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OZET

Bu caligma, oftalmik damlalarda bulunan Sulfasetamid sodyum(SFS), Betametazon(BTM),
Metil paraben(MP) ve Propil paraben(PP) tayini icin tirev spektrofotometrik ve
kromatografik yontem gelistirilmesini icermektedir. Turev spektrofotometrik yontemde,
¢ozict olarak metanol kulanilmis ve girisimin olmadig tiirev dalga boyu degerleri segilerek,
SFS igin 4.tirev n=17 268 nm’de, BTM igin 3.tlrev n=21 236 nm’de, toplam paraben i¢in
3.tirev n=11 283 nm’de miktar tayinleri yapilmistir. Dogrusal ¢alisma araligi SFS, BTM ve
MP-PP icin smrasiyla 6,0-14,0, 10,0-30,0 ve 4,0-12,0 pg/mL olarak almmustir.
Spektrofotometrik tayin ¢alismalarinda LOD degerleri SFS, BTM ve MP-PP icin sirasiyla
0,58; 0,89 ve 1,14 pg/mL bulunmustur. Kromatografik yontem olarak gelistirilen RP-
HPLC’de Agilent Zorbax Eclipse XDB, Cig (3.0x75mm, 3.5um) kolon kullanilmis, mobil
faz olarak su ve asetonitril (55:45 h/h) uygulanmistir, mobil faz akis hiz1 0,5 mL/dak. dir ve
250 nm. de UV dedektor ile dedeksiyon yapilmistir. Yontemindeki dogrusal ¢alisma araligi
SFS, BTM, MP ve PP i¢in sirasiyla, 3,0-7,0 pg/mL; 1,5-3,5 pg/mL; 0,6-1,4 pg/mL ve 0,6-1,4
pug/mL dir. Validasyon g¢alismalarinda bulunan LOD degerleri, SFS, BTM, MP ve PP icin
sirasiyla 0,37; 0,052; 0,021 ve 0,012 pg/mL bulunmustur. Gelistirilen kromatografik ve
spektrofotometrik yontemlerin sonuglar1 dogruluk ve kesinlik agisindan istatiksel olarak
karsilastirilmis ve iki yontem arasinda anlamli bir fark olmadigi bulunmustur.

Bilim Kodu : 1004

Anahtar Kelimeler : Silfasetamid sodyum, Betametazon, Metil paraben, Propil paraben,
HPLC, UV Tirev spektrofotometrisi
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ABSTRACT

This study includes the development of spectrophotometric and chromatographic methods
for determination of Sulfacetamide sodium(SFS) and Betamethasone(BTM) active agents,
Methyl paraben(MP) and Propyl paraben(PP) excipient substance in a pharmaceutical
ophthalmic drop. In spectrophotometric method, fourth order derivative at 268 nm n=17 was
selected for the determination of SFS, third order derivative of the at 236 nm n=21 was
selected for the determination of BTM and third order derivative of the 283 nm n=11 was
selected for the determination of together MP and PP. Linear operating range was obtained
as 6,0-14,0, 10,0-30,0 ve 4,0-12,0 pg/mL for SFS, BTM, and MP-PP respectively. The LOD
values were found to be 0,58; 0,89 and 1,14 and pg/mL for SFS, BTM and MP-PP, in
spectrophotometric method, respectively. As chromatographic method, the reverse phase
high performance liquid chromatographic (RP- HPLC) method has been developed by using
column Agilent Zorbax Eclipse XDB Cgg (3.0x75mm, 3.5um). The mobil phase consisted
water and acetonitrile (55:45 v/v), the flow rate was 0.5 ml/min and the UV detector was
detected at 250 nm. The linear ranges in the method were 3,0-7,0 pg/mL; 1,5-3,5 ug/mL; 0,6-
1,4 pg/mL and 0,6-1,4 pg/mL for SFS, BTM, MP and PP, respectively. The LOD values in
the validation studies were 0,37; 0,052; 0,021 and 0,012 pg/mL for SFS, BTM, MP and PP in
RP-HPLC method respectively. The results of the chromatographic and spectrophotometric
methods developed were statistically compared with each other in terms of accuracy and
precision, and there was no significant difference between the two methods.

Science Code : 1004

Key Words: : Sulfacetamide sodium, Betamethasone, Methyl Paraben, Propyl Paraben,
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SIMGELER VE KISALTMALAR

Bu c¢aligmada kullanilmig simgeler ve kisaltmalar, aciklamalar1 ile birlikte asagida

sunulmustur.

Simgeler Aciklamalar

Mg Mikrogram

k' Kromatografide Kapasite Faktori

mL Mililitre

mmol Milimol

N Kromatografide Tabaka Sayisi

ng Nanogram

PAs Pik asimetri orani

R Kromatografide Rezoliisyon, Ayirma Gucl

tR Kromatografide Alikonma zamani

o Kromatografide Segicilik Faktori

Kisaltmalar Aciklamalar

SFS Sulfasetamid Sodyum

BH Bagil Hata

BSS Bagil standart Sapma

BTM Betametazon

GC Gaz Kromatografisi

HPLC High-Performance Liquid Chromatography
(Yiksek Basingli S1ivi Kromatografisi)

MP Metil Paraben

LOD Limit of Dedection (Teshis Sinir1)

LOQ Limit of Quantification (Tayin Sinir1)

MS Kitle Spektrometri

PB Propil Paraben

SUT Sistem Uygunluk Testleri



1. GIRIS

Sulfasetamid sodyum (SFS), stlfonamid grubu bir antibiyotiktir. SFS oftalmik soliisyonu
veya merhemi bakteriyel konjuktivit tedavisinde ve trahom tedavisinde adjuvant olarak
etkilidir [1].

Betametazon (BTM), serbest alkol formunda ya da esterlenmis formlarinda kullanilan,

baslica glukokortikoid aktivitesine sahip bir kortikosteroiddir [2]

Metil paraben (MP) ve Propil paraben (PP), kozmetik, gida {riinleri ve farmasotik
formiilasyonlarda antimikrobiyal bir koruyucu olarak yaygin kullanilir. Tek basima,

parabenlerle veya diger antimikrobiyal ajanlarla kombinasyon halinde kullanilabilir [3]

Tiirk ilag pazarinda SFS ve BTM etken maddelerini iceren oftalmik damla bulunmaktadir.
Ayrica, piyasada bulunan gesitli farmasotik formlarda SFS ve BTM’u ayr1 ayr1 igeren ¢esitli
preparatlar mevcuttur. Bu maddeleri igeren karisimlarin ayrimi ve miktar tayini

yapilabilmesi i¢in ekonomik, ¢evreci ve kolay yontemlerin gelistirilmesi gerekmektedir.

Bu ¢alismada oftalmik damlada bulunan SFS ve BTM etken maddelerinin rutin analizlerde
herhangi bir ayrrma islemine tabi tutulmadan aymi anda kantitatif tayinlerine yonelik
ekonomik, kolay, duyarli ve hizli bir analitik teknik gelistirilmesi amaglanmistir. SFS, BTM
ve Parabenlerin ayni anda UV spektrofotometrik yontemle tayinleri miimkiin degildir. Bu
nedenle, SFS, BTM ve Paraben’lerin es zamanh tayini i¢in UV-TUrev spektrofotometrisi
yontemi kullanilmigtir. Daha sonra, SFS, BTM, MP ve PP ’in ayni1 anda analizleri i¢cin RP-

HPLC yontemi gelistirilmis ve yontemler kiyaslanmuistur.






2. GENEL BILGILER

2.1. Giris ve Amag

Sulfasetamid sodyum, bakteriyostatik aktiviteye sahip sentetik bir sulfonil asetamid tlrevi
olan Siilfasetamid’in tuz formudur. Betametazon, 9 alfa-floro-16 beta-metil prednizolon
yapisinda olan ve agiz yoluyla veya cilt ylzeyine uygulanarak kullanilan glukokortikoit
tirevidir. Sulfasetamid sodyum ve Betametazon kombinasyonu genel olarak gozin 6n
kisminda gelisebilecek alerjik ve iltihabi hastaliklarin bolgesel tedavisinde ve bu

hastaliklarin 6nlenmesinde kullanilir.

Tiirk ilag pazarmda Stlfasetamid sodyum ve Betametazon kombinasyonu igeren bir oftalmik
damla, Silfasetamid sodyum’un tek basina kullanildigi akne losyonu ve Prednizolon ile
birlikte kullanildig1 oftalmik damla mevcuttur. Betametazon 'un kullanildig:1 formulasyonlar
ise Fusidik Asit kombinasyonunu iceren krem, Kalsipotriol iceren pomad, Kliokinol iceren

krem, Gentamisin iceren merhem, Salisilik asit iceren losyondur.

Calismanim amaci, Stlfasetamid sodyum, Betametazon, Metil Paraben ve Propil Paraben’i
birlikte iceren oftalmik damlalarda, etken maddelerin miktar tayinleri i¢in rutin analizlerde
kullanilabilecek hizli, kolay ve duyarli analiz yontemleri gelistirilmesidir. Hedef, 6nerilen
analiz yontemleri ile Silfasetamid sodyum, Betametazon, Metil paraben ve Propil
paraben’in bir arada bulundugu oftalmik damlalarda etken maddelerin herhangi bir ayirma

islemine tabi tutulmadan ayn1 anda miktar tayinlerinin yapilabilmesini saglamaktir.

Bu ¢alisma kapsaminda oftalmik damlalarin igerigini olusturan Silfasetamid sodyum,
Betametazon ve Parabenlerin ayni anda miktar tayinleri i¢cin UV turev spektroskopisi ve
Y ksek basingl s1vi kromatografisi ile yontem gelistirilmesi ve bu yontemlerin Sulfasetamid
sodyum, Betametazon, Metil paraben ve Propil paraben’i birlikte iceren oftalmik

damlalarinda uygulanmasi amaglanmaigtir.



2.2. Sulfonamidler

Sulfonamidler, bakteri enfeksiyonlarinin tedavi ve Onlenmesinde sistematik olarak
kullanilmis olan ilk etkin kemoterapotiklerdir. Siilfonamidler, Penisilin’in tedaviye
girmesinden once 1930’ larda bakteri enfeksiyonlarina karsi kullanilabilecek en 6nemli ve en
popiiler ilaglar1 olusturuyorlardi. Siilfonamidler, esas itibariyle siilfanilamid maddesinin
tirevleridir. Bu maddenin stilffonamid (SO2-NH2) grubundaki hidrojen atomlarindan birinin
yerine uygun radikaller baglanarak ceistli siilffonamid tiirevleri sentez edilmistir.
Sulfonamidler, idrar yolu enfeksiyonlarinin tedavisinde kullanilmistir. Sodyum tuzunun

%30’luk soliisyonu veya %10’luk merhemi goze lokal olarak uygulanabilir [4].

2.2.1. Etki Mekanizmasi ve Antibakteriyel Etkinlikleri

Sllfonamide duyarl organizmalar, memelilerin aksine dis kaynaklardan folat kullanamazlar
ve onu PABA (p-amoksibenzoiks asit)’dan sentezlemek zorundadirlar. Bu yolak plrinlerin
ve nikleik asitlerin sentezi i¢in gereklidirr. PABA’nin yapisal analoglar1 olarak
stlfonamidler, dihidropteorat sentazi ve folat tiretimini inhibe ederler. Siilfonamidler hem
Gram-pozitif hem de Gram-negatif bakterilerle, Nocardia turleri, Chlamydia trichomatis ve
bazi protozoalar1 inhibe ederler. Escheria coli, Klebsiella pneumoniae, Salmonella, Shigella
ve Enterobacter tiirleri gibi bazi enterik bakterileri de inhibe ederler. Ilgingtir ki, riketsiyalar
sulfonamidler tarafindan inhibe edilmez, tersine biiyiimeleri hizlanir. Anaeroblara karsi
aktiviteleri zayiftir. Pseudomonas aeruginosa, stlfonamid antibiyotiklerine intrinsik olarak
direnclidir. Sulfonamidlerin bir dihidrofolat rediktaz inhibitoriyle (trimetoprim veya
primetamin) kombinasyonlar1 folat sentezinin ardigik basamaklarini inhibe ettikleri igin

sinerjik aktivite olusturur [1].

Sulfonamidlerin etkisi, bakteriyostatik niteliktedir. Cok yiiksek konstantrasyonlarda
bakterisid etki yapabilirler. Idrarda serbest siilfonamid konsantrasyonu plazmadakinin 10-20

katina ¢ikabilir. Bu nedenle siilfonamidler idrarda bakterisid etki gosterebilirler [1].



2.2.2. Farmakokinetikleri

Stilfonamidler ti¢ ana gruba ayrilabilir:
e Oral, Emilebilen
e Oral, Emilemeyen

e Topikal

Oral, emilebilen siilfonamidler yan 6miirleri géz oniine almarak kisa, orta ve uzun etkili
olarak gruplanabilir. Mideden ve ince barsaktan emilirler ve dokulara, sivilara (sinir sistemi
ve serebrospinal sivi dahil), plasentaya ve fetiise yaygin olarak dagilirlar, %20’den %90°1
asan dereceler arasinda degisen oranlarda serum proteinlerine baglanirlar. Terapotik
yogunluklarmin, kanda 40-100 pg/mL arasindadir. Kan seviyeleri genellikle agizdan
almimdan 2-6 saat sonra en yiiksek diizeye ulasir. Emilen ilacin bir kismi karacigerde
asetillenir veya glukuronidlenir. Siilfonamidler ve inaktif metabolitleri idrarla, baslica
glomeriiler filtrasyonla atilir. Ileri bobrek yetmezliginde, stlfonamidlerin dozunun

azaltilmasi gerekir [1].

2.2.3. Yan Etkileri

Oral kullanilan kisa etkili siilfonamidlerin yaklasik %5 oraninda yan etki olusturdugu
saptanmustir. Bunlar, kismen ilaca karsi alerjiye ve kismen de ilacin direkt toksik etkisine

baglidir. Depo siilfonamidleri alanlarda yan etki sikligi daha yiiksek bulunmustir [4].

2.3. Kortikosteroidler

Kortikosteroidler, 1950 yilindan beri astim tedavisinde kullanilirlar ve etkilerine, kismen
inflamatuvar sitokin {iretiminin inhibisyonunun aracilik ettigi genis anti inflamatuvar
etkinlikleri ile olusturduklar1 kabul edilir. Direkt olarak hava yolu diiz kasini gevsetmezler
ancak diizenli alindiklarinda, bronsial reaktiviteyi azaltirlar ve astim alevlenmelerinin
sikligin1 azaltirlar. Hava yolu tikanmasi tizerine etkileri, bronsial mukozada kismen tikanmis
damarlar1 kasic1 etkileri, 3-reseptOr agonistlerinin etkisini potansiyalize etmelerinden
dolayidir, ancak en onemli etkileri, astmatik hava yollarmin, lenfosit, eozinofil ve mast

hicreleri ile infiltrasyonunu inhibe etmeleridir.



Astim semptomlar1 siklikla olusuyorsa ya da bronkodilator tedaviye ragmen ciddi hava yolu
tikaniklig1 siirliyorsa, inhale Kortikosteroidler baglanmalidir. Ciddi semptomlari ya da ciddi
hava yolu tikanikligi olan hastalar igin oral ve inhale kortikosteroid kombinasyonu ile

tedaviye baglanmasi uygundur [1].

Klinik Kullanimlari

Kortikosteroidlerle ilgili klinik ¢alismalar, siirekli olarak astimin tlm belirtilerini
tyilestirmede semptomlarin ciddiyeti, havayolu cap1 testleri ve brongial reaktivite,
alevlenmelerin sikligi ve hayat Kkalitesinin etkili oldugunu gostermistir. Kronik
verildiklerinde ciddi yan etkileri oldugu i¢in oral ve parenteral kortikosteroidler, acil tedavi
gerektiren, bronkodilatorler ile yeterli diizelmeyen, idame tedavisine ragmen semptomlar1

kotiilesen hastalar i¢in tercih edilir [1].

2.4. Sulfasetamid Sodyum

2.4.1. Sulfasetamid Sodyum’un kimyasal ve fiziksel 6zellikleri

Cizelge 2.1. Stlfasetamid sodyum’un Kimyasal ve fiziksel 6zellikleri [5,6]

Kimyasal Adi Sodyum asetil[(4-aminofenil)sulfonil]azanid
Kapali Formiili CgHyN2NaO3S.H,0

Molekiil Agirlig 254,2 g/mol

Erime Noktasi 180-184°C

Cozinirlugi Su, Susuz Etanol

Rengi, formu Beyaz kat1, A¢ik Sar1 kati toz

Saklama Kosullar1 Isiktan Korunmalidir.

@)
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Sekil 2.1. Sulfasetamid Sodyum’un agik formiilii



2.4.2. Sulfasetamid Sodyum’un farmakolojik ozellikleri

Sulfasetamid sodyum etkinliginin ylksek ve toksisitesinin diisiik olmasi nedeniyle goz
enfeksiyonlarmin tedavisinde merhem ve g6z damlast seklinde, bakteriyel deri
enfeksiyonlarinin tedavisinde ise ¢ozelti ve merhem formlarinda yaygm olarak
kullanilmaktadir. Stlfasetamid sodyum sulu ¢ozeltisinin pH’smin 7,4 olmasi nedeniyle
oftalmik kullanim i¢in ideal bir ilagtir. Gastrointestinal yoldan alindiginda ise hizli bir
sekilde absorbe edilir ve degisiklige ugramadan idrarla atilir. Biyolojik yarilanma 6mrii 7-

13 saat arasindadir [7].

Sulfasetmid Sodyum’un duyarli oldugu mikroorganizmalar; Streptokoklar, Stafilokoklar,
Escherichia coli, Klebsiella pneumonia, Pseudomonas pyocyanea, Pseudomonas
aeruginosa, Salmonella species, Proteus vulgaris, Actinomyces’dir [8].

2.4.3. Sulfasetamid Sodyum iceren mustahzarlar

Sulfasetamid sodyum iceren mustahzarlar, Cizelge 2.2.’de gosterilmistir.

Cizelge 2.2. Sulfasetamid Sodyum iceren mistahzarlar [8]

Farmasotik Sulfasetamid Sodyum

Miistahzar ismi
Form Derisim

Miistahzardaki Diger Maddeler

Hyaluronik asit

Sodyum tiyosulfat
Potasyum dihidrojen fosfat
Disodyum hidrojen fosfat dihidrat
Disodyum EDTA

Sodyum metil paraben

Saf su

Silfar dioksit

Setil Alkol
Makrogol-6-setostearil eter
Makrogol-25-setostearil eter
Propil paraben

Metil paraben

S1v1 parafin

Polietilen glikol

Izopropil miristat

Simetikon

Disodyum edetat
Mikrokristalin selliloz

Saf su

Sulfasetamid Sodyum

Sivex Losyon 100 mg/g

Sulfufar Krem Krem Sulfasetamid Sodyum
%10 100 mg/g




Miistahzar ismi

Farmasotik
Form

Sulfasetamid Sodyum
Derisim

Miistahzardaki Diger Maddeler

Blephamide
Oftalmik

Goz Damlasi

%10,0 Sulfasetamid
Sodyum

%0,2 Prednisolon asetat
Benzalkonyum klorr

Polivinil alkol

Polisorbat 80

Edetat sodyum

Dibazik sodyum fosfat heptahidrat
Potasyum fosfat monobazik anhidrit
Sodyum tiyosqlfat pentahidrat

pH ayar1 i¢in hidroklorik asit ve/veya
sodyum hidroksit

Saf su

Suprenil Steril
Oftalmik
Siispansiyon

GOz Damlasi

Stlfasetamid sodyum
500 mg/5 mL

Prednisolon asetat
Fenilefrin hidroklorir
Polivinil alkol
Fenilmerkdri nitrat
Antipirin

Tween 80

Sodyum tiosulfat

Dibazik sodyum fosfat anhidrat
Monobazik sodyum fosfat
Disodyum edetat
Enjeksiyonluk su

Brumeton

G6z Damlasi

Betametazon 1 mg/mL
Sulfasetamid Sodyum
100 mg/mL

Sodyum tiyosulfat

Sodyum bisiilfit

Sodyum edetat

Metil P-hidroksi benzoat
Propil P-hidroksi benzoat
Etoksilenmis lanolin esterleri
Polisorbat 80

2.5. Betametazon

2.5.1. Betametazon’un kimyasal ve fiziksel dzellikleri

Cizelge 2.3. Betametazon’un kimyasal ve fiziksel 6zellikleri [5,6]

Kimyasal Adi 9-Floro-11p,17,21-trihidroksi-16p-metilpregna-1,4-dien-3,20-dion
Kapali Formiili C2oH29FOs

Molekiil Agirlig 392,5 g/mol

Erime Noktasi 250-253°C

Coziinirligi Suda ve etanolde az metilen klorirde daha az ¢ozun(r.
Rengi, formu Beyaz kristal toz
Saklama Kosullar1 | 2-30°C arasinda saklanmalidir. Isiktan korunmalidir.




Sekil 2.2. Betametazon 'un agik formiili

2.5.2. Betametazon’un farmakolojik ozellikleri

Betametazon antienflamatuar, antipruritik ve vazokonstriktif etkili topikal bir
kortikosteroiddir. Alerjik durumlarin tedavisinde, alerjik cevapla ilgili mast hiicreleri ve
eozinofiller gibi bazi hiicre tiplerinin alerjik cevaplarini azaltirlar. Antienflamatuar etkilerini
Iokositik asit hidrolazlarin salimin1 azaltarak, makrofajlarin enflamasyon yerinde
birikmesini Onleyerek, lokositlerin kapiller duvarmna yapismasini engelleyerek, kapiller
membranin gecirgenligini ve buna bagli 6demi 6nleyerek, histamin ve kinin salimin1 inhibe
ederek ve skar doku olusumunu engelleyerek gosterirler. Betametazon guclu glukokortikoid

aktiviteye ve ihmal edilebilir mineralokortikoid aktiviteye sahiptir.

Kortikosteroid ayrica enjekte edilebilir bir siispansiyon olarak da mevcuttur ve diger
durumlar arasinda endokrin bozukluklari, gastrointestinal bozukluklar ve romatizmal

bozukluklar dahil bir dizi enflamatuar hastaliklar i¢in kullanilabilir.

Topikal bir kortikosteroidin giiciinii belirleyebilen birkag yapisal degisiklik vardir. Ornegin,
spesifik karbonlarda bir halojen igeren veya esterler iceren kortikosteroidler, artmis
lipofiliklik nedeniyle daha etkilidir. Bu nedenle betametazon dipropionat ve betametazon
valerat iceren topikal {iriinler arasinda belirgin bir fark vardir. Betametazon dipropionat,
giiclinii artiran 2 ester icerirken, betametazon valeratin sadece bir esteri vardir ve daha az

gucluddr.

Betametazon dahil olmak Uzere herhangi bir topikal kortikosteroidin emilimi ve glc,
steroidin verildigi tastyiciya baghdir. Ornegin, betametazon dipropionat %0,05 merhem
oldukga giiclii bir topikal steroid olarak simiflandirilirken, betametazon dipropionat %0,05
krem veya losyon orta derecede gicli olarak kabul edilir. Kortikosteroidler agirlikli olarak

idrarda elimine edilir.
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2.5.3. Betametazon igeren mustahzarlar

Betametazon iceren mustahzarlar, Cizelge 2.4.”de gosterilmistir.

Cizelge 2.4. Betametazon iceren mustahzarlar [8]

Mustahzar | Farmasotik | g 1 tazon Derisimi Miistahzardaki Diger Maddeler
Ismi Form
Cales . Betametazon 3 mg/1 mL Sodyum qufat_ dibazik anhidrat
S Enjektabl Sodyum hidrojen fosfat
Enjeksiyonluk Betametazon Asetat 3,0 mg/1 .
Siispansivon Preparat mL Disodyum EDTA
pansty Benzalkonyum Klorir (%17)
Sodyum dihidrojen fosfat dihidrat
Celestone Eniektabl Betametazon 3 mg/1 mL Disodyum hidrojen fosfat anhidr
Chronodose J Betametazon Asetat 3,0 mg/1 | Disodyum edetat
. . Preparat .
Slispansiyon mL Benzalkonyum klor(r
Enjeksiyonluk su
Disodyum EDTA
Sodyum fosfat dibazik susuz
Betametazon Dipropiyonat 6,43 Me“! parahlfjroka.benzoat E218
Propil parahidroksi benzoat E216
mg (5,0 mg Betametazona .
. . - Benzil alkol
Dipromed Enjektabl Esdeger) . I
. . Sodyum karboksi metil seliiloz
Slspansiyon | Preparat Betametazon Sodyum Fosfat . .
Polietilen glikol 3350
2.63 mg (2,0 mg Betametazona .
Esdeger) Sodyum klorur
Sceeet Polisorbat 80
Hidroklorik asit konsantresi
Enjeksiyonluk su.
Betametazon Dipropiyonat 6,43 Sodyum fOSfé.l.t dibazik sustz
Sodyum klorur
mg (5,0 mg Betametazona .
. N Disodyum edetat
. . | Enjektabl esdeger) .
Diprospan Enj Polisorbat 80
Preparat Betametazon Sodyum Fosfat .
Benzil alkol
2.63 mg (2,0 mg Betametazona .
esdeger) Metil paraben
306 Propil paraben
Klorokresol
Setomakrogol
Setostearil alkol
Beyaz yumusak parafin
Betnovate Krem %0,1 Betametazon Valerat Sivi parafin
Sodyum asit fosfat
Fosforik asit
Sodyum hidroksit
Saf su
Beyaz yumusak parafin
Betnovate Merhem %0,1 Betametazon Valerat Sivi parafin

Setosterail alkol
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Mistahzar
ismi

Farmasotik
Form

Betametazon Derisimi

Miistahzardaki Diger Maddeler

Betnovate
Losyon

Losyon

%0,1 Betametazon Valerat

izopropil alkol

Metil P-Hidroksi benzoat
Lambritol wax

Dietilen glikol monostearat
Setostearil asit
Setomakrogol 1000

Siv1 parafin

Gliserin

Sitrik asit

Sodyum hidroksit

Distile su

Betnovat

Sag Losyonu

%0,1 Betametazon Valerat

Izopropil alkol
Karbomer
Sodyum hidroksit
Saf su

Betnovat-C

Krem

%0,1 Betametazon (Valerat
Esteri)

%3 a/a Kliokinol

Klorokrezol

Setomakrogol 1000

Setostearil alkol

Beyaz yumusak parafin

Siv1 parafin

Sodyum dihidrojen fosfat dihidrat
Fosforik asit

Sodyum hidroksit

Saflagtirilmis su

Betnovat-C

Merhem

%0,1 Betametazon (Valerat
Esteri)

%3 a/a Kliokinol
Beyaz yumusak parafin
Siv1 parafin

Fucicort

Krem

Betametazon Valerat 1 mg/g

Fusidik asit 20 mg
Klorokrezol
Setostearil alkol

Fusix
Dermacort

Krem

Betametazon Valerat 1 mg/g

Fusidik asit 20 mg

Setstearil alkol

Makrogol setostearil eter
Klokresol

Sodyum hidrojen fosfat dihidrat
S1v1 parafin

Beyaz yumusak parafin
Sodyum hidroksit

Deiyonize su

Fucitec Plus

Krem

Betametazon Valerat 1 mg/g

Fusidik Asit 20 mg

Setamakrogol

Setostearil alkol

Klorokrezol

Sivi parafin

Sodyum dihidrojen fosfat Monohidrat
Beyaz vazelin

Sodyum hidroksit

Saf su
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Mistahzar
ismi

Farmasotik
Form

Betametazon Derisimi

Miistahzardaki Diger Maddeler

Stafine Cort

Krem

Betametazon Valerate 1 mg/g

20 mg Fusidik asite esdeger miktarda,
21,1266 mg fusidik asit Hemihidrat
S1v1 parafin

Vazelin flant

Butil hidroksianizol (E320)
Klorkrezol

Setostearil alkol

Gliserol

Konsantre hidroklorik asit
Polisorbat 60

Saf su

Tirecort

Krem

Betametazon Valerat 1 mg/g

20 mg Fusidik asit
Makrogol setostearil eter 20
Setostearil alkol

Beyaz yumusak parafin
Klorokresol

Butil hidroksi anisol (E320)
S1v1 parafin

Saf su

Sodyum dihidroje dihidrat
Sodyum hidroksit
Hidroklorik asit

Celestone
Chronodose

Ampdl

3 mg Betametazon Asetat,
3,947 mg Betametazon
Disodyum Fosfat

Disodyum fosfat (susuz)
Monosodyum fosfat (monohidrat)
Disodyum etilendiamin tetra asetat
(dihidrat)

Benzalkonyum klor(r
Enjeksiyonluk su

Belogent

Krem

Betametazon Dipropiyonat 0,5
mg/g

Klorokrezol

Sodyum dihidrojen fosfat Monohidrat
Fosforikasit

Makrogol setilstearat eter

Setil Stearil alkol

S1v1 parafin

Beyaz yumusak parafin

Sodyum hidroksit

Saf su

Belogent

Merhem

Betametazon Dipropiyonat 0,5
mg/g

1 mg Gentamisin siilfat
S1v1 parafin
Beyaz yumusak parafin

Betasalic

Losyon

Her 1 gram losyon
dipropiyonat formunda 0,5
mg'a esdeger Betametazon

20 mg Salisilik asit
Sodyum EDTA
Hidroksipropil metil seliiloz
Sodyum hidroksit

Izopropil alkol

Saf Su
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Mstahzar | Farmasotik | g 1 etazon Derisimi Miistahzardaki Diger Maddeler
Ismi Form
Her 1 gram losyon 30 mg Salisilik asit
Betasalic Merhem dipropiyonat formunda 0,5 Sivi parafin
mg'a esdeger Betametazon Beyaz yumusak parafin
Klorokrezol
Sodyum dihidrojen fosfat Monohidrat
Dermabel Krem Betametazon (dipropiyonat) 0,5 | fosforik asit _
ma/g Makrogol setilstearat eter
Setil stearil alkol
S1v1 parafin
Sodyum fosfat dibazik susuz
Sodyum klorur
. . Disodyum edetat
Betametazon Dipropiyonat: . Y
Polisorbat 80
. 6,43 mg (5,0 mg Betametazona .
. Enjektabl N Benzil alkol
Diprospan Esdeger) Betametazon Sodyum .
Preparat Metil paraben
Fosfat: 2.63 mg (2,0 mg .
Betametazona Esdeger) Propil paraben
ctametazona Bscege Sodyum karboksi metil seluloz
Polietilen glikol
Enjeksiyonluk su
0,05 mg kalsipotriol
. . Sivi parafin
;sect);cutan Pomad anet}almetazon Dipropiyonat 0,5 Polioksipropilen-15-stearil eter
gy A-tokoferol
Beyaz yumusak parafin
0,05 mg kalsipotriol
S1vi parafin
Psocal Beta Merhem Betametazon Dipropiyonat 0,5 | Polioksi propilen-11- stearil eter( butil
Merhem mg/g hidroksitoluen (E321))
Vitamin E(a-tokoferol)
Beyaz yumusak parafin
0,05 mg Kalsipotriole
- . . S1v1 parafin
FJ;:::;I{;B Merhem liet;elmetazon Dipropiyonat 0,5 Polioksipropilen-15- stearil eter
g'g A-tokoferol
Vazelin
Sodyum tiyosulfat
Sodyum bisiilfit
. Betametazon 1 mg/mL Sodyum edetat
Oftalmik N . . . . .
Brumeton damla Silfasetamid Sodyum 100 Metil p-hidroksi benzoat propil p-

mg/mL

hidroksi benzoat
Etoksilenmis lanolin esterleri
Polisorbat 80
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2.6.Metil Paraben

2.6.1. Metil Paraben’in kimyasal ve fiziksel 6zellikleri

Cizelge 2.5. Metil Paraben’in kimyasal ve fiziksel 6zellikleri [3]

Kimyasal Adi Metil-4-hidroksibenzoat
Kapali Formiilii CgHsO3
Molekiil Agirhig: 152,15 g/mol
Erime Noktasi 125-128°C
Cozinirligi Etanol ve Eterde ¢ozUnur.
Rengi, formu Beyaz Kristal toz
Saklama Kosullari Oda sicakliginda ve hava gegirmeyen kaplarda saklanmalidir.
O
OCH,
HO

Sekil 2.3. Metil Paraben’in agik formiilii

2.6.2. Metil Paraben’in farmakolojik 6zellikleri

Metil Paraben kozmetik, gida tiriinleri ve farmasotik formiilasyonlarda antimikrobiyal bir
koruyucu olarak yaygin kullanilir. Tek basina, parabenlerle veya diger antimikrobiyal
ajanlarla kombinasyon halinde kullanilabilir. Kozmetikte, metil paraben en sik kullanilan
antimikrobiyal koruyucudur. Parabenler genis bir pH araliginda etkilidir ve maya ve kiiflere
kars1 en etkili olmalarina ragmen genis bir antimikrobiyal aktivite spektrumuna sahiptir.
Alkil pargasmim zincir uzunlugu arttikga antimikrobiyal aktivite artar, ancak suda
¢cozlinlirlik azalir; bu nedenle etkili koruma saglamak i¢in siklikla bir paraben karigimi
kullanilir. Parabenlerin zayif ¢oziiniirliigli nedeniyle, paraben tuzlari (6zellikle sodyum tuzu)
formiilasyonlarda daha sik kullanilmaktadir. Metil paraben (%0,18) ve propil paraben

(%0,02) birlikte ¢esitli parenteral farmasotik formiilasyonlarin korunmasi igin kullanilir [3].
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2.7. Propil Paraben

2.7.1. Propil Paraben’in kimyasal ve fiziksel 6zellikleri

Cizelge 2.6. Propil Paraben’in kimyasal ve fiziksel 6zellikleri [3]

Kimyasal Adi Propil 4-hidroksibenzoat
Kapali Formiilii C10H1203
Molekiil Agirligi 180,20 g/mol
Erime Noktasi 96-99°C
Coziunurligi Aseton, Eter, Etanolde ¢6zindir.
Rengi, formu Beyaz kristal toz
Saklanmasi Oda sicakliginda ve hava gegirmeyen kaplarda saklanmalidir.
0
CH3
DM
HO

Sekil 2.4. Propil Paraben’in agik formiilii

2.7.2. Propil Paraben’in farmakolojik 6zellikleri

Propil paraben kozmetik, gida iiriinleri ve farmasotik formiilasyonlarda antimikrobiyal bir
koruyucu olarak yaygin olarak kullanilir. Zayif ¢oziiniirliigii nedeniyle, paraben tuzlari
(6zellikle sodyum tuzu) formiilasyonlarda daha sik kullanilmaktadir. Sentetik olarak iiretilir.
Bir¢ok bitki ve boceklerde bulunan dogal bir madde olarak ortaya ¢ikar. Parabenlerin, gram
pozitiflere kars1 etkisi gram negatif organizmalara olan etkisinden daha fazladir.
Pseudomonas’lara kars1 zayif etkilidir. Parabenlerin maya ve kiiflere kars1 61diirme aktivitesi

bakterilere gore daha fazladir. Sik sik diger koruyucularla birlikte kullanilirlar.

Parabenler organik asit olup, organik asitlerin etkinligi ortamin pH’sina, asidin dissosiye
olmasina ve antimikrobiyal maddenin etkisine baglidir. Dissosiye olmamus ve lipofilik olan
organik asitler hiicre membranlarindan kolaylikla gectikleri i¢in daha yliksek antimikrobiyal
etkiye sahip olduklar1 ifade edilmektedir. Ortamm pH degeri arttiginda ozellikle gida

zehirlenmesi yapan ve bozunmaya neden olan bakterilerin yasadigi pH 5,5-5,8’da pek cok
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organik asit mikrobiyal inhibitdr olarak etkin olamazken, parabenler notral pH’da dissosiye
olmadan kalmakta ve pH 7’ye kadar etkin bir inhibitor 6zellik gdstermektedirler. Bu
ozelliklere ek olarak sahip olduklar yliksek pH degeri nedeniyle de bakteri, kiif ve mayalara
kars1 etkilidirler. Bu nedenle parabenlerin pH 7 ve tizerindeki gidalarda antimikrobiyal

olarak kullanabilmeleri miimkin olmaktadir.

Propil parabenin metabolizmasi ¢alisilan bir arastirmada, propil parabenin insanlarda oral
alimdan sonra hizla emildigi ve sistematik olarak dagildig: bildirilmektedir. Ayrica propil
parabenin atilmadan Once biiylik ¢ogunlugunun metabolize oldugu ve insan viicudunda

serbest formunda nadiren bulundugu tespit edilmistir.

2.8. Oftalmik Preparatlar

Oftalmik ¢ozeltiler topikal olarak g6z mukozasina veya i¢ dokularina tatbik igin kullanilirlar.
Goz dokularinin 6zel ve duyarl yapilar1 nedeniyle oftalmik ¢ozeltiler parenteral ¢ozeltiler
gibi hazirlanirlar. G6z damlalar1 ve banyolar1 igerisinde bulunacak mikro organizmalar ve
Ozellikle Bacillus Pyocyanus, Pseudomonas tiirleri, goz mukozasinda ve yarali gbzde
korneay1 bozup enfeksiyonlar meydana getirirler. Bundan o6tiirii oftalmik c¢ozeltiler steril

cozeltilerdir.

Bakterisitler etkenlerle, kaplarla ve damlaliklarla ge¢imli ve gbozde irritasyon yapmayan
Ozellikte olmalidirlar. Ameliyatlarda kullanilacak oftalmik ¢ozeltilere koruyucu (bakterisid)
madde konmaz. Bu ¢ozeltiler tek dozlu kablarda ve sterilize edilmis halde bulunmalidirlar.
Yabanci cisim ve korneal asinmalari teshis i¢in kullanilacak (Fluorescein gibi) g6z damlalar1
da steril ve tercihan tek dozlu kaplara konmus olmalidir. Bu is tamponlar ile temin edilir.
G0z yasinin pH'st 7,4 diir ve hafif tamponlama o6zelligi vardir. Ancak oldukca asit

karakterdeki Pilokarpin HCI, Adrenalin bitartarat vb. maddeleri karsilayamaz.

Oftalmik cozeltiler i¢in en iyi pH 7,4 ise de bu pH'da baz1 maddeler ¢0zinmez, bazilar1
¢Oker, bazilar1 dayanikli olmaz. Bu durumda yapilacak is, ¢ozeltiyi pH 7,4'e yakin fakat en
stabil pH'da tutmaktir [9].

Gozyasinin kan ile ayn1 osmotik basinca sahip oldugu kabul edilir. Osmoz nedeniyle irritan

bir etkinin meydana gelmememesi igin, oftalmik ¢6zeltinin izotonik veya hipertonik olmasi
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istenir. Oftalmik ¢ozeltilerin hazirlanmasinda, etken maddeyi ¢6zmek, terapdtik etkiyi ve

stabiliteyi arttirmak, ya da hasta gdzde agr1 yapmasini 6nlemek gibi amaglarla bu ¢ozeltilere

tamponlayict maddelerin de ilavesi cogu zaman gerekli olmaktadir [10].

2.9. Analiz Yontemleri

2.9.1. Sulfasetamid Sodyum

Sulfasetamid sodyum iceren c¢esitli matrikslerde analiz yontemleri Cizelge 2.7.’de
Ozetlenmistir.

Cizelge 2.7. Stlfasetamid Sodyum analiz yontemleri

Numune

Diger
Maddeler

Ydntem

Kosullar

Calisma
Arahg:

LOD

Ref.

Standart

LC

Kolon: End-capped octadecylsilyl
silica gel

Mobil Faz: Glasiyel asetik asit,
methanol, su (1:10:89 h/h)
Dedektor: UV

Dalga Boyu: 254 nm

[5]

Standart

LC

Kolon: End-capped octadecylsilyl
silica gel

Mobil Faz: Glasiyel asetik asit,
methanol, su

Dedektor: UV

Dalga Boyu: 254 nm

Akis Hizi: 0,8 mL/dak

(6]

Standart

LC

Kolon: 4,6-mm x 25 cm

Mobil Faz: Su, asetonitril,
glasiyel asetik asit (89:10:1 h/h)
Dalga Boyu: 254 nm

Akis Hizi: 1,5 mL/dak

[11]

Su

Silfanilamid
Silfadiazin
Silfatiazol
Slilfamerazin
Silfadimidin
Sulfametoksipiridazin
Siilfadoksin
Siilfametoksazol
Silfisoksazol
Slilfadimetoksin

UHPLC

Kolon: Hypersil Gold Cis
Mobil Faz: %0,3(h/h) Formik
asit, asetonitril

Dedektor: DAD

Dalga Boyu: 260-280 nm

25-
1000
pg/mL

6,87
pg/mL

[12]

Oftalmik
Siispansiyon

Prednizolon asetat

HPLC

Kolon: Zorbax ODS

Mobil Faz: Metanol, su (80:20,
h/h), pH: 5,0

Dedektor: UV

Dalga Boyu: 254 nm

5,0
350,0
pg/mL

[13]
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Diger

Calisma

Silfametoksazol

Stlfadimetoksin

Numune Maddeler Ydéntem Kosullar Arah LOD | Ref.
Sglfadlazm_ Kolon: Agilent Eclipse Plus Cig
Stlfamerazin
.. . (1,8 um, 2,1 x 50 mm
pulfametazin Mobil Faz: Metanol, 90,1 0055
Su Sulfametoksipiridazin - | UHPLC o ] ' 9,3 ng/L| [14]
. s Formik asit ¢ozeltisi (68:32 h/h) | pg/L
Sulfakloropiridazin B}
Stilfametoksazol Dedektor: FLD
Siilfisoksazol Dalga Boyu: 405- 495 nm
Silfadiazin Kolon: Cig Chrom Sep (250 mm
Silfatiazol x 3,0 mm, i.d)
Silfametazin Mobil Faz: TFA ¢ozeltisi, 5-200
Atik . ... IMEPS/L . - 1
ik Su Sulfametoksipiridazin SILC asetonitril, metanol (80:12:8 h/h) | ng/mL [15]
Stilfametoksazol Dedektér: DAD
Dalga Boyu: 269 nm
Kolon: Eclipse-XDB- Ci5 (250
e mm X 4,6 mm,5 um)
Hayvansal gzrﬁgﬁ;‘& Mobil Faz: Fosfat tamponu 30
Grda Siilfametazin HPLC mqu/L, metanol (pH:4,5), - - [16]
Stlfametoksazol gradient
Dedektér: DAD
Dalga Boyu: 210 nm
Kolon: Cig Chrom Sep HPLC
Silfadiazin (250 mm x 3,0 mm, i.d.)
Siilfatiazol Mobil Faz: Asetonitril, metanol 30-300
Yumurta Silfametazin HPLC | (60:40 h/h) na/ - [17]
Sulfamethoksipiridazin Akis hizi: 1,0 mL/dak g9
Siilfametoksazol Dedektér: DAD
! Dalga Boyu: 269 nm
Siilfatiazol
Silfamerazin
Silfametazin Kolon: Cig 150 x 4,6 mm, 5 ym
Stilfametoksipiridazin Mobil Faz: Su, asetonitril(%0,1
] . LC-ESI- L .
Yumurta  [Stlfametizol MS/MS formik asit), gradient - - [18]
Siilfakloropiridazin Akis hizi: 1,0 mL/dak
Siilfametoksazol Dedektor: API1 5000
Siilfadimetoksin
Siilfakuinoksalin
Siilfaguanidin
Silfisomidin
Silfanilamid (1.S*)
Sulfapridin
e Kolon: A Zorbax Extended Cis
Siilfatiazol
. . (12 mm % 4,6 mm; 5 pm)
Siilfametazin . .
Bal Siilfametizol Mobil Faz: Asetonitril, asetat 1-100 | 0.3
; HPLC [ tampon (pH 4,50, 20 mM) (27:73 ’ [19]
Sulfamoksol hih) ng/g | nglg
gz:zmgfmemksm Ak hizt: 0,3 mL/dak
Siilfakloropiridazin Dalga Boyu: 405-495 nm
Siilfadoksin
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Diger R Calisma
Numune Maddeler Ydntem Kosullar Arah LOD | Ref.
Siilfanilamid Kolon: MerckLichrospher RP18 5
Siilfadiazin um 250 > 4 mm
st Siilfatiazol HPLC Mobll_ng. Formik A5|t.g.ozelt|5|, 50-500( [20]
] . asetonitril, metanol (80:3:17 h/h) | ng/kg
Sulfamerazin .
Siilfametizol Dedektor: Diod Array
Dalga Boyu: 265 nm

IS*: Internal Standart

2.9.2. Betametazon

Betametazon igeren ¢esitli matrikslerde analiz yontemleri Cizelge 2.8.’de 6zetlenmistir.

Cizelge 2.8. Betametazon analiz yontemleri

Numune

Diger
Maddeler

Ydntem

Kosullar

Calisma

Arahg:

LOD

Ref.

Standart

LC

Kolon: End-capped octadecylsilyl
silica gel

Mobil Faz: Asetonitril, su

Akis Hizi: 2,5 mL/dak

Dedektor: UV

Dalga Boyu: 254 nm

[5]

Standart

LC

Kolon: End-capped octadecylsilyl
silica gel

(1=0,25m, @ =4,6 mm, 5 um)
Mobil Faz: Asetonitril, su

Akis Hizi: 2,5 mL/dak

Dedektor: UV

Dalga Boyu: 254 nm

[6]

Standart

LC

Kolon: 4,6-mm x 25 cm

Mobil Faz: Su, asetonitril (63:37 h/h)
Akis Hizi: 1,0 mL/dak

Dalga Boyu: 240 nm

[11]

Farmasotik
Krem

Kliokinol

LC

Kolon: Shim-Pack (150 mm x 4.6
mm i.d) CLC-cyanopropylbonded
Mobil Faz: Metanol, 0,02 M Sodyum
dihidrojen fosfat (55:45 h/h) (pH:
4,0)

Akis hizt: 1 mL/dak

Dedektor: SPD- 20A Uv detector
Dalga Boyu: 240 nm

2-30
pg/mL

0,46
g/mL

[21]

Farmasotik
Krem, Jel ve
Merhem

UHPLC

Kolon: (30 mm x 2 mm i.d., 2,2 um)
Mobil Faz: Asetonitril, su (60:40 h/h)
Akis hizt: 0,2 mL/dak

Dedektor: DAD*

Dalga Boyu: 254 nm

5-200
pg/mL

[22]
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Numune

Diger
Maddeler

Ydntem

Kosullar

Calisma
Arahg

LOD

Ref.

Dermato
Farmokinetik
Calismasi

LC-MS

Kolon: Shim-pack VP-ODS Cys (150
x 2,0 mm, 5 pm)

Mobil Faz: Asetonitril, %0,2 formik
asit igeren 1 mM amonyum asetat
tampon, gradient

Akis hizt: 0,2 mL/dak

Dedektor: MS

0,5-300
pug/mL

[23]

Insan Plazmasi

UPLC-
MS/MS

Kolon: Luna Cig (150 mmx2,0 mm,
5 pum)

Mobil Faz: Metanol, su (20 mM
amonyum asetat) (70:30 h/h)
Dedektér: MS/MS

2,525.10°
-403,9.10°

mol/dm?

[24]

Farmasotik
Krem

Butenafin
hidroklorir

HPLC

Kolon: Cyg (250 x 4,6 mm id)
Mobil Faz: Metanol ve su, gradient
Akis hizt: 1,0 mL/dak

Dedektor: DAD

Dalga Boyu: 254 nm

2,5-25
pg/mL

0,46
lLg/mL

[25]

Farmasotik
Surup

Deksklorfenira
min maleat,
Sodyum
benzoat

HPLC

Kolon: Cis

Mobil Faz: Asetonitril, 0,02 M fosfat
tamponu ph: 2,7 (35:65 h/h)

Akis hizt: 1,0 mL/dak

Dedektor: UV

Dalga Boyu: 254 nm

6,0-15,9
pg/mL

0,10
lLg/mL

[26]

Farmasotik
Topikal

Fusidik asit,
Klotrimazol,
Kalkipotriol
monohidrat

HPLC

Kolon: Cig (4.6 x 250mm, 5 um)
Mobil Faz: Asetonitril, su (36:65 h/h)
Akis hizi:1 mL/dak

Dedektor: UV

Dalga Boyu: 230 nm

0,5-20
pg/mL

0,1449
Lg/mL

[27]

Farmasotik
Merhem

Kalkipotriol
monohidrat

HPLC

Kolon: Onyx Monolithic Cis
Mobil Faz: Metanol, su, asetik asit,
gradient

Akis hizt: 2 mL/dak

Dedektor: UV

Dalga Boyu: 264 nm

2-100
pg/mL

0,33
Lg/mL

[28]

Farmasotik
Tablet

Deksametason

UPLC-
MS/MS

Kolon: BEH Cis (50 mm x 2,1 mm,
1,7 um)

Mobil Faz: Asetonitril, %0,1 (h/h)
asetik asit ¢ozeltisi

Dalga Boyu: 451>361 m/z on MRM
mode

10-1500
ng/mL

1,0
ng/mL

[29]

DAD*: Diyod Array Dedektor
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[la¢ matrikslerinde Metil paraben igeren analiz yontemleri Cizelge 2.9.”da 6zetlenmistir.

Cizelge 2.9. Metil Paraben analiz yontemleri

Numune

Diger
Maddeler

Ydntem

Kosullar

Calisma
Arahg

LOD

Ref.

Farmasotik
Dozaj Formu

Sertakonazol nitrat,
Sorbik asit

HPLC-
DAD

Kolon: Venusil XBP CN (4,6 x
250 mm, 5 pm)

Mobil Faz: Fosfat tampon pH: 2,5
- asetonitril, gradient

Akis hizt: 1,8 mL/dak

Dedektor: DAD*

Dalga Boyu: 225 nm

1-250
ug/mL

0,21
Lug/mL

[30]

Oral ve
Enjektabl
Formilasyon

Propil paraben,
Propil paraben sodyum

HPLC

Kolon: 5 pm SGE C1gHQ 105 (25
cm x 4,6 mm),

Mobil Faz: Asetat tamponu pH:4,0,
metanol (18:82 h/h)

Akis hizt: 1 mL/dak

Dedektor: UV

Dalga Boyu: 254 nm

0,02-0,2
mg/mL

1,50
LLg/mL

[31]

Oral ve
Enjektabl
Formilasyon

Propil paraben,
Propil paraben sodyum

HPLC

Kolon: 5um SGE Cis HQ 105
column (25 cm x 4.6 mm)
Mobil Faz: Asetat tampon,
asetonitril pH:4,0 (20:80 h/h)
Akis hizt: 1,0 mL/dak
Dedektor: UV

Dalga Boyu: 254 nm

0,01-
0,14
mg/mL

0,60
Lg/mL

[315]

Surup

Levodropropizin,
Propil paraben

GC-MS

Kolon: Inertsil® Cig, (250 mm x
4,6mm, 5um)

Mobil Faz: Asetonitril, %0,1
trietilamin ¢ozeltisi ph: 3,0 (50:50
h/h)

Akis hizt: 1,0 mL/dak

Dedektor: UV

Dalga Boyu: 240 nm

1,625-
13,0
pug/mL

0,071
Lg/mL

[32]

Oral Pediatrik
Siispansiyon

ibuprofen,
impurite C,
impurite A,
Propil paraben,
Sodyum benzoat

HPLC

Kolon: Eurospher 1l column (Cig 5
Im, 150 mm 9 4,6 mm)

Mobil Faz: 100 mL %0,05 TFA
icinde 5,0 g SDS, 6,6 g biitan-1-ol,
0,8 g n-heptandan

Akis hizt: 1 mL/dak

Dedektor: DAD

Dalga Boyu: 254 nm

20-60
png/mL

(33]
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Diger

Calisma

Numune Maddeler Ydéntem Kosullar Arahg LOD| Ref.
Kolon: Waters X-terra RP18 (250x
4,6mm i.d, 5 mm)
Mobil Faz: Asetonitril,
Pizotifen, tetrahifrofuran, 0,1 M potasyum 150- 350
Surup Propil paraben, HPLC dihidrojen fosfat pH: 3,5 (4,59 mM L - [34]
Sintesis impurite A-B heptan sulfonat) (38:1,5:62 h/h) He
Akis hizt: 1 mL/dak
Dedektér: DAD
Dalga Boyu: 220 nm
- Etil paraben, RP-1_8WF?54S (20 cmx 10 cm), 0.46-
Farmasotik . Mobil Faz: Metanol 0,37
Propil paraben, TLC . 2,47 [35]
Preperatlar Butil paraben Dedektér: UV oot Lg/mL
P Dalga Boyu: 254 nm HE'sp
P I
S
R Mobil Faz: 2,6 mM hekzansulfonik
Triprolidin, . .
Propil paraben asit sodyum tuzu iceren 28 mM
’ ihidrojen fosfat pH: 1-2
Surup Sodyum benzoat, HPLC S°dy“'.m d'. idrojen 05 atp .3’0 0.1-20 - |[36]
. fosforik asit- asetonitril, gradient  [ug/mL
P-aminofenol, .
T . Dedektor: UV
Triprolidin Z-izomeri, Dalga Bovu: 214 nm
4-hidroksi benzoik asit, ga Boyu:
4-klorasetailid
Kolon: Cig (5 um particle size, 250
mm, 4,6 mm id)
Farmas6tik  |Deksametason, Mobil Faz: 0.1 M gmon'yum ase'tat 4-100 0,09
i o HPLC tamponu, asrtonitril pH: 3,0 (60:40 [37]
Formilasyon |Klorfeniramin maleat, hih) ug/mL  |ug/mL
Propil paraben Akis hizi: 1 mL/dak
Dalga Boyu: 220 nm
Granisetron Kolon: Symmet‘ry Shield RP18
hidrokloriir (100 x 4,6 mm id, 3,5 um
) | Mobil Faz: 0,05 M Potasyum
Oral 1-metil-1H-indazol-3- S
" N dihidrojen fosfat tamponu (pH: 40-120 [1,24
Farmasotik  |karboksilik asit HPLC L ) [38]
Preparatlar  Sodvum benzoat 3,0), fosforik asit (30:70 h/h) ug/mL  |ug/mL
P Y ' Akis hizi: 2 mL/dak
Propil paraben, Dalga Boyu: 240 nm
4-hidroksi benzoik asit ga Boyu.
Kolon: oktadesil silica (ODS) Cis
(4,6 mm x 25 cm, 5 pm)
Mobil Faz: Asetonitril, metanol
. o ' |100-500/0,87
Merhem Butil paraben HPLC fosfat tamponu (10:40:50 h/h) ugml jg/mL [39]

Akis hizt: 1 mL/dak
Dedektor: UV
Dalga Boyu: 270 nm
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Numune Ml:);dg;erler Yontem Kosullar (:Ail:l?gl? LOD| Ref.
Kolon: BEH- Cys (carbon 17,7 %)
ve BEH-Shield RP18 (carbon 16,6
%) (100 x 2,1 mm, 1,7 pm
" Ipropil paraben, Mobil Faz: 001 Mpotasyum g o ) 7
Stispansiyon Loratadin UPLC hidrojen fosfat, metanol-asetonitril ugml g/l [40]
(50:50 h/h)
Akis hizt: 0,45mL/dak
Dedektor: Diod array
Dalga Boyu: 254 nm
P-hidroksi benzoik asit, Kolon: Cig ChromSpher polymeric
2-Fenoksietanol, octadecylsilane (ODS)-
Etil-p-hidroksi benzoat, encapsulated spherical silica
. Propil-p- hidroksi Mobil Faz: Asetonitril, 43,5-
';;’:’;E;’;;Ohu benzoat, HPLC | tetrahidrofuran, su (22:14: 64 hih) [217,5 i‘g"/?nL [41]
Iso-Butil-p- hidroksi Akis hizt: 1,5 mL/dak pug/mL
benzoat, Dedektor: UV
n-Butil-p- hidroksi Dalga Boyu: 258 nm
benzoat
Kolon: Chromolith fast gradient
Metil isotiazolinon, reversed-phase 18e
Kozmetik, Metil kloroisotiazolinon, Mobil Faz: Asetonitril, %0,1 0,25- b 06
Temizlik Benzil alkol, UHPLC | formik asit, gradient 10,0 ' [42]
Ajani ve Tlag [Sodyum benzoat Akis hizi: 0,7 mL/dak pg/mL pg/mL
Dedektor: UV
Dalga Boyu: 257 nm
Kolon: Lichrosorb Cig, 150mm x
. 4,6mm x 5 um
Fenotrin 0,08-
Pedikulozis o . Mobil Faz: Metanol, su (80:20 h/h)|’ 0,03
Ilact E;::Z:)I; hidroksi HPLC Akis hizi: 1,0 mL/dak ?r;gjrmL mg/mL [43]
Dedektor: UV
Dalga Boyu: 254 nm
Benzil alkol, Kolon: Cis (2,2mm x 100 mm, 1,7
Benzoik asit, )
Topikal Feno.ksi e.tanol, Mobil Faz: % 0,.1 prtofosforik asit,
Ordinler Sorbik asit, UPLC metanol, asetonitril, gradient - - |[44]
Propil paraben, Akis hizi: 0,2 mL/dak
Etil paraben, Dedektor: PDA
Butil paraben Dalga Boyu: 255 nm
Kolon: Cis (250 mm x 4,6 mm, 5
pm)
. Mobil Faz: Asetonitril, %0,3
\Vajinal Jel migﬁnggggn HPLC | fosforik asit ozeltisi (20:80 hh) uz_/erL u;/’; |81
Akis hizi: 1,0 mL/dak
Dedektor: UV
Dalga Boyu: 260 nm
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Diger

Calisma

Numune Maddeler YOntem Kosullar Arahg LOD| Ref.

Diklofenak,

Flufenamik asit,

Ketoprofen,

Naprok .

Bzfa::‘)i bsrzrt]’ Kolon: Acquity Uplc Beh C1g(1,7
L] pum; 2,1 x 50 mm)

Fenofibrat, .

Gemfibrozil Mobil Faz: 13mM amonyum 13.0-

Atik Su Etil paraben, UPLC- format tamponu (pH: 9,25 formik 800,0 4,0 [45]

. MS asit) ve metanol, gradient ng/g

Propil paraben, ng/g

Butil paraben,

Benzofenon 1,
Benzofenon 3,
Benzofenon 6,
Benzofenon 8

4-Hidroksi benzofenon,

Akis hizt: 350 ulL/dak
Dedektor: Electrospray tandem
mass spectrometry

*DAD: Diyod Array Dedektor

2.9.4. Propil Paraben

[la¢ matrikslerinde Propil paraben iceren analiz yontemleri Cizelge 2.10.’da dzetlenmistir.

Cizelge 2.10. Propil Paraben analiz yéntemleri

Numune Ml:dg;;ler Yontem Kosullar iarlfl:g? LOD | Ref.
Kolon: 5um SGE Cig HQ 105 (25
cm x 4,6 mm)
Oral ve Metil paraben, Mobil Faz: Asetat tampon, 0,004- .50
Enjeksiyonluk [Metil paraben HPLC | asetonitril pH:4,0 (18:82 h/h) 0,04 ' [31]
Preparatlar sodyum Akis hizi: 1,0 mL/dak mg/mL pg/mL
Dedektor: UV
Dalga Boyu: 254 nm
Kolon: 5um SGE Cis HQ 105
. column (25 cm x 4,6 mm)
Oral ve mz:: E::ZEE:’ Mobil Faz: Asetat tampon, 0,002- 018
Enjektabl sodyum HPLC | asetonitril pH:4,0 (20:80 h/h) 0,03 u:g/mL [31]
Preparatlar Akis hizi: 1,0 mL/dak mg/mL
Dedektor: UV
Dalga Boyu: 254 nm
Kolon: Inertsil Cis (250 mm x
4,6mm, 5um)
. Mobil Faz: Asetonitril, % 0,1
Surup k:e\iﬂd;zgep:m HPLC | trietilamin pH: 3,0 (50:50 h/h) ﬁgz/fn i’o 3:::@ [32]
Akis hizi: 1,0 mL/dak
Dedektor: UV
Dalga Boyu: 240 nm
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Numune Ml:);dg;erler Yontem Kosullar (:Ail;slig? LOD | Ref.
Kolon: Waters Cortecs Cig (2,7 um,
Para-hidroksi 4,6 x 150 mm)
" benzoat, Mobil Faz: Su, asetonitril, %0,1 0,05-
Efg?;‘g':nlan Metil paraben, | HPLC | ortofosforik asit (100:900:1 h/h) | 0,52 3;121‘:’3 [47]
Etil paraben, Akis hizt: 0,8 mL/dak pug/mL
Butil paraben Dedektor: UV
Dalga Boyu: 254 nm
. Mobil Faz: Metanol, su
s Metil paraben, ' 0,54-
Farmasotik Etil paraben, HP-TLC Akis h1?1:. 0,5 mL/dak 3,24 0,13 [48]
Preparatlar Butil paraben Dedektér: UV ug/spot Lg/spot
Dalga Boyu: 254 nm
Tbuprofen, Kolon: Eurospher 11 Cig (150 mm X
Impurite A, 4,6 mmi.d., 5 um)
Impurite C, Mobil Faz: 3,3 g SDS, 6,6 g butan-
Oral Pediatrik  [Sodyum benzoat, HPLC 1-ol, 0,8 g n-heptan 100 mL % 0,05| 10-30 i [33]
Siispansiyon Metil paraben, TFA’da. pg/mL
Propil paraben, Akis hizi: 1 mL/dak
Dedektor: DAD
Dalga Boyu: 254 nm
Kolon: Waters X-terra RP18 (250x
4,6mm i.d, 5 um)
o Mobil Faz: Asetonitril,
Pizotifen, tetrahifrofuran, 0,1 M potasyum
Metil paraben, L F 45-105
Surup Sentez impuritesi HPLC | dihidrojen fosfat pH: 3,5 (4,59 mM ug/mL - [34]
A ve B pizotifen heptan sulfonat) (38:1,5:62 h/h)
Akis hizt: 1 mL/dak
Dedektor: DAD
Dalga Boyu: 220 nm
Parasetamol
Psedoefedrin,
Triprolidin, Kolon: Cis
Metil paraben, Mobil Faz: 2,6 mM hekzansulfonik
Sodyum benzoat, asit sodyum tuzu igeren 28 mM 01-10 .03
Surup P-aminofenol, | HPLC | sodyum dihidrojen fosfat pH: 3,0, ' ' [36]
Triprolidin Z- gradient ng/mL g/mL
izomeri, Dedektor: UV
4-hidroksi Dalga Boyu: 214 nm
benzoik asit,
4-klorasetailid
Kolon: Cig (5 um, 250 mm, 4,6 mm
id)
Deksametason, Mobil Faz: 0,1 M amonyum asetat
Farmasotik Klorfeniramin HPLC tamponu, asrtonitril pH: 3,0 (60:40 | 7-50 0,85 [37]
Formiilasyon  |maleat, h/h) pg/mL  jug/mL

Metil paraben

Akis hizt: 1 mL/dak
Dalga Boyu: 220 nm
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Diger

Calisma

Numune Maddeler Ydéntem Kosullar Arahg LOD | Ref.
G_ramsetr9n Kolon: Symmetry Shield RP18
hidroklordr, .
1-metil-1H- (100 x 4,6 mm id, 3,5 pm)
indazol-3- Mobil Faz: 0,05 M Potasyum
Oral Farmasotik karboksilik asit, | HPLC dihidrojen fosfa’_t tamPonu (pH: 10-30 0,671 [38]
Preparat 3,0), fosforik asit (30:70 h/h) pg/mL  |ug/mL
Sodyum benzoat,
. Akis hizi: 2 mL/dak
Metil paraben, Dalga Boyu: 240 nm
4-hidroksi ga Byt
benzoik asit
Kolon: Lichrosorb Cyg, 150mm X
. 4,6mm and 5 pm
Fenotrin, . ] ] 0,05-
Pedikulozis flaci|Metil-4- hidroksi] HPLC | Moot Fez: Metanol, su(80:200h) | o 4 002 1y
benzoat Akis hizi: 1,0 mL/dak ma/mL mg/mL
Dedektor: UV g
Dalga Boyu: 254 nm
P-hidroksi
benzoik asit, .
) Kolon: Cig Chrom Spher polymeric
2-Fenoksietanol, L
. ) . oktadesil silane (ODS) enkapsulat
Etil-p-hidroksi . .
benzoat sferikal silika
. o Mobil Faz: Asetonitril,
:;g?r::;n; o Eirgfgltsri)-benzoat HPLC | tetrahidrofuran, su (22:14: 64 h/h) 54/511740 S’S/mL [41]
4 i o-Butil-o- ' Akis hizi: 1,5 mL/dak HE HE
. . P Dedektor: UV
hidroksi Dalga Boyu: 258 nm
benzoate, ga Soyu:
n-Butil-p-
hidroksi benzoat
Benzil alkol, Kolon: Cyg (2,1mm x 100 mm,
Benzoik asit, 1,7w)
Fenoksi etanol, Mobil Faz: % 0,1 ortofosforik asit,
Topikal Uriinler [Sorbik asit, UPLC | metanol, asetonitril, gradient - - [44]
Propil paraben, Akis hizi: 0,2 mL/dak
Etil paraben, Dedektér: DAD
Butil paraben Dalga Boyu: 255 nm
Diklofenak,
Flufenamik asit,
Ketoprofen,
Naproksen,
Bezafibrat, Kolon: Acquity Uplc Beh Cis (1,7
Fenofibrat, um; 2,1 x 50 mm)
Gemfibrozil, Mobil Faz: 13mM amonyum
Etil paraben, UPLC- | format tamponu (pH: 9,25 formik |5,0-480,0
Atk Su Metil paraben, | MS asit), metanol, gradient ng/g 2.0ng/g| [45]

Butil paraben,
4-Hidroksi
benzofenon,
Benzofenon 1,
Benzofenon 3,
Benzofenon 6,
Benzofenon 8

Akis hizt: 350 pL/dak
Dedektor: Electrospray tandem
mass spectrometry
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Diger R Calisma
Numune Maddeler YOntem Kosullar Arahg LOD | Ref.
Kolon: ACE Cig (250 x 4,6 mm, 5
K_olln 5_aI|5|Iat, LI\l/loi)il Faz: Asetonitril, fosfat
. . Lidokain . 4,0-6,0 | 0,09
Dis Jeli hidroklorir HPLC | tamponu pH: 3,0, gradient ugmL | pg/mL [49]
Metil parab’en Akis hizi: 1,0 mL/dak
Dedektdr: DAD
Dalga Boyu: 260 nm
Kolon: Cig (250 mm x 4.6 mm, 5
pm)
Mobil Faz: Asetonitril ve %0,3 2520 | 005
Vajinal Jel Metronidazol, | HPLC | fosforik asit ¢ézeltisi (20:80 h/h) ' ' [46]
Metil paraben Akis hizi: 1,0 mL/dak ng/ml | pg/mL
Dedektor: UV
Dalga Boyu: 260 nm

2.10. UV Spektrofotometrisi

Elektromanyetik spektrumun 100-200 nm dalga boylar1 aras1 vakum ultraviyole olarak, 200-
380 nm dalga boylar1 aras1 ise ultraviyole olarak adlandirilir. Bir molekiiliin total enerjisi,
elektronik, titresimsel ve donme enerjileri  toplamudir. Bu durum,

Etota=EEglektronik+ETitresimt Epsnme seklinde ifade edilir.

Bir molekul, Eo olarak belirtilen temel enerjisi seviyesinde UV 1s1gin1 absorbladiktan sonra
E: olarak belirtilen bir iist enerji seviyesine yani uyarilmis degerine yiikselir. Iki enerji

seviyesi aradaki enerji farki (E1-Eo=AE) absorplanan enerjiyi verir.

Elektronik enerji seviyeleri arasinda gegise neden olan bu enerji farki ile 151gm hiz1 (c), dalga

boyu() ve frekansi(v) arasinda su iligki vardir:

E=hv= hc/A (Es. 2.1)

Enerji farki ile absorplanan 15181n dalga boyu arasinda ters bir orant1 vardir, enerji farki ne
kadar kiiclikse, dalga boyu o kadar biiyiiktiir. Molekiil tarafindan absorblanan ultraviyole
isinlar, bag elektronlarinin elektronik enerji seviyelerini etkiler ve molekiiler orbitaldeki

elektronlarin daha yiiksek enerjili orbitallere sigramasina neden olur.
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UV-Vis bolgedeki isinlarmm molekiiller tarafindan absorplanmasi ile elektronik enerji
seviyelerindeki pek cok gecisin yani sira, titresim ve donme enerji seviyelerinde de gecisler
olur. Her gecise kars1 farkli bir dalga boyu absorplanir. Bu dalga boylarmin yan yana

dizilmesiyle ortaya ¢ikan molekiiliin absorpsiyon spektrumu bir bant spektrumudur.

Absorpsiyonun siddeti ise elektronlarm uyarilmis duruma gecebilme olasiliklarina ve ayrica
bu uyarilmig durumun polarhigma baglhdir. Elektronik gecisin dipol momentinde neden
oldugu degisim ne kadar biiyiik ise absorpsiyon siddeti o kadar biiylik olur. Absorplanan
151¢1n miktar1 absorbans olarak olculir. Absorbans molekullin yapisina, 1s181n dalga boyuna,
15181 ¢ozelti icinde aldigr yolun uzunluguna ve ¢ozelti derisimine baghdir. Bu durum,

Lambert-Beer Kanunu olarak asagidaki gibi ifade edilir [52].

A=elC (Es. 2.2)

A: Absorbans, &: Coziinen maddeye ve dalga boyuna bagli molar absorptivite katsayisi
(L/mol.cm), I: Is1gin ¢ozelti iginde aldig1 yol (cm), C: Derisim (mol/L)
| sabit tutuldugunda, a, € ve I’yi i¢eren orant1 katsayis1 olmak (izere Lambert-Beer ifadesi su

sekilde yazilabilir:

A=a.C (Es. 2.3)

Absorbans, ¢ozelti derisimi ile orantili olup absorbansin derigimle degisimini veren grafik,
orijinden gecen ve egimi a’ya esit olan bir dogru seklindedir. Bilinen artan derisimlerdeki
¢ozeltilerin absorbanslar1 6lgiiliip, derisim absorbans grafigi ¢izerek bir kalibrasyon dogrusu
elde edilir. Bilinmeyen derisimdeki maddenin ayni sartlarda absorbansi okunarak

kalibrasyon dogrusu yardimiyla derisimi bulunabilir.

Kolorimetrik analiz, bir renk reaktifinin yardimiyla bir ¢ozeltideki bilesigin derisimini

belirleme yontemidir. Hem organik bilesiklere hem de inorganik bilesiklere uygulanabilir.

2.10.1. UV Turev spektrofotometrisi

UV spektrofotometrisi, ila¢ analizlerinde kullanim kolaylig1 ve diisiikk maliyeti nedeniyle

yaygin olarak kullanilmaktadir. Ancak, ayni dalga boyu araliginda spesifik pikleri olan
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maddelerin karigimlar1 UV-Vis spektroskopisi ile analiz edildiginde spektral girisim
nedeniyle analizin giiglestigi bilinmektedir. Bu soruna UV tirev spektroskopisi yontemi bir
¢ozlim olabilmektedir. Tiirev yonteminde, x bagimsiz, y bagimli degisken olmak iizere, bir
fonksiyonun herhangi bir noktasindaki tiirevi dx/dy’dir. Absorpsiyon spektrumlar1 séz
konusu oldugunda tiirev dA/dA olacaktir. Spektrumun her bir noktasindaki tiirev degerleri
hesaplanip dalga boyunun bir fonksiyonu olarak grafige gegirildiginde 1. Ttrev absorpsiyon
spektrumu elde edilir. Buna benzer sekilde 2., 3.,...n tiirev spektrumlar1 sirastyla d2A/dA?,
d3A/dA3, d"A/d\" degerleri ile dalga boylari arasinda olusturulabilir. Orginal spektrumla
karsilastirildiginda turev derecesi arttikga piklerin keskinlesmesi ve daralmasiyla rezoliisyon

artmaktadir. Boylece spektral olarak birbirine girisim yapan piklerin ayrimi saglanmaktadir.
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Sekil 2.5. Basit bir Gauss pikinin 1-4. tirev Sekil 2.6. Ortiisen iki Gauss pikinin 1-4. tirev
spektrumlari [50] spektrumlar1 [50]

UV Tirev Spektrofotometrisi Yonteminin Avantajlari

e UV Tirev Spektroskopisi yontemi, secicilik saglar.

¢ Kiiciik dalga boyu araliginda bile, iki veya daha fazla ortiisen pik varliginda absorbans
bantlar1 tanimlanabilir.

e Gucli ve keskin absorbans piklerinin varliginda zayif ve kiigiik absorbans pikleri
tanimlanabilir.

e Genis absorbans spektrumu, maksimum spektrumda belirli dalga boyu hakkinda net bir
fikir verir.

e Zemin Sinyali varliinda bile, kantitatif analiz, tiirev degerleri ve konsantrasyon

seviyeleri arasinda dogrusal bir iligki oldugu i¢in yapilabilir [52].
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UV Tiirev Spektrofotometrisi Yonteminin Dezavantajlari

Bir temel spektrumdaki kii¢iik degisiklikler tiirev spektrumunu giliclii bir sekilde
degistirebilir. Sifir mertebe spektrumlart i¢in farkli spektrofotometreler kullanildiginda
sonuglar1 benzer sekilde degistirebilir, ancak bunlarin tirevlendirilmesi farkli goriinebilir.

Bunun sonucunda da zayif tekrarlanabilirlik elde edilir [53].

2.11. Kromatografi

Kromatografi, kompleks karisimlarda bulunan bilesenleri aymrmak i¢in kullanilan bir
yontemdir. Tiim kromatografik ayirmalarda numune, gaz veya sivi (ya da stiperkritik bir
akiskan) olan bir mobil faz ile tasinir. Bu mobil faz, bir kolonda veya bir kat1 yiizeyde
sabitlestirilmis (ve kendisiyle karigmayan) bir sabit faz igcinden gegmeye zorlanir. Sabit ve
mobil fazlar, numune bilesenlerinin bu fazlarda farkl oranlarda dagilacag: sekilde segilir.
Kromatografik ayirma sirasinda sabit faz tarafindan kuvvetle tutunan numune bilesenleri,
mobil fazin akisiyla cok yavas hareket ederler. Buna karsilik, sabit faz tarafindan zayifca
tutunan bilesenler, hizli hareket ederler. Bu hareket hizlarinin farklili§i sonucu, numune
bilesenleri kalitatif ve/veya kantitatif olarak analiz edilebilen farkli bantlar ve bolgeler

seklinde ayrilirlar.

Kromatografik yontemler i¢in ¢esitli siniflandirmalar yapilmistir. Bu smiflandirmalardan
birinde mobil ve sabit fazlarin fiziksel olarak nasil temas ettirildikleri esas alinir. Kolon
kromatografide sabit faz ince bir kolonda tutulur ve mobil faz yer ¢ekimi veya basing
etkisiyle bu kolondan gegcirilir. Diizlemsel kromatografide ise, sabit faz diiz bir ylizeyde veya
bir kagidin gézenekleri arasinda tutulur. Bu durumda mobil faz, sabit faz tizerinde kilcal etki

veya yercekimi etkisi ile hareket eder.

Kromatografinin daha temel bir siniflandirmasi, kullanilan sabit ve mobil fazlarm tipleri ve
fazlar arasinda madde aktarimini saglayan dengelere gore yapilir: Sivi kromatografi, gaz

kromatografi ve sliperkritik akiskanl kromatografi.
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2.11.1. Kromatografinin simflandirilmasi

Kromatografik analizler ii¢ ana baslik altinda simiflandirilabilir. Bunlar.
e Ayrilma mekanizmalarma gore;
Adsorpsiyon kromatografi, Dagilma (partisyon) kromatografi, Iyon degistirme
kromatografi, Jel filtrasyon (molekiiler eleme) kromatografi, iyon ¢ifti kromatografi,
Afinite kromatografi
e Mobil faz tipine gore;
Stvi kromatografi, Gaz kromatografi
e Uygulama bigimine gore;
Kolon kromatografi, Diizlemsel kromatografi

Adsorpsiyon kromatografi

Kat1 veya sivi molekiillerin, sivi veya gaz molekiillerini ¢ekim kuvvetleri yardimiyla
ylizeyde tutmasina adsorbsiyon denir. Kat1 bir madde ile bilesik arasindaki adsorpsiyon,
bilesigin kat1 faz ile zayif Van der Waals, elektrostatik c¢ekimler ve Dipol-Dipol
etkilesimlerine dayanir ve tersinirdir. Sabit faz aktif yiizeyli bir katidir, ylizey enerjilerini
azaltmak i¢in ¢evrelerindeki maddeleri kendilerine dogru ¢ekerler ve ylizeylerinde tutarlar.
Adsorpsiyon kromatografisinde karisimdaki bilesenlerin ayrilmasi, sabit kat1 fazin tutucu
kuvvetiyle, mobil fazn itici kuvveti arasindaki yarisa baghdir. Sabit faz yilizeyine az tutunan
bilesen, mobil fazla daha ¢ok etkileseceginden kolonu daha dnce terk ederken, sabit faz ile

daha ¢ok etkilesen bilesik kat1 yilizeyine daha kuvvetli tutunarak kolonu daha geg terk eder.

Adsorpsiyon kromatografi, polarliklar1 farkl: bilesenlerden olusan karisimlarin ayrilmasinda
iyi sonuc verir. Polar sabit faz olarak en ¢ok aliimina ve silikajel, mobil faz olarak apolar
veya ¢ok az polar olan benzen, oktan, kloroform gibi sivilar kullanilir. Sabit ve mobil fazin
se¢imi, aymrimi yapilacak bilesiklerin polaritesine, kimyasal ozelliklerine bagli olarak
yapilir. Genelde polar maddeler i¢in polar ¢oziiciiler apolar maddeler igin apolar ¢ozuculer
kullanilir. Sabit fazin, ayrilmasi istenen maddeleri par¢calamamasi, kimyasal reaksiyon
vermemesi, adsorpsiyon kapasitesinin yiiksek olmasi ve adsorpladiklar1 maddeleri kolaylikla
geri birakmasi gerekir. Kromatografik analizlerde sabit fazin polaritesi mobil fazmn
polaritesinden daha biiyiik oldugunda ‘normal faz kromatografi’, mobil fazin polaritesi daha

biiyiik oldugunda ise ‘ters faz kromatografi’ olarak isimlendirilir.
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Dagilma (partisyon) kromatografi

Dagilma kromatografisinde, maddeler sivi olan sabit faz ile sivi veya gaz olan mobil faz
arasinda dagilir. Dagilma kromatografisinde destek, sivi sabit fazin adsorplandigi kati bir
materyaldir. Birbiriyle karismayan iki sividan, yani iki fazdan olusan bir faz sistemi igine
konulan madde bu sivilardaki ¢oziiniirliigiine bagl olarak iki faz arasinda dagilir ve dengeye
ulasir. Boyle bir sistemde maddelerin dagilmasi sabittir ve dagilma katsayis1 (Kd) ile ifade
edilir. Kd degerleri birbirinden farkli olan maddeler kromatografik sistem icerisinde farkli

hizlarda ilerleyerek birbirlerinden ayrilirlar.
Kd=Cs/Cm
Cs: Maddenin sabit fazdaki derisimi

Cm: Maddenin mobil fazdaki derigimi

Iyon degistirme kromatografi

Genellikle iyonik materyalleri birbirinden ayirma yontemlerinden biri olan iyon degistirme
kromatografi biyomolekiilleri, onlarin anyonik ve katyonik yiik farkina dayanarak ayirir. Bu
kromatografi, bir kat1 maddenin yapisinda bulunan iyonlarin, i¢inde bulundugu ¢ozeltideki
ayni Ozellikte ylike sahip diger iyonlarla bir dengeye gore degistirmesi 6zelligine dayanir.
Bu amagla kullanilan kat1 maddelere iyon degistiriciler denir. iyon degistirme kromatografi,
kullanilan iyon degistiricinin anyon veya katyon degistirmesine gore anyon degistirme

kromatografi veya katyon degistirme kromatografi olarak adlandirilir.

Iyon degistiriciler inorganik (Na.Al.Si.O, Na.P, Kil, zeolit) ve organik olmak lzere ikiye
ayrilir. Bunlar katyonik, anyonik veya amfoter regineler olabilir. Iyon degistirme
kromatografi analit iyonlarinin, ters yiiklii destek katmin iyonlarina olan ilgisine dayali bir
ayirmadir. Sabit faz zayif ya da kuvvetli katyon ya da anyon degistirici bir reginedir.
Reginenin sabit yiikii (+) ise buna ‘katyon degistirici regine’, (-) ise ‘anyon degistirici
recine’ad1r verilir. Aymrma srrasinda reginenin tamamen iyonlasmis durumda olmasi
gerekmektedir. Mobil faz genellikle tamponlanmis, istenen iyonlarin olugmasini saglayan
belli bir pH degerinde ve yiikii katinin sabit yiikiiniin zit iyonunu iceren sulu ¢ozeltidir.
Yukd, mobil fazin zit iyonlar1 ile ayni olan iyonik yapidaki 6rnek bilesenleri katiya

baglanmak i¢in zit iyonlarla yarisirlar. Zit iyonu yerinden ederek katiya kuvvetle baglanan
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uygun yiikte bilesenler kolonda uzun siire kalirken, katiya zayif baglanan, uygun yiikte
olmayan veya yiksiiz olan bilesenler kolonu daha hizli terk eder. Mobil fazin derisimi ve

pH’s1 ile kompleks olusturucu etki, iyon degistirmeyi etkileyen baslica faktorlerdir.

Jel filtrasyon (molekiiler eleme) kromatografi

Karisimdaki makromolekiillerin molekiil biiyiikliikklerine gore ayrilmasi esasina dayanir.
Sabit faz ve mobil faz ayn1 yap1 ve bilesimdedir. Sabit faz destek gorevi yapan, kimyasal
olarak inert bir jel ya da gézenekli bir organik bilesiktir. Mobil faz sabit fazdaki gozenekleri
doldurur. En igteki gozeneklere ulasabilen kii¢iikk molekiillii bilesenler kolonda uzun siire
kalirken, biiylik molekiiller daha kisa siirede kolonu terk ederler. Degisik tiirde sabit fazlar
kullanilarak ayn1 anda farkl biiytikliikteki molekiiller birbirinden ayrilabilir. Sabit faz olarak
hidrofilik ya da hidrofobik jeller kullanilir. Hidrofilik jeller, sulu ortamda siserek sulu
cozeltiler ile kullanilirken (jel filtrasyon kromatografi), hidrofobik jellerden organik
coziiciilerde c¢Ozlinebilen polimerlerin ayrilmasinda yararlanilir (jel permasyon

kromatografi).

Iyon cifti kromatografi

Ozellikle iyonlasabilen asidik veya bazik maddelerin ayrilmasinda kullanilan iyon ¢ifti
kromatografi, mobil faza ilave edilen iyon ¢ifti reaktifin sabit faz tarafindan adsorplanmasi
ve iyonize olmus maddelerin bu iyon g¢iftleri ile iyonik etkilesime girerek birbirinden

ayrilmasi esasina dayanir.

Afinite kromatografi

Matriks ad1 verilen kat1 bir destek materyaline ligandin kovalent olarak immobilize edilmesi
islemine dayanan bir tiir adsorbsiyon kromatografisidir. Afinite kolonundan saflastiriimasi
istenilen molekiilii iceren bir karisim gegcirilirse sadece istenen molekiil, ligand tarafindan
tutulur, safsizliklar kolondan uygun bir tamponla ayrilir. Kolonda tutulan molekiil spesifik
cozeltilerle kolondan elue edilir. Antijen - antikor, enzim - substrat, reseptor - ilag gibi

oldukea segici etkilesimlere dayanan bir kromatografi turudur.
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2.11.2. Yiiksek performansh sivi kromatografisi (HPLC)

Kromatografi, kompleks karisimlarda bulunan bilesenleri ayirmak i¢in kullanilan bir
yontemdir. Tiim kromatografik ayirmalarda numune, gaz veya sivi (ya da siiperkritik bir
akigkan) olan bir mobil faz ile tasinir. Bu mobil faz, bir kolonda veya bir kat1 yilizeyde
sabitlestirilmis (ve kendisiyle karigmayan) bir sabit faz icinden gegmeye zorlanir. Sabit ve
mobil fazlar, numune bilesenlerinin bu fazlarda farkl oranlarda dagilacag: sekilde secilir.
Kromatografik ayirma sirasinda sabit faz tarafindan kuvvetle tutunan numune bilesenleri,
mobil fazin akisiyla ¢cok yavas hareket ederler. Buna karsilik, sabit faz tarafindan zayifca
tutunan bilesenler, hizli hareket ederler. Bu hareket hizlarmin farklilig1 sonucu, numune
bilesenleri kalitatif ve/veya kantitatif olarak analiz edilebilen farkli bantlar ve bolgeler
seklinde ayrilirlar. HPLC cihazi; dedektor, pompa, kolon, degazdr ve ornekleyici olmak
iizere bes kisimdan olusmaktadir. Sekil 2.7°de bir HPLC cihaz1 sematik gosterimi

verilmistir.
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Ters faz sivi dagilma kromatografisi

Sabit fazin mobil faza kiyasla daha az polar oldugu kromatografik ayirma teknigi ters faz
kromatografidir. Ters faz kromatografide cekim kuvvetleri genellikle hidrofobik
etkilesimlerdir. Ayirma islemi maddelerin, daha az polar sabit faz ve polar mobil faz
arasindaki dagilma katsayilarma bagh olarak gerceklesir. Sabit faz olarak en ¢ok, silica
yuzeyine Cig (oktadesil) gruplarmin baglandigi sistemler tercih edilir. Numune icerisindeki
apolar bilesenler, hidrofobik yapidaki Cig gruplariyla daha kuvvetli etkilestiklerinden sabit
fazda daha uzun sure tutunurlar. Bu sebeple kolonu ilk olarak polar bilesenler terk eder [54].

Cizelge 2.11. Ters-faz sivi kromatografisi sabit faz dolgu materyalleri

Materyal Kimyasal Ad1 Kisaltmasi
Oktil Si-(CH,)-CH, Cs
Oktadesil Si-(CH,),,-CHs, Cis
Fenil Si-(CH,);-C¢Hs CsHs
Siyanopropil Si-(CH,);-CN CN
Aminopropil Si-(CH,)3-NH, NH
Diol Si-(CH,);-OCH(OH)-CH,-OH -
Pentafloro fenil Si-(CH,)-CH PFP

Normal faz sivi dagilma kromatografisi

Normal faz sivi dagilma kromatografisinde sabit faz nispeten polar, mobil faz apolardir.
Sabit faz olarak genellikle silika veya aliimina kullanilirken mobil faz olarak ise diisiik
polariteli hekzan, metilen kloriir, metil butil eter, kloroform ve bunlarmm karigimlari
kullanilmaktadir. Silika tizerine farkli polaritelerdeki -CN, -NO, ve -NH, gibi gruplar
baglanarak, farkli sabit fazlar elde edilebilir. Normal faz s1ivi kromatografisi ile polarligi en

az olan madde kolondan en 6nce stiriiklenir.

Cizelge 2.12. Normal faz ve ters faz sivi kromatografisinin karsilagtirilmasi

Incelenen Ozellik Ters Faz Normal Faz
Sabit Faz Polaritesi Diisiik Yiiksek
Mobil Faz Polaritesi Ortadan yiiksege Diisiikten ortaya
Kolonu terk etme sirast En polar 6nce En az polar énce
Mobil fazin polarite artis etkisi Eliisyon zamanini artirir Ellisyon zamanin1 azaltir.
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2.11.3. HPLC’de Temel Parametreler

Teorik tabaka sayisi (N)

Kolonda tabakalarin oldugu varsayilir ve bunlar teorik tabaka olarak adlandirilir. Teorik

tabaka sayist ‘N’ kolon verimliliginin gostergesidir [55].

Kapasite faktori (k")

Analitin alikonma zamani ve 6lii zaman ile hesaplanir. k': 1-5 arasinda olmalidir [55].

Secicilik faktorii (o)

Iki pikin kapasite faktorlerini birbirine oranidir. Iyi bir ayrim igin o <1 olmasi gerekir [55].

Rezolisyon

Rezoliisyon, art arda gelen iki pikin birbirinden ayrilma derecesini gosterir. R>1,5 olmalidir

[55].
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Cizelge 2.13. USP’ye gore sistem uygunluk testleri hesaplama esitlikleri

N: teorik tabaka sayisi

Teorik tabaka te\?
N=16X (—) tr: alikonma zamam

sayisl . P
W: pik genisligi

T: kuyruklanma faktori

Wo 0s: pikin %5 yiiksekligindeki pik
Kuyruklanma Wo.0s i

enigligi
faktoru s g o )
ao.05: pikin %S5 yiiksekligindeki

ilk yarisinin genisligi
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Simetri faktori As ikinci yarisinin genisligi
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(Ayrim giicii) zamani

W: pik genisligi
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k' = kapasite faktor
Kapasite faktorii k'=—-1 t: alikonma zamani

to: 6l zaman

a: bagil alikonma zamani
k’1: birinci pikin kapasite faktor
ké tz - to

k-t o
zamant 1 10 t1: birinci pikin alikonma zamani

Bagil alikonma k’2: ikinci pikin kapasite faktori

to: ikinci pikin alikonma zamani

to: 610 zaman

Sistem Uygunluk Testleri

Sistem uygunluk testleri genel olarak tiim analitik sistemin veya HPLC’nin (laboratuar,
analist, kolon, cihaz ve reaktif dahil) analiz metoduna uygun bir sekilde ¢aligildigindan emin
olunmasi amaciyla laboratuvarlar tarafindan kullanilir. Sistem uygunluk testlerinin amaci,
kromatografik olarak sistemin diizgiin (piklerin kolon etkinligi, ayrim faktorii, kuyruklanma
katsayisi, kapasite faktorii) ve tekrarlanabilir performansidan (standart ¢ozeltilerinin tekrar

analizlenmesi ile) emin olmak i¢in kromatografik sonuclar1 izlemektir. USP’ye gore sistem
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uygunluk parametleri s1vi kromatografisi metodlarinin olmazsa olmaz bir kismidir. Analize
baslanabilmesi ve uygun bir sekilde tamamlanabilmesi i¢in kromatografik sistemin gerekli
gorilen sistem uygunluk parametrelerinin yeterli oldugunu ispat etmek igin kullanilir.
Cizelge 2.14.'de FDA kilavuzu sistem uygunluk testi i¢in baslangi¢c kabul kriterleri

verilmistir.

Cizelge 2.14. FDA kilavuzu sistem uygunluk testi i¢in baglangi¢ kabul kriterleri

Parametre Limit
Kapasite Faktor k'>2
Enjeksiyon tekrarlanabilirligi (Kesinlik) RSD <%l ,n>5
Ayrim Faktorii Rs>2
Kuyruklanma Faktoru T<2
Pik Etkinligi (Teorik Plaka Sayist) N> 2000

Enjeksiyon kesinligi, RSD (bagil standart sapma) olarak ifade edilir ve kromatografik

sistemin performansini gosterir.

2.12. Analitik Yontem Validasyonu

Uluslararast harmonizasyon toplulugunun (ICH) yayimladigi analitik yontemlerin
validasyonu rehberinde (Q2 (R1)) belirtildigi lizere; validasyonun hedefi, analitik yontemin
tasarlanis amacina uygun oldugunu ispatlamaktir [56]. Bu sebeple laboratuvarlar istenilen
kalitedeki veriyi saglayabilmek i¢in bir takim 6nlemler almaktadirlar. Giivenilir analitik veri

olusturmak i¢in yontem validasyonu 6nemlidir [57].

Amerikan Gida ve ilag Dairesi (FDA), Diinya Saglik Orgutii (WHO) ve Avrupa ilag Ajansi
(EMA) gibi bir¢ok otoritenin analitik yontem validasyonu hakkinda hazirladigi kilavuzlar

bulunmaktadir.

Etken maddenin sentezinde, bitmis {iriin igeriginde ya da analitik yontemde degisiklik
oldugu durumlarda validasyonun tekrar edilmesi gerekebilir [56]. Segicilik, teshis limiti
(LOD), tayin limiti (LOQ), dogrusallik, cihaz kesinligi (tekrarlanabilirlik), yontem kesinligi

ve dogruluk, validasyon parametreleridir [56].
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Secicilik
Secicilik, numunede var olmasi beklenen bilesenlerin varhiginda analitin, agik bir sekilde
degerlendirilebilmesi yetenegidir. Bu bilesenler genellikle safsizliklar ve matristir [57].

Diger bir ifadeyle secicilik, girisimler varliginda analitin dogru bir sekilde tayin edilebilme

derecesidir [57].

Teshis limiti (LOD) ve Tayin limiti (LOQ)

Analitin numune igerisinde teshis edilebildigi ancak miktarmin kesin olarak tayin
edilemedigi en disiik derisime teshis limiti denir. Teshis limiti belirlemek icin gorsel
degerlendirme, sinyal/giiriiltii orani, analit yanit1 ve egimin standart sapmasi, kor l¢iimiin

standart sapmasi ve kalibrasyon egrisi gibi bir ¢ok yaklasim kullanilmaktadir [56].

Tayin limiti ise, numune igerisindeki analitin uygun kesinlik ve dogruluk ile tayin
edilebildigi en diisiik derisimdir. Safsizlik tayini gibi numune icerisindeki miktarlar1 diisiik

olan bilesenler igin tayin alt limiti dnemli bir validasyon parametresidir [56].

LOD= 3 x SS/m
LOQ= 10 x SS/m

SS: Kesisim noktasimin standart sapmasi, m: Kalibrasyon grafiginin egimi

Dogrusallik

Bir analitik yontemin belirli bir derisim araligindaki dogrusalligi, elde edilen test
sonug¢larmm numunedeki analit derisimi ile orantisal olma yetenegidir [56]. Dogrusalligin
belirlenmesinde, derisime karsilik elde edilen analitik sinyal grafige gegirilerek egim,
kesisim ve korelasyon katsayis1 degerleri hesaplanir. En az bes farkli derisim seviyesinin

kullanilmasi tavsiye edilmektedir [56].

Kesinlik

Bir analitik yontemin kesinligi, 6ngoriilen kosullar altinda ayn1 homojen numunenin ¢oklu

orneklemesinden elde edilen bir dizi 6l¢lim arasindaki uyumun yakinligini ifade eder [56].
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Standart sapma ve bagil standart sapma terimleri ile tarif edilir [57]. Cihaz kesinligi
parametresi i¢in ayni giin igerisinde, ayni cihaz kullanilarak, ayn1 numune ¢6zeltisinin
%100’liik derisim seviyesinde alt1 ardigik Olgiimii gergeklestirilir. Yontem kesinligi
(tekrarlanabilirlik) parametresi ise ayni giin igerisinde, %100’lik derisimde alt1 farkl

numune ¢Ozeltisinin test edilmesiyle gergeklestirilir [56].

Dogruluk

Bir analitik yontemin dogrulugu, kabul edilen referans bir deger ile bulunan deger arasindaki
yakmligi ifade eder, bir baska deyisle, analiz sonug¢larinin gergek degere olan yakmlhigidir

[56].

Etken maddenin bilinen miktari, ilag bilesenlerinin (yardimci maddelerin) sentetik
karisimma eklenerek dogruluk calismasi gerceklestirilir. Safsizlik calismalarinda ise,
safsizliklarin bilinen derisimdeki miktarlar1 numune {izerine ilave edilir. Dogruluk
parametresi igin ti¢ farkli derisim seviyesinde toplam dokuz tayin gercgeklestirilir. sonuglar
geri kazanim yiizdesi olarak raporlanir. %2100’liik derisim seviyesi, analitik yontemdeki test
(numune) ¢ozeltisinin derisimini ifade etmektedir. %80 ve %120’lik derisimler ise numune
derisimi (%100) {tizerinden hesaplanarak, analitik yOntemin dogruluk calismasinin

gerceklestirilmesinde kullanilir [56].

Istatistiksel Testler

Hipotez testi igeren arastirmalarda en ¢ok kullanan testlerden biri t testi’dir. t testi, Sayisal
degiskenlerin ya da gruplarin arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark olup olmadigini
anlamak, ya da tespit edilen ortalama degerin ongoriilen degerden farkli olup olmadigini
tespit etmek i¢in kullanilmaktadir. t testinin birden ¢ok tlri bulunmaktadir ve dogru veri

yapisina uygun testi segmek oldukca 6nemlidir.

Iki varyans arasindaki farki tespit etmek igin ise F testi kullamlir. Iki normal dagilima sahip
popiilasyondan iki bagimsiz &rneklem sectigimizde S1%/S;? varyanslarinm dagilimi, F

dagilimmi olusturur. Varyanslar icinde biyik olan her zaman paya yazilir [58].
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Hizlandirilmis bozundurma calismasi

Hizlandirilmis bozundurma galismalarinda etken maddenin hizli bozunmasmi saglayacak
cesitli stres kosullart uygulanir. Daha sonra elde edilen ¢ozeltilerin analiz sonuglar1 taze
cozeltiye ait analiz sonuglari ile kiyaslanir [59]. Bu ¢alismada da uygulanan stres kosullar1

asagidaki Cizelge 2.15.’de verilmistir.

Cizelge 2.15. Hizlandirilmig bozundurma ¢alismast

Stres Kosulu Uygulama Big¢imi

100 mg kat1 etken madde saat camu igerisinde 1 giin UV 1g1k altinda bekletilir ve
daha sonra gelistirilen yontem ile analiz edilir.

0,01 M (2 saat ) ve 1,0 M HCI (12-24 saat icinde) igerisinde hazirlanan etken
madde analiz edilir.

0,01 M (2 saat ) ve 1,0 M NaOH (12-24 saat i¢inde) igerisinde hazirlanan etken
madde analiz edilir.

0,01 M (2 saat ) ve 1,0 M H0; (12-24 saat iginde) icerisinde hazirlanan etken
madde analiz edilir.

uv

Asit Hidrolizi

Baz hidrolizi

Yukseltgenme
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Gereg
3.1.1. Kimyasal malzemeler

Kimyasal maddelerden gelebilecek safsizliklar1 engellemek i¢in yiiksek saflikta kimyasallar
ve deiyonize su kullanilmistir. Etken maddeler cesitli ila¢ firmalarindan temin edilmistir.

e Metanol

e Asetonitril

o Asetik Asit

e Fosforik Asit

e NaOH

e HCI

3.1.2. Kullanilan arag ve gerecler

e Saf Su Cihazi: Millipore Direct-Q 3UV System A10 ultra saf su sistemi
Analitik Terazi: Mettler Toledo XSE104

Cesitli hacimlerde balon joje, hacmi belirli deney tiipleri, beherler, gesitli dlgllerde

mikropipetler kullanilmustir.

UV-Vis Spektrofotometre: Specord 50 Plus, Analytik Jena,1 cm kuvartz hiicre
HPLC: Agilent Technologies- 1220 Infinity LC

3.1.3. Kullanilan oftalmik damla

Brumeton Goz Damlasi; 1 mL’de 100 mg Silfasetamid sodyum, 1,0 mg Betametazon, 0,5
mg Metil p-oksi benzoat (Metil Paraben), 0,1 mg Propil p-oksi benzoat (Propil Paraben),

0,02 mg Fenil civa asetat icerir.
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3.2. UV Turev Spektrofotometrisi Yontemi icin On Calismalar

3.2.1. Sulfasetamid Sodyum’un UV spektrumunun alinmasi

10,0 mg standart Sulfasetamid sodyum hassas terazi ile tartilip metanolde ¢ézuldikten sonra
10,0 mL ye tamamlandi. Bu ¢6zeltiden 140 pL alinip metanol ile 10,0 mL ye seyreltildi.
Boylece elde edilen 14 pg/mL Silfasetamid ¢ozeltisinin 200-400 nm dalga boyu araliginda
UV spektrumu alind1.

3.2.2. Betametazon’un UV spektrumunun alinmasi

10,0 mg standart Betametazon hassas terazi ile tartilip metanolde ¢6zuldiikten sonra 10,0 mL
ye tamamlandi. Bu ¢0zeltiden 300 pL alinip metanol ile 10,0 mL ye seyreltildi. Boylece elde
edilen 30 pg/mL Betametazon ¢ozeltisinin 200-400 nm dalga boyu araliginda UV spektrumu

alind1.

3.2.3. Metil Paraben-Propil Paraben Karisiminin UV spektrumunun alinmasi

8,34 mg standart Metil paraben ve 1,66 mg Propil paraben hassas terazi ile tartilip
metanolde ¢ozlldikten sonral0,0 mL ye tamamlandi. Bu ¢dzeltiden 150 pL alinip metanol
ile 10,0 mL ye seyreltildi. Boylece elde edilen 12,5 pg/mL Metil paraben ve 2,5 pg/mL
Propil Paraben (Toplamda 15 pg/mL Paraben) ¢ozeltisinin 200-400 nm dalga boyu

araliginda UV spektrumu alindi.

3.2.4. Sulfasetamid Sodyum, Betametazon ve Metil Paraben-Propil Paraben karisiminin

(Sentetik Karisim) UV spektrumunun alinmasi

Saf standart etken maddelerden olusan karisim, 14 pg/mL Silfasetamid sodyum, 0,14 pug/mL
Betametazon ve 0,084 pg/mL Metil Paraben- Propil Paraben icerecek sekilde hazirlandi.
Hazirlanan ¢ozeltinin 200-400 nm dalga boyu araliginda UV spektrumu alindi. Coziicti

olarak metanol kullanildi.
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3.2.5. Sulfasetamid Sodyum, Betametazon ve Metil Paraben-Propil Paraben

numunesinin UV spektrumunun alinmasi

Numune karigimi, oftalmik damladan hareketle, 14 pg/mL Silfasetamid sodyum, 0,14
pHg/mL Betametazon ve 0,084 pg/mL Metil Paraben- Propil Paraben igerecek sekilde
hazirlandi. Hazirlanan ¢6zeltinin 200-400 nm dalga boyu araliginda UV spektrumu alindi.
COzucti olarak metanol kullanild.

Oftalmik damlada bulunan Sulfasetamid sodyum miktarmin diger analitlere kiyasla gok
yiiksek olmas1 nedeniyle miktar tayini igin uygun dalga boyu seciminde standart katma

yontemi kullanilmistir.

3.2.6. Metil Paraben ve Propil Paraben’in spektrumunun alinmasi

10,0 mg standart Metil paraben hassas terazi ile tartilip metanolde ¢6ziildiikten sonra 10,0
mL ye tamamlandi. Bu ¢ozeltiden 140 pL aliip metanol ile 10,0 mL ye seyreltildi. Boylece
elde edilen 14 pg/mL Metil paraben ¢ozeltisinin 200-400 nm dalga boyu araliginda UV

spektrumu alind1.

10,0 mg standart Propil paraben hassas terazi ile tartilip metanolde ¢6ziildiikten sonra 10,0
mL ye tamamlandi. Bu ¢ozeltiden 150 puL alinip metanol ile 10,0 mL ye seyreltildi. Boylece
elde edilen 15 pg/mL Propil paraben ¢ozeltisinin 200-400 nm dalga boyu araliginda UV

spektrumu alind1.

3.2.7. Sulfasetamid Sodyum, Betametazon ve Metil Paraben-Propil Paraben’in ¢alisma

dalga boylarinin secilmesi

Hazirlanan her bir standart etken madde ¢ozeltisinin her bir tlrev derecesinde
5n,7n,9n,11n,13n,17n,21n,25n degerleri kullanilarak 1., 2., 3. ve 4. Tiirev spektrumlar1
alind1. Tiirev absorbans degerlerinin ¢ok diisiik olmasindan dolay1 dalga boylar1 ‘Faktér 100°
ile carpildi. Oftalmik damla ve sentetik karisimdaki etken madde icerikleri birbirine esit

olacak sekilde hazirlandi. Coziicii olarak metanol kullanild1.
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Oftalmik damlada Sulfasetamid sodyum tayini icin Betametazon ve Metil paraben-Propil
paraben cozeltilerine ait turev absorbans degerlerinin sifir oldugu ve oftalmik damla
cOzeltisinin turev absorbans degerinin Silfasetamid sodyum ¢ozeltisinin tlirev absorbans
degerine tam olarak esit oldugu dalga boyu, Betametazon tayini igin Stlfasetmid Sodyum ve
Metil paraben-Propil paraben karigim g¢ézeltilerine ait tiirev absorbans degerlerinin sifir
oldugu ve oftalmik damla ¢ozeltisinin tiirev absorbans degerinin Betametazon ¢ozeltisinin
tirev absorbans degerine tam olarak esit oldugu dalga boyu, Metil paraben-Propil
paraben(Toplam Paraben) tayini igcin Stlfasetamid sodyum ve Betametazon ¢ozeltilerine ait
tiirev absorbans degerlerinin sifir oldugu ve oftalmik damla ¢6zeltinin tirev absorbans
degerinin Metil paraben-Propil paraben karisim ¢6zeltisinin tiirev absorbans degerine tam

olarak esit oldugu dalga boyu, arastirildi. Coziicii olarak metanol kullanilda.

3.2.8. UV Turev spektrofotometrisi yontemi ile Stlfasetamid Sodyum, Betametazon ve
Metil Paraben-Propil Paraben kalibrasyon grafikleri

100,0 mg standart Stlfasetamid sodyum hassas terazi ile tartilip metanolde ¢ézildu ve 100,0
mL ye tamamlandi. Bu ¢6zeltiden belirli hacimler alinip son derisimler 6,0; 8,0; 10; 12,0;
140 pg/mL olacak sekilde metanol ile 10,0 mL’ye seyreltildi. Bu ¢ozeltilerin UV tiirev
absorbans degerleri (268 nm, 4.tlirev n=17) okunarak Sulfasetamid sodyum icin kalibrasyon

grafigi cizildi.

100,0 mg standart Betametazon hassas terazi ile tartilip metanolde ¢6ziildii ve 100,0 mL ye
tamamlandi. Bu ¢6zeltiden belirli hacimler alinip son derigimler 5,0; 10,0; 15,0; 20,0; 25,0;
30,0 pg/mL olacak sekilde metanol ile 10,0 mL’ye seyreltildi. Bu ¢Ozeltilerin UV turev
absorbans degerleri (236 nm, 3.tlrev n=21) okunarak Betametazon i¢in kalibrasyon grafigi

cizildi.

83,4 mg standart Metil paraben ve 16,6 mg Propil paraben hassas terazi ile tartilip,
metanolde ¢ozuldikten sonra100,0 mL ye tamamlandi. Bu ¢Ozeltiden belirli hacimler alinip
son derisimler 4,0; 6,0; 8,0;10,0; 12,0 pug/mL olacak sekilde metanol ile 10,0 mL’ye
seyreltildi. Bu ¢ozeltilerin UV tiirev absorbans degerleri (283 nm, 3.tlirev n=11) okunarak

kalibrasyon grafigi ¢izildi.
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3.2.9. UV Turev spektrofotometrisi yontemi ile oftalmik damlalarda Stlfasetamid

Sodyum, Betametazon ve Metil Paraben-Propil Paraben miktar tayini

250 pL oftalmik damla numunesi alindi ve metanol ile 100,0 mL’ye tamamlandi. Bu
karigimdan 480 pL alimarak metanol ile 10,0 mL’ye tamamlandi. Boylece 12 pg/mL
Sulfasetamid sodyum cozeltisi elde edilmis oldu. Sulfasetamid sodyum miktarinin ¢ok
yiiksek olmasindan dolay1 Betametazon ve Metil paraben-Propil paraben karigim ¢ozeltileri
icin standart katma yontemi uygulandi. 250 pL oftalmik damla damla ile hazirlanan
cozeltiden 400 uL alind1 ve metanol ile 10,0 mL’ye tamamlandi. Bu karisimdan 500 pL
alinarak tizerine 200 pL Betametazon stok ¢ozeltisinden ilave edildi ve metanol ile mL’ye
tamamlandi. Bdylece 20 pg/mL Betametazon ¢ozeltisi elde edilmis oldu. 250 pL oftalmik
damla ile hazirlanan ¢ozeltiden 400 pL alindi ve metanol ile 10,0 mL’ye tamamlandi. Bu
karigimdan 500 uL alinarak tizerine 80 uL Metil paraben-Propil paraben stok ¢ozeltisinden
ilave edildi ve metanol ile 10,0 mL’ye tamamlandi. Boylece 8 pg/mL Metil paraben-Propil
paraben ¢ozeltisi elde edilmis oldu. Daha sonra her bir etken madde icin belirlenen tlrev
derecesi, dalga boyu ve n degeri kosullarinda, ¢Ozeltilerin tiirev absorbans degerleri 6lgiildii.
Her bir etken maddenin ayni kosullarda ¢izilen kalibrasyon dogrularindan hareketle oftalmik
damlanin i¢erdigi etken madde miktarlar1 hesaplandi. Miktar tayini amaciyla bes oftalmik

damla ¢ozeltisi hazirlanarak paralel tayinler gergeklestirildi.

3.2.10. Oftalmik damlalarda UV Tirev spektrofotometrisi yontemi ile Sulfasetamid

Sodyum, Betametazon ve Metil Paraben- Propil Paraben geri kazanimi

Belirtilen kosullarda hazirlanmig 250 pg/mL Silfasetamid Sodyum iceren oftalmik damla
cozeltisinden 200 pL alinip son derisim 8;10;12 pg/mL olacak sekilde stok Sulfasetamid
sodyum cozeltisinden eklendi ve metanol ile 10,0 mL hacme tamamlandi. Bu ¢6zeltinin
belirlenen tiirev derecesi, dalga boyu ve n degeri kosullarinda tiirev absorbans degerleri

okundu ve ilgili kalibrasyon grafiginden hareketle % geri kazanim degerleri hesaplandi.

Belirtilen kosullarda hazirlanmis 2,5 pg/mL Betametazon iceren oftalmik damla
¢ozeltisinden 20 pL almip son derisim 16; 20; 24 pg/mL olacak sekilde stok Betametazon
cozeltisinden eklendi ve metanol ile 10,0 mL hacme tamamlandi. Bu ¢6zeltinin belirlenen
tiirev derecesi, dalga boyu ve n degeri kosullarinda tiirev absorbans degerleri okundu ve ilgili

kalibrasyon grafiginden hareketle % geri kazanim degerleri hesaplandi.
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Belirtilen kosullarda hazirlanmig 1,5 pg/mL Metil paraben- Propil paraben igeren oftalmik
damla ¢Ozeltisinden 20 uL alinip son derisim 6,4; 8,0; 9,6 ug/mL olacak sekilde stok Metil
paraben- Propil paraben cozeltisinden eklendi. Bu ¢Ozeltinin belirlenen tirev derecesi,
dalga boyu ve n degeri kosullarinda tiirev absorbans degerleri okundu ve ilgili kalibrasyon

grafiginden hareketle % geri kazanim degerleri hesaplandi.

3.2.11. UV Tlurev spektrofotometrisi yonteminde validasyon

Kullanilan analiz yonteminin giivenilir bir sekilde analiz edilebildigi en diisiik derigimleri
saptayabilmek amaciyla, LOD ve LOQ degerleri hesaplandi. Hesaplama, en kiiciik kareler
yontemine gore ¢izilen kalibrasyon grafiginin egim ve kesisim degerleri kullanilarak yapildi.
Elde edilen kalibrasyon grafiginin kesisim noktasinin standart sapmasi kullanilarak

asagidaki formiiller ile hesaplama yapildi.

LOD= 3 x SS/m
LOQ= 10 x SS/m

SS: Kesigsim noktasinin standart sapmasi, m: Kalibrasyon grafiginin egimi

Giin i¢i ve Gilinler arasi Tekrarlanabilirlik ¢alismasi igin, 3.2.7.’de anlatildig gibi hazirlanan
ayni derisimde oftalmik damla ¢ozeltilerinin ayni1 giin igerisinde 6 kez ve farkli 6 giinde
olciimleri yapildi. Olgiimler sonucu elde edilen verilerden ortalama, ortalamanin standart

hatasi, standart sapma, %BSS ve giiven aralig1 degerleri hesaplandi.

3.3. RP- HPLC Yontemi ile Oftalmik Damlalarda Sulfasetamid Sodyum, Betametazon,

Metil Paraben ve Propil Paraben Tayini

3.3.1. Cozeltilerin hazirlanmasi

Silfasetamid sodyum, Betametazon, Metil paraben ve Propil paraben stok c¢ozeltilerinin
hazirlanmasi igin, her bir maddeden 100,0 mg hassas olarak tartildi ve 50,0 mL metanol eklenerek;
ultrasonik banyoda tamamen ¢ozuldikten sonra metanol ile 100,0 mL hacme tamamlandi. Stok
¢Ozeltinin son derisimi her bir madde igin 1000 pg/mL dir. Kullamilacak standart ¢ozeltiler igin,

hazirlanan stok ¢Ozeltiden gerekli seyreltmeler mobil faz ile yapildi.
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3.3.2.RP - HPLC yontemi ile Sulfasetamid Sodyum, Betametazon, Metil Paraben ve Propil

Paraben tayini optimizasyonu

Gelistirilecek yontemde en iyi ayrimin saglanmasi amaciyla optimum kromatografik kosullar
belirlendi. Bu amagla, Stlfasetamid sodyum, Betametazon, Metil paraben ve Propil paraben‘in
RP-HPLC siv1 kromatografisiyle ayiriminda; sabit faz, mobil faz organik diizenleyici (metanol
veya asetonitril), kolon sicakligi ve enjeksiyon hacmi se¢imi yapildi.

Optimizasyon ¢alismalarinda ilk olarak kolon etkisini incelemek igin C;g Phenomenex (250x4,6
mm, 5 um) ve Agilent Zorbax Eclipse XDB Cyg (3,0x75mm, 3,5um) kolonlar kullanildi. En iyi
ayrim Agilent Zorbax Eclipse XDB Cyg (3,0x75mm, 3,5um) ile elde edildikten sonra mobil faz
bilesiminin etkisi arastirild1.

Mobil faz bileseni fosfat tamponu pH degerinin kromatografik aymrima etkisinin arastiriimasi
amaciyla 10 mM fosfat tamponunun pH degeri 3,0 ve 4,0’e ayarlanarak analiz yapildi. Metanol
ve su etkisi arasitirildi ancak bu kosullarda Betamatazon pikinin ¢ikis siiresi uzadi. Daha sonra
asetonitril ve su etkisi arastirildi. Tampon ve metanol ¢ozeltisi parametreleri incelendiginde en

uygun mobil faz bilesiminin su ve asetonitril (55:45 h/h) olduguna karar verildi.

Mobil faz optimizasyonu tamamlandiktan sonra cihaz parametreleri optimizasyonu yapildi. Bunun
icin ilk olarak, 0,4; 0,5; 0,6 ve 0,7 mL/dak mobil faz akis hizlarinda ¢alisildi. Daha sonra, mobil faz
akis hiz1 optimum degerinin 0.5 mL/dak oldugu kosulda 1, 5, 10, 15, 20 uL enjeksiyon hacimleri
incelendi. En uygun enjeksiyon hacmi 5 pL olarak secildikten sonra kolon sicakligmmn etkisi
arastirildi. Bu amagla, kolon sicakligi 25, 30, 35, 40°C olarak degistirildi ve kromatografik

parametrelerdeki degisim incelendiginde en uygun sicaklik degerinin 25 °C olduguna Karar verildi.

Sentetik karisim, 5,0 pg/mL Stlfasetamid sodyum, 2,5 pg/mL Betametazon, 1,0 pg/mL Metil
paraben ve 1,0 pg/mL Propil paraben icerecek sekilde hazirlandi.
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3.3.3. RP - HPLC yontemi ile Sulfasetamid Sodyum, Betametazon, Metil Paraben ve Propil

Paraben kalibrasyon grafikleri

10,0 mg standart Siilfasetamid sodyum hassas terazi ile tartildi ve metanolde ¢tzulerek 10,0 mL’ye
tamamlandi. Bu ¢6zeltiden belirli hacimler alinip son derisimler 3,0; 4,0; 5,0; 6,0; 7,0 pg/mL
olacak sekilde mobil faz ile 10,0 mL’ye seyreltildi.

10,0 mg standart Betametazon hassas terazi ile tartildi ve metanolde ¢Ozllerek 10,0 mL’ye
tamamlandi. Bu ¢6zeltiden belirli hacimler almip son derisimler 1,5; 2,0; 2,5; 3,0; 3,5 pg/mL
olacak sekilde mobil faz ile 10,0 mL’ye seyreltildi.

10,0 mg standart Metil paraben hassas terazi ile tartildi ve metanolde ¢ozulerek 10,0 mL’ye
tamamlandi. Bu ¢6zeltiden belirli hacimler alinip son derisim 0,6; 0,8; 1,0; 1,2; 1,4 pug/mL olacak
sekilde mobil faz ile 10,0 mL’ye seyreltildi.

10,0 mg standart Propil paraben hassas terazi ile tartildi ve metanolde ¢oziilerek 10,0 mL’ye
tamamland1. Bu ¢Ozeltiden belirli hacimler alinip son derisim 0,6; 0,8; 1,0; 1,2; 1,4 pg/mL olacak
sekilde mobil faz ile 10,0 mL’ye seyreltildi.

Her bir kalibrasyon ¢ozeltisi, etken madde ¢ozeltilerinin karisimi seklinde hazirlandi ve 250
nm’deki pik alan1 degerleri okunarak her bir etken madde i¢in ayr1 ayri kalibrasyon grafikleri
cizildi.

3.3.4. RP-HPLC yontemi ile Oftalmik Damlalarda Sulfasetamid Sodyum, Betametazon, Metil

Paraben ve Propil Paraben miktartayini

Oftalmik damlalarda Betametazon, Metil paraben ve Propil paraben miktarlarinm
Stlfasetamid sodyum yaninda ¢ok diisiik olmasindan dolayr standart katma ydontemi
uygulanmustir. Oftalmik damladan 50,0 pL hassas olarak alindi ve metanol ile 10,0 mL’ye
seyreltildi. Bu ¢ozeltiden (5,0 pg/mL Silfasetamid sodyum, 0,05 pg/mL Betamazon, 0,025 pg/mL
Metil paraben ve 0,005 pg/mL Propil paraben iceren ¢ozelti) 100 uL alinip Gizerine 2,5 pg/mL
Betametazon, 1,0 pg/mL Metil paraben ve 1,0 pg/mL Propil paraben standartlar1 ilave edilerek
mobil faz ile 10,0 mL’ye seyreltildi. Optimize edilen RP-HPLC kosullarinda elde edilen pik alani
degerleri kullanilarak, kalibrasyon grafiklerinden hareketle oftalmik damladaki her bir etken

maddenin miktar1 hesaplandi. Miktar tayini amaciyla bes oftalmik damla ¢ozeltisi hazirland:.



51

3.3.5. RP- HPLC yontemi ile Sulfasetamid Sodyum, Betametazon, Metil Paraben ve Propil

Paraben geri kazanimi

Belirtilen kosullarda hazirlanmis 5,0 pg/mL Silfasetamid sodyum iceren oftalmik damla
¢Ozeltisinden 5,0 mL alinip son derisim 4,0; 5,0; 6,0 ug/mL olacak sekilde stok Sulfasetamid
sodyum ¢ozeltisinden eklendi ve mobil faz ile 10,0 mL hacme tamamlandi. Bu ¢ozeltinin pik alan
degerleri okundu Ve ilgili kalibrasyon grafiginden hareketle derisim ve % geri kazanim degerleri

hesaplanda.

Belirtilen kosullarda hazirlanmig 0,05 pg/mL Betametazon iceren oftalmik damla ¢ozeltisinden
5,0 mL alinip son derisim 2,0; 2,5; 3,0 pg/mL olacak sekilde stok Betametazon ¢Ozeltisinden
eklendi ve mobil faz ile 10,0 mL hacme tamamlandi. Bu ¢6zeltinin pik alan degerleri okundu ve

ilgili kalibrasyon grafiginden hareketle derisim ve % geri kazanim degerleri hesaplandi.

Belirtilen kosullarda hazirlanmug, 0,025 pg/mL  Metil paraben iceren oftalmik damla
cozeltisinden 5,0 mL almip son derisim 0,8; 1,0; 1,2 pg/mL olacak sekilde stok Metil paraben
cozeltisinden eklendi ve mobil faz ile 10,0 mL hacme tamamlandi. Bu ¢Ozeltinin pik alan degerleri

okundu ve ilgili kalibrasyon grafiginden hareketle derisim ve % geri kazanim degerleri hesaplandi.

Belirtilen kosullarda hazirlanmis, 0,005 pg/mL Propil paraben iceren oftalmik damla
¢Ozeltisinden 5,0 mL alinip son derisim 0,8; 1,0; 1,2 pg/mL 0 lacak sekilde stok Propil paraben
cOzeltisinden eklenerek mobil faz ile 10,0 mL hacme tamamlandi. Bu ¢Ozeltinin pik alan degerleri
okundu ve ilgili kalibrasyon grafiginden hareketle derisim ve % geri kazanim degerleri

hesaplandi.

3.3.6. RP- HPLC ydnteminde validasyon

RP-HPLC yontemi ile giivenilir bir sekilde analiz yapilabilen en diisiik derigimleri
saptayabilmek amaciyla, LOD ve LOQ degerleri hesaplandi. Hesaplama, en kiiciik kareler
yontemine gore ¢izilen kalibrasyon grafiginin denklemindeki egim(m) ve kesisim(n)

degerleri ve kesisim noktasinin standart sapmasi kullanilarak yapildi.

Glin ici ve Giinler aras1 Tekrarlanabilirlik ¢aligmasi i¢in, ayni derisimde hazirlanan standart

¢ozeltilerin ayn1 giin icerisinde 6 kez ve farkli 6 giinde dl¢iimleri yapildi. Olgiimler sonucu
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elde edilen verilerden ortalama, ortalamanin standart hatasi, standart sapma, %BSS ve gliven

araligi degerleri hesaplandi.

Saglamlik

5,0 pg/mL Stilfasetamid sodyum, 2,5 pg/mL Betametazon, 1,0 pg/mL Metil parabenve 1,0 pg/mL
Propil paraben iceren c¢ozelti hazirlandi. Bu ¢6zeltinin RP- HPLC ile analizinde, optimize
edilen yontem kosullarindan kromatografik parametrelere etkisi olan, dalga boyu, kolon

sicakligi ve mobil faz akis hizindaki degisimlerin etkileri ayr1 ayr1 incelendi.

Hizli bozundurma testleri

Fotoliz

Sulfasetamid sodyum, Betametazon, Metil paraben ve Propil paraben ayr1 ayr1 100,0 *er mg
hassas olarak tartildiktan sonra, 24 saat boyunca UV isik altinda bekletildi. 24 saat sonunda
her bir etken maddeden 10,0’ar mg alinarak, 10,0’ar mL metanolde ¢6zlldi. Daha sonra, bu
cozeltilerden hareketle ve ¢6ziicii olarak mobil faz kullanilarak, son derisim degerleri 3,0
pg/mL Sulfasetamid sodyum, 2,5 pg/mL Betametazon, 1,0 pg/mL Metil paraben ve 1,0
pg/mL Propil paraben olacak sekilde, ¢ozeltiler hazirlandi. RP-HPLC ile analiz edilip

bozunma miktarlar1 hesaplandi.

Asit hidrolizi

Stlfasetamid sodyum, Metil paraben ve Propil paraben etken maddelerinden ayri ayri
10,0’ar mg iki ayr1 beher i¢ine alindi. Betametazon ¢ozeltisi suda kismi olarak ¢oziindiigii
icin 200 pg/mL igerecek sekilde stok ¢Ozelti olarak hazirlandi. Beherlerden birine 10,0 mL
1,0 M HCl ve digerine 10,0 mL 0,01 M HCl ilave edildi. Bu islem her bir etken madde i¢in
iki ayr1 beherde yapildi. 24 saat sonra, her bir ¢ozeltiden belirli miktarda alinip son derisim
2,5 pg/mL Betametazon, 1,0 pg/mL Metil paraben ve 1,0 ug/mL Propil paraben, 5,0 pg/mL
Stlfasetamid sodyum icin 0,01 M HCI, HCI ¢6zeltisinden gelen pikin girisimini azaltmak
icin 3,0 pg/mL Silfasetamid sodium i¢in 1,0 M HCI olacak sekilde mobil fazla hacme

tamamlandi. RP-HPLC ile analiz edilip bozunma miktar1 hesaplandi.
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Baz hidrolizi

Sulfasetamid sodyum, Betametazon, Metil paraben ve Propil paraben etken maddelerinden
ayr1 ayr1 10,0’ar mg iki ayr1 beher i¢ine alindi. Betametazon ¢ozeltisi suda kismi olarak
¢oziindiigi igin 0,01 M NaOH ¢0zeltisi icerisinde ¢okelme meydana geldi. Betametazon 25
pg/mL igerecek sekilde stok ¢ozelti olarak hazirlandi. Beherlerden birine 10,0 mL 1,0 M
NaOH ve digerine 10,0 mL 0,01 M NaOH ilave edildi. Bu islem her bir etken madde i¢in iki
ayr1 beherde yapildi. 24 saat sonra, her bir ¢ozeltiden belirli miktarda alinip son derisim 2,5
pg/mL Betametazon, 1,0 pg/mL Metil paraben, 1,0 pug/mL Propil paraben, 5,0 pg/mL
Sulfasetamid sodyum icin 0,01 M NaOH, NaoH ¢ozeltisinden gelen pikin girisimini
azaltmak icin 3,0 pg/mL Silfasetamid sodium igin 1,0 M NaOH olacak sekilde mobil fazla

hacme tamamlandi. RP-HPLC ile analiz edilip bozunma miktar1 hesaplandi.

Yukseltgenme

Kromatogramda 1iyi bir rezoliisyon elde edilemedigi i¢in yiikseltgenme caligmasi

yapilamamistir.

Sistem Uygunluk Testleri

Gelistirilen yontemin kromatografik standartlar1 saglayip saglamadigini degerlendirmek
amaciyla, elde edilen kromatogram iizerinden, her bir analit i¢in, rezoliisyon (R), pik alani

(PA), pik asimetrisi (As) ve tabaka sayist (N) degerleri hesaplandi.
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4. BULGULAR

4.1. Silfasetamid Sodyum, Betametazon ve Metil Paraben-Propil Paraben UV

Spektrumlar

Stlfasetamid sodyum, Betametazon ve Metil paraben-Propil paraben c¢ozeltileri, Bolum
3.2.1, 3.2.2. ve 3.2.3.’de anlatildig1 gibi hazirlanmis ve her bir ¢6zeltinin UV spektrumu,

Sekil 4.1.°de st liste gosterilmistir.

1,2 1
= Sulfasetamid (14 pg/mL)
= Betametazon (30 pg/mL)
1.0 - Metil Paraben ve Propil Paraben (15 pg/mL)
n
c 0,8+
©
o]
—
R 06-
o]
<
0,4 -
0,2
0,0 y T y T T T y
200 250 300 350 400

Dalga Boyu (nm)

Sekil 4.1. 14 pg/mL Silfasetamid Sodyum, 30 pg/mL Betametazon ve 15 pg/mL Metil Paraben-Propil
Paraben UV spektrumlari
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Metil paraben ve Propil paraben ¢ozeltileri, Bolim 3.2.6.’da anlatildig1 gibi hazirlanmis ve

UV spektrumu, Sekil 4.2.°de iist iiste gosterilmistir.

1,2

1,0 S

0,8

Metil Paraben
0,6 = Propil Paraben

Absorbans

0,4 1

0,2

0,0

T T T T T T T
200 250 300 350 400
Dalga Boyu (nm)

Sekil 4.2. 14 pg/mL Metil Paraben ve 15 pg/mL Propil Paraben UV spektrumlari

4.2. Sentetik Kanisin Cozeltisi ve Oftalmik Damla Cozeltisinin UV Spektrumlar

Sentetik karisim ¢ozeltisi ve oftalmik damla ¢ozeltisi, B6liim 3.2.4.’te ve B6lim 3.2.5’de
anlatildig1 gibi hazirlanmis ve herbir ¢ozeltinin UV spektrumu, Sekil 4.3.°de iist iiste

gosterilmistir.
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1,2

1,0

0,84
\ \ — G0z Damlasi

1 Standart karisim
0,6 -

Absorbans

0,4 -

0,2
1\\

0.0 ' | ' | = | =

200 250 300 350 400

Dalga Boyu (nm)

Sekil 4.3. Oftalmik damla ve sentetik karisim ¢ozeltilerinin UV spektrumlari

4.3. UV-Tiirev Spektrofotometrisi Yontemi Sonuclar

4.3.1. UV Turev spektrofotometrisi yontemi ile miktar tayini icin uygun dalga boyunun

belirlenmesi

UV-Turev Spektrofotometrik yontemde, miktar tayini icin en uygun dalga boyunun
belirlenmesi amaciyla Stlfasetamid Sodyum, Betametazon ve Metil paraben-Propil paraben
standart ¢zeltilerinin ve esit miktarda Stlfasetamid sodyum, Betametazon ve Metil paraben-
Propil paraben iceren oftalmik damla ¢ozeltisinin, n degerleri (AX) 5, 7,9, 11, 13, 17, 21,
25 olacak sekilde 1. tiirev spektrumlar1 alimmistir. Elde edilen spektrumlar Sekil 4.4., Sekil
4.5., Sekil 4.6., Sekil 4.7., Sekil 4.8., Sekil 4.9., Sekil 4.10. ve Sekil 4.10.’da iist iiste
gosterilmistir. Bu ¢aligma, matriksden gelebilen bir etkinin varligmi kontrol amaciyla

yapilmistir.
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20
16
12 Sulfasetamid (14 pg/mL)
_ — Betametazon (30 pg/mL)
— g Metil Paraben ve Propil Paraben (15 pg/mL)
<
3
H< 4
©
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-4
-8
T T T T T T T
200 250 300 350 400

Dalga Boyu (nm)

Sekil 4.4. 14 pg/mL Sulfasetamid Sodyum, 30 pg/mL Betametazon ve 15 pg/mL Metil Paraben-Propil

Paraben’e ait iist iiste ¢ekilmis 1.tiirev (n=5) UV spektrumlari

Sulfasetamid (14 pg/mL)
Betametazon (30 pg/mL)
— Metil Paraben ve Propil Paraben (15 pg/mL)

T T T T T T T
200 250 300 350 400
Dalga Boyu (nm)

Sekil 4.5. 14 pg/mL Silfasetamid Sodyum, 30 pg/mL Betametazon ve 15 pg/mL Metil Paraben-Propil

Paraben’e ait ist iiste ¢ekilmis 1.tiirev (n=7) UV spektrumlari
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Sekil 4.6. 14 pg/mL Sulfasetamid Sodyum, 30 pg/mL Betametazon ve 15 pg/mL Metil Paraben-Propil

Paraben’e ait iist iiste ¢ekilmis 1.tirev (n=9) UV spektrumlart

8
4
—
< 04
2
—
©
-4 4
Silfasetamid (14 pg/mL)
Betametazon (30 pg/mL)
-8 —— Metil Paraben ve Propil Paraben (15 pg/mL)
T T T T T T T
200 250 300 350 400

Dalga Boyu (nm)

Sekil 4.7. 14 pg/mL Silfasetamid Sodyum, 30 pg/mL Betametazon ve 15 pg/mL Metil Paraben-Propil

Paraben’e ait Ust tiste ¢ekilmis 1.tiirev (n=11) UV spektrumlari
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Sekil 4.8. 14 pg/mL Sulfasetamid Sodyum, 30 pg/mL Betametazon ve 15 pg/mL Metil Paraben-Propil
Paraben’e ait Ust iiste ¢ekilmis 1.tiirev (n=13) UV spektrumlari

Sulfasetamid (14 pg/mL)
Betametazon (30 pg/mL)
-8 — Metil Paraben ve Propil Paraben (15 pg/mL)

T T T T T T T
200 250 300 350 400
Dalga Boyu (nm)

Sekil 4.9. 14 pg/mL Silfasetamid Sodyum, 30 pg/mL Betametazon ve 15 pg/mL Metil Paraben-Propil

Paraben’e ait Ust tiste ¢ekilmis 1.tiirev (n=17) UV spektrumlari
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Sulfasetamid (14 pg/mL)
Betametazon (30 pg/mL)
Metil Paraben ve Propil Paraben (15 pg/mL)

T T T T T T T
200 250 300 350 400
Dalga Boyu (nm)

Sekil 4.10. 14 pg/mL Silfasetamid Sodyum, 30 pg/mL Betametazon ve 15 pg/mL Metil Paraben-Propil

Paraben’e ait iist iiste ¢ekilmis 1.tiirev (n=21) UV spektrumlari

Sulfasetamid (14 pg/mL)
Betametazon (30 pg/mL)
Metil Paraben ve Propil Paraben (15 pg/mL)

T T T T T T T
200 250 300 350 400
Dalga Boyu (nm)

Sekil 4.11. 14 pg/mL Silfasetamid Sodyum, 30 pg/mL Betametazon ve 15 pg/mL Metil Paraben-Propil
Paraben’e ait iist iiste ¢ekilmis 1.tiirev (n=25) UV spektrumlari
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UV-Tirev Spektrofotometrik yontemde, miktar tayini icin en uygun dalga boyunun
belirlenmesi amaciyla Stlfasetamid sodyum, Betametazon ve Metil paraben-Propil paraben
standart c¢ozeltilerinin ve ve esit miktarda Sulfasetamid sodyum, Betametazon ve Metil
paraben-Propil paraben igceren oftalmik damla ¢ozeltisinin, n degerleri (AX) 5,7, 9, 11, 13,
17, 21, 25 olacak sekilde 2. tiirev spektrumlar1 alinmistir. Elde edilen spektrumlar Sekil
4.12., Sekil 4.13., Sekil 4.14., Sekil 4.15., Sekil 4.16., Sekil 4.17., Sekil 4.18. ve Sekil

4.19.°da iist iiste gosterilmistir.

3
2 -
1 4
N
<
©
< 0
N
o
-1 -
Silfasetamid (14 pg/mL)
5 — Betametazon (30 pg/mL)
) — Metil Paraben ve Propil Paraben (15 pg/mL)
-3 T T T T i T '
200 250 300 350 400

Dalga Boyu (nm)

Sekil 4.12. 14 pg/mL Sulfasetamid Sodyum, 30 pg/mL Betametazon ve 15 pg/mL Metil Paraben-Propil

Paraben ’e ait ist iiste ¢ekilmis 2.tiirev (n=5) UV spektrumlari
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Sulfasetamid (14 pg/mL)
Py — Betametazon (30 pg/mL)
— Metil Paraben ve Propil Paraben (15 pg/mL)

T T T T T T T
200 250 300 350 400
Dalga Boyu (nm)

Sekil 4.13. 14 pg/mL Sulfasetamid Sodyum, 30 pg/mL Betametazon ve 15 pg/mL Metil Paraben-Propil
Paraben’e ait tist iiste ¢ekilmis 2.tiirev (n=7) UV spektrumlar1

Sulfasetamid (14 pg/mL)
9 —— Betametazon (30 pg/mL)
— Metil Paraben ve Propil Paraben (15 pg/mL)

T T T T T T T
200 250 300 350 400
Dalga Boyu (nm)

Sekil 4.14. 14 pg/mL Silfasetamid Sodyum, 30 pg/mL Betametazon ve 15 pg/mL Metil Paraben-Propil
Paraben’e ait ist iiste ¢ekilmis 2.tiirev (n=9) UV spektrumlari
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Sulfasetamid (14 pg/mL)
Py — Betametazon (30 pg/mL)
_J — Metil Paraben ve Propil Paraben (15 pg/mL)

T T T T T T T
200 250 300 350 400
Dalga Boyu (nm)

Sekil 4.15. 14 pg/mL Sulfasetamid Sodyum, 30 pg/mL Betametazon ve 15 pg/mL Metil Paraben-Propil

Paraben e ait iist iiste ¢ekilmis 2.tiirev (n=11) UV spektrumlari

Sulfasetamid (14 pg/mL)
—— Betametazon (30 pg/mL)
— Metil Paraben ve Propil Paraben (15 pg/mL)

T T T T T T T
200 250 300 350 400
Dalga Boyu (nm)

Sekil 4.16. 14 pg/mL Silfasetamid Sodyum, 30 pg/mL Betametazon ve 15 pg/mL Metil Paraben-Propil
Paraben’e ait iist iiste ¢ekilmis 2.tiirev (n=13) UV spektrumlari
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Sekil 4.17. 14 pg/mL Sulfasetamid Sodyum, 30 pg/mL Betametazon ve 15 pg/mL Metil Paraben-Propil

Paraben’e ait iist iiste ¢ekilmis 2.tiirev (n=17) UV spektrumlari

d2A/dn2

Sulfasetamid (14 pg/mL)

-1,01 —— Betametazon (30 pg/mL)
— Metil Paraben ve Propil Paraben (15 pg/mL)
-1,5 T T T T T T T
200 250 300 350 400

Dalga Boyu (nm)

Sekil 4.18. 14 pg/mL Silfasetamid Sodyum, 30 pg/mL Betametazon ve 15 pg/mL Metil Paraben-Propil

Paraben’e ait iist tiste ¢ekilmis 2.tiirev (n=21) UV spektrumlari
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15
1,0 1
— Sulfasetamid (14 pg/mL)
— Betametazon (30 pg/mL)
05 - —— Metil Paraben ve Propil Paraben (15 pg/mL)

d2A/dA2
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Sekil 4.19. 14 pg/mL Sulfasetamid Sodyum, 30 pg/mL Betametazon ve 15 pg/mL Metil Paraben-Propil

Paraben’e ait iist iiste ¢ekilmis 2.tiirev (n=25) UV spektrumlari

UV-Turev Spektrofotometrik yontemde, miktar tayini icin en uygun dalga boyunun
belirlenmesi amaciyla Sllfasetamid sodyum, Betametazon ve Metil paraben-Propil paraben
standart c¢ozeltilerinin ve ve esit miktarda Sulfasetamid sodyum, Betametazon ve Metil
paraben-Propil paraben iceren oftalmik damla ¢ozeltisinin, n degerleri (AX) 5,7, 9, 11, 13,
17, 21, 25 olacak sekilde 3. tiirev spektrumlar1 alinmistir. Elde edilen spektrumlar Sekil
4.20., Sekil 4.21., Sekil 4.22., Sekil 4.23., Sekil 4.24., Sekil 4.25., Sekil 4.26. ve Sekil

4.27.de iist iiste gosterilmistir.
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Siilfasetamid (14 pg/mL)
2 — Betametazon (30 pg/mL)
— Metil Paraben ve Propil Paraben (15 pg/mL)

d3a/das

PP PP

-4 T T T T T T T
200 250 300 350 400
Dalga Boyu (nm)

Sekil 4.20. 14 pg/mL Sulfasetamid Sodyum, 30 pg/mL Betametazon ve 15 pg/mL Metil Paraben-Propil
Paraben’e ait iist iiste ¢ekilmis 3.tiirev (n=5) UV spektrumlari

Siilfasetamid (14 pg/mL)

-1 — Betametazon (30 pg/mL)
— Metil Paraben ve Propil Paraben (15 pg/mL)
-2 T T T T T T T
200 250 300 350 400

Dalga Boyu (nm)

Sekil 4.21. 14 pg/mL Silfasetamid Sodyum, 30 pg/mL Betametazon ve 15 pg/mL Metil Paraben-Propil
Paraben’e ait st iiste ¢ekilmis 3.tiirev (n=7) UV spektrumlari
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Siilfasetamid (14 pg/mL)

-1 — Betametazon (30 pg/mL)
— Metil Paraben ve Propil Paraben (15 pg/mL)
-2 T T T T T T T
200 250 300 350 400

Dalga Boyu (nm)

Sekil 4.22. 14 pg/mL Sulfasetamid Sodyum, 30 pg/mL Betametazon ve 15 pg/mL Metil Paraben-Propil
Paraben’e ait iist iiste ¢ekilmis 3.tiirev (n=9) UV spektrumlari

Silfasetamid (14 pg/mL)

-1 —— Betametazon (30 pg/mL)
Metil Paraben ve Propil Paraben (15 pg/mL)
-2 T T T T T T T
200 250 300 350 400

Dalga Boyu (nm)

Sekil 4.23. 14 pg/mL Silfasetamid Sodyum, 30 pg/mL Betametazon ve 15 pg/mL Metil Paraben-Propil
Paraben’e ait iist iiste ¢ekilmis 3.tiirev (n=11) UV spektrumlari
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Sekil 4.24. 14 pg/mL Sulfasetamid Sodyum, 30 pg/mL Betametazon ve 15 pg/mL Metil Paraben-Propil
Paraben’e ait iist iiste ¢ekilmis 3.tiirev (n=13) UV spektrumlari

1,0

d3a/dn3

Siilfasetamid (14 pg/mL)

-0,5 7 — Betametazon (30 pg/mL)
— Metil Paraben ve Propil Paraben (15 pg/mL)
'110 T T T T T T T
200 250 300 350 400

Dalga Boyu (nm)

Sekil 4.25. 14 pg/mL Silfasetamid Sodyum, 30 pg/mL Betametazon ve 15 pg/mL Metil Paraben-Propil

Paraben’e ait iist tiste ¢ekilmis 3.tiirev (n=17) UV spektrumlari
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Sekil 4.26. 14 pg/mL Sulfasetamid Sodyum, 30 pg/mL Betametazon ve 15 pg/mL Metil Paraben-Propil
Paraben’e ait iist iiste ¢ekilmis 3.tiirev (n=21) UV spektrumlari

0,50
0,25
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< 0,00
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] Sulfasetamid (14 pg/mL)
-0,25 1 — Betametazon (30 pg/mL)
— Metil Paraben ve Propil Paraben (15 pg/mL)
-0,50 _J

T T T T T T T
200 250 300 350 400
Dalga Boyu (nm)

Sekil 4.27. 14 pg/mL Silfasetamid Sodyum, 30 pg/mL Betametazon ve 15 pg/mL Metil paraben-Propil
paraben’e ait st iiste ¢ekilmis 3.tirev (n=25) UV spektrumlari
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UV-Tirev Spektrofotometrik yontemde, miktar tayini icin en uygun dalga boyunun
belirlenmesi amaciyla Stlfasetamid sodyum, Betametazon ve Metil paraben-Propil paraben
standart ¢ozeltilerinin ve ve esit miktarda Silfasetamid sodyum, Betametazon ve Metil
paraben-Propil paraben igceren oftalmik damla ¢ozeltisinin, n degerleri (AX) 5,7, 9, 11, 13,
17, 21, 25 olacak sekilde 4. tirev spektrumlart alimmistir. Elde edilen spektrumlar Sekil
4.28., Sekil 4.29., Sekil 4.30., Sekil 4.31., Sekil 4.32., Sekil 4.33., Sekil 4.34. ve Sekil 4.35°te

iist iiste gosterilmistir.

6
4
2
<
<
S 0
<
<
©
24
Sulfasetamid (14 pg/mL)
-4 - —— Betametazon (30 pg/mL)
— Metil Paraben ve Propil Paraben (15 pg/mL)
-6 -
T T T T T T T
200 250 300 350 400

Dalga Boyu (nm)

Sekil 4.28. 14 pg/mL Sulfasetamid Sodyum, 30 pg/mL Betametazon ve 15 pg/mL Metil Paraben-Propil
Paraben’e ait iist tiste ¢ekilmis 4.tiirev (n=5) UV spektrumlari
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Siilfasetamid (14 pg/mL)
— Betametazon (30 pg/mL)
— Metil Paraben ve Propil Paraben (15 pg/mL)

T T T T T T T
200 250 300 350 400
Dalga Boyu (nm)

Sekil 4.29. 14 pg/mL Sulfasetamid Sodyum, 30 pg/mL Betametazon ve 15 pg/mL Metil Paraben-Propil
Paraben’e ait iist iiste ¢ekilmis 4.tiirev (n=7) UV spektrumlari

0,50
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< 0,00
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-0,25 H
Siilfasetamid (14 pg/mL)
Betametazon (30 pg/mL)
0.50 J‘ Metil Paraben ve Propil Paraben (15 pg/mL)
T T T T T T T
200 250 300 350 400

Dalga Boyu (nm)

Sekil 4.30. 14 pg/mL Silfasetamid Sodyum, 30 pg/mL Betametazon ve 15 pg/mL Metil Paraben-Propil

Paraben’e ait ist iiste ¢ekilmis 4.tiirev (n=9) UV spektrumlari
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Sekil 4.31. 14 pg/mL Sulfasetamid Sodyum, 30 pg/mL Betametazon ve 15 pg/mL Metil Paraben-Propil
Paraben’e ait iist iiste ¢ekilmis 4.tiirev (n=11) UV spektrumlari

0,3

d4a/dnt

Siilfasetamid (14 pg/mL)
—— Betametazon (30 pg/mL)
-0,2 - — Metil Paraben ve Propil Paraben (15 pg/mL)

T T T T T T T
200 250 300 350 400
Dalga Boyu (nm)

Sekil 4.32. 14 pg/mL Silfasetamid Sodyum, 30 pg/mL Betametazon ve 15 pg/mL Metil Paraben-Propil
Paraben’e ait iist iiste ¢ekilmis 4.tiirev (n=13) UV spektrumlari
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Sekil 4.33. 14 pg/mL Sulfasetamid Sodyum, 30 pg/mL Betametazon ve 15 pg/mL Metil Paraben-Propil

Paraben’e ait iist iiste ¢ekilmis 4.tlrev (n=17) UV spektrumlari

0,10
0,05
<t
S
> \ N
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Y Betametazon (30 pg/mL)
U — Metil Paraben ve Propil Paraben (15 pg/mL)
-0,10 . T , , . , .
200 250 300 350 400

Dalga Boyu (nm)

Sekil 4.34. 14 pg/mL Silfasetamid Sodyum, 30 pg/mL Betametazon ve 15 pg/mL Metil Paraben-Propil

Paraben’e ait iist iiste ¢ekilmis 4.tiirev (n=21) UV spektrumlari
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Sekil 4.35. 14 pg/mL Sulfasetamid Sodyum, 30 pg/mL Betametazon ve 15 pg/mL Metil Paraben-Propil

Paraben’e ait iist iiste ¢ekilmis 4.tiirev (n=25) UV spektrumlari

Elde edilen spektrumlardan Silfasetamid sodyum, Betametazon ve Metil paraben-Propil

paraben icin miktar tayini yapilabilecek dalga boylar1 Cizelge 4.1.’de g6sterilmistir.

Cizelge 4.1. Etken Maddelerin miktar tayini yapilabilecek UV Turev derecesi, n ve dalga boyu (1) degerleri

Etken Madde UV Tlrev derecesi, n Dalga boyu (1), nm

2.Tlrev, n =25 310
. 3.Turev, n =7 344

Stlfasetamid Sodyum
4. Turev, n =9 254
4. Tlrev, n =17 268
2.Tlrev,n=5 332
3.Tlrev, n=21 236

Betametazon

4. Tarev, n =7 286
4. Tirev, n =11 235
3. Tirev, n=11 283
Metil Paraben ve 4.Tlrev, n =7 275
Propil Paraben 4.Tirev, n=9 266
4.Tirev, n =11 284
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4.3.2. UV Turev spektrofotometrisi yontemi ile miktar tayini icin secilen dalga boylar

Boliim 4.3.1°de anlatildig: gibi taranan dalga boylar1 arasindan Silfasetamid sodyum tayini
igin 4.tlrev (n=17) 268 nm, Betametazon tayini igin 3.tirev (n=21) 236 nm, Metil paraben-
Propil paraben tayini igin 3.tirev (n=11) 283 nm dalga boylar1 secilmis ve bu dalga
boylarinda diger etken maddelerin tlirev absorbans degerlerinin sifir oldugu Sekil 4.36., Sekil
4.37. ve Sekil 4.38.”de isaretlenerek gosterilmistir.

0,10

0,05 +

268 nm

Y

0,00 n

|

d*a/dnt

-0,05
= Siilfasetamid (14 pg/mL)
= Betametazon (30 pg/mL)
= Metil Paraben ve Propil Paraben (15 pg/mL)
-0,10 : , : , : , :
200 250 300 350 400

Dalga Boyu (nm)

Sekil 4.36. 14 pg/mL Siilfasetamid Sodyum 4.tirev (n=17) UV spektrumu
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= Betametazon (30 pg/mL)
== Metil Paraben ve Propil Paraben (15 pg/mL)
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200 250 300 350 400
Dalga Boyu (nm)

Sekil 4.37. 30 pg/mL Betametazon 3.tlrev (n=21) UV spektrumu
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1 J = Metil Paraben ve Propil Paraben (15 pg/mL)
'1,0 I T T T T T T T
200 250 300 350 400
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Sekil 4.38. 15 pg/mL Metil paraben-Propil paraben 3.tirev (n=11) UV spektrumu
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4.3.3. UV Turev spektrofotometrisi yontemi kalibrasyon grafikleri
Kalibrasyon grafikleri BOlum 3.2.8.°de anlatildig1 sekilde ¢izildi. UV Tlrev

spektrofotometrisi yontemi ile Sulfasetamid sodyum tayini icin 4.tlrev (n=17) 268 nm’de

cizilen kalibrasyon grafigi sekil 4.39.’da gosterilmistir.

0,018 ~

0,016
y =0,0013x-0,0011

2_
ool  R=0999

0,012

Absorbans

0,010 ~

0,008

0,006 T T T T T T T T T
6 8 10 12 14

Konsantrasyon (ug/mL)

Sekil 4.39. UV Tirev Spektrofotometrisi yontemi ile (4. Tlrev, n=17, 268 nm) Siilfasetamid Sodyum tayininde
kullanilan kalibrasyon grafigi, Derisim araligi: 6,0-14,0 pg/mL
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UV Turev Spektrofotometrisi yontemi ile Betametazon tayini icin 3.ttrev (n=21) 236 nm’de

cizilen kalibrasyon grafigi sekil 4.40.’da gosterilmistir.

-0,010 +

-0,015 -
y = 0,0012x+0,0016
-0,020 R?= 0,997

-0,025 ~

Absorbans

-0,030 ~

-0,035 +

10 15 20 25 30
Konsantrasyon (ug/mL)

Sekil 4.40. UV Turev Spektrofotometrisi yontemiyle (3.tlrev, n=21, 236 nm) Betametazon tayininde kullanilan
kalibrasyon grafigi, Derigim araligi: 10-30 pg/mL
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UV Tirev spektrofotometrisi yontemi ile Metil paraben- Propil paraben tayini i¢in 3.tlrev

(n=11) 283 nm’de ¢izilen kalibrasyon grafigi sekil 4.41.’de gosterilmistir.

-0,05

-0,10

-0,15 ~ y =-0,245x+0,011
R*= 0,997

-0,20

Absorbans

-0,25

-0,30

4 6 8 10 12
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Sekil 4.41. UV Turev Spektrofotometrisi yontemiyle (3.tlrev, n=11, 283 nm) Metil Paraben- Propil Paraben
tayininde kullanilan kalibrasyon grafigi, Derisim araligi: 4,0-12,0 pg/mL

UV-Turev Spektrofotometrik yontemin analitik parametreleri Cizelge 4.2.”de gosterilmistir.

Cizelge 4.2. UV tirev spektrofotometrik yontemin analitik parametreleri

Stlfasetamid Sodyum Betametazon Metll. Paraben-
Propil Paraben

Dogrusal Aralik 6,0-14,0 10,0-30,0 4,0-12,0
(pg/mL)
Regresyon y = 0,0013x - 0,0011 y=-0,0012x + 0,0016 | y=-0,0245x +0,0106
Denklemi
Determinasyon R2=0,9991 Rz =0,9975 R2 =0,9979
katsayisi (R?)
LOD (pg/mL) 0,58 0,89 1,14
LOQ (ug/mL) 1,93 2,96 3,82
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4.3.4. UV Turev spektrofotometrik yontemde tekrarlanabilirlik

UV Tirev Spektrofotometrik yontemde tekrarlanabilirlik ¢alismasi, Boliim 3.2.11.°de

anlatildig1 gibi yapilmis ve elde edilen giinler arasi tekrarlanabilirlik ¢aligmasi sonuglar1

cizelge 4.3.°de, gun igi tekrarlanabilirlik ¢alismasi sonuglari ¢izelge 4.4.’de verilmistir.

Cizelge 4.3. Giinler arasi tekrarlanabilirlik ¢aligmasi sonuglari

Bulunan( pg/mL)
y . Metil Paraben-
Eklenen (ug/mL) Sulfasetamid Sodyum Betametazon Propil Paraben
. 11,42 19,57 7,77
Stlfasetamid Sodyum: 12,0 pg/mL
11,67 19,66 8,05
Betametazon: 20,0 pg/mL
. ; 12,08 20,60 8,00
Metil Paraben-Propil 1150 19.49 3.00
Paraben: 8,0 png/mL ! ! !
11,50 19,74 7,64
12,00 19,57 7,97
Ortalama 11,69 19,77 7,90
Ortalamanin Standart Hatasi 0,11 0,17 0,06
SS 0,28 0,41 0,16
%BSS 2,39 2,09 2,05
%BH 2,54 1,14 1,18
GAZ (p=0,05) 11,40- 11,99 19,33-20,21 7,73- 8,08

SS: Standart Sapma, BSS: Bagil Standart Sapma, BH: Bagil Hata, GA: Giiven Aralig1

Cizelge 4.4. Giin i¢i tekrarlanabilirlik ¢aligmasi sonuglari

Bulunan( pg/mL)
Sulfasetamid Metil Paraben-
Eklenen (ug/mL) Sodyum Betametazon Propil Paraben
y . 12,49 19,40 7,83
Stlfasetamid Sodyum: 12,0 ng/mL 12.33 2017 8.29
Betametazon: 20,0 pg/mL
. ; 11,75 20,43 8,07
Metil Paraben-Propil
Paraben: 8,0 ng/mL 12,33 20,0 8,37
11,92 20,34 8,20
12,33 20,17 8,34
Ortalama 12,19 20,08 8,18
Ortalamanin Standart Hatasi 0,11 0,14 0,08
SS 0,29 0,36 0,20
%BSS 2,36 1,83 2,49
%BH 1,59 0,42 2,29
GA (p=0,05) 11,89 -12,49 19,69-20,47 7,97- 8,39

SS: Standart Sapma, BSS: Bagil Standart Sapma, BH: Bagil Hata, GA: Giiven Araligi




82

4.3.5. UV Turev spektrofotometrik yontem ile oftalmik damlalarda etken madde

miktar tayini sonugclar

UV tirev spektrofotometrik yontem ile oftalmik damlalarda bulunan etken madde miktar
tayinleri Bolim 3.2.9.”da anlatildig: sekilde yapilmis, sonuglar Cizelge 4.5., Cizelge 4.6. ve
Cizelge 4.7.’de verilmistir.

Cizelge 4.5. Oftalmik damlalarda Stlfasetamid Sodyum miktar tayini sonuglar1

Stlfasetamid Sodyum
Numune No.
Bulunan miktar (mg/mL) Belirtilen miktar (100,0 mg/mL)
1 99,31 Xort = 99,69
2 98,58 SS=0,93
3 100,66 %BSS = 0,93
4 100,67 %BH =0,31
5 99,25 GA =98,53-100,85 (p=0,05)

Cizelge 4.6. Oftalmik damlalarda Betametazon miktar tayini sonuglar1

Betametazon
Numune No.
Bulunan miktar (mg/mL) Belirtilen miktar (1,0 mg/mL)
1 0,97 Xort = 0,98
2 1,01 SS$=0,19
3 0,96 %BSS = 1,96
4 0,97 %BH =2,2
5 0,98 GA=0,95-1,00 (p=0,05)

Cizelge 4.7. Oftalmik damlalarda Metil Paraben- Propil Paraben miktar tayini sonuglari

Metil Paraben-Propil Paraben
Numune No.
Bulunan miktar (mg/mL) Belirtilen miktar (0,6 mg/mL)
1 0,60 Xort = 0,60
2 0,60 SS=0,011
3 0,58 %BSS = 1,91
4 0,59 %BH = 0,66
5 0,61 GA =0,58-0,61 (p=0,05)
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4.3.6. UV Tiirev spektrofotometrik yontem ile geri kazamim sonuclari

UV tirev spektrofotometrik yontem ile geri kazanim ¢alismasi, B6liim 3.2.10.”da anlatildig1
sekilde, her bir etken madde icin 3 farkl derisimde yapilmig ve sonuglar Cizelge 4.8.’de

verilmistir.

Cizelge 4.8. UV tirev spektrofotometrik yontem ile geri kazanim sonuglari

Ger?ek BuIEJnan % Geri % Ortalama
Deger Deger Kazanim Geri Kazanim %BSS %BH
(ng/mL) (ng/mL)
8,08 101,08
8,0 8,17 102,17 102,17 2,70 2,87
8,26 103,26
. . 9,83 98,34
Sulfasetamid 10,0 10,08 100,82 98,61 214 143
Sodyum
9,66 96,69
11,42 95,20
12,0 11,67 97,26 96,34 1,09 3,69
11,58 96,57
16,07 100,48
16,0 15,80 98,80 100,29 1,41 0,25
16,25 101,60
20,17 100,85
Betametazon 20,0 19,57 97,86 100,85 2,95 0,83
20,76 103,84
25,17 104,89
24,0 25,08 104,53 104,4 0,52 4,38
24,91 103,80
6,50 1015
6,4 6,18 96,5 100,1 3,13 0,15
6,55 102,3
. 7,69 96,2
g"r‘zt;'i IP;‘;";‘ZE; 8,0 7,76 97,1 97,26 1,23 2,79
7,88 98,5
9,18 95,6
9,6 9,81 102,2 98,3 3,50 1,70
9,32 97,1
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4.4, RP- HPLC ile Sulfasetamid Sodyum, Betametazon, Metil Paraben ve Propil

Paraben Tayini

VWD1 A, Wavelength=250 nm (ONURIONURT51 D)
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Sekil 4.42. Silfasetamid Sodyum, Betametazon, Metil Paraben ve Propil Paraben iceren karigima ait

kromatogram

4.4.1. Yontemin optimizasyonu

RP- HPLC yodnteminde, Silfasetamid sodyum, Betametazon, Metil paraben ve Propil
paraben miktar tayinlerinde uygun kosullarin belirlenmesi amaciyla mobil faz bilesimi,
derisimi, akis hizi, enjeksiyon hacmi, kolon sicakligi gibi parametreler incelendi.
Kromatografik sistemde optimize edilen kosullarda to degerinin bulunmasi icin sisteme

asetonitril enjekte edildi ve asetonitrilin alikonma zamani to olarak alind.

Dedektor secimi

Oftalmik damlalarda ayni yontemle tayin edilmek istenen Silfasetamid sodyum,
Betametazon, Metil paraben ve Propil paraben’in absorpsiyon verdigi 250 nm dedeksiyon

dalga boyu olarak secildi ve UV dedektor kullanildi.
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Sabit fazin belirlenmesi

Stlfasetamid sodyum, Betametazon, Metil paraben ve Propil paraben molekulleri igin ters

faz sivi kromatografide kullanilan C1g HPLC kolonu kullanild:.

Mobil fazin belirlenmesi

Mobil faz sisteme su ve asetonitril olarak sirasiyla 60:40 olarak verildi. Analiz siiresi 14
dakika olarak belirlendi. Bu sartlarda, Sllfasetamid sodyum, Metil paraben ve Propil
paraben ilk 3 dakikada kolondan ¢ikarken Betametazon 14 dakikada, nispeten daha geg ¢ikt1.
Bu nedenle, mobil faz oran1 (55:45 h/h) olarak secilerek en iyi ayrim elde edildi. Bu sartlarda
analiz suresi de 7 dakikaya indirilmis oldu. Elde edilen kromatogram, Sekil 4.43.’de
gorulmektedir.

Sulfasetamid Sodyum, Betametazon, Metil Paraben ve Propil Paraben iceren karisima ait
kromatogram
mAU:
90}
80
7
60,

50
40]

2] U A
Juuﬂ J\ ¢
o I MU,

0

—
o

Dedektor Cevabi

| o

5“ ‘J‘.O““]‘.S““ZO““25‘
Alikonma Zamani (dak)

Sekil 4.43. Kromatografik kosullar: Mobil Faz: Su/Asetonitril (55:45 h/h), akis hizi: 0,6 mL/dak., kolon
sicaklig1 25°C, mobil faz orani: (a) 45:55 (b) 55:45 (c) 60:40 (d) 65:35
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Mobil faz akis hizinin belirlenmesi

HPLC sisteminde 0,4;0,5; 0,6 ve 0,7 mL/dak mobil faz akis hizlarinda analizler yapilmis ve
elde edilen kromatografik parametreler Cizelge 4.9.’da verilmistir.

Cizelge 4.9. Mobil faz akis hizinin kromatografik parametrelere etkisi

Akis Hiz1 (mL/dak)
0,4 0,5 0,6 0,7
tr (dak) 1,035 0,821 0,681 0,583
Sulfasetamid Rses.vp 3,675 3,478 3,226 2,79
N 2338,04 2271 1954,8 1627,7
Pas 1,402 1,347 1,31 1,238
t (dak) | 7,874 6,328 5,298 4,53
Betametazon N 14389,1 13774 13042,0 11989,2
Pas 0,928 0,926 0,935 0,944
tx (dak) | 1,541 1,229 1,019 0,871
Metil Paraben Ruvp-pp 7,889 7,559 7,168 6,685
N 4951,1 3920,2 3879,9 3334,8
Pas 1,32 1,264 1,258 1,225
R (daly 2,875 2,294 1,908 1,626
Propil Paraben RepaTm 15,68 15,503 15,014 14,44
N 9868,8 9356,0 8452,2 7631,0
Pas 1,134 1,118 1,119 1,113
mAU _ AL
60] 0
] S 40
50 ,;%30
1 o A 20
R || — , i
5 R _ i%
O 30 S5 1 15 3 35 5 s
g ] /\ Alikonma Zamani (dk) d
E 20] /\ C
10 A AN b
AN N_a
0 1 2 3 4 5 6 7 8
Alikonma Zamani (dak)

Sekil 4.44. Kromatografik kosullar: Mobil faz: Su/Asetonitril (55:45 h/h), enjeksiyon hacmi 10,0 L, kolon
sicaklig1 25°C, akus hizi: (a) 0,4 (b) 0,5 (¢) 0,6 (d) 0,7, 5,0 pg/mL SFS, 2,5 pg/mL BTM, 1,0 pg/mL
MP, 1,0 pg/mL PP iceren standart ¢ozelti
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Enjeksiyon hacminin belirlenmesi

HPLC sisteminde 1, 5, 10, 15 ve 20 pL enjeksiyon hacimlerinde analiz yapilmis ve elde
edilen kromatografik parametreler Cizelge 4.10.’da verilmistir.

Cizelge 4.10. Enjeksiyon hacminin kromatografik parametrelere etkisi

Enjeksiyon Hacmi
1 5 10 15 20
(1L)
tR (dak) | 0,809 0,816 0,818 0,826 0,830
Stlfasetamid | Rge e | 3,834 3,726 3,469 3,273 3,025
N 2786 2317,5 2271,73 1894,5 1631,2
Pas 1,178 1,182 1,242 1,270 1,341
tR (dak) | 6,321 6,327 6,303 6,31 6,325
Betametazon | N 12904,4 15199,5 14904,9 14510,1 13885,7
Pas 0,932 0,922 0,937 0,954 0,969
tR (dak) | 1,216 1,223 1,218 1,229 1,230
Metil Paraben| Ryppp | 8,404 8,166 7,669 7,339 6,84
N 5895,3 54254 4689,7 41945 3608,0
Pas 1,168 1,15 1,209 1,265 1,336
tR (dak) | 2,278 2,287 2,271 2,292 2,289
Propil Rep.stm | 16,701 16,239 16,078 15,705 15,149
Paraben N 10168,8 10986,6 9864,7 9101,2 8121
Pas 1,036 1,051 1,091 1,140 1,197

mAU

Dedektor Cevabi

1“”2””3””4 5 6 7
Alikonma Zamani (dak)

Sekil 4.45. Kromatografik kosullar: Mobil faz: Su/Asetonitril (55:45 h/h), akis hizi: 0,5 mL/dak, kolon sicaklig
25°C, enjeksiyon hacmi: (a) 1,0 (b) 5,0 (c) 10,0 (d) 15,0 (e) 20,0, 5,0 pg/mL SFS, 2,5 pg/mL BTM,
1,0 pg/mL MP, 1,0 pg/mL PP iceren standart ¢ozelti
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Kolon sicakligiin belirlenmesi

HPLC sisteminde 25, 30, 35, 40°C derecede analiz yapilmis ve elde edilen kromatografik
parametreler Cizelge 4.11.’de verilmistir.

Cizelge 4.11. Kolon sicakliginin kromatografik parametrelere etkisi

Kolon Sicakligi (°C) 25 30 35 40
tR (dak) | 0,813 0,81 0,802 0,790
Sulfasetamid Rsrsmp | 3,723 3,685 3,563 3,449
N 2637 2619,8 2428,2 2468,3
Pas 1,192 1,191 1,195 1,188
tR (dak) | 6,291 6,197 6,014 5,779
Betametazon N 15235,6 15641,2 15962,8 16202,6
Pas 0,931 0,947 0,956 0,962
tR (dak) | 1,217 1,208 1,188 1,159
Metil Paraben Ruvp-pp 8,211 8,145 7,907 7,646
N 5430,7 5408,9 5230,8 5100,3
Pas 1,156 1,140 1,169 1,165
tR (dak) | 2,273 2,244 2,186 2,100
Propil Paraben | Repgrm | 16,509 16,649 16,541 16,554
N 10989,2 10928,6 10607,3 10489,7
Pas 1,057 1,069 1,083 1,087
mAU
30°
25

N
2

Dedektor Cevabi
H
o1

| AW
2 C Pre

/X

5
-

oo Ol

1 | | 2 - 3 4 5
Alikonma Zamani (dak)

Sekil 4.46. Kromatografik kosullar: Mobil faz: Su/Asetonitril (55:45 h/h), akis hizi: 0,5 mL/dak, enjeksiyon
hacmi 5,0 pL, kolon sicakligt: (a) 25,0 (b) 30,0 (c) 35,0 (d) 40,0, 5,0 pg/mL SFS, 2,5 pug/mL BTM,
1,0 pg/mL MP, 1,0 pg/mL PP iceren standart ¢ozelti
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Cizelge 4.12. Optimizasyon ¢aligmalari sonucunda belirlenen kromatografik kosullar

Kolon Agilent Zorbax Eclipse XDB Cas (3,0 x75mm, 3,5um)
Kolon sicakligt 25°C

Dedektor UV, 250 nm.

Mobil Faz Su, Asetonitril (55:45 h/h)

Mobil faz akis hiz1 0,5 mL/dak

Enjeksiyon hacmi 5,0 uL

RP-HPLC sisteminde optimum kosullarda Sulfasetamid sodyum, Betametazon, Metil

paraben ve Propil paraben tayini 7 dakikada gergeklestirildi.

4.4.2. Kalibrasyon grafikleri

Optimize edilen kosullarda, analitlerin kalibrasyon grafikleri ¢izilmis ve kalibrasyon
denklemleri elde edilmistir. Buna gore, Sulfasetamid sodyum, Betametazon, Metil paraben
ve Propil paraben icin elde edilen kalibrasyon grafikleri, denklemleri ve regresyon
katsayilar1 ile birlikte, swrasiyla Sekil 4.47., Sekil 4.48., Sekil 4.49. ve Sekil 4.50’de

gosterilmistir.

140

120 ~

Pik Alanm1
S
o
1

[0}
o
1

[o2}
o
1

40

3 4 5 6 7

Konsantrasyon (ug/mL)

Sekil 4.47. RP- HPLC yontemi ile SFS kalibrasyon grafigi, Derigsim araligt: 3,0- 7,0 pg/mL



90

60

55 1
50
45
40-

35+

Pik Alanmi
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25+

20+

15 2,0 25 3,0 3,5
Konsantrasyon (ug/mL)

Sekil 4.48. RP- HPLC yontemi ile BTM kalibrasyon grafigi, Derigim araligi: 1,5- 3,5 pg/mL

50 -
45 -
40 -

35 +

Pik Alam

30
25+

20+

15 T T T T T T T T
0,6 0,8 1,0 1,2 14

Konsantrasyon (ug/mL)

Sekil 4.49. RP- HPLC yontemi ile MP kalibrasyon grafigi, Derigim aralig: 0,6- 1,4 pg/mL
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45 -
404
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0,6 0,8 1,0 1,2 14

Konsantrasyon (ug/mL)

Sekil 4.50. RP- HPLC yontemi ile PP kalibrasyon grafigi, Derigim araligi: 0,6- 1,4 pg/mL

Gelistirilen RP-HPLC yonteminde optimize edilen kosullarda elde edilen analitik

performans verileri Cizelge 4.13.”de verilmistir.

Cizelge 4.13. RP-HPLC yonteminin analitik performans verileri

Analitik performans verileri
Stilfasetamid Betametazon Metil Paraben Propil Paraben
Sodyum

Ezazseﬁ” y=20,357x- 3,843  |y= 17,06x-3.87 |y=38,217x-3,89  |y= 39,133 3,793
Calisma Aralig1
(ug/mL) 3,0-7,0 1,5-35 0,6-1,4 0,6-1,4
lfaot;i'yal?l"(’;) 0,9984 0,9989 0,999 0,9991
I(_Lfg);/DmL) 0,37 0,052 0,021 0,012
I(_Lfg);?m L) 1,126 0,157 0,064 0,035
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mAU 1
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Alikonma Zamani (dak)

Sekil 4.51. Kromatografik kosullar: Mobil faz: Su/Asetonitril (55:45 h/h), akis hizi: 0,5 mL/dak, kolon sicaklig
25°C, Enjeksiyon Hacmi 5,0 uL, 5,0 pug/mL SFS, 2,5 ug/mL BTM, 1,0 pg/mL MP, 1,0 pg/mL PP
iceren standart ¢ozelti

(@) SFS 3,0 pg/mL, BTM 1,5 pg/mL MP 0,6 pg/mL, PP 0,6 pg/mL
(b) SFS 4,0 pg/mL, BTM 2,0 pg/mL MP 0,8 pg/mL, PP 0,8 pg/mL
(c) SFS 5,0 pg/mL, BTM 2,5 pg/mL MP 1,0 pg/mL, PP 1,0 pg/mL
(d) SFS 6,0 pg/mL, BTM 3,0 pg/mL MP 1,2 pg/mL, PP 1,2 pg/mL
(e) SFS 7,0 pg/mL, BTM 3,5 pug/mL MP 1,4 pg/mL, PP 1,4 ug/mL

RP-HPLC yontemi ile yapilan giin i¢i ve giinler aras1 tekrarlanabilirlik ¢alismasi sonuglari

Cizelge 4.14. ve Cizelge 4.15.de verilmistir.

Cizelge 4.14. RP- HPLC yontemi giin i¢i tekrarlanabilirlik ¢aligmasi sonuglart

Sulfasetamid Betametazon Metil Propil
Sodyum Paraben Paraben
94,1 38,9 35,7 34,7
93,3 38,8 35,6 34,7
Pik Alan1 (mAU) 94,0 39,0 35,8 34,6
93,4 39,4 36,2 35,0
94,9 38,9 36,1 35,3
95,0 39,0 36,1 35,1
Ortalama 94,11 39,0 35,92 34,9
Ortalamanin Standart Hatasi 0,29 0,86 0,10 0,11
SS 0,72 0,21 0,25 0,28
%BSS 0,76 0,54 0,69 0,79

Kromatografik kosullar: Mobil faz: Su/Asetonitril, akis hizi: 0,5 mL/dak, 5,0 pg/mL SFS, 2,5 pg/mL BTM,
1,0 pg/mL MP, 1,0 pg/mL PP iceren standart ¢ozelti
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Cizelge 4.15. RP- HPLC yontemi giinler arasi tekrarlanabilirlik ¢aligmasi

Sulfasetamid Betametazon Metil Propil
Sodyum Paraben Paraben

97,5 38,0 34,4 35,8

94,0 39,0 35,8 34,6
Pik Alani (mAU) 94,1 38,9 35,7 34,7

97,4 39,6 35,8 34,7

94,9 38,9 36,1 35,3

95,1 39,8 34,7 35,3
Ortalama 95,5 39,03 35,4 35,06
Ortalamanin Standart Hatasi 0,64 0,26 0,28 0,19
SS 1,57 0,63 0,69 0,47
%BSS 1,64 1,63 1,95 1,35

Kromatografik kosullar: Mobil faz: Su/Asetonitril (55:45 h/h), akis hizt: 0,5 mL/dak, 5,0 pg/mL SFS, 2,5
pg/mL BTM, 1,0 pg/mL MP, 1,0 ug/mL PP iceren standart ¢ozelti

4.4.3. RP - HPLC y6nteminin oftalmik damlalarda uygulanmasi ve geri kazanim

calismasi sonuclari

Oftalmik damla numunesinden yapilan dl¢iimle, oftalmik damla igeriginde bulunan etken
madde miktarlarinin ger¢ek degere yakiligina bakilmis ve aradaki farkin istatistiksel olarak
anlamli olup olmadig1 hesaplanmistir. Ayrica, dort analit igin standart ¢cozelti ekleme yoluyla
Oftalmik damla geri kazanim ¢alismasi yapilmistir. Geri kazanim ¢alisma sonuglar1 Cizelge
4.20.’de gosterilmistir. Her bir analit i¢in oftalmik damladan elde edilen miktar tayini
sonuglari, Sllfasetamid sodyum icin Cizelge 4.16., Betametazon igin cizelge 4.17., Metil

paraben icin Cizelge 4.18. ve Propil paraben icin Cizelge 4.19.’da gosterilmistir.

Cizelge 4.16. Oftalmik damlalarda Stlfasetamid Sodyum miktar tayini sonuglari

Stlfasetamid Sodyum
Numune
No. Bulunan miktar Belirtilen miktar

(mg/mL) 100,0 mg/mL

1 96,6 Xort = 96,36

2 95,8 SS=0,59

3 96,4 %BSS= 0,61

4 95,8 %BH= 3,64

5 97,2 GA=95,62- 97,09 (p=0,05)
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Cizelge 4.17. Oftalmik damlalarda Betametazon miktar tayini sonuglari

Betametazon
Numune
No. Bulunan miktar Belirtilen miktar

(mg/mL) 1,0 mg/mL

1 1,02 Xo =1,02

2 1,02 SS= 0,009

3 1,02 %BSS= 0,87

4 1,04 %BH=2,4

5 1,02 GA=1,01- 1,04 (p=0,05)

Cizelge 4.18. Oftalmik damlalarda Metil Paraben miktar tayini sonuglar1

Numune Metil Paraben
No. Bulunan miktar Belirtilen miktar

(mg/mL) 0,5 mg/mL

1 0,52 Xore =0,52

2 0,51 SS =0,0045

3 0,52 % BSS =0,86

4 0,52 %BH= 3,6

5 0,52 GA=0,51- 0,52 (p=0,05)

Cizelge 4.19. Oftalmik damlalarda Propil Paraben miktar tayini sonuglar1

Propil Paraben

Numune
No. Bulunan miktar Belirtilen miktar

(mg/mL) 0,1 mg/mL

1 0,098 Xor = 0,982

2 0,098 SS =0,008

3 0,097 %BSS = 0,85

4 0,099 %BH=1,8

5 0,099 GA=0,097- 0,099 (p=0,05)
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RP - HPLC ile geri kazanim g¢aligmalar1 Bolim 3.3.5’de anlatildig1 sekilde yapilmis ve

sonuglar, Cizelge 4.20.’de gosterilmistir.

Cizelge 4.20. RP - HPLC ile geri kazanim g¢aligmasi sonuglari

Gergek Bulunan .
(Mg/mL) (Mg/mL)
4,1926 104,82
4,0 4,1874 104,68 104,64 0,18 4,64
41772 104,43
- . 4,8289 96,57
:g d;‘jfntam'd 5,0 4,7878 95,75 96,26 0,46 3,73
4,8238 96,47
58142 96,9
6,0 5,8244 97,07 96,99 0,08 3,01
5,8193 97,0
2,0556 102,78
2,0 2,0490 102,45 102,45 0,32 2,45
2,0424 102,12
2,5547 102,19
Betametazon 2,5 2,5481 101,93 102,19 0,06 2,19
2,5612 102,45
2,9816 99,39
3,0 2,9684 98,95 99,17 0,22 0,83
2,9750 99,17
0,8276 103,46
08 0,8247 103,09 103,33 0,20 3,33
0,8276 103,46
Vil 1,0367 103,67
Paraben 1,0 1,0338 103,38 103,67 0,28 3,67
1,0396 103,96
1,2342 102,85
12 1,2313 102,61 102,61 0,24 2,60
1,2284 102,37
0,7775 97,19
08 0,7747 96,84 96,83 0,36 3,17
0,7719 96,48
_ 0,9811 98,11
Propil 1,0 0,9812 98,12 98,02 0,17 1,98
Paraben 0,9783 97,83
1,1564 96,37
12 1,1592 96,60 96,36 0,24 3,63
1,1536 96,13




96

mAU ]
30
25
2 20-
>
8 1
- 157
:8 4
,_24) 1
= 107
8 i
5 Q C
] <z D
0;___J /\ a
1 2 3 a4 5 6 7
Alikonma Zamani (dak)

Sekil 4.52. Kromatografik kosullar: Mobil faz: Su/Asetonitril (55:45 h/h), akis hizi: 0,5 mL/dak, kolon sicaklig
25°C, enjeksiyon hacmi 5,0 uL

(@) SFS 4,0 pg/mL, BTM 2,0 pg/mL MP 0,8 pg/mL, PP 0,8 pg/mL
(b) SFS 5,0 pg/mL, BTM 2,5 pg/mL MP 1,0 pg/mL, PP 1,0 pg/mL
(c) SFS 6,0 pg/mL, BTM 3,0 pg/mL MP 1,2 pg/mL, PP 1,2 ug/mL

4.4.4. RP - HPLC yontemi Sistem Uygunluk Testleri (SUT)

Analitler i¢in, optimum kosullarda, sistem uygunluk testlerinin geregi olarak pik asimetrisi
(Pas), tabaka sayis1 (N), pikler arasi rezoliisyon (R) hesaplanmustir. Elde edilen veriler
Cizelge 4.21.”de gosterilmistir. N degerinin tiim analitler icin 2000°den yuksek elde edilmesi
ve R degerlerinin 2’nin ilizerinde olmasi ve Pas degerlerinin de 2’nin altinda olmasi ile

gelistirilen yontemin SUT agisindan uygun sonuglar verdigi gosterilmistir.

Cizelge 4.21. RP - HPLC yonteminde elde edilen SUT sonuglari

t (dak) R N Pas | Pik Alan1| Pik Yiiksekligi
Stlfasetamid Sodyum 0,81 3,723srs-mp 2637,0 1,184| 102,8 24,8
Betametazon 6,29 - 15235,6 0,931 41,5 3,1
Metil Paraben 1,22 8,211 mp-pp 5430,7 1,156 37,7 6,2
Propil Paraben 2,27 16,509pp-8TMm 10989,2 1,057 34,9 14




4.4.5. Saglamhk calismalar

Gelistirilen yontemin saglamlik ¢aligmalarinda akis hiz1 ve dedektor dalga boyu ve kolon
sicakliginda yapilan kigik degisiklikler sonucunda Sulfasetamid sodyum, Betametazon,
Metil paraben ve Propil paraben’in analizi Bolim 3.3.6.’da anlatildig1 sekilde yapilmustir.

Bu degisikliklerinin sistem uygunluk parametrelerine etkisi Cizelge 4.22., Cizelge 4.23. ve

Cizelge 4.24.°de gosterilmistir.

Cizelge 4.22. RP-HPLC yonteminde mobil faz akis hizinin saglamliga etkisi

Etken Madde K;;):;];t;géi;k Mobil faz akis hiz1 (mL/dak)
0,48 %Fark 0,5 0,52 %Fark
tr (dak) 0,825 4,43 0,79 0,763 3,41
Sulfasetamid | Rses.mp 3,562 1,13 3,522 3,449 2,07
Sodyum N 2490,9 6,98 2678 2339,4 12,64
Pas 1,24 3,33 1,20 1,23 3,00
tr (dak) 6,312 3,61 6,092 5,796 4,85
Betametazon | N 12425,6 2,01 12179,8 12321,1 1,16
Pas 0,989 0,71 0,982 0,989 0,71
tr (dak) 1,23 3,79 1,185 1,137 4,05
Metil Rup-pp 7,634 1,80 7,499 7,45 0,65
Paraben N 4901,9 1,60 4824,5 4685,6 2,87
Pas 1,18 0,00 1,18 1,182 0,16
tr (dak) 2,302 4,16 2,21 2,117 4,20
Propil Rep.aTM 14,886 1,62 14,648 14,657 1,30
Paraben N 9086,0 0,47 9043,3 8912,0 13,91
Pas 1,10 0,91 1,09 1,106 1,46

Kromatografik kosullar: Mobil faz: Su/Asetonitril (55:45 h/h), kolon sicakligi 25°C, enjeksiyon hacmi 5,0
pL, 5,0 pg/mL SFS, 2,5 pg/mL BTM, 1,0 pg/mL MP, 1,0 pg/mL PP igeren standart

cozelti
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Cizelge 4.23. RP-HPLC yonteminde dalga boyunun saglamliga etkisi

Etken Madde }g;):;;t;?;z;l;irk Dalga Boyu(nm)
249 %Fark 250 251 %Fark
tr (dak) 0,795 0,63 0,79 0,794 0,50
Stlfasetamid | Rses.mp 3,53 0,22 3,522 3,518 0,11
Sodyum N 2057,9 23,15 2678 2515,8 6,05
Pas 1,23 2,50 1,20 1,23 2,50
tr (dak) 6,09 13,26 6,092 6,087 12,77
Betametazon | N 12613,5 3,56 12179,8 12745,9 4,64
Pas 0,991 0,91 0,982 0,989 0,71
tr (dak) 1,186 0,08 1,185 1,185 0,00
. Rwp-pp 7,65 2,01 7,499 7,603 1,38
Metil Paraben
N 4762,6 1,28 4824,5 4954,2 2,68
Pas 1,184 0,33 1,18 1,18 0,00
tr (dak) 2,215 0,22 2,21 2,21 0,00
Propil Rep.gtm 14,986 2,30 14,648 15,019 2,53
Paraben N 9314,9 3,00 9043,3 9338,8 3,26
Pas 1,10 0,91 1,09 1,101 1,00

Kromatografik kosullar: Mobil faz: Su/Asetonitril (55:45 h/h), akis hiz1: 0,5 mL/dak, kolon sicakligi 25°C,
enjeksiyon hacmi 5,0 uL, 5,0 pg/mL SFS, 2,5 pg/mL BTM, 1,0 pg/mL MP, 1,0
Mg/mL PP iceren standart ¢ozelti

Cizelge 4.24. RP-HPLC y6nteminde kolon sicakliginin saglamliga etkisi

Etken Madde I(Pr;)grit;gr];l:irk Kolon Sicakligr °C
25 26 %Fark 27 %Fark
tr (dak) 0,79 0,794 0,50 0,793 0,37
Sulfasetamid | Rsps-mp 3,522 3,514 0,22 3,495 0,76
Sodyum N 2678 2430,7 9,23 2509,4 6,29
Pas 1,20 1,232 2,66 1,23 2,50
tr (dak) 6,092 6,067 0,41 6,032 0,98
Betametazon | N 12179,8 12650,5 3,86 12392,9 1,74
Pas 0,982 0,991 0,91 0,989 0,71
tr (dak) 1,185 1,183 0,16 1,179 0,50
Metil Paraben Rwp-pp 7,499 7,627 1,70 7,592 1,24
N 4824,5 4766,2 1,20 4739,9 1,75
Pas 1,18 1,184 0,33 1,185 0,42
tr (dak) 2,21 2,207 0,13 2,193 0,76
Propil Rep-s1m 14,648 14,981 3,54 15,02 2,53
Paraben N 9043,3 9357,9 3,47 9362,2 3,52
Pas 1,09 1,099 0,82 1,101 1,00

Kromatografik kosullar: Mobil faz: Su/Asetonitril (55:45 h/h), akis hizi: 0,5 mL/dak, enjeksiyon hacmi 5,0
pL, 5,0 pg/mL SFS, 2,5 pg/mL BTM, 1,0 pg/mL MP, 1,0 pg/mL PP igeren standart

cozelti
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4.4.6. RP- HPLC yontemi hizh bozundurma testleri

Onerilen ydntemin, etken maddelerin bozunma iiriinleri varhigida uygulanabilirliginin
gosterilmesi icin UV 1s1gina maruz birakma, 0,01 M ve 1,0 M HCl ile asidik ve 0,01 M ve
1,0 M NaOH ile bazik hidroliz uygulanmistir. Etken maddelerinin stres kosullar1 altindaki

bozunma miktarlar1 Cizelge 4.25°te verilmistir.

Cizelge 4.25. Stres kosullar1 altinda Siilfasetamid sodyum, Betametazon, Metil paraben ve Propil paraben

bozunma miktarlar1

Bozunma Miktar1 (%)
Stres Kosulu — -
If . .

Stlfasetamid Betametazon Metil Paraben Propil Paraben

Sodyum
uv 9,8 1,48 3,87 3,00
0,01 M HCI 5,78 - 2,2 1,87
0,01 M NaOH - 100 - 1,59
1,0 M HCI 7,22 24,86 - 41,7
1,0 M NaOH 1,89 100 100 100

4.4.7. UV Tiirev Spektrofotometrisi ve HPLC yontemleri ile elde edilen sonu¢larin

istatistiksel olarak karsilastirilmasi

UV tirev spektrofotometrisi ve HPLC yontemleri ile elde edilen Silfasetamid sodyum,
Betametazon, Toplam paraben miktar tayini sonuglari, kesinlik agisindan Fisher testi ve
dogruluk agisindan Student t testi ile kiyaslanmustir. Elde edilen bulgular Cizelge 4.26 da

verilmistir.

Cizelge 4.26. UV Tirev ve HPLC Yontemlerinin Student t Testi ve Fisher Testi ile karsilastirilmasi

Spektrofotometri/HPLC Student t test (p=0.05) Fisher Test (p=0.05)
Silfasetamid Sodyum triesaptanan 0,88 < trapi0 2,31 Friesaplanan 2,49 < Frapo 6,39
Betametazon tHesaplanan 0,69 < trablo 2,31 FHesapIanan 4,62 <FTabIo 6,39

TOplam Paraben tHesaplanan 0,75 < trablo 2,31 FHesapIanan 5,99 < FTabIo 6,39
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5. TARTISMA

Calismamizda, SFS, BTM, MP ve PP iceren oftalmik damlada analitlerin miktar tayininin
yapilabildigi spektrofotometrik ve kromatografik iki yontem gelistirilmistir. Gelistirilen
yontemler, istatistiksel olarak ortalamalar agisindan student t testi ve kesinlik ac¢isindan

Fisher testi ile kiyaslanmustir.

5.1. Optimizasyon Calismalar:

Bu ¢alismada, segilen oftalmik damla igerigini olusturan etken maddeler, SFS, BTM, MP-
PP metanolde ¢6ziilmiis ve 200-400 nm dalga boyu araliginda UV spektrumlar1 alinmustir.
Spektrumlarda, dort etken maddenin birbirlerine spektral girisim yaptig1 gozlemlenmistir.
Dolayisiyla, UV spektrofotometrisi yontemiyle ayn1 anda miktar tayinlerinin yapilmasi
miimkiin degildir. Bu nedenle, tiirev spektrofotometrisi yonteminin ¢oziim olabilecegi
diistiniilmiis ve her bir analit ¢dzeltisinin, n degerleri (AX) 5, 7, 9, 11, 13, 17, 21, 25 olacak
sekilde, 1. 2. 3. ve 4. tlrev UV spektrumlar1 almarak toplam 24 tlrev spektrumu elde
edilmistir. Tiirev spektrumlarinda, girisim yapan diger etken maddelerin tiirev absorbans
degerlerinin sifir oldugu ve ayn1 zamanda tayin edilecek etken maddenin bir tiirev absorbans
degerinin oldugu dalga boyunun seg¢ilmesi gerekmektedir. Bdylece karigim ¢ozeltide
bulunan ancak tiirev absorbans degerleri sifir olan analitler bir spektral girisime neden
olamayacaklardir. Bunun i¢in elde edilen 24 tiirev spektrumu taranarak, her bir etken madde
icin digerlerinin spektral girisim yapmadigi dalga boylarmin belirlenmesi gerekir. Bu
yaklagimin oftalmik damlalarin igeriginde etken maddelerin miktar tayinlerinde
kullanilabilmesi i¢in, oftalmik damla cozeltisinin etiketinde belirtilen etken maddeler
disinda spektral girisime neden olabilecek oftalmik damla katki maddeleri igerip
icermediginin de kontrol edilmesi gerekir. Bu amagla oftalmik damla c¢ozeltisinin etken
madde icerigine esdeger miktarda standart etken maddeleri igeren bir standartlar karigimi
¢ozeltisi hazirlanmig ve oftalmik damla ¢ozeltisi ile ayn1 miktar etken maddeler igeren
standartlar karisimi ¢ozeltisinin UV spektrumlar1 cakistirma yoluyla karsilastirilmistir. Bu
karsilagtrmada her iki spektrumun esit oldugu gorilmiistiir. Dolayisiyla, oftalmik damla
icinde bulunan katki maddelerinden kaynaklanabilecek herhangi bir spektral girigim
olmadig1 kabul edilmistir. Oftalmik damla katki maddelerinden kaynaklanabilecek bir

girisim olmadig1 anlasilinca, elde edilen 24 spektrum taranarak, her bir analit i¢in uygun
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dalga boylar1 secilmistir. SFS, BTM, MP- PP toplamu i¢in segilen tiirev dereceleri o tiirev
derecesindeki n degerleri ve dalga boylar1 Cizelge 4.1.’de gosterilmistir. SFS igin mevcut 24
secenekten 4.tlirev n=17 268 nm, BTM i¢in mevcut 24 secenekten 3.tlirev n=21 236 nm ve
MP- PP icin mevcut 24 secenekten 3. tiirev n=11 283 nm se¢ilmistir. Bu kosullarda, SFS,
BTM, MP- PP kalibrasyon grafikleri ¢izilmis ve oftalmik damla etken madde miktar tayinleri
gerceklestirilmistir. Elde edilen sonuglarm dogrulugu ve kesinligi test edilmistir. Onerilen
UV tiirev spektrofotometrik yontemde numune hazirlama islemi basittir, oftalmik damla
metanol igerisinde ¢oziindukten sonra analiz edilmektedir. Boylece, herhangi bir numune 6n
hazirlik ve ayirma islemi gerekmeksizin etken maddelerin bir arada oldugu ¢6zeltiden ayni

anda tayin edilebilmeleri mimkin olmustur.

Calismamizda, SFS, BTM, MP ve PP’in ayni1 anda tayini i¢in UV tirev spektrofotometrisi
ve RP- HPLC yontemi gelistirilmistir. UV tlirev spektrofotometrisi igin etken maddelerin
Ozellikleri dikkate alinarak her bir tlrev derecesinde 5n,7n,9n,11n,13n,17n,21n,25n
degerleri kullanilarak 1., 2., 3. ve 4. tiirev spektrumlar1 alindi. RP - HPLC ydnteminde ise
mobil fazin sabit fazdan daha polar oldugu ters faz yiiksek basingli stvi kromatografi yontemi
secilmistir. En 1y1 kromatografik ayirimin, secgiciligin ve duyarliligm elde edilebilmesi i¢in
kromatografik parametreler optimize edilmistir. Bu parametrelerden akis hizi, enjeksiyon
hacmi, kolon sicakligi, mobil faz bileseni fosfat tamponu pH’s1 arastirilmis ve en uygun
kosullar belirlenmistir. Bu kosullarin belirlenebilmesi i¢in sistem uygunluk parametreleri
incelenmistir. Incelenen sistem uygunluk parametreleri alikonma zamani, rezoliisyon, teorik

tabaka sayis1 ve pik asimetri oranidir.

Calismamizda Agilent Zorbax Eclipse XDB Cyg (3,0x75mm, 3,5um) kolon, mobil faz olarak
su: asetonitril (55:45 h/h) karisimi kullanilmis ve UV dedektor dalga boyu 250 nm’ye
ayarlanmistir. Kromatografik parametrelerin hesabinda, to olarak belirtilen 6lii zamaninin

belirlenmesi igin asetonitril kullanilmigtir ve to degeri 0,4 dakikadir.

Mobil faz bileseni fosfat tamponu pH degerinin kromatografik aymrmma etkisinin aragtiriimasi
amactyla 10 mM fosfat tamponunun pH degeri 3,0 ve 4,0 ayarlanarak analiz yapildi. Metanol ve
su etkisi arastirildi, ancak BTM pikinin ¢ikis siiresi uzadi. Daha sonra asetonitril ve su etkisi
arastirildi. Tampon ve metanol ¢ozeltisi parametreleri incelendiginde en uygun mobil faz degerinin

asetonitril ve su olduguna karar verildi. Teorik tabaka sayisi, pik asimetri oram1 ve en iyi
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rezoliisyonunun elde edildigi mobil faz bilesim oranlar1 belirlenmis (55:45 h/h) ve Cizelge
4.9., Cizelge 4.10. ve Cizelge 4.11.’de gosterilmistir.

Mobil fazin akis hizinin kromatografik parametrelere etkisinin arastirilmasi amaciyla 0,4;
0,5; 0,6; 0,7 mL/dak akis hizlarinda g¢alisilmis ve en uygun akis hizi olarak 0,5 mL/dak
belirlenmistir. HPLC sistemlerinde genellikle en iyi ayrimin elde edildigi akig hizi araligi 1-
3 mL/dak.’dir. Bu ¢aligmada, 0,5 mL/dak akis hizinda istenen ayrimin elde edilmesinin
sebebi, kolon dolgu materyali yarigapinm nispeten kiiciik olmasidir. Bu sayede, UPLC
sistemlerindeki gibi daha az solvent kullanarak iyi bir kromatografik ayrim elde edilmistir.
RP-HPLC sisteminde kolon sicakligim 25, 30, 35, 40°C olarak degistirilmis ve
kromatografik parametrelerdeki degisim incelendiginde 25°C en uygun kolon sicakligi

olarak belirlenmistir.

RP- HPLC sisteminde enjeksiyon hacmi 1, 5, 10, 15, 20 uL olarak degistirilmis ve
kromatografik parametrelerdeki degisim incelendiginde 5 pL’nin en uygun enjeksiyon
hacmi oldugu gozlenmistir. Tiim kosullar optimize edildiginde, SFS 0,81 dakika, BTM 6,29
dakika, MP, 1,22 dakika ve PP 2,27 dakika alikonma zamanina sahip olup toplam analiz

suresi 7 dakikadir.

5.2. Literatiir Bulgulanyla Karsilastirma

Cizelge 5.1. Farkli numunelerde Sulfasetamid sodyum, Betametazon, Metil paraben ve Propil paraben tayini

Analit | Numune Yoéntem Calisma Arahid LOD Kaynak
SFS Su UHPLC 25-1000 pg/mL 6,87 pg/mL [12]
SFS Su UHPLC 0.05-5 pg/L 9,3 ng/L [14]
BTM Farmasotik Krem LC 2-30 pg/mL 0,46 pg/mL [21]
BTM Farmasotik Krem HPLC 2,5- 25 pg/mL 0,46 pg/mL [25]
BTM Farmasotik Surup HPLC 6,0-15,9 pg/mL 0,10 pg/mL [26]
BTM  |Farmasdtik Merhem | HPLC 2-100 pg/mL 0,33 pg/mL [28]
BTM Farmasotik Tablet UPLC-MS/MS 10-1500 ng/mL 1,0 ng/mL [29]
MP Vajinal Jel HPLC 5-40 pg/mL 0,1 pg/mL [46]
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Analit |Numune YoOntem Calisma Arah@ LOD Kaynak
MP|Farmasdtik Dozaj | o) - pap 1-250 pg/mL 021 ug/mL  |[29]
Formu
MP[Oral ve Enjektabl - 0,02-02mg/mL 1,50 pg/mL  |[31]
Formilasyon
PP [Oralve Enjektabl 1 o 0,01-014mgimL 0,60 pg/mL  |[31]
Formilasyon
MP  |Farmasotik Surup | GC-MS 1,625- 13,0 ugmL 0,071 pg/mL | [32]
MP Farmasotik Preperatlar) TLC 0,46-2,47 pg/spot 0,37 pg/mL [35]
MP Farmasotik
Formblasyon HPLC 4-100 pg/mL 0,09 pg/mL [37]
MP Oral Farmasotik
Preparatlar HPLC 40-120 pg/mL 1,24 pg/mL [38]
MP Merhem HPLC 100-500 pg/mL 0,87 pg/mL [39]
MP N .
Siispansiyon UPLC 8-16 pg/mL 0,07 pg/mL [40]
MP Lubrikant
Formilasyonu HPLC 435-217,5 pg/mL 24,0 pg/mL [41]
MP Ipedikulozis flact HPLC 0,08-0,64mg/mL  0,03mg/mL  |[43]
MP
Atik Su UPLC-MS 13,0-800,0 ng/g 4,0 ng/g [45]
PP Vajinal Jel HPLC 2,5-20 pug/mL 0,05 pg/mL [46]
PP Dis Jeli HPLC 4,0-6,0 pg/mL 0,09 pg/mL [49]
pp  [OralveEnjekiabl ) o 0,004-0,04 mg/mL 0,50 pg/mL  |[31]
Formilasyon
PP Oral ve Enjektabl 15 0,002-0,03mg/mL 0,18 pg/mL  |[31]
Formilasyon
PP Farmasotik Surup HPLC 0,25-2,0 pg/mL 0,04 pg/mL [32]
Farmasotik Dozaj
PP Formlart HPLC 0,05-0,52 pg/mL  [0,0259 pg/mL  |[47]
PP Farmasotik Preperatlar) HP-TLC 0,54-3,24 pg/spot 0,13 pg/spot [48]
PP Farmasotik Surup HPLC 0,1-10 pg/mL 0,03 pg/mL [36]
Farmasotik
PP Formalasyon HPLC 7-50 pg/mL 0,85 pg/mL [37]
Oral Farmasotik
PP preparatlar HPLC 10-30 pg/mL 0,671 pg/mL  |[38]
PP Pedikulosis flact HPLC 0,05-0,40 mg/mL 0,02 mg/mL  |[43]
Lubrikant
PP Formilasyonu HPLC 5,4-27,0 pg/mL 3,5 pg/mL [41]
PP Atik Su UPLC-MS 5,0-480,0 ng/g 2,0 ng/g [45]
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Cizelge 5.2. Bu ¢alismada Silfasetamid sodyum, Betametazon, Metil paraben ve Propil paraben tayini

UV Tilrev HPLC
Analit Numune
Caligma Araligi LOD Calisma Araligi LOD
SFS 6,0-14,0 pg/mL 0,58 pg/mL 3,0-7,0 pg/mL 0,37 pg/mL
<
=
z
BTM 10,0-30,0 pg/mL 0,89 pg/mL 1,5-3,5 pg/mL 0,052 pg/mL i
O
Oftalmik o
damla =)
MP 0,6-1,4 pg/mL 0,021 pg/mL
4,0-12,0 pg/mL 1,14 pg/mL
PP 0,6-1,4 pg/mL 0,012 pg/mL

Cizelge 5.1.°de SFS, BTM, MP ve PP ’in farkli numunelerde tayin edildigi rastgele secilen
kromatografik yontemler goriilmektedir. Bu ¢alismada elde edilen sonuglar ile literatir
verileri kiyaslandiginda UV tlrev spektrofotometrisi yontemi SFS, BTM ve MP- PP toplami
tayini i¢in hizli ve kolay bir yontem olmasi ile dikkat ¢ekmektedir. Ayrica, literatiirde bu 4
etken maddenin ayni anda analiz edildigi bir tlrev spektrofotometrisi ¢alismasi ve HPLC

caligmas1 mevcut degildir.

5.3. Validasyon ve SUT

Calismamizda hem spektrofotometrik hem de kromatografik yontem icin validasyon
calismalar1 yapilmistir. Bu ¢alismalar, her iki yontem i¢in belirlenen optimum kosullarda

gerceklestirilmistir.

Spektrofotometrik yontemde, ¢alisma araligi SFS, BTM ve MP- PP i¢in sirasiyla 6,0-14,0,
10,0-30,0, 4,0-12,0 pg/mL iken kromatografik yontem icin sirasiyla 3,0- 7,0- 1,5- 3,5; 0,6-
1,4;0,6- 1,4 pg/mL dir. Her iki yontemde de derisimi bilinen standart ¢dzeltilere kars1 alinan
trev absorbans ve pik alani degerlerinden hareketle kalibrasyon grafikleri ¢izilmistir.
Regresyon analizi sonucu elde edilen regresyon katsay1 degerleri, SFS, BTM, MP- PP igin,
UV turev spektrofotometrik yontemde sirasiyla 0,9991; 0,9975; 0,9979 kromatografik
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yonteminde ise sirasiyla 0,9984; 0,9989; 0,9990; 0.9991, UV turev spektrofotometrik
yontemde LOD degeri sirayisla, 0,58; 0,89; 1,14 kromatografik yontemde ise 0,37; 0,052;
0,021; 0,012 pg/mL olarak bulunmustur. Elde edilen sonuglara gore, tiim etken maddeler

icin kromatografik yontemin daha duyarli oldugu bulunmustur.

Gelistirilen yontemlerin dogrulugunun gdsterilmesi amaciyla geri kazanim c¢aligmalari
yapilmistir. Elde edilen sonuglara gore SFS, BTM, MP ve PP i¢in geri kazanim degerlerinin
spektrofotometrik yontemde %98,34-103,26; 97,86-104,89; 95,6-102,30 ve kromatografik
yontemde %95,57-104,68; 98,95- 102,78; 102,37-103,96; 96,13-98,12 arasinda olmasi
gelistirilen yontemlerin dogrulugunu ve segiciligini gostermektedir. Calisilan kosullar
altinda, gelistirilen yontemlerin kesinliginin gosterilmesi amaciyla glin ici ve ginler arasinda
tekrarlanabilirlik ¢alismalar1 yapilmistir. Bu amacla, %80, %100 ve %120 derisimlerde
standart ¢ozeltiler eklenen 3 er ¢ozelti analiz edilmis ve %BSS degerleri hesaplanmustir. Giin
i¢i tekrarlanabilirlik ¢alismalarinda SFS, BTM, MP ve PP ic¢in spektrofotometrik yontemde
%BSS degerleri sirasiyla 2,36; 1,83; 2,49 ve kromatografik yontemde 0,76; 0,54; 0,69; 0,79
bulunmustur. Giinlerarasi tekrarlanabilirlik ¢alismasinda ise spektrofotometrik yéntemde
%BSS degerleri sirasiyla 2,39; 2,09; 2,05 ve kromatografik yontemde 1,64; 1,63; 1,95; 1,35

bulunmustur.

Optimize kosullarda standartlara, standartlar karisimina ve oftalmik damlaya ait
kromatogramlarda herhangi bir girisim olmamasi ve tirev spektrofotometrik ydntemde
girisimlerin ortadan kaldirilmasinin yam sira, elde edilen geri kazanim ¢alismasi sonuglar1 da

Onerilen yontemlerin SFS, BTM, MP ve PP analizi i¢in segici olduklarin1 géstermistir.

RP-HPLC yontemi icin Sistem Uygunluk Testleri (SUT), ICH parametrelerine gore
yapilmigtir. Tabaka sayisi (N) degerleri dort etken madde icin de 2000’den yiiksek
bulunmustur. Pik Asimetrisi (Pas) ise tiim pikler i¢in 2°nin altindadir. Ayrica, analit pikleri
arast rezoliisyon (R) degerleri de 2’nin iizerinde bulunmustur. Tim bu sonuglar,

kromatografik yontemin SUT parametrelerine uygunlugunun gostergesidir.



107

6. SONUC VE ONERILER

SFS, BTM, MP ve PP iceren oftalmik damla ¢ozeltisinde es zamanli miktar tayini i¢in
spektrofotometrik ve kromatografik yontem gelistirildi ve valide edildi. Tirev yonteminde
SFS, BTM, MP ve PP’in girisimlerden etkilenmedigi tiirev dereceleri ve dalga boylari
secilerek miktar tayinleri yapildi. Gelistirilen kromatografik yontemde ise akis hizi, kolon
sicakhigi, mobil faz derisimi optimize edildi. Yapilan validasyon caligmalara gore,
yontemlerin dogrulugu ve tekrarlanabilirligi gosterildi. Duyarlilik agisindan yodntemler
kiyaslandigr zaman RP-HPLC’nin daha duyarli oldugu bulundu. Ayrica, her iki yontemi
kiyaslamak amaciyla Student t testi ve Fisher testi uygulandi. Sonuglar, her iki yontem
arasinda ortalamalar ve standart sapmalar acisindan anlamli bir fark bulunmadigni
gostermektedir. Ayrica, RP-HPLC yonteminde bozulma firiinlerinin varhiginda da bu

yontemin dort etken maddenin miktar tayinlerinin yapilmasinda kullanilabilecegi gosterildi.

Literatir arastirmalarina gore SFS, BTM, MP ve PP’in es zamanlh analizinin
gergeklestirildigi bir calisma bulunmamaktadir. Ayrica bu etken maddelerden bir veya
ikisini birlikte iceren ve oftalmik damlada yapilan miktar tayini ¢alismasi da literatiirde yer
almamaktadir. Calisilan dort etken maddenin oftalmik damlada herhangi bir numune 6n
hazirlik islemine tabi tutulmadan ayni anda tayinlerinin yapilmasi i¢in gelistirilen her iki
yontem de 6zgundur. UV tlrev spektrofotometrik yontem, birbirlerine spektral girisim
yapan 3 etken maddenin uygun tiirev dalga boyu bulunarak, ayirma gerektirmeksizin ayni
anda tayinlerini mimkiin kilmistir. Ayrica onerilen UV tirev spektrofotometrisi yontemi,
dogru, secici, duyarli ve tekrarlanabilirdir. Bir kiyaslama yontemi olarak gelistirilen
kromatografik yontemin dogru, se¢ici, kesin ve duyarli olmasi yaninda en 6nemli tistiinligi
kisa alikonma zamanlariyla, literatiirdeki diger yontemlere gore toplam analiz siiresinin
kisalig1 ve dolayisiyla daha az solvan harcandigi i¢in ekonomikligidir. Ayrica toplam analiz

siresi 7 dakikadur.

Sonug olarak, elde edilen veriler dogrultusunda, SFS, BTM, MP ve PP igeren karigimlarin
ayni anda miktar tayini i¢in herhangi bir 6n ayirma yontemi uygulamadan dogru, duyarli,
kesin, hizl1 ve ekonomik yontemler gelistirilmesi ile literatiire katki saglanmistir. Piyasada
bulunan oftalmik damlalarda etken maddelerin miktar tayinleri yapilarak gelistirilen
yontemlerin uygulanabilirligi gosterilmistir. Gelistirilen her iki yontem de kalite kontrol

laboratuvarlarinda kullanilabilir.
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