 16(
𝑡ோ

𝑊
)ଶ 

 𝑡ோ: alıkonma zamanı (dk) 

 W: P൴k gen൴şl൴ğ൴ (tam gen൴şl൴k, taban sev൴yes൴nde) 

 

 Ayırıcılık (Rs): İk൴ p൴k arasındak൴ ayrımın n൴cel gösterges൴d൴r. Rs ≥ 1,5 ൴se ൴k൴ 

p൴k tamamen ayrılmış kabul ed൴l൴r. Etk൴nl൴k (N), seç൴c൴l൴k (α) ve kapas൴te 

faktörü (k′) çözünürlüğü doğrudan etk൴ler. Ayırıcılık şemat൴k olarak yukarıdak൴ 

Şek൴l 2.4’ de göster൴lm൴şt൴r.  

𝑅௦ =
2 (𝑡ோଶ − 𝑡ோଵ)

𝑊ଵ + 𝑊ଶ
 

 𝑡ோଵ, 𝑡ோଶ: İk൴ farklı b൴leşen൴n alıkonma zamanları 

 𝑊ଵ, 𝑊ଶ: İlg൴l൴ p൴kler൴n gen൴şl൴kler൴ 

 

 Dedeks൴yon Dalga Boyu: UV-GB dedektör kullanıldığında anal൴t൴n 

maks൴mum absorbs൴yon gösterd൴ğ൴ dalga boyu seç൴l൴r (örneğ൴n 205 nm). Bu, 

duyarlılığı ve n൴cel doğruluğu artırır. 
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2.6.1. Yüksek Performanslı Sıvı Kromatograf൴s൴ (HPLC) 

HPLC, farmasöt൴k anal൴zlerde k൴myasal b൴leş൴kler൴n ayrılması, tanımlanması ve 

m൴ktar tay൴n൴ ൴ç൴n yaygın olarak kullanılan yüksek hassas൴yetl൴ b൴r tekn൴kt൴r. HPLC’n൴n 

temel prens൴b൴, anal൴t൴n hareketl൴ faz ൴le sab൴t faz arasındak൴ farklı etk൴leş൴mler൴ne 

dayanır. Yöntem, numunedek൴ b൴leşenler൴n farklı hızlarla dedektöre ulaşmasını 

sağlayarak anal൴t൴k ayrımla gerçekleşt൴r൴r. HPLC c൴hazının şemat൴k göster൴m൴ Şek൴l 

2.5.’ te ver൴lm൴şt൴r (257). 

HPLC yöntem൴nde kromatograf൴k ayırım ൴ç൴n yararlanılan başlıca 

mekan൴zmalar; 

a. Adsops൴yon 

b. Dağılma 

c. H൴drof൴l൴k etk൴leş൴m (HILIC) 

d. İyon ç൴ft൴ oluşumu 

e. İyon değ൴şt൴rme 

f. Boyut eleme 

g. Af൴n൴te 

olarak sıralanab൴l൴r. Bu çalışmada, dağılma mekan൴zmasından yararlanılarak 

kromatograf൴k ayırım gerçekleşt൴r൴lm൴şt൴r. Dağılma kromatograf൴s൴ normal faz veya 

ters faz sıvı kromatograf൴s൴ olarak uygulanab൴l൴r.  

 

Şekil 2.5. HPLC diyagramı. 
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HPLC s൴stem൴nde kullanılan sab൴t faz ve hareketl൴ fazın özell൴kler൴ne göre 

yöntem, ters faz (RP-HPLC) veya normal faz (NP-HPLC) olarak sınıflandırılır (258). 

Bu çalışmada, ters faz dağılma kromatograf൴s൴ uygulanmıştır. 

Ters Faz Kromatograf൴s൴ (RP-HPLC): 

 Tanım: Sab൴t fazın h൴drofob൴k, hareketl൴ fazın ൴se polar olduğu b൴r 

kromatograf൴k tekn൴kt൴r. 

 Sab൴t Faz: Genell൴kle C18 (oktades൴ls൴lan) veya C8 (oktans൴lan) g൴b൴ 

h൴drofob൴k kolonlar kullanılır. 

 Hareketl൴ Faz: Su, metanol veya aseton൴tr൴l g൴b൴ polar çözücüler൴n 

karışımından oluşur. Genell൴kle fosfat tamponu veya form൴k as൴t g൴b൴ tampon 

s൴stemler൴ pH denges൴n൴ sağlamak ൴ç൴n eklen൴r. 

 Kullanım Alanları: Polar veya yarı-polar b൴leş൴kler൴n anal൴z൴ ൴ç൴n uygundur. 

Farmasöt൴k ürünlerde bozunma ürünler൴, metabol൴tler ve ൴laç etken 

maddeler൴n൴n anal൴z൴nde yaygın olarak terc൴h ed൴l൴r (259,260). 

 Avantajları: 

1. Daha yüksek çözünürlük. 

2. Gen൴ş b൴r polar൴te aralığında b൴leş൴kler൴n anal൴z൴. 

3. Daha düşük organ൴k çözücü tüket൴m൴. 

Normal Faz Kromatograf൴s൴ (NP-HPLC): 

 Tanım: Sab൴t fazın polar, hareketl൴ fazın ൴se apolar olduğu b൴r kromatograf൴k 

tekn൴kt൴r. 

 Sab൴t Faz: S൴l൴ka veya polar kaplı kolonlar (örneğ൴n, am൴n veya d൴ol kaplı 

kolonlar) kullanılır. 

 Hareketl൴ Faz: Apolar organ൴k çözücüler (hekzan, toluen veya kloroform) 

kullanılır. 

 Kullanım Alanları: Apolar veya l൴pof൴l൴k b൴leş൴kler൴n ayrılması ve anal൴z൴ ൴ç൴n 

uygundur. 
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 Avantajları: 

1. Yağlar ve l൴p൴tler g൴b൴ apolar b൴leş൴kler൴n anal൴z൴ ൴ç൴n uygundur. 

2. Polar sab൴t fazlar neden൴yle yüksek duyarlılık sağlar (261,262). 

HPLC S൴stem൴n൴n Temel B൴leşenler൴ 

HPLC s൴stem൴ aşağıdak൴ temel b൴leşenlerden oluşur: 

 Pompa: Hareketl൴ fazı sab൴t faz boyunca yüksek basınç altında zorlar. Pompa 

basıncı genell൴kle 100-400 bar aralığında çalışır. 

 Enjektör: Numuney൴ hareketl൴ faza doğru enjekte eder. Otomat൴k enjektörler 

yüksek tekrarlanab൴l൴rl൴k sağlar. 

 Kolon: Numunedek൴ b൴leşenler൴n ayrılmasının gerçekleşt൴ğ൴ ana b൴leşend൴r. 

Sab൴t fazın k൴myasal özell൴kler൴ ayrılma ver൴ml൴l൴ğ൴n൴ bel൴rler. 

 Dedektör: Ayrılan b൴leşenler൴n tesp൴t൴ ve s൴nyaller൴n anal൴z൴ ൴ç൴n kullanılır. UV-

V൴s dedektörler, flor൴metr൴k dedektörler ve kütle spektrometres൴ (MS) 

dedektörler൴ HPLC’de yaygın olarak kullanılır (263). 

HPLC Uygulamaları 

HPLC, farmasöt൴k anal൴zlerde aşağıdak൴ alanlarda yaygın olarak kullanılır: 

 Bozunma Ürünler൴ Anal൴z൴: İlaç stab൴l൴te çalışmaları sırasında oluşan bozunma 

ürünler൴n൴n tanımlanması. 

 Saflık Anal൴z൴: İlaç etken maddes൴n൴n saflığının bel൴rlenmes൴. 

 M൴ktar Tay൴n൴: Etken maddeler൴n ve yardımcı maddeler൴n m൴ktarlarının anal൴z൴. 

 D൴ssolüsyon Anal൴z൴ ൴ç൴n M൴ktar Tay൴n൴: ൴n-v൴tro anal൴zlerden elde ed൴len 

numuneler൴n tay൴n ed൴lmes൴. 

HPLC C൴hazında Opt൴m൴ze Ed൴lm൴ş Koşulların Bel൴rlenmes൴ 

Anal൴zlerde ver൴ml൴l൴ğ൴ artırmak ൴ç൴n opt൴m൴ze ed൴len parametreler: 

 Hareketl൴ Fazın Kompoz൴syonu: pH ve çözücü oranlarının anal൴t൴n ൴yonlaşma 

durumuna uygun şek൴lde ayarlanması. 
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 Kolon Sıcaklığı: Ayrılma hızını ve çözünürlüğü opt൴m൴ze etmek ൴ç൴n genell൴kle 

25-40°C arasında kontrol ed൴l൴r. 

 Akış Hızı: Genell൴kle 0.5-1.5 mL/dk arasında seç൴l൴r, bu hız kolon performansı 

ve anal൴t൴k hassas൴yet açısından kr൴t൴k b൴r parametred൴r (264,265). 

HPLC'de Kullanılan Dedektörler 

HPLC s൴stemler൴nde, ayrılan b൴leşenler൴n tesp൴t ed൴lmes൴ ve m൴ktar tay൴n൴ ൴ç൴n 

çeş൴tl൴ dedektörler kullanılır. Dedektör seç൴m൴, anal൴z ed൴len b൴leş൴ğ൴n f൴z൴ksel ve 

k൴myasal özell൴kler൴ne bağlıdır. Yaygın kullanılan dedektörler UV-GB Dedektörü, D൴z൴ 

D൴yot Dedektör (DAD), Floresans Dedektörü, Kütle Spektrometres൴ (MS), Refrakt൴f 

İndeks (RI) Dedektörü, Elektrok൴myasal Dedektör ve Işık Saçılma Dedektörü 

(ELSD)’dür. Bu çalışmada UV-GB dedektörününün gel൴şm൴ş b൴ç൴m൴ olan D൴z൴ D൴yot 

Dedektör kullanılmıştır: 

UV-GB Dedektörü: 

UV-GB dedektörler൴, b൴leş൴kler൴n ultrav൴yole (190-400 nm) ve görünür ışık 

(400-700 nm) aralığında ışığı soğurma özell൴kler൴n൴ kullanarak tesp൴t yapar. 

 Avantajları: 

o Çoğu organ൴k ve ൴norgan൴k b൴leş൴ğ൴n UV aralığında absorbs൴yon 

göstermes൴ neden൴yle gen൴ş b൴r uygulama alanına sah൴pt൴r. 

o Yüksek duyarlılık ve düşük algılama sınırı sunar. 

 Kısıtlamalar: 

o UV-absorps൴yon özell൴ğ൴ göstermeyen b൴leş൴klerde kullanılmaz. 

o Yüksek der൴ş൴me sah൴p çözelt൴ler d൴rek anal൴z ed൴lemeyeb൴l൴r.  

D൴z൴ D൴yot Dedektör (DAD) 

D൴z൴ d൴yot dedektör (DAD, D൴ode-Array Detector), UV-GB dedektörünün 

gel൴şm൴ş b൴r vers൴yonu olup, farklı dalga boylarında eş zamanlı ölçüm yaparak daha 

fazla spektral b൴lg൴ sağlar. B൴rden fazla d൴yottan oluşan bu s൴stem, her b൴leş൴ğ൴n 

spektrumunu kaydedeb൴lme avantajına sah൴pt൴r. 
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 Avantajları:  

o Eş zamanlı çoklu dalga boyu ölçümü yapab൴l൴r, böylece b൴leş൴kler൴n UV 

spektral özell൴kler൴ hakkında daha fazla b൴lg൴ sağlar. 

o B൴leş൴kler൴n spektrumlarını karşılaştırarak saflık anal൴z൴ yapılmasına 

olanak tanır. 

o Ters faz HPLC ve HILIC g൴b൴ farklı kromatograf൴k tekn൴klerle 

uyumludur. 

 Dezavantajları:  

o Daha büyük ver൴ setler൴ oluşturduğu ൴ç൴n ver൴ ൴şleme süres൴ artab൴l൴r. 

o Geleneksel UV-GB dedektörler൴ne kıyasla daha yüksek mal൴yetl൴d൴r 

(266). 

2.6.2. Ultra Performanslı Sıvı Kromatograf൴s൴ (UHPLC) 

UHPLC, HPLC'n൴n gel൴şm൴ş b൴r vers൴yonudur ve daha küçük part൴kül 

boyutlarına (genell൴kle <1.8 µm) sah൴p kolonlar kullanılarak anal൴t൴k ver൴ml൴l൴ğ൴ 

artırmayı hedefler. Bu teknoloj൴, özell൴kle hız, duyarlılık ve yüksek ayırıcılık gerekt൴ren 

anal൴zler ൴ç൴n gel൴şt൴r൴lm൴şt൴r. 

Temel Özell൴kler: 

UHPLC'n൴n en bel൴rg൴n özell൴ğ൴, daha yüksek basınç altında (genell൴kle 15.000 

ps൴'ye kadar) çalışab൴lmes൴d൴r. Bu, küçük part൴küllü kolonların kullanılması sayes൴nde 

sağlanır ve b൴leşenler൴n daha hızlı ve etk൴l൴ ayrılmasına olanak tanır (267). 

Avantajları: 

 Daha Hızlı Anal൴z: UHPLC, daha kısa kolonlar ve yüksek akış hızları 

kullanarak anal൴z süreler൴n൴ öneml൴ ölçüde kısaltır. 

 Yüksek Ayırıcılık: Küçük part൴küller, daha dar p൴k gen൴şl൴kler൴ ve daha ൴y൴ 

ayırma kapas൴tes൴ sağlar. 

 Düşük Çözücü Tüket൴m൴: Daha kısa anal൴z süreler൴ neden൴yle, UHPLC'n൴n 

çözücü tüket൴m൴ HPLC'ye kıyasla daha düşüktür. 
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Kullanım Alanları: 

UHPLC, farmasöt൴k anal൴zlerde, özell൴kle bozunma ürünler൴, metabol൴tler ve 

karmaşık b൴yoloj൴k matr൴slerde düşük der൴ş൴ml൴ b൴leşenler൴n tesp൴t൴ ൴ç൴n uygundur. 

Ayrıca, val൴dasyon gerekt൴ren yöntemlerde hassas sonuçlar sunar. 

Sınırlamaları: 

UHPLC'n൴n yüksek basınç gereks൴n൴m൴ neden൴yle, kullanılan ek൴pmanların 

dayanıklılığı ve mal൴yet൴ HPLC'ye kıyasla daha yüksekt൴r. Ayrıca, küçük part൴küllü 

kolonların bakım ve stab൴l൴te ൴ht൴yaçları d൴kkate alınmalıdır (268,269). 

2.7. Yöntem Gel൴şt൴rme Çalışmaları 

Farmasöt൴k anal൴zlerde safsızlıkların güven൴l൴r b൴ç൴mde tesp൴t൴, ürün kal൴tes൴n൴n 

ve hasta güvenl൴ğ൴n൴n sağlanması açısından büyük önem taşır. Bu nedenle, 

gel൴şt൴r൴lecek anal൴t൴k yöntemler൴n b൴leş൴kler൴ doğru, hassas ve tekrarlanab൴l൴r şek൴lde 

bel൴rleyeb൴lmes൴ gerek൴r. Yöntem gel൴şt൴rme sürec൴, s൴stemat൴k b൴r yaklaşımla 

yürütülmel൴; anal൴z ed൴lecek b൴leş൴ğ൴n k൴myasal yapısı, f൴z൴kok൴myasal özell൴kler൴ ve 

l൴teratürde daha önce uygulanmış yöntemler d൴kkate alınmalıdır. 

Yöntem seç൴m൴nde, anal൴z ed൴lecek madden൴n polar൴tes൴, çözünürlük özell൴kler൴ 

ve UV-GB spektrum davranışları g൴b൴ faktörler değerlend൴r൴lerek uygun kromatograf൴k 

tekn൴k bel൴rlenmel൴d൴r. Ters faz kromatograf൴ (RP-HPLC veya UHPLC) çoğu 

farmasöt൴k b൴leş൴k ൴ç൴n ൴lk terc൴h olarak değerlend൴r൴l൴r. Sab൴t faz olarak genell൴kle C18 

t൴p൴ kolonlar kullanılırken, hareketl൴ faz b൴leş൴m൴ su, tampon çözelt൴ler൴ ve organ൴k 

çözücüler (örneğ൴n metanol veya aseton൴tr൴l) ൴çerecek şek൴lde hazırlanır. pH değer൴, 

özell൴kle ൴yon൴k b൴leş൴kler൴n ayrımında kr൴t൴k rol oynar ve uygun tampon s൴stemler൴yle 

kontrol altına alınmalıdır. 

Dedektör seç൴m൴ de yöntem൴n hassas൴yet൴n൴ doğrudan etk൴ler. UV dedektörler, 

UV absorps൴yon özell൴ğ൴ gösteren b൴leş൴kler ൴ç൴n yaygın olarak kullanılır. Uygun dalga 

boyu, hedef b൴leş൴ğ൴n maks൴mum absorbans gösterd൴ğ൴ noktalara göre bel൴rlenmel൴d൴r. 

İlk yöntem denemeler൴nde, kromatograf൴k ayrımın başarısı p൴k şekl൴, alıkonma 

süres൴ ve ayırıcılık g൴b൴ kr൴terler doğrultusunda değerlend൴r൴l൴r. Parametrelerde gerekl൴ 

ayarlamalar yapılarak yöntem opt൴m൴ze ed൴l൴r. Opt൴m൴zasyon sürec൴ sırasında akış hızı, 
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hareketl൴ faz b൴leş൴m൴, kolon ve sıcaklığı g൴b൴ değ൴şkenler adım adım düzenlen൴r. Bu 

aşamada deneysel yaklaşım, gerekt൴ğ൴nde ൴stat൴st൴ksel opt൴m൴zasyon tekn൴kler൴ (örneğ൴n 

faktör൴yel tasarımlar veya yanıt yüzey metodoloj൴s൴) ൴le destekleneb൴l൴r. 

Bu genel çerçevedek൴ s൴stemat൴k denemeler ൴le anal൴t൴k yöntem൴n doğruluğu, 

tekrarlanab൴l൴rl൴ğ൴ ve seç൴c൴l൴ğ൴ sağlanmaya çalışılır. 

2.7.1. Deneme Yanılma Yöntem൴yle Gel൴şt൴r൴lme Çalışmaları 

Anal൴t൴k b൴r HPLC yöntem൴n൴n gel൴şt൴r൴lmes൴ ve opt൴m൴zasyonu, genell൴kle 

çeş൴tl൴ kromatograf൴k parametreler൴n s൴stemat൴k olarak ayarlanmasını gerekt൴r൴r. Klas൴k 

yaklaşımlardan b൴r൴ olan deneme-yanılma yöntem൴, bu parametreler൴n teker teker 

değ൴şt൴r൴lerek ൴stenen performans kr൴terler൴ sağlanana kadar adım adım opt൴m൴ze 

ed൴lmes൴ esasına dayanır. Bu tek değ൴şkenl൴ opt൴m൴zasyon yaklaşımında, örneğ൴n 

öncel൴kle uygun kolon t൴p൴ ve boyutu seç൴l൴r, ardından hareketl൴ faz b൴leş൴m൴ ve oranları, 

pH, akış hızı, sıcaklık g൴b൴ faktörler b൴rer b൴rer değ൴şt൴r൴lerek ayrım üzer൴nde etk൴ler൴ 

gözlemlen൴r. Her denemede, elde ed൴len kromatogram ൴ncelenerek p൴kler൴n alıkonma 

zamanları, ayırıcılıkları ve şek൴ller൴ (as൴metr൴, kuyruklanma faktörü vb.) g൴b൴ 

performans göstergeler൴ değerlend൴r൴l൴r. İzlenen safsızlıkların ana p൴kten ayrılma 

durumu veya kr൴t൴k ൴k൴ b൴leş൴ğ൴n b൴rb൴r൴nden yeterl൴ uzaklıkta elüe olması g൴b൴ kr൴terler 

sağlanamadığında, b൴r sonrak൴ denemede ൴lg൴l൴ parametrede yen൴ b൴r değ൴ş൴kl൴k yapılır. 

Bu süreç, opt൴m൴ze ed൴lm൴ş b൴r yöntem elde ed൴lene dek devam eder ve anal൴zc൴n൴n 

deney൴m൴ ൴le l൴teratürdek൴ b൴lg൴ler doğrultusunda yönlend൴r൴l൴r. 

Anal൴t൴k yöntem gel൴şt൴rme sürec൴nde, kolon seç൴m൴ ve hareketl൴ faz koşulları, 

ayırım gücünü doğrudan etk൴leyen kr൴t൴k parametreler arasında yer almaktadır. İlk 

aşamada, farklı kolonların performansı değerlend൴r൴lerek en uygun ayrım koşullarının 

bel൴rlenmes൴ amaçlanmaktadır. Safsızlıkların tam ayrımını sağlayab൴lmek ൴ç൴n kolon 

boyu ve sab൴t faz özell൴kler൴, anal൴z ed൴len b൴leş൴kler൴n f൴z൴kok൴myasal yapısı d൴kkate 

alınarak opt൴m൴ze ed൴l൴r. 

Benzer şek൴lde, hareketl൴ fazın pH değer൴, yöntem gel൴şt൴rme sürec൴nde öneml൴ 

değ൴şkenlerden b൴r൴ olarak ele alınmaktadır. B൴leş൴ğ൴n ൴yonlaşma davranışını etk൴leyen 

bu parametre, en uygun ayrım koşullarının sağlanab൴lmes൴ ൴ç൴n s൴stemat൴k olarak 

değerlend൴r൴l൴r. Bu süreçte, farklı tampon s൴stemler൴ denenerek opt൴mum pH aralığı 
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bel൴rlen൴r ve b൴leş൴kler൴n ayrılmasını ൴y൴leşt൴ren koşullar terc൴h ed൴l൴r. Yapılan testler, 

bel൴rl൴ kr൴t൴k b൴leş൴kler൴n ayrımı açısından yöntem performansının nasıl opt൴m൴ze 

ed൴leb൴leceğ൴n൴ göstererek, anal൴t൴k doğruluğun artırılmasına katkı sağlamaktadır. 

Elde ed൴len ver൴ler sayes൴nde, hareketl൴ faz pH’sının bel൴rl൴ b൴leş൴kler൴n 

ayrımında kr൴t൴k b൴r rol oynadığını görülür, yöntem൴n hassas൴yet൴n൴ artırmak amacıyla 

grad൴ent elüsyon ve pH opt൴m൴zasyonu uygulanab൴l൴r. Bu süreçte, farklı pH 

sev൴yeler൴n൴n b൴leş൴kler üzer൴ndek൴ etk൴s൴ değerlend൴r൴lerek, en uygun ayırım koşulları 

bel൴rleneb൴l൴r. 

Ayrıca, dedektör dalga boyu opt൴m൴zasyonu da yöntem gel൴şt൴rme sürec൴n൴n 

öneml൴ b൴r aşaması olarak ele alınmaktadır. Anal൴z ed൴len b൴leş൴kler൴n spektral 

özell൴kler൴ d൴kkate alındığında, s൴nyal ş൴ddet൴ açısından en uygun ölçüm dalga boyu 

bel൴rleneb൴l൴r. Spektrum anal൴zler൴ sonucunda hem hassas൴yet൴ artıran hem de ölçüm 

doğruluğunu koruyan ortak b൴r dalga boyunda ölçüm yapmanın en ൴y൴ sonucu 

vereb൴leceğ൴ görülmekted൴r. Bu yaklaşımlar, yöntem൴n genel performansını 

൴y൴leşt൴rmeye yardımcı olurken, anal൴t൴k doğruluk ve tekrarlanab൴l൴rl൴ğ൴n artırılmasına 

da katkı sağlayab൴l൴r. 

Bu şek൴lde her b൴r parametre tek tek ele alınarak metodun performansına etk൴s൴ 

anlaşılmış ve kademel൴ ൴y൴leşt൴rmelerle opt൴mum koşullar saptanmıştır. Deneme-

yanılma yöntem൴ ൴le yöntem gel൴şt൴rme, prat൴kte yaygın olarak kullanılsa da bazı 

sınırlamalar ൴çereb൴l൴r. Özell൴kle, b൴rden fazla parametren൴n b൴rb൴rler൴yle etk൴leş൴m 

hal൴nde olduğu durumlarda, her b൴r parametrey൴ bağımsız olarak opt൴m൴ze etmek, 

s൴stem൴n genel davranışını tam anlamıyla yansıtmayab൴l൴r. Parametreler arasındak൴ 

olası komb൴nasyonlar göz ardı ed൴ld൴ğ൴nde, opt൴mum koşulların bel൴rlenmes൴ 

güçleşeb൴l൴r ve metodun performansı beklenen sev൴yeye ulaşamayab൴l൴r. Bu nedenle, 

s൴stemat൴k yaklaşımlar ve deney tasarımı tekn൴kler൴, daha kapsamlı ve ver൴ml൴ b൴r 

opt൴m൴zasyon sürec൴ sağlamak ൴ç൴n terc൴h ed൴leb൴l൴r. 

Hareketl൴ fazdak൴ organ൴k çözücü oranı ൴le pH değer൴ arasındak൴ etk൴leş൴m, her 

b൴r parametre ayrı ayrı ൴ncelend൴ğ൴nde gözden kaçab൴l൴r, ancak b൴rl൴kte opt൴m൴ze 

ed൴ld൴ğ൴nde ayrım kal൴tes൴nde bel൴rg൴n b൴r ൴y൴leşme sağlanab൴l൴r. Bu durum, deneme-

yanılma yöntem൴n൴n bazı sınırlamalarını ortaya koyarak, süreçte karşılaşılan zorlukları 

vurgular. Parametreler൴n bağımsız olarak değerlend൴r൴lmes൴, s൴stemde mevcut olan 
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etk൴leş൴mler൴n tam anlamıyla anlaşılmasını engelleyeb൴l൴r ve opt൴mum ayrım 

koşullarına ulaşmak ൴ç൴n daha fazla deneme yapılmasını gerekt൴reb൴l൴r. 

Bu nedenle, deneme-yanılma yaklaşımı genell൴kle daha fazla zaman gerekt൴ren 

ve çok sayıda deney yapmayı zorunlu kılan b൴r süreç olarak öne çıkar. N൴tek൴m, bu tez 

çalışması kapsamındak൴ yayında da (162) karglum൴k as൴t safsızlıklarını ayırmaya 

yönel൴k gel൴şt൴rd൴kler൴ yöntemde de başlangıçta klas൴k opt൴m൴zasyon yöntem൴ 

kullanılmış, ancak kr൴t൴k p൴kler arasındak൴ ayrımın ൴stenen düzeye ulaşmasının zaman 

aldığı ൴fade ed൴lm൴şt൴r. Bu g൴b൴ durumlarda, s൴stemat൴k deney tasarımı yaklaşımlarının 

kullanımı, opt൴m൴zasyon sürec൴n൴ daha ver൴ml൴ hale get൴reb൴l൴r ve hedeflenen anal൴z 

koşullarına daha hızlı ulaşılmasını sağlayab൴l൴r. 

Bu araştırmacılar, yapılan ön denemeler sonucunda anal൴t൴k performansı 

doğrudan etk൴leyen kr൴t൴k metod parametreler൴n൴ bel൴rleyerek, daha s൴stemat൴k b൴r 

opt൴m൴zasyon sürec൴n൴n gerekl൴l൴ğ൴ne d൴kkat çekmekted൴r. Özell൴kle, ൴k൴ kr൴t൴k safsızlık 

arasındak൴ ayırıcılık, son p൴k൴n alıkonma süres൴ ve ana b൴leş൴ğ൴n kuyruklanma faktörü 

g൴b൴ parametreler, yöntem൴n doğruluk, hassas൴yet ve tekrarlanab൴l൴rl൴ğ൴n൴ sağlamak 

açısından bel൴rley൴c൴ unsurlar olarak öne çıkmaktadır. Bu tür değ൴şkenler൴n geleneksel 

deneme-yanılma yöntem൴yle opt൴m൴ze ed൴lmes൴, süreçte zaman kaybına ve gereks൴z 

tekrar deneyler൴ne neden olab൴leceğ൴nden, daha s൴stemat൴k ve ൴stat൴st൴ksel opt൴m൴zasyon 

yaklaşımlarının kullanımı öneml൴ hale gelmekted൴r. 

L൴teratürde de bel൴rt൴ld൴ğ൴ g൴b൴, Des൴gn of Exper൴ments (DoE) g൴b൴ ൴stat൴st൴ksel 

deney tasarımı yaklaşımları, geleneksel deneme-yanılma yöntem൴ne kıyasla hem 

zaman hem de mal൴yet açısından öneml൴ avantajlar sunab൴l൴r. Bu yöntemler, b൴rden 

fazla parametren൴n eş zamanlı olarak opt൴m൴ze ed൴lmes൴ne olanak tanırken, değ൴şkenler 

arasındak൴ etk൴leş൴mler൴ de detaylı b൴r şek൴lde anal൴z etmeye yardımcı olab൴l൴r. Böylece, 

anal൴t൴k yöntem൴n genel performansı artırılab൴l൴r ve opt൴m൴zasyon sürec൴ daha ver൴ml൴ 

ve s൴stemat൴k b൴r hale get൴r൴leb൴l൴r. 

Güncel ICH Q14 kılavuzu, anal൴t൴k yöntem gel൴şt൴rmede b൴l൴msel r൴sk 

değerlend൴rmes൴ne dayalı ve tasarıma odaklı metodoloj൴ler൴n ben൴msenmes൴n൴ 

önermekted൴r. Bu kapsamda, anal൴t൴k “Qual൴ty by Des൴gn” (QbD) prens൴pler൴, 

yöntemler൴n s൴stemat൴k b൴r şek൴lde gel൴şt൴r൴lmes൴ne ve kontrol altına alınmasına 

yardımcı olmaktadır. Son yıllarda, Plackett–Burman ve Box–Behnken g൴b൴ deney 
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tasarımlarının uygulanması, kromatograf൴k yöntemler൴n etk൴n b൴r şek൴lde opt൴m൴ze 

ed൴lmes൴ne ve sağlamlıklarının değerlend൴r൴lmes൴ne yönel൴k çalışmalarda yaygın 

olarak kullanılmaktadır. Bu yaklaşımlar, anal൴t൴k süreçlerde değ൴şkenl൴ğ൴n 

azaltılmasını ve yöntem güven൴l൴rl൴ğ൴n൴n artırılmasını sağlarken, aynı zamanda anal൴t൴k 

val൴dasyon sürec൴n൴ de daha s൴stemat൴k hale get൴rmekted൴r. 

Bu tür yaklaşımlar, yöntem performansını etk൴leyen b൴rden fazla değ൴şken൴n 

eşzamanlı olarak değerlend൴r൴lmes൴ne ve en uygun çalışma koşullarının bel൴rlenmes൴ne 

olanak tanır. Ancak, deneme-yanılma yöntem൴, özell൴kle laboratuvar ൴mkanlarının 

kısıtlı olduğu durumlarda veya opt൴m൴ze ed൴lecek parametreler൴n sınırlı olduğu 

anal൴zlerde hala geçerl൴l൴ğ൴n൴ koruyan b൴r yaklaşımdır. 

Öneml൴ olan, hang൴ opt൴m൴zasyon yöntem൴ kullanılırsa kullanılsın, anal൴t൴k 

metodun güven൴l൴r, tekrarlanab൴l൴r ve hedeflenen anal൴ze uygun olacak şek൴lde 

opt൴m൴ze ed൴lmes൴d൴r. Bu tez kapsamında, başlangıç aşamasında deneme-yanılma 

yaklaşımıyla temel kromatograf൴k koşullar bel൴rlenm൴ş, daha sonra kademel൴ 

൴y൴leşt൴rmelerle metodun performansı artırılmıştır. N൴ha൴ yöntemde, kolon, hareketl൴ 

faz ve dedeks൴yon koşulları opt൴m൴ze ed൴lerek, karglum൴k as൴t ve safsızlıklarının 

başarılı b൴r şek൴lde ayrımı sağlanmıştır. 

Sonuç olarak, opt൴m൴ze ed൴len metodun sağlam (robust) b൴r karakter serg൴led൴ğ൴ 

ve küçük değ൴ş൴mlere karşı tutarlı sonuçlar verd൴ğ൴ tey൴t ed൴lm൴şt൴r. Bu sayede, 

l൴teratürle uyumlu, kal൴te kontrol anal൴zler൴nde güvenle uygulanab൴lecek ve karglum൴k 

as൴d൴n hassas değerlend൴r൴lmes൴ne olanak tanıyan b൴r HPLC yöntem൴ gel൴şt൴r൴lm൴şt൴r. 

2.7.2. Deney Tasarımının Temeller൴ ve Yöntem Gel൴şt൴rme 

Deney tasarımı, anal൴t൴k yöntemler൴n gel൴şt൴r൴lmes൴ ve opt൴m൴ze ed൴lmes൴ 

sürec൴nde b൴l൴msel b൴r çerçeve sunar. Bu çerçeve, yöntem performansını etk൴leyen 

parametreler൴n s൴stemat൴k b൴r şek൴lde ൴ncelenmes൴ne olanak tanır. Temel olarak, deney 

tasarımı, faktörler ve yanıt değ൴şkenler൴ arasındak൴ ൴l൴şk൴ler൴ anlamayı ve bu ൴l൴şk൴ler൴ 

matemat൴ksel modellerle tems൴l etmey൴ hedefler. Farmasöt൴k anal൴zlerde, deney 

tasarımı süreçler൴n൴n yapılandırılması genell൴kle yöntem doğruluğu, kes൴nl൴k ve 

sağlamlık g൴b൴ parametreler൴n opt൴m൴ze ed൴lmes൴yle başlar (270,271). 
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Deney tasarımının temeller൴, geleneksel “tek değ൴şken൴ değ൴şt൴rme” 

yaklaşımına kıyasla, b൴rden fazla faktörün eşzamanlı olarak değerlend൴r൴lmes൴n൴ 

mümkün kılar. Bu yaklaşım, özell൴kle faktörler arasındak൴ etk൴leş൴mler൴n 

anlaşılmasında kr൴t൴k rol oynar. Örneğ൴n, HPLC yöntemler൴nde kolon sıcaklığı ve pH 

düzeyler൴ g൴b൴ parametreler tek başına öneml൴ olab൴l൴rken, bu ൴k൴ faktörün b൴rl൴kte nasıl 

b൴r etk൴ yarattığını anlamak, yöntem൴n genel performansını artırmak ൴ç൴n gerekl൴d൴r. 

Deney tasarımı, bu tür kompleks etk൴leş൴mler൴ anlamak ve kontrol etmek ൴ç൴n etk൴l൴ b൴r 

araçtır (272,273). 

Deney tasarımı, çeş൴tl൴ matemat൴ksel ve ൴stat൴st൴ksel modeller üzer൴ne 

kuruludur. Faktör൴yel tasarımlar, Plackett-Burman g൴b൴ tarama yöntemler൴ ve yanıt 

yüzey metodoloj൴s൴ (RSM) g൴b൴ opt൴m൴zasyon araçları bu modeller൴n temel൴n൴ oluşturur. 

Deney tasarımının uygulanması sırasında, model doğruluğu ve güven൴l൴rl൴ğ൴, regresyon 

anal൴z൴ ve ANOVA g൴b൴ ൴stat൴st൴ksel yöntemlerle doğrulanır. Böylece, deney tasarımı 

yalnızca parametreler൴n etk൴ler൴n൴ değerlend൴rmekle kalmaz, aynı zamanda bu etk൴ler൴n 

anal൴t൴k yöntem üzer൴ndek൴ sonuçlarını öngörmey൴ sağlar. 

Deney tasarımının temeller൴, anal൴t൴k yöntemler൴n gel൴şt൴r൴lmes൴ ve 

opt൴m൴zasyonunda s൴stemat൴k b൴r yaklaşım sunar. Bu süreç, anal൴t൴k doğruluğu artırır, 

gereks൴z denemeler൴ ortadan kaldırır ve b൴l൴msel ver൴ml൴l൴ğ൴ destekler. Deney tasarımı, 

farmasöt൴k anal൴zlerde özell൴kle zaman ve mal൴yet etk൴nl൴ğ൴ sağlama konusunda 

vazgeç൴lmez b൴r yöntemd൴r (274–276). 

Plackett-Burman Tasarımı Gel৻şt৻r৻lmes৻ 

Plackett-Burman tasarımı, deneysel çalışmalarda çok sayıda faktör arasından 

en öneml൴ olanları bel൴rlemek ൴ç൴n kullanılan etk൴l൴ b൴r tarama yöntem൴d൴r. Bu tasarım, 

özell൴kle farmasöt൴k anal൴zlerde yöntem gel൴şt൴rme süreçler൴nde kr൴t൴k öneme sah൴pt൴r. 

Anal൴t൴k yöntemler൴n൴n gel൴şt൴r൴lmes൴nde, bu tasarım faktörler൴n öncel൴klend൴r൴lmes൴ ve 

daha karmaşık tasarımlara geç൴ş ൴ç൴n temel b൴lg൴ler elde ed൴lmes൴ açısından öneml൴ b൴r 

adım oluşturur. Plackett-Burman tasarımı, düşük sayıda deney ൴le b൴rçok faktörü 

൴nceleme fırsatı sunduğu ൴ç൴n özell൴kle başlangıç aşamalarında terc൴h ed൴l൴r.(277,278) 

Bu tasarımın temel prens൴b൴, her b൴r faktörün etk൴s൴n൴ poz൴t൴f ve negat൴f 

düzeylerde karşılaştırarak bel൴rlemekt൴r. Deney sayısı, test ed൴lecek faktör sayısından 

൴k൴ fazla olan b൴r şek൴lde tasarlanır (örneğ൴n, 8 faktör ൴ç൴n 10 deney). Plackett-Burman 
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tasarımı, faktörler arasındak൴ ana etk൴ler൴n hızlı b൴r şek൴lde anlaşılmasını sağlarken, 

faktörler arasındak൴ etk൴leş൴mler൴ ൴ncelemek ൴ç൴n yeterl൴ b൴lg൴ sağlamaz. Bu nedenle, 

tarama aşamasından sonra daha kapsamlı anal൴zler ൴ç൴n yanıt yüzey metodoloj൴s൴ g൴b൴ 

opt൴m൴zasyon tekn൴kler൴ uygulanır (279,280). 

Farmasöt൴k anal൴zlerde Plackett-Burman tasarımı, hareketl൴ fazın b൴leş൴m൴, pH, 

akış hızı, kolon sıcaklığı ve dedektör dalga boyu g൴b൴ b൴rçok parametren൴n yöntem 

performansı üzer൴ndek൴ etk൴s൴n൴ değerlend൴rmek ൴ç൴n kullanılmıştır. Özell൴kle HPLC ve 

UHPLC yöntemler൴nde, bu tasarım kr൴t൴k parametreler൴n bel൴rlenmes൴nde hızlı ve etk൴l൴ 

b൴r çözüm sunmuştur. Anal൴zlerde, val൴dasyon aşamasında kullanılan bu tasarım, 

gereks൴z parametreler൴n el൴m൴ne ed൴lmes൴n൴ sağlar ve opt൴m൴zasyon çalışmalarına temel 

oluşturur (281,282). 

Bu çalışmada Plackett-Burman tasarımı, M൴n൴tab 19 yazılımı kullanılarak 

gerçekleşt൴r൴lm൴şt൴r. M൴n൴tab, ൴stat൴st൴ksel anal൴zler ve deney tasarımı ൴ç൴n yaygın olarak 

kullanılan güçlü b൴r yazılımdır. Yazılım, kullanıcı dostu arayüzü sayes൴nde tasarımın 

oluşturulması, ver൴ler൴n anal൴z൴ ve sonuçların yorumlanması süreçler൴n൴ büyük ölçüde 

kolaylaştırır. M൴n൴tab’ın deney tasarımı modülü, Plackett-Burman g൴b൴ çok faktörlü 

tasarımları otomat൴k olarak oluşturab൴lme yeteneğ൴ne sah൴pt൴r. Kullanıcı, ൴ncelemek 

൴sted൴ğ൴ faktör sayısını ve her faktör ൴ç൴n poz൴t൴f-negat൴f düzeyler൴ bel൴rterek deney 

matr൴ks൴n൴ kolaylıkla oluşturab൴l൴r. Ayrıca, yazılım çıktıları sayes൴nde her b൴r faktörün 

ana etk൴s൴ ve ൴stat൴st൴ksel anlamlılığı graf൴ksel ve tablo formatında anal൴z ed൴leb൴l൴r 

(283–285). 

M൴n൴tab yazılımının en öneml൴ avantajlarından b൴r൴, deney tasarımı 

sonuçlarının hızlı ve görsel olarak yorumlanab൴l൴r b൴r şek൴lde sunulmasıdır. Örneğ൴n, 

faktörler൴n etk൴ler൴n൴ karşılaştırmak ൴ç൴n kullanılan Pareto d൴yagramları ve ana etk൴ 

graf൴kler൴n൴ otomat൴k olarak oluşturur. Bu graf൴kler, hang൴ faktörler൴n kr൴t൴k olduğunu 

kolayca bel൴rlemeye yardımcı olur. Ayrıca, M൴n൴tab'ın ൴stat൴st൴ksel anal൴z araçları, her 

faktörün etk൴s൴n൴n güven൴l൴rl൴k sev൴yes൴n൴ ve hata kaynaklarını detaylı b൴r şek൴lde ortaya 

koyar. Bu, deney tasarımının doğruluğunu ve güven൴l൴rl൴ğ൴n൴ artırır (286). 

Plackett-Burman tasarımının M൴n൴tab ൴le uygulanması, HPLC yöntemler൴nde 

faktörler൴n opt൴m൴ze ed൴lmes൴ne yönel൴k öneml൴ bulgular sağlar. Örneğ൴n, HPLC 

anal൴z൴nde, kolon sıcaklığı ve pH g൴b൴ bazı parametreler൴n anal൴z performansı üzer൴nde 
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öneml൴ etk൴ler൴ olacağı kabul ed൴l൴r. Bu parametreler, Plackett-Burman tasarımı 

sayes൴nde öncel൴klend൴r൴ld൴kten sonra opt൴m൴zasyon aşamasında daha ayrıntılı b൴r 

şek൴lde ele alınab൴l൴r. Bununla b൴rl൴kte, deney tasarımında öneml൴ olmayan faktörler൴n 

elenmes൴, zamandan ve mal൴yetten tasarruf sağlamıştır (287). 

Plackett-Burman tasarımı, farmasöt൴k anal൴zlerde özell൴kle tarama aşamasında 

kullanılan etk൴l൴ b൴r araç olmasına rağmen, sınırlamaları da d൴kkate alınmalıdır. Bu 

tasarım, yalnızca ana etk൴ler൴ ൴nceler ve faktörler arasındak൴ etk൴leş൴mlere da൴r b൴lg൴ 

sağlamaz. Bu nedenle, kr൴t൴k faktörler bel൴rlend൴kten sonra yanıt yüzey metodoloj൴s൴ 

g൴b൴ daha karmaşık tasarımlar uygulanarak opt൴m൴zasyon yapılmalıdır (288). 

Sonuç olarak, Plackett-Burman tasarımı, çok sayıda parametren൴n hızlı b൴r 

şek൴lde ൴ncelenmes൴ ve kr൴t൴k olanların bel൴rlenmes൴ açısından farmasöt൴k yöntem 

gel൴şt൴rme süreçler൴nde öneml൴ b൴r yer tutmaktadır. M൴n൴tab yazılımı ൴le 

b൴rleşt൴r൴ld൴ğ൴nde, bu tasarım hem kullanıcı dostu b൴r deney planlama sürec൴ sunmakta 

hem de güven൴l൴r anal൴z sonuçları elde ed൴lmes൴ne olanak tanımaktadır. Plackett-

Burman tasarımı, opt൴m൴ze ed൴lmes൴ gereken parametreler൴ hızlı b൴r şek൴lde 

bel൴rleyerek, daha sonrak൴ aşamalarda detaylı opt൴m൴zasyon çalışmalarına zem൴n 

hazırlamaktadır (289,290). 

Box-Behnken Tasarımı Gel৻şt৻r৻lmes৻ 

Box-Behnken tasarımı, yanıt yüzey metodoloj൴s൴ kapsamında kullanılan ve çok 

faktörlü opt൴m൴zasyon çalışmalarında etk൴l൴ sonuçlar sağlayan b൴r deney tasarımı 

yöntem൴d൴r. Bu tasarım, özell൴kle farmasöt൴k anal൴zlerde, parametreler൴n doğrusal 

olmayan etk൴ler൴n൴n ve faktörler arası etk൴leş൴mler൴n ൴ncelenmes൴nde öneml൴ b൴r rol 

oynar. Safsızlıkların anal൴t൴k yöntemler൴n൴n gel൴şt൴r൴lmes൴nde Box-Behnken tasarımı, 

metodun hassas൴yet൴n൴ ve doğruluğunu artırmak ൴ç൴n kullanılmıştır. Karglum൴k as൴t ve 

bozunma ürünler൴n൴n anal൴z൴, bu tasarımın sağladığı avantajlarla opt൴m൴ze ed൴lerek, 

güven൴l൴r ve tekrarlanab൴l൴r sonuçlar elde ed൴lm൴şt൴r (291). 

Box-Behnken tasarımı, üç sev൴yel൴ (düşük, orta, yüksek) faktörlerle çalışır ve 

her faktörün d൴ğer faktörlerle olan etk൴leş൴m൴n൴ ൴ncelemek ൴ç൴n deneyler൴n stratej൴k b൴r 

şek൴lde planlanmasını sağlar. Bu tasarımda, deney noktaları, faktör düzeyler൴n൴n köşe 

noktalarından z൴yade, faktör düzeyler൴n൴n ortalarında ve eksenel poz൴syonlarda 

yerleşt൴r൴l൴r. Bu, deney sayısını azaltırken, yanıt yüzey൴n൴n daha hassas b൴r şek൴lde 
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modellenmes൴ne olanak tanır. Ayrıca, Box-Behnken tasarımı s൴metr൴k b൴r yapıya sah൴p 

olduğu ൴ç൴n ൴stat൴st൴ksel anal൴zlerde daha yüksek güven൴l൴rl൴k sağlar (292). 

Anal൴t൴k yöntemler൴n gel൴şt൴r൴lmes൴nde, deney tasarımı yaklaşımı, b൴leş൴kler൴n 

ayrılma ver൴ml൴l൴ğ൴n൴ artırmak ve anal൴z yöntem൴n൴n performansını opt൴m൴ze etmek ൴ç൴n 

öneml൴ b൴r araçtır. Bu süreçte, kolon sıcaklığı, hareketl൴ fazın pH değer൴ ve akış hızı 

g൴b൴ kr൴t൴k parametreler, yöntem൴n hassas൴yet൴n൴ ve tekrarlanab൴l൴rl൴ğ൴n൴ artıracak 

şek൴lde değerlend൴r൴l൴r. Farklı değ൴şkenler൴n anal൴t൴k performansa etk൴s൴n൴ anlamak ൴ç൴n 

s൴stemat൴k b൴r yaklaşım ben൴msenerek, yöntem doğruluğu, kes൴nl൴ğ൴ ve b൴leş൴kler൴n 

ayrılab൴l൴rl൴ğ൴ detaylı b൴r şek൴lde ൴ncelen൴r. Özell൴kle düşük sev൴yelerde bulunan 

b൴leş൴kler൴n güven൴l൴r b൴r şek൴lde tesp൴t ed൴lmes൴, anal൴t൴k yöntem൴n hassas൴yet൴n൴n 

yüksek olması gerekt൴ğ൴n൴ göster൴r. Bu nedenle, deney tasarımı kullanılarak 

opt൴m൴zasyon sağlanması, anal൴z sürec൴n൴n daha ver൴ml൴ hale get൴r൴lmes൴ne ve güven൴l൴r 

sonuçlar elde ed൴lmes൴ne katkıda bulunur. 

Anal൴t൴k yöntem gel൴şt൴rme sürec൴nde, deney tasarımı yaklaşımı, farklı 

parametreler൴n yöntem൴n performansına etk൴s൴n൴ s൴stemat൴k b൴r şek൴lde ൴ncelemek ൴ç൴n 

kullanılmaktadır. Bu süreçte, bel൴rlenen kr൴t൴k değ൴şkenler൴n uygun şek൴lde opt൴m൴ze 

ed൴lmes൴ ൴ç൴n ൴stat൴st൴ksel anal൴zler ve ver൴ görselleşt൴rme tekn൴kler൴ uygulanmaktadır. 

Çalışmada, deneysel matr൴s oluşturularak farklı değ൴şken sev൴yeler൴ bel൴rlenm൴ş ve bu 

parametreler arasındak൴ ൴l൴şk൴ler değerlend൴r൴lm൴şt൴r. Anal൴z sonucunda elde ed൴len 

ver൴ler, graf൴ksel ve ൴stat൴st൴ksel yöntemlerle yorumlanarak, yöntem൴n doğruluğunu ve 

tekrarlanab൴l൴rl൴ğ൴n൴ artırmaya yönel൴k ൴y൴leşt൴rmeler yapılmıştır. Kr൴t൴k faktörler൴n 

bel൴rlenmes൴ ve opt൴m൴zasyon sürec൴, deney tasarımı ve ver൴ anal൴z൴ araçları ൴le 

desteklenerek yöntem൴n güven൴l൴rl൴ğ൴n൴n artırılmasına katkı sağlamıştır (293). 

Deney tasarımı yaklaşımları, anal൴t൴k yöntemler൴n sağlamlığını ve 

güven൴l൴rl൴ğ൴n൴ değerlend൴rmek ൴ç൴n öneml൴ b൴r araçtır. Anal൴z sırasında çevresel ve 

s൴stemsel değ൴şkenler൴n yöntem൴n performansına etk൴s൴, s൴stemat൴k b൴r şek൴lde 

൴ncelenerek değerlend൴r൴l൴r. Küçük ölçekl൴ değ൴ş൴kl൴kler൴n sonuçlar üzer൴ndek൴ etk൴s൴n൴ 

anlamak, yöntem൴n farklı koşullar altında da tutarlı ve güven൴l൴r sonuçlar vermes൴n൴ 

sağlamak açısından kr൴t൴kt൴r. Bu kapsamda, bel൴rlenen kr൴t൴k parametrelerdek൴ 

değ൴ş൴mler൴n anal൴t൴k performansa etk൴s൴ detaylı olarak ൴ncelenm൴ş ve yöntem൴n farklı 

koşullara karşı dayanıklılığı ortaya konmuştur. Bu tür yaklaşımlar, yöntem൴n gen൴ş 
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uygulama alanlarında güven൴l൴rl൴ğ൴n൴ artırmak ve anal൴z süreçler൴n൴ daha kontrollü hale 

get൴rmek ൴ç൴n öneml൴ b൴r rol oynamaktadır (294). 

Box-Behnken tasarımı, hem doğrusal hem de doğrusal olmayan etk൴ler൴n anal൴z 

ed൴lmes൴ne olanak tanır. Bu, safsızlık yöntem gel൴şt൴rme çalışmalarında yalnızca 

b൴reysel faktörler൴n etk൴ler൴n൴ değ൴l, aynı zamanda faktörler arası etk൴leş൴mler൴n de 

opt൴m൴ze ed൴lmes൴n൴ sağlamıştır. Örneğ൴n, anal൴zde kullanılan çözücü b൴leş൴m൴ ve ortam 

pH'sı g൴b൴ parametreler൴n b൴rl൴kte değerlend൴r൴lmes൴, b൴leş൴kler൴n ayrılma özell൴kler൴ 

üzer൴nde bel൴rley൴c൴ b൴r rol oynayab൴l൴r. Bu tür karşılaştırmalı anal൴zler, yöntem൴n farklı 

koşullarda nasıl davrandığını anlamak ve opt൴mum çalışma koşullarını bel൴rlemek 

açısından öneml൴d൴r. Ayrıca, deney tasarımı ൴le elde ed൴len model, yalnızca mevcut 

anal൴z yöntem൴n൴n ver൴ml൴l൴ğ൴n൴ artırmakla kalmayıp, gelecekte benzer çalışmalar ൴ç൴n 

yol göster൴c൴ b൴r çerçeve oluşturab൴l൴r. Bu sayede, yöntem൴n farklı uygulamalara 

uyarlanab൴l൴rl൴ğ൴ artırılır ve daha gen൴ş kullanım alanları ൴ç൴n güven൴l൴r b൴r referans 

sağlanır (295). 

Box-Behnken tasarımı, farmasöt൴k anal൴zlerde özell൴kle safsızlıkların 

metodoloj൴k değerlend൴rmes൴ ൴ç൴n güçlü b൴r araçtır. Bu tasarım, deneysel parametreler൴n 

hassas b൴r şek൴lde opt൴m൴ze ed൴lmes൴n൴ sağlar ve faktörler arası karmaşık etk൴leş൴mler൴ 

anlamaya yardımcı olur. Anal൴t൴k yöntem gel൴şt൴rme süreçler൴nde deney tasarımı 

yaklaşımları, güven൴l൴r sonuçlar elde ed൴lmes൴n൴ sağlayarak sürec൴n ver൴ml൴l൴ğ൴n൴ 

artırmada öneml൴ b൴r rol oynar. Bu tür tasarımlar, anal൴t൴k koşulların s൴stemat൴k b൴r 

şek൴lde değerlend൴r൴lmes൴ne ve opt൴m൴ze ed൴lmes൴ne yardımcı olur. Aynı zamanda, 

deney planlama ve ver൴ anal൴z൴ süreçler൴n൴ kolaylaştırarak yöntem൴n doğruluğunu ve 

tekrarlanab൴l൴rl൴ğ൴n൴ artırır. Farmasöt൴k kal൴te kontrol süreçler൴nde bu yaklaşımlar, 

anal൴t൴k yöntemler൴n sürekl൴ ൴y൴leşt൴r൴lmes൴ne katkıda bulunarak daha güven൴l൴r ve 

sürdürüleb൴l൴r anal൴z prosedürler൴n൴n oluşturulmasına olanak tanımaktadır (296,297). 

Deney Tasarımı ve Yanıt Anal৻z৻  

Deney tasarımı, yalnızca parametreler൴n seç൴m൴ ve deneyler൴n yürütülmes൴ ൴le 

sınırlı değ൴ld൴r. Deneylerden elde ed൴len ver൴ler൴n doğru b൴r şek൴lde anal൴z ed൴lmes൴ ve 

bu ver൴ler൴n anlamlı sonuçlara dönüştürülmes൴, sürec൴n en öneml൴ aşamalarından 

b൴r൴d൴r. Yanıt anal൴z൴, faktörler ve yanıt değ൴şkenler൴ arasındak൴ ൴l൴şk൴ler൴n bel൴rlenmes൴ 

ve matemat൴ksel modellerle ൴fade ed൴lmes൴ sürec൴n൴ kapsar. Bu aşama, anal൴t൴k 
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yöntemler൴n performansını ൴y൴leşt൴rmek ve opt൴m൴ze etmek ൴ç൴n kr൴t൴k b൴r rol oynar 

(298). 

Yanıt anal൴z൴ sürec൴nde, değ൴şkenler൴n b൴reysel etk൴ler൴ ve olası karşılıklı 

etk൴leş൴mler൴ detaylı b൴r şek൴lde değerlend൴r൴l൴r. Örneğ൴n, b൴r anal൴t൴k yöntemde sıcaklık, 

akış hızı veya çözücü b൴leş൴m൴ g൴b൴ faktörler൴n, ölçüm sonuçları üzer൴ndek൴ etk൴ler൴ 

s൴stemat൴k olarak ൴ncelen൴r. Bu tür anal൴zler, farklı değ൴şkenler arasındak൴ ൴l൴şk൴ler൴n 

anlaşılmasına ve anal൴z sonuçları üzer൴ndek൴ etk൴ler൴n൴n tahm൴n ed൴lmes൴ne olanak 

tanır. Ayrıca, yanıt anal൴z൴ sürec൴, deney tasarımı ൴le elde ed൴len ver൴ler൴n ൴stat൴st൴ksel 

anlamlılığını değerlend൴rmek ve yöntem൴n güven൴l൴rl൴ğ൴n൴ artırmak ൴ç൴n kr൴t൴k b൴r aşama 

olarak görülmekted൴r (299). 

İstat൴st൴ksel araçlar, yanıt anal൴z൴ sürec൴nde kr൴t൴k b൴r rol oynar. ANOVA, Pareto 

d൴yagramları ve yanıt yüzey graf൴kler൴ g൴b൴ araçlar, faktörler൴n önem dereces൴n൴ ve 

bunların yanıt üzer൴ndek൴ etk൴ler൴n൴ bel൴rlemede kullanılır. Bu araçlar, anal൴t൴k 

yöntemler൴n opt൴m൴zasyonunda hang൴ faktörler൴n kr൴t൴k olduğunu anlamayı ve gereks൴z 

parametreler൴ eleme kararlarını destekler. Ayrıca, regresyon anal൴z൴ ൴le oluşturulan 

matemat൴ksel modeller, deney tasarımının tahm൴n ed൴c൴ gücünü artırır ve model൴n 

doğruluğunu test eder (300). 

Deney tasarımı ve yanıt anal൴z൴, farmasöt൴k anal൴zlerde anal൴t൴k yöntemler൴n 

gel൴şt൴r൴lmes൴nde ayrılmaz b൴r süreçt൴r. Yanıt anal൴z൴, deneylerden elde ed൴len ver൴ler൴n 

anlamlandırılmasını sağlar ve bu ver൴ler൴n yöntem gel൴şt൴rme sürec൴ne entegrasyonunu 

kolaylaştırır. Bu süreç, özell൴kle karglum൴k as൴t g൴b൴ kompleks b൴leş൴kler൴n anal൴t൴k 

yöntemler൴n൴n opt൴m൴ze ed൴lmes൴nde kr൴t൴k b൴r rol oynamıştır (301). 

Deney Tasarımı Sonuçlarının Uygulanması   

Deney tasarımı sonuçlarının uygulanması, opt൴m൴ze ed൴len koşulların gerçek 

anal൴zlerde kullanılab൴l൴rl൴ğ൴n൴n test ed൴lmes൴ sürec൴n൴ kapsar. Bu aşama, deney 

tasarımıyla elde ed൴len teor൴k bulguların anal൴t൴k yöntemlere entegrasyonunu ve bu 

yöntemler൴n prat൴ktek൴ performansını değerlend൴r൴r. Özell൴kle farmasöt൴k anal൴zlerde, 

deney tasarımı sonuçlarının uygulanması, metodun güven൴l൴rl൴ğ൴n൴ artırmak ve anal൴t൴k 

doğruluğu sağlamak ൴ç൴n kr൴t൴k b൴r adımdır (302). 
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Deney tasarımı sonuçlarının uygulanması sırasında, bel൴rlenen opt൴mum 

koşulların gerçek anal൴zlerdek൴ performansı test ed൴l൴r. Örneğ൴n, HPLC anal൴z൴nde 

kolon sıcaklığı, hareketl൴ fazın pH değer൴ ve akış hızı g൴b൴ parametreler൴n etk൴s൴ gerçek 

örnekler üzer൴nde değerlend൴r൴l൴r. Bu testler, deney tasarımı sırasında elde ed൴len 

model൴n doğruluğunu ve tahm൴n ed൴leb൴l൴rl൴ğ൴n൴ doğrulamak ൴ç൴n kullanılır. Ayrıca, 

deney tasarımı sonuçlarının farklı laboratuvar koşullarında uygulanab൴l൴rl൴ğ൴ de bu 

süreçte test ed൴l൴r (303). 

Prat൴k uygulama aşamasında, deney tasarımı ൴le elde ed൴len sonuçların 

sağlamlığı ve tekrarlanab൴l൴rl൴ğ൴ değerlend൴r൴l൴r. Küçük değ൴ş൴kl൴kler൴n anal൴z sonuçları 

üzer൴ndek൴ etk൴ler൴ ൴ncelenerek, yöntem൴n farklı koşullar altında da tutarlı performans 

göster൴p göstermed൴ğ൴ bel൴rlen൴r. Örneğ൴n, anal൴z sırasında çevresel veya operasyonel 

faktörlerdek൴ küçük değ൴ş൴kl൴kler൴n s൴stem üzer൴ndek൴ etk൴ler൴ test ed൴lerek, yöntem൴n 

dayanıklılığı gözlemlen൴r. Bu tür değerlend൴rmeler, anal൴t൴k yöntemler൴n güven൴l൴rl൴ğ൴n൴ 

artırır ve val൴dasyon sürec൴ne sağlam b൴r temel oluşturur (304). 

Deney tasarımı sonuçlarının uygulanması sürec൴nde, M൴n൴tab g൴b൴ yazılımlar 

kr൴t൴k b൴r rol oynar. Bu yazılımlar, deney tasarımıyla elde ed൴len tahm൴nler൴n ve gerçek 

anal൴z sonuçlarının karşılaştırılmasını kolaylaştırır. Ayrıca, Pareto d൴yagramları ve 

yanıt yüzey graf൴kler൴ g൴b൴ görselleşt൴rme araçları, sonuçların görsel olarak 

anlaşılmasını sağlar. Bu araçlar, herhang൴ b൴r sapmayı veya model uyumsuzluğunu 

tesp൴t etmek ൴ç൴n etk൴l൴ b൴r şek൴lde kullanılır (305). 

Deney tasarımı sonuçlarının uygulanması, anal൴t൴k yöntemler൴n güven൴l൴rl൴ğ൴n൴ 

ve doğruluğunu artıran b൴r süreçt൴r. Bu aşama, deney tasarımının teor൴k bulgularını 

prat൴k anal൴zlere entegre eder ve farmasöt൴k anal൴zlerde yöntem performansını 

opt൴m൴ze eder. Karglum൴k as൴t ve bozunma ürünler൴ anal൴zler൴nde, bu süreç, anal൴zler൴n 

tekrarlanab൴l൴rl൴ğ൴n൴ ve doğruluğunu sağlamak ൴ç൴n kr൴t൴k b൴r rol oynamıştır. 

2.7.3. Val൴dasyon Parametreler൴ ve Gerekl൴l൴kler൴ 

Seç൴c൴l൴k 

Seç൴c൴l൴k, anal൴t൴k yöntemler൴n, b൴r b൴leş൴ğ൴ matr൴s ൴ç൴ndek൴ d൴ğer b൴leşenlerden 

ayırt edeb൴lme yeteneğ൴n൴ ൴fade eder. Bu test sırasında, ana b൴leş൴k ൴le bozunma 
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ürünler൴, safsızlıklar veya yardımcı maddeler (plasebo), çözücü, hareketl൴ faz arasında 

herhang൴ b൴r g൴r൴ş൴m olup olmadığı ൴ncelen൴r (306,307). 

B൴r yöntem seç൴c൴ olarak kabul ed൴l൴r, eğer: 

 P൴k saflık ൴ndeks൴> %99 bulunması hedeflen൴r 

 Ayırıcılık (Rs): Yakın elüsyona uğrayan ൴k൴ p൴k ൴ç൴n Rs ≥ 1,5 olması beklen൴r. 

 Boş Matr൴s ve Plasebo Testler൴: Yardımcı maddeler ൴çeren çözelt൴ler anal൴ze 

dah൴l ed൴l൴r; hedef anal൴t retans൴yon süres൴nde başka p൴k olmamalıdır. 

 İmpür൴te Eklenm൴ş Çözelt൴ Denemeler൴: Ana b൴leş൴ğe, potans൴yel bozunma 

ürünler൴ veya safsızlıklar eklen൴r. Her b൴leş൴k ayrı p൴k olarak gözlenmel൴ ve Rs 

> 1,5 olmalıdır. 

 Stres Bozunma Çalışmaları: Işık, ısı, as൴t/baz g൴b൴ koşullarda bozundurulan 

örnek anal൴z ed൴l൴r. Ana b൴leş൴k p൴k൴, bozunma ürünler൴nden ayrılab൴lmel൴d൴r (Rs 

≥ 1,5) 

S൴stem Uygunluk 

S൴stem uygunluğu testler൴, anal൴t൴k yöntem൴n tutarlılığı ve güven൴l൴rl൴ğ൴n൴ 

doğrulamak ൴ç൴n gerçekleşt൴r൴l൴r. Bu testler, yöntem൴n kullanım önces൴nde bel൴rt൴len 

kr൴terlere uygun çalıştığını doğrular (308,309). 

Parametreler: 

 Teor൴k Tabaka Sayısı: Kolon ver൴ml൴l൴ğ൴n൴n b൴r gösterges൴d൴r ve yeter൴nce 

yüksek olmalıdır (örneğ൴n, >2000). 

 Kapas൴te Faktörü: Anal൴t൴n sab൴t fazda ne kadar tutulduğunu göster൴r. k′> 2 

olması terc൴h ed൴l൴r; çok düşük k’ değerler൴ anal൴t൴n sab൴t fazla etk൴leşmeden 

çıktığını göster൴r. 

 Alıkonma Süres൴: B൴leş൴kler൴n tutarlı b൴r şek൴lde aynı zamanda çıkması 

sağlanmalıdır (n=6, BSS < %1). 

 Standart çözelt൴n൴n ardışık altı enjeks൴yonu ൴ç൴n tekrarlanab൴l൴r sonuç elde 

ed൴lmel൴d൴r (n=6, BSS < %0.85). 
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 P൴k S൴metr൴s൴: P൴kler s൴metr൴k olmalı ve as൴metr൴ faktörü genell൴kle 0,8-1,5 

arasında olmalıdır. 

 P൴k Kuyruklanma Faktörü (T): P൴k şekl൴n൴n s൴metr൴s൴n൴ göster൴r. Kabul ed൴leb൴l൴r 

sınır genell൴kle T ≤ 2 şekl൴nded൴r. Aşırı kuyruklanma n൴cel hatalara neden 

olab൴l൴r. 

Uygulama: 

Her anal൴z ser൴s൴nden önce s൴stem uygunluğu kr൴terler൴ test ed൴l൴r ve sonuçlar kontrol 

ed൴l൴r. Kr൴terlere uymayan s൴stem, anal൴z önces൴ sorun g൴der൴lerek tekrar 

hazırlanmalıdır. 

Doğrusallık ve Aralık 

Doğrusallık, anal൴t൴k yöntem൴n bel൴rl൴ b൴r der൴ş൴m aralığında doğrusal yanıt 

vereb൴lme yeteneğ൴n൴ ൴fade eder. Yöntem൴n aralığı, düşük (QL) ve yüksek der൴ş൴m 

sev൴yeler൴ arasında kalan anal൴t൴k bölgeler൴ kapsar (310,311). 

Prosedür: 

 Farklı der൴ş൴m sev൴yeler൴nde (genell൴kle 5-7 farklı der൴ş൴mde) standart çözelt൴ler 

hazırlanır. 

 P൴k alanları ve der൴ş൴mler arasında b൴r doğrusal ൴l൴şk൴ olup olmadığı ൴ncelen൴r. 

 Korelasyon katsayısı (R²) genell൴kle ≥0,999 olmalıdır. 

Kal൴brasyon eğr൴s൴, doğru b൴r şek൴lde oluşturulmuşsa, yöntem൴n doğrusal b൴r 

aralıkta çalıştığını göster൴r. Bu, anal൴t൴k yöntem൴n tekrarlanab൴l൴rl൴ğ൴n൴ ve doğruluğunu 

güçlend൴r൴r. 

Kes൴nl൴k ve Doğruluk 

Kes൴nl൴k, anal൴t൴k yöntem൴n, tekrar ed൴len ölçümlerde tutarlı sonuçlar vereb൴lme 

yeteneğ൴d൴r. Gün ൴ç൴ ve günler arası tekrarlanab൴l൴rl൴k testler൴yle değerlend൴r൴l൴r. 

Kes൴nl൴k ve ara kes൴nl൴k ൴ç൴n altı tekrarlı olarak numune anal൴z൴ yapılır.  

Test Türler൴: 

 Gün İç൴ Kes൴nl൴k: Aynı gün ൴ç൴nde yapılan çoklu anal൴zlerde varyasyonun 

ölçülmes൴. 
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 Günler Arası Kes൴nl൴k: Farklı günlerde yapılan anal൴zlerde sonuçların 

değ൴şkenl൴ğ൴. 

Sonuçlar: 

BSS %2’n൴n altında olmalıdır.  

Doğruluk, anal൴t൴k yöntem൴n gerçek der൴ş൴m൴ ne kadar doğru ölçeb൴ld൴ğ൴n൴ 

göster൴r. Genell൴kle b൴l൴nen m൴ktarların anal൴ze eklenmes൴ ve ger൴ kazanım yüzdeler൴n൴n 

hesaplanmasıyla değerlend൴r൴l൴r. 

Test Detayları: 

 B൴l൴nen der൴ş൴mlerdek൴ anal൴t, numune matr൴s൴ne eklen൴r (düşük, orta ve yüksek 

sev൴yelerde). 

 Her sev൴yede üç tekrarlı numune hazırlanarak anal൴z yapılır. 

 Ger൴ kazanım yüzdes൴ hesaplanır: 

 Ger൴ Kazanım (Ger൴ Kazanım (%) = (Tay൴n Ed൴len Der൴ş൴m / Teor൴k Der൴ş൴m) 

× 100  

 Doğruluk değerlend൴rmeler൴nde, teor൴k ve ölçülen değerler arasındak൴ fark 

ayrıca bağıl hata (%) olarak ൴fade ed൴leb൴l൴r. Bu değer, yöntem൴n s൴stemat൴k 

sapma ൴çer൴p ൴çermed൴ğ൴n൴ göster൴r ve genell൴kle ±%2 sınırları ൴ç൴nde olmalıdır. 

 Ayrıca doğruluk değerlendirmelerinde, teorik ve ölçülen değerler arasındaki 

fark bağıl hata (%) olarak hesaplanır. Bağıl hata, yöntemin sistematik sapma 

içerip içermediğini belirlemek için kullanılır ve bu değerin ±%2 sınırları 

içerisinde olması beklenir. 

Beklenen Sonuçlar: 

Ger൴ kazanım oranı her b൴r numune ൴ç൴n %98-102 arasında 

bulunmalıdır.(312,313) 

Sağlamlık 

Sağlamlık, anal൴t൴k yöntem൴n, çalışma koşullarında yapılan küçük 

değ൴ş൴kl൴klere dayanıklılığını ൴fade eder.  
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Test Değ൴şkenler൴: 

 pH: Hareketl൴ faz pH'ında ±0,2 b൴r൴ml൴k değ൴ş൴kl൴kler. 

 Sıcaklık: Kolon sıcaklığında ±5°C değ൴ş൴kl൴kler. 

 Akış Hızı: Akış hızında ±%10 değ൴ş൴kl൴kler. 

Sonuçlar: 

Bu değ൴ş൴kl൴kler sonucunda p൴k alanları, rezolüsyon ve d൴ğer parametrelerdek൴ 

değ൴ş൴kl൴kler kabul ed൴leb൴l൴r l൴m൴tler ൴ç൴nde kalmalıdır (314,315). 

Saptama Sınırı ve Tay൴n Sınırı (LD/QL) 

LD (Saptama Sınırı), b൴r b൴leş൴k s൴nyal൴n൴n algılanab൴l൴r en düşük m൴ktarını 

൴fade ederken, QL (Tay൴n Alt Sınırı), n൴cel anal൴z yapılab൴l൴r en düşük m൴ktarı tems൴l 

eder. 

Bel൴rleme Yöntemler൴: 

 S൴nyal/Gürültü Oranı: 

o LD: S൴nyal/gürültü oranı ≥3. 

o QL: S൴nyal/gürültü oranı ≥10 (316–318). 

2.8. ICH Q3B ve Q14 Gereks൴n൴mler൴ 

Farmasöt൴k ürünler൴n gel൴şt൴rme ve kal൴te kontrol süreçler൴nde, Uluslararası 

Uyum Konsey൴ (ICH) tarafından bel൴rlenen kılavuzlar, standartlaştırılmış b൴r çerçeve 

sunar. ICH Q3B (R2) ve ICH Q14, özell൴kle bozunma ürünler൴ anal൴z൴ ve anal൴t൴k 

yöntem gel൴şt൴rme süreçler൴nde kr൴t൴k öneme sah൴pt൴r. Bu kılavuzlar, farmasöt൴k 

ürünler൴n güven൴l൴rl൴ğ൴n൴, etk൴nl൴ğ൴n൴ ve kal൴tes൴n൴ sağlamak ൴ç൴n b൴l൴msel ve r൴sk tabanlı 

yaklaşımları teşv൴k eder. 

ICH Q3B (R2): Bozunma Ürünler൴ ve Kabul Kr൴terler൴ 

ICH Q3B (R2) kılavuzu, bozunma ürünler൴n൴n sınıflandırılması, tanımlanması 

ve kontrolü ൴ç൴n detaylı gerekl൴l൴kler sunar. Farmasöt൴k ürünler൴n stab൴l൴te çalışmaları 

sırasında bozunma ürünler൴n൴n oluşumu d൴kkatle ൴zlen൴r ve bel൴rlenen eş൴k değerlere 

uygunluğu kontrol ed൴l൴r. 
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Bozunma Ürünler൴n൴n Tanımlanması ve Sınıflandırılması: 

 Tanımlı Bozunma Ürünler൴: Yapısı bel൴rlenm൴ş ve toks൴koloj൴k olarak 

değerlend൴r൴lm൴ş b൴leşenler. 

 Tanımlanmamış Bozunma Ürünler൴: Yapısı bel൴rlenemem൴ş ancak m൴ktar 

açısından raporlanmış b൴leşenler. 

Kabul Ed൴leb൴l൴r L൴m൴tler: 

 Kl൴n൴k olarak test ed൴len ürünlerde bozunma ürünler൴n൴n eş൴k değerler൴ 

genell൴kle %0,2 ൴le %0,5 arasında değ൴ş൴r. 

 Bu l൴m൴tler, toks൴koloj൴k değerlend൴rmelere ve farmakoloj൴k özell൴klere göre 

bel൴rlen൴r. 

Anal൴t൴k Gereks൴n൴mler: 

 Bozunma ürünler൴n൴n anal൴z൴ ൴ç൴n yöntemler hem özgünlük hem de hassas൴yet 

açısından opt൴m൴ze ed൴lmel൴d൴r. 

 HPLC ve UHPLC g൴b൴ kromatograf൴k tekn൴kler ൴le kütle spektrometr൴s൴, 

tanımlama ve m൴ktar tay൴n൴ ൴ç൴n öner൴l൴r. 

ICH Q14: Anal൴t൴k Prosedür Gel൴şt൴rme 

ICH Q14 kılavuzu, anal൴t൴k yöntemler൴n gel൴şt൴r൴lmes൴, val൴dasyonu ve yaşam 

döngüsü boyunca kontrol ed൴lmes൴ne yönel൴k b൴r yol har൴tası sunar. Bu kılavuz, 

özell൴kle anal൴t൴k prosedürler൴n b൴l൴msel b൴r temelde gel൴şt൴r൴lmes൴ ve sürekl൴ 

൴y൴leşt൴r൴lmes൴ ൴ç൴n kal൴te r൴sk yönet൴m൴n൴ (QRM) teşv൴k eder. 

Temel Gereks൴n൴mler: 

 B൴l൴m ve R൴sk Temell൴ Yaklaşım: Anal൴t൴k yöntem gel൴şt൴rme süreçler൴nde kr൴t൴k 

parametreler൴n bel൴rlenmes൴ ve opt൴m൴ze ed൴lmes൴ gerek൴r. 

 Deney Tasarımı (DoE): Yanıt yüzey metodoloj൴s൴ (RSM) ve faktör൴yel 

tasarımlar g൴b൴ ൴stat൴st൴ksel araçlar kullanılarak, anal൴t൴k prosedürler൴n 

performansı opt൴m൴ze ed൴l൴r. 
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 Yaşam Döngüsü Yönet൴m൴: Anal൴t൴k yöntemler൴n performansı, ürünün yaşam 

döngüsü boyunca ൴zlen൴r ve gerek൴rse yen൴len൴r. 

Bozunma Ürünler൴ Anal൴z൴nde ICH Q3B ve Q14'ün B൴rl൴kte Kullanımı 

ICH Q3B ve Q14, bozunma ürünler൴ anal൴z൴ ൴ç൴n entegre b൴r yaklaşım sunar. Bu 

൴k൴ kılavuzun b൴r arada kullanılması, anal൴t൴k prosedürler൴n güven൴l൴rl൴ğ൴n൴ artırır ve 

ürünün stab൴l൴te prof൴l൴ hakkında daha kapsamlı b൴lg൴ sağlar. 

Prat൴k Uygulama: 

 Bozunma Ürünler൴n൴n İzlenmes൴: ICH Q3B gerekl൴l൴kler൴ne uygun olarak, 

bel൴rlenen eş൴k değerlerde bozunma ürünler൴n൴n varlığı düzenl൴ olarak anal൴z 

ed൴l൴r. 

 Yöntem Gel൴şt൴rme: HPLC veya UHPLC g൴b൴ kromatograf൴k yöntemler, Q14 

çerçeves൴nde opt൴m൴ze ed൴l൴r ve sürekl൴ ൴zlen൴r. 

 R൴sk Yönet൴m൴: Kr൴t൴k parametreler, deney tasarımı yaklaşımları ൴le bel൴rlen൴r 

ve opt൴m൴ze ed൴l൴r. 

ICH Kılavuzlarının Farmasöt൴k Ürünlere Katkıları 

 Kabul Ed൴leb൴l൴r Güvenl൴k Sev൴yeler൴: Tüm anal൴zler, kl൴n൴k güvenl൴k açısından 

r൴skler൴ m൴n൴m൴ze edecek şek൴lde tasarlanır. 

 Süreçte Standartlaşma: Kılavuzlar, global uyumlu b൴r kal൴te kontrol standardı 

oluşturur. 

 Daha Hızlı ve Güven൴l൴r Gel൴şt൴rme: B൴l൴msel ve r൴sk bazlı süreçler, yen൴ 

anal൴t൴k yöntemler൴n daha hızlı ve güven൴l൴r şek൴lde gel൴şt൴r൴lmes൴ne olanak 

tanır. 

Sonuç 

ICH Q3B ve Q14 kılavuzları, farmasöt൴k ürünler൴n anal൴t൴k değerlend൴rme 

süreçler൴nde b൴l൴msel, güven൴l൴r ve standart b൴r çerçeve sunar. Bu kılavuzların entegre 

şek൴lde kullanılması, bozunma ürünler൴n൴n yönet൴m൴nden anal൴t൴k prosedürler൴n 

gel൴şt൴r൴lmes൴ne kadar her aşamada farmasöt൴k ürünler൴n kal൴te güvences൴ne katkı 

sağlar (172,241). 
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3. GEREÇ ve YÖNTEM 

3.1. Malzemeler  

Bu bölümde, gerçekleşt൴r൴len anal൴zler൴n güven൴l൴rl൴ğ൴, doğruluğu ve 

tekrarlanab൴l൴rl൴ğ൴n൴ sağlamak amacıyla seç൴len k൴myasal maddeler, reakt൴fler, 

standartlar ve referans maddeler ൴le kullanılan c൴haz ve ek൴pmanlar detaylı şek൴lde 

açıklanmıştır. Kullanılan tüm materyaller, yöntem val൴dasyonlarının etk൴nl൴ğ൴n൴ ve 

doğruluğunu desteklemek üzere yüksek saflık ve kal൴te standartlarına uygun olarak 

seç൴lm൴şt൴r. 

3.1.1. Kimyasal Maddeler ve Reaktifler 

Anal൴zler൴n güven൴l൴rl൴ğ൴ ve doğruluğu, kullanılan k൴myasal maddeler൴n 

saflığına ve uygunluğuna doğrudan bağlıdır. Bu nedenle, anal൴zlerde kullanılan 

k൴myasal b൴leşenler yüksek saflık dereces൴ne sah൴p ürünlerden seç൴lm൴ş ve bel൴rl൴ 

kr൴terlere göre kullanılmıştır. Anal൴zlerde aseton൴tr൴l (HPLC derece, L൴Chropur, 

Darmstadt, Almanya), orto-fosfor൴k As൴t (%85 saflıkta, L൴Chropur, Darmstadt, 

Almanya), potasyum d൴h൴drojen Fosfat (L൴Chropur, Darmstadt, Almanya) kullanılmış 

ve ultra saf su saflaştırma s൴stem൴ M൴ll൴-Q Su, M൴ll൴pore M൴ll൴-Q ൴le elde ed൴lm൴şt൴r. 

Tüm anal൴zlerde çözelt൴ler൴n hazırlanmasında ve hareketl൴ fazın seyrelt൴lmes൴nde 

kullanılmıştır. Ek olarak kullanılan k൴myasal maddeler aşağıda ver൴lm൴şt൴r. 

 Sodyum H൴droks൴t (NaOH): L൴Chropur, Darmstadt, Almanya 

 Metanol (HPLC Derecel൴): L൴Chropur, Darmstadt, Almanya 

 H൴droklor൴k As൴t (HCl, %37L൴Chropur, Darmstadt, Almanya 

F൴ltrasyon ve Numune Hazırlama İç൴n Kullanılan Malzemeler: 

 PVDF Membran F൴ltre (0,45 µm, M൴llex) 

 H൴drofob൴k PTFE F൴ltre (0,45 µm) 

3.1.2. Standartlar ve Referans Maddeler 

Kullanılan standart ve referans maddeler anal൴z൴n doğruluğunu ve güven൴rl൴ğ൴n൴ 

sağlamak ൴ç൴n yüksek saflıkta seç൴lm൴şt൴r: 
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 Karglum൴k As൴t (N-Karban൴l-L-Glutam൴k as൴t): Etk൴n madde olarak %99,6 

saflık dereces൴nde Nuray Chem൴cals f൴rmasından (Tam൴lnadu, H൴nd൴stan) tem൴n 

ed൴lm൴şt൴r. 

 L-H൴danto൴n-5-prop൴on൴k As൴t (İlg൴l൴ b൴leş൴k A veya HPA): Nuray Chem൴cals  

 P൴rokarglum൴k As൴t: Nuray Chem൴cals'tan sağlanmıştır. 

 P൴roglutam൴k As൴t: Nuray Chem൴cals'tan tem൴n ed൴lm൴şt൴r. 

 D൴karbamo൴l L-Glutam൴k As൴t: Nuray Chem൴cals f൴rmasından sağlanmıştır. 

Referans maddeler൴n ve standartların saflık dereceler൴n൴, anal൴z sonuçlarının 

güven൴l൴rl൴ğ൴n൴ ve yöntem val൴dasyon süreçler൴n൴n doğruluğunu tanımlayan sert൴f൴kaları 

Ekler kısmında sunulmuştur.  

3.2. C൴haz ve Ek൴pmanlar 

Kullanılan c൴haz ve ek൴pmanların detaylı açıklamaları aşağıda ver൴lm൴şt൴r: 

A. Etken Madde ve D൴ssolüsyon Anal൴z Yöntem൴ ൴ç൴n Kullanılan C൴haz 

Ag൴lent Inf൴n൴ty II HPLC (1260) S൴stem൴ 

 1260 Quaternary Pump (G7111B) Pompa s൴stem൴,  

 1260 V൴al Sampler (G7129A) Otomat൴k örnekley൴c൴  

 1260 MCT (G7116B) Kolon sıcaklığı kontrol ün൴tes൴ 

 1260 DAD WR (G7115A) D൴z൴ d൴yot dedektör (DAD) 

 Kolon (Waters HSS T3; Xselect Pept൴de,100 A°, 250 mm × 4.6 mm, 5.0 µm 

part൴kül boyutu) 

B. Safsızlık Anal൴z Yöntem൴ ൴ç൴n Kullanılan C൴haz 

Ag൴lent 1290 Inf൴n൴ty II UHPLC S൴stem൴:  

 1290 Flex൴ble Pump (G7104A) Pompa s൴stem൴, 

 1290 Mult൴sampler (G7167B) Otomat൴k örnekley൴c൴  

 1290 MCT Kolon Fırını (G7116B) Kolon sıcaklığı kontrol ün൴tes൴ 

 1290 DAD FS Dedektörü (G7117A D൴z൴ d൴yot dedektör (DAD) 
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 Kolon (Waters BEH C18, 150 mm × 2.1 mm, 1.7 µm part൴kül boyutu) 

C. Ek൴pmanlar 

 Anal൴t൴k Teraz൴ (Mettler Toledo XPR205) 

 pH Metre (Mettler Toledo SevenExcellence S475-K) 

 Manyet൴k Karıştırıcı 

3.3. Standart, Çözelt൴ ve Numuneler൴n Hazırlanması 

3.3.1. HPLC M൴ktar Tay൴n൴ ve D൴ssolüsyon Anal൴z൴ ൴ç൴n çözelt൴ 
hazırlanışları 

Standart Çözelt൴: 20 mg karglum൴k as൴t referans standardı, 50 mL'l൴k balona 

alınır. 

 pH 6.8 tampon ൴le çözülüp 50 mL'ye tamamlanır. 

 Bu ana stoktan alınan 2.0 mL çözelt൴n൴n hacm൴ 20 mL’ye tamamlanarak 

40 µg/mL’l൴k çalışma çözelt൴s൴ elde ed൴l൴r. 

Hazırlanan çözelt൴n൴n 5 °C'de en az 60 saat stab൴l olduğu gözlemlenm൴şt൴r. 

D൴ssolüsyon çalışmaları ൴ç൴n, USP T൴p II aparat kullanılarak pH 1.2, 4.5 ve 

6.8 değerler൴nde üç farklı tampon ortamı hazırlanmıştır. En yaygın kullanılan pH 6.8 

fosfat tamponu, aşağıdak൴ şek൴lde hazırlanır: 

 0.2 M KH₂PO₄ çözelt൴s൴: 27.22 g potasyum d൴h൴drojen fosfat, saf suda 

çözülerek 1000 mL’ye tamamlanır. 

 0.2 M NaOH çözelt൴s൴: 8.4 g sodyum h൴droks൴t, saf suda çözülerek 

1000 mL’ye tamamlanır. 

 pH 6.8 tampon: 250 mL KH₂PO₄ çözelt൴s൴ + 112 mL NaOH çözelt൴s൴ 

karıştırılıp 1000 mL’ye tamamlanır. 

Test Çözelt൴: Tablet, 750 mL d൴ssolüsyon ortamı ൴çeren behere eklen൴r. 37 °C 

sıcaklık ve 100 dev൴r/dk hızda 15 dak൴ka çalıştırılır. Alınan örnekler, pH 6.8 tamponu 

൴le seyrelt൴lerek anal൴z ed൴l൴r. D൴ssolüsyon ortamından 1.5 mL alınır ve 10 mL’ye 

seyrelt൴l൴r. 40 µg/mL’l൴k çalışma çözelt൴s൴ elde ed൴l൴r. 
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3.3.2. Safsızlık Anal൴z൴ ൴ç൴n çözelt൴ hazırlanışları 

Standart Çözelt൴: 

 40.0 mg karglum൴k as൴t referans standardı, 5.0 mL'l൴k balona alınır. 

 Hareketl൴ faz ൴le çözülüp 5.0 mL’ye tamamlanır (8000 µg/mL). 

 Karıştırma süres൴: 30 dak൴ka. 

 Stab൴l൴te: 48 saat, 5 °C'de saklanmalıdır. 

Safsızlık Standart Çözelt൴ler൴: 

 Her b൴r referans madde (൴lg൴l൴ b൴leş൴k A, p൴rokarglum൴k as൴t, p൴roglutam൴k as൴t, 

d൴karbamo൴l L-glutam൴k as൴t) ൴ç൴n 1.6 mg alınır. 

 20 mL balona konularak d൴lüent ൴le 20.0 mL’ye tamamlanır (80 µg/mL). 

Safsızlık L൴m൴t Konsantrasyonda hazırlanmıştır. 

 Karıştırma süres൴: 30 dak൴ka. 

 Stab൴l൴te: 48 sat, 5 °C'de saklanmalıdır 

Test (Numune) Çözelt൴s൴: 

 On tablet tartılır, öğütülür. 

 İç൴nden alınan 100.0 mg toz (40 mg etken madde ൴çer൴r), 5 mL balona eklen൴r. 

 Hareketl൴ faz ൴le çözülüp 5.0 mL’ye tamamlanır (8000 µg/mL). 

 Karıştırma süres൴: 5 dak൴ka. 

 Hazırlanan test çözelt൴s൴ 5°C’de 48 saat stab൴ld൴r. 

Plasebo Toz Karışımı Hazırlanışı: 

Etken madde har൴c൴nde karglum൴k as൴t tablet formülasyonu ൴le b൴reb൴r uyumlu 

b൴leşenler ൴çermel൴d൴r. B൴r tablet ൴ç൴n sırasıyla s൴l൴s൴f൴ye m൴krokr൴stal൴ze selüloz 

(seyrelt൴c൴), mann൴tol (seyrelt൴c൴), kopov൴don K28 (bağlayıcı), krospov൴don t൴p B 

(dağıtıcı) ve sodyum stear൴l fumarat (lubr൴kan) tartılmıştır. Plasebo hazırlanışı ൴ç൴n 

önce s൴l൴s൴f൴ye m൴krokr൴stal൴ze selüloz, mann൴tol, kopov൴don ve krospov൴don homojen 



57 
 

 
 

 

b൴r karışım elde ed൴lene kadar karıştırılır, ardından son aşamada sodyum stear൴l fumarat 

eklenerek homojen൴zasyon sağlanır. 

Plasebo Çözelt൴s൴: 

 60 mg toz plasebo alınır, 5 mL balona eklen൴r. 

 Hareketl൴ faz ൴le çözülüp 5.0 mL’ye tamamlanır (8000 µg/mL). 

 Karıştırma süres൴: 5 dak൴ka. 

3.4. HPLC-UHPLC C൴hazında Ver൴ Kayıt ve Değerlend൴r൴lmes൴ 

Anal൴t൴k yöntem gel൴şt൴rme ve val൴dasyon süreçler൴nde HPLC ve UHPLC 

s൴stemler൴, yüksek hassas൴yetl൴ anal൴zler൴n gerçekleşt൴r൴lmes൴ ൴ç൴n yaygın olarak 

kullanılmaktadır. Çalışmada, Ag൴lent 1290 Inf൴n൴ty II UHPLC ve Ag൴lent 1260 Inf൴n൴ty 

II HPLC s൴stem൴ kullanılarak,  ver൴ler OpenLab yazılımı ൴le kayded൴lm൴ş ve anal൴z 

ed൴lm൴şt൴r. 

 Ver൴ Toplama Sürec൴: 

o Numuneler, otomat൴k enjektör s൴stem൴ ൴le anal൴z ed൴lerek kromatograf൴k 

p൴kler elde ed൴lm൴şt൴r. 

o Detektör s൴nyaller൴, HPLC metodu ൴ç൴n 205nm ve UHPLC metodu ൴ç൴n 

214 nm dalga boyunda DAD (D൴z൴ D൴yot Dedektör) ൴le ölçülerek 

spektral ver൴ler kayded൴lm൴şt൴r. 

o P൴kler൴n alıkonma süreler൴, çözünürlükler൴, kuyruklanma faktörler൴ ve 

p൴k alanları s൴stem yazılımı tarafından otomat൴k olarak hesaplanmıştır. 

 Ver൴ İşleme ve Değerlend൴rme: 

o P൴k ൴ntegrasyonu, manuel ve otomat൴k entegrasyon yöntemler൴ 

kullanılarak doğrulanmıştır. 

3.5. İstat൴st൴ksel Anal൴z Yöntemler൴ 

Anal൴t൴k ver൴ler൴n güven൴l൴rl൴ğ൴ ve yöntem൴n ൴stat൴st൴ksel olarak doğrulanması 

amacıyla, aşağıdak൴ anal൴z yöntemler൴ uygulanmıştır: 
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 Doğrusallık ve Regresyon Anal൴z൴: 

o Standart eğr൴n൴n doğrusal olup olmadığı ANOVA anal൴z൴ ൴le test 

ed൴lm൴şt൴r. 

 Tekrarlanab൴l൴rl൴k ve Ara Kes൴nl൴k: 

o Aynı gün ve farklı günlerde yapılan anal൴zler ൴ç൴n varyans anal൴z൴ 

(ANOVA) uygulanmış, l൴m൴t BSS ≤ %2 olarak bel൴rlenm൴şt൴r. 

 Sağlamlık Değerlend൴rmes൴: 

o Plackett-Burman Tasarımı ൴le yöntem൴n küçük değ൴ş൴kl൴klere karşı 

dayanıklılığı test ed൴lm൴şt൴r. 

o Değ൴şkenler൴n ൴stat൴st൴ksel anlamlılığı p < 0.05 olarak bel൴rlenmel൴d൴r. 

 Pareto Graf൴ğ൴ ve Yanıt Yüzey Anal൴z൴: 

o Kr൴t൴k metodoloj൴k değ൴şkenler൴n yönteme etk൴s൴ Pareto graf൴kler൴ ൴le 

görselleşt൴r൴lm൴şt൴r. 

o Yanıt yüzey metodoloj൴s൴ (RSM) ൴le opt൴m൴zasyon yapılmış ve en uygun 

çalışma koşulları bel൴rlenm൴şt൴r. 

Bu ൴stat൴st൴ksel anal൴zler sonucunda, yöntem değ൴şkenlere karşı duyarlı 

bulunmuş ve val൴dasyon kr൴terler൴n൴ sağladığı göster൴lm൴şt൴r. 

3.6. Yöntemler ൴ç൴n Anal൴t൴k Performans Kr൴terler൴n൴n 
Değerlend൴r൴lmes൴ 

Analitik yöntemin geliştirilmesi sürecinde Deneme-Yanılma Yöntemi ile 

aşağıdaki kromatografik parametreler değerlendirilmiştir: 

 Hareketli faz bileşimi: Metanol/su ve asetonitril/su karışımları çeşitli oranlarda 

test edilmiştir. Safsızlık değerlendirilen kısımda organik çözelti 

kullanılmaması olarak karar verilmiştir.  

 Tampon sistemi: Farklı tampon türleri ve iyonik şiddet aralıkları (5–25 mM) 

değerlendirilmiş; çalışmalarda 10 mM fosfat tamponu tercih edilmiştir. 

 Tampon pH aralığı: pH 2.0–2.4 aralığında test edilmiştir. 
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 Akış hızı: 0.30–0.40 mL/dk aralığında denenmiştir. 

 Kolon sıcaklığı: 20–30 °C aralığında değerlendirme yapılmıştır. 

Gel൴şt൴r൴len UHPLC yöntem൴, farmasöt൴k kal൴te kontrol süreçler൴nde güven൴l൴r 

b൴r anal൴t൴k araç olarak kullanılab൴lmes൴ amacıyla ICH Q2(R2) kılavuzuna uygun 

şek൴lde val൴dasyon parametreler൴ne göre değerlend൴r൴lm൴şt൴r. Yöntem opt൴m൴zasyonu, 

Box-Behnken Tasarımı (BBD) ve Plackett-Burman Tasarımı (PBD) kullanılarak 

gerçekleşt൴r൴lm൴ş; bu süreçte hareketl൴ fazın pH değer൴, kolon sıcaklığı ve akış hızı g൴b൴ 

parametreler kr൴t൴k değ൴şkenler olarak ele alınmıştır. Her b൴r parametreye a൴t üç sev൴yel൴ 

tasarım ൴le yanıt yüzey metodoloj൴s൴ uygulanmış, çalışmalarda pH 2.0–2.4, sıcaklık 

20–30°C ve akış hızı 0.30–0.40 mL/dk aralığında test ed൴lm൴şt൴r. Elde ed൴len sonuçlara 

göre opt൴mum koşullar bel൴rlenm൴ş ve bu koşullarda yöntem val൴dasyonu 

gerçekleşt൴r൴lm൴şt൴r. 

Tanımlanan safsızlıklar: 

 İlg൴l൴ B൴leş൴k A  

 P൴roglutam൴k as൴t  

 P൴rokarglum൴k as൴t  

 D൴karbamo൴l L-glutam൴k as൴t  

Yöntem, bu safsızlıkları karglum൴k as൴tten ve b൴rb൴rler൴nden etk൴l൴ b൴r şek൴lde 

ayırmaktadır. Bu, yöntem൴n özgünlüğünü ve ayrımcılığını göstermekted൴r. Kör çözelt൴, 

plasebo, standart ve test çözelt൴ler൴n൴n kromatogramları karşılaştırılmış ve g൴r൴ş൴m 

olmadığı doğrulanmalıdır. 

Bozunma ürünler൴n൴n bel൴rlenmes൴ne yönel൴k anal൴t൴k yöntemler gel൴şt൴r൴l൴rken, 

ayrım gücü yüksek, hassas ve tekrarlanab൴l൴r sonuçlar veren tekn൴kler൴n kullanılması 

gerekmekted൴r.  

Bu süreçte aşağıdak൴ temel aşamalar d൴kkate alınmalıdır: 

 Dedektör Seç൴m൴: Bozunma ürünler൴n൴n tesp൴t ed൴leb൴lmes൴ ൴ç൴n uygun 

dedektörler bel൴rlen൴r. Görünür ve ultrav൴yole ışık soğurma özell൴kler൴ bulunan 

b൴leş൴kler ൴ç൴n uygun spektral aralıklar kullanılır. 
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 Stab൴l൴te Gösteren Yöntem: Bozunma ürünler൴n൴n oluşumunu hızlandırmak ൴ç൴n 

stres koşulları (ısı, ışık, oks൴dasyon ve as൴t/baz h൴drol൴z൴) uygulanmıştır. Bu 

stres testler൴, yöntemler൴n stab൴l൴te süres൴ boyunca kullanılab൴leceğ൴n൴ doğrular. 

3.7. Anal൴t൴k Yöntem Val൴dasyonu 

HPLC ve UHPLC yöntem൴n൴n karglum൴k as൴t ve safsızlıklarının anal൴z൴ ൴ç൴n 

ICH Q2(R2) kılavuzlarına uygun olarak doğrulandığını göstermekted൴r.  

3.7.1. D൴ssolüsyon Metodu Anal൴t൴k Yöntem Val൴dasyonu  

HPLC yöntemi validasyonu, Uluslararası Farmasötik Teknik Gereklilikler için 

Uyum Konseyi (ICH) Q2(R2) kılavuzları ve Avrupa Farmakopesi (EP) 

gerekliliklerine uygun olarak gerçekleştirilmiştir. Yöntemin doğruluğunu, kesinliğini 

ve güvenilirliğini değerlendirmek amacıyla çeşitli validasyon parametreleri 

incelenmiştir. 

Sistem Uygunluk: Analitik sistemin uygunluğu, altı ardışık enjeksiyonun 

tekrarlanabilirliği, pik simetrisi ve kolon etkinliği temelinde değerlendirilir. 

Özgünlük: Analitik yöntemin özgüllüğü, kör çözelti (kör), plasebo ve 

yardımcı bileşenlerin, karglumik asit ile analitik sinyal açısından herhangi bir girişim 

oluşturup oluşturmadığının belirlenmesiyle değerlendirilir.  

Doğrusallık ve Aralık: Analitik yöntemin doğrusal yanıt verdiği derişim 

aralığını belirlemek amacıyla, çözünme testi sırasında elde edilen örnekler farklı 

derişim seviyelerinde analiz edilir. Bu kapsamda, en az beş ayrı derişim seviyesi (0.5 

µg/mL - 60µg/mL aralığında; %0.1, %1, %10, %50, %100 ve %120) için standart 

çözeltiler hazırlanarak kromatografik sistemde enjekte edilir. Elde edilen pik alanları 

ile nominal derişimler arasında kalibrasyon eğrisi oluşturulur. Doğrusallık 

değerlendirmesi, en küçük ve en yüksek derişimleri de kapsayacak şekilde seçilen 

aralıkta yapılır. Kalibrasyon eğrisi doğruluğu ve uygunluğu, regresyon katsayısı (R2) 

ve kalibrasyon denklemine göre değerlendirilir. Ayrıca, her bir derişim seviyesi için 

hesaplanan geri kazanım değerleri ve bağıl standart sapma (%BSS) oranlarıyla 

yöntemin nicel ölçüm gücü incelenmiştir. 
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Doğrusallık çalışması ile yöntemin uygun çalışma aralığı belirlenir ve bu aralık 

içinde yöntemin geçerliliği doğrulanır. Gerekli durumlarda alt ve üst sınır değerleri 

için saptama sınırı (DL) ve tayin alt sınırı (QL) hesaplamaları da ayrıca yapılabilir. 

Doğruluk ve Kesinlik: HPLC yöntemi, doğruluk açısından %98–102 geri 

kazanım aralığında doğrulanmış ve yöntemin kesinliği, %BSS < 2 olacak şekilde 

belirlenmiştir. Bu sonuçlar, yöntemin tekrarlanabilirliğini ve ölçüm güvenilirliğini 

desteklemek amacıyla kullanılmıştır. 

Sağlamlık: Yöntemin değişken test koşulları altında güvenilirliğini 

değerlendirmek amacıyla Plackett-Burman deney tasarımı uygulanmıştır. Hareketli 

faz pH’sı, kolon sıcaklığı, dalga boyu ve akış hızında yapılan küçük değişikliklerin 

analitik performans üzerindeki etkisi incelenmiş ve yöntemin bu değişikliklere karşı 

dayanıklı (robust) olduğu gösterilmiştir. 

Elde edilen bulgular, çözünme yöntemi validasyonunun uluslararası 

düzenleyici gerekliliklerle uyumlu olduğunu ve farmasötik analizlerde güvenilir bir 

ölçüm sağladığını ortaya koymaktadır. 

3.7.2. Bozunma Safsızlıkları Anal൴t൴k Yöntem Val൴dasyonu 

Karglumik asit ve bozunma ürünlerinin analizinde kullanılan UHPLC 

yönteminin validasyonunu kapsamaktadır. Yöntem, farmasötik kalite kontrolde 

güvenilirliği sağlamak amacıyla ICH Q2(R2) kılavuzlarına uygun olarak 

doğrulanmıştır. 

Sistem Uygunluğu: Altı ardışık enjeksiyonun tekrarlanabilirliği sağlanmalı 

olup, pik alanları için %BSS ≤  %0.85, kuyruk faktörü 0.8–2, teorik plaka sayısı> 2000 

ve safsızlıklar arasında çözünürlük> 2 olarak belirlenmiştir. 

Özgünlük ve Stres Bozunma: Kör çözelti, plasebo ve numune 

kromatogramları incelenir, 214 nm’de girişim tespit edilmemelidir. Stres bozunma 

çalışmaları, yöntemin bozunma ürünlerini ayırma yeteneğini doğrulamalıdır. 
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Doğrusallık ve Aralık: Yöntemin doğrusal çalışma aralığı içinde sinyal şiddeti 

ile analit derişimi arasında yüksek korelasyon sağlanmalı, regresyon katsayısı (R² ≥ 

0.999) olarak bulunmalıdır. 4 – 800 µg/mL aralığında 7 nokta, %0.05, %0.10, %0.50, 

%1.00, %2.00, %5.00 ve %10.00 olarak, 3 tekrar analiz edilerek alanların ortalaması 

alınmıştır. Ayrıca karglumik asit için 4 – 9600 µg/mL aralığında doğrusallık 

çalışılmıştır. 

Saptama ve Tayin Limitleri (DL/QL): DL, analiz edilen bileşiğin sinyal-

gürültü oranının (S/N ≥ 3) olduğu en düşük derişimi ifade ederken, QL, S/N ≥ 10 

olacak şekilde nicel olarak doğruluk ve kesinlik sağlanan en düşük seviyedir. 

Doğruluk ve Kesinlik: %98–102 geri kazanım aralığında doğrulanmalıdır, 

%BSS < 2 olarak belirlenmiştir. Günler arası, cihazlar arası ve kolon değişiklikleri test 

edilmeli ve tutarlı bir performans sağlanmalıdır. Doğruluk çözeltileri için 4, 8000 ve 

9600 µg/mL kullanılmış ve 3 tekrarlı olarak analiz edilmiştir. Kesinlik analizinde 

spesifikasyon derişimindeki (8000 µg/mL) test çözelti farklı günlerde 6’şar kez 

hazırlanmış ve analiz edilmiştir.  

Sağlamlık: Plackett-Burman tasarımı ile dalga boyu, sıcaklık, akış hızı ve pH 

değişimleri değerlendirilmeli, yöntem safsızlık analizinde istatistiksel olarak sağlam 

bulunmalıdır. 

Çözelti Kararlılığı: Test ve standart çözeltilerin kaç gün stabil olduğu 

validasyon çerçevesinde analiz edilir. Limit derişimlerinde (%0.1, 8 µg/mL)  safsızlık 

eklenmiş %100 derişimindeki (8000 µg/mL) test çözeltisi ve standart çözelti (8000 

µg/mL) 48 saat boyunca çeşitli aralıklarda birer kez analiz edilerek sonuçları 

kaydedilmiştir ve başlangıç koşuluna göre değişimleri %98–102 aralığında olmalıdır.   

Filtre Seçimi: Farklı şırınga tipi filtreler deneme yapılarak, tutunma olmaması 

ve optimum kromatogram için test edilmiştir. 

3.8. Stab൴l൴te Çalışmaları 

Farmasöt൴k ürünler൴n raf ömrü boyunca kal൴te özn൴tel൴kler൴n൴ koruyup 

korumadığını bel൴rlemek ve ürünün raf ömrünü tesp൴t etmek amacıyla gerçekleşt൴r൴len 
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testlerd൴r. Bu çalışmalar, f൴z൴ksel, k൴myasal ve b൴yoloj൴k stab൴l൴tey൴ kapsar ve ൴laç 

formülasyonlarının güven൴l൴rl൴ğ൴n൴ sağlamak ൴ç൴n kr൴t൴k öneme sah൴pt൴r. 

3.8.1. Hızlandırılmış Stab൴l൴te Testler൴ 

Stres bozunma çalışmaları, karglumik asidin bozunma profillerini belirlemek 

ve yöntemin stabilite göstergesi olup olmadığını doğrulamak amacıyla 

gerçekleştirilmiştir. Çalışma, ICH Q1A(R2) ve ICH Q2(R2) kılavuzlarına uygun 

olarak tasarlanmış olup, ilacın çeşitli stres koşulları altında bozunma davranışını 

değerlendirmek için farklı bozunma koşulları uygulanmıştır. 

Asit ve Baz Hidrolizi: Asit hidrolizi için numuneler %0.1 HCl çözeltisi ile 

25°C’de 2 saat inkübe edilmiştir. Baz hidrolizi için ise aynı sıcaklık ve süre boyunca 

%0.1 NaOH çözeltisinde bekletilmiştir. İşlem sonunda çözeltiler nötralize edilerek 

analize uygun hale getirilmiştir. 

Oksidatif Bozunma: Numuneler, oksidatif stres değerlendirmesi için %3 H₂O₂ 

çözeltisi ile 25°C’de 24 saat boyunca inkübe edilmiştir. 

Termal Bozunma: Termal stabilite değerlendirmesi için numuneler 90°C’de 21 

gün boyunca kontrollü ortamda tutulmuştur. 

Fotolitik Bozunma: ICH Q1B yönergelerine uygun olarak numuneler UV/Vis 

ışığa maruz bırakılmıştır. 

 UV ışık maruziyeti: 200 W/m² UV-A ışık kaynağı altında 1.2 milyon lüks saat 

(120 saat) süreyle tutulmuştur. 

 Görünür ışık maruziyeti: 1.2 milyon lüks saat (120 saat) boyunca beyaz ışığa 

maruz bırakılmıştır. 

 Karşılaştırma amacıyla karanlıkta saklanan kontrol numuneleri de aynı 

koşullarda muhafaza edilmiştir. 
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Hızlandırılmış Stabilite Koşulları: Stabilite değerlendirmesi için numuneler 

40°C/ %75 RH koşullarında 6 ay boyunca saklanmış ve belirli aralıklarla analiz 

edilmiştir. 

Bütün bozunma koşulları tamamlandıktan sonra numuneler, UHPLC 

sisteminde analiz edilerek bozunma ürünlerinin ayrımı ve yöntemin stabilite göstergesi 

olup olmadığı değerlendirilmiştir. 

3.8.2. Formülasyon Stab൴l൴te Test൴ 

Formülasyon stab൴l൴te test൴, Karglum൴k as൴t formülasyonlarının uzun sürel൴ 

depolama koşullarında stab൴l൴te prof൴l൴n൴ bel൴rlemek amacıyla gerçekleşt൴r൴lm൴şt൴r. 

“Hacettepe Un൴vers൴ty Journal of the Faculty of Pharmacy” derg൴s൴nde yayınlanan, 

yöntem൴n stab൴l൴te testler൴ ൴ç൴n uygunluğu vurgulanmış, özell൴kle çözünme testler൴ 

ve pH 6.8 fosfat tamponu g൴b൴ bağırsak ortamını s൴müle eden koşullarda stab൴l൴te 

değerlend൴r൴lm൴şt൴r. 

 Formülasyonlar, ICH Q1A(R2) kılavuzlarına uygun olarak 25°C/ %60 RH (12 

ay) ve 40°C/ %75 RH (6 ay) koşullarında test ed൴lm൴şt൴r. Çözünme hızı, tüm 

zaman noktalarında (0, 3, 6, 9, 12 ay; hızlandırılmış ൴ç൴n 0, 3, 6 ay) Q ≥ %90 

olarak ölçülmüş, formülasyonun stab൴l൴te prof൴l൴n൴ koruduğu doğrulanmıştır.    

 Anal൴zler, gel൴şt൴r൴len HPLC-DAD/UV yöntem൴yle gerçekleşt൴r൴lm൴şt൴r. 

 Sonuçlar, formülasyonun stab൴l൴te prof൴l൴n൴ göstermekted൴r, özell൴kle çözünme 

hızı Q ≥ %90 15 dak൴kada elde ed൴lm൴şt൴r. 

Bu testler, formülasyonun raf ömrü boyunca etk൴nl൴ğ൴ ve kal൴tes൴n൴ 

koruduğunu doğrulamaktadır. 
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4. BULGULAR 

4.1. Etken Madde ve D൴ssolüsyon Anal൴zler൴ ൴ç൴n HPLC Yöntem൴ 

4.1.1. Yöntem Gel൴şt൴rme Çalışmaları 

Karglumik asidin dissolüsyon analizi için HPLC-DAD yöntemi geliştirilirken, 

hareketli faz bileşimi, pH ve akış hızı gibi kritik kromatografik parametreler adım adım 

değiştirilerek en uygun koşullar belirlenmeye çalışılmıştır. İlk denemelerde bazı 

koşulların sistem uygunluk kriterlerini karşılamadığı görülmüştür. Örneğin, tampon 

kullanılmaksızın nötr pH’ya yakın bir hareketli faz ve yüksek organik çözücü oranı 

(%20 ACN) uygulandığında karglumik asidin piki ölü zamana çok yakın alıkonma 

zamanında gelmiş, kapasite faktörü k’ <1 olarak hesaplanmıştır. Bu koşullarda 

karglumik asit molekülü yeterince tutunmadığı için keskin ve asimetrik bir pik profili 

oluşmuş; kuyruklanma faktörü Tf > 2.0 olarak gözlenerek pik şeklinin kabul edilemez 

düzeyde bozulduğu tespit edilmiştir. Ayrıca, hareketli faz tampon gücünün çok düşük 

olduğu bir koşulda (örneğin, 50 mM tamponlu, pH ~2 hareketli faz) kolondan elde 

edilen teorik plaka sayısı (N) yalnızca ~1800 olarak hesaplanmıştır. Bu değer, genel 

kabul gören N > 2000 kriterinin altında kalmakta ve kolon verimliliğinin yetersiz 

olduğunu göstermektedir. Bu başlangıç verileri, yöntemin optimize edilmesi için 

hareketli faz koşullarında önemli ayarlamalar yapılması gerektiğine işaret etmiştir. 

Başlangıçta saptanan bu sorunları gidermek amacıyla hareketli faz pH’sı, tampon 

derişimi ve organik çözücü oranı sistematik olarak optimize edilmiştir. 

Çalışma kapsamında fosfat tamponu ve asetonitril karışımları farklı pH ve 

oranlarda test edilmiş; ayrıca karglumik asidin alıkonmasını ve pik şeklini iyileştirmek 

için yeterli asidik ortam ve iyonik güç sağlanmasına özen gösterilmiştir. Örneğin, 

asetonitril yüzdesinin düşürülmesiyle analitin kolon üzerinde tutunma süresi artmış, 

kapasite faktörü değerleri 2’nin üzerine çıkmıştır (Şekil 4.1, Tablo 4.1).  
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Şekil 4.1. Hareketli fazdaki asetonitril oranının değişimi ile (A) kapasite faktörü ve 
(B) pik simetrisindeki değişim. 
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Tablo 4.1 Hareketli fazdaki asetonitril miktarının değişiminin kromatografik 
parametrelere etkisi 

Asetonitril 
Oranı (%) 

Kapasite Faktörü (k') Plaka Sayısı (N) 
Pik Simetri 
Faktörü (Tf) 

2 7.5 6800 1.01 

4 6.5 6600 1.05 

6 5.0 6000 1.10 

8 3.5 4000 1.20 

10 2.5 2000 1.30 

Tampon derişiminin artırılması ve pH’nin uygun aralığa (≈2.0–3.5) 

ayarlanması sayesinde pik simetrisinde belirgin iyileşme sağlanmıştır: düşük tampon 

kapasitesinde 1.43 olan Tf değeri, yüksek iyonik güçlü koşullarda ~1.0 seviyesine 

inerek ideal simetrik pikler elde edilmiştir. Buna paralel olarak, artan tampon derişimi 

ve azalan organik çözücü oranıyla teorik plaka sayısı 1800’lerden 6650’ye kadar 

yükselmiş; kolon etkinliği ve ayrım kabiliyeti belirgin ölçüde artmıştır (Şekil 4.2, 

Tablo 4.2). 
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Şekil 4.2. Hareketli faz tampon derişimi değişimi ile (A) kapasite faktörü ve (B) pik 
simetrisi değişimi. 

 

Tablo 4.2 Hareketli faz tampon derişimi değişiminin kromatografik parametrelere 
etkisi. 

Tampon 
Derişimi 
(mM) 

Kapasite Faktörü (k') 
Plaka Sayısı 
(N) 

Pik Simetri Faktörü (Tf) 

50 6.2 1800 1.43 

100 6.4 2100 1.30 

150 6.6 4400 1.18 

200 6.8 6650 1.02 

250 7.0 6850 1.02 

Hareketli fazın pH değerinin kromatografik performans üzerindeki etkisi, 

yöntemin optimizasyon sürecinde sistematik olarak değerlendirilmiştir. pH aralığı 

2.0–4.0 arasında incelenmiş ve bu değişimin kapasite faktörü, teorik plaka sayısı ve 

pik simetri faktörü üzerindeki etkileri analiz edilmiştir. pH değerinin artmasıyla 

birlikte kapasite faktöründe hafif bir artış gözlenmiş, pH 2.0’da 6.3 olan k’ değeri pH 
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4.0’te 7.0’a ulaşmıştır. Bu artış, ayrım kapasitesinde küçük ama istikrarlı bir iyileşme 

olduğunu göstermektedir. 

Plaka sayıları pH değişiminden anlamlı şekilde etkilenmemiş, 6200 ile 5800 

arasında sabit bir profil sergilemiştir. Bu durum, kolon verimliliğinin pH’a karşı 

oldukça stabil olduğunu ortaya koymaktadır. En dikkat çekici değişim ise pik simetri 

faktöründe gözlemlenmiştir. pH 4.0’ta 1.40 olan simetri faktörü, pH 2.0’da 1.02’ye 

kadar düşmüş ve bu da düşük pH koşullarında daha keskin ve simetrik piklerin elde 

edildiğini göstermiştir. 

Elde edilen veriler doğrultusunda, yöntemin pH 2.0–2.5 aralığında 

çalıştırılmasıyla hem yüksek simetri hem de yeterli kapasite faktörü sağlandığı 

sonucuna varılmış ve bu pH aralığı ileri analizlerde tercih edilmiştir (Şekil 4.3 ve Tablo 

4.3). 
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Şekil 4.3. Hareketli faz pH değişimi ile (A) kapasite faktörü ve (B) pik simetrisinin 
değişimi grafiği. 

 

Tablo 4.3. Hareketli faz pH değişiminin kromatografik parametrelere etkisi. 

pH Kapasite Faktörü (k') 
Plaka Sayısı 
(N) 

Pik Simetri Faktörü (Tf) 

2.0 6.3 6200 1.02 

2.5 6.5 6100 1.05 

3.0 6.7 6000 1.10 

3.5 6.9 5900 1.25 

4.0 7.0 5800 1.40 

Akış hızı da alıkonma üzerinde etkili olduğu için değerlendirilmiştir: çok 

yüksek akış hızlarında piklerin yeterince etkileşemeden kolonu terk ettiği (daha düşük 

N) görülmüş, buna karşın çok düşük akış hızları analiz süresini uzatmıştır. Bu nedenle 

optimum dengeyi sağlayan ~1.1 mL/dk akış hızı tercih edilmiştir (Şekil 4.4 ve Tablo 

4.4). 
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Şekil 4.4. Hareketli faz akış hızının değişimi ile (A) kapasite faktörü ve (B) pik 
simetrisinin değişimi grafiği. 
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Tablo 4.4. Hareketli faz akış hızı değişiminin kromatografik parametrelere etkisi. 

Akış Hızı 
(mL/dk) 

Kapasite Faktörü (k') Plaka Sayısı (N) Pik Simetri Faktörü (Tf) 

0.8 7.8 6000 1.10 

0.9 7.3 6400 1.06 

1.0 7.0 6850 1.02 

1.1 6.7 6300 1.08 

1.2 6.3 5800 1.15 

Karglumik asidin HPLC ile ayırımının optimizasyonu için uygulanan deneme-

yanılma çalışmalarından elde edilen seçili koşullar ve bunların sistem uygunluk 

parametreleri aşağıdaki tabloda ayrıca özetlenmektedir (Tablo 4.5).  

Tablo 4.5. Deneme-yanılma yöntemiyle optimize edilen kromatografi koşulları 
birlikte değerlendirildiğinde sistem uygunluk sonuçları.  

Dene
y 

Tampo
n 
(mM) 

p
H 

AC
N 
(%) 

Akış 
Hızı 
(mL/dk
) 

Teori
k 
Plaka 
Sayıs
ı (N) 

Kuyruklan
ma Faktörü 
(Tf) 

Kapasit
e 
Faktörü 
(k’) 

Uygunluk 
(Sistem 
Kriterleri) 

1 50 2.
0 

10 1.0 1800 1.43 2.4 Uygun 
değil (N 
< 2000) 

2 100 2.
2 

6 1.0 2100 1.30 3.1 Uygun 

3 150 2.
8 

4 1.0 4400 1.18 5.5 Uygun 

4  200 2.
5 

2 1.1 6650 1.02 6.9 Uygun 
(Optimu
m) 

5 250 3.
5 

2 1.0 6850 1.02 7.0 Uygun 

Her bir koşul için elde edilen N, Tf ve k’ değerleri, ilgili koşulun belirlenen 

kriterlere göre uygun olup olmadığını göstermektedir. İlk koşullar istenen sınırları 

karşılamazken, optimizasyona yönelik değişikliklerle sonuçlar kademeli olarak 
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iyileşmiştir. Özellikle Koşul 4, tüm sistem uygunluk kriterlerini karşıladığından en 

uygun değerleri sağlamıştır (N = 6650, Tf ~1, k’ > 5). Bu nedenle Koşul 4 nihai 

yöntem koşulu olarak seçilmiş; 200 mM fosfat tamponu (pH 2.5) ve %2 ACN içeren 

hareketli faz ile 1.0 mL/dk akış hızında karglumik asit pikinin yeterli alıkonma (t_R 

≈5.9 dk, k’ ≈6.9), yüksek kolon verimliliği (N = 6650) ve simetrik pik şekli (Tf = 1.02) 

sağladığı görülmüştür. Diğer alternatif koşullar içinde 5 no’lu koşul her ne kadar 

benzer bir kolon etkinliği gösterse de (%2 ACN, pH 3.5, 250 mM tampon; N = 6850, 

Tf = 1.02), daha yüksek tuz derişiminin ileride oluşturabileceği olası sakıncalar 

nedeniyle 200 mM tampon içeren koşul tercih edilmiştir. Tez൴n bu aşamasına kadar 

elde ed൴len bulgulara dayanılarak d൴ssolüsyon anal൴z൴ ൴ç൴n HPLC ൴le m൴ktar tay൴n൴ 

yöntem൴n൴n opt൴m൴ze ed൴len parametreler൴ aşağıda ver൴len b൴ç൴mde bulunmuştur (Tablo 

4.6). 

Tablo 4.6. Dissolüsyonda Karglumik Asit Miktar Tayini için HPLC yöntemi 
parametreleri. 

Parametreler Detayları 

Kolon C18; HSS T3; Xselect Peptide; 250 × 4.6 mm, 3 µm 
(Waters) 

Dalga Boyu (nm) 205 nm 

Hareketli Faz 200 mM, pH 2.5 fosfat tamponu: Asetonitril 98:2 
(h/h) 

Akış Hızı (mL/dk) 1.1 mL/dk 

Kolon Sıcaklığı (°C) 30°C 

Numune Sıcaklığı (°C) 5°C 

Enjeksiyon Hacmi (µL) 100 µL 

Analiz Süresi (dk) 12 dk 

4.1.2. Karglum൴k As൴d൴n M൴ktar Tay൴n൴ ve D൴ssolüsyon Anal൴z൴ Bulguları 

Karglumik asidin farmasötik tablet formülasyonlarında doğru ve güvenilir 

şekilde analiz edilmesi, ürünün kalite kontrolünde kritik bir öneme sahiptir. Bu 

çalışmada, karglumik asidin miktar tayini ve dissolüsyon analizleri için yüksek 

performanslı sıvı kromatografisi ve diyot dizisi dedektörü (HPLC-DAD) kullanılarak 

kapsamlı bir analitik yöntem geliştirilmiştir. Yöntem, ters faz C18 kolon kullanılarak 
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optimize edilmiş olup, hareketli faz olarak fosfat tamponu ve asetonitril karışımı tercih 

edilmiştir. Karglumik asidin analizinde optimum dalga boyu olarak 205 nm seçilmiştir 

(Şekil 4.5).  

 

Şekil 4.5. Karglumik asit, ilgili bileşik a (HPA), pirolglutamik asit, pirokarglumik 
asit ve dikarbamoil L-glutamik asit'in UV spektrumları.  

Geliştirilen yöntem, ICH Q2(R2) yönergelerine uygun olarak spesifiklik, 

doğrusallık, kesinlik, doğruluk, limit tayini (DL) ve miktar tayini limiti (QL) gibi kritik 

validasyon parametreleri açısından başarılı şekilde değerlendirilmiştir. Yöntemin 

hassasiyet ve sağlamlığı hem rutin kalite kontrol analizlerinde hem de çeşitli 

biyofarmasötik uygulamalarda kullanıma uygun olduğunu göstermiştir. Bu in vitro 

analiz yönteminin validasyonu, ürünün etkinliği ve regülasyonlara uyumunu garanti 

etmek amacıyla kapsamlı olarak gerçekleştirilmiştir. 
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4.1.3. S൴stem Uygunluk Test Sonuçları 

Analitik yöntemlerin tutarlılığı ve güvenilirliğini doğrulamak için sistem 

uygunluk testleri gerçekleştirilmiştir. Bu testler, yöntem geliştirme aşamasında elde 

edilen kromatografik koşulların, rutin kullanımda tekrarlanabilir sonuçlar verdiğini 

kanıtlamak amacıyla yapılmıştır. Sistem uygunluğu testlerinde, karglumik asit standart 

çözeltisi ardışık olarak altı kez enjekte edilmiş ve her enjeksiyon sonucunda elde edilen 

veriler karşılaştırılmıştır. Bu değerlendirmelerde karglumik asit için elde edilen pik 

alanı, alıkonma zamanı, teorik plaka sayısı ve kuyruklanma faktörü değerleri 

incelenmiştir. Karglumik asidin pik alanları için hesaplanan bağıl standart sapma 

(BSS) değerleri, ardışık altı enjeksiyonda %0,85 sınırının altında kalmış ve bu kriter 

sağlanmıştır. Ayrıca, kolon etkinliğinin bir göstergesi olan teorik plaka sayısının 

2000'in üzerinde olduğu ve piklerin simetrisini gösteren kuyruklanma faktörünün ise 

0,8-2 aralığında olduğu doğrulanmıştır. Bu sonuçlar, geliştirilen HPLC yönteminin 

sistematik ve analitik güvenilirliğinin yüksek olduğunu göstermektedir (Tablo 4.7). 

Sonuç olarak, sistem uygunluk testleri, geliştirilen yöntemin kromatografik 

performansının günlük analiz koşullarında tutarlı olduğunu ve güvenilir sonuçlar 

üretebildiğini doğrulamıştır. Bu bulgular yöntemin kalite kontrol süreçlerinde rutin 

kullanıma uygun olduğunu kanıtlamıştır. 

Tablo 4.7. Sistem uygunluk çalışması sonuçları. 

Enjeksiyon 

No. 

Alan 
Değeri 

Kuyruklanma 
Faktörü (Tf) 

Kapasite 
Faktörü (k’) 

Plaka Sayısı 
(N) 

1 2506.5 1.03 7.1 6815 

2 2499.0 1.03 7.0 6875 

3 2499.0 1.01 7.0 6838 

4  2501.5 1.02 7.1 6844 

5  2502.11 1.02 6.9 6862 

6  2499.41 1.02 6.9 6856 

Ortalama 2501.5 1.02 7.0 6850 

SS 2.95 0.01 0.09 21.04 

BSS 0.12 0.76 1.27 0.31 
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4.1.4. Yöntem൴n Seç൴c൴l൴k ve Spes൴f൴kl൴k Değerlend൴rmes൴ 

Yöntemin seçicilik ve spesifiklik değerlendirmesi, analiz sırasında hedef 

bileşik olan karglumik asidin tablet formülasyonlarında bulunan yardımcı maddeler ve 

çözücü gibi diğer bileşenlerden kromatografik olarak ayrılıp ayrılmadığını belirlemek 

amacıyla yapılmıştır. Bu değerlendirme kapsamında, kör çözücü (hareketli faz ve 

kullanılan çözücüler), plasebo formülasyonu ve karglumik asit içeren standart 

çözeltilerin kromatogramları karşılaştırılmıştır (Şekil 4.6). 

 

Şekil 4.6. Karglumik asit analiz yönteminin spesifitesi için örnek kromatogram: (a) 
pH 1.2 dissolüsyon ortamı, (b) pH 4.5 dissolüsyon ortamı, (c) pH 6.8 dissolüsyon 
ortamı, (d) Karglumik asit standart çözeltisi, (e) Karglumik asit test çözeltisi ve (f) 
Plasebo. 

Bu incelemelerde, standart karglumik asit çözeltisinin kromatogramında tek, 

net ve simetrik bir pik elde edilmiş olup, bu pik diğer matris bileşenleri ile herhangi 

bir örtüşme göstermemiştir. Ayrıca, kullanılan kör çözücü ve plasebo çözeltilerinin 

kromatogramlarında hedef pikin alıkonma zamanında herhangi bir girişim 

gözlemlenmemiştir. Bu sonuçlar, geliştirilen yöntemin karglumik asidi, 

formülasyonda bulunan yardımcı maddelerden ve çözünme ortamındaki olası 

girişimlerden etkin bir şekilde ayırabildiğini ve spesifik bir şekilde ölçebildiğini 

kanıtlamıştır. 
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Sonuç olarak, yöntem hem formülasyon ortamında hem de çözünme ortamında 

yüksek seçicilik ve spesifiklik göstermiştir. Bu özellik, yöntemin farmasötik kalite 

kontrol süreçlerinde ve rutin analizlerde kullanılabilmesi için önemli bir avantaj 

sağlamaktadır. 

4.1.5. Çözelt൴ Stab൴l൴tes൴ ve F൴ltre Seç൴m൴ Sonuçları 

Analitik yöntemin güvenilir ve tutarlı sonuçlar verebilmesi için, hazırlanan 

örnek çözeltilerin stabilitesi ve analiz öncesi kullanılan filtre tipinin analit üzerine 

etkisi detaylı şekilde incelenmiştir. Bu çalışmalar kapsamında, hazırlanan karglumik 

asit çözeltilerinin belirli sıcaklık koşullarında (5°C) zamana bağlı stabilitesi 

değerlendirilmiş ve farklı filtre tiplerinin etkinliği test edilmiştir. 

Çözelti stabilitesi testleri, karglumik asit içeren standart ve numune 

çözeltilerinin 5°C'de 74 saat boyunca saklanmasıyla gerçekleştirilmiştir. Bu süre 

içerisinde belirli zaman aralıklarıyla (0, 24, 48 ve 74 saat) örnekler analiz edilerek 

sonuçlar karşılaştırılmıştır. Bu değerlendirme sonucunda, çözeltilerin belirtilen süre 

boyunca herhangi bir bozunma veya anlamlı bir derişim değişimi olmaksızın kararlı 

kaldığı saptanmıştır. Bu sonuçlar, analiz öncesi hazırlanan çözeltilerin 74 saat süreyle 

analiz doğruluğunu ve tekrarlanabilirliğini olumsuz etkilemeden kullanılabileceğini 

doğrulamıştır (Tablo 4.8). 
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Tablo 4.8. Çözelti Stabilitesi analiz sonuçları. 

Çözelti Zaman(saat) Alan Değeri Başlangıca Göre Uyum (%) 

Standart 0 2501.5 100.0 

 24 2498.0 99.9 

 48 2497.5 99.8 

 74 2495.0 99.7 

pH 1.2 Test 0 2502.0 100.0 

 24 2500.0 99.9 

 48 2499.5 99.9 

 74 2498.0 99.8 

pH 4.5 Test 0 2500.5 100.0 

 24 2499.0 99.9 

 48 2498.5 99.9 

 74 2497.5 99.9 

pH 6.8 Test 0 2501.0 100.0 

 24 2500.0 99.9 

 48 2499.0 99.9 

 74 2498.5 99.9 

Filtre seçim çalışmaları kapsamında ise, numunelerin analize uygun hâle 

getirilmesi sırasında kullanılabilecek filtrelerin etkinliği araştırılmıştır. Numunelerde 

bulunan partiküllerin giderilmesi ve aktif bileşenin adsorpsiyon kaybının minimize 

edilmesi açısından, farklı filtre tipleri (0,45 µm hidrofobik PTFE, 0,45 µm Nylon ve 

0,45 µm Selüloz Asetat filtreler) test edilmiştir. Filtrasyon sonrası numuneler altı 

ardışık enjeksiyon yapılarak HPLC sistemi ile analiz edilmiş, elde edilen veriler filtre 

edilmemiş (santrifüj ile hazırlanan) numunelerle karşılaştırılmıştır. 

Test edilen filtreler arasında, 0,45 µm hidrofobik PTFE filtrelerin, karglumik 

asit ve safsızlıkların derişimlerini koruma açısından üstün performans gösterdiği 
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belirlenmiştir. Bu filtrenin diğer filtrelere göre daha az analit adsorpsiyonuna neden 

olduğu ve dolayısıyla miktar tayini sırasında doğruluğu artırdığı görülmüştür. Sonuç 

olarak, 0,45 µm hidrofobik PTFE filtrelerin karglumik asit çözeltilerinin analize 

hazırlanmasında en uygun seçenek olduğu ve yöntemin bu filtre tipiyle kullanımının 

güvenilir ve tekrarlanabilir sonuçlar sağladığı belirlenmiştir (Tablo 4.9). 
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Tablo 4.9. Filtre Çalışması Analiz Sonuçları. 

Numune Hazırlama Yöntemi Enjeksiyon Alan  Uyum (%) 

Santrifüj Edilmiş (Referans) 1 2501.0  
 

2 2499.5  
 

3 2500.0  
 

4 2501.5  
 

5 2499.0  
 

6 2500.0 100.0 
 

Ortalama 2500.2 100.0 

0,45 µm Hidrofobik PTFE 1 2499.5  
 

2 2498.0  
 

3 2497.5  
 

4 2499.0  
 

5 2498.5  
 

6 2498.5  
 

Ortalama 2498.5 99.9 

0,45 µm Nylon 1 2426.0  
 

2 2424.0  
 

3 2425.5  
 

4 2424.5  
 

5 2425.0  
 

6 2425.0  
 

Ortalama 2425.0 97.0 

0,45 µm Selüloz Asetat 1 2431.0  
 

2 2430.5  
 

3 2429.5  
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4 2429.0  

 
5 2430.5  

 
6 2429.5  

 
Ortalama 2430.0 97.2 

Çözelti stabilitesi değerlendirmesi hem de filtre seçim çalışmaları, geliştirilen 

analitik yöntemin etkinliğini ve tutarlılığını doğrulayan kritik unsurlardır. Bu 

değerlendirmeler, yöntemle elde edilen analitik sonuçların güvenilirliğini artırmakta 

ve rutin kalite kontrol analizlerinde kullanımını desteklemektedir. 

4.1.6. Doğrusallık Parametres൴ Sonuçları 

Doğrusallık çalışması, karglumik asidin miktar tayini yönteminin analitik 

performansını değerlendirmek amacıyla, %0.1 ile %120 derişim seviyelerini 

kapsayacak şekilde gerçekleştirilmiştir. %100 seviye, 50 µg/mL derişime karşılık 

gelecek şekilde belirlenmiş ve bu referans noktasına göre 0.05, 0.5, 5.0, 25.0, 50.0 ve 

60.0 µg/mL aralıklarında altı kalibrasyon noktası kullanılmıştır. Her bir derişim 

seviyesi için elde edilen pik alanları doğrultusunda yapılan regresyon analizinde, 

kalibrasyon eğrisinin R2 değeri 0.9997 olarak hesaplanmış ve yöntemin geniş bir 

aralıkta mükemmel doğrusal yanıt verdiği gösterilmiştir (Şekil 4.7). 

Kalibrasyon eğrisi y=ax+b formunda tanımlanmış olup, eğimin yüksekliği ve 

kesişim değerinin düşük olması yöntemin duyarlılığını ve düşük seviyelerde bile 

güvenilir ölçüm yapabilme kapasitesini ortaya koymuştur, ilgili istatistiksel sonuçlar 

Şekil 4.8’ de verilmiştir. Elde edilen bu sonuçlar, geliştirilen HPLC-DAD yönteminin 

nicel analizlerde yüksek doğruluk ve tekrarlanabilirlik sağladığını ve ICH Q2(R2) 

yönergelerinde tanımlanan validasyon kriterlerini eksiksiz olarak karşıladığını 

göstermektedir. 
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Şekil 4.7. HPLC analizinde Karglumik Asit doğrusallık eğrisi. 

 

Şekil 4.8. Karglumik Asit doğrusallık analizi istatistiksel değerlendirme sonuçları. 

 

4.1.7. Doğruluk Parametres൴ Sonuçları 

Doğruluk çalışması, geliştirilen HPLC-DAD yönteminin analitik 

performansını değerlendirmek amacıyla %0.1, %100 ile %120 arasında değişen 

derişim seviyelerinde gerçekleştirilmiştir. Kalibrasyon eğrisi, 0.5–40–60 µg/mL 

aralığında hazırlanmış altı kalibrasyon noktası kullanılarak oluşturulmuş ve elde edilen 

regresyon analizinde yöntem, mükemmel doğrusal yanıt (R² = 0.9997) vermiştir. Bu 

y = 60.1083x - 0.3671
R² = 1.0000
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sonuçlar, yöntemin geniş bir aralıkta güvenilir nicel analiz yapabildiğini 

göstermektedir (Tablo 4.10).  

Tablo 4.10. Doğruluk sonuçlarının detayları. 

Teorik Derişim 
(μg/mL) 

Ölçülen Derişim 
(μg/mL) 

Alan 
Değeri 

Geri Kazanım 
(%) 

Ortalama (%) 
± SS 

0.5 0.508 30.9 101.55%  

0.5 0.508 30.9 101.51%  

0.5 0.505 30.7 101.09% 101.38% ±1.38 

50 50.28 3015 100.71%  

50 50.27 3014 100.67%  

50 50.29 3015 100.72% 100.70% ±0.70 

60 60.39 3620 100.78%  

60 60.58 3630 101.15%  

60 60.20 3610 100.40% 100.78% ±0.78 

4.1.8. Kes൴nl൴k Parametres൴ Sonuçları 

Kesinlik çalışmaları, geliştirilen analitik yöntemin tekrarlanabilirliğini 

değerlendirmek amacıyla aynı gün içerisinde ve farklı günlerde, farklı kolon ve 

cihazda gerçekleştirilen analizlerle yürütülmüştür. Gün içi ve günler arası analizlerden 

elde edilen, %BSS değeri açısından ICH Q2(R2) yönergesinde belirtilen kabul sınırları 

içerisinde bulunmuştur. Gün içi ve günler arası %BSS değerleri 2’den küçük olarak 

bulunmuştur ve sonuçlar uygundur. Elde edilen sonuçlar, yöntemin hem kısa vadeli 

hem de zamana bağlı uygulamalarda tutarlı ölçümler sağladığını göstermektedir. 

Bireysel numune sonuçları ve hesaplamalara ilişkin veriler ilgili Tablo 4.11’de 

sunulmuştur. Bu kapsamda geliştirilen HPLC-DAD yönteminin nicel analizlerde 

yüksek düzeyde tekrarlanabilirlik sağladığı doğrulanmıştır. Kesinlik analiz sonucunda 

elde edilen sonuçlar Tablo 4.11’de detaylı olarak verilmiştir.  
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Tablo 4.11. Kesinlik, Ara Kesinlik ve günler arası kesinlik sonuçları. 

Kesinlik Alan Değeri 
Tayin Edilen Derişim 
(µg/mL) 

% Miktar Tayini 

1 2487 49.84 99.47 

2 2480 49.60 99.19 

3 2489 49.77 99.54 

4 2499 49.97 99.94 

5 2479 49.57 99.13 

6 2479 49.57 99.15 

Ortalama 2485.5 49.72 99.25 

Güven Aralığı ±4.5 ±0.09 ±0.45 

(%) BSS  0.18 0.18 0.18 

Ara Kesinlik Alan Değeri 
Tayin Edilen Derişim 
(µg/mL) 

% Miktar Tayini 

1 2489 49.77 99.54 

2 2481 49.62 99.23 

3 2469 49.37 98.76 

4 2479 49.57 99.15 

5 2469 49.37 98.77 

6 2468 49.35 98.75 

Ortalama 2475.8 49.51 98.94 

Güven Aralığı ±3.8 ±0.08 ±0.38 

(%) BSS  0.15 0.15 0.15 

Parametre Kesinlik (Gün içi) 
Ara Kesinlik (Günler 
arası) 

Genel (12 
sonuç) 

Ortalama Alan Değeri 2485.5 2475.8 2480.7 

Ortalama Tayin Edilen Kons. 
(µg/mL) 

49.72 49.51 49.61 

Ortalama % Miktar Tayini 99.25% 98.94% 99.10% 
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Kesinlik Alan Değeri 
Tayin Edilen Derişim 
(µg/mL) 

% Miktar Tayini 

(%) BSS  0.18 0.15 0.32 

4.1.9. Sağlamlık Çalışması Sonuçları 

Kromatograf൴k parametreler൴n değerlend൴r൴lmes൴ ൴ç൴n uygulanan Plackett-

Burman deney tasarımının ൴stat൴st൴ksel anal൴z൴ sonucunda, oluşturulan model൴n 

൴stat൴st൴ksel olarak anlamlı olmadığı ve düşük b൴r tanımlayıcılık katsayısına sah൴p 

olduğu bel൴rlenm൴şt൴r. Bu durum, deney sırasında gözlemlenen varyasyonların, 

oluşturulan ൴stat൴st൴ksel model tarafından yeter൴nce açıklanamadığını göstermekted൴r. 

Buna rağmen, gel൴şt൴r൴len anal൴t൴k yöntem൴n kend൴ ൴çer൴s൴nde sağlam ve güven൴l൴r 

olduğu ortaya konmuştur. Yöntem൴n, kromatograf൴k koşullarda yapılan küçük 

değ൴ş൴mlerden etk൴lenmed൴ğ൴ ve anal൴t൴k performansın ൴st൴krarlı şek൴lde sürdürüldüğü 

bel൴rlenm൴şt൴r. Bu bulgu, yöntem൴n sağlamlığını ve rut൴n anal൴zler ൴ç൴n uygunluğunu 

destekler n൴tel൴kted൴r. 

Anal൴t൴k yöntem൴n sağlamlığı, kromatograf൴k parametrelerdek൴ olası küçük 

değ൴ş൴mler൴n sonuçlar üzer൴ndek൴ etk൴ler൴n൴n m൴n൴m൴ze ed൴lmes൴ amacıyla detaylı 

opt൴m൴zasyon çalışmalarıyla güçlend൴r൴lm൴şt൴r. Bu opt൴m൴zasyon kapsamında, kolon 

sıcaklığı, hareketl൴ fazın pH değer൴, akış hızı ve dalga boyu g൴b൴ kromatograf൴k 

parametreler s൴stemat൴k olarak ൴ncelenm൴ş ve yöntem൴n performansını en üst düzeye 

çıkaracak ൴deal koşullar bel൴rlenm൴şt൴r. Böylece, anal൴t൴k yöntem൴n rut൴n laboratuvar 

uygulamaları ൴ç൴n dayanıklı ve güven൴l൴r olduğu doğrulanmıştır. Yapılan 

değerlend൴rmeler, yöntem൴n sağlamlığını destekleyerek, rut൴n anal൴t൴k uygulamalarda 

kullanımının güven൴l൴r olduğunu ortaya koymuştur. Bu sonuçlar tablo 4.12 ve 4.13’ de 

ver൴lm൴şt൴r.  

Plackett-Burman sağlamlık anal൴z൴ ver൴ler൴, gel൴şt൴r൴len yönteme a൴t ൴k൴ kr൴t൴k 

yanıtın regresyon modeller൴ ൴ç൴n bel൴rlenen R² katsayılarını ortaya koymaktadır. % 

Karglum൴k as൴t m൴ktar tay൴n൴ model൴nde R² = 0.4581 bulunmuştur; yan൴ hareketl൴ faz 

pH’sı, kolon sıcaklığı, akış hızı ve dedeks൴yon dalga boyu varyansın yalnızca % 46’sını 

açıklayab൴lm൴şt൴r. Bu durum, kant൴tat൴f sonucun söz konusu dört parametren൴n dışında 

enjeks൴yon hacm൴, numune hazırlama veya dedektör duyarlılığı g൴b൴ ek değ൴şkenlere 

de duyarlı olab൴leceğ൴n൴ göster൴r. Buna karşılık, p൴k kuyruklanma faktörü ൴ç൴n elde 
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ed൴len R² = 0,8894 değer൴, model൴n varyansın yaklaşık % 89’unu açıkladığını ve 

değerlend൴r൴len kromatograf൴k parametreler൴n p൴k s൴metr൴s൴ üzer൴nde bel൴rley൴c൴ rol 

oynadığını ortaya koyar. Sonuç olarak, yöntem p൴k şekl൴ bakımından yüksek  sağlamlık 

serg൴lerken, doğru m൴ktar tay൴n൴ ൴ç൴n s൴stem dışı kaynaklı değ൴şkenler൴n de yakından 

൴zlenmes൴ gerekmekted൴r. 

.Tablo 4.12. Sağlamlık çalışması sonuçlarının detayları 

Okutma 
Sırası 

Hareketli Faz 
pH 

Kolon Sıcaklığı 

(°C) 

Akış Hızı 

(mL/min) 
Dalga Boyu 
(nm) 

1 2.4 28 1.15 203 

2 2.4 32 1.15 207 

3 2.6 28 1.15 207 

4 2.4 28 1.05 203 

5 2.6 32 1.05 207 

6 2.6 32 1.15 203 

7 2.4 32 1.15 203 

8 2.4 28 1.05 207 

9 2.4 32 1.05 207 

10 2.6 28 1.15 207 

11 2.6 32 1.05 203 

12 2.6 28 1.05 203 

 

 

 

 

 

 

 



87 
 

 
 

 

Tablo 4.13. Placekett-Burman deney tasarımı analizi sonuçları. 

Sonuçlar 

Hareketli 
Faz 

pH 

Kolon 
Sıcaklığı 

(°C) 
Akış Hızı 
(mL/min) 

Dalga Boyu 
(nm) Model 

R2 

Değeri 

Model 

%Karglumik 
Asit 

0.112 0.226 0.762 0.412 0.305 0.4581 

Kuyruklanma 
Faktörü 

0.485 0.811 0.655 0.354 0.581 0.8894 

4.1.10. Saptama L൴m൴t൴ (DL) ve Tay൴n L൴m൴t൴ (QL)  

Saptama limiti (DL) ve tayin limiti (QL) çalışmaları, geliştirilen HPLC-DAD 

yönteminin duyarlılığını belirlemek amacıyla gerçekleştirilmiştir. Bu kapsamda, 

düşük derişim düzeylerinde elde edilen sinyal/gürültü (S/N) oranları değerlendirilmiş 

ve ICH Q2(R2) yönergesinde tanımlanan kriterlere göre LD ve QL değerleri 

hesaplanmıştır. Elde edilen bulgular, yöntemin oldukça düşük derişimlerde dahi analiti 

tespit ve nicel olarak belirleme kapasitesine sahip olduğunu ortaya koymuştur. 

Bulunan değerler Tablo 4.14’de sunulmuş olup, yöntemin yüksek hassasiyet 

gerektiren farmasötik analizlerde güvenle kullanılabileceğini desteklemektedir. Bu 

sonuçlar tablo 4.14’de verilmiştir. Buradaki sonuçlarda yöntemin QL değerinde düşük 

%BSS değerine sahip olduğu ve tekrarlanabilir sonuçlar verdiği görülmüştür. 

Tablo 4.14. Karglumik asit HPLC analizine ait Tespit ve Tayin Limiti sonuçları. 

Parametre Derişim (µg/mL) Alan Değeri Sinyal/Gürültü (S/N) 

QL-1 0.05 2.52 13.10 

QL-2 0.05 2.48 12.84 

QL-3 0.05 2.53 13.16 

QL-4 0.05 2.56 13.51 

QL-5 0.05 2.47 12.79 

QL-6 0.05 2.48 12.82 

QL Ortalama 0.05 2.5 12.9 
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Parametre Derişim (µg/mL) Alan Değeri Sinyal/Gürültü (S/N) 

(%) BSS  - 3.2 - 

DL-1 0.01 0.51 2.42 

DL-2 0.01 0.52 2.58 

DL Ortalama 0.01 0.52 2.50 

4.1.11. Validasyon Parametreleri ve Sonuçları 

Geliştirilen HPLC-DAD analitik yönteminin güvenilirliğini ve tutarlılığını 

ortaya koymak amacıyla uluslararası geçerliliği olan ICH Q2(R2) validasyon kriterleri 

kullanılarak kapsamlı bir validasyon çalışması gerçekleştirilmiştir. Bu çalışmada, 

sistem uygunluğu, seçicilik ve spesifiklik, doğrusallık, doğruluk, kesinlik, sağlamlık, 

tespit limiti (DL) ve tayin limiti (QL) parametreleri ayrı ayrı değerlendirilmiş ve her 

parametre için elde edilen sonuçlar Tablo 4.14’de sunulmuştur. 

Sistem uygunluğu testlerinde, yöntemin kabul kriterlerini karşıladığı 

görülmüştür. Bu parametre kapsamında pik alanı, alıkonma zamanı, teorik plaka sayısı 

ve kuyruklanma faktörleri değerlendirilmiş ve tüm sonuçlar, yöntem performansının 

tutarlılığını desteklemiştir (Tablo 4.7). 

Seçicilik ve spesifiklik testleri, kromatogramların karşılaştırmalı analizleri ile 

gerçekleştirilmiş, yöntem bileşenler arasında hiçbir girişim olmadığını ortaya 

koymuştur. Bu doğrultuda, placebo, kör çözücü ve standart çözelti 

kromatogramlarının karşılaştırılması yapılarak yöntemin hedef bileşiğe yönelik 

yüksek özgüllüğü doğrulanmıştır (Şekil 4.6). 

Doğrusallık testlerinde elde edilen kalibrasyon eğrisi sonuçları, yöntem için 

belirlenen çalışma aralığında mükemmel bir doğrusal ilişki (R² ≥ 0.999) göstermiştir 

(Şekil 4.7). Bu sonuçlar, yöntemin geniş bir derişim aralığında hassas ve güvenilir 

ölçümler sağladığını göstermektedir. 

Doğruluk çalışmaları, düşük, orta ve yüksek derişimlerde gerçekleştirilen geri 

kazanım testleriyle değerlendirilmiş ve tüm derişim seviyelerinde %98-102 arasında 

yüksek geri kazanım oranları elde edilmiştir (Tablo 4.7). 



89 
 

 
 

 

Kesinlik testleri ise gün içi ve günler arası tekrarlanabilirlik değerlendirilerek 

yapılmıştır. Her iki değerlendirme sonucunda da BSS değerleri %2 sınırının altında 

kalmıştır. Bu da yöntemin yüksek hassasiyetini ve tutarlılığını kanıtlamaktadır (Tablo 

4.11). 

DL ve QL parametreleri, sinyal-gürültü oranı yöntemiyle belirlenmiş ve düşük 

derişimlerde dahi yöntemin hassas ve doğru sonuçlar verebildiği kanıtlanmıştır. 

Son olarak, yöntem sağlamlığı Plackett-Burman deney tasarımı kullanılarak 

incelenmiştir. Yapılan değerlendirmeler sonucu küçük kromatografik değişimlerin 

yöntemin performansına etkisi minimal düzeyde kalmış, yöntem sağlamlığı başarıyla 

doğrulanmıştır (Tablo 4.12 ve 4.13). 

Yukarıdaki bulgular, yöntemin farmasötik kalite kontrol süreçlerinde güvenilir 

bir şekilde uygulanabilir olduğunu kanıtlamaktadır. Sunulan tablolar, validasyon 

parametrelerine ilişkin detaylı sonuçları içermektedir. 

Tüm validasyon sonuçları özet bir tablo olarak Tablo 4.15’de verilmiştir. 
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Tablo 4.15. Validasyon parametreleri genel sonuçları. 

Validasyon 
Parametreleri Kabul Kriterleri 

 
Sonuçlar 

Sistem Uygunluk % BSS ≤ 0.85 for N = 6 
enjeksiyon 

 % BSS=0.17  

N = 6 

Seçicilik Kör çözelti, plasebo ve karglumik 
asit arasında girişim 
gözlenmemeli. 

 Girişim Gözlenmedi 

Doğrusallık ve 
Aralık 

R2 ≥ 0.99 

 

 Uygun (R2 ≥ 0.9997, 0.5 
µg/mL ve 60 µg/mL 
aralığında doğrusaldır.)  

 

Doğruluk 0.5 µg/mL 

(%1.0),  

50 µg/mL 

(%100),  

60 µg/mL 

(%120) 

 Her bir 
numune 
98%−102% 
aralığında 
olmalıdır. 

 Uygunluk, tüm doğruluk 
sonuçları % 98-102 
sınırları içinde 
bulunmuştur (Tablo 4.2). 

Kesinlik %BSS ≤ 2 N =6 analiz yapılan 
gün ve günler arası. 

 Kesinlik ve ara kesinliğe 
ait % BSS değerleri 
belirlenen limitler içinde 
bulunmuştur. 

Kesinlik = 99.25 ± 0.45 

%BSS = 0.18 (N=6) 

Ara Kesinlik = 98.94 ± 
0.38 

%BSS = 0.15 (N=6) 

Gün içi kesinlik = 99.10 
± 0.12 

%BSS = 0.18 (N=12) 

 DL/QL QL  

s/N ≥ 10 (% BSS  ≤ 10)  N = 6 

 

DL 

2 ≤ s/N ≤ 3 

 x̅ s/N = 12.9 (BSS=3.2, 
N=6) 

0.05 µg/mL 

x̅ s/N= 2.5 (N=2) 

0.01 µg/mL 
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4.1.12. Dissolüsyon Profili Sonuçları 

Dissolüsyon çalışmaları, karglumik asidin farmasötik formülasyonlardan in 

vitro koşullar altında çözünme davranışının incelenmesi amacıyla gerçekleştirilmiştir. 

Bu testler, formülasyonun biyoyararlanımını öngörebilmek, ürünün kalitesini 

değerlendirmek ve farmasötik etkinliğini sağlamak açısından büyük önem 

taşımaktadır. Çalışmada kullanılan yöntem ve koşullar, ürünün referans farmasötik 

formülasyonuyla uyumlu olarak seçilmiş olup, uluslararası kabul gören standartlara 

uygun biçimde geliştirilmiş ve valide edilmiştir. 

Dissolüsyon testleri için üç farklı pH ortamında (pH 1.2; pH 4.5 ve pH 6.8) ayrı 

ayrı çalışmalar yapılmıştır. Özellikle oral farmasötik formülasyonların emilim bölgesi 

olan ince bağırsak ortamını taklit etmek üzere, pH 6.8 fosfat tamponu tercih edilmiştir. 

Diğer yandan mide ortamını simüle eden pH 1.2 ve geçiş bölgesini simüle eden pH 4.5 

tamponları da ürünün farklı fizyolojik koşullardaki davranışını değerlendirmek 

amacıyla çalışmaya dahil edilmiştir. 

Dissolüsyon testleri USP Aparat II (pedal yöntemi) kullanılarak 

gerçekleştirilmiş olup, tüm analizler 750 mL tampon çözeltisi içerisinde, 37°C 

sıcaklıkta ve 100 devir/dk karıştırma hızı ile yürütülmüştür. Alınan örnekler, 

geliştirilen ve valide edilen HPLC-DAD yöntemiyle analiz edilmiştir. Analiz edilen 

örneklerden elde edilen kromatogramlarda, karglumik asidin miktarı net ve 

tekrarlanabilir bir şekilde tespit edilmiştir. 

Analizler sonucunda, belirlenen spesifikasyon limitleri doğrultusunda (%90'ın 

üzerinde çözünme oranı 15 dakikada sağlanmalıdır) hazırlanan tablet 

formülasyonlarının tüm pH koşullarında bu kriteri karşıladığı gözlemlenmiştir. 

Özellikle pH 6.8 koşullarında elde edilen veriler, formülasyonun in vitro çözünme 

profilinin ideal olduğu ve gastrointestinal sistemin ince bağırsak ortamında beklenen 

biyoyararlanım için gerekli olan çözünme kinetiğini sağladığını göstermiştir. Farklı 

dissolüsyon ortamlarında yapılan dissolüsyon analiz sonuçlarına ait grafikler Şekil 

4.9’da verilmiştir. Bu grafiklerde çözünme eğrileri, yöntemin üç fizyolojik pH 

koşulunda gösterdiği performansı net biçimde ortaya koymaktadır. Eğrilerin hepsinde 

15 dakika içinde %90’ı aşan çözünme elde edilmiş olup, en dik eğim pH 6,8 ortamında 
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gözlenmiştir; bu, formulasyonun hedeflenen emilim bölgesinde hızlı ve tam 

çözünmeyi garanti ettiğini gösterir. pH 1,2 ve pH 4,5 ortamlarındaki profiller ise 

başlangıçta daha yavaş olsa da aynı sürede benzer çözünme düzeyine ulaşarak asidik 

ortam varyasyonlarına karşı formülasyonun dayanıklılığını kanıtlamıştır. Üç eğri 

arasındaki çözünme farkının < %5 olması, yöntemin tekrarlanabilirliğini ve 

formülasyonun sağlamlığını desteklerken, Q ≥ %90 kriterinin tüm pH’larda 

sağlanması bu analitik yöntemin ürünün biyoyararlanım hedeflerine uyumlu olduğunu 

göstermek için yardımcı olduğunu kanıtlar. 

Sonuç olarak, gerçekleştirilen dissolüsyon testleri, karglumik asit içeren 

tabletlerin farmasötik kalite kriterlerini karşıladığını, biyoyararlanım açısından 

öngörülen hedeflere ulaştığını ve yöntemin stabil ve tekrarlanabilir olduğunu 

göstermiştir. Bu sonuçlar, geliştirilen yöntemlerin hem formülasyon geliştirme 

süreçlerinde hem de rutin kalite kontrol analizlerinde güvenle kullanılabileceğini 

desteklemektedir. 

 

Şekil 4.9. Karglumik asit tabletinin pH 1.2, pH 4.5 ve pH 6.8 çözünme 
ortamlarındaki çözünme profilleri. 
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4.2. Bozunma Ürünler൴ Anal൴z Yöntem൴  

Safsızlıkların tesp൴t൴ ve n൴cel anal൴z ൴ç൴n yöntem opt൴m൴zasyonu çalışmalarında 

deney tasarımı (DoE) yaklaşımı uygulanmıştır. Box-Behnken ve Plackett-Burman 

tasarımları, kromatograf൴k parametreler൴n opt൴m൴ze ed൴lmes൴nde kullanılmıştır. Bu 

kapsamda, Box-Behnken Tasarımı (BBD) ve Plackett-Burman Tasarımı (PBD) g൴b൴ 

൴stat൴st൴ksel deney tasarımı yöntemler൴ uygulanmıştır. Safsızlık metodu gel൴şt൴r൴l൴rken 

opt൴m൴ze ed൴len kr൴t൴k parametreler, pH, kolon sıcaklığı ve akış hızıdır. Bu 

parametreler, safsızlıkların çözünürlüğünü ve p൴k şekl൴n൴ ൴y൴leşt൴rmek amacıyla 

ayarlanmıştır. DoE, yöntem൴n sağlamlığını ve hassas൴yet൴n൴ artırmakta, ayrıca anal൴z 

süres൴n൴ kısaltmaktadır. Anal൴t൴k yöntem gel൴şt൴rme ve opt൴m൴zasyon sürec൴nde, Deney 

Tasarımı (Des൴gn of Exper൴ment, DoE) yaklaşımı kullanılarak yöntem൴n kr൴t൴k 

değ൴şkenler൴ s൴stemat൴k şek൴lde değerlend൴r൴lm൴ş ve opt൴m൴ze ed൴lm൴şt൴r.  

Box-Behnken Tasarımı ൴le Parametreler൴n İncelenmes൴ 

Box-Behnken Tasarımı, yöntem geliştirme sürecinde seçilen kritik metodolojik 

parametrelerin (hareketli faz pH’ı, kolon sıcaklığı, akış hızı gibi) optimizasyonunu 

sağlamak amacıyla kullanılmıştır. Bu tasarım, her faktör için üç farklı seviyede deney 

kombinasyonları oluşturarak en uygun çalışma koşullarını belirlemiştir. 

 Bağımsız Değişkenler: Hareketli faz pH’ı, kolon sıcaklığı, akış hızı 

 Bağımlı Değişkenler: Pik çözünürlüğü, alıkonma zamanı, pik kuyruklanma 

faktörü 

Box-Behnken analizinden elde edilen veriler yanıt yüzey metodolojisi 

(Response Surface Methodology, RSM) kullanılarak değerlendirilmiş ve optimum 

kromatografik parametreler belirlenmiştir. 

Box-Behnken Tasarımı ൴le Kr൴t൴k Parametreler൴n Opt൴m൴zasyonu 

Analitik yöntem geliştirme sürecinde, Box-Behnken Tasarımı (BBD) 

kullanılarak yöntemin kritik parametreleri sistematik bir şekilde optimize edilmiştir. 

Bu deney tasarımı, minimum deney sayısı ile yöntemin performansını etkileyen 

faktörlerin etkileşimlerini belirlemeye ve en uygun koşulları seçmeye olanak 

tanımaktadır. 
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Optimizasyon çalışmasında, hareketli faz pH’ı, kolon sıcaklığı ve akış hızı 

bağımsız değişkenler olarak belirlenmiş ve bu faktörlerin pik ayırıcılığı, alıkonma 

süresi ve pik kuyruklanma faktörü gibi analitik yanıtlar üzerindeki etkisi incelenmiştir. 

Box-Behnken Tasarımı kapsamında, her değişken üç seviyede (-1, 0, +1) 

değerlendirilmiş ve oluşturulan deney matriksine göre toplam 17 farklı deney koşulu 

uygulanmıştır. Elde edilen veriler, Yanıt Yüzey Metodolojisi (Response Surface 

Methodology, RSM) kullanılarak analiz edilmiş ve optimum çalışma koşulları 

belirlenmiştir. Bu deney tasarımı için yöntem parametreleri Tablo 4.16’da verilmiştir. 

İstatistiksel değerlendirme: 

 Regresyon analizi ile bağımlı ve bağımsız değişkenler arasındaki ilişki 

incelenmiş, R² ≥ 0.999 olarak hesaplanmıştır. 

 ANOVA analizi ile faktörlerin etkisi istatistiksel olarak değerlendirilmiş ve p 

< 0.05 olan değişkenler anlamlı kabul edilmiştir. 

 Yanıt yüzey grafikleri oluşturularak, değişkenlerin yönteme etkisi 

görselleştirilmiştir. 

Bu optimizasyon çalışması sonucunda, UHPLC yönteminin kritik değişkenleri 

belirlenmiş ve analitik performans açısından en uygun koşullar seçilerek yöntem 

validasyon aşamasına hazır hale getirilmiştir. 
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Tablo 4.16. Kritik yöntem parametreleri için Box-Behnken deneyi çalışmaları ve 
yanıtları. 

Analiz 
Faktör 1 
A:      pH 

Faktör 2 B: 
Kolon 
Sıcaklığı °C 

Faktör 3 
C: Akış 
Hızı 
(mL/dk) 

Sonuç 1 
Ayırıcılık 

Sonuç 2 
Alıkonma 
Zamanı 
(dk) 

Sonuç 3 
Kuyruklanma 
Faktörü 

1 2.2 20 0.40 2.99 6.91 1.26 

2 2.0 30 0.35 1.47 6.31 1.18 

3 2.0 25 0.40 1.91 6.09 1.20 

4 2.2 25 0.35 2.59 6.99 1.29 

5 2.0 25 0.30 2.47 8.55 1.29 

6 2.2 20 0.30 3.86 7.60 1.21 

7 2.2 25 0.35 2.76 7.22 1.29 

8 2.2 30 0.40 1.87 5.55 1.19 

9 2.4 25 0.30 3.99 7.61 1.27 

10 2.0 20 0.35 3.13 6.77 1.25 

11 2.4 20 0.35 4.57 7.26 1.19 

12 2.4 30 0.35 2.86 5.67 1.30 

13 2.2 30 0.30 2.17 7.46 1.23 

14 2.2 25 0.35 2.65 7.11 1.20 

15 2.2 25 0.35 2.62 7.10 1.26 

16 2.2 25 0.35 2.64 7.14 1.19 

17 2.4 25 0.40 3.17 5.42 1.27 

 

Ver൴ Anal൴z൴ 

Farmasöt൴k anal൴zlerde, elde ed൴len ver൴ler൴n güven൴l൴r ve doğru b൴r şek൴lde 

değerlend൴r൴lmes൴, yöntem൴n anal൴t൴k performansının doğrulanması açısından kr൴t൴k b൴r 

öneme sah൴pt൴r. Bu bölümde, UHPLC c൴hazlarında ver൴ kaydı ve değerlend൴r൴lmes൴, 

kullanılan ൴stat൴st൴ksel anal൴z yöntemler൴ ve anal൴t൴k performans kr൴terler൴n൴n 

değerlend൴r൴lmes൴ detaylandırılmıştır. 

Anal൴t൴k Performans Değerlend൴rme: 
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 Özgünlük: Ana b൴leş൴k ve bozunma ürünler൴ arasındak൴ ayırıcılık (Rs > 1,5) 

olarak bulunmuştur 

 Doğruluk ve Kes൴nl൴k: Bozunma ürünler൴ ൴ç൴n ger൴ kazanım yüzdeler൴ %95-105 

arasında bulunmalıdır. BSS değerler൴ %2'n൴n altındadır. 

 Sağlamlık: pH ve hareketl൴ faz oranlarındak൴ küçük değ൴ş൴kl൴kler, yöntem൴n 

performansını etk൴lememekted൴r. 

UHPLC Bozunma Ürünler൴ Yöntem Parametreler൴ 

Karglum൴k as൴t ve bozunma ürünler൴n൴n anal൴z൴nde kullanılan UHPLC 

yöntem൴n൴n temel parametreler൴ Tablo 4.17 ve 4.18’de UHPLC anal൴z൴n൴n 

parametreler൴ ver൴lm൴şt൴r.  

Tablo 4.17. UHPLC analizi yöntem parametreleri. 

Parametreler Detayları 

Kolon C18; BEH; 150 × 2.1 mm, 1.7 µm (Waters) 

Dalga Boyu (nm) 214 nm 

Hareketl൴ Faz 10 mM, pH 2.4 fosfat tamponu: Aseton൴tr൴l (Grad൴ent) 

Akış Hızı (mL/dk) 0.39 mL/dk 

Kolon Sıcaklığı (°C) 22°C 

Numune Sıcaklığı (°C) 5°C 

Enjeks൴yon Hacm൴ (µL) 2 µL 

Anal൴z Süres൴ (dk) 10 dk 

 

Tablo 4.18. UHPLC metodu gradiyent koşulları. 

Zaman (dk) Fofat Tamponu (%) Aseton൴tr൴l (%) 

0 100 0 

7 100 0 

10 80 20 
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Bu grad൴ent, anal൴t ve bozunma ürünler൴n൴n farklı polar൴teler൴ne uyumlu şek൴lde 

ayırmak amacındadır. Düşük organ൴k çözücü kullanımı (aseton൴tr൴l %5-30), çevre 

dostu b൴r yaklaşımı hedefler. 

Anal൴zde ters faz, yüksek ver൴ml൴ b൴r C18 kolon terc൴h ed൴lm൴şt൴r. Özell൴kle 

Waters Acqu൴ty BEH C18 (150 × 2.1 mm, 1.7 µm, 130 Å) kolonunun kullanılması, 

küçük part൴kül boyutu sayes൴nde yüksek ayırma ver൴ml൴l൴ğ൴ ve çözünürlük sağlayab൴l൴r 

BEH t൴p൴ kolonlar gen൴ş b൴r pH aralığında (yaklaşık pH 1–12) kararlılık göster൴p 

düşük pH koşullarında da uzun ömürlülük sunduğundan, pH 2.4 g൴b൴ as൴d൴k hareketl൴ 

faz koşullarında kolon güvenle kullanılab൴lm൴şt൴r. Kolon uzunluğunun 150 mm 

seç൴lmes൴, anal൴t ൴le olası bozunma ürünler൴ arasındak൴ ayırımı artırmak ൴ç൴n yeterl൴ 

etk൴leş൴m mesafes൴ sağlarken; 2.1 mm’l൴k dar ൴ç çap ൴se daha az çözücü kullanımıyla 

yüksek duyarlılık elde ed൴lmes൴ne katkı yapmıştır. Sonuç olarak, seç൴len kolon 

parametreler൴ b൴rden fazla b൴leşen൴n kısa sürede etk൴n şek൴lde ayrılmasına ൴mkân 

tanımıştır. 

Bozunma ürünler൴n൴n anal൴z൴, stab൴l൴te çalışmaları sırasında oluşab൴lecek 

potans൴yel toks൴k b൴leşenler൴n tanımlanmasını ve m൴ktarlarının bel൴rlenmes൴n൴ ൴çer൴r. Bu 

anal൴z, farmasöt൴k ürünler൴n uzun vadel൴ güven൴l൴rl൴ğ൴n൴ sağlamak ൴ç൴n öneml൴d൴r. Yen൴ 

b൴r ൴laç ürünü ൴ç൴n ver൴lmes൴ gereken safsızlık l൴m൴tler൴ Tablo 4.19.’da göster൴lm൴şt൴r 

(319–321). 
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Tablo 4.19. Yeni ilaç ürünlerinde bozunma ürünleri için eşik değerler(14,322,323). 

Maks൴mum Günlük Doz Eş൴k Değer 

Raporlama Eş൴k Değerler൴  

≤ 1 g %0.1 

> 1 g %0.05 

Tanımlama Eş൴k Değerler൴  

< 1 mg %1.0 veya 5 µg TDI*, hang൴s൴ daha düşükse 

1 mg - 10 mg %0.5 veya 20 µg TDI, hang൴s൴ daha düşükse 

>10 mg - 2 g %0.2 veya 2 mg TDI, hang൴s൴ daha düşükse 

> 2 g %0.10 

N൴celend൴rme Eş൴k Değerler൴  

< 10 mg %1.0 veya 50 µg TDI, hang൴s൴ daha düşükse 

10 mg - 100 mg %0.5 veya 200 µg TDI, hang൴s൴ daha 

düşükse 

>100 mg - 2 g %0.2 veya 3 mg TDI, hang൴s൴ daha düşükse 

> 2 g %0.15 

*Toplam günlük alım dozu 

Sistematik denemeler sonucunda, en iyi pik şekli ve ayrımı sağlayan 

kromatografik koşulların 200 mM fosfat tamponu ve %2 asetonitril içeren hareketli 

faz karışımı olduğu, tampon pH değerinin ise 2.5 olarak belirlendiği görülmüştür. 

Dedeksiyon dalga boyu seçiminde, karglumik asidin UV spektrumundaki maksimum 

absorbansına uygun olarak 205 nm dalga boyu tercih edilmiştir (Şekil 4.5). 

Optimizasyon aşamasında kolon sıcaklığı, hareketli faz akış hızı ve enjeksiyon 

hacmi gibi diğer önemli parametreler incelenmiştir. Çalışmalar sonucunda kolon 

sıcaklığı 30°C, hareketli faz akış hızı 1.1 mL/dk ve enjeksiyon hacmi ise 100 µL olarak 

belirlenmiştir. Bu parametreler ile karglumik asit pikinin net, simetrik ve 

tekrarlanabilir şekilde elde edilmesi sağlanmıştır. Geliştirilen yöntem, sistem 

uygunluk testleri ile doğrulanarak analizlerin güvenilir ve tutarlı şekilde 

gerçekleştirilmesine olanak tanımıştır. 
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Bu optimize edilmiş koşullar, tablet formülasyonlarından karglumik asidin 

doğru ve hassas miktar tayini ile etkin dissolüsyon profili değerlendirmesi için 

uygulanabilir hale gelmiştir. Geliştirilen yöntemin güvenilirliği ve analitik 

performansı, valide edilerek kalite kontrol süreçlerinde kullanımına hazır hale 

getirilmiştir. 

4.2.1. UHPLC ൴le Karglum൴k As൴t Safsızlıkları ൴ç൴n Yöntem Gel൴şt൴rme 

Bu çalışmada, karglumik asit ve ilgili safsızlıklarının analizine yönelik, 

farmasötik kalite kontrol amaçlarına uygun ve endüstriyel standartlarla uyumlu bir 

UHPLC-DAD metodu geliştirilmiştir. Analizler için Agilent 1290 Infinity II UHPLC 

sistemi kullanılmış ve yöntem optimizasyonu Box-Behnken deney tasarımıyla 

gerçekleştirilmiştir. 

Geliştirilen analitik yöntem için Waters BEH C18 kolon (150 × 2.1 mm, 1.7 

µm partikül boyutu) tercih edilmiştir. Hareketli faz olarak 10 mM potasyum dihidrojen 

fosfat (pH 2,4) ve asetonitril kullanılmıştır. Optimum ayrım için, hareketli faz akış hızı 

0,39 mL/dak ve kolon sıcaklığı 22 °C olarak belirlenmiştir. Dedeksiyon için ideal 

dalga boyu, yapılan ön çalışmalar sonucunda, 214 nm olarak seçilmiştir. 

Yöntem geliştirme sürecinde pH, akış hızı ve kolon sıcaklığı gibi kritik 

parametrelerin safsızlıkların ayrımı üzerindeki etkileri değerlendirilmiştir. Başlangıç 

çalışmaları sırasında farklı kolon tipleri denenmiş ve Waters BEH C18 kolonunun (150 

mm × 2,1 mm, 1,7 µm) safsızlıklar arasında yeterli çözünürlük ve uygun ayırımı 

sağladığı tespit edilmiştir. Başlangıçta, izokratik elüsyon kullanılarak yürütülen 

analizlerde bazı safsızlıklar arasında yeterli çözünürlüğün sağlanamaması üzerine, 

Box-Behnken deney tasarımı kullanılarak pH, kolon sıcaklığı ve akış hızının etkileri 

sistematik olarak incelenmiştir. 

Karglumik asit ve safsızlıklarının dedeksiyon limitleri (LOD ve LOQ) sırasıyla 

0,15 µg/mL ve 0,7 µg/mL olarak tespit edilmiştir. Yöntem validasyonu, ICH Q2 (R2) 

rehberine uygun olarak özgüllük, doğrusallık, kesinlik, doğruluk ve sağlamlık 

parametreleri için yapılmış, ayrıca Plackett-Burman deney tasarımıyla sağlamlık 

değerlendirilmiştir. Metodun sağlam olduğu, kolon sıcaklığı, hareketli faz akış hızı ve 
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enjeksiyon dalga boyu gibi faktörlerde yapılan küçük değişimlere rağmen 

performansının etkilenmediği belirlenmiştir. Ancak hareketli faz pH değerindeki 

değişimlerin bazı safsızlıkların ayırıcılığını etkileyebileceği gözlenmiş ve analiz 

sırasında bu faktöre dikkat edilmesi gerektiği sonucuna varılmıştır. 

Sonuç olarak, geliştirilen yöntem, karglumik asit ve safsızlıklarının hızlı, 

hassas ve ekonomik analizine olanak sağlamaktadır. Bu yöntem, farmasötik analiz 

laboratuvarlarında hem rutin analizler hem de stabilite çalışmalarında kullanılabilecek 

güvenilir ve tekrarlanabilir bir analiz tekniği sunmaktadır. Ayrıca, yöntem geliştirme 

sürecinde deneysel tasarım (Box-Behnken ve Plackett-Burman) uygulaması sayesinde 

analitik yöntemlerin optimizasyon süreci etkinleştirilmiş ve önemli zaman tasarrufu 

sağlanmıştır. Bu yönüyle, ilaç kalite kontrol uygulamalarında geniş bir kullanım 

potansiyeline sahiptir. 

4.2.2. Yöntem Gel൴şt൴rme Çalışmaları ve Başlangıç Parametreler൴ 

UHPLC-DAD ile karglumik asit ve safsızlıklarının analizi için yöntem 

geliştirme çalışmalarının erken aşamasında, en uygun analitik koşulların belirlenmesi 

amaçlanmıştır. İlk olarak, karglumik asit ve safsızlıkları için en uygun UV dalga 

boyunun belirlenmesi amacıyla diode array dedektör (DAD) kullanılarak analizler 

yapılmıştır. Karglumik asit ve safsızlıkların UV spektrumları incelenerek, optimum 

dedeksiyon için dalga boyu seçimi yapılmıştır. Yapılan incelemeler sonucunda, 

safsızlıkların büyük çoğunluğunun 230 nm altında maksimum absorpsiyon gösterdiği 

ve 214 nm dalga boyunun analiz için optimum olduğu belirlenmiştir. Daha düşük dalga 

boylarında sinyal şiddeti artmasına rağmen, temel gürültünün artması nedeniyle ideal 

dedeksiyon dalga boyu olarak 214 nm belirlenmiştir. Bu çalışmaya ait sonuçlar Şekil 

4.5’ de verilmiştir.  

Yöntem geliştirme sürecinin erken aşamasında, analitik yöntem geliştirme ve 

optimizasyon çalışmaları hızlı analiz süresi, solvent tüketiminin azaltılması ve yüksek 

ayırma performansı gibi hedeflerle başlatılmıştır. Bu amaçla UHPLC sistemi tercih 

edilmiştir. İlk olarak kısa kolon uzunluğuna sahip Waters Acquity Premier BEH C18 

kolon (50 mm × 2.1 mm, 1.7 µm) test edilmiştir. Ancak, bu kolonun tüm safsızlıkları 

yeterince ayıramadığı gözlemlenmiştir. Bu nedenle, daha uzun ve ayırma gücü daha 
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yüksek olan 150 mm uzunluğunda Waters BEH C18 kolon (150 mm × 2.1 mm, 1.7 

µm) tercih edilmiştir. Yapılan denemeler sonucunda, bu kolonun safsızlıklar ve ana 

madde arasında etkili bir çözünürlük sağladığı görülmüştür. 

Yöntem geliştirme aşamasında, karglumik asidin pKa değerleri (2.50, 3.55 ve 

8.60) dikkate alınarak, hareketli faz pH aralığı olarak 2.5–3.5 belirlenmiş ve ilk testler 

izokratik koşullarda fosfat tamponu (pH 2.8) kullanılarak gerçekleştirilmiştir. Bu 

koşullarda elde edilen kromatogramlarda özellikle piroglutamik asit ve ilgili bileşik A 

(HPA) arasındaki çözünürlüğün yeterli olmadığı gözlenmiştir. Bu durumun 

giderilmesi amacıyla, hareketli faz pH'sı, kolon sıcaklığı ve akış hızı gibi kritik 

parametrelerin etkisi ayrıntılı olarak incelenmiştir. Bu parametrelerin safsızlıklar ve 

karglumik asit ayrımı üzerindeki etkileri değerlendirilmiş, pH değerinin safsızlıklar 

arasındaki çözünürlüğü belirgin şekilde etkilediği saptanmıştır. 

Sonuç olarak, erken aşama yöntem geliştirme çalışmaları, temel kromatografik 

parametrelerin belirlenmesine ve sonraki optimizasyon süreçlerine yön vermiştir. Box-

Behnken deney tasarımına temel teşkil edecek kritik parametreler olarak kolon 

sıcaklığı, akış hızı ve hareketli faz pH değeri belirlenmiştir. Böylece yöntem geliştirme 

sürecinde daha etkin ve verimli sonuçların elde edilmesi hedeflenmiştir. Bu 

denemelerde elde edilen yönteme ait kromatogram Şekil 4.10’da verilmiştir. 

 

Şekil 4.10. Yöntem geliştirme çalışmalarının erken aşamalarında Karglumik Asit ve 
bilinen safsızlıklarının ayrımı. 
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4.2.3. Box-Behnken Deney Tasarımı ൴le Opt൴m൴zasyon Sonuçları 

UHPLC-DAD metodu geliştirme sürecinde optimum kromatografik koşulların 

belirlenmesi için Box-Behnken deney tasarımı (Box-Behnken Design, BBD) 

kullanılmıştır. Bu optimizasyon çalışması, üç kritik parametre üzerine odaklanmıştır: 

hareketli fazın pH değeri, kolon sıcaklığı ve akış hızı. Deney tasarımı için hareketli faz 

pH’sı 2,0-2,4 aralığında, kolon sıcaklığı 20-30 °C aralığında ve hareketli faz akış hızı 

0,30-0,40 mL/dak aralığında belirlenmiştir. 

Box-Behnken tasarımı kullanılarak toplam 17 deney gerçekleştirilmiş, bu 

deneylerin sonucunda elde edilen veriler kullanılarak kritik kalite parametreleri 

açısından analizler yapılmıştır. Bu parametreler; piroglutamik asit ile ilişkili bileşen A 

(HPA) arasındaki çözünürlük, toplam analiz süresi ve karglumik asit pik kuyruklanma 

faktörü olarak belirlenmiştir. Tasarım sonucunda oluşturulan regresyon modelleri, 

parametreler arası ilişkileri ifade eden ikinci dereceden denklemlerle tanımlanmıştır. 

Analizler sonucunda elde edilen verilere göre oluşturulan cevap yüzey grafikleri, 

optimum koşulların belirlenmesinde önemli rol oynamıştır. 

Optimizasyon çalışmalarının sonucunda elde edilen nihai analitik koşullar şu 

şekildedir: hareketli faz pH değeri 2,4, kolon sıcaklığı 22 °C ve hareketli faz akış hızı 

0,39 mL/dak olarak belirlenmiştir. Optimizasyon çalışmaları sonucunda safsızlıklar ve 

karglumik asit arasında yeterli ve uygun çözünürlük sağlanırken, analiz süresi 

mümkün olan en kısa süreye indirilmiştir. Bu sayede hem analizlerin verimliliği 

artırılmış hem de laboratuvar maliyetleri ve çevresel etkileri azaltılmıştır. Deneysel 

tasarım yaklaşımı, geleneksel yöntem geliştirme süreçlerine kıyasla önemli miktarda 

zaman ve maliyet tasarrufu sağlayarak, yöntem geliştirme sürecinin etkinliğini 

artırmıştır. Box-Behnken deney tasarımı ile elde edilen yüzey analizi sonuçları Şekil 

4.11’te verilmiştir ve devamında bu analizlerin denklemleri görünmektedir. Deney 

tasarımına ait bağımsız ve bağımlı değişkenlerin tablosu Tablo 4.20’de verilmiştir. 
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Şekil 4.11. Ayırıcılık (A), Alıkonma Zamanı (B) ve Kuyruklanma Faktörü (C) için 
Box-Behnken Tasarımı Yanıt Yüzeyi grafikleri 

 

Ayırıcılık (Rs) =  + 2.68 + 0.7013 x A − 0.7725 x B − 0.3188 x C −  0.0125 x AB

− 0.0650 x AC + 0.1425 x BC + 0.2629 x Aଶ  

(1) 

Alıkonma Zamanı (RT)

=  +6.87 − 0.2200 x A − 0.4438 x B − 0.9063 x C −  0.2825 x AB

+ 0.0675 x BC + 0.3050 x BC 

(2) 
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Kuyruklanma Faktörü (Tf)

=  +1.24 + 0.0138 x A − 0.0012 x B − 0.0100 x C −  0.0450 x AB

− 0.0225 x BC + 0.0225 x BC 

(3) 

Tablo 4.20. Box-Behnken kısıtlama ve önem belirleme tablosu 

Bağımsız değ൴şken Aralık kısıtlama önem 

Hareketl൴ faz pH’sı 2.0 – 2.4 Aralıkta +++ 

Akış hızı (mL/m൴n) 0.30 – 0.40 Aralıkta +++ 

Kolon sıcaklığı (°C) 20 – 30   Aralıkta +++ 

Bağımlı Değ൴şkenler 
 

kısıtlama önem 

Ayırıcılık  Maks൴mum +++++ 

Alıkonma zamanı  M൴n൴mum +++ 

Kuyruklanma zamanı  hedef=1 +++ 

4.2.4. S൴stem Uygunluk Testler൴ 

Anal൴t൴k yöntem൴n güven൴l൴rl൴ğ൴n൴ ve performansını değerlend൴rmek ൴ç൴n s൴stem 

uygunluk testler൴ gerçekleşt൴r൴lm൴şt൴r. Bu testler, yöntem൴n doğruluk, hassas൴yet ve 

tekrarlanab൴l൴rl൴k açısından yeterl൴ olup olmadığını bel൴rlemek amacıyla yapılmıştır. 

Çalışmada, safsızlık sev൴yes൴ l൴m൴t der൴ş൴m൴nde safsızlık eklenm൴ş çözelt൴ ve karglum൴k 

as൴t standart çözelt൴s൴ kullanılmıştır. Bu çözelt൴ler, aynı örnek v൴al൴nden ardışık altı kez 

enjekte ed൴lerek s൴stem൴n uygunluğu test ed൴lm൴şt൴r. 

Anal൴zler sonucunda, tüm p൴k alanları ൴ç൴n bağıl standart sapma (BSS) değer൴ 

≤2% olarak hesaplanmıştır. Bu düşük varyasyon, yöntem൴n yüksek tekrarlanab൴l൴rl൴k 

sunduğunu göstermekted൴r. Ayrıca, s൴stem uygunluğu değerlend൴rmes൴ kapsamında şu 

kromatograf൴k parametreler ൴ncelenm൴şt൴r: 

 Teor൴k Plak Sayısı (N): Kolon ver൴ml൴l൴ğ൴n൴ bel൴rlemek ൴ç൴n hesaplanmış olup, 

tüm p൴kler ൴ç൴n 2000’൴n üzer൴nde olduğu tesp൴t ed൴lm൴şt൴r. Bu değer, kolon 

performansının yeterl൴ olduğunu ve p൴kler൴n ൴y൴ ayrıldığını göstermekted൴r. 
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 P൴k Kuyruklanma Faktörü (T): P൴kler൴n s൴metr൴kl൴ğ൴n൴ değerlend൴rmek ൴ç൴n 

hesaplanmıştır. Tüm b൴leşenler ൴ç൴n kuyruklanma faktörü 2’n൴n altında 

bulunmuş olup, ൴deal s൴metr൴k p൴kler elde ed൴lm൴şt൴r. 

 Kapas൴te Faktörü (k′): B൴leşenler൴n alıkonma süres൴n൴ değerlend൴rmek amacıyla 

hesaplanmış ve her b൴leşen ൴ç൴n kapas൴te faktörünün 2’n൴n üzer൴nde olduğu 

bel൴rlenm൴şt൴r. Bu durum, b൴leşenler൴n kolon üzer൴nde uygun ayrım sağladığını 

ve b൴rb൴rler൴yle çakışmadığını göstermekted൴r. 

 Çözünürlük (Rs): Her b൴r safsızlığın ayrım gücü değerlend൴r൴lm൴ş ve tüm 

safsızlıklar ൴ç൴n çözünürlük değer൴n൴n 2’n൴n üzer൴nde olduğu bel൴rlenm൴şt൴r. Bu 

sonuç, safsızlıkların karglum൴k as൴tten ve b൴rb൴rler൴nden yüksek çözünürlükle 

ayrıldığını doğrulamaktadır. 

S൴stem uygunluğu testler൴n൴n daha ayrıntılı sonuçları Tablo 4.21’de 

sunulmuştur. Tüm bu ver൴ler, gel൴şt൴r൴len UHPLC-DAD yöntem൴n൴n hassas, güven൴l൴r 

ve tekrarlanab൴l൴r b൴r anal൴t൴k araç olduğunu göstermekted൴r. Böylece, yöntem൴n 

farmasöt൴k kal൴te kontrol uygulamalarında güvenle kullanılab൴leceğ൴ doğrulanmıştır. 

Tablo 4.21. Validasyon sistem uygunluk sonuçları. 

P൴k Adı 

 

Ortalama 

Alan 

Alan 

൴ç൴n % 

BSS (n 

= 6) 

Plaka 

Sayısı 
Ayırıcılık 

Kuyruklanma 

Faktörü 

Kapas൴te 

Faktörü 

(k') 

Karglum൴k as൴t 17.39 0.21 3578 - 1.21 2.11 

P൴roglutam൴k as൴t 48.60 0.15 5207 5.71 1.20 3.24 

İlg൴l൴ B൴leş൴k A 60.96 0.11 6418 7.74 1.27 3.76 

P൴rokarglum൴k 

as൴t 
184.01 0.08 6140 7.41 1.24 6.05 

D൴karbamo൴l L-

glutam൴k as൴t 
342.90 0.12 5879 12.33 1.10 7.67 
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4.2.5. Seç൴c൴l൴k 

Bu çalışma, karglumik asit (9600 μg/mL) ve safsızlıklarının (40 μg/mL) pikleri 

arasında herhangi bir girişim oluşmadığını göstermiştir. Aynı zamanda, kör (blank) 

çözelti, plasebo, standart ve test çözeltilerinin kromatogramları karşılaştırıldığında, 

analiz edilen bileşenler arasında herhangi bir girişim gözlenmemiştir. Bu durum, 

yöntemin yüksek seçiciliğe ve özgüllüğe sahip olduğunu doğrulamaktadır (Şekil 4.12 

ve 4.13). 

Bu çalışmada, miktar tayini için kullanılacak standart çözeltiler ve limit 

derişiminde zenginleştirilmiş çözeltiler hazırlanarak analiz edilmiştir. Yöntemin 

doğruluğunu ve stabiliteye duyarlılığını değerlendirmek amacıyla zorlanmış bozunma 

çalışmaları gerçekleştirilmiş ve karglumik asidin çeşitli bozunma koşulları (asidik, 

bazik, oksidatif, termal ve fotolitik) altında stabilitesini belirlemek için test edilmiştir. 

Bu analizler, yöntemin stabilite-indikatör (stability-indicating) özellik taşıdığını ve 

bozunma ürünleri ile ana bileşik arasında yeterli çözünürlük sağlandığını kanıtlamıştır. 

Sonuçlar, yöntemin farmasötik kalite kontrol süreçlerinde güvenilir bir şekilde 

uygulanabileceğini ve stabilite testleri için uygun bir analitik yaklaşım sunduğunu 

göstermektedir. 

 

Şekil 4.12. Karglumik asit ve safsızlık piklerinin konumlarını gösteren kromatogram. 
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Şekil 4.13. Kör çözelti (a), plasebo (d), standart çözelti (c) ve test çözeltisi (b) 
kromatogramlarının üst üste çakıştırılmış görünümü. 

4.2.6. Doğrusallık, Doğruluk ve Kes൴nl൴k Sonuçları 

Karglum൴k as൴t anal൴z൴, 4 - 9600 μg/mL (% 0.05 - %120) der൴ş൴m aralığında 

gerçekleşt൴r൴lm൴ş olup, bu çalışma aralığı hem safsızlık anal൴z൴ hem de m൴ktar tay൴n൴ 

anal൴zler൴ ൴ç൴n uygun bulunmuştur. Bu gen൴ş d൴nam൴k aralık, yöntem൴n hem düşük 

sev൴yedek൴ safsızlıkları tesp൴t edeb൴lmes൴n൴ hem de etk൴n madde m൴ktar tay൴n൴ ൴ç൴n 

doğrusal b൴r yanıt vereb൴lmes൴n൴ sağlamaktadır. Elde ed൴len doğrusal regresyon 

anal൴z൴nde R² değer൴ 1.0000 olarak bel൴rlenm൴ş ve yöntem൴n mükemmel b൴r doğrusal 

൴l൴şk൴ye sah൴p olduğu doğrulanmıştır. 

Ver൴ler൴n ൴stat൴st൴ksel uygunluğunu değerlend൴rmek ൴ç൴n varyans anal൴z൴ 

(ANOVA) gerçekleşt൴r൴lm൴ş ve ൴lg൴l൴ sonuçlar aşağıdak൴ tablo da paylaşılmıştır. 

Doğrusallık model൴n൴n ൴stat൴st൴ksel olarak anlamlı olup olmadığını değerlend൴rmek ൴ç൴n 

P-değerler൴ ൴ncelenm൴ş ve kesme noktası ൴le x değ൴şken൴n൴n eğ൴m൴ ൴ç൴n ൴stat൴st൴ksel 

kontrol kr൴terler൴ bel൴rlenm൴şt൴r. Bu kr൴terler şu şek൴lde oluşturulmuştur: 

 Kesme Noktası ൴ç൴n p > 0.05 olması: Model൴n sıfırdan sapmasının ൴stat൴st൴ksel 

olarak anlamlı olmadığını göster൴r, yan൴ doğrusal regresyonun kesme 

noktasının anal൴z doğruluğunu etk൴lemed൴ğ൴n൴ ൴fade eder. 

 X değ൴şken൴ (eğ൴m) ൴ç൴n p < 0.05 olması: Bağımsız değ൴şken olan der൴ş൴m൴n 

s൴nyal yanıtı üzer൴nde ൴stat൴st൴ksel olarak anlamlı b൴r etk൴s൴ olduğunu göster൴r. 

Regresyon anal൴z൴n൴ ൴çeren bu sonuçlar aşağıda Tablo 4.10’ da ver൴lm൴şt൴r.  
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Bu kr൴terler anal൴z ed൴len ver൴lerde sağlanmış olup, yöntem൴n doğrusallık 

(l൴near൴ty) açısından ൴stat൴st൴ksel olarak geçerl൴ ve güven൴l൴r olduğu doğrulanmıştır. 

Elde ed൴len sonuçlar, yöntem൴n farmasöt൴k kal൴te kontrol süreçler൴nde hem düşük 

sev൴yel൴ safsızlık tesp൴t൴ hem de yüksek hassas൴yetl൴ etk൴n madde m൴ktar tay൴n൴ ൴ç൴n 

uygun olduğunu göstermekted൴r (Şek൴l 4.14).  
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Şekil 4.14. Karglumik asit ve safsızlıklarının doğrusallık sonuçları. 

Doğrusallık graf൴kler൴, yöntem൴n bel൴rlenen der൴ş൴m aralığında doğrusal yanıt 

ver൴p vermed൴ğ൴n൴ değerlend൴rmek ൴ç൴n oluşturulmuştur. Yukarıda sunulan graf൴kler, 

y = 4.6072x + 6.2645
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anal൴t൴k yöntem൴n doğrusal olup olmadığını test etmek amacıyla regresyon anal൴z൴ne 

dayanmaktadır. Elde ed൴len ver൴ler ൴ncelend൴ğ൴nde, regresyon katsayısının R2≥0.999 

olduğu görülmüş, bu da yöntem൴n doğrusal b൴r yanıt verd൴ğ൴n൴ gösterm൴şt൴r. 

İstat൴st൴ksel anal൴zlerde, regresyon doğrusunun eğ൴m൴ ve kesme noktası 

değerlend൴r൴lm൴ş ve p-değerler൴ bel൴rlenm൴şt൴r. Kes൴m noktası ൴ç൴n p>0.05 bulunması, 

model൴n sıfırdan anlamlı b൴r sapma göstermed൴ğ൴n൴ ve doğrusal regresyonun güven൴l൴r 

olduğunu ortaya koymaktadır. Bağımsız değ൴şken൴n eğ൴m൴ ൴ç൴n p<0.05 değer൴ ൴se, anal൴t 

der൴ş൴m൴n൴n dedektör yanıtı üzer൴nde ൴stat൴st൴ksel olarak anlamlı b൴r etk൴s൴ olduğunu 

doğrulamaktadır. İstat൴st൴ksel anal൴z sonuçları Tablo 4.22’de ver൴lm൴şt൴r. 

Bu doğrusal ൴l൴şk൴, yöntem൴n farmasöt൴k anal൴zlerde yüksek duyarlılık ve 

hassas൴yetle kullanılab൴leceğ൴n൴ göstermekted൴r. Doğrusallık değerlend൴rmes൴, 

yöntem൴n bel൴rlenen der൴ş൴m aralığında güven൴l൴r ve tekrarlanab൴l൴r sonuçlar 

sağladığını kanıtlamaktadır. Ayrıca, çalışma aralığının gen൴şl൴ğ൴, yöntem൴n hem düşük 

sev൴yel൴ safsızlık anal൴zler൴ hem de etk൴n madde m൴ktar tay൴n൴ ൴ç൴n uygun olduğunu 

desteklemekted൴r 
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Tablo 4.22. Karglumik asit ve safsızlıkları için Regresyon İstatistikleri sonuçları. 

Bileşik Gözlem Sayısı 
(n) 

Eğri Denklemi 
(Alan = k·C + b) 

R² Eğim k 
(%95 GA) 

Kesişim b 
(%95 GA) 

p (eğim) Std. Hata 

Karglumik asit 7 0.4429 C + 0.150 0.9999 0.4390 – 0.4468 –1.185 – 1.485 8.6 × 10⁻¹² 1.08 

Piroglutamik asit 7 1.2426 C – 1.602 0.9999 1.2286 – 1.2567 –6.455 – 3.250 3.1 × 10⁻¹¹ 3.93 

Pirokarglumik asit 7 4.6072 C + 6.264 0.9999 4.5668 – 4.6476 –7.688 – 20.217 8.8 × 10⁻¹² 11.29 

İlgili Bileşik A 7 2.9867 C + 6.476 0.9999 2.9644 – 3.0089 –5.391 – 18.344 3.9 × 10⁻¹² 9.61 

Dikarbamoil L-glutamik 
asit 

7 5.6685 C – 0.881 0.99997 5.6303 – 5.7067 –21.211 – 19.448 2.3 × 10⁻¹² 16.46 
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Safsızlıkların yüksek mal൴yet൴ neden൴yle, har൴c൴ standart yöntem൴ (external 

standard method) yer൴ne, safsızlıkların anal൴z൴n൴ bağıl yanıt faktörü (Relat൴ve Response 

Factor, RRF) kullanarak değerlend൴rme kararı alınmıştır. Bu yaklaşım, karglum൴k as൴t 

p൴k൴ne referansla safsızlıkların n൴cel tay൴n൴n൴ sağlamaktadır ve farmasöt൴k anal൴zlerde 

sıkça terc൴h ed൴len, mal൴yet etk൴n b൴r yöntemd൴r. RRF hesaplamaları, 4 - 800 μg/mL (% 

0.05 - %10.00) der൴ş൴m aralığında anal൴z ed൴len örnekler൴n eğ൴m değerler൴ kullanılarak 

gerçekleşt൴r൴lm൴şt൴r. 

RRF yöntem൴, her b൴r safsızlığın dedektöre verd൴ğ൴ s൴nyal൴n karglum൴k as൴t ൴le 

karşılaştırılarak normal൴ze ed൴lmes൴n൴ sağlamaktadır. Bu sayede, saf safsızlıkların 

standart çözelt൴ler൴n൴n hazırlanmasına gerek kalmadan, karglum൴k as൴t ana b൴leş൴ğ൴ 

referans alınarak safsızlık m൴ktarlarının bel൴rlenmes൴ mümkün olmaktadır. Ayrıca, 

yöntem൴n doğruluğunu artırmak ve s൴stemat൴k hataları en aza ൴nd൴rmek ൴ç൴n, anal൴z 

ed൴len safsızlıkların p൴k eğ൴mler൴n൴n karglum൴k as൴t p൴k eğ൴m൴ne oranlanması 

sağlanmıştır. 

Elde ed൴len RRF değerler൴, yöntem൴n n൴cel doğruluğunu değerlend൴rmek ve 

farmasöt൴k kal൴te kontrol süreçler൴nde güven൴l൴r b൴r safsızlık prof൴llemes൴ sağlamak 

amacıyla kullanılmıştır. Bu anal൴zler൴n sonuçları detaylı olarak Tablo 23'de 

sunulmuştur. Yapılan çalışmalar, RRF yaklaşımının tekrar üret൴leb൴l൴r, hassas ve 

mal൴yet açısından ver൴ml൴ b൴r alternat൴f yöntem olduğunu ve farmasöt൴k anal൴zlerde 

safsızlıkların güven൴l൴r b൴r şek൴lde bel൴rlenmes൴ne olanak tanıdığını gösterm൴şt൴r. 
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Tablo 4.23. Karglumik asit safsızlıkları için bağıl yanıt faktörü sonuçları.  

Molekül adı  R2 Eğim Bağıl Yanıt Faktörü (RRF) 

Karglumik asit 0.9999 0.4429 1.0 

Piroglutamik asit 0.9999 1.2426 2.8 

İlgili bileşik A 1.0000 1.5426 3.5 

Pirokarglumik asit 0.9999 4.6072 10.4 

Dikararbamoil L-glutamik 
asit 

0.9999 8.744 19.7 

 

Yöntem൴n doğruluğunu göstermek amacıyla, 4 μg/mL (%0.05), 8000 μg/mL 

(%100) ve 9600 μg/mL (%120) der൴ş൴mler൴nde üç farklı karglum൴k as൴t örneğ൴ 

hazırlanarak anal൴z ed൴lm൴şt൴r. Bu çalışmalar, farmasöt൴k formülasyonda yer alan 

yardımcı maddeler൴n (plasebo) etk൴s൴n൴ değerlend൴rmek amacıyla, plasebo ൴le etken 

madde + plasebo ൴çeren numuneler kullanılarak gerçekleşt൴r൴lm൴şt൴r. 

Doğruluk çalışmaları, yöntem൴n anal൴t ger൴ kazanımını doğru ve güven൴l൴r 

şek൴lde ölçüp ölçemed൴ğ൴n൴ bel൴rlemek ൴ç൴n kr൴t൴k b൴r aşamadır. Anal൴z ed൴len her 

der൴ş൴m sev൴yes൴ ൴ç൴n elde ed൴len ger൴ kazanım yüzdeler൴, %98 - %102 aralığında 

bulunmuş ve bu değerler, farmasöt൴k kal൴te kontrol anal൴zler൴nde kabul ed൴len 

kr൴terlerle uyumlu olduğu ൴ç൴n yöntem doğruluğunun yüksek olduğunu gösterm൴şt൴r. 

Bu sonuçlar Tablo 4.24’ de ver൴lm൴şt൴r. 

Bu değerlend൴rme sırasında, ger൴ kazanım oranlarının plasebo b൴leşenler൴n൴n 

varlığına rağmen herhang൴ b൴r s൴stemat൴k hata veya matr൴s etk൴s൴nden etk൴lenmed൴ğ൴ 

doğrulanmıştır. Aynı zamanda, tüm der൴ş൴m sev൴yeler൴nde bağıl standart sapma (BSS) 

≤ %2 olacak şek൴lde düşük varyasyon elde ed൴lm൴şt൴r. Bu sonuçlar, yöntem൴n farklı 

anal൴t sev൴yeler൴nde tutarlı ve doğru ölçümler sağlayab൴ld൴ğ൴n൴ ve farmasöt൴k ürünler൴n 

kal൴te kontrol süreçler൴nde güvenle uygulanab൴leceğ൴n൴ göstermekted൴r. 
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Tablo 4.24. Doğruluk analizi sonuçları 

Karglumik Asit Hesaplanan 
Miktar (𝛍g/mL) 

Geri 
Kazanım 
(%) 

Ortalama 
(%) 

BSS (%) 

Doğruluk Çözeltisi (%0.05−1) 4.05 101.28 100.34 

±0.34 
 

0.85 

Doğruluk Çözeltisi (%0.05−2) 3.98 99.62 

Doğruluk Çözeltisi (%0.05−3) 4.00 100.11 

Doğruluk Çözeltisi (%100−1) 8055.06 100.69 100.10 

±0.10 

0.55 

Doğruluk Çözeltisi (%100−2) 7967.96 99.60 

Doğruluk Çözeltisi(%100−3) 8000.01 100.00 

Doğruluk Çözeltisi (%120−1) 9630.01 100.31 100.08 

±0.08 

0.83 

Doğruluk Çözeltisi (%120−2) 9674.06 100.77 

Doğruluk Çözeltisi(%120−3) 9519.01 99.16 

 

Kes൴nl൴k değerlend൴r൴l൴rken, yöntem൴n tekrar üret൴leb൴l൴rl൴ğ൴n൴ ve güven൴l൴rl൴ğ൴n൴ 

bel൴rlemek amacıyla altı farklı örnek eş zamanlı olarak anal൴z ed൴lm൴ş ve elde ed൴len 

sonuçlar, bağıl standart sapma (BSS) ≤ %2 olacak şek൴lde hesaplanmıştır. Bu düşük 

varyasyon, yöntem൴n kısa vadel൴ tekrarlanab൴l൴rl൴ğ൴n൴n yüksek olduğunu ve ölçüm 

sonuçlarının tutarlı olduğunu göstermekted൴r.  

Ara kes൴nl൴k çalışmalarında ൴se, yöntem൴n farklı laboratuvar koşullarında aynı 

doğrulukla çalışıp çalışmadığını değerlend൴rmek amacıyla ek testler 

gerçekleşt൴r൴lm൴şt൴r. Bu kapsamda, anal൴zler farklı b൴r anal൴t൴k kolon (aynı marka, ancak 

farklı üret൴m ser൴s൴ne a൴t kullanılarak, b൴r gün sonra ve farklı b൴r HPLC c൴hazında tekrar 

ed൴lm൴şt൴r. Tüm anal൴zler sonucunda, farklı c൴haz ve kolon kullanımlarına rağmen % 

BSS değer൴n൴n 2’n൴n altında kaldığı tesp൴t ed൴lm൴şt൴r. Bu sonuçlar, yöntem൴n c൴hazlar 

ve anal൴t൴k s൴stemler arasında yüksek derecede tekrarlanab൴l൴r olduğunu 

göstermekted൴r. Kes൴nl൴k ve ara kes൴nl൴k sonuçlar Tablo 4.25 - 4.28’de ver൴lm൴şt൴r. 

Ayrıca, yapılan anal൴zler arasındak൴ ൴stat൴st൴ksel farklılıkları değerlend൴rmek 

amacıyla t-test൴ ve F-test൴ uygulanmıştır. Bu testler൴n sonuçları, ölçümler arasında 

൴stat൴st൴ksel olarak anlamlı b൴r farklılık bulunmadığını gösterm൴şt൴r. Bu bulgular, 
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yöntem൴n farmasöt൴k kal൴te kontrol süreçler൴nde güven൴l൴r, tekrarlanab൴l൴r ve tutarlı b൴r 

anal൴t൴k yaklaşım sunduğunu doğrulamaktadır. 

Tablo 4.25. Safsızlık kesinlik sonuçları 

Kesinlik Karglumik 
asit (%) 

Piroglutamik 
asit (%) 

İlgili 
Bileşik 
A 
(HPA) 
(%) 

Pirokarglumik 
asit (%) 

Dikarbamoil 
L-glutamik asit 
(%) 

Numune-1 99.78 0.13 0.16 0.15 0.13 

Numune-2 100.57 0.13 0.16 0.15 0.13 

Numune-3 100.59 0.13 0.16 0.15 0.13 

Numune-4 98.19 0.12 0.17 0.15 0.13 

Numune-5 98.62 0.13 0.17 0.15 0.13 

Numune-6 99.77 0.13 0.17 0.14 0.14 

Ortalama 99.59 0.13 0.16 0.15 0.13 

(%) BSS  1.00 0.99 2.07 4.50 2.10 

Mutlak Fark - 0.00 0.01 0.02 0.01 

 

Tablo 4.26. Günler-arası kesinlik sonuçları (ara kesinlik). 

Ara Kesinlik Karglumik 
asit (%) 

Piroglutamik 
asit (%) 

İlgili 
Bileşik 
A 
(HPA) 
(%) 

Pirokarglumik 
asit (%) 

Dikarbamoil 
L-glutamik asit 
(%) 

Numune-1 97.99 0.13 0.19 0.16 0.14 

Numune-2 97.93 0.13 0.19 0.16 0.14 

Numune-3 98.25 0.13 0.19 0.16 0.14 

Numune-4 97.70 0.13 0.20 0.16 0.14 

Numune-5 99.63 0.13 0.21 0.17 0.14 

Numune-6 98.67 0.13 0.22 0.14 0.14 

Ortalama 98.36 0.13 0.20 0.16 0.14 

(%) BSS  0.71 1.31 5.68 5.97 1.26 

Mutlak Fark 
 

0.00 0.03 0.03 0.00 
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Tablo 4.27. Günler arası kesinlik kıyaslama tablosu. 

  Miktar 
Tayini 
(%) 

Piroglutamik 
asit (%) 

İlgili Bileşik 
A (HPA) 
(%) 

Pirokarglumik asit 
(%) 

Dikarbamoil L-glutamik 
asit (%) 

Kesinlik 99.6 0.13 0.16 0.15 0.13 

Ara Kesinlik 98.4 0.13 0.20 0.16 0.14 

Ortalama (%) 98.98 0.13 0.18 0.15 0.14 

(%) BSS  0.87 2.96 14.48 4.92 4.82 

Mutlak Fark - 0.01 0.04 0.01 0.01 

 

Tablo 4.28. Günler arası farkın f-test ve t-test ile değerlendirilmesine dair sonuçlar. 

 Değişken 1 Değişken 2 

Ortalama 99.59 98.36 

Variance 0.99 0.50 

Gözlemler 6 6 

df 5 5 

F 1.99  
P(F<=f) one-tail 0.23  
F Critical one-tail 5.05   

 

4.2.7. DL ve QL Değerlendirmeleri 

Tayin Limiti (QL) ve Tespit Limiti (DL) değerleri, S/N oranları dikkate 

alınarak hesaplanmış olup, QL değeri 0.7 μg/mL, DL değeri ise 0.15 μg/mL olarak 

belirlenmiştir. Bu değerler, yöntemin düşük derişim seviyelerinde bile hassasiyetini 

koruyarak analit sinyalini arka plan gürültüsünden ayırt edebildiğini göstermektedir. 

Yöntemin alt tayin limiti (QL) seviyesinde tekrarlanabilirliğini değerlendirmek 

amacıyla, QL seviyesinde hazırlanan çözelti ardışık 6 kez enjekte edilmiş ve elde 

edilen pik alanlarının bağıl standart sapma (BSS) değeri hesaplanmıştır. BSS değerinin 

%2’nin altında bulunması, yöntemin düşük derişim seviyelerinde bile yüksek 
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tekrarlanabilirlik sunduğunu ve analit sinyalinin güvenilir bir şekilde ölçülebileceğini 

doğrulamıştır. 

Ayrıca, DL seviyesinde hassasiyet değerlendirmesi yapmak amacıyla, DL 

seviyesindeki çözelti ardışık iki kez enjekte edilmiş ve elde edilen S/N değerleri 

kıyaslanmıştır. Bu değerlendirme, yöntemin tespit sınırında bile analitin sinyalini baz 

hat gürültüsünden istikrarlı bir şekilde ayırt edebildiğini ve yöntemin dedeksiyon 

limitlerinin güvenilir olduğunu göstermiştir. 

Bu çalışmaların sonuçları detaylı olarak Tablo 29’da sunulmuştur. Elde edilen 

bulgular, geliştirilen UHPLC-DAD yönteminin farmasötik analizlerde düşük derişim 

seviyelerinde dahi güvenilir tespit ve tayin sınırları sunduğunu, dolayısıyla safsızlık 

analizleri ve safsızlık profillemesi gibi kritik kalite kontrol uygulamalarında etkin bir 

şekilde kullanılabileceğini göstermektedir. 

Tablo 4.29. Tayin ve Tespit limiti sonuçları. 

 Tekrar Alan S/N 

QL 1 6.0 14.2 

QL 2 6.1 14.0 

QL 3 5.9 14.1 

QL 4 6.0 14.1 

QL 5 6.1 14.2 

QL 6 6.0 14.0 

DL 1 1.5 2.1 

DL 2 1.6 2.2 

QL Ortalama ± SS (%BSS) 6.02 ± 0.08 (1.37%) 14.1 ± 0.1 (0.56%) 

DL Ortalama ± SS (%BSS) 1.55 ± 0.07 (4.71%) 2.2 ± 0.1 (3.23%) 

4.2.8. Sağlamlık Anal൴z൴ (Plackett-Burman) 

İstatistiksel deney tasarımı, yöntemin sağlamlık parametrelerini 

değerlendirmek amacıyla uygulanmıştır. Bu kapsamda, Plackett-Burman deney 
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tasarımı kullanılarak, kromatografik koşullarda yapılan her bir değişikliğin analitik 

sonuçlar üzerindeki istatistiksel önemi incelenmiştir. Plackett-Burman tasarımı, 

yüksek verimlilik sunan ve en az deney sayısıyla en fazla faktörün etkisini 

değerlendirmeye olanak tanıyan bir deneysel yaklaşımdır. Bu yöntem sayesinde, 

UHPLC-DAD analizlerinde küçük değişimlerin yöntem performansına olan etkisi 

sistematik bir şekilde incelenmiştir. 

Çalışmada, her bir parametre için ayrı ayrı standart çözelti ve test çözeltisi 

hazırlanarak enjeksiyonlar gerçekleştirilmiştir. Bu analizler, yöntemin sağlamlık 

açısından güvenilir olup olmadığını değerlendirmek ve küçük değişikliklerin analitik 

performansı nasıl etkilediğini belirlemek amacıyla tasarlanmıştır. Kromatografik 

koşullarda gerçekleştirilen değişiklikler ve deney tasarımına ilişkin bilgiler detaylı 

olarak Tablo 30'da sunulmuştur. Ayrıca, analiz sonuçlarına ilişkin veriler Tablo 31'de 

yer almaktadır. 

Plackett-Burman sağlamlık değerlendirmesi, çalışılan dört kritik 

kromatografik parametrenin (dedeksiyon dalga boyu, kolon sıcaklığı, akış hızı ve 

hareketli faz pH’sı) hem etken madde hem de seçilen beş safsızlık üzerindeki 

istatistiksel etkilerini ortaya koymaktadır. 

 Karglumik asit miktar tayini için tüm tekil faktörlerin p-değerleri 0.41–0.95 

aralığında olup istatistiksel olarak anlamlı değildir (p > 0.05). Buna rağmen 

modelin R² = 0.7812 değeri, varyansın % 78’inin açıklanabildiğini, dolayısıyla 

yöntemin nicel doğruluğunda incelenen parametrelerin topluca ölçülü bir etkisi 

bulunduğunu göstermektedir. 

 İlgili bileşik A ve pirokarglumik asit safsızlıkları, özellikle hareketli faz pH’ına 

duyarlı olup sırasıyla p = 0.028 ve p = 0.008 değerleriyle istatistiksel anlamlılık 

sınırının altındadır. Bu bulgu, düşük derişimlerde dahi pH değişiminin bu iki 

pik için ayrım ve/veya yanıt şiddetini etkileyebileceğini, dolayısıyla tampon 

pH’ının sıkı kontrolünün kritik olduğunu vurgular. Her iki modelin R² 

değerleri (0.6102 ve 0.6951) orta-derecede açıklayıcılık sağlar. 
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 Dikarbamoil L-glutamik asit için faktörlerin tamamı sınırda (p≈0.10) olup 

model p-değeri 0.125’tir; R² = 0.6000, parametrelerin birleşik etkisinin sınırlı 

ama göz ardı edilemeyecek düzeyde olduğunu gösterir. 

 Piroglutamik asit ve toplam safsızlıklar için hem tekil faktörler hem de genel 

model p-değerleri anlamlılık eşiğinin üzerindedir (p > 0.37) ve özellikle 

piroglutamik asitte R² = 0.1869 gibi oldukça düşük bir değer elde edilmiştir. 

Bu durum, söz konusu yanıtların büyük oranda çalışma dışı değişkenlerden 

etkilendiğini veya mevcut varyasyon aralığının bu pikler üzerinde kayda değer 

bir değişim oluşturmadığını düşündürür. 

Genel olarak değerlendirildiğinde, çalışılan faktörler karglumik asit ana 

pikinde ve çoğu safsızlıkta istatistiksel açıdan önemli bir değişime yol açmamış, 

yalnızca pH’nın iki safsızlık üzerinde anlamlı etkisi saptanmıştır. Bu sonuçlar, 

geliştirilen UHPLC yöntemi için yüksek düzeyde sağlamlık sağlandığını; ancak pH 

kontrolünün özellikle İlgili bileşik A ve pirokarglumik asit piklerinin tayininde kritik 

parametre olarak ele alınması gerektiğini ortaya koymaktadır. 
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Tablo 4.30. Sağlamlık çalışması koşulları. 

Parametreler 
Seviye 

Düşük (-) Gerçek Yüksek (+) 

Dalgaboyu (nm) 212 214 216 

Kolon sıcaklığı (°C) 24.2 25 25.8 

Akış hız (mL/min) 0.38 0.39 0.40 

Hareketli faz pH 
değeri 

2.3 2.4 2.5 

    

Koşullar 

Enjeksiyon 
Dalgaboyu 
(nm) 

Kolon 
sıcaklığı (°C) 

Akış hızı 
(mL/min) 

Hareketli faz 
pH değeri 

1 + + - + 

2 + - - - 

3 - + - + 

4 - + + - 

5 - - + - 

6 + + - - 

7 - + + + 

8 + - + + 

9 + + + - 

10 - - - - 

11 + - + + 

12 - - - + 
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Tablo 4.31. Sağlamlık çalışması istatistiksel deney tasarımı sonuçları. 

Results 

Elde ed൴len P Değerler൴ 
R2 

Değer൴ 

Dalgabo

yu  

Kolon 

Sıcaklığı 
Akış Hızı 

Hareketl൴ 

faz pH 

değer൴ 

Model Model 

Karglum൴k as൴t 

m൴ktar tay൴n൴ (%) 
0.415 0.652 0.771 0.951 0.512 0.7812 

İlg൴l൴ B൴leş൴k A (%) 0.598 0.142 0.598 0.028 0.116 0.6102 

P൴rokarglum൴k as൴t 0.879 0.197 0.454 0.008 0.054 0.6951 

D൴karbamo൴l L-

glutam൴k as൴t 
1.000 0.104 0.104 0.104 0.125 0.6000 

P൴roglutam൴k as൴t 0.423 0.785 0.785 0.423 0.802 0.1869 

Toplam İmpürteler 0.415 0.127 0.536 0.415 0.378 0.4134 

4.2.9. Çözelt൴ Stab൴l൴tes൴ ve F൴ltre Seç൴m൴ Sonuçları 

Anal൴z çözelt൴ler൴n൴n stab൴l൴tes൴n൴ değerlend൴rmek amacıyla, 4°C’de 

otoörnekley൴c൴de saklanan numuneler bel൴rl൴ zaman aralıklarında anal൴z ed൴lm൴şt൴r. Bu 

çalışmanın amacı hem örnek çözelt൴ler൴n൴n hem de standart çözelt൴ler൴n bel൴rl൴ b൴r süre 

boyunca bozunmadan kalıp kalmadığını bel൴rlemekt൴r. Yapılan anal൴zler sonucunda, 

numune ve standart çözelt൴ler൴n 48 saat boyunca stab൴l kaldığı tesp൴t ed൴lm൴şt൴r. 

Çalışmaya a൴t detaylı sonuçlar val൴dasyon sonuçları Tablo 4.32’de sunulmuştur. 
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Tablo 4.32. Test ve standart çözeltiler için çözelti stabilitesi sonuçları. 

Safsızlık eklenm൴ş test çözelt൴s൴  Standart Çözelt൴ 

Zaman 

(Saat) 

P൴roglutam൴k as൴t İlg൴l൴ B൴leş൴k A (HPA)  P൴rokarglum൴k as൴t  D൴karbamo൴l L-

glutam൴k as൴t 

Karglum൴k as൴t Karglum൴k as൴t 

P൴k Alanı % Değ൴ş൴m P൴k Alanı % Değ൴ş൴m P൴k Alanı % Değ൴ş൴m P൴k Alanı % Değ൴ş൴m P൴k Alanı % Değ൴ş൴m P൴k Alanı % Değ൴ş൴m 

0 49.11 - 62.15 - 182.14 - 339.91 - 3488.05 - 3495.05 - 

2 49.05 0.12 62.25 0.16 182.85 0.39 338.11 0.53 3491.41 0.10 3495.55 0.01 

4 49.01 0.20 62.10 0.08 182.25 0.06 338.55 0.40 3490.62 0.07 3495.01 0.00 

6 48.95 0.33 62.01 0.23 182.44 0.16 339.05 0.25 3487.05 0.03 3490.05 0.14 

8 49.17 0.12 61.85 0.48 182.05 0.05 338.15 0.52 3486.02 0.06 3491.61 0.10 

12 48.61 1.02 61.71 0.71 181.12 0.56 335.95 1.17 3481.09 0.20 3481.02 0.40 

24 48.55 1.14 61.55 0.97 180.10 1.12 334.05 1.72 3475.11 0.37 3478.43 0.48 

36 48.50 1.24 61.03 1.80 179.55 1.42 334.12 1.70 3469.02 0.55 3469.04 0.74 

48 48.32 1.61 60.98 1.88 178.96 1.75 334.25 1.67 3461.97 0.75 3468.88 0.75 
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Anal൴z önces൴nde, formülasyonda bulunan çözünmeyen plasebo b൴leşenler൴ 

neden൴yle numunen൴n f൴ltre ed൴lmes൴ gerekl൴l൴ğ൴ ortaya çıkmıştır. HPLC kolonu 

üzer൴nde olası bloke oluşumunu önlemek ve anal൴z sonuçlarında doğruluğu sağlamak 

൴ç൴n farklı f൴ltre türler൴ test ed൴lerek, etk൴n madde ve safsızlık açısından herhang൴ b൴r 

adsorps൴yon olup olmadığı ൴ncelenm൴şt൴r. Bu amaçla, h൴drof൴l൴k PTFE 

(Pol൴tetrafloroet൴len), Naylon (Nylon) ve Selüloz Ester (CE) f൴ltreler kullanılmış ve 

f൴ltreleme sırasında herhang൴ b൴r b൴leş൴k kaybı olup olmadığı değerlend൴r൴lm൴şt൴r. Bu 

sonuçlar aşağıdak൴ Tablo 4.33’ de ver൴lm൴şt൴r 

Tablo 4.33. Filtre seçimi sonuçları. 

Filtre Seçimi 

Enjeksiyon 

Test Çözeltisi 

Filtresiz 
Hidrofilik 
PTFE CE Naylon 

1 3495.0 3494.0 3489.1 3440.6 

2 3494.1 3497.5 3484.0 3446.1 

3 3498.0 3496.0 3481.7 3434.7 

4 3491.4 3490.6 3482.3 3440.9 

5 3491.9 3491.4 3480.9 3445.3 

6 3494.8 3490.2 3480.1 3437.1 

Ortalama 3494.2 3493.3 3483.0 3440.8 

SS 2.39 3.03 3.26 4.46 

RSS (%) 0.07 0.09 0.09 0.13 

Uyum(%) - 99.97 99.71 98.79 

 

F൴ltre karşılaştırma çalışmaları sonucunda, 0.45 μm h൴drof൴l൴k PTFE f൴ltres൴n൴n 

numunede bulunan karglum൴k as൴t ve safsızlıklar açısından en uygun f൴ltre olduğu 

bel൴rlenm൴ş ve tüm anal൴zlerde bu f൴ltren൴n kullanılması kararlaştırılmıştır. H൴drof൴l൴k 

PTFE f൴ltres൴, yüksek k൴myasal uyumluluğu, düşük bağlanma kapas൴tes൴ ve farmasöt൴k 

anal൴zlerde güven൴l൴r b൴r performans sunması neden൴yle terc൴h ed൴lm൴şt൴r. F൴ltrasyon 

sonrası elde ed൴len kromatogramlar değerlend൴r൴lm൴ş ve herhang൴ b൴r adsorps൴yon veya 

kayıp gözlemlenmem൴şt൴r. 



124 
 

 
 

 

İncelemeler, gel൴şt൴r൴len yöntem൴n numune stab൴l൴tes൴ açısından güven൴l൴r 

olduğunu ve seç൴len f൴ltrasyon yöntem൴n൴n anal൴t൴k doğruluk ve tekrarlanab൴l൴rl൴k 

üzer൴nde herhang൴ b൴r olumsuz etk൴s൴n൴n bulunmadığını ortaya koymuştur. Bu nedenle, 

tüm farmasöt൴k anal൴z sürec൴nde h൴drof൴l൴k PTFE f൴ltres൴ (0.45 μm) kullanılmıştır. 

Tablo 4.34. Validasyon sonuçları. 

Val൴dasyon 

Parametreler൴ 
Kabul Kr൴terler൴ Sonuçlar 

S൴stem Uygunluk BSS % ≤ 0.85 altı ardışık enjeks൴yon Uygun (Tablo 4) 

Seç൴c൴l൴k 

Karglum൴k as൴t ൴le b൴l൴nen 

safsızlıklar arasında, kör çözelt൴ 

(blank), plasebo veya stres bozunma 

ürünler൴nden kaynaklı herhang൴ b൴r 

g൴r൴ş൴m gözlenmem൴şt൴r. 

G൴r൴ş൴m Gözlenmed൴ (Tablo 5 Şek൴l 

6) 

Doğrusallık ve 

Aralık 

 

 
R2 ≥ 0.99 

Uygun 

P değer൴  

≥ 0.05 kes൴m noktası 

൴ç൴n 

≤ 0.05 x değer൴ ൴ç൴n 

Doğruluk 

4 μg/mL (0.05%) 

8000 μg/mL 

(100%) 

9600 μg/mL 

(120%) 

Her b൴r sonuç 

98% - 102% 

aralığında 

olmalıdır. 

her b൴r 

enjeks൴yon ൴ç൴n 

Uygun (Tablo S10) 

Kes൴nl൴k 
BSS ≤ 2 N = 6  

Hergün ve günler arası 
Uygun (Tablo S7 ve Şek൴l11-12) 

DL / QL 
LOQ s/N ≥ 10 (BSS % ≤ 10 N = 6)  x̄ s/N = 14.1 (BSS= 0.95) 

LOD 2 ≤ s/N ≤ 3 s/N = 2.1, 2.2 
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Tablo 4.32'de sunulan val൴dasyon sonuçları, gel൴şt൴r൴len UHPLC-DAD 

yöntem൴n൴n farmasöt൴k kal൴te kontrol süreçler൴ ൴ç൴n güven൴l൴rl൴ğ൴n൴ ve geçerl൴l൴ğ൴n൴ 

doğrulayan kr൴t൴k parametreler൴ kapsamaktadır. S൴stem uygunluk testler൴, altı ardışık 

enjeks൴yon ൴ç൴n BSS ≤ %0.85 kr൴ter൴n൴ sağlamış ve karglum൴k as൴t ൴le safsızlıklar 

arasında herhang൴ b൴r g൴r൴ş൴m gözlenmem൴şt൴r. Özgüllük testler൴, boş çözelt൴ (blank), 

plasebo ve zorlanmış bozunma ürünler൴ arasında g൴r൴ş൴m olmadığını ve yöntem൴n seç൴c൴ 

olduğunu ortaya koymuştur. 

Doğrusallık ve çalışma aralığı anal൴zler൴nde, regresyon katsayısı (R² ≥ 0.99) 

kr൴ter൴n൴ sağlamış olup, model൴n ൴stat൴st൴ksel olarak geçerl൴ olduğu doğrulanmıştır. 

Ayrıca, P-değerler൴ ൴stat൴st൴ksel olarak anlamlı sonuçlar sunmuş ve doğrusal model൴n 

uygunluğunu gösterm൴şt൴r. Doğruluk testler൴, üç farklı der൴ş൴m sev൴yes൴ (4 μg/mL, 8000 

μg/mL ve 9600 μg/mL) ൴ç൴n gerçekleşt൴r൴lm൴ş ve ger൴ kazanım yüzdeler൴n൴n %98 - 

%102 aralığında olduğu bel൴rlenm൴şt൴r. 

Kes൴nl൴k değerlend൴rmeler൴nde hem gün ൴ç൴ hem de günler arası ölçümlerde 

BSS ≤ 2% kr൴ter൴n൴n sağlandığı doğrulanmıştır. Bu bulgu, yöntem൴n yüksek 

tekrarlanab൴l൴rl൴k sunduğunu göstermekted൴r. Tesp൴t ve tay൴n l൴m൴tler൴ (LOD/LOQ) 

açısından, LOQ ൴ç൴n S/N ≥ 10 ve LOD ൴ç൴n 2 ≤ S/N ≤ 3 kr൴terler൴ sağlanmış, LOQ 

sev൴yes൴ ൴ç൴n ortalama S/N değer൴ 14.1 (% BSS = 0.95) olarak hesaplanmıştır. 

Genel olarak, elde ed൴len ver൴ler yöntem൴n hassas, doğrusal, seç൴c൴ ve sağlam 

olduğunu göstermekte olup, UHPLC-DAD yöntem൴n൴n karglum൴k as൴t ൴çeren 

farmasöt൴k formülasyonların kal൴te kontrol süreçler൴nde güvenle kullanılab൴leceğ൴n൴ 

doğrulamaktadır. 

4.2.10. Stres Bozundurma Çalışmaları ve Stab൴l൴te Sonuçları 

Yöntem bölümünde tanımlanan as൴d൴k, baz൴k, oks൴dat൴f, termal ve ışık 

bozundurması koşulları, numunelere uygulanmış ve elde ed൴len bozunma oranları 

Tablo 4.35’'de sunulmuştur. Bu anal൴zlerde, OpenLab yazılımı kullanılarak karglum൴k 

as൴t p൴k൴n൴n çeş൴tl൴ stres koşulları altındak൴ %Kütle Denges൴ (%Mass Balance) ve 

%Saflık (%Pur൴ty) değerler൴ hesaplanmıştır. Gerçekleşt൴r൴len zorlanmış bozunma 

çalışmaları, karglum൴k as൴d൴n farklı bozunma mekan൴zmalarına karşı stab൴l൴tes൴n൴ 

değerlend൴rmeye yönel൴k olup, farmasöt൴k kal൴te kontrol süreçler൴nde bozunma 
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ürünler൴n൴n n൴cel olarak ൴zlenmes൴n൴ sağlamaktadır. Elde ed൴len ver൴ler, karglum൴k 

as൴d൴n bel൴rlenen stres faktörler൴ne karşı bozunma eğ൴l൴mler൴n൴ ve safsızlık prof൴l൴ne 

etk൴ler൴n൴ ortaya koymuştur. 

Tablo 4.35. Stres testi çalışmalarının sonuçları. 

Stres Bozundurması Koşulları Bozunma (%) 
Kütle Denges൴ 

(%)a 

Karglum൴k 

As൴t P൴k 

saflığı (%) 

İşlem yapılmamış numune - - 99.50 

As൴t bozundurması (0.1 N HCl 2 Sa) 11.6 98.1 99.08 

Baz bozundurması (0.1 N NaOH 2 Sa) 5.2 98.9 98.51 

Oks൴dat൴f bozundurma (3% H2O2 1 Sa) 8.6 99.5 99.41 

Termak bozundurma (90°C 21 gün) 7.6 98.3 99.35 

Işık bozundurması (1200 lux) 1.2 99.9 99.47 

Hızlandırılmış stab൴l൴te numunes൴ (6 ay 40° 

75% Rh) 
0.33 98.5 99.04 

aKütle denges൴ denklem൴; % stres uygulanmış numunen൴n m൴ktar tay൴n൴ + % safsızlıklar × 

100 / % stres uygulanmamış numunen൴n m൴ktar tay൴n൴. 
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5. TARTIŞMA 

Bu tez çalışmasında, karglumik asit içeren tablet formülasyonlarının kalite 

kontrolü ve ürün stabilitesinin sağlanması amacıyla iki aşamalı analitik yöntem 

geliştirme ve validasyon süreçleri gerçekleştirilmiştir. İlk aşamada karglumik asidin 

miktar tayini ve dissolüsyon analizi için yüksek performanslı sıvı kromatografisi 

(HPLC-DAD), ikinci aşamada ise safsızlıkların tayini için ultra yüksek performanslı 

sıvı kromatografisi (UHPLC-DAD) yöntemleri geliştirilmiş ve optimize edilmiştir. 

Elde edilen sonuçlar ve geliştirilen yöntemlerin etkinliği, literatürle karşılaştırılarak 

tartışılmıştır. 

Yöntem geliştirme aşamasında, karglumik asidin miktar tayini için HPLC-

DAD yönteminde farklı kolonlar, hareketli faz bileşimleri ve dedeksiyon dalga boyları 

test edilmiş ve karglumik asidin kimyasal yapısı ve fizikokimyasal özellikleri 

doğrultusunda ters faz kromatografi (Waters HSS T3 C18 kolon) seçilmiştir. Yapılan 

sistematik optimizasyon sonucunda hareketli faz olarak fosfat tamponu ve asetonitrilin 

düşük derişimlerde (%2) kullanılması ile simetrik ve keskin piklerin elde edilmesi 

sağlanmıştır. 

Analitik yöntemin validasyon sürecinde ICH Q2(R2) kılavuzlarına uygun 

olarak sistem uygunluk testleri, doğruluk, kesinlik, doğrusallık, sağlamlık, LOD ve 

LOQ parametreleri değerlendirilmiştir. Doğruluk testlerinde elde edilen %98-102 geri 

kazanım oranları ve sistem uygunluk testlerindeki %0,85'in altındaki bağıl standart 

sapma (BSS) değerleri yöntemin güvenilir ve tekrarlanabilir olduğunu 

doğrulamaktadır. 

Dissolüsyon analizlerinde, tablet formülasyonlarının farklı fizyolojik pH 

koşullarında (pH 1,2; pH 4,5 ve pH 6,8) hızlı ve tam çözündüğü gözlenmiştir. Özellikle 

pH 6,8 ortamında %90'ın üzerindeki çözünme oranı, formülasyonun klinik 

biyoyararlanımı açısından olumlu bulunmuştur. 

Çözelti stabilitesi çalışmalarında örneklerin 5°C'de 74 saate kadar kararlı 

olduğu, filtre seçiminde ise 0,45 µm hidrofobik PTFE filtrelerin analit adsorpsiyonunu 

minimize ederek analitik doğruluğu artırdığı tespit edilmiştir. 
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İkinci aşamada gerçekleştirilen UHPLC-DAD yöntem geliştirme çalışmaları, 

safsızlıkların etkili ve hızlı bir şekilde belirlenmesi amacıyla sistematik bir 

optimizasyon süreciyle gerçekleştirilmiştir. Bu kapsamda kolon sıcaklığı, akış hızı ve 

hareketli faz pH’ı gibi kritik kromatografik parametreler incelenmiş, deneysel 

tasarımlar aracılığıyla bu parametrelerin etkileri detaylı olarak analiz edilmiştir. 

Yapılan çalışmalar sonucunda, kolon sıcaklığının artırılmasıyla safsızlıkların ve ana 

bileşiğin ayrılmasında belirgin iyileşmeler gözlenmiş; ancak sıcaklık artışının belirli 

bir düzeyden sonra pik şekilleri ve retansiyon süreleri üzerinde olumsuz etkiler 

yaratabildiği belirlenmiştir. Bu nedenle, optimal kolon sıcaklığı dikkatli bir şekilde 

seçilerek hem hızlı analiz süresi hem de yüksek çözünürlük sağlanmıştır. 

Kromatografik performansın optimizasyonu amacıyla Box-Behnken ve 

Plackett-Burman deney tasarımları kullanılarak kritik değişkenlerin birbirleriyle olan 

etkileşimleri istatistiksel olarak değerlendirilmiştir. Box-Behnken deney tasarımının, 

özellikle yöntem parametrelerinin optimizasyonunda üstünlük sağladığı ve daha az 

deney ile daha güvenilir sonuçlar elde edilmesini mümkün kıldığı gözlenmiştir. Buna 

karşın, Plackett-Burman deney tasarımı ise faktörlerin tek başına etkisini göstermekte 

yeterli kalırken, faktörler arasındaki karmaşık etkileşimleri tam olarak açıklamakta 

sınırlı kalmıştır. Bu nedenle analitik yöntemin geliştirilmesi sürecinde çok değişkenli 

optimizasyon yaklaşımlarının tercih edilmesi gerektiği sonucuna ulaşılmıştır. 

Geliştirilen UHPLC-DAD yönteminin validasyon sürecinde sistem uygunluk, 

özgüllük, doğruluk, kesinlik, doğrusallık, sağlamlık, LOD ve LOQ gibi temel 

validasyon parametreleri detaylı bir şekilde incelenmiştir. Sistem uygunluk 

parametrelerinde elde edilen yüksek teorik plaka sayıları ve düşük kuyruklanma 

faktörleri, yöntemin etkinliğini ve piklerin kalitesini kanıtlamaktadır. Ayrıca doğruluk 

ve kesinlik testlerinde safsızlıklar için elde edilen geri kazanım oranlarının %95-105 

aralığında olması, yöntemin farmasötik analizlerde yeterli doğruluk ve hassasiyeti 

sağladığını göstermektedir. Doğrusallık testlerinde safsızlıklar için belirlenen derişim 

aralığının geniş olması, yöntemin farklı derişim seviyelerinde de tutarlı sonuçlar 

verdiğini ortaya koymuştur. 
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Bu UHPLC yönteminin en önemli avantajlarından biri, safsızlıkların 

karglumik asitten ve birbirlerinden etkili bir şekilde ayrılmasını sağlamasıdır. Bu 

yöntem sayesinde, safsızlık profillerinin hızlı ve güvenilir bir şekilde oluşturulabilmesi 

mümkün olmuştur. Yöntemin yüksek çözünürlük kapasitesi, safsızlıkların detaylı 

olarak nitel ve nicel analizlerine olanak tanırken, analiz sürelerinin kısalması rutin 

kalite kontrol süreçlerinde uygulama kolaylığı sağlamıştır. Bu özellikleriyle 

geliştirilen yöntem, farmasötik kalite kontrol süreçleri için önemli bir yenilik ve 

referans yöntem olarak değerlendirilebilir. 

Bu çalışmadaki HPLC ve UHPLC yöntemleri hem rutin kalite kontrol hem de 

uzun vadeli stabilite analizleri için uygun, sağlam ve tekrarlanabilir yöntemler olarak 

tanımlanmıştır. Özellikle UHPLC yöntemi ile safsızlık analizlerinde sağlanan yüksek 

çözünürlük, hızlı analiz süresi ve doğruluk gibi avantajlar, bu yöntemin farmasötik 

analiz laboratuvarlarında güvenle kullanılabilecek standart bir yöntem haline 

gelmesini desteklemektedir. Tez çalışması kapsamında elde edilen bu kritik sonuçlar, 

gelecekteki farmasötik ürünlerin kalite kontrol süreçlerinde önemli bir temel teşkil 

edecektir. 
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6. SONUÇ ve ÖNERİLER 

Bu tez çalışmasında, karglum൴k as൴d൴n tablet formülasyonlarında m൴ktar tay൴n൴ 

ve d൴ssolüsyon anal൴zler൴ ൴ç൴n yüksek performanslı sıvı kromatograf൴s൴-d൴yot d൴z൴s൴ 

dedektörlü (HPLC-DAD) yöntem൴n൴n gel൴şt൴r൴lmes൴, opt൴m൴zasyonu ve val൴dasyonu 

ayrıntılı olarak gerçekleşt൴r൴lm൴şt൴r. Çalışma kapsamında öncel൴kle, kromatograf൴k 

koşulların s൴stemat൴k olarak opt൴m൴ze ed൴lmes൴ sağlanmış ve yöntem gel൴şt൴rme 

aşamasında elde ed൴len bulgular, l൴teratürdek൴ mevcut b൴lg൴lerle karşılaştırılarak 

yorumlanmıştır. 

Çalışmanın ൴lk aşamasında HPLC-DAD yöntem൴yle m൴ktar tay൴n൴ ve 

d൴ssolüsyon anal൴zler൴ yapılmış ve yöntem başarılı b൴r şek൴lde gel൴şt൴r൴lm൴şt൴r. Yöntem൴n 

opt൴m൴zasyon aşamasında; hareketl൴ faz kompoz൴syonu olarak düşük oranda aseton൴tr൴l 

൴çeren fosfat tamponlu çözelt൴ler kullanılmıştır. Bu hareketl൴ faz s൴stem൴yle elde ed൴len 

kromatograf൴k p൴kler൴n s൴metr൴k ve kesk൴n olduğu görülmüş, l൴teratürdek൴ çalışmalarla 

karşılaştırıldığında, gel൴şt൴r൴len yöntemler൴n daha yüksek seç൴c൴l൴k ve duyarlılığa sah൴p 

olduğu bel൴rlenm൴şt൴r. 

Anal൴t൴k yöntem gel൴şt൴rme sürec൴nde s൴stem uygunluk testler൴, val൴dasyon 

çalışmalarının temel൴n൴ oluşturmuştur. Yapılan s൴stem uygunluk testler൴nde p൴k alanı, 

teor൴k plaka sayısı ve kuyruklanma faktörler൴ ൴ncelenm൴ş ve tüm parametreler൴n 

uluslararası kabul ed൴len kr൴terler൴ sağladığı saptanmıştır. Ayrıca, yöntem൴n seç൴c൴l൴ğ൴, 

farklı ortamların (plasebo ve tablet formülasyonları) ൴ncelenmes൴ ൴le doğrulanmış ve 

anal൴z sırasında herhang൴ b൴r g൴r൴ş൴m൴n olmadığı bel൴rlenm൴şt൴r. 

Çalışmanın val൴dasyon sürec൴nde, doğrusallık değerlend൴rmeler൴ yüksek 

korelasyon katsayıları ൴le başarılı sonuçlar verm൴şt൴r. Doğruluk ve kes൴nl൴k testler൴ ൴se, 

gel൴şt൴r൴len yöntem൴n rut൴n farmasöt൴k kal൴te kontrol anal൴zler൴nde rahatlıkla 

kullanılab൴lecek derecede doğru ve tutarlı olduğunu kanıtlamıştır. Özell൴kle ger൴ 

kazanım oranlarının %98-102 aralığında olması, yöntem൴n uluslararası geçerl൴ 

kr൴terler൴ karşıladığını ortaya koymaktadır. Sağlamlık testler൴nde ൴se, Plackett-Burman 

deney tasarımından elde ed൴len düşük tanımlayıcılık katsayısına rağmen, yöntem൴n 

performansının küçük değ൴ş൴kl൴klerden etk൴lenmed൴ğ൴ ve rut൴n anal൴z uygulamalarında 

kullanılmak üzere güven൴l൴r olduğu doğrulanmıştır. 
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D൴ssolüsyon çalışmaları, tablet formülasyonlarının gastro൴ntest൴nal ortam 

koşullarını s൴müle eden üç farklı pH değer൴nde (pH 1,2; 4,5 ve 6,8) gerçekleşt൴r൴lm൴şt൴r. 

Özell൴kle pH 6,8 tampon ortamında elde ed൴len sonuçlar, tabletler൴n %90'ın üzer൴nde 

çözünme oranına hızla ulaştığını gösterm൴şt൴r. Bu sonuç, gel൴şt൴r൴len formülasyonun 

kl൴n൴k kullanıma uygunluğunu destekleyen kr൴t൴k b൴r bulgu olarak yorumlanmıştır. 

Çözelt൴ stab൴l൴tes൴ ve f൴ltre seç൴m çalışmalarında, anal൴t൴k çözelt൴ler൴n 74 saate 

kadar (5°C’de) kararlı kaldığı bel൴rlenm൴ş ve f൴ltre seç൴m൴nde h൴drofob൴k PTFE 

f൴ltreler൴n anal൴t adsorps൴yonunu m൴n൴m൴ze ett൴ğ൴ ve yüksek doğruluk sağladığı 

saptanmıştır. Bu bulgular, örnek hazırlama basamağının anal൴t൴k sonuçlar üzer൴ndek൴ 

olası olumsuz etk൴ler൴n൴ ortadan kaldırmak adına öneml൴ ve güven൴l൴r b൴r yöntem 

sunmaktadır. 

Çalışmanın ൴k൴nc൴ aşamasında gel൴şt൴r൴len UHPLC-DAD yöntem൴nde, safsızlı 

anal൴zler൴ ൴ç൴n opt൴m൴zasyon Box-Behnken deney tasarımıyla gerçekleşt൴r൴lm൴şt൴r. Elde 

ed൴len sonuçlar, hızlı ve etk൴n kromatograf൴k ayırımların yanı sıra anal൴t൴k yöntem൴n 

sağlamlığı açısından da üstün performans sağladığını ortaya koymuştur. Bu süreçte, 

l൴teratürde benzer anal൴zlere kıyasla kısa anal൴z süreler൴, daha düşük çözücü tüket൴m൴ 

ve daha yüksek duyarlılık elde ed൴lm൴şt൴r. 

Sonuç olarak, gerçekleşt൴r൴len bu tez çalışması, karglum൴k as൴t 

formülasyonlarının m൴ktar tay൴n൴, d൴ssolüsyon anal൴z൴ ve safsızlık tay൴n൴ ൴ç൴n gel൴şt൴r൴len 

HPLC ve UHPLC yöntemler൴n൴n, farmasöt൴k kal൴te kontrol süreçler൴nde kullanımına 

uygun olduğunu göstermekted൴r. L൴teratürle karşılaştırıldığında, gel൴şt൴r൴len 

yöntemler൴n anal൴t൴k performansının daha ൴y൴ olduğu bel൴rlenm൴ş ve bu yöntemler൴n 

rut൴n kal൴te kontrol anal൴zler൴nde terc൴h ed൴leb൴leceğ൴ sonucuna varılmıştır. 

Yukarıda özetlenen sonuçlar ışığında, bu çalışmada gel൴şt൴r൴len yöntemler൴n 

daha gen൴ş kullanım alanına sah൴p olab൴lmes൴ ve gelecektek൴ çalışmalarda daha ൴ler൴ 

sev൴yelere taşınab൴lmes൴ adına aşağıdak൴ öner൴ler sunulmuştur: 

 Anal൴t൴k Yöntemler൴n D൴ğer Farmasöt൴k Formülasyonlara Uygulanması: 

Gel൴şt൴r൴len yöntemler൴n kapsül, süspans൴yon ve d൴ğer farklı farmasöt൴k dozaj 

formlarına uygulanarak yöntemler൴n etk൴nl൴ğ൴ ve geçerl൴l൴ğ൴n൴n 

değerlend൴r൴lmes൴ öner൴lmekted൴r. 
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 Alternat൴f Kromatograf൴k S൴stemler൴n Kullanımı: Saptama hassas൴yet൴n൴ 

artırmak ve düşük der൴ş൴mlerde safsızlıkların daha net anal൴z ed൴lmes൴n൴ 

sağlamak amacıyla LC-MS/MS s൴stemler൴ g൴b൴ ൴ler൴ saptama tekn൴kler൴n൴n 

araştırılması öner൴lmekted൴r. 

 Uzun Sürel൴ Stab൴l൴te Testler൴: Raf ömrü boyunca tablet formülasyonlarının 

kararlılığını değerlend൴rmek amacıyla uzun sürel൴ stab൴l൴te çalışmalarının 

gerçekleşt൴r൴lmes൴ öner൴lmekted൴r. Bu, ürün kal൴tes൴ ve stab൴l൴tes൴n൴n sürekl൴ 

olarak kontrol ed൴lmes൴ne olanak sağlayacaktır. 

 Çevresel Koşulların Etk൴s൴n൴n İncelenmes൴: Gel൴şt൴r൴len anal൴t൴k yöntemler൴n 

farklı sıcaklık, nem ve ışık koşulları altında ൴ncelenmes൴ ve bu çevresel 

parametreler൴n anal൴t൴k sonuçlar üzer൴ndek൴ etk൴ler൴n൴n değerlend൴r൴lmes൴ 

öner൴lmekted൴r. 

 Yöntemler൴n Rut൴n Anal൴zlerde Kullanımının Yaygınlaştırılması: 

Endüstr൴yel kal൴te kontrol laboratuvarlarında gel൴şt൴r൴len yöntemler൴n rut൴n 

kullanıma geçmeden önce endüstr൴yel val൴dasyon çalışmalarının 

gerçekleşt൴r൴lmes൴ gerekmekted൴r. 

 Yeş൴l K൴mya Yaklaşımlarının Ben൴msenmes൴: Gel൴şt൴r൴len yöntemler൴n 

çözücü tüket൴m൴n൴ azaltacak, çevre dostu çözücüler൴n kullanımıyla 

desteklenecek alternat൴f yeş൴l anal൴t൴k tekn൴klere dönüştürülmes൴ ൴ç൴n 

araştırmaların devam ett൴r൴lmes൴ öner൴lmekted൴r. 

Gerçekleşt൴r൴len bu tez çalışmasıyla elde ed൴len anal൴t൴k yöntemler, farmasöt൴k 

kal൴te kontrol süreçler൴ ൴ç൴n güven൴l൴r ve sürdürüleb൴l൴r çözümler sunmakta, aynı 

zamanda gelecek çalışmalarda farklı farmasöt൴k ürünler൴n anal൴zler൴nde 

uygulanab൴lmes൴ ൴ç൴n değerl൴ b൴r temel oluşturmaktadır. 
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8. EKLER 

EK 1. HPLC/UHPLC Kromatograf൴ ൴le İlg൴l൴ Formüller 

1. Kapas൴te Faktörü (k′) 

𝑘ᇱ =
𝑡ோ − 𝑡଴

𝑡଴
 

 𝑡ோ: alıkonma zamanı (dk) 

 𝑡଴: ölü zaman (dk) 

2. As൴metr൴ Faktörü (Ta൴l൴ng Factor, 𝑇) 

 

𝑇 =
𝑊଴.଴ହ

2𝑓
 

 𝑊଴.଴ହ: P൴k gen൴şl൴ğ൴ (p൴k yüksekl൴ğ൴n൴n %5 sev൴yes൴nde) 

 f: P൴k merkez൴nden önde kalan kısım 

Val൴dasyon ൴le İlg൴l൴ Formüller 

5. Bağıl Standart Sapma (%BSS) – Kes൴nl൴k ve Tekrarlanab൴l൴rl൴k 

%BSS =
SD

Xഥ
x100 

 SD: Standart sapma 

 Xഥ: Ortalama değer 

6. Doğrusallık İç൴n Regresyon Denklem൴ 

y = ax + b 

 y: P൴k alanı 

 a: Eğ൴m 

 x: Konsanmtrasyon 

 b: Kes൴ noktası 

7. LOD (Tesp൴t L൴m൴t൴) ve LOQ (Tay൴n L൴m൴t൴) İç൴n Formüller 

𝐿𝑂𝐷 =  
3.3 𝑥 𝜎

𝑆
 

𝐿𝑂𝑄 =  
10 𝑥 𝜎

𝑆
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 𝜎: Standart sapma 

 𝑆: Kal൴brasyon eğr൴s൴n൴n eğ൴m൴ 

D൴ssolüsyon Anal൴z൴ ve Çözünme Prof൴l൴ Formüller൴ 

8. Çözünme Yüzdes൴ 

𝑄 =
𝐶 𝑥 𝑉 𝑥 𝐷

𝑀
𝑥 100 

 𝐶: Örnek der൴ş൴m൴ (μg/mL) 

 𝑉: Çözünme ortamı hacm൴ (mL) 

 𝐷: Seyreltme faktörü 

 𝑀: Tablettek൴ etk൴n madde m൴ktarı (μg) 

9. 𝑓ଶBenzerl൴k Faktörü – Çözünme Prof൴l൴ Karşılaştırması 

𝑓ଶ = 50 𝑥 log ቎൭1 + 
1

𝑛
෍(𝑅௧ − 𝑇௧)ଶ

௡

௧ୀଵ

൱

ି଴.ହ

𝑥100቏ 

 𝑅௧: Referans ürün çözünme yüzdes൴ 

 𝑇௧: Test ed൴len ürün çözünme yüzdes൴ 

 𝑛: Örnekleme noktası sayısı 

 

10. Yarı Ömür (𝑡ଵ/ଶ) Hesaplaması – K൴myasal Bozunma 

𝑡ଵ/ଶ =
0.693

𝑘
 

 𝑘: Bozunma hızı sab൴t൴ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



163 
 

 
 

 

EK 2. Kullanılan Standartların Anal൴z Sert൴f൴kaları 

1. Karglum൴k As൴t 

 

2. P൴roglutam൴k as൴t 

 



164 
 

 
 

 

 

3. P൴rokarglum൴k as൴t 

 

4. İlg൴l൴ B൴leş൴k A (HPA) 
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5. D൴karbamo൴l L-glutam൴k as൴t 
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EK 3. Orj൴nall൴k Raporu Örneğ൴ 
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EK 4. D൴j൴tal Makbuz 
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9. ÖZGEÇMİŞ 

 




