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OZET

Bu calismada ¢ok yaygin kullanima sahip bir kas gevsetici olan 8 mg tiyokolsikosid
iceren tablette c¢oziinme hizi testi HPLC'den UPLC'ye transfer edilmis ve metot
validasyonu yapilmistir. Coziinme hizi (dissolusyon) testi ilacin mide veya bagirsak
ortamindaki performansinin laboratuvar kosullarinda incelenmesine imkan saglayan
onemli bir testtir. Ila¢ aktif maddesinin belli bir siire sonunda ¢dziinen yiizde miktar
olarak sonu¢ verir. Analitik metot validasyonu, metodun giivenilirligini kanitlayan
uluslararasi bir zorunluluk ve ayni zamanda laboratuvarda kalite giivencenin énemli bir
basamagidir. Bu ¢alismada Oncelikle analitik metot UPLC ye uyarlanmis ve validasyon
parametreleri test edilmistir. Calismalar sonucunda yeni ¢oziinme hizi metodunun kesin,
dogrusal, dogru, se¢ici ve stabil oldugu gosterilmistir. Ayrica yeni metot UPLC
tekniginin avantajlar1 sayesinde zamandan ve ¢dzelti kullanimindan oldukca fazla
tasarruf saglamaktadir.

Anahtar sozciikler: Metot validasyonu, UPLC, C6ziinme Hiz1 Testi, Tiyokolsikosid.



ABSTRACT

In this study the dissolution test of the 8 mg thiocolchicoside tablets which is a widely
used muscle relaxant transferred from HPLC to UPLC and validated. Dissolution test is
a fundamental analysis that gives the opportunity to examine a drug's performance in
gastrik or intestinal medium at laboratory conditions. This test gives the per cent of the
dissolved amount of a drug’s active after a certain time. Analytical method validation is
an international necessity that proves the reliability of the method and also an important
step of the quality assurance of laboratory. In this study first of all analytical method
adapted to UPLC and then validation parameters performed. As established from the
data, the new method is precise, linear, accurate, selective and robust, hence stands
validated. Besides the new method reduces the consumption of solvents considerably
and shortens the time of analysis.

Key words: Method validation, UPLC, Dissolution Test, Thiocolchicoside.
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GIRIS

Farmasotik gelistirme; terapotik bir kimyasalin tanimlanmasiyla, ilag olarak
sunulmasi ve rutin kullanimi arasinda yer alan 6nemli bir asamadir. Gelistirme
caligmalar1 laboratuvar Olgekli sentez agsamasindan iiretim boyutuna ge¢mek ve dozaj
formunun belirlenmesi gibi bircok basamagi icermektedir. Analitik kimya bu
asamalardaki degisimlerin {iriin kalite ve tutarliligmma olan etkilerini anlamada ¢ok
onemli bir role sahiptir. HPLC (Yiiksek performansli sivi kromatografi ) bu amacla
kullanilan temel analitik tekniktir. Cok gilivenilir ve yeterli bir teknik olmasina karsin
gelistirilmeye agiktir (Wren ve Tchelitcheff 2006).

Van Deemter esitliginden kromatografik prosesin etkinliginin partikiil boyutu
kiigiildiikce arttig1 bilinen bir gergektir. Kiigiik partikiil cap1 teorik plaka yiiksekligini
azaltmakta dolayisiyla ayrimin etkinligi artmaktadir. Standart HPLC'lerde partikiil
boyutu kiiclik kolonlar kullanmak yliksek basinca sebep olmaktadir. Yiiksek basinca
dayanikli sekilde dizayn edilen UPLC ( Hizli siv1 kromatografi) bu dezavantajlar1 yok
eden, analiz siiresi ve ¢ozelti kullanimini azaltan yeni bir tekniktir. (Novakova ve ark.
2006)

Tiyokolsikosid agr1 kesici ates diisiiriicii etkileri olan bir kas gevsetici ajandir.
Romatizmal, ortopedik ve travmatolojik hastaliklarin ve kas spazmlarinin tedavisinde
kullanilmaktadir. ilagta ¢dziinme hiz1 testi kalite kontrol ve biyoesdegerlik ¢alismalari
kapsaminda yapilmaktadir. Ayrica ilag gelistirme siirecinde de faydali bilgiler
saglamaktadir. (Dokoumetzidis ve Macheras 2006)

Bu c¢alismada HPLC ile yapilan tiyokolsikosid ¢oziinme hizi testinin UPLC ye

transfer edilmesi ve metot validasyonun yapilmasi amaglanmustir.



1. KURAMSAL TEMELLER

1.1. Botanik Bilgi

Colchicum autumnale L. (Liliaecae) tiirii orta ve giiney avrupada yetismektedir.
Tiirkiye'de ise bulunmamaktadir. Bununla beraber Colchicum cinsinin Tiirkiye'de
yayilis1 saptanan 22 tiirii bulunmaktadir. (Davis P.H, 1984) Bu tir 10-30 cm
yiikseklikte otsu ve soganli bir bitkidir. Cicekler sonbaharda yaprak ve meyvalar ise
ilkbaharda meydana gelir. Cigekler alt1 parcalt morumsu pembe renklidir. Meyva ¢ok
tohumlu bir kapsiildiir.

Bitki zehirli alkaloid ve glikozidler tasimalar1 nedeniyle insanlar ve hayvanlar icin
tehlikelidir. Bitkinin tohumlarinda yag, recine, tanen, seker, bir glikozid ve alkaloidler
bulunmaktadir. Toplam alkaloidlerin miktar1 % 0.3-1.2°dir. Alkaloidlerin en &nemlisi
kolsisindir. Bu alkaloid benzosiklo-heptano-tropolon ¢ekirdegi tasir. Azot halkanin
disindadir. Tohumlarda ayni ¢ekirdegi tasiyan diger alkaliodlerde bulunmaktadir.
Bunlar birbirlerinden ¢ok az farklidirlar. Bu alkaloidler azotu asetil ile bagl olanlar ve
bagli olmayanlar gibi 2 biiyiikk gruba ayrlabilirler. Bu nedenle c¢igdem tohumu
alkaloidleri nétral fenolik alkaloidler ( kolsisin grubu alkaloidler) ve bazik alkaloidler
(demekolsin grubu alkaloidler) siniflandirilir. Colchicum alkaloidleri A, B, C, D, E, F
ve U maddeleri olarak isimlendirilirler. Ornegin A maddesi colchicin, F maddesi ise
demekolsini gostermektedir. Cigdem tohumundan kolsikosid adi1 verilen bir glikozid
izole edilmistir. Hidroliz sonucunda glikoz ve dimetil kolsisini verir (Tanker, 1973;
Baytop, 1974).

Kolsisin tarimda poliploidlerin eldesinde ve hiicre boliinmesine engel oldugu
icin baz1 tlimoérlerin tedavisinde kullanilmistir. Ancak toksik bir madde oldugu icin
uygulama alani bulamamistir. Romatizma, artrit ve gut hastaliklarinda etkili olan
maddenin kolsikosid oldugu belirlenmistir (Baytop 1974). Colchicum alkoloidleri ve
glikozidleri Cizelge 1.1.1. *de gosterilmektedir.



Cizelge 1.1.1. Colchicum alkoloidleri ve glikozidleri (Rosso ve Zuccaro 1998’den).

Bilesikler R R, X
Kolsisin CHs; CH; O
Kolsikosid glukozil CH @)
Tiyokolsisin CHs; CH; S
N-formyl-N-deacetyl

tiyokolsisin CHs H S
3 O-demethyl tiyokolsisin H CH; S
Tiyokolsikosid glukozil CH; S
N-formyl-N-deacetyl

tiyokolsikosid glukozil H S

XCHy

normal form iso formn B hamnd tirevi

Sekil 1.1.1. Colchicum alkoloidleri molekiiler yapist (Rosso ve Zuccaro 1998’den)

Formiillerdeki Ry, Ry ve X'ler ¢izelge 1.1.1." de verilmistir.

G

Sekil 1.1.2. Colchicum autumnale L. (http://www.cbgarden.org/blog/index.php/tag/fall-
lecture, 2010)



http://www.cbgarden.org/blog/index.php/tag/fall-lecture
http://www.cbgarden.org/blog/index.php/tag/fall-lecture

1.2. Tiyokolsikosid Hakkinda Bilgi

Tiyokolsikosid, giiz ¢igdemi bitkisinde dogal olarak bulunan bir glukozid olan
kolsikosidin sentetik siilfiir tiirevidir. (Sutherland ve ark. 2002) Spesifik bir gama-
aminobiitirik asit reseptorii inhibitoriidiir. Farmakolojik olarak kas gevsetici etkiye sahip
bir {liriindiir. Merkezi sinir sisteminden kaynaklanan kasilmalar1 azaltir veya ortadan
kaldirir. 4 ve 8 mg ‘lik iki dozda iiretilmektedir. Literatiirde tiyokolsikosid ile ilgili
bulunan kromatografik calismalar sinirlidir. 1998 yilinda yayimnlanan bir ¢aligmada
kolsisin familyasindan olan alkaloidler ters faz HPLC ile belirlenmistir. Tiyokolsikosid
molekiiliiniin yapis1 sekil 1.2.1. te gortildiigii gibidir.

HO

Sekil 1.2.1. Tiyokolsikosid molekiiliiniin yapisi (Sutherland ve ark. 2002’den).

Bu ¢alismada gradient bir ters faz HPLC metodu gelistirilerek alkaloid karistmi analiz
edilmistir. (Rosso ve Zuccaro 1998)

Diger bir calismada ise tiyokolsikosid plazma miktarinin belirlenmesi i¢in kati faz
ekstraksiyon yontemi kullanan bir LC-MS-MS (S1v1 kromatografi-Kiitle spektrometresi-
Kiitle spektrometresi) metodu gelistirilmistir. 8 mg tiyokolsikosid alan goniillii
deneklerin plazma orneklerine metot uygulanmis ve cok diisiik konsantrasyonlarda
sonuglar bulunmustur. (0,3 ng/mL altinda) Buradan tiyokolsikosidin viicuda
alinmasindan sonra ¢ok hizli bir sekilde metabolize oldugu tesbit edilmis ve en biiyiik
metaboliti olan 3-desmetiltiyokolsisin molekiiliiniin plazmada miktar1 belirlenebilecek

bir konsantrasyonda oldugu ortaya ¢ikmustir. (Sutherland ve ark. 2002)



2010 yilinda yaymlanan bir ¢alismada kombine diklofenak sodyum ve
tiyokolsikosid iceren farmasotik bir {irlinde miktar tayini i¢in spektrofotometrik analiz
yontemi gelistirilmistir ve valide edilmistir. Diklofenak sodyum i¢in 5-30 pg/mL
tiyokolsikosid i¢in ise 10-60 pug/mL derisim aralifi Beer-Lambert yasasina uyum
gostermistir. ( Sengar ve ark. 2010 )

Diger bir calismada kapsiil formlu tiyokolsikosid iceren farmasotik bir {irlinde
miktar tayini i¢in iki farkli spektrofotometrik analiz yontemi gelistirilmis ve valide
edilmistir. ilk metot tiyokolsikosidin 259. 8 nm'de maksimum absorbans gdstermesine
dayanarak gelistirilmistir. 2. metotda ise 249.8 — 269.8 nm arasinda egri altindaki alan
yontemiyle gelistirme yapilmistir. Her iki yontemde 5-50 pg/ml derisim araliginda
Beer-Lambert yasasina uyum gostermistir. ( Joshi ve Gupta 2010 )

Diger bir calismada tiyokolsikosid ve ketoprofen igeren farmasotik iirlinde miktar
tayini icin yine 2 farkli spektrofotometrik analiz yontemi gelistirilmis ve valide
edilmistir. Tlkinde 1.tiirev yontemi kullanilarak tiyokolsikosid i¢in 233.0 nm, ketoprofen
icin 243.0 nm dalga boyu secilmistir. 2. yontem olarak absorbans diizeltme yontemi
kullanilarak 372.0 nm ve 260.0 nm olmak iizere 2 dalga boyunda &lgiim yapilmustir. 11k
dalga boyunda sadece tiyokolsikosid absorbans vermektedir. Ikinci dalga boyunda ise
her iki maddede absorbans vermektedir. Ilk yontemde tiyokolsikosid i¢in dogrusallik
aralig1 3-15 pg/ml iken ketoprofen icin 12-60 pg/ml'dir. 2. yontemde ise bu araliklar
strastyla 1-5 pg/ml ve 10-50 pug/ml olmaktadir. ( Wankhede ve ark. 2010 )

2010 yilinda yayimnlanan diger bir calismada ise yine kombine tiyokolsikosid-
lornoxicam igeren tablette miktar tayini icin ters faz bir HPLC yontemi gelistirilmis ve
valide edilmistir. Hareketli faz olarak 45:55 oraninda pH 7.3 tampon / metanol karigimi
1.5 ml/dk akis hizinda kullanilmistir. Inertsil ODS C18 6zellikte 250 mm boyunda 4.6
mm i¢ ¢apli ve 5 um partikiil boyutlu kolon ile 290 nm dedektér dalga boyunda analiz
gerceklestirilmistir. Metot ilag otoritesi kurallarina gore valide edilmistir. ( Bhavsar ve
ark. 2010)

1.3. Tla¢ Endiistrisinde Coziinme Hiz1 Testi

Ilag kullaniminda en yaygin dozaj formu tablet formudur. Bunun nedenleri arasinda

diger formlara nazaran formulasyon stabilitesine ve kolay iiretim prosesine sahip olmasi



yer almaktadir. Ilacin hastaya giivenli bir sekilde ulasmas1 gerektiginden ilacta kalite
kontrol testleri ¢cok dnemlidir. Her iirlin lotunun test edilmesi ve iiriiniin kalitesinin test
sonuglaria gore degerlendirilmesi gereklidir. Farmasotik endiistride tabletlerin salinimi
yani c¢oziinmesi gilivenlik ve islevselligini kanitlamak i¢in yapilan en Onemli
testlerdendir. Tlag salmimi ¢dziinme hiz1 (dissolusyon) testi ile dlgiilmektedir. Coziinme
hiz1 testinde, bir ortamda ¢ozlinen toplam ilag etken maddesi miktar1 zamanin

fonksiyonu olarak olgiiliir. ( Paakkuna ve ark. 2009)

1.3.1 Tarihgesi

Ilagta kat1 formlarmn gelistirilmesinden bu yana bir asir gegmesine ragmen yaklasik
50 y1l dncesinde ¢oOziinme hizi testinin 6nemi bilim adamlar tarafindan farkedilmistir.
Bu arada 19.ylizyilin sonlarindan itibaren  ¢Oziinme hiz1 prosesi caligsmalari
fizikokimyacilar tarafindan gelistirilmekteydi. Bu konuda yapilan en temel aragtirmalar
ilacla ilgili degildi, dolayisiyla ilagta ¢oziinme hizi giindeme geldiginde ¢éziinme hizi
prosesinin temel yasalart mevcuttu. 1897 yilinda profesér Noyes ile Whitney beraber
ilk ¢oOziinme hizi deneylerini gerceklestirdiler ve ‘Kati maddelerin  kendi
solusyonlarinda ¢6ziinme hizi'adli bir makale yayinladilar. ( Noyes ve Whitney 1897)
Iki az ¢bziinen bilesigin benzoik asit ve kursun kloritin ¢dziinme hiz1 testini
gerceklestirdiler. Kullandiklar1 materyalleri cam silindirler iginde su igeren beherlere
daldirdilar ve silindirleri sabit bir sicaklikta belli bir donme hizina ayarladilar.
Baslangictaki konsantrasyon ile doymus ¢ozeltinin konsantrasyonu arasindaki farkin
¢coziinme hizi ile orantili oldugunu gordiiler. Bu durum matemetiksel olarak gosterimi
asagidaki gibidir. Esitlikte dC/dt ¢oziinme hizi, C baslangi¢ derisimi ve CS doymus

¢oOzelti derisimidir. k degeri bir sabittir.

dC/dt =k (CS - C) (1.3.1.1)
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Sekil 1.3.1.1. Benzoik asit ve kursun kloritin ¢éziinme hizi egrisi

(Dokoumetzidis ve Macheras 2006).

Bilesikler ortami1 doyuracak miktardan daha fazla oldugundan ¢oziinme hizi testi
boyunca ylizeyleri sabit kalmistir. Bu calisma ile ¢oziinme sirasinda kat1 yiizeyinde
ince bir diflizyon tabakasinin olustugu ve molekiillerin bu tabakadan gecerek sulu
ortama difiize oldugu gosterilmistir.

Bir sonraki gelisme 1900 yilinda Brunner ve Tolloczko tarafindan
gergeklestirilmistir. Yaptiklari bir dizi deney sonucunda ¢oziinme hizinin ayrica yiizeye,
karistirma hizina, sicakliga, ylizeyin yapisina ve aparatin diizenine bagli oldugunu
gostermislerdir. Esitlik 1.2.1.171 gelistirerek asagidaki esitligi ortaya ¢ikardilar.
dC/dt=k;S (CS-C) (1.3.1.2)
Burada S yiizey alamidir. Bu g¢alisma Walther Nernst'in teorik ¢aligmasiyla beraber
yayinlandi. 1904 yilinda Nernst ve Brunner'in yaptig1 bu yaymin en 6énemli sonucu
difiizyon tabakasi olusumuna ve Ficks'in 2. yasasina dayanan Nernst- Brunner
esitliginin bulunmasidir.

dC/dt =DS/Vh (CS - C ) (1.3.1.3)




Esitlikte D difiizyon katsayisi,h diflizyon tabakasinin kalinligi ve V dissolusyon
ortaminin hacmidir.

1931 yilinda Hixson ve Crowell S degerini agirhga (w) gore ifade ederek w3
degerine orantili oldugunu gosterdiler. Bdylece esitligin kompakt materyallere
uygulanabilir oldugunu kanitladilar. Buradan 6zetle asagidaki esitligi buldular.
wo B —wt® = kot (1.3.1.4)
Wy baslangi¢ agirligi ve k; sabittir.

Coziinme prosesinin fiziksel agiklamasi icin diflizyon tabakasi modeli digsinda
1950 lerde iki alternatif model daha gelistirilmistir. Difiizyon yerine yiizeyler arasi
tagimayi esas alan bariyer modelinde yliksek aktivasyon enerji seviyesi ilk modele gore
sinirlayict bir 6zelliktir. Danckwerts'in 1951° de ortaya attig1 3. modele gére devamli
yenilenen makroskopik solvent paketcikleri kati yiizeyine ulagsmakta molekiilleri
absorblamakta ve ¢ozeltiye tasimaktadir. In vitro ¢dziinme hizi galismalarindaki
gelismelere ragmen farmasotik alanda kullanimi 1950 lerin baslarina kadar olmamugtir.
O zamana kadar ilacin in vivo yararlanimini degerlendirmek igin tabletin
dezentegrasyonunun yeterli oldugu diisiiniilmekteydi. ilk resmi dezentegrasyon testi
Isvigre farmakopisinde 1934 yilinda yaymlandi. USP" de (Amerika Birlesik Devletleri
Farmakopisi) ise 1950 yilinda 14.baskida dezentegrasyon testine yer verildi. Ortam
olarak 37 °C’ de su kullanilmaktaydi. Daha sonraki yillarda dezentegrasyon ortami
olarak daha gercekc¢i kosullar 6rnegin simule gastrik sivilar kullanildi. 1948 yilinda
yayinlanan Filleborn'un metodu olduk¢a kapsamliydi. in vivo kosullar1 simule eden
mide ortami kullanmistir. Calismasinda belli pH "da besin maddesi varliginda peristaltik
hareketleri taklit etmistir. 1950°lerin basinda 1ilacin fizyolojik yararlanimini
degerlendirmek i¢in sadece dezentegrasyon testinin yeterli olmayacagi anlagilmistir.

1951 yilinda Edward, kat1 ila¢ formlarinin gastrointestinal sistemden absorplanmasi
prosesinin hizli olmasi durumunda ¢6ziinme hizinin ilacin viicutta dagilimimi kontrol
eden bir basamak oldugunu belirtmistir. Nelson ise 1957 yilinda oral yoldan alinan
teoflin tuzlarmin kandaki seviyelerinin in vitro ¢oziinme hizi testi ile baglantili
oldugunu gostermistir. 1960-1970 yillar1 arasinda bu konuyla ilgili ¢cok sayida ¢alisma
yapilmistir. 60" larin sonunda iriin formulasyonlarindaki farkliliklarin ilacin cevap
verme siiresi ve siddetinde bliyiik farkliliklara neden olacagi analasilmistir. Bu esnada

biyoyararlanim terimi bir ilactan farmakolojik olarak ne derece yararlanildigini yada



baska bir deyisle bir dozun ne kadarinin genel sirkiilasyona katildigini belirtmek i¢in
kullanilmistir. 1971 yilinda farkli formulasyonlarin serum digoxin seviyeleri incelenmis
ve birbirinden 7 kat farkli sonuglar bulunmustur. Bu durum FDA" i (Amerika Gida ve
[lag Dairesi) harekete gecirmis ve 1972 Amerika' sinda piyasada bulunan 32 iireticinin
44 lot {iriinii detayli dissolusyon calismasina tabi tutulmus ve aralarinda biiytik farklar
oldugu tespit edilmistir.

1970° lere gelindiginde farmokopilerde tablet ve kapsiil formlar1 i¢in dissolusyon
testi gerekliligi yer almaya baslamistir. 35 yildir biyoyararlanim ve kalite kontrol amagh
olarak dissolusyon testi gergeklestirilmektedir. Bu gelismelerin sonucu olarak 1970°de
sepet yontemi denilen USP aparat 1 ilk resmi dissolusyon test yontemi olarak USP de
yer almistir. Daha sonra bunu 1978 yilinda palet yontemi (USP aparat 2) 1991 yilinda
uzun saliniml ilaglar i¢in inip ¢ikabilen silindir yontemi (USP aparat 3) ve 1995 yilinda

akis geciren hiicre (USP aparat 4) izlemistir (Dokoumetzidis ve Macheras 2006).

1.3.2 Calisma prensibi

Coziinme hizi testi iirliniin viicutta emilmeden Once basina gelen olaylar1 viicut
disinda taklit etmeye ve dngdrmeye olanak verir. {lacin mide veya bagirsak ortamindaki
performansinin yapay kosullar altinda dogrudan gézlemlenmesine olanak veren basit ve
anlamli bir yontemdir. Cozlinme hiz1 testinin sonucu belirli bir siirede belli zaman
noktalarinda ilag aktifinin ¢6ziinen ylizde miktar1 olarak raporlanir.

( http://www.tfd.org.tr/TFD_kongre_2007/tfd2007_14 Kayaalp.pdf)


http://www.tfd.org.tr/TFD_kongre_2007/tfd2007_14_Kayaalp.pdf
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Coziinme hiz1 test cihazi sekilde goriilmektedir.

Sekil 1.3.2.1. Coziinme hizi test cihazi

Cam kaplar iriiniin ¢oziinecegi siviy1 igermektedir. Karistirma aparati olarak USP de
tanimlanmis ¢esitlerden en yaygmn kullanilanlart sekil 1.2.2.2. ve 1.2.2.3. “de

gorilmektedir.
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Sekil 1.3.2.3. Coziinme hiz testi sepet aparati
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Test sonunda alinan numuneler spektrofotometrik yada kromatografik yollarla analiz

edilir.

1.4. Kromatografinin Tarihcesi

21 mart 1903 tarihinde Tswett'in “Adsorpsiyon olgusunda yeni bir kategori ve
biyokimyasal analize uygulamalari® baslikli konferansi giiniimiizde en ¢ok kullanilan
kromatografik teknik olan s1vi kromatografinin baglangic noktasi sayilmaktadir. (Tswett
1903) Kromatografi ile ilgili yaymladigi en 6nemli makalede klorofilleri kromatografik
yolla ayirmis ve kromatogram terimini tanimlamistir. Daha sonra 25 yillik bir durgunluk
siirecinin ardindan organik kimyacilarin dogal {iriinlere olan ilgisinin artmasi ile
kromatografi yeniden kesfedilmeye baglanmistir.

Kromatografinin 6neminin artmasiyla bu konuda daha fazla c¢alisma yapilmaya
baslanmis ve kromatografi olayinin agiklamada denge teorisini uygulayan ilk teorik
yaklagimlari iceren yayinlar basilmistir.

Tswett'in gliniimiizde normal faz kromatografi olarak adlandirilan teknigi suda
¢Oziinen analitlerin ayrilmasi s6z konusu oldugunda basarili olamamaktaydi. Bu durum
1941 yilinda dagilma kromatografisi yani sivi-sivi kolon kromatografisinin Martin ve
Synge tarafindan kesfine neden oldu. Yayinladiklar1 ¢alismada teorik plaka yiliksekligi
terimini kullanmislardir. Ayrica bu c¢alismada hareketli fazin gaz da olabileceginden
bahsedilerek gaz-sivi kromatografisinin temelleri atilmistir. Kolon kromatografisi
yaygin bir sekilde kullanilmamistir. Bunun sebebi muhtemelen sabit fazin hareketli faz
tarafindan fiziksel olarak siiriiklenmesi ile metodun stabil olmamasiydi. Martin ve
meslektaglar1 ayrica ilk mikro analitik teknik olan kagit kromatografisinide
gelistirmislerdir. Ince tabaka kromatografisin dogmasiyla yavas bir teknik olan kagit
kromatografisi gozden diismiistiir. Cam plaka iizerine ince bir tabaka halinde adsorbent
uygulanmasi ile yapilan bu teknik Rusya'da kesfedilmistir. Daha sonralar1 ince tabaka
kromatografisi organik ve farmasotik laboratuarlarda standart bir analitik teknik olarak
yerini almis ve kolayligt ve hizi nedeniyle tam olarak diger metotlarla yer
degistirmemistir. Dezavantajlarina karsin kalitatif ve yar1 kantitatif calismalar ig¢in

kullanilmaya devam etmektedir. Gaz kromatografisinin petrokimya ile es zamanh
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yiikselmesiyle birlikte kromatografik prosesin teorik tanimina ve fizikokimyasal
ozelliklerine kinetik bakis agisiyla yaklasilmistir. Difiizyon etkisi, denge kosullarinda
kiitle transferine gosterilen direng ve kolonda molekiillerin rastgele ilerlemesi gibi
durumlar tanimladik¢a van Deemter esitligi ortaya ¢ikmistir. Bu esitlik, kromatografik
kolonun etkinligine molekiiller aras1 difiizyon, hareketli fazin akis hizi, sabit faz
kalinlig1 gibi ozelliklerin nasil etki ettigini tartigmamiza olanak saglamaktadir. Bu
donemde bilim adamlar1 enstriimantal sivi kromatografi iizerine arastirmalar yapmaya
baslamuslardir. {lk nceleri yiiksek basingli s1vi kromatografi olarak adlandirilan teknik
daha sonra yiiksek performansli sivi kromatografi adin1 almaya baslamistir. Ciinkii
kromatografik prosesin performansini etkileyen daha kiiciik partikiiller ve daha kisa
kolonlar kullanilmaya baglanmistir. HPLC kisaltmasiyla modern enstriimantal sivi
kromatografiler en yaygin kullanilan teknik haline gelmistir.

Horvath ve arkadaslar1 1966 yilinda Roma'daki kromatografi sempozyumunda
niikleotitlerin  ayrilmasinda iyon degistiricilerin  kullanilmasindan  ilk  kez
bahsetmislerdir. (Horvath ve ark. 1967 )

Kromatografi ve HPLC konularinda aragtirmalar ve sempozyumlar son hiziyla
siirmeye devam ediyordu. 1970 lerin basinda HPLC 'nin bu derece ilerleyecegi tahmin
edilememekteydi . Ancak gaz kromatografi ile organik bilesiklerin % 20°sinden daha
azinin ayrilabilecegi de biliniyordu. Sivi kromatografide sabit ve hareketli faz cesitliligi
ve iki fazin da ayrimda aktif olmasi biiyiikk bir segicilik potansiyeli saglamaktadir.
Bununla birlikte, Onceleri daha biiyiik partikiiller mevcut iken daha kiiciik silika
partikiillerin gelistirilmesi ve kimyasal olarak modifiye edilmis sabit fazlarin kullanimi
HPLC diinyasinda 6nemli bir adim olmustur. Ters faz sistemler sulu ortamdan direkt
enjeksiyon yapilabilmesini saglamistir. Kolonlar oldukga stabil ve seciciydiler fakat
kuvvetli bazik analitlerin ayrilmasinda sorun olusturabiliyorlardi. Ters faz
kromatografide hareketli faz optimizasyonu olduk¢a kolaydir ciinkii genellikle sulu ya
da organik faz oranini degistirmek ise yaramaktadir. Sabit fazin veya analitin
ozelliklerini iyilestirmek de pH degerini degistirmek ya da degisik ajanlar ilave etmek
gibi yollarla gerceklestirilebilmektedir. Gilinlimiizde partikiil kimyasindaki gelismeler
sayesinde yiiksek etkinlik saglanabilmektedir.

Farmasotik kimyanin ihtiyaglar1 HPLC'nin gelisiminde itici gli¢ olmustur.

Farmasotik trtinlerin  kalitesi HPLC analizlerinin kalitesi ile belirlenmektedir.
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Kolonlarin segiciligi ve etkinligi yalnizca aktif madde ve ilgili bilesiklerinim ayrilmasi
ve belirlenmesinde degil ayni zamanda ekipman kalite ve giivenirliliginde de ©n
kosuldur. Avrupa farmakopisinde yer alan analiz gereklilikleri ancak HPLC yontemi ile
saglanabilmektedir.

HPLC, analitik kimyada son 40 yilin en biiyiik bulusudur. Laboratuar cihazlar
arasinda terazi ve pH metrelerden sonra HPLC cihazlar1 3. siray1 almaktadir.

( Engelhardt 2004 )

1.5. Yiiksek Performash Sivi Kromatografi (HPLC)

1970'lerde Prof. Csaba Horvath tarafindan kullanilan HPLC kisaltmasi sivi
kromatografide gereken akist saglamak icin yiiksek basincin kullanildigini isaret
etmekteydi. Baslangigta pompalarin sadece 500 psi (ing kareye diisen pound) [35 bar]
basing kapasitesi vardi. Bunlara yiiksek basingli sivi kromatografisi deniliyordu.
1970 1erin basinda teknolojide biiyiik gelismeler oldu. Yeni HPLC cihazlar1 6,000 psi
[400 bar] basinca kadar cikabiliyordu ve gelismis enjektor, dedektor ve kolonlarla
donatilmistt. HPLC 1970lerin orta ve sonlarinda onemli bir yer edindi. Bu siirecte
performanstaki gelismelerin (daha kii¢iik partikiiller, daha yiiksek basing) devam
etmesiyle HPLC kisaltmas1 ayn1 kald1 fakat ismi yliksek performansh sivi kromatografi
oldu.

Yiiksek performansli sivi kromatografi giiniimiizde analitik kimyanin en 6nemli
araglarindandir. Sivida ¢oziinebilen herhangi bir numunedeki bilesenleri ayirma, tanima
ve miktarin1 belirleme kapasitesine sahiptir. Giiniimiizde ppt ( trilyonda bir kisim)
seviyesinde eser konsantrasyona sahip bilesikler bile kolayca tanimlanabilmektedir.
HPLC farmasotik, gida, kozmetik,cevre ve endiistriyel gibi bircok alanda

kullanilmaktadir.
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1.5.1. Calisma mekanizmasi

kolon
kromatogram
—
A\ r 4
— enjektor
-L veri sistemd
hareketli faz - .
numune
pompa dedektor
attk

Sekil 1.5.1.1. HPLC calisma mekanizmasi

Sekil 1.5.1.1. den bir numunede bulunan bilesiklerin ayriminin nasil gerceklestigi
kolayca anlagilabilir. Hareketli faz kolona soldan girer partikiil yatagi boyunca geger ve
sagdan kolonu terk eder. Sekil 1.5.1.2. ‘te enjeksiyon anindaki kolon goriilmektedir.
Burada numune sari, kirmizi ve mavi boyalarin bir karisitmidir ve siyah bir band
seklinde kolon girisinde goriilmektedir. Birka¢ dakika sonra her bir bilesen farkl
hizlarda hareket eden bantlara ayrilmaktadir. Cilinkii her bir analiti ¢cekmek i¢in mobil
faz ile sabit faz arasinda bir yaris s6z konusudur. Sari1 renkli bandin en hizli hareket
eden oldugu ve kolondan ¢ikmak iizere oldugu goriilmektedir. Bu bilesen hareketli faz
ile daha ¢ok etkilesim i¢ine girmistir. Bu yiizden mobil fazin hizina yakin bir hizda
hareket etmistir. Mavi boya bandi sabit faz ile daha ¢ok etkilesime girmistir. Dolayisiyla
kolonu en son terk etmistir. Her Dbir bilesen farkli hizlarda hareket ettiginden

kromatografik olarak ayrilabilmektedirler.
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Sekil 1.5.1.2. Kromatografik kolonun ¢aligsmasi

Ayrilan bilegenler kolondan ¢iktiktan hemen sonra dedektore gelirler. Dedektor her
bir ayrilmis bileseni hareketli faz referansina karsi dedekte eden bir akis hiicresine
sahiptir. Uygun bir dedektor her bir bilesenin varligini algilayabilecek hassasiyete
sahiptir ve bilesene karsilik gelen -elektriksel sinyali bilgisayar data sistemine
gondermektedir. Dedektor analiz  edilmek istenen maddenin karakteristik ve
konsantrasyonuna gore secilir. HPLC sisteminde olusan kromatografik ayrimi temsil
eden grafige kromatogram denilmektedir. Data sistemi tarafindan zamana karsilik
olusan piklerin grafigi ¢izilir. Her bir pik farkli bir bilesen i¢in dedektoriin cevabini

temsil etmektedir.
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dedektor akig hiicresi

HPLC kolonu

Sekil 1.5.1.3. Piklerin ¢ikist

Kolonda ayrilan bir bilesen dedektdr akis hiicresinden ge¢gmeye basladiktan sonra
olusan elektriksel sinyal data sisteme gonderilir ve ekranda sonu¢ kromatogram
goriinmeye baslar. Kromatogram numune enjekte edilir edilmez diiz bir ¢izgi olarak
baslar. Bu ¢izgiye baseline denir ve dedektor akis hiicresinden sadece saf hareketli faz
gectigi anlar1 temsil etmektedir. Bilesen akis hiicresinden gegtikge daha gii¢lii bir sinyal
data sisteme gonderilir. Numune karistmindaki analitin konsantrasyonuna bagli olarak
bir pik olusur. Analit tamamen akis hiicresinden gectikten sonra sinyal tekrar baseline
seviyesine doner. Numunedeki analitler sabit faz ve mobil fazla etkilesimlerine gore
kolonu dnce yada sonra terk ederek dedektore giderler ve bir kromatogram olustururlar.
Ayni sisteme enjekte edilen referans standart ve numune kromatogramlarindan her bir

pik alikonma zamanlarini karsilastirarak bilesenler kalitatif olarak tanimlanabilmektedir.
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Sekil 1.5.1.4. Tanimlama

Tanima isleminden sonraki 6nemli adim numunede ne kadar analit oldugudur.

Dedektor sinyali analit konsantrasyonuna karsilik gelmektedir. Bir analit ne kadar

konsantre ise sinyali o kadar biiyiiktiir .
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Sekil 1.5.1.5. Tanimlama ve miktar tayini
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Bir pikin altinda kalan alan o bilesenin konsantrasyonunun ol¢iitiidiir. Bu alan degeri
data sistemi tarafindan otomatik olarak hesaplanir. Referans standart pikinin verdigi

alan degerinden numune konsantrasyonu hesaplanir. ( Skoog ve ark. 2007 )

1.5.2. Ayirma teknikleri

Genelde kimyasal bilesiklerin ti¢ temel karakteristigi kromatografik ayrimi

gerceklestirmektedir. Bunlar
* Polarite

* Elektriksel yiik

* Molekiiler biiyiikliik

Bir molekiiliin yapisi, aktivitesi ve fizikokimyasal karakteristiklerini bilesigi
olusturan atomlar ve arasindaki baglar belirlemektedir. Bir molekiilde bilesigin
ozelliklerini belirleyen belli atomlarin spesifik yerlesimlerine fonksiyonel grup denir.
Bu yap1 genellikle bilesigin polar ya da apolar oldugunu gostermektedir. Organik
molekiiller temel fonksiyonel gruplarma goére siniflara ayrilmaktadir. Polariteye
dayanan bir ayrimda farklt molekiillerin relatif alikonma zamanlarin1 daha ¢ok bu

fonksiyonel gruplar belirlemektedir.

Polar molekiil Apolar molekiil

Sekil 1.5.2.1. Analitin fonksiyonel grubuna gore kromatografik polarite spekturumu

Su (yiksek dipol momentli kiiciik bir molekiil) polar bir bilesikken aromatik bir

hidrokarbon olan benzen apolar bir molekiildiir. Benzer polariteye sahip molekiiller
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birbirleriyle etkilesime girmeye yatkindirlar. Farkli polariteye sahip olanlar ise ¢ok daha
az etkilesim icindedirler. Benzer benzeri c¢eker ilkesi polariteye dayanan

kromatografinin temelini olusturur.

Farkli polariteye sahip sabit ve mobil faz segerek numunede var olan bilesikler
arasinda bir yaris gerceklestirilmektedir. Sabit faz polaritesine yakin bilesenler
partikiillerle daha giiclii etkilesim icinde olduklar1 i¢in kolonu daha gec terk ederler.
Ayni sekilde mobil faz polaritesine yakin polariteye sahip olanlar ise daha hizli hareket
ederler.

Polar molekiil Apolar molekiil

Sekil 1.5.2.2. Hareketli faz polarite spektrumu

Sekil 1.5.2.2. ‘deki skala genellikle kullanilan solventleri relatif kromatografik

polaritelerine gore gdstermektedir.

Polar molekiil Apolar molekiil

Sekil 1.5.2.3. Sabit faz polarite spektrumu
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Silika, asidik silanol gruplari igeren aktif, hidrofilik (suyu seven) bir yiizeye sahiptir.
Skalanin polar ucunda yer almaktadir. Silika yiizeyin polaritesi daha az polar gruplarin
baglanmasiyla modifiye edilebilmektedir. Sekildede goriildiigii gibi polariteyi diisiirmek
i¢cin cyanopropylsilyl- [CN], n-octylsilyl- [C8] ve n-octadecylsilyl- [C18, ODS], gibi
fonksiyonel gruplar yiizeye baglanabilir. C18 hidrofobik (su sevmeyen) apolar bir
gruptur.

Analizci numune i¢in en iyi sabit ve mobil faz kombinasyonunu se¢melidir.

1.5.2.1 Normal faz HPLC

Tswett bitki ekstraktlarini ayirirken polar sabit faz ve daha az polar bir mobil faz

kullanmustir. Bu klasik mod normal faz olarak adlandirilmistir. ( Tswett 1906 )

Sabit faz polar (Silika)

R e s Mobil faz

. . 1 —sApolar
f‘ — AN (Hekzan)

nunune

Sekil 1.5.2.1.1. Normal faz kromatografi

Sekil 1.5.2.1.1. bir normal faz kromatografik ayrimi temsil etmektedir. Sabit faz silika

iken mobil faz % 100 organik olup su igermemektedir.

1.5.2.2 Ters faz HPLC

Ters faz terimi normal fazdaki durumun tam tersini belirtmektedir. Sekilde

gorildiigii tizere polar bir mobil faz ve apolar bir sabit faz kullanmaktadir.
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Sabit faz apolar (C18)

MNobil faz

polar
f‘ . - F —b{sulu}

mimnnne

Sekil 1.5.2.2.1.Ters faz kromatografi

Giliniimiizde genis bir kullanim aralig1 oldugu i¢in HPLC g¢alismalarimin %751 ters faz
ayrima dayanmaktadir. Su ve organik (asetonitril yada metanol ) karigim1 mobil faz ile
C18 (ODS ) sabit faz en populer ters faz ikilisidir. ( Skoog ve ark. 2007 )

1.6. Hizhh Sivi Kromatografi (UPLC)

2004 yilinda cihaz ve kolon teknolojisindeki gelismeler sayesinde sivi
kromatografide rezolusyon, hiz ve hassasiyet parametrelerinde 6nemli ilerlemeler
kaydedildi. Bu yeni performans diizeyine ¢ikmak icin daha kii¢iik partikiillii kolonlar
[1.7 mikron] ve 15.000 psi ( 1000 bar) basingtaki mobil faza dayanabilecek sekilde
dizayn edilmis cihazlar gerekliydi. Bu yeni teknoloji Hizli Sivi Kromatografi olarak
adlandirildu.

Yiiksek performansli sivi kromatografi (HPLC) yaklasik 30 yildir diinya ¢apinda
tim laboratuvarlarda kullanilan kanitlanmis bir tekniktir. Bu teknigin ilerlemesinde
kromatografik ayrimi etkileyen dolgu maddelerinin gelistirilmesi rol oynamistir. Plaka
yiiksekligi ve lineer akis hiz1 arasindaki iliskiyi aciklayan van Deemter esitligi ile bu
durum agiklanabilir. Partikiil biiyiikliigli degiskenlerden biri oldugu i¢in van Deemter
egrisi kromatografik performansi arastirmak i¢in kullanilabilir. Bu esitlige gore partikiil
blytikligli 2.5 pum * nin (mikron) altina indigi zaman etkinlikte Oonemli bir artig
olmaktadir ve artan akis hiz1 etkinligi azaltmamaktadir. Daha kiigiik partikiiller
kullanarak hiz ve pik kapasitesi (gradient ayrimlarda birim zamanda ayrilan pik sayisi)

yeni limitlere genislemekte ve bu teknoloji Hizli Sivi Kromatografi (UPLC ) adim



23

almaktadir. Bu teknoloji kiiclik partikiillii kolonlar kullanarak ve yiiksek akis hizi
saglayarak {istlin rezolusyon ve hassasiyet avantajlarina sahiptir.
Etkinlik UPLC nin temel ayrim parametresidir. Temel rezolusyon esitligine

bakilacak olursa;

Rs=Y% W[ (a-1)/a][k/ 1+k] (1.5.1)

Rezolusyonun (Rs) , teorik plaka sayisinin (N) karekoki ile dogru orantili oldugu
goriilmektedir. Teorik plaka sayis1 ise partikiil biiyiikliigii ile ters orantilidir. Ornegin
partikiil biyikligli 5 pm'den 1.7 um'ye indirilirse N {i¢ kat ve rezolusyon ii¢iin

karekokii kadar artmaktadir. N ayrica pik genisliginin karesi ile ters orantilidir.

Noa 1/ w (1.5.2)

Buradan pikler ne kadar dar olursa onlar1 birbirinden ayirmanin daha kolay oldugu
goriilmektedir. Ayrica pik ytliksekligi (H) , pik genisligi (w) ile ters orantilidir. Partikiil
boyutu diistiikce N ve dolayisiyla Rs artmakta bdylece hassasiyette ylikselme olmakta
daha uzun ve dar pikler elde edilmektedir. Daha dar pikler ayn1 zamanda daha fazla pik

kapasitesi anlamina gelmektedir.

Hoa l/w (1.5.3)

Van deemter esitliginden cikarilabilecek diger bir iliski partikiil boyutu diistiik¢e
maksimum N ye ulagmak i¢in optimum akis hizinin artmasidir. Fakat akis hizi ile basing
orantili oldugundan kii¢iik partikiiller ile calismak i¢in yiiksek basinca dayanikli bir
sistem gerekmektedir. Analiz hiz1 temel amag ise rezolusyon ve etkinlik daha da
arttirilabilir. Etkinlik kolon uzunlugu ( L) ile dogru, partikiil boyutu (dp) ile ters

orantilidir.

NaL/dp (1.5.4)
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Sekil 1.6.1. Van deemter grafigi
( Novakova ve Ark. 2006" dan )

Dolayisiyla rezolusyon kaybi olmadan kolon partikiil boyutu ile ayni sekilde
kisaltilabilir. Kiigiik partikiiller sebebiyle ii¢ kat fazla akis hiz1 ve kolon boyunun ii¢ kat

kisalmastyla rezolusyon korunurken analiz siiresi 1/9 oraninda azalmaktadir.

UPLC teknolojisi i¢in 2 um altinda partikiillerin gelistirilmesi 6nemli bir asamadir.
Silika bazli partikiiller mekanik olarak olduk¢a dayanikli iken kullanim pH araliklar
sinirhi kalmaktadir. Bunun yaninda polimerik kolonlar pH agisindan daha iyi olmakla
beraber diisiik etkinlik gibi baska dezavantajlara sahiplerdir. Kolon treticileri silica ve
polimerik kolonlarin avantajlarini birlestirerek hibrid kolonlar gelistirdiler. Daha sonra
bu kolonlar UPLC ye uyumlu hale getirildi. BEH olarak adlandirilan bu kolonda
koprilii etil hibrid yapist mevcuttur. 1.7 pm partikiiller mekanik stabilitelerini silika

matrikse metil gruplarinin baglanmasiyla kazanmaktadirlar.
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Sekil 1.6.2. Kopriilii etil hibrid yapisi

(http://www.cosmoscience.org/Presentations_2006/HighTemperatureChromatographyH
ybridStationaryPhases.pdf , 2010)

Partikiillerin gelistirilmesi yaninda cihaz iinitelerinin de yeni teknolojiye uygun
olmas1 gerekmektedir. Pompa yiiksek basingta diizgiin ve tekrarlanabilir akis
saglayabilmelidir.

Dedektoriin  analit pikini dogru ve tekrarlanabilir sekilde integre etmesi i¢in birim
zamanda okudugu veri hizinin yeterince yiiksek olmasi gerekmektedir. Dedektor tiiriine

gore UPLC hassasiyeti HPLC ye gore 2-3 kat fazla olmaktadir.

Numune girisi ayrica kritik bir konudur. Standart enjeksiyon valfleri manuel yada
otomatik yliksek basinca dayanikli dizayn edilmemislerdir. Kolonu basing
dalgalanmalarindan korumak i¢in enjeksiyon prosesi diizgiin olmalidir. Ayrica hizli bir
enjeksiyon dongli zamani ve minimal tagimaya (carry over) sahip diisiik enjeksiyon

hacmi UPLC hassasiyeti i¢in gereklidir.

UPLC sisteminde ikili seri akis pompast bulunmaktadir. 4 solvent hatt1 ve solvent
degaze etme Ozelligi vardir. 2 um alt1 partikiillerden maksimum avantaj saglamak i¢in
15000 psi basing limitine sahiptir. Igne iginde igne (needle-in-needle ) sistemi ile
numuneleme yapmaktadir. Ikili bir yikama ile beraber bir enjeksiyon déngii zamani 60 s
dir. 65 °C" a kadar kolon 1sitabilmektedir.

Standart absorbans bazli optik dedektorler konsantrasyona karst duyarlidir
dolayisiyla UPLC i¢in akis hiicresi hacmi konsantrasyon ve sinyali korumak ig¢in

azaltilmalidir. Kii¢lik hacimli standart akis hiicreleri de sinyal giiciiniin bagli oldugu 151k


http://www.cosmoscience.org/Presentations_2006/HighTemperatureChromatographyHybridStationaryPhases.pdf
http://www.cosmoscience.org/Presentations_2006/HighTemperatureChromatographyHybridStationaryPhases.pdf
http://www.cosmoscience.org/Presentations_2006/HighTemperatureChromatographyHybridStationaryPhases.pdf
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yolu uzunlugunu azaltmaktadir fakat iletim azalmakta ve giiriiltii artmaktadir. UPLC
sisteminde bir optik fibere esdeger 151k Onciilii akis hiicresi kullanilmaktadir. 10 mm
151k yoluna ve yalnizca 500 nL hacme sahiptir. ( SWARTZ , 2005)
UPLC" nin genel olarak bize sagladig1 avantajlar1 sunlardir;

*  Azalan analiz siiresi

* Rezolusyon ve etkinlikte artis

* Daha az kimyasal kullanimi ve azalan atik

*  Genis pH araligina dayanikli stabil kolon

*  Hassas dedektor

*  Degistirilebilen loop hacmi

* Kolon tarihgesi saklama (eCord teknolojisi)

Kisa analiz siiresi;
* Kalite Kontrol departmani i¢in bitmis irilinlerin serbest birakilmalarimni
hizlandirmaktadir.
»  Stabil olmayan molekiillerin analizi i¢in uygundur.

*  Daha hizli metot gelistirme imkan1 saglamaktadir.

Kolonlar agisindan degerlendirme yapacak olursak en ¢ok kullanilan HPLC
kolonlar1 pH kullanim aralig1 2-8 iken BEH teknoloji UPLC kolonlarinda bu aralik 1-12
olmaktadir. BEH kolonlar yiiksek basing ve sicakliga dayaniklidirlar. Daha uzun
Oomiirlidiirler. Defalarca kullanimdan dahi sonra ayni etkinlige sahiptirler. Ayrica farkli
bilesikler HPLC" de farkli tip kolonlarla analiz edilirken tek bir ¢esit BEH kolon ile bir
¢ok bilesik analiz edilebilir.

Dedektor hassasiyeti ise UPLC" de daha fazladir. Data hizi (Sampling rate) artinca
dedektor hassassiyeti artmaktadir. HPLC® de 2 pts/s olan data hizi UPLC " de 20 pts/s
olmaktadir. UPLC" de diisiik numune derisimleri dedekte edilebilmektedir.

Diger bir avantaj degistirilebilen farkli hacimlerde loop imkanidir. UPLC i¢in 20ml,
10ml, 5ml ve 2ml gibi farkli hacimlerde looplar mevcuttur. Looplar kolayca
degistirilebilmektedir. Sisteme sadece karakterizasyon yapilarak tanitilmaktadir.Sistem
validasyonuna gerek olmamaktadir. Degisik loop hacmi imkani metot gelistirme

esnasinda enjeksiyon hacmini ayarlamada fayda saglamaktadir.
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UPLC'lerde bulunan diger bir avantaj eCord teknolojisidir. Bu teknoloji sayesinde
elektronik olarak kolonun sertifika, kurulum tarihi, enjeksiyon sayisi, numune set sayisi

(sequence), maksimum basing ve sicaklik gibi bilgileri saklanmaktadir.

Tutucu

Baglanti

~

16mm
Mikrocip

Sekil 1.6.3. eCord teknoloji

1.7. Analitik Metot Validasyonu

Analitik laboratuvarlarda validasyon uluslararasi bir gerekliliktir. Valide metotlarin
kullanim1 analitik bir laboratuvarin yeterli ve kalifiye oldugu gostermesi nedeniyle
onemlidir. Bir metodu valide etmek metodun analitik amacinin yani kabul edilebilir
belirsizlik seviyesinde analitik sonuglar elde etmenin basarilip basarilmadiginin
arastirilmast anlamina gelmektedir. Analitik metot validasyonu laboratuvarda kalite
giivencenin ilk basamagini olusturmaktadir. Analitik kalite glivence bir laboratuarin her
zaman yiiksek kalitede veri elde ettigini garantilemek i¢in gerceklestirmesi gereken
Olgtimlemeler biitiintidiir.

Analitik bir yontemin valide edilmesinin amaci, metodun kullanim amaci i¢in uygun
oldugunu gostermektir. Biitin HPLC metotlarinin validasyonu, temsili homojen bir
numune lizerinden uygulanmalidir. Metot validasyonu siiresince kullanilan tiim referans
maddelerin ve kimyasallarin kaynaklar1 ve safliklart biliniyor olmalidir. Herhangi bir
analitik validasyon baslatilmadan once validasyonun kapsami, analitik sistem ve
gereklilikleri ihtiva edecek sekilde belirlenmelidir.

Pratikte metot validasyonu kesinlik, dogruluk, secicilik, dogrusallik, kullanim
araligi, dedeksiyon (6l¢limleme) limiti, hesaplama limiti, yontem stabilitesi (robustness)

gibi metot performans karakteristiklerinin degerlendirilmesi ile yapilir. Hangi
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performans kriterinin degerlendirilecegi metodun gesidine baghidir. ( TAVERNIERS ve
ark. 2004)

1.7.1 Validasyonda kullanilan hesaplamalar

Ortalama deger, X, X= esitligi kullanilarak hesaplanir. X;, X,,

> (x—x)
(n-1)

‘dir. Relatif standart sapma, RSD,

., X, tek tek degerlerdir. n deger sayisidir. Standart sapma, o, o=

esitligi kullanilarak hesaplanir. X = X, X,, ..., X

n

esitligi  kullanilarak  hesaplanir. %95 giiven aralify,

Xt p o)X (%j esitligi kullanilarak hesaplanir. t, gerekli giivenilirlik limitine gore
' n

P degeri ve n-1 serbestlik derecesiyle t dagilimi icin kritik degerdir. (%95 giiven aralig1
icin P=0.05"dir.) Cesitli serbestlik dereceleri ve giivenilirlik diizeylerinde t (1 - p, n.1)’nin

aldig1 degerler asagidadir:

Cizelge 1.7.1.1. Cesitli serbestlik dereceleri ve giivenilirlik diizeylerinde

t (1-p, n-1)’nin aldig1 degerler

Givenilirlik Dazeyi a0%: 95% a9%; %005
y=n1 tog tas tog toas
1 5,314 12,706 63,657 127,320
2 2,920 4,303 9,925 14,089
3 2,353 3,182 5,841 7,453
4 2,132 2,776 4,604 5,598
5 2,015 2,571 4032 4773
6 1,943 2,447 3,707 4317
7 1,895 2,365 3,500 4,029
) 1,860 2,306 3,355 3832
) 1,833 2,262 3,250 3,620
10 1,812 2,228 3,169 3,581
15 1,753 2131 2,947 3252
20 1,725 2,086 2,345 3153
25 1,708 2,060 2,787 3,078
P 1,645 1,960 2,576 2,807
y=n-1 tog tas tog toas
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1.7.2. Sistem uygunluk testi

Sistem uygunluk testi bir HPLC metodunun biitiiniinii temsil eder ve kromatografik
sistemin uygun performansindan emin olmak i¢in yapilir. Kantitatif analizler i¢in sistem
uygunluk testi en azindan iki parametre icermelidir. Birincisi enjeksiyonlarin
tekrarlanabilirligidir; ikincisi analizlerde genellikle kritik ayrimlar i¢in yontem
stabilitesi verilerinden belirlenebilir. Rezolusyon, simetri faktorii, teorik plaka sayisi

gibi parametreler kullanilabilir

Cizelge 1.7.2.1. Enjeksiyon tekrarlanabilirligi kabul kriterleri

Lnzlitik Test 5 ardisik enjesksivonun RSD si
Miktar Tayini:
- ktif Madde = %1.5
- Foruyucular/Anticksidanlar = %5.0
icerik Tekduzeligi Z %1.5
Dissolilsyon = %2.0
Fantitatif 8afsizlik Testl = %5.0

1.7.3. Tek tek analitik parametrelerin plam ve kabul kriterleri
Her bir parametre icin asagidaki boliimlerde kabul kriterleri belirtilmistir. Eger
baska kriterler uygulaniyorsa (kat1 faz ekstraksiyonuyla olan metotlar, tiirevlendirme

vb.), dogrulama gereklidir.

Cizelge 1.7.3.1. Metot ¢esidine gore degerlendirilecek performans kriterleri

Paramstre Tanima Miktar | Igerik Dissclusyvon Safsizlik
Tayini | Tekdizeligi Ten—icacif [ Timic
Tekrarlanakilirlik - + +- + 3 _
Ortam Kesinligi - =+ - + 1 _
Dojrusallik - + + + ¥ _

Dizeltms Faktdri - [a] o a + o

Dodruluk - + + + + -

Secicilik + + + + + +

Tespit Limiti - - - - o -

Hezaplanakilirlik - - - - T —
Limiti
Yontem Stabilitesi + =+ + + T -
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Cizelge 1.7.3.1. de + isareti kesinlikle yapilmasi gereken parametre, - isareti yapilmasi

gerekli olmayan, ° isareti ise gerekli durumlarda yapilir anlamia gelmektedir.

1.7.4. Kesinlik

Bir analitik metodun kesinligi, belirlenen kosullar altinda ayn1 homojen numunenin

coklu hazirliklarindan elde edilen bir dizi 6l¢lim arasindaki uygunlugu belirtir. Kesinlik,

lic asama olarak disiiniilebilir: Tekrarlanabilirlik, ortam kesinligi ve tekrar elde

edilebilirlik.

1.7.4.1 Tekrarlanabilirlik

Tekrarlanabilirlik, kisa bir zaman aralig1 i¢inde ayn1 uygulama kosullar altindaki

kesinligi ifade eder. Valide edilen metotta tarif edilen prosediir uygulanir.

Miktar Tayininde; en az 6 numune ¢ozeltisi hazirlanir (%100 test
konsantrasyonunda) ve analiz edilir.

Icerik Tekdiizeligi: Dogruluk parametresindeki plan uygulanir.

Coziinme Hiz1 : Bir beherden alinan 6 numune analiz edilir. Ayn1 anda, metotta
tarif edilen yonteme gore dissoliisyon ¢alismasi da yapilir.

Kantitatif Safsizhik: En az 6 numune c¢ozeltisi hazirlanir (%100 test

konsantrasyonunda) ve analizlenir.
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Cizelge 1.7.4.1.1. Tekrarlanabilirlik kabul kriterleri

Enalitik test Limitler

Miktar tayini:

- Etksn madds R3D = % Z.0

- Foruyucular/antioksidantlar |RSD = % 5.0

Icerik Tekdiuzeligi RSD = % 2.0

Dissolisyon BSD = % 2.0

Fantitatif safsizlik %1.0 = c; igin, R3D = %5.0

{spike sdilmemis numunsler) F0.1 = oy 31.0 igin, R3D £ %7.0
DL = c: < %0.1 igin, RSD = %10.0

Cizelge 1.6.4.1.1. de yer alan c;, ilgili safsizligin igerigi DL ise ihmal edilebilir limit

anlamina gelmektedir.

1.7.4.2 Ortam Kesinligi

Ortam kesinligi, laboratuvar i¢indeki degisimleri ifade eder: farkli giinler, farkli
analizciler, farkli cihaz gibi. Valide edilen metotta tarif edilen prosediir uygulanir ( ilk

seri ilk analizci tarafindan, ikinci seri ikinci analizci tarafindan yapilir )

Cizelge 1.7.4.2.1. Ortam kesinligi kabul kriterleri

Lnalitik test Limitler

Miktar Tayini

- Rktif Madde A= %3.0
- Roruyucular/ 4 = %3.0
Inticksidanlar
Dizsoliizyon £ g, 0 (4 ikl dissclisyon analizinden =ldes

o
edilen sonuglardan

Fantitatif safsaizlik

(spike =dilmemis

numuneler)




32

1.7.4.3 Tekrar elde edilebilirlik

Tekrar elde edilebilirlik iki laboratuvar arasindaki kesinligi tanimlar. Calisma plani,

kabul kriterleri ortam kesinligi ile aynidir.

1.7.5. Dogrusallik

Bir analitik prosediiriin dogrusalligi, numunedeki analitin konsantrasyonuna
(miktarina) direkt olarak orantili olan test sonuglarini (verilen bir aralik iginde) elde
etme kapasitesini gosterir. Ilgili maddelerin stok soliisyonundan seyreltilerek veya
tartilarak farkli konsantrasyonlarda ¢ozeltiler hazirlanir. Dogrusalligin saglanmasi igin,
minimum 5 konsantrasyonda ¢ozelti hazirlanmalidir. Dogrusallik ¢aligmasi, enjeksiyon
hacmi degistirilerek gerceklestirilmemelidir. Minimum konsantrasyon araliklar1 (iiriiniin
hem serbest birakma hem de raf 6mrii spesifikasyonlar1 géz 6niinde bulundurularak)

asagidaki sekildedir:

e Miktar tayini testi: Calisma konsantrasyonunun %80’inden %120’sine kadar
olan konsantrasyon araliginda ¢ozeltiler hazirlanir ve analiz edilir. Koruyucular
ve antioksidanlar icin konsantrasyon araligi, gerekirse, spesifikasyon aralig
tizerinden uygun bi¢cimde 6rnegin +%20 olarak genisletilebilir.

o Icerik tekdiizeligi testi: Calisma konsantrasyonunun %60’mdan %140’ ma kadar
olan konsantrasyon araliginda ¢ozeltiler hazirlanir ve analiz edilir.

e Ortak miktar tayini ve icerik tekdiizeligi testi: Calisma konsantrasyonunun
%60’ indan %140’ 1mna kadar olan konsantrasyon araliginda (konsantrasyon
seviyeleri %60, %80, %90, %100, %110, %120 ve %140) c¢ozeltiler hazirlanir
ve analiz edilir.

e -Anmda salimimli (IR-immediate release) iriinler ig¢in ¢oéziinme hiz1 testi:
Calisma konsantrasyonunun %60°indan %120’sine kadar olan konsantrasyon
araliginda cozeltiler hazirlanir ve analiz edilir. Eger gerekirse diger

konsantrasyon seviyeleri de caligmaya eklenebilir.
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Kontrollii salinimli (CR-controlled release) iirlinler i¢in ¢dziinme hizi testi:
Spesifikasyon araligi iizerinden +%20 konsantrasyon araliginda ¢ozeltiler
hazirlanir ve analiz edilir.

Kantitatif safsizlik testi: Spesifikasyon limitinin (herbir bilinen safsizlik i¢in)
ihmal edilebilir limitinden %120’sine kadar olan konsantrasyon araliginda
¢Ozeltiler hazirlanir ve analiz edilir.

Ortak miktar tayini ve kantitatif safsizlik testi: Dogrusallik testi, miktar tayini
spesifikasyonunun ihmal edilebilir limitinden %120’sine kadar olan

konsantrasyon araligini kapsamalidir.

Cizelge 1.7.5.1. Dogrusallik kabul kriterleri

Enzlitik T=st Limitler
Miktar Tayini:
- bltif Madds Forelasyon Fatsayisi r = 0.9%5
- Foruyucular/inticksidanlar Forelasyon Fatsayisi r = 0.955
Tcerik Tekdizelidi Eorelasyon Fatsayisi r = 0.9%9
Dissclilsyon Forelasyon Fatsayisi r = 0.9%9
Fantitatif 8zfsaizlik Testi Forslasyon Fatsayisi r 2 0.93

1.7.6. Diizeltme faktorii

Diizeltme faktorii (CF-correction factor), belirlenen kosullar altinda, referans

maddenin cevabma karsilik belirlenen analit cevabinin sayisal degeridir. Diizeltme

faktorii, respons faktoriin tersidir. Diizeltme faktorii genellikle, dogrusallik verilerinden

belirlenir (regresyon analizinden elde edilen regresyon ¢izgilerinin egimi). Impiirite

miktart kisith oldugu zamanlarda, belirleme tek nokta ol¢limii olarak uygulanmalidir

(spesifikasyon limitine karsilik gelen konsantrasyon seviyesinde hazirlanan ilgili

analitin ¢ozeltiler1).

CF =

Hesaplama:

SIOpeREF _ ( Arer _ Cogr j

X
SIOpeDET CREF ADET

(1.7.6.1)
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slope,.. referans analitin dogrusallik verilerinden elde edilen regresyon c¢izgilerinin
egimi
slope,; belirlenecek analitin dogrusallik verilerinden elde edilen regresyon

cizgilerinin egimi

Accr referans analitin cevabi
Aper belirlenecek analitin cevabi
Crer referans analitin konsantrasyonu

Cper belirlenecek analitin konsantrasyonu

e Metot Validasyonunda Kullanimi: Diizeltme faktorii, geri kazanimin

(dogruluk) hesaplanmasinda kullanilir.

e Analitik Metotlarda Kullanimi: Diizeltme faktorii, 0.80 ile 1.20 araliginda ise

safsizlik analizleri i¢in kullanilmaz.

1.7.7. Dogruluk

Bir analitik prosediiriin dogrulugu, bulunan deger ve ger¢ek deger arasindaki

yakinlig ifade eder. Gergek deger asagidaki sekillerden belirlenir;

e Model numunelerin analizlerinden

e Bagka bir bagimsiz metot kullanarak

Genellikle ilk yontem tercih edilir. Dogruluk parametresi, geri kazanim olarak

tanimlanir. Geri kazanim, bulunan deger ve gercek degerin % cinsinden oranidir.

e Miktar tayini testi icin plan: Belirlenecek olan analitin farkli miktarlariyla
(calisma konsantrasyonunun %80, %100 ve %120’s1), her seviye i¢in 3 tane

olmak {iizere, plasebo iceren (calisma konsantrasyonunun %100’linde) en az 9
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model numune hazirlanir ve analiz edilir. Gerekirse, diger konsantrasyon

seviyeleri de eklenebilir (genellikle antioksidan ve koruyucular igin).

Icerik tekdiizeligi testi icin tasarim: Aktif madde(ler)nin farkli miktarlarryla
(calisma konsantrasyonunun %60, %100 ve %140°1), %60 ve %140 seviyesinde
3’er, %100 seviyesinde 6 tane olmak iizere, plasebo iceren (caligma
konsantrasyonunun %100’liinde) en az 12 model numune hazirlanir ve analiz
edilir. Calisma konsantrasyonunun %100 seviyesi, ayn1 anda kesinlik

parametresinin degerlendirilmesi i¢in de kullanilir.

Ortak miktar tayini ve icerik tekdiizeligi testi icin plan: Aktif madde(ler)nin
farkli miktarlariyla (¢alisma konsantrasyonunun %60, %80, %100, %120 ve
%140°’1), her seviye i¢in 3 tane olmak {izere, plasebo iceren (caligma

konsantrasyonunun %100°{) en az 15 model numune hazirlanir ve analiz edilir.

Aninda salimmh (IR) iiriinler i¢in ¢oziinme hiz1 testi plam: Aktif
madde(ler)nin farkli miktarlariyla (¢caligma konsantrasyonunun %60, %90 ve
%120’s1), her seviye i¢in 3 tane olmak iizere, plasebo iceren (¢aligsma
konsantrasyonunun %100’iinde) en az 9 model numune hazirlanir ve analiz

edilir. Gerekirse, diger konsantrasyon seviyeleri de eklenebilir.

Kontrollii salinimh (CR) iiriinler i¢in ¢oziinme hizi testi plani: Aktif
madde(ler)nin farkli miktarlariyla (spesifikasyon araligi tizerinden +%20), her
seviye i¢in 3 tane olmak iizere, plasebo igeren (¢alisma konsantrasyonunun
%100’linde) en az 9 model numune hazirlanir ve analiz edilir. Gerekirse, diger

konsantrasyon seviyeleri de eklenebilir.

Safsizlik testi i¢in plan:
Bilinen impiiriteler i¢in, impiritelerin farkli miktarlarniyla  (safsizlik
spesifikasyon limitinin ihmal edilebilir limit seviyesi, %100 ve %120’si), her

seviye i¢in 3 tane olmak {izere, plasebo ve aktif madde igeren (her ikisi de
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calisma konsantrasyonunun %100’iinde) en az 9 model numune hazirlanir ve
analiz edilir. Gerekirse, diger konsantrasyon seviyeleri de eklenebilir.

Eger kullanilan aktif hammaddesi igerisinde, az miktarda belirlenecek olan
safsizliklardan varsa, var olduklar1 gbéz onilinde bulundurularak diizeltmeler
yapilmalidir. Bu durumda, dogrusallik tiim konsantrasyonlar1 kapsamalidir.
Bilinmeyen impiiriteler i¢in aktif maddenin farkli miktarlariyla (spesifikasyon
limitinin ihmal edilebilir limit seviyesi, %100 ve %120’si), her seviye i¢in 3 tane
olmak iizere, plasebo iceren (¢alisma konsantrasyonunun %100°’i) en az 9 model

numune hazirlanir ve analiz edilir.

Cizelge 1.7.7.1. Dogruluk kabul kriterleri

Enzlitik t=st Limitler

Miktar tayini:

- Etken madde Geri FKazanim % S8.0 - 102.0 (her defer) w=
R3D = %Z2.0

- Foruyucular/ Geri Kazanim %5%5.0 - 105.0 (her defsr) wve

anticksidantlar B3D = %5.0

Igerik Tekduzelig: Geri Fazanim %%8.0 - 10Z2.0 (her dsfsr) wvs
RED = %2.0

Disscliisyon Geri Kazanim %5%5.0 - 135.0 (her deje=r) w=

E3D = %3.0

Fantitatif safsaizlik Geri Fazanim %90.0 - 110.0 (her defsxr) wve

testl E3D = %5.0 (%1.0 = c1i  igin)

Geri Kazanim %E85.0-115.0 (her deger) we
E3D = %7.0 (%0.1 = c1i < %1.0 1gin)

Geri FKazanim %20.0 — 120.0 {her dejsr) wes
DL = ci < %0.1 1gin R3D = %10.0

1.7.8. Uygulama arahg

Analitik bir prosediiriin uygulama aralig1 analiz edilecek maddenin numune i¢indeki
en yiiksek ve en diisiik konsantrasyonlar1 arasindaki araliktir (bu konsantrasyonlari
igerir); bu sebeple, bu analitik prosediir kesinlik, dogruluk ve dogrusalligin uygun

seviyesi olarak gosterilir.
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Cizelge 1.7.8.1. Uygulama aralig1 kabul kriterleri

Enalitik test Gersklilikler

Miktar tayini

—Zktif Madde Teat konsantrasyonunun % 80 - % 1207s1
-Foruyucular/Anticksidanlar Spesifikasyon aralidi ilizerinden t %20
Igerik Tekdizelidi Test konsantrasyonunun %60 - %140 "2
Aninda salainimli drinler Test konsantrasyonunun %60 - %120'si

igin disscliisyon testi

Fontrollid salinimli driunler Spesifikasyon aral:adi idzerindsn + %20

igin disscliisyon testi

Fantitatif zafsaizlik testi DL - Spesifikasyon limitinin % 1207si

1.7.9. Tespit limiti

Bir analitik prosediiriin tespit limiti (LOD); numunedeki analitin, dedekte edilebilen
ancak kesin deger olarak hesaplanamayan en diisilk miktaridir. Tespit limiti asagida

belirtilen yaklagimlarin biri kullanilarak belirlenebilir.

e Baseline giiriiltiisii ve egime gore hesaplama
33x0o

LOD = esitligi kullanilarak LOD hesaplanir.

o, ilgili analitin ¢ikis zamanina (ya da yakinmna) gore belirlenen zaman araliginda,
plasebo ya da ¢6ziiciiniin kromatogramindaki baseline giiriiltiistidiir.
S, ilgili analitin, dogrusallik verilerinden elde edilen (konsantrasyon fiizerinden pik

yiiksekliklerine dayanan) regresyon ¢izgisinin egimidir.

e Sinyal/giiriiltii oranmna gore hesaplama
Sinyal/giiriilti  orani, analitin giivenilir olarak dedekte edilebildigi minimum
konsantrasyonu belirleyerek ve analitin bilinen diisiik konsantrasyonundan ol¢iilen
sinyallerle blank’ten elde edilen sinyallerin karsilastirilmasiyla belirlenir. Yaklagik 3:1
Sinyal/giiriiltii orani, tespit limitini belirlemek i¢in kabul edilebilir oran olarak

diistiniilebilir.
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LOD degeri, spesifikasyon limitine esit ya da daha diisiik olmalidir.

1.7.10. Hesaplanabilirlik limiti

Bir analitik yontemin hesaplanabilirlik limiti (LOQ), bir numunedeki analitin, uygun
kesinlik ve dogrulukla, hesaplanarak belirlenebilen en diisiik miktaridir.

Hesaplanabilirlik limiti asagida belirtilen yaklasimlarin biri kullanilarak belirlenebilir.

e Baseline giiriiltiisii ve egime gore hesaplama

LOQ = 10x o

esitligi kullanilarak LOQ hesaplanir.

o, ilgili analitin ¢ikis zamanina (ya da yakinina) gore belirlenen zaman araliginda,
plasebo ya da ¢oziiciiniin kromatogramindaki baseline giiriiltiistidiir.
S, ilgili analitin, dogrusallik verilerinden elde edilen (konsantrasyon iizerinden pik

yiiksekliklerine dayanan) regresyon ¢izgisinin egimidir.

e Sinyal/giiriiltii oranina gore hesaplama
Sinyal/giirtilti  orani, analitin gilivenilir olarak dedekte edilebildigi minimum
konsantrasyonu belirleyerek ve analitin bilinen diisiik konsantrasyonundan dlciilen
sinyallerle blank’ten elde edilen sinyallerin karsilastirilmasiyla belirlenir. 10:1
sinyal/giiriiltii orani, hesaplanabilirlik limitini belirlemek i¢in kabul edilebilir oran
olarak diisiiniilebilir.
LOQ degeri, analitik mettota belirtilen ihmal edilebilir limite esit ya da daha diisiik
olmalidir.
Nadiren, kuvvetli ya da toksik veya istenmeyen farmakolojik etkiler olusturan bilinen
safsizliklar i¢in, safsizliklarin kontrol edilmesi gereken seviye LOD/LOQ limiti

olmalidir.

1.7.11. Segcicilik

Segicilik; var oldugu kabul edilen bilesenler igerisinde, analitin net bir bigimde tayin

edilebiliyor olmasidir. Genel olarak bunlar; safsizliklar (bozunma {irlinlerini de igerir)
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eksipiyanlar (ilag {iiretiminde kullanilan yardimci maddeler) vb.’dir. Plasebo veya
¢Oziiclinlin  kromatogramlari, numune ve safsizlik spike edilmis numune
kromatogramlariyla karsilastirilir. Gerekirse, ilgili pikin “peak purity” ‘si PDA
(Photodiode array) dedektor kullanilarak belirlenir. Metot, belirlenen amag i¢in yeterli
derecede segici olmalidir. Safsizlik testinde, her bir safsizligin (bozunma iirlinlerini de
icerir) diger bilesenlerden (aktif madde(ler), eksipiyanlar, ¢oziicii, gradient pikleri vb.)
ayrimi saglanmalidir. Buna karsin, miktar tayini testinde aktif madde piki, diger tiim
piklerden yeterli derecede ayrilmalidir. Buna ragmen diger pikler birarada ¢ikabilir.
Icerik tekdiizeligi ve dissoliisyon testleri, eksipiyanlara, ¢dziiciiye ve gradient piklerine

kars1 yeterli derecede secici olmalidir.

1.7.12. Yontemin stabilitesi (Robustness)

Bir analitik prosediiriin dayaniklilifi, metot parametrelerindeki mindr degisimlere

kars1 etkilenmeden kalma kabiliyetini gosterir.

1.7.12.1. Kromatografik ayirimin ve numune ¢ézeltisi hazirhgimin stabilitesi

Analitik metottaki belirli  degisikliklerin  etkisi degerlendirilir.  Asagidaki
parametrelerin, metot validasyonu sirasinda test edilmesi tavsiye edilir:

e Kolon se¢cimi: En azindan iki benzer kolon test edilir. Analitik metotta
belirtilen kolon g¢esidi igin, dolgu maddesi lotunda (sorbent batch)
degisiklik gosteren en az iki kolon test edilir.

e Mobil faz kompozisyonu: Organik bilesen(ler)in konsantrasyonundaki
degisimler genellikle +%2’den 5’e (absolut) kadar; tuzlarin, asitlerin ya da
bazlarin konsantrasyonundaki degisimler genellikle +%10 (relatif) ve siral
modifiye edicilerin konsantrasyonundaki degisimler genellikle +%10
(relatif) olarak test edilir.

e Mobil fazin veya mobil faz bileseninin pH’ s1: Genellikle 0.2-0.5 birim pH
degisimi test edilir.

e Akis orant: Genellikle +%10 olarak degistirilir.

e Kolon sicakligi: Genellikle £10°C olarak degistirilir.
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e Bir kademe ckstraksiyonu asan daha zor numune hazirliklar1 durumunda
(6rnegin, tiirevlendirme, kati faz ekstraksiyonu vb. gibi), bu 0&zel
prosediiriin de dayanikliligi dogrulanmalidir.

1.7.12.2. Standart ve numune ¢ozeltilerinin stabilitesi

Standart ve numune ¢ozeltilerinin stabilitesi, uygun bir zaman aralif1 igerisinde, iyi
secilmis kosullar altinda dogrulanir. Bu zaman araligi, genellikle, en az 48 saattir (24
saatlik araliklarla), ancak, eger bu zaman aralif1 icerisinde numune dayaniksiz olarak
gozlenirse, zaman aralig kisaltilir.

Analitik metotta belirtilen saklama kosullari, daima test edilmelidir
(otosampler/karanlik). Diger saklama kosullart da dogrulanmalidir. Bunlar, su sekilde
olabilir: oda sicakligi/isiktan korunmadan (giin 15181) ve/veya buzdolab1 (genellikle
5°C) /karanlik. Kantitatif safsizlik testlerinde, dayanikliligin dogrulanmasi genellikle
model numuneler (dogruluk testinden) lizerinde gergeklestirilir. Degerlendirme igin
daima taze standart ¢ozeltileri kullanilir. Cozeltilerin dayanikliligi (X), % orjinal deger,
X= —Cséloo esitligi kullanilarak hesaplanir.

0

C, zaman = 0 aninda ilgili analitin igerigi

C, ilgili numuneleme aninda ilgili analitin igerigi

Cizelge 1.7.12.2.1. Cozelti stabilitesi kabul kriterleri

Lnalitik test Limitler (% orjinal deder)

Miktar tayini:
- Etken madde ¥ 58.0 - % 102.0 (her degerx)

- FRoruyucular/ ® 5.0 - % 105.0 (her deger)

anticksidantlar

fgerik Tekdizelig: £98.0 - 102.0 (her defer)
Disscolisyon %97.0 - 103.0 (her defer)
Eantitatif safsizlik 1.0 % £ ¢, igin %90.0 - 110.0 (her deder)
testi — standart

- R $¥0.1 = o < %1.0 dgi 85.0 - 3.0 deger)
cézeltileri =0 .1 o o< %1 igin % 113 (her dsger)

DL = ¢; < %0.1 igin %80.0 - 120.0 (her deger)

Rantitatif safsizlik 1.0 % £ o dgin %90.0 - 110.0 (her desder)

testi — numune

gozeltileri

%0.1 igin %B0.0 - 120.0 (her deder)
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2. MATERYAL VE YONTEM

2.1. Deneylerde Kullanilan Cihazlar

Calismada Hanson Research SR8 Plus ve DISTEK Premier 5100 marka ¢oziinme
hiz1 test cihazlari, WATERS Acquity UPLC (UV ve PDA dedektorlii), Acquity UPLC
BEH C18 1.7 pm 2.1x100 mm kolon kullanildi. Tartimlar Mettler Toledo MX5 ve
XP205 analitik terazilerde alindi. Coziinmeyi saglamak i¢in Bandelin Sonorex Digital
10 P ultrasonik banyo kullanilmaistir.

2.2. Kimyasal maddeler

e Metanol (J.T.Baker)

e Asetonitril (J.T.Baker)

e Hidroklorik Asit (J.T.Baker)

e Tiyokolsikosid referans standarti (Alchem)
2.3. Hazirlanan c¢ozeltiler

Hareketli faz olarak 780 ml distile su 220 ml asetonitril karisimi,UPLC cihazi
yikama c¢ozeltileri olarak %80 ve % 20°lik asetonitril karigimlart hazirlanmistir.
UPLC"de kullanilacak tiim ¢ozeltiler 0.2 p filtreden siiziilerek kullanilmistir. Coziinme
hiz1 testi ortami olarak 0.1 N HCI ¢ozeltisi ve standart ¢ozeltisi hazirliginda kullanmak
tizere %80 metanol hazirlanmistir.

2.4. Yapilan analizler
2.4.1 On denemeler

Ik olarak var olan HPLC ile ¢dziinme hiz1 testi metodu UPLC ye transfer edildi.
HPLC kromatografik sartlar1 UPLC ye uyarlandi. Yeni metotta 10 pl olan enjeksiyon
hacmi 2 pl olarak degistirildi. 250 mm boy,4,6 mm i¢ ¢ap ve 5 p partikiil boyutlu
Hypersil ODS kolon yerine Acquity UPLC BEH C18 1.7 um 2.1x100 mm kolon
kullanildi.

Deneme enjeksiyonu olarak tiyokolsikosid standart ¢ozeltisi sisteme verildi. Bunun

icin ~8 mg tiyokolsikosid referans maddesi 50 ml'lik balonjojeye tartildi. % 80 metanol
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ile ultrasonik banyoda 5 dk tutularak ¢6ziinmesi saglandi. %80 metanol ile hacmine

tamamlandi. Hazirlanan bu stok ¢6zeltiden 5 ml alip 100 ml'ye 0.1 N HCl ile seyreltildi.

2.4.2 Validasyon parametreleri

2.4.2.1 Secicilik

Secicilik parametresi igin sisteme blank, standart, numune ve plasebo
cozeltilerinden 2'ser adet enjeksiyon yaptirilmistir. Blank ¢ozeltisi olarak ¢oziinme hizi
test ortami 0.1 N HCI kullanilmistir. Standart ve numune c¢ozeltileri metoda gore
hazirlanmistir. Standart ¢ozeltisi i¢in ~8.8 mg tiyokolsikosid referans maddesi hassas
olarak 50 ml lik balonjojeye tartildi, bir miktar % 80 metanol ilave edilerek ultrasonik
banyoda ¢0ziinmesi saglandiktan sonra %80 metanol ile hacmine tamamlandi.
Hazirlanan bu stok ¢ozeltiden 5 ml alip 100 ml'ye 0.1 N HCI ile seyreltildi. Numune
hazirlig1 i¢in belirli bir lot tabletin ¢6ziinme hiz1 testi yapilmistir. Coziinme hizi ortami
0.1 N HCI ¢ozeltisidir. USP Aparat 2 palet yontemi ile 100 rpm hizda 15 dk sonunda

numuneleme yapilmistir.

2.4.2.2 Dogrusallhik

Dogrusallik parametresi i¢in % 55, 70, 80, 90, 100, 110 ve 120 oraninda referans
tiyokolsikosid igeren ¢ozeltiler stok ¢ozeltiden seyreltme yontemi ile hazirlanmis ve
sisteme verilmistir. Stok ¢ozelti i¢in 18.6 mg referans tiyokolsikosid 100 ml ‘lik
balonjojeye tartildi1 ve bir miktar % 80 metanol ile ¢oziinmesi saglandiktan sonra ayni
¢ozelti ile hacmine tamamlandi. Bu stok ¢ozeltiden sirasiyla 2.75, 3.5, 4, 4.5,5,5.5 ve 6
ml ¢ekilerek 100 ml'lik balonjojelere aktarildi ve hacmine 0.1 N HCI ile tamamlandi.
Boylece % 55, 70, 80, 90, 100, 110 ve 120°1lik ¢ozeltiler elde edildi. %55, % 100 ve %
120'lik  ¢ozeltilerden S'er enjeksiyon diger numunelerden 2'ser enjeksiyon

yaptirilmistir.
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2.4.2.3 Dogruluk

Dogruluk parametresi i¢in; tiyokolsikosid ¢alisma derisiminin % 60, % 90 ve %
120’si seviyesinde aktif ve plasebo iceren ve her seviyeden 3 farkli hazirlik olmak iizere
toplam 9 model numune ¢ozeltisi hazirlanmistir. Tiyokolsikosid ¢alisma derisimi 8
mg/900 ml “dir. Bu derisim % 100 kabul edilmektedir. Buna gore gerekli hesaplamalar
yapilarak % 60, % 90 ve % 120°lik model numuneler hazirlanmistir. Calisma kolaylig
acisinda numuneler 900 yerine 500 ml'ye gerekli hesaplamalar yapilarak hazirlanmistir.
% 60 seviyesi i¢in sirastyla 2.66, 2.67 ve 2..66 mg, % 90 icin 3.99, 4.00, 3.99 mg ve %
120 seviyesi i¢in 5.34, 5.32 ve 5.34 mg referans tiyokolsikosid hassas sekilde tartilarak
500 ml'lik balonjojelere aktarildi. Uygun miktarda plasebo ilave edildikten sonra 0.1 N
HCI ile ¢oziilerek hacmine tamamlandi. Standart ¢ozeltiden 2 hazirlik (biri kontrol
standartt olmak iizere) metoda uygun sekilde yapildi. Numune dizisi kalibrasyon

standarti,kontrol standarti1 ve sirasiyla 9 model numune seklinde sisteme verilmistir.

2.4.2.4 Kesinlik

Kesinlik parametresi i¢in valide edilen metottaki prosediir uygulanmistir. Belli bir
lot numunenin ¢6ziinme hizi testi yapildi. Bunun i¢in ¢dziinme hizi test cihazi
beherlerine 6l¢iilii olarak 900 ml 0.1 N HCI koyulduktan sonra sicakliginin 37 £0.5 °
C’ye gelmesi beklendi. Cihaz hazir olunca paletlerin doniis hiz1 100 rpm’e ayarlanip her
behere bir tablet atilarak test baslatildi ve 15 dk sonunda filtreli enjektor yardimiyla her
beherden viallere numuneleme yapildi. Tekrarlanabilirlik kriteri i¢in ayrica tek beherden
6 numune alind1. Standart ¢ézelti metoda gore hazirlandi. Sisteme verilen numune dizisi

kalibrasyon standarti, kontrol standarti ve numuneler seklindedir.

2.4.2.4.1 Tekrarlanabilirlik

Kesinlik parametresinin bir parcasi olan tekrarlanabilirlik i¢in ¢6ziinme hiz1 testi

sonunda tek beherden 6 adet numuneleme yapilarak sisteme verilmistir.
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2.4.2.4.2 Ortam Kesinligi

Metotdaki prosediir farkli giinde, farkli cihazda baska bir analizci tarafindan

uygulanmistir. Yapilan islemler kesinlik parametresindeki gibidir.

2.4.2.5 Uygulama arahgi

Bu parametre dogrusallik ¢alismasinin bir pargasidir. Numune derisiminin % 55 ve

% 120°si sisteme verilerek tespit edilmistir.

2.4.2.6 Yontemin stabilitesi

Bu parametre icin metottaki prosediir belirli degisiklikler yapilarak uygulanmistir.
Yapilan degisimler sunlardir;

e Farkli kolon

e Hareketli faz asetonitril oraninda +%10 degisim

e Akis hizinda + %10 degisim

e Kolon sicakliginda +10 © C artis
Degisimler yapilarak sisteme standart ¢ozelti verilmistir. Kromatogramin sistem

uygunluk kriterlerini karsilayip karsilamadigina bakilmistir.

2.4.2.7 Numune ve standart ¢ozeltilerinin stabilitesi

Numune ve standart ¢ozeltileri 4°C ve 25°C sicaklikta bekletilerek baglangicta, 24

saat sonunda ve 48 saat sonunda her zaman taze hazirlanmis standart ¢ézelti kullanarak

test edilmistir.
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3. ARASTIRMA SONUCLARI

3.1 Sistem Uygunluk Testi

Dogrusallik parametresi testinin uygulanmasi sirasinda sisteme verilen 5 ardisik
standart ¢ozelti enjeksiyonundan elde edilen % RSD, simetri faktorii ve teorik plaka
sayist degerleri ¢izelge 3.1.1. ‘de verilmektedir. Cizelge 3.1.2. "de ise kesinlik,

dogrusallik ve dogruluk parametreleri 6zet sonuglart goriilmektedir.

Cizelge 3.1.1. Sistem uygunluk testi sonuglari

Sistem Uygunluk Testi Kabul kriteri | Sonuglar
a) Enjeksiyon tekrarlanabilirligi | RSD<% 2.0 = % 0.6
b) Simetri faktorii 0.8<T<15 1.23
c) Teorik plaka sayis1 > 6000 21477
Sonug¢ — Uygun
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Cizelge 3.1.2. Kesinlik, dogrusallik ve dogruluk parametreleri 6zet sonuglari

Validasyon o
) Kabul kriteri Sonuglar

parametreleri
a) Kesinlik
- Tekrarlanabilirlik

RSD<2.0% RSD =0.9 %
- Ortam kesinligi

RSD<2.0% RSD =0.4 %
- Coziinme hiz testi A<6.0% A=10%
b) Dogrusallik r>0.999 r =0.9995
¢) Dogruluk % 60 Seviyesi

Geri kazanim 95.0 — 105.0 % ve
RSD <3.0%

Geri kazanim = 98.3 %
RSD =0.6 %

% 90 Seviyesi
Geri kazanim = 97.6 %

RSD =0.2%

% 120 Seviyesi
Geri kazanim = 99.2 %
RSD =0.3%
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Cizelge 3.1.3. Sistem uygunluk testi-enjeksiyon tekrarlanabilirligi tiyokolsikosid pik

alanlar
Enjeksiyon no. | Tiyokolsikosid pik alani [puV-s]
1 184282
2 182356
3 184580
4 184594
5 184826
Ortalama 184128
RSD [%0] 0.6

Cizelge 3.1.3. "de sistem uygunluk testi 6 standart enjeksiyonu pik alanlari, ortalama

alan ve % RSD goriilmektedir.

3.2 Kesinlik

Kesinlik parametresi testinden elde edilen tekrarlanabilirlik ve ortam kesinligi
sonuglart ¢izelge 3.2.1 ve 3.2.2°de goriilmektedir. Cizelge 3.2.1'de 2 farkli analist
tarafindan yapilan ¢0ziinme hizi testi sonunda tek beherden c¢ekilen 6 numunenin
sonuglart goriilmektedir. Cizelge 3.2.2"de ise 2 analistin test sonuglar1 arasindaki mutlak

fark goriilmektedir.
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Cizelge 3.2.1. Kesinlik parametresi tekrarlanabilirlik sonuglari

Tiyokolsikosid
1.analist 2.analist
Numune Tartim | Cevap Coziinen | Tartim Cevap Cozilinen
no. [ma]l | [nV's] [%] [mg] [uV-s] [%]
1 - 185604 97.0 - 182601 96.3
2 - 185959 97.1 - 181821 95.9
3 - 185627 97.0 - 182029 96.0
4 - 185783 97.0 - 181835 95.9
5 - 185031 96.6 - 181298 95.6
6 - 181552 94.8 - 180729 95.3
Ortalama - - 96.6 - - 95.8
RSD [%0] — — 0.9 - - 0.4
% 95 giiven aralig1 <1 — 4
97.5> 96.2>
Referans 8.7 9.0
cozelti 186149 - 190721 -
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Cizelge 3.2.2. Kesinlik parametresi ortam kesinligi sonuglari

Coziinme hiz1 testi tek tek sonuglari [%]

- 1.analizci

Zaman | 1.beher | 2.beher | 3.beher | 4.beher | 5.beher | 6.beher | Ortalama | RSD
[dk]

15 92.6 91,5 96,4 95,5 92,1 89,7 93,0 2.70

- 2.analizci

Zaman | 1.beher | 2.beher | 3.beher | 4.beher | 5.beher | 6.beher | Ortalama | RSD
[dK]

15 95.2 94,9 93,5 94,9 93,0 92,3 93,9 1.28

A [%] 1.0

3.3 Dogrusalhk

Dogrusallik parametresi ¢aligmasinda teorik olarak test derisiminin % 55, 70, 80,
90, 100, 110 ve 120 oraninda referans tiyokolsikosid igceren ¢ozeltilerin gercek
derisimleri, verdikleri pik alanlari, regresyon egrisi ve korelasyon katsayisi degerleri

cizelge 3.3.1. de goriilmektedir.
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Cizelge 3.3.1. Dogrusallik sonuglar1

Tiyokolsikosid
Gergek derigim Gergek derisim Cevap Covap oram
(%] [mg/mi] [WV-s] [wWV-s/Test dersimi
% si]
57.7 0.00508 97464 1689.2
73.5 0.00647 125155 1702.8
84.0 0.00739 144131 1715.8
944 0.00831 164070 1738.0
105.0 0.00924 184211 1754.4
1155 0.01016 204608 1771.5
126.0 0.01109 226661 1798.9
Korelasyon katsayisi r=0.9995 -
Regresyon egrisi y = 2.10"x - 13467 —
Ortalama - 1738.7
RSD [%] - 2.3




o1

Cizelge 3.3.2. Dogrusalllik egrisi

y=2E+07x- 13467
R:=0999

250000

200000 //
150000
=
0000
50000 /

o] / T T T T T
0,doo 0,002 0,004 0,006 0,008 0,010 o,q12
-50000
Derisim, mg/ml
3.4. Dogruluk

Cizelge 3.4.1°de test derisiminin teorik olarak % 60, 90 ve 120 sine denk gelecek
sekilde hazirlanan aktif madde ve plasebo igeren ¢ozeltilerin hesaplanan ve bulunan

gercek derisimleri ve geri kazanimlar1 goriilmektedir.
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Cizelge 3.4.1. Dogruluk parametresi sonuglari

Tiyokolsikosid
Eklenen
Numune referans Cevap Bulunan Geri
Derisim [%]
no. madde [WV-s] [mg/500 mi] kazanim

[mg/500 ml] [%]

1 59.5 2.66 113396 2.61 98.1

2 59.7 2.67 113144 2.61 97.8

3 59.5 2.66 114380 2.63 98.9

Ortalama - - - - 98.3

RSD [%] - - - - 0.6
% 95 giiven aralig1 — — — <96.9; 99.7>

4 89.2 3.99 168929 3.89 97.5

5) 89.4 4.00 169729 3.91 97.8

6 89.2 3.99 168852 3.89 97.5

Ortalama - - - - 97.6

RSD [%] - - - - 0.2
% 95 giiven aralig - - - <97.2; 98.0>

7 1194 5.34 230502 5.30 99.3

8 118.9 5.32 228672 5.26 98.9

9 119.4 5.34 230468 5.31 99.4

Ortalama - - - - 99.2

RSD [%] - - - - 0.3
% 95 giiven aralig1 — — — <98.5; 99.9>

Referans — 8.7 189033 - -
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3.5. Secicilik

Sisteme verilen blank,plasebo, numune ve standart ¢6zelti kromatogramlar1 sekil 3.5.1,

3.5.2,3.5.3. ve 3.5.4. de goriilmektedir.

7

=]
o
=]

Al

[=} =1
[ ] [

=2 =] =

) )
T T TN

0,014

-0,0204
T T T | T T T | T T T | T T T
280 280

3,00

LIS S N B B B B | T
1 1,20 1,40 1,60 1.80 2,00 2,20 240

Mnutes

Sekil 3.5.1. Blank kromatogrami

AU

Sekil 3.5.2. Plasebo kromatogrami
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AU

T T T T
1,40 1,60
Minutes

1.80

AU

T Ihiocolchicoside=—t674

1,20

LI B B B B B
1,40 1,60
Minutes

1.80

Sekil 3.5.4. Numune ¢6zeltisi kromatogrami




3.6. Yontem Stabilitesi

55

Yontem stabilitesi (robustness) parametresi sonuglari ¢izelge 3.6.1. “goriilmektedir.

Cizelge 3.6.1. YOntem stabilitesi sonuglari

Tiyokolsikosid
Alikonma | Simetri | Teorik plaka sayisi
zamam | faktori
Farkh kolonlar (dk)
Acquity UPLC BEH C18 1.7 um
2.1x100 mm seri no: 017039208156-
96
1.79 1.20 20691
Acquity UPLC BEH C18 1.7 pum
2.1x100 mm seri no: 015337276155-
56
1.86 1.31 18561
Hareketli faz kompozisyonu Tiyokolsikosid
(Distile su : asetonitril, v/v) Alikonma | Simetri | Teorik plaka sayisi
zamam | faktori
(dk)
78:23.1 1.67 1.18 20368
78:22.0 1.79 1.20 20691
78:20.9 1.98 1.46 7530
Akis hiz1 [ml/dk] Tiyokolsikosid
Alikonma | Simetri [ Teorik plaka sayisi
zamam | faktori
(dk)
0.225 1.97 1.19 21511
0.250 1.79 1.20 20691
0.275 1.64 1.20 19947
Kolon sicakhg [°C] Tiyokolsikosid
Alikonma | Simetri | Teorik plaka sayisi
zamam | faktori
(dk)
40 1.74 1.13 20959
30 1.79 1.20 20691
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3.7. Standart ve Numune Cozeltilerinin Stabilitesi

Standart ve numune ¢ozeltilerinin stabilite sonuglari ¢izelge 3.7.1. “goriilmektedir.

Cizelge 3.7.1. Standart ve numune ¢ozeltileri stabilite sonuglari

Tiyokolsikosid standart ¢ozeltisi

Autosampler 25 ° C Autosampler 4 ° C
Zaman
[Orijinal degerin [Orijinal degerin
[saat] . -
% desi] % desi]
0 100.0 100.0
24 99.0 97.9
48 97.0 99.9
Tiyokolsikosid numune ¢ozeltisi
Autosampler 25 ° C Autosampler 4 ° C
Zaman
[Orijinal degerin [Orijinal degerin
[saat] . -
% desi] % desi]
0 100.0 100.0
24 98.9 98.2
48 97.5 100.2
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4. TARTISMA VE SONUC

Analitik kimya endiistrinin bir ¢ok alaninda oldugu gibi farmasotik alanda da ¢ok
oenmli bir yere sahiptir. Analitik kimyanin gii¢lii arag¢larindan olan HPLC, bir ilag aktif
maddesinin gelistirilmesinden baglayarak pek ¢ok basamakta kullanilan giivenilir bir
tekniktir.

[lacin hastaya giivenli bir sekilde ulasmasi gerektiginden ilacta kalite kontrol testleri
¢ok onemlidir. Her iiriin lotunun test edilmesi ve {iriinlin kalitesinin test sonuglarina
gore degerlendirilmesi gereklidir. Farmasotik endiistride tabletlerin salinimi yani
¢oziinmesi giivenlik ve islevselligini kanitlamak igin yapilan en onemli testlerdendir.
flag salinimi ¢dziinme hiz1 (dissolusyon) testi ile lgiilmektedir. Coziinme hiz1 testinde,
bir ortamda ¢oziinen toplam ila¢ etken maddesi miktar1 zamanin fonksiyonu olarak
oOlgiilir. ( Paakkuna ve ark. 2009) Co6ziinme hizi testi sonunda alinan numuneler analitik
metoduna gore kromatografik yani HPLC yoluyla yada spektrofotometrik yolla analiz
edilir.

Yiiksek performansli sivi kromatografi (HPLC) yaklasik 30 yildir diinya ¢apinda
tiim laboratuarlarda kullanilan kanitlanmis bir tekniktir. Ancak 2004 yilinda cihaz ve
kolon teknolojisindeki gelismeler sayesinde sivi kromatografide rezolusyon, hiz ve
hassasiyet parametrelerinde Onemli ilerlemeler kaydedildi. Bu yeni performans
diizeyine ¢ikmak i¢in daha kiigiik partikiillii kolonlar [1.7 mikron] ve 15.000 psi ( 1000
bar) basingtaki mobil faza dayanabilecek sekilde dizayn edilmis cihazlar gerekliydi. Bu
yeni teknoloji Ultra Performansli Sivi Kromatografi olarak adlandirildi.

Bu c¢alismada agr kesici ates diistiriicii etkiye sahip kas gevsetici bir ajan olan
tiyokolsikosid iceren tabletin ¢oziinme hizi testi HPLC den UPLC ye transfer edilmis
ve analitik metot validasyonu yapilmistir.

Calismada oncelikle HPLC metodu UPLC sartlarina uyarlanarak 6n denemeler
yapilmigtir. Daha sonra ¢oziinme hizi metot validasyonunda istenen zorunlu olan
validasyon parametreleri sirasiyla yapilmistir.

[k yapilan parametre olan segicilik i¢in numune, standart, blank ve placebo
cozeltileri sisteme verilmis ve analit pikinin herhangi baska piklerle ¢cakismadig tespit

edilmistir.
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Dogrusallik parametresi ¢alismasinda ¢alisma derisiminin % 55, 70, 80, 90, 100,
110 ve 120 oraninda referans tiyokolsikosid igeren ¢ozeltiler stok ¢ozeltiden seyreltme
yontemi ile hazirlanmig ve sisteme verilmistir. %55, % 100 ve % 120°lik ¢ozeltilerden
5"er enjeksiyon diger numunelerden 2 ser enjeksiyon yaptirilmistir. Analiz sonunda elde
edilen sonuglardan regresyon egrisi ¢izdirilmistir. Bu egrinin korelasyon katsayist yani r
degeri 0.9996 bulunmustur. Kabul kriterini karsilamaktadir.

Dogruluk parametresi igin test derisiminin % 60, % 90 ve % 120°si oraninda
referans madde ve plasebo iceren her seviyeden 3'er numune analiz edilmistir.
Hesaplanan derisimler ve bulunan derisimlerden geri kazanim hesaplanmistir. Geri
kazanim ortalamalar1 sirastyla % 60, % 90 ve % 120 i¢in 98.2, 97.5 ve 99.2 olarak
bulunmustur. Bulunan degerler kabul kriteri olan % 95.0 — 105.0 araligindadir.

Kesinlik parametresi i¢in analitik metottaki prosediir farkli giinlerde farkli analistler
tarafindan farkli cihazlarda gergeklestirilmistir. Tekrarlanabilirlik kriteri i¢in tek
beherden alinan 6 numune sonucunun % RSD"si 1. analist ve 2. analist i¢in sirastyla 0.9
ve 0.4 bulunmustur. 2 analist aras1 ortalama sonuglar aras1i mutlak fark ise % 1 dir.

Yontem stabilitesi i¢in analitik metot belli degisiklikler yapilarak uygulanmistir.
Yapilan degisimler sunlardir; farkli kolon, hareketli faz asetonitril oraninda +%10
degisim, akis hizinda +%10 degisim, kolon sicakliginda +10 ° C artis.Yapilan
degisimlerde sistem uygunluk parametreleri yani simetri faktorii ve teorik plaka sayisi
kabul kriterlerini karsilamaktadir.

Cozelti stabilitesi ¢alismasinda 4 © C ve 25 © C autosampler kosullarinda bekletilen
standart ve numune c¢ozeltileri 24 saat aralikla her seferinde taze standart cozelti
hazirlanarak analiz edilmis ve % degisime bakilmistir. Analiz sonucunda ¢6zeltilerin
her iki sicaklik kosulunda da 48 saat stabil oldugu gozlenmistir. Bu bilgi analitik
metoda ilave edilmistir.

Yapilan validasyon ¢aligmalar1 yeni analitik metodun segici, dogrusal, dogru, kesin

ve stabil oldugunu gostermistir.

Ozetle bu ¢alismada oncelikle HPLC metodu UPLC sartlarina uyarlanarak 6n
denemeler yapilmistir. Daha sonra validasyon parametreleri calisilmistir. Yapilan
validasyon ¢alismalar1 yeni analitik metodun secici, dogrusal, dogru, kesin ve stabil

oldugunu gostermistir. Valide olan UPLC metodu sayesinde analiz zamam % 66
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civarinda kisalmakta ve hareketli faz sarfiyatinda % 90'lara varan tasarruf
saglanmaktadir. Maliyetlerin ¢ok Onemli oldugu giiniimiizde ilag endiistrisi

laboratuarlar1 i¢in bu tiir ¢alismalar oldukc¢a 6nem kazanmaktadir.
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