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OZET

Farmasotik kalite kontrol laboratuvarlarinda yari-kati drlinler i¢in hizli, duyarli ve
giivenilir test metotlarina ihtiya¢ duyulmasi, bu ¢alismanin ana amacini olusturmustur. Bu
sebeple etken madde (etofenamat, benzil nikotinat), koruyucu (benzil alkol), safsizlik
(flufenamik asit, dekarboksil, dietilenglikol diflufenamat, flufenamik asit biitilester,
benzaldehit) ve yag asidi esterleri (etofenamat miristat, etofenamat palmitat, etofenamat
stearat) i¢in es zamanli kantitatif tayin imkani saglayan yontem gelistirilmistir. 10 mM
sodyum asetat/metanol ¢ozeltisi hareketli faz olarak gradient akis programinda kullanilarak
11 analit tayin edilmistir. HPLC cihazinda sabit faz olarak C8 Hypersil 125 mm x 4,6 mm
Sum analitik kolonu kulanilmistir. Kolon sicakligi 40 °C, akis hiz1 2,0 mL/dakika ve
enjeksiyon hacmi 10 pL’dir. Numuneler i¢in ¢6ziicli olarak metanol kullanilmistir. Dalga
boyu t= 0 i¢in 258 nm’ye ayarlanmis ve gradient eliisyonun 9,1 ci dakikasinda 286 nm’ye
degistirilmistir. Her bir enjeksiyon i¢in kromatografik siire 15 dakikadir. ICH Q2 (R1)
rehberi referans alinarak segicilik, dogrusallik, kesinlik, dogruluk, teshis limiti ve tayin alt
limiti parametreleri hesaplanarak analitik yontem valide edilmis ve ticari numuneler i¢in
yontemin uygunlugu istatistiksel olarak ispatlanmistir. Yontem kesinligi i¢in bagil standart
sapma sonugclar1 %0,24 - 2,02 arasinda olup analitlere ait ortalama geri kazanim sonuglari
%91,5 — 102,6 arasinda tespit edilmistir. Tiim validasyon sonuglar1 degerlendirildiginde;
hizli, segici, kesinligi ve duyarlilig1 yiiksek bir tayin yontemi gelistirilmistir. Gelistirilen
yontem, etofenamat, benzil alkol ve benzil nikotinat igeren krem formiilasyonundaki
farmasotik preparatlarin rutin kalite kontrol analizlerinde kolay, hizli, secici ve duyarl bir
yontemdir.
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ABSTRACT

The purpose of this study is the necessity for rapid, sensvitive, and reliable test methods for
semi-solid products in pharmaceutical quality control laboratories. Therefore, a method
was developed for simultaneous determination of active substance (etofenamate, benzyl
nicotinate), preservative (benzyl alcohol), impurity (flufenamic acid, decarboxy,
diethyleneglycol diflufenamate, flufenamic acid buthylester, benzaldehyde) and fatty acid
esters (etofenamate myristate, etofenamate palmitate, etofenamate stearate). 11 analytes
were determined by using 10 mM sodium acetate/methanol as mobile phase with gradient
flow system. C8 Hypersil 125 mm x 4,6 mm Spm analytical column was used as stationary
phase in HPLC device. The column temperature was 40 °C, flow rate was 2.0 mL/minute
and injection volume was 10uL. Methanol was used as solvent for samples. The
wavelength was set at 258 nm for t= 0 and changed to 286 nm at the 9.1™ min of gradient
elution. Run time for each injection is 15 minutes. Selectivity, linearity, precision,
accuracy, detection limit, quantitation limit parameters were calculated and analytical
method was validated with reference to ICH Q2 (R1) guideline. The suitability of method
for commercial samples was proved statistically. Relative standard deviation results are
between 0,24 — 2,02% for method precision and average recovery results for analytes are
between 91,5 — 102,6%. Based on obtained validation results; a rapid, selective, precise
and sensitive determination method was generated. The developed method is simple, rapid
and sensitive for routine quality control analysis of pharmaceutical products in cream
formulation which contains etofenamate, benzyl alcohol and benzyl nicotinate.
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1. GIRIS

Farmasotik formlar i¢in gerceklestirilmesi gereken testler ve bu testlere ait kabul
kriterlerlerinin listelendigi dokiimanlara spesifikasyon denir. Spesifikasyonlar, diizenleyici
otoriteler tarafindan onaylanan kritik kalite standartlaridir ve ilaglarn plananan

kullanimlarina uygunlugunu belirlemek igin gerekli kriterleri ortaya koyar [1].

Safsizlik kavrami; baslangigc maddesi, ortamdaki maddeler ya da yan reaksiyonlar sonucu
ortaya ¢ikan ve orijinal ilagla bir arada bulunabilen herhangi bir madde olarak
tanimlanmaktadir. Bir bagka deyisle safsizlik, etken maddenin ya da bir ilacin safligin
etkileyen herhangi bir madde olarak ifade edilir. Farmasotik kalite kontrol
laboratuvarlarmin ana hedeflerinden biri, terapotik kulanim igin yiiksek kalitede ilag
tretimine katki saglamaktir. Bu nedenle bir ilag ya da etken maddenin Kkalitesini

belirlemenin en iyi sekli, onun safligin1 belirlemektedir [2].

ICH QG6A spesifikasyonlar rehberinde, etken madde miktar tayini ve safsizlik testlerinin
tim farmasotik driinler ig¢in uygulanabilir oldugu agikga belirtilmistir. Bununla birlikte
etken madde ve safsizliklarin aynt HPLC yontemiyle eszamanl tayin edilmesi 6nemli bir

avantaj olup, kullanilan analitik yontemin stabilite gostergeli oldugunu ortaya koymaktadir

[1].

Farmasétik formlarda etken madde, safsizlik ve yag asiti esterlerinin eszamanl tayini
analiz siiresi ve maliyet acisindan da avantaj saglamaktadir. Fakat, farmasotik
preparatlarda etken madde yaninda formiilasyondaki koruyucu ve safsizliklarin miktarlar
disiik oldugundan, HPLC ile tek dalga boyunda es zamanli olarak etken madde ve

safsizliklarin tayinleri duyarlik agisindan zordur.

Kremler dis fazi su olan, yag/su (y/s) emiilsiyon tipindeki preparatlardir [3, 4]. Bu tip
emiilsiyonlarin dis faz1 su bazli oldugundan, mantar ve bakteri {ireme riskine karsi
koruyucu olarak antiseptik igermesi gerekebilir [5]. Sivaglar yari kat1 preparatlarin tasiyici

kismidir ve su ya da yag bazli olabilirler.

Bu calismada yar1 kati topikal krem formiilasyonundaki non-steroid anti-inflamatuvar

ilaglardaki (NSAII) etofenamat ve benzil nikotinat etken maddeleri, koruyucu olarak



kullanilan benzil alkol, safsizliklar (benzaldehit, dekarboksil, dietilenglikoldiflufenamat,
flufenamik asit biitilester, flufenamik asit) ve yag asitlerinin (etofenamat miristat,
etofenamat palmitat, etofenamat stearat) farmasotik kalite kontrol laboratuvarlarinda hizli,
kolay uygulanabilen, dogru ve giivenilir tayin yontemlerinden biri olan HPLC ile
eszamanli analizi i¢in yontem gelistirilmis ve gelistirilen yontem i¢in ICH Q2 (R1)
rehberinde belirtilen analitik validasyon parametleri (secicilik, teshis limiti (LOD), tayin alt
limiti (LOQ), dogrusallik, aralik, kesinlik, cihaz kesinligi (enjeksiyon tekrarlanabilirligi),
yontem kesinligi, ara kesinlik ve dogruluk uygulanmistir. Yontem, kisa siirede (15 dk.)
onbir molekiiliin (etofenamat, benzil nikotinat, benzil alkol, etofenamat miristat,
etofenamat palmitat, etofenamat stearat, benzaldehit, flufenamik asit, dekarboksi,
dietilenglikoldiflufenamat, flufenamik asit biitilester) ayni1 kromatografik sistemde

ayrilmasina ve eszamanli olarak tayinine imkan saglamaktadir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Non-steroid Anti-inflamatuvar Ilaglar

Non-steroid anti-inflamatuvar ilaglar (NSAIQ) analjezik, antipiretik, ve antiinflamatuvar
ozelliklere sahiptir. Inflamatuvar reaksiyona bagli olarak gelisen agri, dokularda agr
mediyatdrlerince (bradikinin ve prostaglandin) olusturulmaktadir [6]. NSAII dokularda
arasidonik asitten prostaglandinlerin ve diger bazi eikozanoidlerin olusmasini saglayan
siklooksijenaz enzimlerini (COX-1 ve COX-2) inhibe ederek etki gosterirler [7].
Prostaglandin viicudun her organ ve sisteminde bulunan, hem normal hem de patolojik
fonksiyonlara katilan bir kimyasal mediyatordiir [6]. Opioid olmayan analjezikler,
hiperaljezik bileseni baski altina alarak agr1 kesici etki gosterirler [8]. NSAII’n biiyiik bir
bolimii zayif asidiktir ve pKa'lar1 3-5 araligindadir, mide ve bagirsak mukozasindan iyi
emilir ve plazma proteinlerine %95’ten daha yiiksek oranda baglanirlar. Genellikle
albiimine baglanarak tasindiklarindan dagilim hacimleri plazma hacmine yakin degerdedir.
NSAII karacigerde oksidasyon ve konjugasyon ile inaktif metabolitlerine déniisiir ve
idrarla atilirlar. Hastalik durumlarinda metabolizma anormallesebilir ve normal dozda dahi

viicutta birikim olabilir [9].

NSAII kimyasal yapilarina gére dokuz gruba ayrilirlar:

- Salisilatlar (aspirin ve sodyum salisilatlar)

- Para-aminofenol tiirevleri (parasetamol)

- Pirazolon tiirevi ilaglar (aminopirin, propifenazon, dipiroin, fenilbutazon)

- Profenler (ibuprofen, naproksen, fenbufen, tiaprofenik asit, ketoprofen)

- Fenilasetik asit tiirevleri (diklofenak sodyum, nabumeton)

- Indolasetik asit tiirevleri (indometasin, tolmetin, ketorolak trometamin, sulindak)
- Fenamik asit tiirevleri (mefenamik asit, flufenamik asit, etofenamat)

- Oksikamlar (piroksikam, tenoksikam)

- Digerleri (prokuazon, azopropazon, metotrimeprazin) [8]
2.1.1. Etofenamat ve farmakolojik ozellikleri

Etofenamat molekiiliiniin (Sekil 2.1.) kimyasal adi 2-(2-hidroksiyetoksi)etil 2-[[3-
(triflorometil)fenilJamino]benzoat olup, kapali formiilii C1gH1sF3sNO4 (369,4 g/mol)’diir.



Pratikte suda ¢6ziinmez, %96’lik etanol ve etil asetatta ¢oziiniir [10]. LogP degeri 4,86’ dir
[11].

Sekil 2.1. Etofenamat kimyasal formiili

Etofenamat, fenamik asit tiirevi steroid olmayan anti-romatik ilag grubundadir. Anti-
inflamasyon (iltihap giderici) ve analjezik (agr1 kesici) 6zelliklere sahiptir. Etofenamat,
siklooksijenaz ve lipooksijenaz enzimlerini birlikte inhibe ederek hem prostaglandin hem

de l6kotrien sentezini engelleyerek etki gosterir. Tiirkiye’de etofenamat igeren preparatlar

Cizelge 2.1°de verilmistir.

Cizelge 2.1. Tiirkiye’de etofenamat igeren preparatlar [12]

Famasoitik Form icerik Firma
Thermoflex 50 g 1 g krem iginde 100 mg etofenamat, Santa Farma ila¢ Sanayi A.S.
Krem 10 mg benzil nikotinat, 15 mg benzil

alkol bulunur.

Thermo-rheumon 100
mg 50 g Krem

1 g kremiginde 100 mg etofenamat, 10
mg benzil nikotinat, 15 mg Benzil
alkol bulunur.

Meda Pharmaceuticals Ilag
Pazarlama Ticaret Ltd. Sirketi

Thermodoline 50 g
Krem

1 g krem iginde
100 mg etofenamat, 10 mg benzil
nikotinat, 15 mg benzil alkol bulunur.

Tripharma Ila¢ Sanayi ve Tic.
AS.

Thermove 50 g Krem

1 g krem iginde 100 mg etofenamat,
10 mg benzil nikotinat, 15 mg benzil
alkol bulunur.

Yeni Recordati ilag ve
Hammaddeleri Sanayi ve Tic.
AS.

Thermo-efemat Krem

1 g krem i¢inde 100 mg etofenamat,
10 mg benzil nikotinat bulunur.

Deva Holding A.S.

Restafen Plus Krem
50g

1 g krem i¢inde 100 mg etofenamat,
10 mg benzil nikotinat bulunur.

Vem lla¢ Sanayi

Ther-meram Krem

1 g krem i¢inde 100 mg etofenamat,
10 mg benzil nikotinat bulunur.

Berksam Ilag Ticaret A.S.

Thermo Etox 50 g
Krem

1 g krem i¢inde 100 mg Etofenamat
bulunur

Triozer Ilag Kim. Koz. Sag.
ve San. Tic. Ltd. Sti.



https://www.ilacprospektusu.com/ilac/153/thermoflex-50-gr-krem
https://www.ilacprospektusu.com/ilac/153/thermoflex-50-gr-krem
https://www.ilacprospektusu.com/ilac/55/thermo-efemat-krem

2.1.2. Benzil nikotinat ve farmakolojik o6zellikleri

Benzil nikotinat molekiiliiniin (Sekil 2.2.) kimyasal adi benzil piridin-3-karboksilat
(nikotinik asit benzil ester) olup, kapali formiilii C13H11NO, (213,2 g/mol)’diir. LogP
(oktanol/su) degeri 2,4’tiir. Suda ¢ok az ¢Oziiniir. Asetonda, dikolorometanda, %96’lik

etanolde ve kloroformda ¢oziiniir [13].

O
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N

Sekil 2.2. Benzil nikotinat kimyasal formiilii

Benzil nikotinat, kronik romatizma hastalarinda hiperemi ve sicaklik duyumuna neden
olarak, 1s1 ile yapilan fizik tedaviye etkin bir destek saglar. Benzil nikotinat ciltten hizla
emilir ve enzimatik hidroliz yoluyla nikotinik asit agiga c¢ikar. Boylece cilt

oksijenasyonunun sonucu olarak, lokal kan akis hiz1 artar [14, 15].

2.1.3. Benzil alkol, flufenamik asit, flufenamik asit biitilester, benzaldehit,
etofenamat miristat, etofenamat palmitat ve etofenamat stearat kimyasal ve
farmakolojik ozellikleri

Benzil alkol molekiiliin (Sekil 2.3.) diger kimyasal adi1 fenilmetanol olup, kapali formiilii
C7HgO (108,1 g/mol)’dur. Suda ¢oziiniir. %96 lik etanol ve esansiyel yaglar ile karigim
olusturur [10]. Mikrobiyolojik iireme riskine karsi krem formiilasyonundaki preparatlarda

koruyucu olarak gorev yapmaktadir [5].

Z OH
[
Sekil 2.3. Benzil alkol kimyasal formiilii

Flufenamik asit molekiiliiniin (Sekil 2.4.) kimyasal adi 2-[[3-(triflorometil)fenilJamino]
benzoik asittir [10]. Kapali formiilii C14H10F3NO; (281,2 g/mol)’diir [16]. Etofenamatin


https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/search/#collection=compounds&query_type=mf&query=C13H11NO2&sort=mw&sort_dir=asc
https://comptox.epa.gov/dashboard/dsstoxdb/results?search=DTXSID7046542
https://comptox.epa.gov/dashboard/dsstoxdb/results?search=DTXSID7046542

hidrolizi sonucu flufenamik asit agiga ¢ikmaktadir [17]. Letal doz 50 (oral-sican) degeri
249 mg/kg’dir [18]. Hodge ve Sterner skalasina gore orta derecede toksik smifinda yer

almaktadir.

COsH

L NH
[

= er,

Sekil 2.4. Flufenamik asit kimyasal formiilii

Flufenamik asit biitilester molekiiliniin (Sekil 2.5.) kimyasal adi bitil 2-[[3-
(triflorometil)fenil]amino] benzoattir [10]. Kapali formiilii C1gH15F3NO, (337,3 g/mol)’
dur [19]. Antralinik asit tiirevi, anti-inflamatuvar 6zellige sahip bir bilesiktir [20]. Letal
doz 50 (oral-sigan) degeri 510 mg/kg’dir [21]. Hodge ve Sterner skalasina gore az toksik

siifinda yer almaktadir.

(e}
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Sekil 2.5. Flufenamik asit biitilester kimyasal formiilii

3

Benzaldehit (Sekil 2.6.) aromatik aldehitler arasinda yer alir. Kapali formiilii C;HgO (106,1
g/mol)’dur [22]. Benzil alkol molekiiliiniin oksidasyon tirlinii olarak a¢iga c¢ikmaktadir
[23]. Letal doz 50 (oral-sigan) degeri 1300 mg/kg’ dir [24]. Hodge ve Sterner skalasina

gore az toksik sinifinda yer almaktadir.

O

Sekil 2.6. Benzaldehit kimyasal formiilii



Etofenamat  miristat ~ molekiilinin ~ (Sekil  2.7.) kimyasal ad1 2-(2-
tetradekanoyiloksietoksi)etil ~ 2-[3-(triflorometil)anilin]  benzoattir. Kapali  formiilii
C32H44F3NOs (579,7g/mol)’dur [25]. Sivag safsizligidir.

Sekil 2.7. Etofenamat miristat kimyasal formiili

Etofenamat  palmitat  molekiiliiniin (Sekil 2.8.) kimyasal adi 2-(2-
hekzadekanoyiloksietoksi) etil 2-[3-(triflorometil)anilin] benzoattir. Kapali formiilii
C34H4sF3NOs (607,7g/mol)’dur [26]. Sivag safsizligidir.

Sekil 2.8. Etofenamat palmitat kimyasal formiilii

Etofenamat stearat molekiiliiniin (Sekil 2.9.) kimyasal adi 2-(2-
oktadekanoyiloksietoksi)etil ~ 2-[3-(triflorometil)anilin] ~ benzoattir. Kapali  formiili
CssHs2F3NOs (635,8 g/mol)’dur [27]. Sivag safsizligidir.

Sekil 2.9. Etofenamat stearat kimyasal formiilii



2.2. Toksisite

Farmakolojide, bir ilacin canli bir organizma iizerinde olusturdugu tiim zararli etkilere
toksisite denir. Bir maddenin toksisitesinin incelenmesi, tiim aragtirmanin baslangicini
olusturur. Zira, farmasotik etki ile toksikolojik etki birbirleri ile gesitli noktalarda iligkili
olup, toksikolojik etki, farmakolojik etkiye neden olan mikarn arttirilmas: sonucunda

goriilen bir reaksiyondur [28].

Toksisite degerlendirmesi bir ilacin, rezorbsiyon ve eliminasyon nitelikleri ile birlikte etki
mekanizmas1 hakkinda bilgi verir. Bununla birlikte bir ilacin, ila¢ olarak kabul goriip
gormeyecegi hakkindaki karar1 da etkiler. Ayrica toksisite tayini, tedavi amaciyla

uygulanacak dozun belirlenmesinde biiyiik 6nem tasir [29].

Akut toksisite, belirli kosullarda bir defa verilmekle oliime neden olan ila¢ miktarinin

tespitidir. Akut toksisite iki sekilde ol¢iiliir

1. Letal Doz 50 (LD50): Akut toksisitede en ¢ok kullanilan oSlgiidiir. Belirli kosullar
altinda, bir grupta yer alan canli hayvanlarinin %50’sinin 6liimiine sebep olan doz

miktaridir. Birimi mg/kg dir.

2. En kiigiik 6ldiiriicii doz: Bir hayvani 6ldiirebilen en diisiik ilag miktaridir [30, 31].

Deney hayvanlar1 yoluyla elde edilen LD50 verilerine gore, kimyasal maddelerin toksisite
seviyelerini gostermekte kullanilan en yaygin skala Hodge ve Sterner skalasidir. Bir

maddenin LD50 degeri ne kadar diisiikse, toksisitesi o kadar biyiiktiir [32].



Cizelge 2.2. Hodge ve Sterner skalasina gore toksisitenin degerlendirilmesi

Toksisiste Oral LD50 Inhalasyon Dermal LD50 | insanlar igin
Derecesi mg/kg LC50 Mg/kg muhtemel
(sican, tek doz) | ppm (tavsan, deriye | Oldiiriicii doz
(si¢an, 4 saat tek uygulama)
maruziyet
1 Son derece <1 <10 <5 Bir damla
toksik
2 Siddetli 1-50 10-100 5-43 4 mL
toksik
3 Orta derecede | 50-500 100-1000 44-340 30 mL
toksik
4 Az toksik 500-5000 1000-10000 350-2810 600 mL
5 Pratik olarak | 5000-15000 10000-100000 | 2820-22590 1 litre
toksik degil
6 Bagil olarak | >15000 >100000 >22600 1 litre
zararsiz

2.3. Topikal Preparatlar

Viicudumuzun en biiylik organi olan deri, dolasimdaki kanin tigte birini yapisinda

bulundurur [33]. Deri genel olarak ii¢ tabakadan olusur; epidermis, dermis ve hipodermis

[34, 35].

sag lals ——3

stratum cormeum
pEment tabakas:

stramum =
EemRnNAN T furyum vasale

erekror kas

vag bezi —

stratum SpAnDSur e

3 ter gozeneklen

|/

dermal papila

dolkunma duyusunu

weren sumr uglany
s

Sekil 2.10. Derinin anatomik yapis1 [36]
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Topikal tedavide ilaglar deriye dogrudan uygulanir ve deriden emilerek terapotik etki
gosterirler [37]. Ilag etken maddelerinin deriden emilimi pasif difiizyon ile epidermisden,
kil folikiillerinden ve ter bezi kanallarindan gergeklesir [38]. Etken maddenin yapisi,
tastyici ve ilacin uygulandigr bolgenin 6zellikleri deriden emilimin diizeyini etkiler [37].
Ozellikle yaglar ve yagda coziinen maddelerin deriden gegisleri ¢ok daha kolay
oldugundan topikal ilaglarin etkinligi agisindan olduk¢a 6nemlidir [39].

Topikal tedavinin amaci, sistemik yolla verilebilecek ilaglarda genel yan etki ve
komplikasyonlardan kaginmak, sistemik yolla saglanamayan lokal etkileri saglamak, ilacin
uygulama alaninda ¢ok daha yiiksek derisimde bulunmasini saglamak ve hedefe dogrudan
etki etmektir. Diigiik maliyet, olumlu psikolojik etki ve uygulama kolayligi topikal
tedavinin avantajlaridir [37, 40]. Dozaj miktarin1 ayarlama zorlugu, elin ulagamayacagi
alanlar i¢in uygulama zorlugu, uygulamanin kirletici ve zaman alic1 olmasi, allerjik kontakt
dermatit, irritasyon ve az sayida da olsa olumsuz psikolojik etki olusturabilmesi topikal

tedavinin dezavatanjlaridir [37].

Topikal tedavide ilaglar fiziksel, kimyasal veya her iki yolla etkili olurlar ve kurutma,
nemlendirme, 1sitma, sogutma gibi amaglarla kullanilabilirler. Vehikiil ya da baz adi

verilen, yalnizca fiziksel etki gosterenler ayni zamanda tasiyici olarak da kullanilabilirler.
[40].

Antibiyotikler, antiseptikler, antihistaminikler, antimikotikler, antiviraller, ektoparazitler,
kortikosteroridler, analzejik ve antiinflamatuvarlar gibi ¢ok genis alanda topikal tedavide
kullanilan ilaglar mevcuttur. Lezyonlarin tipine ve hastalifin donemine gore ilaglar sivi,
yar1 kati, kat1 ve bunlarin ara sekillerinde hazirlanir. Farmasotik formiilasyonlarina gore

topikal preparatlar ii¢ (3) ana gruba ayrilir [5]:

- Siv1 preparatlar (soliisyon, siispansiyon, emiilsiyon, siv1 yaglar ve linimentler)
- Yari-kati topikal preparatlar (krem, pomat-merhem, pat)

- Kati topikal preparatlar (pudra)

Kremler, pomatlar (merhemler) ve patlar deriye uygulanan baglica yari-kat1 preparatlardir.
Yar kat1 preparatlar disaridan uygulanan kuvvetin etkisiyle sekil degisikligine ugrarlar ve

uygulandiklar1 yiizeyde film halinde yayilirlar [41]. Sivi preparatlara en yakin tarafta



11

kremler, katilara en yakin tarafta patlar, bunlarin arasinda ise pomatlar yer alir [5]. Patlar
uygulandiklar cilt ylizeyinde emilene ya da temizlenene kadar yapisarak kalirlar. Bu

adhesif nitelik, formiilasyonun reolojik 6zelligi ile iliskilidir [42].

Kremler dis fazi su olan (yag/su) emiilsiyon tipindeki preparatlardir [3, 4]. Bu tip
emiilsiyonlarin dis faz1 su bazli oldugundan, mantar ve bakteri lireme riskine karsi
koruyucu olarak antiseptik icermesi gerekebilir [5]. Preparatin pH’s1 belirleyici olmamakla
beraber, deri pH’sina yakin, hafif asidiktir [4]. Yag orami yiiksek olan kremler pomatlar ve
kremler arasinda yer alirlar. Yag orani arttik¢a serinletici etki azalir, nemlendirici etki
artar. Kremler opak, yumusak kivamli, yagsiz goriiniimli, kolay buharlasan, kolay siiriilen
ve yikama ile deriden uzaklastirilabilen preparatlardir [5]. Merhemlere kiyasla yag oranlari
diisiiktiir [43]. Cilde stiriildiiklerinde sivi kismi buharlasarak serinletici bir etki yaratir.

Kozmetik amagla, cildi temizlemek icin yiiz ve ellerde pomatlara kiyasla daha ¢ok tercih

edilirler [5].

Pomatlar (merhemler) dis fazi yag olan su/yag (s/y) emiilsiyon tipinde koyu kivamli,
kremlere kiyasla daha zor siiriilen, lezyon ylizeyini kapatip buharlasmaya imkan vermeyen,
sabun ve deterjan kullanmadan yikanmasi miimkiin olmayan preparatlardir. Nemlendirici
ve koruyucu 6zellikleri vardir [5]. Dis fazin yag olmasi nedeniyle, mantar ve bakteri iireme
tehlikesi bulunmamaktadir. Bu nedenle koruyucu madde igermesi gerekmez. Siirtildiikleri
bolgede uzun siire kalirlar ancak pratik olarak emilmezler, deri gézeneklerini tikamazlar.

Buna karsilik okliizyon yaptiklari i¢in aktif madde emilimini arttirilar [3-5, 43].

Patlar katiya yakin kivamli yar1 kati preparatlardir. Yapilarinda %20-50 oraninda pudra
bulunmaktadir. Yumusak veya kati pat oluslari, pudra oranina gore degisir. Akmaz
ozelliktedirler. Cilt lizerinde koruyucu bir tabaka olustururlar. Yapilarindaki toz maddeler
nedeniyle kurutucu etkiye sahiptirler. Yagsiz patlar suda ¢oziinerek kolay temizlenirler.
Uygulandiklar1 bolgede sivi kismi ugarak, ¢cok koyu kivamli kat1 kismi kalir. Yaglh patlar,
cok koyu kivamli olup ¢ok zor siiriiliir ve ¢ok zor temizlenirler. Yaglayici, koruyucu ve

okliizif etkileri vardir [5].

Swvaglar yari kati preparatlarm tasiyict kismidir. Ideal bir sivagin sahip olmasi gereken

ozellikler [3, 4]:
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Etken maddeyi rahatlikla salabilmelidir.

- Deride zararli etki olusturmamalidir.

- Uygulamadan sonra deride bir miiddet kalabilmelidir.

- Kullanim siiresince bozulmamalidir.

- Su tutma kabiliyeti olmalidir.

- Etken maddeyle ge¢imli olmalidir.

- Ucuz olmalidur.

- Penetrasyon yetenegi yiiksek olmalidir (koruyucu merhemler haric).

- Deriye uygun pH degerine sahip olmalidir.

Sivaglar; hidrokarbon sivaglari, absorbsiyon sivaglari, su ile yikanabilen sivaglar ve suda

coziinebilen sivaglar olmak {izere dort sinifa ayrilir.

Hidrokarbon sivaglari yagh sivaglardir. Su igermezler ve kolaylikla su tutmazlar. Suda
coziinmedikleri i¢in deriden kolayca uzaklastirilamazlar. Deri {izerinde Ortiicii bir tabaka
olustururlar [3, 4]. Vazelin, domuz yagi, hint yagi ve yer fistigt yagi hidrokarbon

stvaglarina ornektir.

Absorbsiyon sivaglart su tutma kabiliyeti yliksek olan sivaglardir. Kozmetikte ve
eczacilikta sikca kullanilirlar. Antiseptik ilaclar bu sivaglar araciligiyla daha yiiksek oranla
deriye gegebilirler. Deriyi yumusatma 6zelligine sahiptirler. Genellikle su/yag emiilsiyonu

olustururlar. Susuz lanolin ve hidrofilik vazelin bu tip sivaglara 6rnektir [3, 4].

Su ile yikanabilen swvaglar yag/su emiilsiyon tipindeki sivaglardir. Dis fazi su olan kremler
bu grupta yer alir. Yapilarinda su ihtiva ederler. Suda ¢oziinmezler fakat dis fazlari su
oldugu i¢in kolaylikla yikanabilirler. Dis fazin su olmasindan dolayr mikrobiyolojik

tiremeye agiktirlar. Hidrofilik merhem bu tip sivaglara 6rnektir [3, 4].

Suda ¢oziinebilen sivaglar yagsiz merhem sivaglari olarak da adlandirilirlar. Yapilarinda
su icermezler ancak suda ¢oziinme ve yikanabilme ozelliklerine sahiptirler. Polietilen

glikol merhemi bu tip sivaglara drnektir [3, 4].
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2.4. Kromatografi

Kromatografi kelimesi Latince chroma (renk) ve graphein (yazmak) kelimelerinin
birlesmesinden olugmus, renk yazimi yani kolonda ayrilan farkli renkteki bilesenlerin
olusturdugu bantlarin goriintiilenmesidir. Kromatografi ilk defa bir Rus botanik¢i olan
Tswett tarafindan 1906 yilinda kesfedilmistir. Tswett yesil yapraklar1 parcalayarak petrol
eteriyle muamele etmis, elde ettigi renkli ¢ozeltiyi (ekstrakt), toz halindeki kalsiyum
karbonatla dolduruldugu bir kolondan gegirerek yaprakta bulunan renkli maddeleri

kolonun ¢esitli yerlerinde bantlar halinde ayirmay1 basarmistir [44].

Kromatografi, bir karistmda bulunan kimyasal maddelerin, hareketli bir faz yardimiyla
sabit faz lizerinden gegirilirken, numunenin fazlar arasindaki farkli fiziksel ve kimyasal
etkilesimlerine dayanarak birbirlerinden ayrilmasi yontemidir. Bu ayrilmayr saglayan
etkilesimler, molekiillerin adsorpsiyon, dagilma, afinite, iyon degisimi Ozelliklerindeki
veya molekiil agirliklarindaki farklardir. Bu nedenle karigimdaki bilesenlerden bazilari
sabit faz ile daha ¢ok etkileserek sistemde yavas hareket ederken, bir kismi ise hareketli

faza daha ¢ok meyilli oldugundan kolonu daha hizli terk eder [44].

Kromatografik analizler {i¢ ana baglik altinda siniflandirilabilir. Bunlar [44]:

1. Ayrilma mekanizmalarina gore
- Adsorpsiyon kromatografi

- Dagilma (partisyon) kromatografi
- Iyon degistirme kromatografi

- Jel filtrasyon (molekiiler eleme) kromatografi
- Iyon gifti kromatografi

- Afinite kromatografi

2. Hareketli faz tipine gore

- S1v1 kromatografi

- Gaz kromatografi

3. Uygulama bi¢imine gore

- Kolon kromatografi

- Diizlemsel kromatografi
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2.4.1. Ayrilma mekanizmalarina gore kromatografi

Adsorpsiyon kromatografi

Kat1 veya sivi molekiillerin, sivi veya gaz molekiillerini ¢ekim kuvvetleri yardimiyla
yiizeyde tutmasina adsorbsiyon denir. Kati bir madde ile bilesik arasindaki adsorpsiyon,
bilesigin kat1 faz ile zayif Van der Waals, elektrostatik ¢ekimler ve dipol-dipol
etkilesimlerine dayanir ve tersinirdir. Sabit faz aktif yiizeyli bir katidir, yiizey enerjilerini
azaltmak icin ¢evrelerindeki maddeleri kendilerine dogru ¢ekerler ve yiizeylerinde tutarlar.
Adsorpsiyon kromatografisinde karisimdaki bilesenlerin ayrilmasi, sabit kat1 fazin tutucu
kuvvetiyle, hareketli fazin itici kuvveti arasindaki yarisa baghdir. Sabit faz yiizeyine az
tutunan bilesen, hareketli fazla daha ¢ok etkileseceginden kolonu daha dnce terk ederken,
sabit faz ile daha cok etkilesen bilesik kat1 yiizeyine daha kuvvetli tutunarak kolonu daha
gec terk eder [44].

Adsorpsiyon kromatografi, polarliklar1 farkli bilesenlerden olusan karigimlarin
ayrilmasinda iyi sonug verir. Polar sabit faz olarak en ¢ok aliimina ve silikajel, hareketli faz
olarak apolar veya ¢ok az polar olan benzen, oktan, kloroform gibi sivilar kullanilir. Sabit
ve hareketli fazin se¢imi, ayirimi yapilacak bilesiklerin polaritesine, kimyasal 6zelliklerine
bagl olarak yapilir. Genelde polar maddeler i¢in polar ¢oziiciiler apolar maddeler igin
apolar coziiciiler kullanilir. Sabit fazin, ayrilmasi istenen maddeleri pargalamamasi,
kimyasal reaksiyon vermemesi, adsorpsiyon kapasitesinin yiiksek olmast ve
adsorpladiklart maddeleri kolaylikla geri birakmasi gerekir. Kromatografik analizlerde
sabit fazin polaritesi hareketli fazin polaritesinden daha biiyiik oldugunda ‘normal faz
kromatografi’, hareketli fazin polaritesi daha biiyiik oldugunda ise ‘ters faz kromatografi’

olarak isimlendirilir [44].

Dagilma (partisyon) kromatografi

Dagilma kromatografisinde, maddeler siv1 olan sabit faz ile siv1 veya gaz olan hareketli faz
arasinda dagilir. Dagilma kromatografisinde destek, sivi sabit fazin adsorplandig kat1 bir
materyaldir. Birbiriyle karismayan iki sividan, yani iki fazdan olusan bir faz sistemi igine
konulan madde bu sivilardaki ¢oziiniirligiine bagli olarak iki faz arasinda dagilir ve

dengeye ulasir. Boyle bir sistemde maddelerin dagilmasi sabittir ve dagilma katsayist (Kg)
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ile ifade edilir. Ky degerleri birbirinden farkli olan maddeler kromatografik sistem

icerisinde farkli hizlarda ilerleyerek birbirlerinden ayrilirlar [44].

Kd = Csl Cm
Cs : Maddenin sabit fazdaki derisimi
Cn : Maddenin hareketli fazdaki derisimi

Iyon degistirme kromatografi

Biyolojik materyalleri birbirinden ayirma yontemlerinden biri olan iyon degistirme
kromatografi biyomolekiilleri, onlarin anyonik ve katyonik yiik farkina dayanarak ayirir.
Bu kromatografi, bir kati maddenin yapisinda bulunan iyonlari, i¢inde bulundugu
cozeltideki aynmi Ozellikte yiike sahip diger iyonlarla bir dengeye gore degistirilmesi
ozelligine dayanir. Bu amagcla kullanilan kati maddelere iyon degistiriciler denir. Iyon
degistirme kromatografi, kullanilan iyon degistiricinin anyon veya katyon degistirmesine
gore anyon degistirme kromatografi veya katyon degistirme kromatografi olarak
adlandirilir [44].

Iyon degistiriciler inorganik (Na2Al,SisO1,, Na,P, kil, zeolit) ve organik olmak iizere ikiye
ayrilir. Bunlar katyonik, anyonik veya amfoter regineler olabilir. Iyon degistirme
kromatografi analit iyonlarinin, ters yiiklii destek katinin iyonlarina olan ilgisine dayali bir
ayirmadir. Sabit faz zayif ya da kuvvetli katyon ya da anyon degistirici bir recinedir.
Reginenin sabit yiikii (-) ise buna ‘katyon degistirici regine’, (+) ise ‘anyon degistirici
recine’ adi verilir. Ayirma sirasinda recinenin tamamen iyonlagmis durumda olmasi
gerekmektedir. Hareketli faz genellikle tamponlanmig, istenen iyonlarin olusmasini
saglayan belli bir pH degerinde ve yiikli katinin sabit yiikiiniin zit iyonunu iceren sulu

cozeltidir [44].

Yiiki, hareketli fazin zit iyonlari ile ayni olan iyonik yapidaki 6rnek bilesenleri katiya
baglanmak i¢in zit iyonlarla yarisirlar. Zit iyonu yerinden ederek katiya kuvvetle baglanan
uygun yiikte bilesenler kolonda uzun siire kalirken, katiya zayif baglanan, uygun ylikte
olmayan veya yiiksiiz olan bilesenler kolonu daha hizl terk eder [44]. Ornegin, CI" ve I
karisiminin nitrat baglanmis anyon degistirici regine (RNOj3) ile ayrilmasinda gecerli

dengeler asagidaki gibidir;
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Cl+ R+N03- S R'CI'+ NO3
I'+ R'NOs” S R*I'+ NO3’

R: Coziinmeyen matriks

R*NO;" : Anyon degistirici

Hareketli fazin derisimi ve pH’s1 ile kompleks olusturucu etki, iyon degistirmeyi etkileyen

baslica faktorlerdir [44].

Jel filtrasyon (molekiiler eleme) kromatografi

Karisimdaki makromolekiillerin molekiil biiyiikliiklerine gore ayrilmasi esasina dayanur.
Sabit faz ve hareketli faz ayni yap1 ve bilesimdedir. Sabit faz destek gdrevi yapan,
kimyasal olarak inert bir jel ya da gozenekli bir organik bilesiktir. Hareketli faz sabit
fazdaki gozenekleri doldurur. En igteki gdzeneklere ulasabilen kiiciik molekiillii bilesenler
kolonda uzun siire kalirken, biiyiik molekiiller daha kisa siirede kolonu terk ederler.
Degisik tiirde sabit fazlar kullanilarak ayni anda farkli biiyiikliikteki molekiiller birbirinden
ayrilabilir. Sabit faz olarak hidrofilik ya da hidrofobik jeller kullanilir. Hidrofilik jeller,
sulu ortamda siserek sulu ¢ozeltiler ile kullanilirken (jel filtrasyon kromatografi),
hidrofobik jellerden organik ¢oziiciilerde ¢oziinebilen polimerlerin ayrilmasinda

yararlanilir (jel permasyon kromatografi) [44].

Iyon cifti kromatografi

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

birbirinden ayrilmasi esasina dayanir [44].

Afinite kromatografi

Matriks adi verilen kati bir destek materyaline ligandin kovalent olarak immobilize
edilmesi islemine dayanan bir tiir adsorbsiyon kromatografisidir. Afinite kolonundan
saflastirilmasi istenilen molekiilii iceren bir karisim gegirilirse sadece istenen molekiil,

ligand tarafindan tutulur, safsizliklar kolondan uygun bir tamponla ayrilir. Kolonda tutulan
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molekiil spesifik ¢ozeltilerle kolondan elue edilir. Antijen antikor, enzim substrat, reseptor

ilag gibi oldukga segici etkilesimlere dayanan bir kromatografi ¢esididir [44].
2.4.2. Hareketli faz tipine gore kromatografi

Faz tiplerine gore kromatografi Sivi Kromotografi veya Gaz Kromatografi olarak
siiflandirilir. Stvi kromatografide hareketli faz sividir. Sabit faz tiplerine gore sivi - kati
ve s1v1 - sivi kromatografi olarak alt gruplara ayrilir. Ancak pratikte bu siniflandirma
yerine daha ¢ok ayrilma mekanizmalarina gore yapilan siniflandirma kullanilmaktadir. S1vi
- kat1 kromatografi (adsorpsiyon kromatografi) ilk defa 1906 yilinda Tswett tarafindan
kesfedilmisken, sivi — sivi kromatografi (dagilma kromatografi) ise ilk kez 1941 yilinda
Martin ve Synge tarafindan uygulanmistir [44, 45].

Klasik sivi kromatografi ile gerceklestirilen analizlerde hareketli fazin difiizyon hizi
diisiiktiir. Kolon tekrarlanabilirliginde problemler yasanmakla birlikte olusturulan sistem
kisisel hatalara agiktir. Bu problemlere ¢oziim amaciyla 1960’11 yillarda gergeklestirilen
caligmalarda daha kiiciik ve homojen kolon partikiilleri elde etmek, difiizyon yolunu
kisaltmak ve hareketli fazin hizin1 arttirmak gibi hedefler belirlenmistir. Bu ¢aligmalarin
sonucunda 1965 yilinda Yale Universitesi'nde yiiksek performansli sivi kromatografi

gelistirilmistir [44].

Gaz kromatografi hareketli fazin gaz oldugu kromatografi teknigidir. Yeterli uguculuga
sahip olan maddelerin analizlerinde ve ayrilmasinda kullanilan bir yontemdir. Analizin
kisa stirede ve ¢ok duyarli sekilde yapilabilmesi yontemin istlinligiidiir. Hareketli faz
olarak azot, helyum, argon gibi gazlar kullanilir. Sabit faz ise alumina, silika gibi bir kat1
olabilir. Gaz kromatografi sabit faz tiplerine gore gaz - kati ve gaz - sivi kromatografi
olarak alt gruplara ayrilir. Gaz-kat1 kromatografi adsorpsiyon olayina dayandigindan elde
edilen kromatogramlardaki kuyruklanma problemi nedeniyle daha az kullanilir. Gaz-siv1
kromatografide yiizeyi genis gozenekli kati maddeye 6zel bir sivi emdirilir. Bu sivi, kati
maddenin gozenekleri dahil biitiin yiizeyine dagilir ve sabit bir faz gibi davranir. Hareketli
gaz faz1 bu fazin iginden kolayca geger. Analizi yapilacak numune igindeki maddeler bu iki

faz arasinda dagilirlar [44].
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2.4.3. Uygulama bicimine gore kromatografi

Kromatografik analizler uygulama bicimine gore asagidaki sekilde siniflandirilmaktadir
[44]:

¢ Diizlemsel Kromotografi

- Kagit Kromatografisi

- Ince Tabaka Kromatografisi
¢ Kolon Kromatografisi

- Gaz Kromatografisi

- Yiiksek Performansli Stvi Kromatografisi

Kagit kromatografi

Genellikle slizge¢ kagidina adsorbe edilen maddelerin, uygun bir ¢dziicli yardimu ile kagit
tizerinde farkli hareket etmeleri esasina dayanan bir ayirma yontemidir. Kagit destek
gorevi gorirken, sabit faz slizge¢ kagidinin yapisinda dogal olarak icerdigi su
molekiilleridir. Hareketli faz ¢6ziicli veya ¢oziicti karigimlaridir. Maddelerin birbirlerinden
ayrilmalar1 kagit lizerinde hareket eden ¢oziicii ile kagidin igerdigi su arasindaki dagilma
dengesine dayanir. Hareketli faz kagit iizerinde kilcal etkiyle ilerler ve karisimdaki

maddeleri siiriikleyerek ayrilmalarini saglar [44].

Ince tabaka kromatografi

Ince tabaka kromatografide sabit faz olarak silikajel, aliiminyum oksit, toz seliilloz veya
talk gibi adsorban maddelerin cam ya da metal {izerine diizgiin bir sekilde kaplandig:

plakalar kullanilir. Adsorban maddelerin sahip olmasi gereken 6zellikler [44]:

- Yiiksek miktarda maddenin tutunabilmesine izin vermeli,

- Uzerinde adsorbe olmus madde baska ¢oziiciiler kullanilarak geri alinabilmeli,
- Numune ve ¢oziiclilerle kimyasal reaksiyon vermemeli,

- Renklendirici ayiraglarla reaksiyona girmemeli,

- Yapisi ¢oziiciiniin gecmesine elverisli olmalidir.
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Ince tabaka kromatografisi sivi-kati veya sivi-sivi kromatografi seklinde olabilir.
Karisimdaki maddelerin ayrilmasi, kati yiizeyindeki farkli adsorpsiyon veya dagilma
ilgilerine bagl olarak gergeklesir. Ince tabaka iizerinde kilcal kanallardan ilerleyen ¢oziicii,
karisimdaki bilesenleri sabit faza olan ilgileri ile iligkili olarak farkli hizlarla stiriikler ve
birbirinden ayirir. Plaka {izerinde, belli bir siire sonra, bilesenlerin yol aldig1 uzaklik ile
¢ozilicliniin ulastig1 uzakligin orani, alikonma faktorii (Ry) olarak hesaplanir ve bu degerler
kalitatif analizde kullanilir. Ry daima 1’den kiigiiktiir. Maddeye ait fiziksel bir sabittir ve
maddeye ait diger 6zelliklerin belirlenmesinde, maddenin taninmasinda yardime1 olur. R¢

degeri asagidaki formiil ile hesaplanir [44].

Ri=A/B
A: Maddenin aldig1 yol

B: Coziiciliniin aldig1 yol

Yiksek Performansli Sivi Kromatografi (HPLC)

Siv1 fazda ¢Oziinebilen kompleks karigimlarin bilesenlerine kolay ve hizli bir sekilde
ayrilmas: ve duyarlilifinin olduk¢a yiiksek olmasi nedeniyle farmasotik bilimler, gida,
kimya ve ¢evre analizleri gibi alanlarda Yiiksek Performansli Sivi Kromatografi oldukca
stk kullanilmaktadir [46]. Farkli oOrneklere uygulanabilmesi, hareketli faz agisindan
alternatiflerin fazla olusu, tekrarlanabilirlik, duyarlilik ve hiz gibi 6zelliklerinin yiiksek
olmas1 HPLC’nin kullanimin1 arttirmistir ve teknigin ilerlemesinde 6énemli rol oynamistir
[47]. Yiiksek performansli sivi kromatogafi yiiksek sicakliklarda bozunan ve ugucu
olmayan proteinler, niikleik asitler, aminoasitler, ilaglar, hidrokarbonlar ve pestisit gibi

bilesenlerin kalitatif ve kantitatif tayinlerinde oldukga sik kullanilmaktadir [48].

HPLC ile analizde uygun c¢oziiciide ¢6zlinmiis numune karisimi yiiksek basing altinda
kolondan gegirilerek bilesenlerine ayrilir. Kolon igerisindeki dolgu malzemesi sabit faz
gorevini istlenmektedir. Numunede karigimindaki bilesenler ile dolgu malzemesi (sabit
faz) arasindaki etkilesim, kromatografik ayirimin derecesini ve performansini belirler [49].
Bilesenler ile hareketli ve sabit faz arasinda istenilen etkilesim, kullanilan sabit faz ve

¢oziciilerin degistirilmesiyle saglanir [50].
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HPLC’ de hareketli faz sivi, sabit faz ise kolon igerisine doldurulmus cok kiigiik ve
homojen kati veya kati yiizeyine emdirilmis sivi taneciklerdir. Uygun akis hizin1 elde
etmek i¢in hareketli faza yliksek basing uygulanmasi gerekmektedir. Kromatografik ayirma
esnasinda numune kolon igerisindeki sabit bir faz {izerinde akmakta olan hareketli faz
icerisine enjekte edilir. Numune igerisinde bulunan farkli bilesenlerin sabit fazla etkilesimi
de farkli olacagindan bu bilesenler farkli zamanlarda kolon ¢ikisina ulasir ve karigimi
olusturan bilesenler birbirlerinden ayrilir [51]. Kolondan ¢ikan bilesenler uygun bir
dedektor yardimiyla tespit edilir [52].

Yiiksek performans, yiiksek rezoliisyonu ifade etmektedir. Hareketli fazin yiiksek basingla
ilerlemesi saglandig1 i¢in yiiksek basingli sivi kromatografi olarak da adlandirilir. Yiiksek
performans sadece basincin degil bir¢ok faktoriin bir araya gelmesiyle olustugundan
yiiksek performansl sivi kromatografisi adlandirmasi kullanilmaktadir. Cok kiiciik ¢apl
kolon dolgu maddelerinin kullanim1 bant genislemesi azaltarak daha dar piklerin elde

edilmesini saglar [53].

Bir HPLC cihaz1 hareketli faz haznesi, pompa, enjektor, kolon, dedektor ve bilgisayarl
sinyal islemci boliimlerinden olugmaktadir. Pompa vasitas: ile hareketli faz sistemde
ilerlerken enjektor boliimiinden verilen numune ile birlikte kolona girer. Kolonda numune
bilesenleri birbirinden ayrilir. Ayrilan bilesenler farkli zamanlarda kolonu terk edip
dedektore ulasirlar. Her bir bilegsenin zamana karsi dedektdrde olusturduklari cevap,
elektriksel sinyal yoluyla bilgisayara aktarilir [54].
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Sekil 2.11. HPLC cihazinin sematik gdsterimi [53]
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HPLC cihazlar bir ya da daha fazla 200 - 1000 mL hareketli faz igeren cam veya ¢elikten
yapilmis haznelere sahiptir. Hareketli fazin bulundugu hazneler kolon ve dedektor
sisteminde olumsuz etkilere sebep olan ¢oziinmiis gazlarin etkilerinin giderilmesi i¢in gaz
giderici iinitelere (degasser) baglanmistir. Gaz kabarciklar1 genellikle dedektor
performansmin bozulmasina ve bant geniglemesine neden oldugundan hareketli faz
hazneye doldurulmadan 6nce vakum altinda siiziilerek hem hareketli faz igerisindeki

partikiiller tutulmakta hem de ¢6ziinmiis gazlar giderilmektedir [44, 54].

Hareketli fazin bilesimi, alikonma zamani ve segiciligi etkileyen en énemli faktordiir [53]
Bu nedenle HPLC ile analizlerin basaris1 biiyliik 6l¢iide dogru hareketli faz sisteminin
secimine baglhidir. Hareketli faz olarak kullanilabilecek ¢oziiciilerin kaynama noktasinin

cok yiiksek olmamasi, viskozitelerin diisiik olmasi ve kullanilacak dedektoér ile uyumlu

olmasi1 gerekmektedir (Cizelge 2.3) [52].

Cizelge 2.3. Hareketli faz olarak kullanilan bazi ¢oziiciiler ve 6zellikleri [52]

Coziici Kaynama Viskozite (cp) | Polarite (p’) Kirilma indisi
noktasi (°C)
Hekzan 69 0,31 0,1 1,376
Diklorometan 40 0,44 3,1 1,424
Etil asetat 77 0,43 4.4 1,372
Kloroform 61 0,57 4,1 1,446
Tetrahidrofuran | 66 0,55 4,0 1,407
Asetonitril 82 0,38 5,8 1,344
Metanol 65 0,55 51 1,328
Su 100 1,00 10,2 1,333

Hareketli faz, kromatografik sisteme izokritik eliisyon veya gradient eliisyon sekilde
uygulanabilir. Sabit bilesimdeki tek bir hareketli faz kullanilarak gerceklestirilen ayirma
teknigine izokritik eliisyon denir. Bu tip eliisyonda hareketli faz polaritesinin sabit olmasi
sebebiyle, kolon dolgu malzemesine ilgi duyan bilesenleri kolondan uzaklastirmak zorlasir
[54]. Cok bilesene sahip numunelerde analiz siiresi boyunca sabit bilesimdeki hareketli faz
kullanim1 eliisyon problemlerine yol agar ve bazi bilesenler kolonu ¢ok geg terk eder. Bu

sorunu ortadan kaldirmak amaciyla gradient eliisyon teknigi siklikla kullanilmaktadir [52].

Analiz siiresi boyunca hareketli faz bilesiminin degistirilebildigi ve polariteleri birbirinden
farkli iki veya {i¢ ¢oziicii kullanilarak gergeklestirilen ayirma teknigine gradient eliisyon

denir. Modern HPLC cihazlari, ¢oziiciilerin hacimsel oranlarin1 zamanla degistirebilecek
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sekilde iki ya da li¢ hazneden aldig1 ¢oziiciileri bir karistirma odasinda degisen hizlarda bir
araya getiren sistemlere sahiptir [55]. Gradient eliisyonda ¢oziiciiler kolona girmeden once
karistirilarak hareketli fazin bilesimi kromatografi siiresi boyunca dogrusal olarak
degismektedir. Hareketli fazin polaritesi zamanla degistirilerek, numune bilesenlerinin

sabit faza olan ilgilileri degistirilir ve ayirim saglanir [54].

Pompa sistemleri

Pompa sistemi HPLC cihazinin en 6nemli pargalarindan biridir. Pompanin performansi
analiz sonuglarin tekrarlanabilirligini 6nemli Olgiide etkiler [56]. HPLC cihazlarinda
kullanilan pompalarin 400 atmosfer basinca kadar basing iiretebilmesi, puls icermeyen
basing ¢ikisinin olmasi, 0,1 — 10 mL/dk akis hizinin hassas ve tekrarlanabilir olarak
ayarlanabilmesi ve korozyona karsit dayanikli olmasit gerekir. HPLC’de kullanilan
pompalar pistonlu pompalar, siirgiilii pompalar ve pnomatik pompalar olarak ii¢ sekilde

siniflandirilir.

Pistonlu pompalar en yaygin kullanilan HPLC pompalaridir. Motor kontrollii bir pistonun
ileri ve geri hareket etmesiyle ¢oziicliniin pompalandig1 kiigiik bir silindirden olusur.
Sirayla agilip kapanan iki motor muslugu ¢oziiciintin silindir i¢ine giris ¢ikisin1 kontrol
eder. Cok kiiciik hacimdeki (35 — 400 puL) coziiciileri gonderebilmesi, gradient eliisyona
uygun c¢alisabilmesi, akis hizinin sabit olmasi, ¢oziicii viskozitesi, geri basingtan
etkilenmemesi ve ¢ikis basincinin yiliksek olmasi bu pompalarin en 6nemli avantajlaridir.
En biiylik dezavantaji pulslu bir akis saglamasi nedeniyle kromatogramin zemin ¢izgisi

tizerinde giirtiltii sinyali olusturmasidir [57].

Stirgiilii pompalar bir kademeli motordan gii¢ alan vidali giidiim mekanizmasi ile kumanda
edilen sizdirmaz bir siirgiiye sahip, siringa benzeri silindirik bir kaptan ibarettir.
Viskoziteden ve geri basingtan bagimsiz bir akis iiretirler. Cikis akimi pulsuzdur. Sinirh
¢oziicli kapasitesi (= 250 mL) ve ¢oziicii degistirilmesi gerektiginde karsilasilan giicliikler

sakincalar1 arasindadir [57].

Pnomatik pompalar gaz basinci ile calisirlar. Gaz basinct kiigiik alanli bir pistonu iten
biiyiik alanlt bir pistona etki eder. Gaz basinci boylece pistonlarin yiizey alanlar1 oraninda

kuvvetlenir. Sabit basingtaki sivi sisteme dagitilir [56]. Pulssuz, pahali olmayan fakat
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siirli kapasiteye sahip bu pompalarda ¢ikis basinct diistiktiir. Cikis hizt kolon geri
basincina ve c¢oziicli viskozitesine baglidir. Pnomatik pompalar gradient eliisyon igin

uygun degildir [44].

Enjektor

Enjektdr, numunenin sisteme verildigi diizenektir. HPLC sistemlerinde manuel ve
bilgisayar sistemli oto-enjektorler olmak {izere iki ¢esit enjektér mevcuttur. Manuel
enjektorlerde valf 6nce doldurma (load) pozisyonuna getirilerek basingli ortamdan izole
edilir. Numune bir siringa yardimiyla loop igerine doldurulur. Doldurulan numune hacmi,
loop hacmini gegerse, fazla olan miktar otomatik olarak disartya atilir. Valf daha sonra
enjeksiyon (inject) pozisyonuna getirilerek, numune hareketli faz igine enjekte edilmis
olur. Loop hacimleri genellikle 5 pL — 5 mL arasinda degismektedir. Loop hacmi

kiiciildiikge hata oran1 arttigindan tekrarlanabilirlik kotiilesmektedir [54].

Otomatik enjektorler kullanarak istenilen hacimlerde numune sisteme tekrarlanabilir olarak
enjekte edilebilir [54]. Enjekte edilen numune, yiiksek basingta ilerlemekte olan hareketli
faz tarafindan kolona dogru siiriiklenir. Numunenin kolona ulagmasi ¢ok kii¢lik bir hacim
icinde fazla seyrelmeden gergeklesir. Numunenin seyreldigi durumlarda yayvan pikler elde
edilir [54].

Kolonlar

Kromatografik ayirma numunenin sabit ve hareketli fazlar arasindaki etkilesime baglidir.
Kolon dolgu maddesi olarak kullanilan sabit fazlar, numunenin fiziksel ve kimyasal
ozelliklerine gore degiskenlik gdsterirler. Kullanilacak sabit faz, numune ve hareketli faza

kars1 inert ve kararli olmali, yiiksek akis hizi ve basingtan etkilenmemelidir [49].

HPLC kolonlar1 paslanmaz ¢elikten, nadiren kalin cidarli diiz cam borulardan iiretilir.
Kolonlarinin boyu 10 — 30 cm, i¢ ¢aplar1 4 — 10 mm, kullanilan dolgu maddesinin tanecik
bliytlikliigii 5 — 10 um arasinda degismektedir. Gliniimiizde en sik tercih edilen kolonlar 25
cm uzunluga ve 4,6 mm i¢ capa sahip, 5 um tanecik biylikliiglinde dolgu maddesi ile

doldurulmus, 40000 — 60000 tabaka/metre igeren kolonlardir [57].
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Dolgu maddesi olarak kullanilan maddeler gozenekli ya da gozeneksiz yapida cam veya
polimerlerdir. Gozeneksiz yapidaki kolon dolgu maddelerinin caplar1 30-40 pm’dir.
Yiizeylerine gozenekli yapida aliimina, silika ya da iyon degistirme reginesi kaplanir. Bazi
uygulamalarda ise adsorbsiyon yoluyla ya da yayilmis bir siv1 seklinde ikinci bir kaplama
yapilir. Bu tip kolonlar sadece koruyucu kolon olarak kullanilir. Gézenekli yapida olan
allimina, silika ve iyon degistirme reginelerin ¢aplart 3 — 10 um arasindadir. Giiniimiizde
en ¢ok silika dolgu ile yapilan kolonlar kullanilmaktadir. G6zenekli madde ne olursa olsun,

yiizeyleri film seklindeki organik maddeyle fiziksel ya da kimyasal olarak kaplanir [54].

Hareketli fazin kolon igine girdigi ve ¢iktig1 uclarda delikli yapida sivinin gegisine izin
veren ancak dolgu maddesinin gegisine izin vermeyen iki tikac (frit) bulunur (Sekil 2.12.)

[54].
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Sekil 2.12. HPLC kolonu [54]

Dogru kolon tipi ve dolgu maddesinin kullannrmi HPLC sisteminin performansini
etkilerken, kolon uzunlugu, dolgu maddesinin 6zelligi ve tanecik boyutu kolon

verimliligini etkiler [58].

Kolon boyutu arttikca bilesenler arasinda rezoliisyon (ayrim) artar. Ancak kolon
uzunlugunu arttirmak, analiz siiresinin uzamasina, daha ¢ok hareketli faz tiiketilmesine ve

sistem geri basincinin artmasina neden olur [58].

Dolgu malzemesi olarak segilen silika, pik seklini ve alikonma zamanimi direkt olarak
etkiler. Silika yliksek oranda agir metal kalintilar1 igcerdiginden, bu kalintilar heterosiklik
yapilar ve amin tiirleriyle etkilesime girerler. Ayrica kiigiik tanecik boyutlu silika
kullanimi, hareketli faz ile etkilesen yiizey alanmi arttirir ve ligandlarin daha kontrolli
baglanmasina imkan saglar. Ticari olarak satilmakta olan bir¢cok kolondaki taneciklerin

boyutlar1 hemen hemen esittir. Dolgu maddesinin tanecik boyutu azaldikc¢a, kolon
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performansi yiikselir. Sonugta teorik plaka sayisi ve kromatografik ayirimin etkinligi artar
[58].

Yontem gelistirme i¢in en Onemli hususlardan biri de spesifik kimyasal ligandlarin
baglandig silika destek yapisinin yani dolgu maddesinin se¢imidir. Ters faz ve normal faz

en sik kullanilan kromatografi tiirleridir [58].

Normal faz kromatografi, sabit fazin polar, hareketli fazin daha az polar oldugu
kromatografik ayirma teknigidir. Numune igerisindeki maddelerden polaritesi yiiksek
olanlar, diisiik olanlara kiyasla sabit fazda daha uzun tutunurlar. Bu sebeple kolonu ilk
olarak diisiik polaritedeki bilesenler terk eder. Normal faz kromatografideki g¢ekim

kuvvetleri genellikle dipol-dipol ve hidrojen bagi (polar) etkilesimleridir [59].

Ayirma, analitin polar sabit faz (cogunlukla silika veya aliimina) tizerindeki adsorpsiyon
desorpsiyon dengesine dayanmaktadir. Sabit fazin yapisinda bulunan silanol (Si-OH)
gruplari ile polaritesi yiliksek analitler arasindaki giiglii etkilesim sebebiyle, polar analitler
kolon igerisinde daha uzun siire kalmaktadir. Numune bilesenleri tarafindan polar sabit faz
yiizeylerinin kolayca kirletilmesi, bu teknigin dezavantajidir. Bu dezavantaji ortadan
kaldirmak amaciyla silanol gruplarina amino, siyano gibi fonksiyonel gruplar eklenmistir.
[60]. Normal faz kromatografide silika, siyano (CN), amino (NH,) ve diol (—OH), gibi
fonksiyonel gruplara sahip dolgu maddeleri tercih edilmektedir. Hekzan ve dikolorometan
gibi apolar ¢oziiciiler ise en ¢ok kullanilan hareketli fazlardir [61]. Sabit faz olarak en ¢ok

kullanilan kolon dolgu maddelerinin polarlik siralamasi silica > amino > diol > siyano

sekildedir [49].

Sabit fazin hareketli faza kiyasla daha az polar oldugu kromatografik ayirma teknigi ters
faz kromatografidir. Ters faz kromatografide c¢ekim kuvvetleri genellikle hidrofobik
etkilesimlerdir. Ayirma islemi maddelerin, daha az polar sabit faz ve polar hareketli faz
arasindaki dagilma katsayilarina bagl olarak gerceklesir. Sabit faz olarak en ¢ok, silika
yiizeyine C18 (oktadesil) gruplarinin baglandig sistemler tercih edilir [60]. Ayrica C8, C4,
C2 ve fenil kullanilan diger sabit faz gesitleridir. Su, metanol, asetonitril gibi ¢oziiciiler ise

ters faz kromatografide en sik kullanilan hareketli fazlardir [62].
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Numune igerisindeki apolar bilesenler, hidrofobik yapidaki C18 gruplariyla daha kuvvetli
etkilestiklerinden sabit fazda daha uzun siire tutunurlar. Bu sebeple kolonu ilk olarak polar

bilesenler terk eder (Sekil 2.13.) [60].
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Sekil 2.13. HPLC’de normal faz (a) ve ters faz (b) kolonda polar ve apolar bilesiklerin akisi [60]

C18 gibi daha uzun karbon zincirine sahip kolonlar ile daha az polar bilesenlerin ayrilmasi
saglanirken, C2 ya da C8 gibi daha kisa zincirli kolonlar polar bilesenlerin ayrilmasinda
kullanilir [63, 64]. Sabit fazin tiiri ve kimyasi ile hareketli fazin tiiri ve derisimi,
bilesenlerin kolondaki tutunma siirelerini belirler. Bununla birlikte sicaklik ve pH’da

ayrimi etkileyen diger dnemli parametrelerdir [49].

Dedektorler

Kolonda ayirimi gergeklestirilen bilesenler alikonma zamanlarina gore dedektor tarafindan
tespit edilir. Bilesen, hareketli faz ile birlikte kolon boyunca siiriiklendikten sonra

dedektore ulasir. Ideal bir dedektdriin sahip olmasi gereken dzellikler sunlardir:

- Diisiik miktarlarda bilesenleri tespit edebilmek icin sinyal/gliriilti orani yiiksek
olmalidir.

- Cevap zamani hizli olmalidir.

- Hareketli fazdaki bilesim, sicaklik ve akis hiz1 degisikliklerine duyarsiz olmalidir.

- Biitiin bilesenlere cevap vermelidir ya da tahmin edilebilir bir segicilige sahip
olmalidir.

- Yeterli hassasiyete sahip olmalidir.
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- Dogrusal ¢alisma araligi genis olmalidir.

- Tekrarlanabilirligi ve kararlilig1 yliksek olmalidir.

- Kullanimi kolay ve yiiksek giivenilirlikte olmalidir.

- Bant genislemesini engellemek i¢in Ol¢lim hiicresinin hacmi minimum hacimde
olmalidir.

- Numuneye zarar vermemelidir.

Analiz edilecek maddenin fiziksel ve kimyasal ozelliklerine gore, kullanilacak olan
dedektor tipi degisir. Dedektorler olgiim yaptiklari fiziksel ozelliklere gore 7 geside

ayrilmaktadir.

Ultraviole /gorunur (UV-vis) bolge dedektorii

Kolondan ¢ikan bilesenlerin 190-700 nm dalga boylar1 araliginda absorbansinin 6l¢iildiigii
dedektorlerdir ve nicel analizlerde Lambert — Beer yasasi gegerlidir. Isik kaynagi olarak
UV bolgede doteryum lamba, goriiniir bolgede ise tungsten lamba kullanilir. Birgok
absorbans dedektorii ¢ift 151n demetlidir. Isin demetlerinden birisi eliie edilmis ¢ozeltiden,
digeri ise siddetinin azaltilmasi ic¢in bir filtreden gecirilir. Bu demetleri 6lgmek i¢in
birbiriyle uyumlu c¢alisan iki fotoelektrik dedektor veya 1simn yolu Kesicili bir sistem
kullanilir. Bu durumda tek fototiip yeterli olur. Her iki durumda da kromatogram,
doniistliriilmiis iki sinyal oraninin logaritmasinin zamana karsi ¢izilen grafiginden

meydana gelmektedir [65].

Fotodiyot dizisi transducer (DAD)’in ultraviole /goriiniir bolge dedektoriinden farki, 512
elemente sahip bir yiizeyde, her bir elementin farkli bir dalga boyundaki absorbansini es
zamanli Olgebilmesidir. Bu nedenle her bir analit i¢in spektrum taramasi yapmak ve 3
boyutlu kromatogramlar elde etmek miimkiindiir. Ayrica istenilen dalga boyu araliginda
caligma imkam saglamaktadir. Isik kaynagi olarak doéteryum ve tungsten lambalar
kullanilir [54]. DAD dedektorde, biitiin dalga boylarini igeren 11k numuneden gectikten
sonra ¢ok kanalli polikromatdre girer ve dalga boylarina ayrilarak diyot serisine gonderilir.
Her bir diyotun farkli dalga boylarini algilamasiyla, biitlin dalga boylarindaki absorbans es
zamanli 6l¢lilmiis olur [66]. DAD dedektor ile piklerin saflik kontrolleri yapilabilmektedir.
Bu amagla birka¢ spektrum iist {iste konulup, karsilastirilabilir. Tiim dalga boylarinda

spektrumlar gakisiyor ise bilesene ait pik saftir [53].
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Ticari spektroskopik cihazlarda fotodiyot dizisi, yiikk enjeksiyon diizenekli (CID) ve yiik
eslesmis diizenekli (CCD) olmak iizere ii¢ ¢esit ¢cok kanalli dedektor kullanilmaktadir.
Fotodiyot dizisi dedektorler fotoduyarli elementlerin lineer olarak diizenlendigi tek boyutlu
doniistiriiciilerdir. CID ve CCD’lerin ise her bir fotoduyarli elementi iki boyutlu dizi
seklinde olusmaktadir. Yiik enjeksiyon ve yiik eslesmis dedektorlerin ortak fonksiyonu,
dedektor yiizeyinin ¢esitli alanlarindan yiiklerin toplanmasi ve sonra birikmis yiiklerin kisa
bir siirede Ol¢iilmesidir. Her iki diizenekte de yiikiin toplanma alanindan dedeksiyon
alanina transfer edilmesiyle dlgiim gerceklesir. Bu nedenle her iki dedektér zaman zaman

yiik aktarim dedektorii (CTD) olarak da adlandirilir [44].

Fotodiyot dizisi dedektorler duyarlilik, dinamik aralik ve sinyal/giiriiltii oran1 agisindan
foton cogaltici tiipler ile boy Ol¢iisemezler. Bu sebeple, absorpsiyon spektrometrisi gibi
yiiksek hassasiyet ve genis dinamik aralik gerektirmeyen teknikler i¢in kullanilirlar. Buna
karsilik, ¢cok kanalli olma avantaji ile birlikte yiik aktarim dedektorlerinin performans
karakteristikleri foton ¢ogaltici tlipleri zaman zaman geride birakmaktadir. Bu

dedektorlerin modern spektroskopik cihazlarda kullanimi giderek artmaktadir [44].

Floresans dedektori

Floresans dedektorlerinde, 151k kaynagi olarak civa veya zenon lambasi kullanilmaktadir.
Duyarliligit UV/VIS dedektore gore en az 10 kat fazladir [44]. Floresans isima, uyarici
dalga boyundaki 1sina 90 derece agiyla yerlestirilmis bir fotoelektrik dedektor yoluyla
izlenmektedir. Uygun dalga boyundaki 1sik hiicreden gegerek daha yiiksek dalga boylu
1s1ma, dik konuma yerlestirilmis dedektor tarafindan tespit edilir. Emisyon tiim yonlere
dogru gerceklestiginden, 15181 toplayict kollektorler dedektoriin igerisinde yer almaktadir.
Segicilik, duyarlik ve 151k yogunlugu daha biiyiik bir hiicre kullanilarak arttirilabilir [67].
Diisiik floresans oOzellik gosteren maddeler, floresans ozellik gosteren reaktifler ile

tirevlendirilerek floresans siddetleri arttirilabilir [60].

Iletkenlik dedektorii (CDD)

Iletkenlik Ol¢iimiine dayali dedektorlerdir. Daha c¢ok anyon ve katyon analizlerinde
kullanilmaktadir. Sicaklik kontrolii olduk¢a 6nemlidir. Hareketli fazin iletkenligi ne kadar

diistik olursa, olusan zemin sinyali ve giiriiltii de o derece az olmaktadir [54].
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Refraktif indeks dedektorii

Kirillma indisinin 6l¢iildiigli dedektdrlerdir. Numune bilesenlerinin bulundugu ortamin
yogunlugu fazla oldugundan, gelen 151k kirilarak hiicreyi terk eder. Olgiilen kirilma
oranlarindan nicel tayin gercgeklestirilir. Bu dedektorlerin neredeyse tiim analitlere cevap
vermesi en Onemli avantajidir. Ancak duyarliklar1 diger dedektor tiplerinden oldukca
diisiiktiir. Bununla birlikte sicakliga karsi olduke¢a hassas olan bu dektdrler ile ¢aligilirken,
sicaklik degisiminin derecenin binde birka¢indan daha az degisecek sekilde kontrol

edilmeleri gerekir [44].

Elektrokimyasal dedektor

Elektroaktif maddelerin tayini igin kullanilirlar. Bilesenler belirli bir potansiyel
degerlerinde indirgenebilir ya da yiikseltgenebilir olmalidir. Olgiilen fiziksel 6zellik
elektrik akimidir [44]. Elektroaktif maddelerin indirgenmesi/ytikseltgenmesi sonucu olusan
akim, akis hiicresinin uclarinda yer alan elektrotlar vasitasiyla olgiliir. Segiciligi ve
hassasiyeti yliksektir. Norotransmitterlerin, katekolaminlerin, fenolik hidroksillerin, amino
ve nitro gibi fonksiyonel gruplarin tayinlerinde siklikla kullanilir. Elektrot yap1 malzemesi

olarak karbon diginda altin, giimiis ve platin kullanilabilir [60].

Kiitle spektrometrik dedektor (MS)

Kiitle dedektorleri ile bilesenlerin hem yap1 tayinleri hem de miktar tayinleri
gergeklestirilebilmektedir. Sivi kromatografi ile kiitle spektrometriyi birlestirmedeki en
temel sorun, kiitle spektrometrisi ile vakum kosullarinda ¢alisilirken sivi kromatografide
¢oziicli hacminin ¢ok fazla olmasidir. Bu sorunu ortadan kaldirmak amaciyla cesitli ara
baglantilar kullanilmaktadir. Bu amagla kolonu terk eden eluent iki kisma ayrilarak ¢ok az
bir kismu kiitle analizoriine gonderilir ya da numune bir buharlagtirma hiicresine aktarilir.
Burada ¢6ziicii buharlastirildiktan sonra geriye kalan kalinti iyonlasma hiicresinde
iyonlastirilir. Termosprey yonteminde ise kolondan ¢ikan eliient, 1sitilmis bir kilcal boru
icinden aerosol jeti halinde gecirilmek suretiyle buharlastirilir. Sprey icinde, eliiente
eklenmis amonyum asetat gibi bir tuz yardimiyla analit iyonlagtirilir. Ancak termosprey
yontemi yalnizca amonyum asetat gibi tuzlar1 ¢ozebilecek polar hareketli fazlarda yani

polar analitler i¢in kullanilabilir [44, 65].
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Elektrosprey iyonizasyon (ESI), ugucu olmayan molekiillerin iyonlastirilmasinda
uygulanan bir yontemdir. Elient, sislestirici araciligiyla sprey haline donistiirtliir.
Elektriksel alanda olusturulan bu spreye sicak azot gazi (150- 350°C) gonderilir. Bu
nedenle damlaciklar kii¢iilmeye baslarken coulomb patlamasi sebebiyle de biiyiime
davranig1 sergilerler. Molekiiller bu iki kuvvet arasinda kalarak gaz fazindaki iyonlar

olusur [68, 69].

Atmoseferik basing kimyasal iyonizasyon (APCI) yonteminde eliient, kapiler bir prob
vasitasiyla azot gazi ile 1sitilmis bolgeye gonderilir ve aerosol buharlastirilmaya baslanir.
Bu yontemde kullanilan yiiksek voltajli (2,5 — 3 kV) metal korona ignesi ¢oziicii
molekiillerini iyonlastirir. Coziicii iyonlart ile 6rnek molekiilleri kimyasal reaksiyona

girerek gaz fazindaki analit iyonlari olusur [70].

Kiitle spektrometride molekiillerden gaz fazinda iyonlar olusturulur ve bu iyonlar
kiitlelerine gore birbirinden ayrilarak kaydedilir. Iyonlarin bagil miktarlarinin (kiitle/yiik)
oranlarina gore ¢izilmis grafigine kiitle spektrumu denir. Bir maddenin kiitle spektrumunun
elde edilebilmesi i¢in analitin dnce gaz fazina gegirilmesi ve daha sonra iyonlastirilmasi
gerekir. Ornek 6nce kiitle spektrometrenin vakum altinda tutulan giris kismina gonderilir
ve madde gaz fazinda degilse, 1sitilarak gaz fazina ge¢mesi saglanir. Gaz haline getirilmis
maddenin molekiilleri ince bir delikten difiizyon ile iyonlasma bdlgesine sizarlar. Ornegin
ve uygulamanin tiirine gore ¢esitli iyonlastirma yOntemleri uygulanir. Kiitle
spektrometresinde kiitle ayiricisindan gecen iyonlar dedektdr tarafindan algilanir. Iyonlar

algilamak tizere kullanilan dedektorlerin en basiti Faraday kabidir [44].

Kiitle spektrometresinde gozlenen piklerin yliksekligi 6rnekte bulunan maddenin derisimi
ile dogru orantili oldugundan bu yontem, nicel analiz amaciyla da kullanilir. Bu yontemle
nicel analiz, 10° — 10 g gibi cok az analit miktar1 ile ve yiiksek duyarlikla yapilir. Kiitle
spektrometresi ile alkoloidler, terpenler, steroidler, ilaglar, petrol {irlinlerinin nitel ve nicel

analizi yapilabilir [44].

Evaporatif 1sik dagitict dedektor

Bu dedektorlerde kolondan ayrilan numune bir sislestiriciye gonderilerek, azot ya da hava

akimiyla ince bir sis haline getirilir. Sislestirilmis numune, sicakligi kontrol altinda tutulan
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bir tiipten gegirilerek ¢oziiciisii uzaklastirilir ve geriye maddenin mikrokiirecikleri kalir. Bu
mikrokiirecikler bir lazer demetinden gegcirilir. Etrafa yayilan 1sinlardan parcacik akimina
dik yondeki 1s1n demeti bir silikon fotodiyotla 6lgiiliir. Bu yontemin ugucu olmayan tiim

maddelere uygulanabilmesi ve tekrarlanabilirliginin yiiksek olmasi 6nemli bir avantajdir.

2.5. Analitik Yontem Validasyonu

Uluslararast harmonizasyon toplulugunun (ICH) yayimladigi analitik yontemlerin
validasyonu rehberinde (Q2 (R1)) belirtildigi tizere; validasyonun hedefi, analitik yontemin
tasarlanis amacia uygun oldugunu ispatlamaktir [1]. Uluslararasi temel ve uygulamali
kimya birliginin (IUPAC) yayimladigi yontem validasyonu rehberinde ise ulusal ve
uluslaras1t yonetmeliklere uyum igin giivenilir analitik yontemlerin gerekli oldugu
belirtilmistir. Bu sebeple laboratuvarlar istenilen kalitedeki veriyi saglayabilmek igin bir
takim Onlemler almaktadirlar. Valide analitik yontemlerin kullanimi bu Onlemlerin en
basinda gelmektedir. Glivenilir analitik veri olugturmak i¢in yontem validasyonu énemlidir
[71]. Amerikan gida ve ilag dairesi (FDA), diinya saglik orgiitii (WHO) ve avrupa ilag
ajans1 (EMA) gibi bir¢ok otoritenin analitik yontem validasyonu hakkinda hazirladig:
kilavuzlar bulunmaktadir. Analitik yontem validasyonunun asagidaki kosullarda

uygulanmasi uygundur.

- Ortaklasa gerceklestirilecek bir ¢alismanin maliyetli bir sekilde uygulanmasindan once
yontemin uygulanabilirligini saglamak,

- Ortaklasa ¢alismanin miimkiin olmadig1 ya da ortaklasa ¢alisma verilerinin kullanilamaz
oldugu durumlarda analitik yontemlerin giivenilirligini kanitlamak,

- Kullanima hazir valide edilmis yontemlerin dogru kullanildigindan emin olmak [71].

Etken maddenin sentezinde, bitmis iirlin igeriginde ya da analitik yontemde degisiklik

oldugu durumlarda validasyonun tekrar edilmesi gerekebilir [1].

Secicilik, teshis limiti (LOD), tayin alt limiti (LOQ), dogrusallik, aralik, cihaz kesinligi
(enjeksiyon tekrarlanabilirligi), yontem kesinligi, ara kesinlik ve dogruluk parametreleri

tipik validasyon parametreleridir. [1, 72, 73].
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Secicilik

Secicilik, numunede var olmasi beklenen bilesenlerin varliginda analitin, agik bir sekilde
degerlendirilebilmesi yetenegidir. Bu bilesenler genellikle safsizliklar ve matristir [1].

Diger bir ifadeyle seg¢icilik, girisimler varliginda analitin dogru bir sekilde tayin edilebilme

derecesidir [71].

Teshis limiti (LOD) ve tayin alt limiti (LOQ)

Analitin numune igerisinde teshis edilebildigi ancak miktarinin kesin olarak tayin
edilemedigi en diisiik derisime teshis limiti denir. [1, 73]. Diger bir deyisle, numune
icerisindeki analit miktarinin sifirdan farkli oldugu en diisiik derisimdir [71]. Teshis limiti
belirlemek igin gorsel degerlendirme, sinyal/giiriiltii orani, analit yanit1 ve egimin standart
sapmasi, kor Ol¢iimiin standart sapmasi ve kalibrasyon egrisi gibi bir ¢ok yaklasim

kullanilmaktadir.[1, 73].

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

olan bilesenler igin tayin alt limiti nemli bir validasyon parametresidir [1].

Dogrusallik

Bir analitik yontemin belirli bir derisim araligindaki dogrusalligi, elde edilen test

sonuglarinin numunedeki analit derisimi ile orantisal olma yetenegidir. [1, 73].

Dogrusalligin belirlenmesinde, derisime karsilik elde edilen analitik sinyal grafige
gecirilerek egim, kesisim ve korelasyon katsayis1 degerleri hesaplanir. En az bes farkli

derisim seviyesinin kullanilmasi tavsiye edilmektedir [1].

Kesinlik

Bir analitik yontemin kesinligi, ongoriilen kosullar altinda ayn1 homojen numunenin ¢oklu
orneklemesinden elde edilen bir dizi 6l¢iim arasindaki uyumun yakinhigimi ifade eder [1].

Standart sapma ve bagil standart sapma terimleri ile tarif edilir [71].
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Kesinlik parametresi incelenirken gercek (orijinal) numunelerin kullanilmasi tavsiye edilir.
Ancak orijinal numunelerin bulunmamasi durumunda sentetik olarak hazirlanmig numune

ya da numune ¢ozeltileri kullanilabilir [1].

Cihaz kesinligi parameteresi i¢in ayn1 gilin i¢erisinde, ayni cihaz kullanilarak, ayn1 numune
cozeltisinin % 100’lik derisim seviyesinde alti ardisik 6l¢iimii gerceklestirilir. Yontem
kesinligi (tekrarlanabilirlik) parametresi ise ayni giin igerisinde, %100’ liik derisimde alti

farkli numune ¢ozeltisinin test edilmesiyle gergeklestirilir. [1, 73].

Ara kesinlik parametresi ise farkli gilinler, farkli analistler ve farkli cihazlar gibi
laboratuvar i¢i varyasyonlari ifade eder. [1, 73]. Her bir analist, farkli giinlerde %100’ lik

derisim seviyesinde alt1 farkli numune ¢ozeltisi hazirlayarak farkli cihazlarda test eder.

Dogruluk

Bir analitik yontemin dogrulugu, kabul edilen referans bir deger ile bulunan deger
arasindaki yakinlhig: ifade eder [1]. Bir baska deyisle, analiz sonuglarinin gergcek degere
olan yakmligidir [73]. Etken maddenin bilinen miktari, ila¢ bilesenlerinin (yardimeci
maddelerin) sentetik karigimina eklenerek dogruluk calismasi gergeklestirilir. Safsizlik
caligmalarinda ise, safsizliklarin bilinen derisimdeki miktarlart numune iizerine ilave edilir.
Dogruluk parametresi i¢in ti¢ farkli derisim seviyesinde toplam dokuz tayin gerceklestirilir.

Sonuglar geri kazanim yiizdesi olarak raporlanir [1].

%100’ lik derisim seviyesi, analitik yontemdeki test (numune) ¢ozeltisinin derisimini ifade
etmektedir [1, 73]. %80 ve %120’lik derisimler ise numune derisimi (%100) tizerinden

hesaplanarak, analitik yontemin dogruluk ¢alismasinin gergeklestirilmesinde kullanilir.

2.6. Istatistiksel Testler

Hipotez testi igeren arastirmalarda en ¢ok kullanan testlerden birisi de t-testi’dir. Sayisal
degiskenlerin ya da gruplarin arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark olup olmadigini
anlamak, ya da tespit edilen ortalama degerin 6ngoriilen degerden farkli olup olmadigini
tespit etmek i¢in kullanilmaktadir. t testinin birden ¢ok ¢esidi bulunmaktadir ve dogru veri

yapisina uygun testi se¢mek olduk¢a 6nemlidir.
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Bagimsiz orneklem t-testi (Independent two samples t-test)

Birbirinden bagimsiz iki 6rneklemin birbirinden farkli ortalamalara sahip olup olmadigin
anlamak i¢in uygulanir. Burada kritik olan nokta gruplara dahil olma sartinin incelenen
degiskenden tamamen bagimsiz olmasidir. Baska bir ifadeyle karsilastirilan iki grup ya da

iki 6rneklem birbiriyle iligkili olmamalidir.

Bagimli (Eslestirilmis) orneklem t-testi (two sample paired t-test)

Ayni denek birden fazla teste tabi tutuldugu durumda, ilk 6rnek ile sonraki Grneklerin
karsilastirilmasi igin kullanilmaktadir. Ornegin bir tedavi siireci baslamadan 6nce kilosu
Ol¢iilen hastalarin tedavi bitiminde 6lgiilen kilosu ile karsilastirilmast i¢in bu test uygulanir.
Bagimsiz 6rneklem testinden farki, dnce ve sonra degerlerinin her denek icin eslestirilerek,
aradaki farkin tiim Orneklem icin istatistiksel agidan farkli olup olmadiginin
aragtirilmasidir. ki farkli normal dagilimdan alinmis iki farkli &rneklem oldugu

diisiiniilmez. Tek bir normal dagilimdan elde edilen bir 6rneklem test edilir.

Bagimsiz tek orneklem t-testi (one sample t-test)

Onceden ortalamasi bilinen bir dagilm ile elimizdeki 6rneklemin karsilastirilmasi
amaciyla uygulanir. Bununla birlikte elde edilen 6rneklemin varsayilan bir dagilimdan fark

gosterip gostermedigini anlamak i¢in de kullanilmaktadir [74].

Iki varyans arasindaki fark: tespit etmek icin F testi kullamilir. ki normal dagilima sahip
popiilasyondan iki bagimsiz orneklem sectigimizde S%1S,° varyanslarinin dagilimi, F

dagilimini olusturur. Varyanslar i¢inde biiyiik olan her zaman paya yazilir [75].
2.7. Etofenamat, Benzil Nikotinat, Benzil Alkol, Benzaldehit, Flufenamik Asit Tayini

Dong ve arkadaslar1 [76], benzaldehiti N-asetilhidrazin akridon ile tiirevlendirdikten sonra
floresans dedektorlii HPLC ile tayin etmislerdir. Katalist olarak trikloroasetik asit
kullanilmis ve optimum tiirevlendirme 40 °C’de 30 dakikada yapilmistir. Ters faz SB-C18
analitik kolonda gradient eliisyon ile ayrilan benzaldehit tiirevinin 371 nm uyarma, 421 nm

emisyon dalga boyunda floresans siddeti dl¢iilmiistiir. Benzaldehit i¢in dogrusal derigim
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aralig1 0,003 — 5 nmol/mL olup gelistirilen yontem insan serumunda semikarbazit duyarl

amin oksidaz aktivite tayininde kullanilmistir.

Gumiistas ve arkadaslar1 [77], sican derisi iizerinden etofenamat tayini ve stabilite
calismasi igin se¢iciligi ve givenilirligi yiiksek ters faz HPLC (RP-HPLC) yoéntemi
gelistirip valide etmislerdir. Bu amagla, en iyi rezoliisyon sagladiklar1 XSelect HSS T3 XP
(150 mm x 4.6 mm 2.5um) analitik kolonda 45°C kolon sicakliginda hareketli faz olarak
%0.1 H3PO,4 (pH 7.0):asetonitril (40:60, h/h) karisimi kullanilmis ve etofenamat 10 pL
enjeksiyon hacminde 1.0 mL/dakika akis hizinda 285 nm dalga boyunda tayin edilmistir.

Masoumi ve arkadaslar1 [78], baz1 enjektabl farmasotik formiilasyonlarda eser miktarda
bulunan benzaldehiti ¢cok duvarli polianilin karbon nanotiip kompozit fiber kullanarak kati
faz mikroektraksiyon isleminin ardindan gaz kromatografi ile tayin etmislerdir. Sicaklik
(60°C), siire (15 dakika) ve karigtirma hizi (700 rpm) mikroekstraksiyon parametreleri
optimize edilmis ve bu kosullarda dogrusal derisim araligi 25-100 ng/mL olarak
bulunmustur. Bagil standart sapma sonuglart % 1.0 — 6.8 arasinda olup tayin ve teshis sinir1

sirastyla 25 ve 10 ng/mL olarak hesaplanmustir.

Shetti ve arkadaslar1 [79], grafen oksiti karbon macun matriksi ile karigtirarak flufenamik
asit tayini i¢in sensor gorevi gorecek grafen oksit modifiye karbon elektrot tasarlamiglardir.
Flufenamik asit, grafen oksit modifiye karbon elektrod yiizeyinde pH 4,2°de
zenginlestirilmis, duyarlilik, rezoliisyon ve segicilik parametreleri calisilmistir. Gelistirilen
elektrod ile flufenamik asit dogrusal derigim araligi 0,001-0,09 uM ve teshis sinirt 5,0 nM
olarak bulunmustur. Kimyasal olarak modifiye edilen elektrot idrar numunelerinde

flufenamik asit tayini i¢in kullanilmistir.

Darwish ve arkadaglar1 [80], krem formiilasyonundaki farmasétik bir iirlinde betametazon
dipropiyonat, klotrimazol ve benzil alkoliin eszamanli tayininde 3 farkli kemometrik
yontem (temel bilesen regresyonu, kismi en kiigiik kareler, yapay sinir aglari)
kullanmiglardir. Modelleme yapilandirmasi i¢in ¢ok seviyeli ¢coklu faktor deneysel dizayni
adapte edilmistir. Tasarlanan modellerin tahmin giiciinii degerlendirmek icin ii¢ farkh
analitin farkli derisimlerde 12 ¢o6zeltisi hazirlanmistir. Metanol igerisinde hazirlanan
standart ve numune c¢ozeltilerinin UV/VIS spektrofotometre ile absorbans olgiimleri

yapilmistir.
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Peraman ve arkadaslar1 [81], yeni ilag basvurulari sirasinda analitik yontem gelistirme
caligmalarinin Amerika Gida ve Ilag Dairesi’nin (Food and Drug Administration, FDA)
giincel ruhsatlandirma gerekliliklerine uyum saglamasi agisindan tasarimla kalite (QbD)
yaklasimini gerceklestirmek amaciyla etofenamat dozaj formlar1 i¢in RP-HPLC yontemi
gelistirip, farkli laboratuvarlarda valide etmiglerdir. HPLC cihazinda optimazasyon
caligmalar1 sonrasinda metanol : %0,2 trietilamin ¢6zelti karisimi (85: 15, h/h) (pH 6,5)
hareketli faz olarak segilmis, analitik kolon olarak Qualisil Gold C18 (250 mm x 4,6 mm 5
um) kullanilmis ve 20 pL enjeksiyon hacminde 1,2 mL/dakika akis hizinda hareketli faz
icinde hazirlanan standart ve numuneler fotodiyot dizisi dedektor ile 286 nm’de tayin

edilmisgtir.

Vandersee ve arkadaslar1 [82], topikal ilag ve kozmetiklerin transdermal penetrasyon
yollarini daha iyi anlamak igin 6 erkek goniillii lizerinde ¢alismislar ve vazoaktif bir madde
olan benzil nikotinatin hem agik hem de kil folikiilleri ile ortiilii olan bolgelere topikal
olarak uygulanmasi sonrasi1 deneklerin kan akisindaki degisiklikleri lazer dopler flovmetri

teknigi ile Slgmiislerdir.

Muhammadi ve arkadaslar1 [83], enjektabl farmasotik formiilasyonlarda eser miktarda
bulunan benzaldehiti, kati faz mikroekstraksiyon isleminin ardindan alev iyonlasma
dedektorlii gaz kromatografi ile tayin edip yontemi valide etmislerdir. Polianilin
doniistimlii voltametri ile platin tel elektrot {izerinde biriktirilmis, ekstraksiyon ve
desorpsiyon zamanlari, sicaklik, tuz etkisi ve gaz kromatografi parametreleri optimize
edilmistir. Gelistirilen yontem uygun kosullarda 50-800 ng/mL derisim araliginda dogrusal
olup bagil standart sapma sonuglar1 % 0,75 — 8,64 arasindadir. Tayin ve teshis smnir1 ise
sirastyla 50 ve 16 ng/mL’dir.

Haddadi ve arkadaslar1 [84], enjektabl formiilasyon ¢ozeltilerinde benzaldehit tayini igin
kat1 faz ekstrasyonun ardindan dispersif sivi-sivi mikroekstraksiyon teknigi ile yeni bir
analitik yontem gelistirmislerdir. Numunelerden benzaldehitin kat1 faz ekstraksiyonu C-18
sorbent ile gergeklestirilmis ve asetonitril ile sorbentten eliie edilen benzaldehit ¢cozeltisine
dispersif sivi-sivi mikroekstraksiyon islemi uygulanarak HPLC ile tayin edilmistir.
Optimum kosullar altinda benzaldehit kalibrasyon grafiginin dogrusal derisim araligi 0,5 —

500 ug/L, teshis limiti 0,08 pg/L ve 4 ardisik 6l¢iim igin bagil standart sapma % 5,8“dir.
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Peraman ve arkadaslar1 [85], etofenamat stabilite ¢alismasinda etofenamat ve bozunma
iriinlerinin tayini i¢in RP-HPLC yontemi gelistirip valide etmislerdir. Etofenamat asidik,
bazik, 1s1, 151k ve peroksit bozulmalarina maruz birakilarak, olusan bozulma irtinleri 20 pL
enjeksiyon hacminde 1.0 mL/dakika hareketli faz akis hizinda HPLC fotodiyot dizisi
dedektor ile 286 nm’de tayin edilmistir. Etken madde metanol igerisinde ¢oziilmiis, pH 6,0
fosfat tampon ¢ozeltisi ve metanol (20: 80, h/h) karisimi hareketli faz olarak se¢ilmis ve
sabit faz olarak C18 (250 mm x 4,6 mm 5 pum) Qualisil BDS analitik kolon kullanilmistir.

Pulgarin ve arkadaslar1 [86], idrar numunelerinde mefenamik ve flufenamik asitin
eszamanli tayini i¢in terbiyum duyarli luminesans yontemi kullanmiglar ve flufenamik ve

mefanamik asit igin teshis sinirlarini sirasiyla 3,73 pg/L ve 14,61 pug/L olarak bulmuslardir.

Mashayekhi ve arkadaslart [23], non-steroid anti-inflamatuvar ilaglarin enjektabl
formiilasyonlarinda bulunan benzil alkoliin toksik oksidasyon iiriinii olan benzaldehiti
dispersif s1vi-s1vi mikroekstraksiyon sonrasi alev iyonlastirma dedektorlii gaz kromatografi
ile tayin etmislerdir. Ekstraksiyon solventi olarak 43,0 pL 1,2-dikloroetan ve dagitic
solvent olarak 1,0 mL asetonitril ¢ozeltisi kullanilmistir. Yontemin, benzaldehit tayininde
1,0 — 1000 pg/L derisim araliginda dogrusal oldugu ve teshis sinirmin 0,2 pg/L oldugu
bildirilmistir.

Mbah [87], sulu ¢ozeltilerde 50 + 0,2 °C sicaklikta ve 2,0 — 10,0 pH araliginda benzil
nikotinat degradasyonunu HPLC kullanarak takip etmistir. Zorbax SB-CN 150 x 4,6 mm,
3,5 um analitik kolonunda hareketli faz olarak metanol, su ve asetik asit karigim1 (50: 50:
1, h/h/h) kullanilmis ve metanol igerisinde hazirlanan benzil nikotinat 10 pL enjeksiyon

hacminde, 1,0 mL/dakika hareketli faz akis hizinda 254 nm dalga boyunda tayin edilmistir.

Parys ve Pyka [88], nikotinik asit ve esterleri; metil nikotinat, etil nikotinat, izopropil
nikotinat, butil nikotinat, hekzil nikotinat ve benzil nikotinatin kimyasal kararliligim
arastirmak amaciyla ince tabaka kromatografi (ITK) kullanmiglardir. Nikotinik asit tayini
icin ITK’de hareketli faz olarak metanol - benzen (50: 50, h/h) kullanilirken esterler igin
aseton — n-hekzan (40: 60, h/h) hareketli faz olarak se¢ilmistir. Etanol i¢inde ¢6ziilen
numunelerin 5 puL’si 120 °C’de 30 dakika aktive edilmis silica jel 60 F;s4 dolgu maddesi
ile kaplanmis plakalara enjekte edilerek plakalar 120 °C’de 1, 2, 3, 4, 5, 6 ve 7 saat
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isititlmis ve  hareketli fazlar ile kromatografik ayirim saglandiktiktan sonra

spektrodansitometrik dl¢timler gerceklestirilmistir.

Hewala ve arkadaslar1 [89], farmasotik preparatlarda granisteron hidrokloriir, benzil alkol,
granisteronun ana bozunma iirtinii olan 1-metil-1H-indazol-3-karboksilik asit ve benzil
alkoliin ana bozunma iiriinii benzaldehitin eszamanli tayinine olanak saglayan hizli ve
duyarl ters faz HPLC yontemi gelistirip, valide etmislerdir. I¢ standart olarak nafazolin
hidrokloriir kullanilmistir. Kromatografik ayirma i¢in Hypersil BDS C8 (250 mm x 4,6
mm, 5um) analitik kolonu (25°C), hareketli faz olarak asetonitril: 0,05M potasyum
dihidrojen fosfat: trietilamin (22: 100: 0,15, h/h/h) (pH 4,8) karisimi kullanilmis ve

analitler fotodiyot dizisi dedektor ile 210 nm’de tayin edilmistir.

Sabir [90], bezil alkol, etilen glikol monofenil eter, metil hidroksibenzoat, etil
hidroksibenzoat, propil hidroksibenzoat ve butil hidroksibenzoat gibi koruyucu maddelerin
es zamanli tayinine imkan saglayan HPLC yontemi gelistirip, valide etmislerdir. Metanol
icinde ¢oziilen alt1 analit, fotodiyot dizisi dedektorliit HPLC ile 10 pL enjeksiyon hacminde,
30°C kolon sicakliginda, C18 (250 mm x 4,0 mm, 5 pum) ters faz kolonu kullanilarak gradient
akista 12 dakikadan az bir siirede ayrilarak 258 nm dalga boyunda tayin edilmistir. Yontem
ICH rehberine uygun sekilde valide edilmistir.

Lopez-Florez ve arkadaslart [91], ¢ok yonlii akis yollu optosensorii fotokimyasal olarak
indiiklenmis floresans spekrometride flufenamik asit tayinine uygulamislardir. Flufenamik asit
siilfiirik asitli ortamda 258 nm dalga boyunda uyarilarak (UV 1182 maruz birakilarak) giiclii
floresant 6zellige sahip foto-iiriin olusturulmus, C18 silikajel {izerinde olusan foto-iirliniin 442
nm dalga boyunda yaptigi emisyon siddeti Olgiilmiistiir. Algilama bolgesi H,SO4/MeOH
cozeltisi ile rejenere edilmistir. Yontemin serum, idrar ve farmasétik numunelerde 6n hazirlik

islemi gerektirmeden flufenamik asit tayini i¢in kullanilabilecegi gosterilmistir.

Rizk ve arkadaslari [92], enjektabl formiilayonlarda piroksikam ve benzil akolii dordiincii
derece tiirev spektrofotometri (UV-VIS Spectrophotometer) ile tayin etmislerdir. Standart ve
numunelerin hazirlanmasinda ¢6ziiciisii olarak metanol kullanilmig ve yontemin 2-100 pg/mL

araliginda dogrusal oldugu, teshis siniriin 0,07 pg/mL oldugu bildirilmistir.
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Patil ve arkadaslari [93], midazolam etken maddesinin enjektabl formiilasyonlarinda bulunan
benzil alkol igerigini gaz kromatografi ile tayin etmislerdir. Analizler, Chromosorb HP %5
karbovaks kolon (2 m x 3,6 mm) kullamlarak Gaz Kromatografi - Alev Iyonlasma Dedektorii

ile yapilmistir.

De la Pena ve arkadaslari [94], idrar numunelerinde flufenamik ve meklofenamik asit
tayininde parallel faktor analizi uygulayarak ikinci dereceden c¢ok degiskenli kalibrasyon
teknigine dayanan spektroflorimetrik yontem gelistirmislerdir. Misel ortami kullanilarak hem
floresans siddetinde iyilestirme hem de analitlerin biyolojik ortamdan ayrilmasma olanak
saglanmustir. Flufenamik asit i¢in dogrusal ¢aligma araligi 0,15- 4,00 pg/mL, meklofenamik
asit i¢in 0,25- 6,00 pg/mL olup standart ekleme yontemi ile ikinci dereceden kalibrasyon
metodunun kullanimi idrar matrisinden gelen girisim etkisini ortadan kaldirmus ve idrar
numunelerinde es zamanl flufenamik asit ve meklofenamik asit tayini yapmaya imkan

saglamistir.

Kazemifard ve arkadaglari [95], diklofenak sodyum ve benzil alkoliin parenteral
formiilasyonlarinda norotoksik bir madde olan benzaldehitin kalitatif ve kantitatif tayini i¢in
polarografik yontem gelistirmiglerdir. Ag-AgCl referans elektrod kullanilarak Britton —
Robinson tampon (pH 9,15) igerisinde -1,39 voltta, 0,1M LiCl ¢6zeltisi igerisinde ise -1,41
voltta diferansiyel puls tespit edilmistir. Indirgeme basamagi benzil alkol olusumuna karsilik
gelen 2-elektron prosesini igerir. Doniigtimlii voltamogramin anodik kisminda herhangi bir pik
gozlenmemistir. Teshis limiti 10 ng/mL, tayin limiti 30 ng/mL ve dogrusal aralik 50 mg/mL

olarak bulunmustur.

Bender ve arkadaglari [96], bel agris1 ve diz sinoviti rahatsizligi olan hastalarda iyontoforez
tedavisinin ardindan serum ve eklem sivilarindaki etofenamat miktarin1 UV dedektorlii HPLC
ile tayin etmiglerdir. Numuneleri ¢6zmek icin asetonitril: metanol (1: 1, h/h) karisimi
kullanilms, santiflij isleminin ardindan elde edilen kalinti distile su ile ¢oziilerek Nucleosil
100-7, C18 (250 mm x 4,0 mm, Macherey-Nagel) analitik kolonda metanol: su: asetik asit (77:
33: 0.1, h/h/h) hareketli fazi ile ayrilmis ve 286 nm dalga boyunda etofenamat miktar tayini
yapilmustir.

Abdel Hamid ve arkadaslar1 [97], diklofenak sodyum, flufenamik asit, indometasin ve

ketoprofeni kiitle dedektorlii yiiksek performansli sivi kromatografi ile tayin etmislerdir.
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Analitler Shim-pack GLC-CN kolonda asetonitril: 20 mM amonyum asetat ¢ozeltisinin (5:1,
h/h) hareketli faz (1 ml/dk akis hiz1) olarak kullanildig: kiitle dedektdriiniin tek iyon izleme
modunda tayin edilmistir. Kalibrasyon egrisi flufenamik asit ve diklofenak sodyum igin 50-300
ng/mL, ketoprofen ve indometasin i¢in 100-500 ng/mL derisim araliginda dogrusal olup teshis

sinir1 0,5 — 4,0 ng arasinda bulunmustur.

Beckerman ve arkadagslart [98], 12 goniillii hasta tizerinde yagli ¢ozelti igerisindeki farkli
ctofenamat dozlarmin kas i¢ine uygulanmasimin ardindan plazmadaki etofenamat, flufenamik
asit ve fenamat miktar tayinlerini Yiiksek Performansh Ince Tabaka Kromatogtafi (HPTLC) ile
gergeklestirilmislerdir.

Dannhardt ve arkadaslar1 [17], plazma ve dokularda etofenamat ve metaboliti flufenamik asiti
HPLC ile tayin etmislerdir. Dimetil siilfoksit i¢inde hazirlanan etofenamat ve flufenamik asit
kana eklenmis ve asetonitril/metanol (1: 1, h/h) karisimi ilavesinden sonra santrijiij edilmistir.
Santriflij sonras1 supernatant su ile seyreltilip oktadesil ters faz ekstraksiyon kolonundan (6
mL; Baker no. 70206) gegirildikten sonra metanol: su: 1g/LL EDTA (2: 1. 1, h/h/h) ile
yikanarak elue edilmistir. Eluantin 2 mL’si Nucleosil 7 C18 (250 mm x 4,0 mm) analitik
kolona enjekte edilerek 1,0 mL/dakika akis hizinda 286 nm dalga boyunda tayin edilmis ve

etofenamatin flufenamik asite dontigmedigi gézlenmistir.

Dell ve arkadaslar1 [99], biyolojik numunelerde etofenamatin gaz — sivi kromatografi ile
tayininde etofenamat benzil eteri i¢ standart olarak kullanmiglardir. Gaz kromatografi ile
analizden once idrar numuneleri ekstraksiyon ve on-deristirme islemlerine tabi tutulmus,
plazma ve organ homejenatlarina ise ince tabaka kromatografi (ITK) ile 6n-saflastirma islemi
uygulanmustir. Ayrica iltthaph ve iltihapsiz sican patilerinde gaz — sivi kromatografi ile
etofenamat tayini gerceklestirilmis ve elde edilen sonuglarin ITK/florensans dl¢tim sonuglari

ile Ortlistiigli goriilmiistiir.

Dell ve arkadaslari [100], biyolojik numunelerde etofenamat tayininde ayirma islemi igin ince
tabaka kromatografi kullanmislardir. Etofenamatin nicel tayini metaboliti olan flufenamik
aside donistiiriilerek gergeklestirilmis ve CCly/trikloroasetik asit igerisinde 372 nm’de
uyarilarak, 445 nm emisyon dalga boyunda florimetrik 6lgtimler yapilmustir. Etofenamat ITK,
tirleme, UV ve floresans spektrometri ile teshis edilmis ve metabolitlerinden ayirt

edilmistir.
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3. YONTEM

3.1. Kullanilan Kimyasallar ve Cihazlar

Shimadzu LC-2010A HT HPLC cihazi

Thermo MOS-1 Hypersil C8 (125 mm x 4,6 mm x 5um) kolon

UV-goriiniir bolge spektrometresi (Hewlett Packard 8453 diode array spektrometre)
pH metre (Metrohm 780)

Metanol (J.T.Baker - HPLC grade-min. %99,8)

Asetonitril (J.T.Baker — Far UV / HPLC grade - min.%99,8 )

KH,PO, (J.T.Baker — min. %99)

CH3;COONa susuz (Merck — Emsure® ACS, Reag. Ph Eur - min.%99,0)

Orto H3PO4 %85 (Merck — Emprove® Essential Ph Eur, BP, JPE, NF, E338 - %85,0 —
85,7)

KOH pellet (Merck — Emprove® exp Ph Eur, BP, JP, NF, FCC, E525 — min. %85,0)
CH3COOH susuz (Merck — Emsure® ACS, ISO, Reag. Ph Eur — min. %99,8)
2-propanol (Merck - Emsure® ACS, ISO, Reag. Ph Eur — min. %99,8)

3.2. Hareketli Faz, Plasebo ve Standart Analit Cozeltilerinin Hazirlanmasi

3.2.1. Tampon, asit ve baz cozeltileri

pH 3,5 fosfat tampon ¢ozeltisinin hazirlanmasinda 1,36 g KH,PO, tartilip deiyonize suda
¢ozildikten sonra 0,1 M H3PO, ¢ozeltisi pH 3,5’¢ kadar damla damla ilave edildi ve
hacim 1000 mL’ye deiyonize su ile tamamlandi. pH o6l¢timleri Metrohm 780 model pH

metre ile gerceklestirildi.

10 mM KH,PO, ¢ozeltisinin (pH 4,7) hazirlanmasinda 1,36 g KH,PO, tartilip deiyonize
suda ¢oziildikten sonra hacim 1000 mL’ye deiyonize su ile tamamlandi. pH 6l¢iimleri

Metrohm 780 model pH metre ile gergeklestirildi.

pH 7,0 fosfat tampon ¢ozeltisinin hazirlanmasinda 1,36 g KH,PO, tartilip deiyonize suda
¢ozildikten sonra 0,1 M KOH ¢ozeltisi pH 7,0’e kadar damla damla ilave edildi ve hacim
1000 mL’ye deiyonize su ile tamamlandi. pH 6l¢iimleri Metrohm 780 model pH metre ile

gerceklestirildi.



42

pH 4,0 asetat tampon ¢ozeltisi hazirlamak i¢in 0,82 g CH3COONa tartilip deiyonize suda
¢ozildiikten sonra 0,1 M CH3COOH ¢ozeltisi pH 4,0°e kadar damla damla ilave edildi ve
hacim 1000 mL’ye deiyonize su ile tamamlandi. pH 6lgiimleri Metrohm 780 model pH

metre ile gerceklestirildi.

pH 5,0 asetat tampon ¢ozeltisi hazirlamak i¢in 0,82 g CH3COONa tartilip deiyonize suda
¢ozildiikten sonra 0,1 M CH3COOH ¢ozeltisi pH 5,0°e kadar damla damla ilave edildi ve
hacim 1000 mL’ye deiyonize su ile tamamlandi. pH 6l¢timleri Metrohm 780 model pH

metre ile gergeklestirildi.

10 mM CH3COONa (pH 7,4) cozeltisi hazirlamak ic¢in 0,82 g CH3COONa tartilip
deiyonize suda ¢oziildiikten sonra hacim 1000 mL’ye deiyonize su ile tamamlandi. pH

olgtimleri Metrohm 780 model pH metre ile gergeklestirildi.

3.2.2. Plasebo

Susuz sitrik asit, trisodyum sitrat, metil 2-hidroksietil seliiloz, izopropil miristat,
polioksietilen 100 stearat, gliserol monostearat yardimci maddeleri ve sicak deiyonize su

kullanilarak krem plasebosu hazirlandh.

3.2.3. Standart analit ¢ozeltileri

Validasyon parametrelerinden dogruluk ve kesinlik ¢alismalarinda kullanilacak standart
cozeltiler ve sentetik numune cozeltileri asagida agiklanan sekilde hazirlamistir. Kesinlik
calismasinda kullanilacak ¢ozelti %100 derisim seviyesinde hazirlanan sentetik numune

¢ozeltisi olup bu ¢ozelti limit derisimde (%1,0) safsizliklari igeren numune ¢ozeltisidir.

Standart ¢ozelti 1: 1200 mg etofenamat, 180 mg benzil alkol ve 120 mg benzil nikotinat

tartilip metanolde ¢oziildiikten sonra balonjojede metanol ile 100 mL’ye tamamlandi.

Standart ¢ozelti 2: 12 mg etofenamat miristat, 12 mg etofenamat palmitat ve 12 mg
etofenamat stearat tartilip metanolde ¢oziildiikten sonra balonjojede metanol ile 100 mL’ye

tamamlanda.
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Standart ¢ozelti 3: 18 mg benzaldehit tartilarak metanolde ¢oziliip balonjojede metanol ile
100 mL’ye tamamlandiktan sonra bu ¢o6zeltinin 10 mL’si metanol ile 100 mL’ye

seyreltildi.

Standart ¢ozelti 4: 12 mg flufenamik asit, 12 mg dekarboksil, 12 mg dietilen glikol
diflufenamat ve 12 mg flufenamik asit biitilester tartilip metanolde ¢oziildiikten sonra

balonjojede metanol ile 100 mL’ye tamamlandi.

11 analiti i¢ceren standart analit karisimi: Standart ¢ozelti 1,2,3,4’lin her birinden 10’ar mL

alinip hacim 100 mL’ye metanol ile tamamlandi.

%80 derisim seviyesinde sentetik numune c¢ozeltisi: 1,2 g plasebo tartilip metanolde
¢ozildikten sonra standart ¢ozelti 1,2,3,4’tin her birinden 8’er mL eklenip hacim 100

mL’ye metanol ile tamamlandi. 0,45um filtreden siiziildii.

%100 derisim seviyesinde sentetik numune ¢ozeltisi: 1,2 g plasebo tartilip metanolde
¢ozildikten sonra standart ¢ozelti 1,2,3,4’lin her birinden 10°ar mL eklenip hacim 100

mL’ye metanol ile tamamlandi. 0,45um filtreden stiziildi.

%120 derisim seviyesinde sentetik numune ¢ozeltisi: 1,2 g plasebo tartilip metanolde
¢ozildikten sonra standart ¢ozelti 1,2,3,4’tin her birinden 12’ser mL eklenip hacim 100

mL’ye metanol ile tamamlandi. 0,45um filtreden stiziildii.

Ticari krem numune ¢ozeltisi: 1,2 g ticari krem numunesi tartilip metanolde ¢oziildiikten

sonra balonjojede metanol ile 100 mL’ye tamamlandi. 0,45um filtreden siiziildii.

3.3. Etken Madde, Koruyucu, Safsizhk ve Yag Asitlerinin UV-Goriiniir Bolge
Spektrumlari

Etofenamat, benzil nikotinat, benzil alkol, etofenamat miristat, etofenamat palmitat,
etofenamat stearat, benzaldehit, flufenamik asit, dekarboksil, dietilen glikol diflufenamat
ve flufenamik asit biitilester standartlarinin her biri ayri ayr1 2-propanol ve metanol
icerisinde ¢o6ziilerek 200-900 nm dalga boyu araliginda Hewlett Packard 8453 diode array
spektrometre ile spektrumlari alinmig ve standart g¢ozeltilere ait UV-goriinlir bolge

spektrumlari sirasiyla Sekil 3.1.(a-k)’da gosterilmistir.
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Overlaid Spectra:
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Overlaid Spectra:
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Overlaid Spectra:
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Sekil 3.1. (devam) g. Benzaldehit (0,0018 mg/mL) UV- goriiniir bolge spektrumu
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Owverlaid Spectra:
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Sekil 3.1. (devam) i. Dekarboksil (0,012 mg/mL) UV- goriiniir bolge spektrumu
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| Dietilenglikol difiufenamat
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Sekil 3.1. (devam) j. Dietilenglikol diflufenamat (0,012 mg/mL) UV-gériiniir bolge

spektrumu
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Sekil 3.1. (devam) K. Flufenamik asit biitilester (0,012 mg/mL) UV- goriiniir bolge
spektrumu

(oziicli olarak metanol kullamildiginda daha yiiksek duyarlik elde edildiginden (Sekil 3.1.a-k) ve

ekonomik oldugundan ¢alismalarin devaminda ¢oziicii olarak metanol kullanildi.

Farmasotik preparatlarda etken madde yaminda formiilasyondaki koruyucu ve safsizliklarin
miktarlar diisiik oldugundan, HPLC ile tek dalga boyunda es zamanl olarak etken madde ve
safsizliklarin tayinleri duyarlik agisindan zordur. Es zamanli ve duyarh tayin igin ¢ok kanall
fotodiyot serili dedektor (PDA), yiik enjeksiyon diizenekli dedektor (CID), yiik eslesmis
diizenekli dedektor (CCD) ve yiik aktarim dedektorleri (CTD) kullamilabilir. Boylece analitlerin
tiim spektrumlari hakkinda bilgi toplanirken her analit i¢in en duyarli dalga boyunda es zamanl
analiz imkani elde edilir. Cok kanalli dedektoriin bulunmadigt HPLC/UV-goriiniir bolge
dedektorlii cihazimizda, benzil nikotinat, benzil alkol, benzaldehit en yiiksek absorbansin elde
edildigi 258 nm dalga boyunda tayin edilirken, analiz sirasinda dalga boyu degistirilerek

farmasotik preparatlarda daha diisiik derisimdeki etofenamat miristat, etofenamat palmitat,
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etofenamat stearat tayini 286 nm dalga boyunda gerceklestirilmistir. Duyarlilik problemi
olmayan flufenamik asit, dekarboksil, dietilen glikol diflufenamat ve flufenamik asit butilester
258 nm dalga boyunda tayin edilmistir. Etofenamat i¢in en duyarl dalga boyu 286 nm olup,
farmasotik preparat i¢indeki miktar1 fazla oldugundan Beer yasasindan sapmamak i¢in daha

duyarsiz olan 258 nm dalga boyunda tayin edilmistir.

3.4. Etken Madde, Koruyucu, Safsizhk ve Yag Asitlerinin Yiiksek Basingh Sivi
Kromatografi (HPLC) ile Analizinde Hareketli Faz Secimi ve Gradient Akis
Programi

Etken madde (etofenamat, benzil nikotinat), koruyucu (benzil alkol), safsizlik (benzaldehit,
flufenamik asit, dekarboksil, dietilenglikol diflufenamat, flufenamik asit biitilester) ve yag
asitlerinin (etofenamat miristat, etofenamat palmitat, etofenamat stearat) tayini 10 uL enjeksiyon
hacminde, Shimadzu LC-2010A HT HPLC cihazinda Thermo MOS-1 Hypersil (125 mm x 4,6
mm x 5 um) kolon ile 2,0 mL/dak hareketli faz akis hizinda, gradient akis programinda (Cizelge
3.1), 40°C kolon sicakliginda ve 258 nm ile 286 nm dalga boylarinda gerceklestirilmistir.

Sivi kromatografide alikonma faktoriinii (k) degistirerek kolon ayirma giiciinii iyilestirmek icin
hareketli faz olarak fosfat tamponu (pH 3,5, 4,7 ve 7,0): asetonitril ve asetat tamponu (pH 4,0 ve
5,0): metanol farkli gradient akis programlarinda denenmis, 10 mM CH3;COONa (pH 7,4):
metanoliin Cizelge 3.1°deki gradient akis programinda hareketli faz olarak kullanilmasiyla en iyi
kromatografik ayrim saglanmustir.

Cizelge 3.1. HPLC gradient akis programi

Zaman (dk.) 10 mM Sodyug/o?setat (pH 7,4) Metanol (%)
0 90 10
4 40 60
6 30 70
7 10 90
9,1 10 90
10 10 90
11 90 10
12 90 10
15 90 10

Sekil 3.2°de gradient akista (Cizelge 3.1) 258 ve 286 nm dalga boylarinda etofenamat

miristat, etofenamat palmitat ve etofenamat stearatin tekli standartlarina ait iist {iste
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cakistirllmig kromatogramlar goriilmektedir. Etofenamat miristat, etofenamat palmitat ve

etofenamat stearata ait kromatogramlarin 258 nm ve 286 nm dalga boylarindaki pik

alanlar1 dikkate alindiginda 286 nm dalga boyunda duyarlilikta yaklasik 4 kat artis

gozlenmistir (Cizelge 3.2). Sekil 3.2°ye gore en diisiik alikonma zamaninin 9,1 dak, en

yiksek alikonma zamaninin 10,1 dak oldugu goriilmektedir. 258 nm dalga boyundaki

duyarliliklar1 286 nm dalga boyuna gore daha diisiik olan etofenamat miristat, etofenamat

palmitat ve etofenamat stearat i¢in alikonma zamanlar1 dikkate alinarak dalga boyu

gradienti uygulanmasi diisliniilmiis ve bu amagcla dalga boyu 9. dakikadan 12. dakikaya

kadar 286 nm’ye ayarlanmistir (Cizelge 3.3)

Sekil 3.2. Gradient akista 258 ve 286 nm dalga boylarinda etofenamat miristat, etofenamat
palmitat ve etofenamat stearat standartlarina ait ¢akistirilmis kromatogramlar a)
9,2. dak etofenamat miristat - 258 nm, b) 9,6. dak etofenamat palmitat - 258 nm,
c) 10,1. dak etofenamat stearat - 258 nm, d) 9,1. dak etofenamat miristat - 286
nm, €) 9,5. dak etofenamat palmitat - 286 nm, f) 9,8. dak etofenamat stearat -

286 nm

Cizelge 3.2. Etofenamat miristat, etofenamat palmitat ve etofenamat stearat’a ait
kromatogramlarin pik alanlar

Pik Alam Pik Alam

(258 nm) (286 nm)
Etofenamat miristat 16981 68067
Etofenamat palmitat 23972 98125
Etofenamat stearat 19409 78315




Cizelge 3.3. HPLC gradient akis ve gradient dalga boyu programi
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Zaman (dk) 10 mM Sodyum Asetat Metanol (%) Dalga boyu

(pH 7.4) (%) (nm)
0 90 10 258
4 40 60 258
6 30 70 258
7 10 90 258
9,1 10 90 286
10 10 90 286
11 90 10 286
12 90 10 258
15 90 10 258
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4. BULGULAR

Metanol igerisinde hazirlanan etofenamat, benzil nikotinat, benzil alkol, etofenamat
miristat, etofenamat palmitat, etofenamat stearat, benzaldehit, flufenamik asit, dekarboksil,
dietilen glikol diflufenamat ve flufenamik asit biitilester hareketli faz olarak 10 mM
CH3COONa (pH 7,4) ve metanoliin kullanildig1 gradient akis programinda (Cizelge 3.1)
HPLC ile analiz edilmistir. Shimadzu LC-2010A HT HPLC cihazinda sabit faz olarak
Thermo MOS-1 Hypersil 125 mm x 4,6 mm x 5u, analitik kolonu kulanilmistir. Kolon
sicaklig1 40°C, akis hiz1 2,0 mL/dakika ve enjeksiyon hacmi 10 puL’dir.

HPLC ile analizde tekli ve karisim halinde alinan kromatogramlar Sekil 4.1-17°de
gosterilmistir. [Hareketli faz (Sekil 4.1), metanol (Sekil 4.2), plasebo (Sekil 4.3),
etofenamat (Sekil 4.4), benzil alkol (Sekil 4.5), benzil nikotinat (Sekil 4.6), etofenamat
miristat (Sekil 4.7), etofenamat palmitat (Sekil 4.8), etofenamat stearat (Sekil 4.9),
benzaldehit (Sekil 4.10), flufenamik asit (Sekil 4.11), dekarboksil (Sekil 4.12), dietilen
glikol diflufenamat (Sekil 4.13), flufenamik asit biitilester (Sekil 4.14), 11 analitin
cakigmis haldeki kromatogrami (Sekil 4.15), 11 analitin karisim halindeki kromatogrami
(Sekil 4.16) ve sentetik numune ¢ozeltisine ait kromatogram (Sekil 4.17)]. 11 adet analiti
iceren (etofenamat, benzil nikotinat, benzil alkol, etofenamat miristat, etofenamat palmitat,
etofenamat stearat, benzaldehit, flufenamik asit, dekarboksil, dietilen glikol diflufenamat

ve flufenamik asit biitilester) karigimin HPLC ile toplam analiz siiresi 15 dakikadir.

uV
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|
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00 25 50 7.5 10.0 12,5 150
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Sekil 4.1. 10 mM CH3COONa (pH 7,4) ve metanol (hareketli faz) kromatogrami
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Sekil 4.2. Metanol kromatogrami
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Sekil 4.3. Plasebo kromatogrami
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Sekil 4.4. Etofenamat (1,2 mg/mL) kromatogrami (tr: 7,647 dak)



61

uV

Benazil alkol

w
2=
S
S
]
Benzaldehit

0.0 25 5.0 7.5 10,0 12,5 15,0
min

Sekil 4.5. Benzil alkol (0,18 mg/mL) kromatogrami (tg: 3,366 dak)

uV = — S
S
H
7 2
100000~
50000
.:=::.
o
L e S — —
—— 77—
0.0 25 5,0 7.5 10,0 12,5 15,0

min

Sekil 4.6. Benzil nikotinat (0,12 mg/mL) kromatogrami (tg: 5,703 dak)
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Sekil 4.7. Etofenamat miristat (0,012 mg/mL) kromatogrami (tg: 9,794 dak)
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Sekil 4.8. Etofenamat palmitat (0,012 mg/mL) kromatogrami (tr: 10,417 dak)
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Sekil 4.9. Etofenamat stearat (0,012 mg/mL) kromatogrami (tg: 11,270 dak)
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Sekil 4.10. Benzaldehit (0,0018 mg/mL) kromatogrami (tr: 3,951dak)
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Sekil 4.11. Flufenamik asit (0,012 mg/mL) kromatogram (tgr: 4,823 dak)
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Sekil 4. 12. Dekarboksil (0,012 mg/mL) kromatogramu (tg: 7,379 dak)
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Sekil 4.13. Dietilenglikol diflufenamat (0,012 mg/mL) kromatogrami (tg: 8,816 dak)
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Flufenamik asit butilester

0.0 2,5 S os0 15 10,0 12.5 150 dakika

Sekil 4.14. Flufenamik asit butilester (0,012 mg/mL) kromatogram (tg: 8,609 dak)
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Sekil 4.15. Etofenamat, benzil nikotinat, benzil alkol, etofenamat miristat, etofenamat
palmitat, etofenamat stearat, benzaldehit, flufenamik asit, dekarboksil,
dietilen glikol diflufenamat ve flufenamik asit biitilestere ait cakistirilmig
kromatogram

1.Benzil alkol 2,870 dak.
2.Benzaldehit 3,466 dak.

3.Flufenamik asit 4,538 dak.

4.Benzil nikotinat 5,334 dak.
5.Dekarboksil 6,803 dak.

6.Etofenamat 7,138 dak.

7.Flufenamik asit biitilester 8,391 dak.
8.Dietilenglikoldiflufenamat 8,579 dak.
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9.Etofenamat miristat 9,186 dak.
10.Etofenamat palmitat 9,576 dak.
11.Etofenamat stearat 10,106 dak.
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0,0 25 5,0 7.5 10,0 12,5 15.0
dakika
Peak # Name ~ |Ret. Timel  Area Height [Ther. PlatJail. Fac Res.
1 Benzil alkol 3,352 86008 19542 10395|
2 | Benzaldehit 3.950 273]‘)‘ 5794 12828 |
3| Flufenamik asit 4.809 51470| 11093 20085
4 | Benzil nikotinat 5,701 588423| 128775 28043
5| Dekarboksil 7,381 77443 15499 40609 |
‘ 6| Etofenamat 7,644 3667111 826495 54577
) 7| Flufenamik asit butilester 8.615 50975 13082 83689
‘ 8| Dietilenglikol diflufenamat | 8830 52232 12383 75683
{ 9| Etofenamat miristat 9,795 | 110400 18176 52479
10| Etofenamat palmitat 10,439 | 86419 11677 41589
| 11| Etofenamat stearat 11,331 85168 8819 31010
Total [ 4882967 1071335

Sekil 4.16. Etofenamat (1,2 mg/mL), benzil nikotinat (0,12 mg/mL), benzil alkol (0,18
mg/mL), etofenamat miristat (0,012 mg/mL), etofenamat palmitat (0,012
mg/mL), etofenamat stearat (0,012 mg/mL), benzaldehit (0,0018 mg/mL),
flufenamik asit (0,012 mg/mL), dekarboksil (0,012 mg/mL), dietilenglikol
diflufenamat (0,012 mg/mL) ve flufenamik asit biitilester (0,012 mg/mL)
karisimina ait kromatogram
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Peak # Name Ret. Time|  Area | Height Ther. Platlail. Fac  Res. |
1| Benzil alkol | 3.354 85983 | 19444 | 10767 1.2 | 0.0
2 Benzaldehit 3,951 27267 5811 13057 1.1 4.5
3 Flufenamik asit 4,809 51594 11207 20432 14 6.3
4 Benzil nikotinat - | 5,698 587567 128884 | 27755 1.2 6.6 |
5 | Dekarboksil 9377 77573 15675 40886 12| 119
6 Etofenamat ! 7,636 3668405 828262 54655 12| 1.9
7 Flufenamik asit butilester | 8,609 50759 13078 84953 | 12/ 7 §
8 Dietilenglikol diflufenamat 8.824 52208 12480 | 76631 1.2 l.;
9 Etofenamat miristat 9.793 | 110043 | 18100 51802 1.2 6.5
10 Etofenamat palmitat | 10,442 | 85898 | 11527 41098 1,1 34
11 Etofenamat stearat [ 11,341 81028 8357 30637 12| 39
Total | 4878325 1072826

Sekil 4.17. Sentetik numune ¢ozeltisine ait kromatogram - Etofenamat (1,2 mg/mL), benzil
alkol (0,18 mg/mL), benzil nikotinat (0,12 mg/mL), etofenamat miristat (0,012
mg/mL), etofenamat palmitat (0,012 mg/mL), etofenamat stearat (0,012
mg/mL), benzaldehit (0,0018 mg/mL), flufenamik asit (0,012 mg/mL),
dekarboksil (0,012 mg/mL), dietilenglikol diflufenamat (0,012 mg/mL),
flufenamik asit butilester (0,012 mg/mL)

Sekil 4.16 ve 4.17 incelediginde, 11 analitin karisim halindeki kromatogram ile plasebo
icerisinde hazirlanmis sentetik numune ¢ozeltisine ait kromatogramin alikonma zamanlari
ve pik alanlar1 acgisindan benzer oldugu goriilmektedir. Ardisik iki pik arasindaki
rezoliisyonun 1,5’ten biiylik olmasi, tiim piklerin birbirinden uygun olarak ayrildigini
gostermektedir. Analitler, numune matrisinde bulunmasi muhtemel bilesenlerin varliginda

ayr1 ayr1 tespit edilmektedir.

Tiim analit pikleri i¢in kuyruklanma faktoriiniin 1,5’in altinda olmasi, dar bantl pikler elde
edildigini gostermektedir. Teorik plaka sayilart 10000 — 85000 arasinda olup, kolon
etkinligi yiiksektir.
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5. ANALITIK YONTEM VALIDASYONU

Analitik yontem validasyonu i¢in ICH Q2(R1) rehberindeki segicilik, teshis limiti (LOD),
tayin alt limiti (LOQ), dogrusallik, aralik, cihaz kesinligi (enjeksiyon tekrarlanabilirligi),

yontem kesinligi, ara kesinlik ve dogruluk parametreleri incelenmistir [1].

5.1. Secicilik

Secicilik, analitin numunede bulunmasi muhtemel bilesenlerin varliginda dogru olarak
degerlendirilmesidir. Bu amagla numune matrisinde bulunmasi muhtemel bilesenlerin
analitin alikonma siirelerine ve pik alanina etkisi incelenmistir. Hareketli faz, ¢oziicii
(metanol), plasebo, etofenamat, benzil alkol, benzil nikotinat, etofenamat miristat,
etofenamat palmitat, etofenamat stearat, benzaldehit, flufenamik asit, dekarboksil,
dietilenglikol diflufenamat ve flufenamik asit butilester standart c¢ozeltilerinin
kromatogramlar1 Sekil 4.1-14’te gosterilmistir. Standart analit ¢6zeltilerinin ve plasebo
icerisinde karisim halindeki standart analitlerin alikonma zamanlar1 Cizelge 5.1°de
goriilmektedir. Plasebo igerisinde etken madde ve safsizliklarin alikonma zamanlarinda,
pik alanlarinda artis olmamasi1 yontemin sec¢ici oldugunu gostermektedir. Bagil alikonma

zamanlar1 etofenamat pikine gore hesaplanmistir. R > 1,5 kriteri saglanmistir.

Cizelge 5.1. Numune matrisinde bulunmas1 beklenen bilesenlerin alikonma zamanlari

g Plasebo Plasebo Ardigik
Standart Bagil Lo L .
igerisinde igerisinde Pikler
. Alikonma Alikonma - .
Bilesenler Standart Bagil Arasindaki
Zamani Zamani
(te) (Rte) Alikonma Alikonma Ayrigma
R R Zamani (tg) | Zamani (Rtg) (R)
Hareketli Faz - - - - -
Coziici - - - - -
Plasebo - - - - -
Etofenamat 7,647 1 7,636 0,999 1,9
Benzil alkol 3,366 0,440 3,354 0,439 -
Benzil nikotinat 5,703 0,746 5,698 0,745 6,6
Etofenamat miristat 9,794 1,281 9,793 1,281 6,5
Etofenamat palmitate 10,417 1,362 10,442 1,366 3.4
Etofenamat stearate 11,270 1,474 11,341 1,483 3,9
Benzaldehit 3,951 0,517 3,951 0,517 4,5
Flufenamik asit 4,823 0,631 4,809 0,629 6,3
Dekarboksil 7,379 0,965 7,377 0,965 11,9
Dietilenglikol diflufenamat 8,816 1,153 8,824 1,154 1,7
Flufenamik asit butilester 8,609 1,126 8,609 1,126 7,8
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5.2. Teshis Limiti (LOD) ve Tayin Alt Limiti (LOQ)

Teshis limiti ve tayin alt limitinin belirlenmesinde ICH Q2(R1) rehberinde belirtilen
sinyal/giirtiltii yaklagimi kullanilmistir. Her bir analitin bilinen derisimdeki ¢6zeltisinin
sinyali ile kor sinyalinin karsilastirilmasiyla teshis edilebilecek en diisiik derisimler
hesaplanmistir. Sinyal/gliriiltli oran1 pik ylikseklikleri kullanilarak hesaplanmistir. LOQ
hesaplamalar1 Sekil 5.1-11 kromatogramlari tizerinden yapilmistir. Teshis limiti i¢in 3:1,
tayin alt limiti i¢in 10:1 sinyal/giirtiltii oram1 kabul edilmistir. Her bir analit i¢in teshis ve

tayin alt limiti asagidaki formiile gére hesaplanmis ve sonuglar Cizelge 5.2°de verilmistir.

3 % Derisim
Teshis limiti (mg/mL) =

Sinyal/Giiriiltii Oran1

10 x Derisim

Tayin alt limiti (mg/mL) =
Sinyal/Gtirtiltii Orani



Cizelge 5.2. Teshis limiti ve tayin alt limiti
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e Tayin Alt LOQ
Derisim | Sinyal/Giiriiltii Tes(hlisollsl)m i Limiti Derisiminde
(mg/mL) Orant (mg/mL) ( (LC/)Q) ) Sinyal/Giirtilti
mg/mL Orani
Etofenamat 1,2183 197811,9 1,86x10° 6,2x107 10,06
Benzil alkol 0,2096 4441 1,41 x10* 4,70 x10* 9,14
Benzil 6 5
otinat 0,1374 25366,4 1,62x10° 5,40x10° 9,43
nikotina
Etofenamat
it 0,01416 2983,1 1,41x10° 4,70x107 9,84
miristal
Etofenamat
mitat 0,012 1842.4 1,95x10° 6,50x10° 10,91
palmita
Etofenamat
earat 0,0125 1933,8 1,95x10° 6,50x10° 9,55
stearal
Benzaldehit | 0,001839 386,2 1,44x10° 4,80x10° 10,36
Flufenamik 5 5
. 0,0122 1865 1,95x10° 6,50x10° 10,04
asl
Dekarboksil 0,011 3103,2 1,05x10° 3,50x10° 10,24
Dietilenglikol 5 5
_ 0,01349 2417,8 1,68x10 5,60x10 10,62
diflufenamat
Flufenamik
o 0,01539 1740,6 2,64x10° 8,80x10° 10,42
asit butilester

mV

1,0
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0.0+

e
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—
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Sekil 5.1. Etofenamat kromatogrami
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Sekil 5.2. Benzil alkol kromatogrami
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Sekil 5.3. Benzil nikotinat kromatogrami
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Sekil 5.4. Etofenamat miristat kromatogrami
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Sekil 5.5. Etofenamat palmitat kromatogrami
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Sekil 5.6. Etofenamat stearat kromatogrami
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Sekil 5.7. Benzaldehit kromatogrami
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Sekil 5.8. Flufenamik asit kromatogrami
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Sekil 5.9. Dekarboksil kromatogrami
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Sekil 5.10. Dietilenglikol diflufenamat kromatogrami
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=
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Sekil 5.11. Flufenamik asit butilester kromatogrami

5.3. Dogrusallik

Dogrusalligin belirlenebilmesi i¢in ICH Q2(R1) rehberinde belirtildigi tizere en az 5 farkl
derisim kullanilmistir. Her bir derisim seviyesinde ti¢ enjeksiyon yapilmistir. Pik alanlarina
kars1 derisim grafige gecirilmis ve kalibrasyon dogrusunun egimi (m), y eksenini kesim
noktasi, bakiye kareler toplami (R?) ve korelasyon katsayisi (r) degerleri grafik iizerinde

gosterilmistir.

Madde miktar1 tayininde kullanilan etofenamat, benzil alkol ve benzil nikotinat analitleri
icin dogrusallik calismast hedef derisimin LOQ - %120’si arasinda, safsizliklar igin ise
ICH rehberinde belirtildigi tizere, raporlama seviyesinden (LOQ) spesifikasyon sinirinin

%120’sine kadar olan derisim araliginda gerceklestirilmistir (Cizelge 5.3-13).

Cizelge 5.3. Etofenamat dogrusal derigim aralig1

Derisim seviyesi Derisim (mg/mL) Pik Alam
LOQ 6,20x10~ 250
%20 0,24 738342
%40 0,48 1470155
%60 0,72 2210026
%80 0,96 2946648
%90 1,08 3312799
%100 1,22 3727047
%110 1,32 4012276
%120 1,44 4406100

Egim | 3059726,5
Kesisim | 6055,4
Bakiye kareler toplami (R?) | 1,0000
Korelasyon katsayisi (r) | 1,0000
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Cizelge 5.4. Benzil alkol dogrusal derigim araligi

Derisim seviyesi Derisim (mg/mL) Pik Alam
LOQ 4,7x10™ 221
%20 3,8x107 18367
%40 7,5x10” 38091
%60 0,12 56424
%80 0,15 75143
%90 0,17 84045
%100 0,19 94245
%110 0,21 102970
%120 0,22 111212
Egim | 496656,7
Kesisim | 385,4
Bakiye kareler toplam1 (R?) | 0,9997
Korelasyon katsayisi (r) | 0,9998
Cizelge 5.5. Benzil nikotinat dogrusal derigim aralig
Derisim seviyesi Derisim (mg/mL) Pik Alam
LOQ 5,40x107 152
%20 2,34x10° 102554
%40 4,58x10” 202690
%60 6,92x10” 302178
%80 9,22x10° 409368
%90 0,10 459958
%100 0,12 509079
%110 0,13 556717
%120 0,14 611714
Egim | 4419550,0
Kesigim | 448,8
Bakiye kareler toplami (R?) | 0,9999
Korelasyon katsayisi (r) | 0,9999
Cizelge 5.6. Etofenamat miristat dogrusal derigim aralig1
Derigim seviyesi Derigim (mg/mL) Pik Alani
LOQ 4,60x10° 344
%0,25 3,54x10° 26941
%0,50 7,08x107 45771
%1,00 1,42x107 109527
%1,20 1,70x107 125829
Egim | 7563885,2
Kesisim | 1578,9
Bakiye kareler toplami (R?) | 0,9947
Korelasyon katsayisi (r) | 0,9973




Cizelge 5.7. Etofenamat palmitat dogrusal derisim aralig
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Derisim seviyesi Derisim (mg/mL) Pik Alani
LOQ 6,60x10~ 378
%0,25 3,00x10° 20475
%0,50 6,00x107 41857
%1,00 1,20x107 84015
%1,20 1,44x107 104018
Egim | 7182893,6
Kesisim | 801,1
Bakiye kareler toplam1 (R?) | 0,9994
Korelasyon katsayisi (r) | 0,9997
Cizelge 5.8. Etofenamat stearat dogrusal derisim aralig1
Derisgim seviyesi Derisim (mg/mL) Pik Alan
LOQ 6,50x10~ 490
%0,25 3,13x10 21803
%0,50 6,25x10” 45922
%1,00 1,25x10° 90707
%1,20 1,50x107 107728
Egim | 7221026,3
Kesisim | 18,9
Bakiye kareler toplam1 (R?) | 0,9998
Korelasyon katsayisi (r) | 0,9999
Cizelge 5.9. Benzaldehit dogrusal derisim araligi
Derigim seviyesi Derisim (mg/mL) Pik Alani
LOQ 4,30x10° 743
%0,25 4,31x10™ 8812
%0,50 8,62x10™ 17949
%1,00 1,72x10° 35739
%1,20 2,07x10° 42535
Egim | 20673649,7
Kesisim | 51,4
Bakiye kareler toplami (R?) | 0,9999
Korelasyon katsayisi (r) | 0,9999
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Cizelge 5.10. Flufenamik asit dogrusal derisim aralig1

Derisim seviyesi Derisim (mg/mL) Pik Alani
LOQ 6,70x10~ 221
%0,25 3,05x10° 11629
%0,50 6,10x107 23068
%1,00 1,22x107 45818
%1,20 1,46x107 54881
Egim | 3746009,7
Kesisim | 109,4
Bakiye kareler toplam1 (R?) | 1,0000
Korelasyon katsayisi (r) | 1,0000
Cizelge 5.11. Dekarboksil dogrusal derisim araligi
Derigim seviyesi Derisim (mg/mL) Pik Alan
LOQ 3,60x10~ 147
%0,25 2,75x10 19030
%0,50 5,50x10” 37878
%1,00 1,10x10° 76096
%1,20 1,32x10° 91851
Egim | 6953869,2
Kesisim | 180,3
Bakiye kareler toplam1 (R?) | 1,0000
Korelasyon katsayisi (r) | 1,0000
Cizelge 5.12. Dietilenglikol diflufenamat dogrusal derisim aralig
Derigim seviyesi Derisim (mg/mL) Pik Alam
LOQ 5,7x107 195
%0,25 3,37x107 12443
%0,50 6,75x10” 23921
%1,00 1,35x10° 49715
%1,20 1,62x107 59871
Egim | 3701429,1
Kesisim | 273,2
Bakiye kareler toplam1 (R?) | 0,9997
Korelasyon katsayisi (r) | 0,9998
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Cizelge 5.13. Flufenamik asit butilester dogrusal derisim aralig

Derisim seviyesi Derisim (mg/mL) Pik Alam
LOQ 8,50x10~ 197
%0,25 3,85x107 11560
%0,50 7,70x107 23278
%1,00 1,54x10 46072
%1,20 1,85x10 55740

Egim | 3011304,1
Kesisim | 24,7
Bakiye kareler toplam1 (R?) | 1,0000
Korelasyon katsayisi (r) | 1,0000

Etofenamat, benzil alkol, benzil nikotinat, etofenamat miristat, etofenamat palmitat,
etofenamat stearat, benzaldehit, flufenamik asit, dekarboksil, dietilenglikol diflufenamat,
flufenamik asit butil ester i¢in dogrusal aralik, regresyon esitligi, bakiye kareler toplami
(R?) ve korelasyon katsayis1 (r) degerleri Cizelge 5.14’de gdsterilmistir. Bakiye kareler
toplami (R?) ve korelasyon katsayist (r) degerlerinin sirasiyla 0,9947-1,0000 ve 0,09973-
1,0000 olmasi, Cizelge 5.14’te verilen analit derisimleri ile pik alanlar1 arasinda pozitif

dogrusal iligski oldugunu gostermektedir.

Cizelge 5.14. Dogrusal aralik

Analit Dog(rr:]lgellil‘nAL;ahk Regresyon Esitligi R? r
Etofenamat LOQ-1,44 y = 3059726,5x + 6055,4 1,0000 1,0000
Benzil alkol LOQ - 0,22 y = 496656,7x + 385,4 0,9997 0,9998
Benzil nikotinat LOQ -0,14 y = 4419550,0x — 448,8 0,9999 0,9999

Etofenamat miristat LOQ - 1,70x107 | y=7563885,2x — 1578,9 0,9947 0,9973
Etofenamat palmitat LOQ — 1,44x107 y = 7182893,6x — 801,1 0,9994 0,9997
Etofenamat stearat LOQ — 1,50x 107 y =7221026,3x — 18,9 0,9998 0,9999

Benzaldehit LOQ —2,07x107 y = 20673649,7x — 51,4 0,9999 0,9999
Flufenamik asit LOQ — 1,46x10™ y = 3746009,7x +109,4 1,0000 1,0000
Dekarboksil LOQ —1,32x107 y = 6953869,2x — 180,3 1,0000 1,0000
Dietilenglikol

-2 _
diflufenamat LOQ - 1,62x10 y = 3701429,1x — 273,2 0,9997 0,9998

Flufenamik asit butil
ester

LOQ — 1,85x107 y =3011304,1x — 24,7 1,0000 1,0000
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5.4. Kesinlik

5.4.1. Cihaz kesinligi

Cihaz kesinligi, ayn1 ¢6zelti ve aymi cihaz kullanilarak limit (etken madde derisiminin
%1,0’1) derisimde safsizliklart iceren numune ¢ozeltisinin ard arda 6 enjeksiyonu ile elde
edilmistir. Ortalama, standart sapma ve bagil standart sapma sonuglar1 Cizelge 5.15-25’de

gosterilmistir.

Cizelge 5.15. Etofenamat (1,2 mg/mL) i¢in cihaz kesinligi

Enjeksiyon Sayisi Pik Alani Alikonma Zamani
1 3667111 7,644
2 3688885 7,644
3 3681937 7,640
4 3720204 7,644
5 3727390 7,643
6 3693351 7,647
Ortalama 3696479,67 7,644
Standart sapma 23064,12 0,002
Bagil standart sapma 0,62 0,03

Cizelge 5.16. Benzil alkol (0,18 mg/mL) i¢in cihaz kesinligi

Enjeksiyon Sayisi Pik Alam Alikonma Zamant
1 86008 3,352
2 89631 3,348
3 86611 3,350
4 88247 3,354
5 87251 3,352
6 86755 3,351
Ortalama 87417,17 3,351
Standart sapma 1318,44 0,002
Bagil standart sapma 1,51 0,06




Cizelge 5.17. Benzil nikotinat (0,12 mg/mL) igin cihaz kesinligi
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Enjeksiyon Sayisi Pik Alanm Alikonma Zamani
1 588423 5,701
2 591332 5,717
3 590089 5,695
4 599290 5,711
5 599809 5,703
6 592259 5,698
Ortalama 593533,67 5,704
Standart sapma 4836,78 0,008
Bagil standart sapma 0,81 0,15

Cizelge 5.18. Etofenamat miristat (0,012 mg/mL) i¢in cihaz kesinligi

Enjeksiyon Sayisi Pik Alanm Alikonma Zamant
1 110400 9,795
2 110399 9,795
3 110327 9,801
4 111221 9,806
5 112251 9,792
6 111355 9,800
Ortalama 110992,17 9,798
Standart sapma 763,36 0,005
Bagil standart sapma 0,69 0,05

Cizelge 5.19. Etofenamat palmitat (0,012 mg/mL) igin cihaz kesinligi

Enjeksiyon Sayisi Pik Alani Alikonma Zamani

1 86419 10,439

2 86918 10,435

3 86823 10,442

4 87976 10,454

5 87925 10,427

6 87516 10,451
Ortalama 87262,83 10,441
Standart sapma 638,06 0,010

Bagil standart sapma 0,73 0,10
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Cizelge 5.20. Etofenamat stearat (0,012 mg/mL) igin cihaz kesinligi

Enjeksiyon Sayisi Pik Alani Alikonma Zamani

1 85168 11,331

2 86689 11,320

3 85537 11,325

4 86959 11,328

5 91042 11,299

6 83899 11,342
Ortalama 86549,00 11,324
Standart sapma 2462,87 0,014

Bagil standart sapma 2,85 0,13

Cizelge 5.21. Benzaldehit (0,0018 mg/mL) i¢in cihaz kesinligi

Enjeksiyon Sayisi Pik Alani Alikonma Zamant
1 27319 3,950
2 27617 3,951
3 27646 3,944
4 27889 3,958
5 27916 3,948
6 27672 3,949
Ortalama 27676,50 3,950
Standart sapma 216,71 0,005
Bagil standart sapma 0,78 0,12

Cizelge 5.22. Flufenamik asit (0,012 mg/mL) i¢in cihaz kesinligi

Enjeksiyon Sayisi Pik Alani Alikonma Zamani
1 51470 4,809
2 51858 4,837
3 51661 4,808
4 52118 4,824
5 52367 4,816
6 51755 4,806
Ortalama 51871,50 4,817
Standart sapma 324,21 0,012
Bagil standart sapma 0,63 0,25




Cizelge 5.23. Dekarboksil (0,012 mg/mL) i¢in cihaz kesinligi
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Enjeksiyon Sayisi Pik Alanm Alikonma Zamani
1 77443 7,381
2 78587 7,387
3 77924 7,378
4 79042 7,383
5 79056 7,383
6 78492 7,384
Ortalama 78424,00 7,383
Standart sapma 636,38 0,003
Bagil standart sapma 0,81 0,04

Cizelge 5.24. Dietilenglikol diflufenamat (0,012 mg/mL) i¢in cihaz kesinligi

Enjeksiyon Sayisi Pik Alanm Alikonma Zamant
1 52232 8,830
2 52619 8,828
3 52538 8,829
4 53069 8,835
5 53095 8,828
6 52776 8,829
Ortalama 52721,50 8,830
Standart sapma 330,76 0,003
Bagil standart sapma 0,63 0,03

Cizelge 5.25. Flufenamik asit butilester (0,012 mg/mL) i¢in cihaz kesinligi

Enjeksiyon Sayisi Pik Alanm Alikonma Zamani
1 50975 8,615
2 51346 8,615
3 51208 8,614
4 51767 8,620
5 51593 8,615
6 51395 8,615
Ortalama 51380,67 8,616
Standart sapma 279,33 0,002
Bagil standart sapma 0,54 0,03




82

Etofenamat, benzil alkol, benzil nikotinat, etofenamat miristat, etofenamat palmitat,
etofenamat stearat, benzaldehit, flufenamik asit, dekarboksil, dietilenglikol diflufenamat,
flufenamik asit butil ester i¢in bagil standart sapma degerlerinin 0,54- 2,85 araliginda
olmast sonuglarin birbirine yakinligim1i yani istatistiksel olarak cihaz kesinligini

ispatlamaktadir.

5.4.2. Yontem kesinligi

Yontem kesinligi aymi giin igerisinde limit (etken madde derisiminin %1,0’1) derisimde
safsizliklar1 igeren 6 farkli numune ¢ozeltisinin test edilmesiyle gerceklestirilmistir. Her bir

analit i¢in elde edilen bagil standart sapma degerleri Cizelge 5.26’da gosterilmistir.

Cizelge 5.26. Yontem kesinligi

Analit adi Bagil staniiart sapma

(n=6)
Etofenamat 0,28
Benzil alkol 1,12
Benzil nikotinat 0,39
Etofenamat miristat 0,30
Etofenamat palmitate 0,93
Etofenamat stearate 2,02
Benzaldehit 0,31
Flufenamik asit 0,59
Dekarhoksil 0,24
Dietilenglikol diflufenamat 0,25
Flufenamik asit butilester 0,42

Etofenamat, benzil alkol, benzil nikotinat, etofenamat miristat, etofenamat palmitat,
etofenamat stearat, benzaldehit, flufenamik asit, dekarboksil, dietilenglikol diflufenamat,
flufenamik asit butil ester i¢in bagil standart sapma degerlerinin 0,24-2,02 araliginda

olmasu istatistiksel olarak yontemin kesinligini géstermektedir.

5.4.3. Ara kesinlik

Ara kesinlik farkli giinlerde, farkli cihazlarda ve farkli analistler tarafindan sinir (etken

madde derisiminin %1,0’1) derisimde safsizliklar1 igeren numune ¢Ozeltilerinin test
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edilmesiyle gerceklestirilmigtir. Her bir analist 6 ayri numune ¢ozeltisi hazirlamais,
toplamda 12 adet numune ¢ozeltisine ait sonuglar degerlendirilmistir. Elde edilen sonuglar

Cizelge 5.27— 37°de gosterilmistir.

Cizelge 5.27. Etofenamat i¢in ara kesinlik

Ara Kesinlik

Etofenamat (mg/g)

Analist - 1 Analist - 2

HPLC -1 HPLC - 2
Numune -1 100,2 100,3
Numune -2 100,2 99,9
Numune -3 100,1 100,4
Numune -4 100,4 100,7
Numune -5 99,9 100,6
Numune -6 99,6 100,5
Ortalama 100,1 100,4
Std. Sapma 0,28 0,28
%RSD (n=6) 0,28 0,28
t test thesaplanan < ttanlo (2,05 < 2,23)
F test Fhesaplanan < Ftanlo (1,02 < 5,05)

Cizelge 5.28. Benzil alkol igin ara kesinlik

Ara Kesinlik

Benzil alkol (mg/qg)

Analist - 1 Analist - 2

HPLC -1 HPLC - 2
Numune -1 15,6 15,3
Numune -2 15,2 15,4
Numune -3 15,3 15,2
Numune -4 15,5 15,4
Numune -5 15,3 15,3
Numune -6 15,2 15,7
Ortalama 15,3 15,4
Std. Sapma 0,17 0,16
%RSD (n=6) 1,12 1,05
t test thesaplanan < ttablo (0,34 <2,23)
F test Fhesaplanan < Frablo (1,10 < 5,05)
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Cizelge 5.29. Benzil nikotinat i¢in ara kesinlik

Ara Kesinlik
Benzil nikotinat (mg/g)

Analist - 1 Analist - 2

HPLC -1 HPLC - 2
Numune -1 9,8 9,8
Numune -2 9,7 9,8
Numune -3 9,8 9,8
Numune -4 9,7 9,8
Numune -5 9,7 9,8
Numune -6 9,7 9,7
Ortalama 9,7 9,8
Std. Sapma 0,04 0,04
%RSD (n=6) 0,39 0,36
t test thesaplanan < ttablo (1,86 < 2,23)
F test Fhesaplanan < Ftabio (1,60 < 5,05)

Cizelge 5.30. Etofenamat miristat i¢in ara kesinlik

Ara Kesinlik
Etofenamat miristat (%)

Analist - 1 Analist - 2

HPLC -1 HPLC - 2
Numune -1 1,031 1,030
Numune -2 1,029 1,028
Numune -3 1,030 1,026
Numune -4 1,025 1,037
Numune -5 1,025 1,036
Numune -6 1,023 1,036
Ortalama 1,027 1,032
Std. Sapma 0,003 0,005
%RSD (n=6) 0,30 0,47
t test thesaplanan < ttaplo (2,13 < 2,23)
F test Fhesaplanan < Ftablo (2,14 < 5,05)




Cizelge 5.31. Etofenamat palmitat i¢in ara kesinlik

Ara Kesinlik
Etofenamat palmitat (%)

Analist - 1 Analist - 2

HPLC -1 HPLC - 2
Numune -1 1,037 1,033
Numune -2 1,037 1,034
Numune -3 1,038 1,031
Numune -4 1,023 1,015
Numune -5 1,016 1,016
Numune -6 1,022 1,015
Ortalama 1,029 1,024
Std. Sapma 0,010 0,010
%RSD (n=6) 0,93 0,94
t test thesaplanan < ttanlo (0,87 < 2,23)
F test Fhesaplanan < Ftabio (1,02 < 5,05)

Cizelge 5.32. Etofenamat stearat i¢in ara kesinlik

Ara Kesinlik
Etofenamat stearat (%)

Analist - 1 Analist - 2

HPLC -1 HPLC - 2
Numune -1 1,005 1,049
Numune -2 1,022 1,022
Numune -3 1,017 1,040
Numune -4 0,989 1,011
Numune -5 1,012 1,019
Numune -6 1,051 1,052
Ortalama 1,016 1,032
Std. Sapma 0,020 0,017
%RSD (n=6) 2,02 1,65
t test thesaplanan < ttablo (1,48 <2,23)

F test Fhesaplanan < Ftablo (1,45 < 5,05)
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Cizelge 5.33. Benzaldehit icin ara kesinlik

Ara Kesinlik
Benzaldehit (%)

Analist - 1 Analist - 2

HPLC -1 HPLC - 2
Numune -1 1,018 1,014
Numune -2 1,012 1,009
Numune -3 1,015 1,006
Numune -4 1,013 1,019
Numune -5 1,019 1,011
Numune -6 1,011 1,016
Ortalama 1,015 1,013
Std. Sapma 0,003 0,005
%RSD (n=6) 0,31 0,47
t test thesaplanan < ttablo (0,92 <2,23)
F test Fhesaplanan < Ftabio (2,13 < 5,05)

Cizelge 5.34. Flufenamik asit i¢in ara kesinlik

Ara Kesinlik

Flufenamik asit (%)

Analist - 1 Analist - 2

HPLC -1 HPLC - 2
Numune -1 1,004 0,992
Numune -2 1,001 1,009
Numune -3 1,012 0,999
Numune -4 0,997 0,989
Numune -5 0,999 0,998
Numune -6 0,996 0,992
Ortalama 1,002 0,997
Std. Sapma 0,006 0,007
%RSD (n=6) 0,59 0,73
t test thesaplanan < ttablo (1,31<2,23)
F test Fhesaplanan < Frablo (1,51 < 5,05)




Cizelge 5.35. Dekarboksil i¢in ara kesinlik

t test
F test

Ara Kesinlik
Dekarboksil (%)

Analist - 1 Analist - 2

HPLC -1 HPLC - 2
Numune -1 1,016 1,014
Numune -2 1,016 1,013
Numune -3 1,012 1,015
Numune -4 1,016 1,020
Numune -5 1,012 1,018
Numune -6 1,011 1,017
Ortalama 1,014 1,016
Std. Sapma 0,002 0,003
%RSD (n=6) 0,24 0,26

thesaplanan < ttablo (1,60 < 2,23)
I:hesaplanan < I:tablo (1121 < 5,05)

Cizelge 5.36. Dietilenglikol diflufenamat i¢in ara kesinlik

t test
F test

Ara Kesinlik
Dietilenglikol diflufenamat (%)

Analist - 1 Analist - 2

HPLC -1 HPLC - 2
Numune -1 0,999 0,996
Numune -2 0,997 1,002
Numune -3 1,000 0,998
Numune -4 0,993 1,001
Numune -5 0,995 0,997
Numune -6 0,996 1,001
Ortalama 0,997 0,999
Std. Sapma 0,002 0,002
%RSD (n=6) 0,25 0,25

thesaplanan < ttablo (1,71 < 2,23)
I:hesapleman < I:tablo (1108 < 5105)
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Cizelge 5.37. Flufenamik asit butilester i¢in ara kesinlik

Ara Kesinlik
Flufenamik asit butilester (%)

Analist - 1 Analist - 2

HPLC -1 HPLC - 2
Numune -1 0,912 0,919
Numune -2 0,914 0,915
Numune -3 0,918 0,921
Numune -4 0,908 0,914
Numune -5 0,913 0,917
Numune -6 0,908 0,905
Ortalama 0,912 0,915
Std. Sapma 0,004 0,006
%RSD (n=6) 0,42 0,62
t test thesaplanan < ttablo (1,08 < 2,23)
F test Fhesaplanan < Frablo (2,15 < 5,05)

Hesaplanan t ve F degerlerinin tablo degerlerinden kiiciik olmasi; farkli giinlerde, farkl
HPLC cihazlan ile galisan analistlerin, tayin sonuglar1 arasinda %95 giiven araliginda
anlamli bir fark olmadigimi ve ara kesinlik parametresinin istatistiksel olarak uygun

oldugunu gostermektedir.

5.5. Dogruluk

Gelistirilen yontemle elde edilen analiz sonuglarinin, ger¢ek degere olan yakinligini tespit
etmek amaciyla; %80, %100 ve %120 derisim seviyelerinin her birinde etken madde ve
safsizliklari igeren 3’er ¢ozelti hazirlanarak analiz edildi. Ortalama geri kazanim sonuglari

Cizelge 5.38°de verilmistir.



Cizelge 5.38. Geri kazanim sonuglari

Analit Ortalama Geri Kazanim (%)
Etofenamat 100,0
Benzil alkol 101,8
Benzil nikotinat 97,3
Etofenamat miristat 102,6
Etofenamat palmitat 102,5
Etofenamat stearate 101,7
Benzaldehit 101,0
Flufenamik asit 100,1
Dekarboksil 101,2
Dietilenglikol diflufenamat 99,7
Flufenamik asit butilester 91,5
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Etofenamat, benzil alkol, benzil nikotinat, etofenamat miristat, etofenamat palmitat,

etofenamat stearat, benzaldehit, flufenamik asit, dekarboksil, dietilenglikol diflufenamat,

flufenamik asit butil ester i¢in geri kazanim Sonuglarinin %91,5- 102,6 araliginda olmasi

yontemin dogrulugunu gostermektedir.

5.6. Ticari Numune Analizi

ICH Q2 (R1) rehberine gore valide edilen yontem, eczaneden temin edilen ticari

numunelere uygulanmistir. Krem formiilasyonunda etofenamat, benzil nikotinat ve benzil

alkol iceren dort farkli firmaya ait farmasotik {riin analiz edilmistir. Bu iiriinlerin

formiilasyon bilgilerinde yer alan miktarlar1 etofenamat i¢in 100 mg/g, benzil nikotinat i¢in

10 mg/g ve benzil alkol igin 15 mg/g’dir. Gelistirdigimiz yontemle elde edilen analiz

sonuglari Cizelge 5.39°da verilmistir.

Cizelge 5.39. Ticari numunelerdeki etken madde, safizlik ve yag asidi esteri miktarlari

Analit Ticari Ticari Ticari Ticari
Numune -1 Numune -2 Numune -3 Numune -4
Etofenamat (mg/g) 100,1 100,7 101,3 100,8
Benzil alkol (mg/g) 14,8 14,9 15,2 15,1
Benzil nikotinat (mg/g) 10,3 10,1 10,20 10,17
Etofenamat miristat (%) 0,040 0,033 0,022 0,007
Etofenamat palmitat (%) 0,047 0,014 0,033 0,025
Tespit Tespit Tespit Tespit
0,

Etofenamat stearat (%) Edilmedi edilmedi Edilmedi edilmedi
Benzaldehit (%) 0,026 0,015 0,044 0,056
Flufenamik asit (%) 0,151 0,033 0,023 0,017
. Tespit Tespit Tespit

Dekarboksil (%) 0,018 edilmedi Edilmedi edilmedi
Dietilenglikoldiflufenamat (%) 0,097 0,097 0,119 0,152
I . Tespit Tespit Tespit

0,
Flufenamik asit butilester (%) 0,165 edilmedi Edilmedi edilmedi
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Cizelge 5.40. Formiilasyon miktarina gore istatistiksel degerlendirme

Analit Ticari Ticari Ticari Ticari
Numune -1 Numune -2 Numune -3 Numune -4

thesaplanan < tiablo thesaplanan < ttablo thesaplanan < tiablo thesaplanan < tgablo
Etofenamat (0,13<4,303) | (2.96<4,303) | (3.37<4,303) | (4,10 < 4,303)
Benzil alkol thesaplanan < tiablo thesaplanan < ttablo thesaplanan < tiablo thesaplanan < tgablo
(3,14 < 4,303) | (0,49<4,303) | (1,65<4,303) | (0,75 < 4,303)
H I : thesaplanan < ttablo thes.aplanan < ttablo thesaplanan < ttablo thesaplanan < ttablo
Benzil nikotinat | 2'5g' <4 303) | (1.54<4,303) | (2.69<4,303) | (2.54 < 4,303)

Ticari numuneler i¢in bulunan sonuglara t-test uygulanmis ve hesaplanan t degerleri ile

tablo degeri Cizelge 5.40’da verilmistir. Hesaplanan t degerlerinin tablo degerinden kiigiik

olmasi, ticari numunelerde bulunan miktarlar ile formiilasyonda beyan edilen miktarlar

arasinda %95 giiven araliginda anlamli bir fark olmadigini gdstermekte ve ydntemin

dogrulugunu istatistiksel olarak ispatlamaktadir.
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6. TARTISMA ve SONUC

Farmasotik kalite kontrol laboratuvarlarinda yari-kati drlinler i¢in hizli, duyarli ve
giivenilir test metotlarina ihtiyag duyulmasi, bu ¢alismanin ana amacini olusturmustur. Bu
sebeple etken madde, safsizlik ve yag asidi esterleri i¢in es zamanli nicel tayin imkani

saglayan yontem gelistirilmistir.

Coziicli olarak 2-propanoliin, hareketli faz olarak 10 mM KH,PO, (pH 3,5, 4,7 ve 7,0)
/asetonitril ¢ozeltisinin 30 dakikalik gradient akis programinda kullanildigi sartlarda,
flufenamik asit ve dekarboksil analitlerine ait pikler tespit edilememistir. Hareketli faz
olarak 10 mM sodyum asetat (pH 4,0 ve 5,0) /metanol ¢ozeltisinin kullanildig1 gradient
elusyonda ise flufenamik asit ve benzil nikotinat piklerine ait alikonma zamanlarinin dalga
boyu degisim zamani ile ¢akismasi, piklerde bozulmaya yol agmistir. Bununla birlikte
zemin giiriiltiisliniin artmasi, benzaldehit pik alaninin uygun sekilde integrasyonuna imkan

vermemistir.

Coziicii olarak metanoliin, hareketli faz olarak 10 mM sodyum asetat (pH 7,4)/metanol
cozeltisinin 30 dakikalik graident akis programinda kullanildigi sartlarda tiim analitler
uygun rezoliisyon ile birbirinden ayrilmistir. Kromatografik siireyi 20 dakikaya diisiirmek
icin gradient akis programi degistirilmis ancak benzil nikotinat molekiiliiniin yapisindaki
yan bilesikler ile benzil alkol ve benzaldehit pikleri arasinda girisim gozlenmistir.
Kromatografik siireyi 15 dakikaya diisiirmek i¢in gergeklestirilen gradient akis programi
degisikliginde ise yine yukarida bahsedilen girisim ile birlikte dietilenglikol diflufenamat

ve flufenamik asit biitilester piklerinin girisim yaptig1 goriilmistir.

Coziicii olarak metanoliin, hareketli faz olarak 10 mM sodyum asetat (pH 7,4)/metanol
cozeltisinin gradient akis programinda (Cizelge 3.1) kullanildig1 sartlarda 11 analit, 15
dakikada tayin edilmistir. HPLC cihazinda sabit faz olarak Thermo MOS-1 Hypersil C8
125 mm x 4,6 mm x 5Spum, analitik kolonu kulanilmis, 40°C kolon sicakliginda, 2,0
mlL/dakika akis hizinda ve 10 pL enjeksiyon hacminde tayin gergeklestirilmistir.
Etofenamat, benzil alkol, benzil nikotinat, etofenamat miristat, etofenamat palmitat,
etofenamat stearat, benzaldehit, flufenamik asit, dekarboksil, dietilenglikol diflufenamat,
flufenamik asit biitilester icin alikonma zamanlar sirasiyla 7.647, 3.366, 5.703, 9.794,
10.417, 11.270, 3.951, 4.823, 7.379, 8.816 ve 8.609 dakikadir.
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Farmasotik preparatlarda etken madde yaninda formiilasyondaki koruyucu ve safsizliklarin
miktarlar diigiik oldugundan, HPLC ile tek dalga boyunda es zamanli olarak etken madde
ve safsizliklarin tayinleri duyarlik agisindan zordur. Duyarligi iyilestirmek i¢in ¢ok kanalli
dedektorler kullanilarak her analit i¢in en duyarli dalga boyunda es zamanli analiz imkan1
bulunur. HPLC cihazinda benzil nikotinat, benzil alkol, benzaldehit en yiliksek absorbansin
elde edildigi 258 nm dalga boyunda tayin edilirken, analiz sirasinda dalga boyu
degistirilerek farmasdtik preparatlarda daha diisiik derisimdeki etofenamat miristat,
etofenamat palmitat, etofenamat stearat tayini 286 nm dalga boyunda gergeklestirilmistir.
Duyarlilik problemi olmayan flufenamik asit, dekarboksil, dietilen glikol diflufenamat ve
flufenamik asit butilester 258 nm dalga boyunda tayin edilmistir. Etofenamat i¢in en
duyarli dalga boyu 286 nm olup, farmasdtik preparat igindeki miktar1 fazla oldugundan
Beer yasasindan sapmamak i¢in duyarhigi diisik olan 258 nm dalga boyunda tayin
edilmistir. Boylece dalga boyu t= 0 i¢in 258 nm’ye ayarlanmis ve gradient eliisyonun 9,1 ci

dakikasinda 286 nm’ye degistirilmistir.

Validasyon ¢alismalarinda ICH Q2 (R1) rehberi referans alinarak secicilik, dogrusallik,
kesinlik, dogruluk, teshis sinir1 ve tayin alt limiti parametreleri hesaplanarak analitik
yontem valide edilmis ve ticari numuneler i¢cin yontemin uygulugu istatistiksel olarak

ispatlanmistir.

Iki pikin birbirinden uygun olarak ayrilip ayrilmadigmni gosteren rezoliisyon (R) degerleri
hesaplanmig ve kromatogramda ard arda pikler igin rezoliisyonun 1,5’ten biyiik oldugu

goriilmiistiir. Boylece analitlerin birbirinden uygun olarak ayrildig: ispatlanmistir.

Etken maddeler i¢in hedef derisimlerinin LOQ ile %120’si arasinda, safsizliklar igin ise
ICH rehberine gore raporlama seviyesinden (LOQ) spesifikasyon sinirinin %120’sine
kadar olan derisim araliginda en az 5 derisimde hazirlanan standartlarla ¢izilen kalibrasyon
dogrularmin korelasyon katsayilart 1 > r > 0.997 olarak hesaplanmistir. Boylece etken
madde ve safsizliklar i¢in, gelistirilen yontemin ICH rehberine gore belirlenen derisim

araliginda dogrusal oldugu goriilmiistiir.

Kabul edilebilir dogruluk ve kesinlik seviyesinde belirlenebilen en diisiik derisim olan
tayin alt limiti etofenamat i¢in 6,2x10° mg/mL, benzil alkol i¢in 4,7 x10™ mg/mL, benzil

nikotinat i¢in 5,4x10° mg/mL, etofenamat miristat igin 4,7x10° mg/mL, etofenamat
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palmitat i¢in 6,5x10” mg/mL, etofenamat stearat igin 6,5x10” mg/mL, benzaldehit i¢in
4,8x10®° mg/mL, flufenamik asit icin 6,5x10° mg/mL, dekarboksil i¢in 3,5x10° mg/mL,
dietilenglikol diflufenamat icin 5,6X10'5 mg/mL, flufenamik asit biitilester icin 8,8X10'5

mg/mL olarak hesaplanmustir.

Glin i¢i yontem kesinligi icin bagil standart sapma sonuglart %0.24 ile 2.02 arasinda olup

kabul edilebilir degerler arasindadir.

Ara kesinlik ¢alismalar1 ayn1 laboratuvarda, farkli giinlerde, farkli kisiler tarafindan, farkli
HPLC cihaz1 ile yapilmis ve ¢alisma sonuclari istatistiksel olarak degerlendirildiginde

sonuglar arasinda anlamli bir fark bulunmamustir (Cizelge 5.27-37).

Sonucun dogru veya dogru kabul edilen degere yakinligini gosteren ve yoOntemin
dogrulugunu ispatlayan yontemlerden biri olan geri kazanim galismalarinda, analitlere ait
ortalama geri kazanim sonuglart %91.5 — 102.6 arasinda olup kabul edilebilir sinirlar
icerisindedir. Ayrica gelistirilen yontem ile ticari krem numuneleri analiz edilmis ve
bulunan sonuglarla formiilasyon miktarlar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark

olmadig1 goriilmiistiir (Cizelge 5.40).

Tiim validasyon sonuclari1 degerlendirildiginde; hizli, se¢ici, kesinligi ve duyarliligr yiliksek
bir tayin yontem gelistirilmistir. Gelistirilen yontem, etofenamat, benzil alkol ve benzil
nikotinat iceren krem formiilasyonundaki farmasotik preparatlarin rutin kalite kontrol

analizlerinde kolay, hizli, se¢ici ve duyarl bir yontem olarak uygulanabilir.
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