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¥ZET 

 

Bu alēĸmada ok yaygēn kullanēma sahip bir kas gevĸetici olan 8 mg tiyokolĸikosid 

ieren tablette ºz¿nme hēzē testi HPLC`den UPLC`ye transfer edilmiĸ ve metot 

validasyonu yapēlmēĸtēr. ¢ºz¿nme hēzē (dissolusyon) testi ilacēn mide veya baĵērsak 

ortamēndaki performansēnēn laboratuvar koĸullarēnda incelenmesine imkan saĵlayan  

ºnemli bir testtir. Ķla aktif maddesinin belli bir s¿re sonunda ºz¿nen y¿zde miktarē 

olarak sonu verir. Analitik metot validasyonu, metodun g¿venilirliĵini kanētlayan 

uluslararasē bir zorunluluk ve aynē zamanda laboratuvarda kalite g¿vencenin ºnemli bir 

basamaĵēdēr. Bu alēĸmada ºncelikle analitik metot UPLC`ye uyarlanmēĸ ve validasyon 

parametreleri test edilmiĸtir. ¢alēĸmalar sonucunda yeni ºz¿nme hēzē metodunun kesin, 

doĵrusal, doĵru, seici ve stabil olduĵu gºsterilmiĸtir. Ayrēca yeni metot UPLC 

tekniĵinin avantajlarē sayesinde zamandan ve ºzelti kullanēmēndan olduka fazla 

tasarruf saĵlamaktadēr. 

Anahtar sºzc¿kler: Metot validasyonu, UPLC, ¢ºz¿nme Hēzē Testi, Tiyokolĸikosid. 
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ABSTRACT 

 

In this study the dissolution test of the 8 mg thiocolchicoside tablets which is a widely 

used muscle relaxant transferred from HPLC to UPLC and validated. Dissolution test is 

a fundamental analysis that gives the opportunity to examine a drug`s performance in 

gastrik or intestinal medium at laboratory conditions. This test gives the per cent of the 

dissolved amount of a drug`s active after a certain time. Analytical method validation is 

an international necessity that proves the reliability of the method and also an important 

step of the quality assurance of laboratory. In this study first of all analytical method 

adapted to UPLC and then validation parameters performed. As established from the 

data, the new method is precise, linear, accurate, selective and robust, hence stands 

validated. Besides the new method reduces the consumption of solvents considerably 

and shortens the time of analysis. 

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

 

      Farmasotik geliĸtirme;  terapºtik  bir kimyasalēn  tanēmlanmasēyla, ila olarak 

sunulmasē ve rutin kullanēmē arasēnda yer alan ºnemli bir aĸamadēr. Geliĸtirme 

alēĸmalarē laboratuvar ºlekli sentez aĸamasēndan ¿retim boyutuna gemek ve dozaj 

formunun belirlenmesi gibi birok basamaĵē iermektedir. Analitik kimya bu 

aĸamalardaki deĵiĸimlerin ¿r¿n kalite ve tutarlēlēĵēna olan etkilerini anlamada ok 

ºnemli bir role sahiptir. HPLC (Y¿ksek performanslē sēvē kromatografi ) bu amala 

kullanēlan temel analitik tekniktir. ¢ok g¿venilir ve yeterli bir teknik olmasēna karĸēn 

geliĸtirilmeye aēktēr  (Wren ve Tchelitcheff 2006).  

      Van Deemter eĸitliĵinden kromatografik prosesin etkinliĵinin partik¿l boyutu 

k¿¿ld¿ke arttēĵē bilinen bir gerektir. K¿¿k partik¿l apē teorik plaka y¿ksekliĵini 

azaltmakta dolayēsēyla ayrēmēn etkinliĵi artmaktadēr. Standart HPLC`lerde partik¿l 

boyutu k¿¿k kolonlar kullanmak y¿ksek basēnca sebep olmaktadēr. Y¿ksek basēnca 

dayanēklē ĸekilde dizayn edilen UPLC ( Hēzlē sēvē kromatografi) bu dezavantajlarē yok 

eden, analiz s¿resi ve ºzelti kullanēmēnē azaltan yeni bir tekniktir. (Nov§kov§ ve ark. 

2006) 

      Tiyokolĸikosid aĵrē kesici ateĸ d¿ĸ¿r¿c¿ etkileri olan bir kas gevĸetici ajandēr. 

Romatizmal, ortopedik ve travmatolojik hastalēklarēn ve kas spazmlarēnēn tedavisinde 

kullanēlmaktadēr. Ķlata ºz¿nme hēzē testi kalite kontrol ve biyoeĸdeĵerlik alēĸmalarē 

kapsamēnda yapēlmaktadēr. Ayrēca ila geliĸtirme s¿recinde de faydalē bilgiler 

saĵlamaktadēr. (Dokoumetzidis ve Macheras 2006) 

      Bu alēĸmada HPLC ile yapēlan tiyokolĸikosid ºz¿nme hēzē testinin UPLC`ye 

transfer edilmesi ve metot validasyonun yapēlmasē amalanmēĸtēr. 
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1.KURAMSAL TEMELLER  

 

1.1. Botanik Bilgi  

 

      Colchicum autumnale L. (Liliaecae) t¿r¿ orta ve g¿ney avrupada yetiĸmektedir. 

T¿rkiye`de ise bulunmamaktadēr. Bununla beraber Colchicum cinsinin T¿rkiye`de 

yayēlēĸē saptanan 22 t¿r¿ bulunmaktadēr. (Davis P.H, 1984) Bu t¿r  10-30 cm 

y¿kseklikte otsu ve soĵanlē bir bitkidir. ¢iekler sonbaharda yaprak ve meyvalar ise 

ilkbaharda meydana gelir. ¢iekler altē paralē morumsu pembe renklidir. Meyva ok 

tohumlu bir kaps¿ld¿r.  

      Bitki zehirli alkaloid ve glikozidler taĸēmalarē nedeniyle insanlar ve hayvanlar iin 

tehlikelidir. Bitkinin tohumlarēnda yaĵ, reine, tanen, ĸeker, bir glikozid ve alkaloidler 

bulunmaktadēr. Toplam alkaloidlerin miktarē % 0.3-1.2`dir. Alkaloidlerin en ºnemlisi 

kolĸisindir. Bu alkaloid benzosiklo-heptano-tropolon ekirdeĵi taĸēr. Azot halkanēn 

dēĸēndadēr. Tohumlarda aynē ekirdeĵi taĸēyan diĵer alkaliodlerde bulunmaktadēr. 

Bunlar birbirlerinden ok az farklēdērlar. Bu alkaloidler azotu asetil ile baĵlē olanlar ve 

baĵlē olmayanlar gibi 2 b¿y¿k gruba ayrēlabilirler. Bu nedenle iĵdem tohumu 

alkaloidleri nºtral fenolik alkaloidler ( kolĸisin grubu alkaloidler) ve bazik alkaloidler 

(demekolsin grubu alkaloidler) sēnēflandērēlēr. Colchicum  alkaloidleri A, B, C, D, E, F 

ve U maddeleri olarak isimlendirilirler. ¥rneĵin A maddesi colchicin, F maddesi ise 

demekolsini gºstermektedir. ¢iĵdem tohumundan kolĸikosid adē verilen bir glikozid 

izole edilmiĸtir. Hidroliz sonucunda glikoz ve dimetil kolĸisini verir (Tanker, 1973; 

Baytop, 1974).   

Kolĸisin tarēmda poliploidlerin eldesinde ve h¿cre bºl¿nmesine engel olduĵu 

iin bazē t¿mºrlerin tedavisinde kullanēlmēĸtēr. Ancak toksik bir madde olduĵu iin 

uygulama alanē bulamamēĸtēr. Romatizma, artrit ve gut hastalēklarēnda etkili olan 

maddenin kolĸikosid olduĵu belirlenmiĸtir (Baytop 1974). Colchicum alkoloidleri ve 

glikozidleri ¢izelge 1.1.1. ôde gºsterilmektedir.  
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¢izelge 1.1.1. Colchicum alkoloidleri ve glikozidleri (Rosso ve Zuccaro 1998ôden). 

Bileĸikler R1 R2 X 

Kolĸisin CH3 CH3 O 

Kolĸikosid glukozil CH O 

Tiyokolĸisin CH3 CH3 S 

N-formyl-N-deacetyl 

tiyokolĸisin CH3 H S 

3 O-demethyl tiyokolĸisin H CH3 S 

Tiyokolĸikosid glukozil CH3 S 

N-formyl-N-deacetyl 

tiyokolĸikosid glukozil H S 

 

 

 

ķekil 1.1.1. Colchicum alkoloidleri molek¿ler yapēsē (Rosso ve Zuccaro 1998ôden) 

Form¿llerdeki R1, R2 ve X`ler  izelge 1.1.1.  ̀de verilmiĸtir.  

 

 

ķekil 1.1.2. Colchicum autumnale L. (http://www.cbgarden.org/blog/index.php/tag/fall-

lecture, 2010)  

http://www.cbgarden.org/blog/index.php/tag/fall-lecture
http://www.cbgarden.org/blog/index.php/tag/fall-lecture
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1.2. Tiyokolĸikosid Hakkēnda Bilgi 

   

      Tiyokolĸikosid, g¿z iĵdemi bitkisinde doĵal olarak bulunan bir glukozid olan 

kolĸikosidin sentetik s¿lf¿r t¿revidir. (Sutherland ve ark. 2002) Spesifik bir gama-

aminob¿tirik asit reseptºr¿ inhibitºr¿d¿r. Farmakolojik olarak kas gevĸetici etkiye sahip 

bir ¿r¿nd¿r. Merkezi sinir sisteminden kaynaklanan kasēlmalarē azaltēr veya ortadan 

kaldērēr. 4 ve 8 mg `lēk iki dozda ¿retilmektedir. Literat¿rde tiyokolĸikosid ile ilgili 

bulunan kromatografik alēĸmalar sēnērlēdēr. 1998 yēlēnda yayēnlanan bir alēĸmada 

kolĸisin familyasēndan olan alkaloidler ters faz HPLC ile belirlenmiĸtir. Tiyokolĸikosid 

molek¿l¿n¿n yapēsē ĸekil 1.2.1.`te gºr¿ld¿ĵ¿ gibidir. 

 

 

ķekil 1.2.1. Tiyokolĸikosid molek¿l¿n¿n yapēsē (Sutherland ve ark. 2002ôden). 

 

Bu alēĸmada gradient bir ters faz HPLC metodu geliĸtirilerek alkaloid karēĸēmē analiz 

edilmiĸtir. (Rosso ve Zuccaro 1998)  

      Diĵer bir alēĸmada ise tiyokolĸikosid plazma miktarēnēn belirlenmesi iin  katē faz 

ekstraksiyon yºntemi kullanan bir LC-MS-MS (Sēvē kromatografi-K¿tle spektrometresi- 

K¿tle spektrometresi)  metodu geliĸtirilmiĸtir. 8 mg tiyokolĸikosid alan gºn¿ll¿ 

deneklerin plazma ºrneklerine metot uygulanmēĸ ve ok d¿ĸ¿k konsantrasyonlarda 

sonular bulunmuĸtur. (0,3 ng/mL altēnda) Buradan tiyokolĸikosidin v¿cuda 

alēnmasēndan sonra ok hēzlē bir ĸekilde metabolize olduĵu tesbit edilmiĸ ve en b¿y¿k 

metaboliti olan 3-desmetiltiyokolĸisin molek¿l¿n¿n plazmada miktarē belirlenebilecek 

bir konsantrasyonda olduĵu ortaya ēkmēĸtēr. (Sutherland ve ark. 2002) 
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      2010 yēlēnda yayēnlanan bir alēĸmada kombine diklofenak sodyum ve 

tiyokolĸikosid ieren farmasotik bir ¿r¿nde miktar tayini iin spektrofotometrik analiz 

yºntemi geliĸtirilmiĸtir ve valide edilmiĸtir. Diklofenak sodyum iin 5-30 Õg/mL 

tiyokolĸikosid iin ise 10-60 Õg/mL deriĸim aralēĵē Beer-Lambert yasasēna uyum 

gºstermiĸtir.  ( Sengar ve ark. 2010 ) 

      Diĵer bir alēĸmada kaps¿l formlu tiyokolĸikosid ieren farmasotik bir ¿r¿nde 

miktar tayini iin iki farklē spektrofotometrik analiz yºntemi geliĸtirilmiĸ ve valide 

edilmiĸtir. Ķlk metot tiyokolĸikosidin 259. 8 nm`de maksimum absorbans gºstermesine 

dayanarak geliĸtirilmiĸtir. 2. metotda ise 249.8 ï 269.8 nm arasēnda eĵri altēndaki alan 

yºntemiyle geliĸtirme yapēlmēĸtēr. Her iki yºntemde 5-50 Õg/ml deriĸim aralēĵēnda  

Beer-Lambert yasasēna uyum gºstermiĸtir. ( Joshi ve Gupta 2010 )  

      Diĵer bir alēĸmada tiyokolĸikosid ve ketoprofen ieren farmasotik ¿r¿nde miktar 

tayini iin yine 2 farklē spektrofotometrik analiz yºntemi geliĸtirilmiĸ ve valide 

edilmiĸtir. Ķlkinde 1.t¿rev yºntemi kullanēlarak tiyokolĸikosid iin 233.0 nm, ketoprofen 

iin 243.0 nm dalga boyu seilmiĸtir. 2. yºntem olarak absorbans d¿zeltme yºntemi 

kullanēlarak 372.0 nm ve 260.0 nm olmak ¿zere 2 dalga boyunda ºl¿m yapēlmēĸtēr. Ķlk 

dalga boyunda sadece tiyokolĸikosid absorbans vermektedir. Ķkinci dalga boyunda ise 

her iki maddede absorbans vermektedir. Ķlk yºntemde tiyokolĸikosid iin doĵrusallēk 

aralēĵē 3-15 Õg/ml iken ketoprofen iin 12-60 Õg/ml`dir. 2. yºntemde ise bu aralēklar 

sērasēyla 1-5 Õg/ml ve 10-50 Õg/ml olmaktadēr. ( Wankhede ve ark. 2010 ) 

      2010 yēlēnda yayēnlanan diĵer bir alēĸmada ise yine kombine  tiyokolĸikosid- 

lornoxicam ieren tablette miktar tayini iin ters faz bir HPLC yºntemi geliĸtirilmiĸ ve 

valide edilmiĸtir. Hareketli faz olarak 45:55 oranēnda pH 7.3 tampon / metanol karēĸēmē 

1.5 ml/dk akēĸ hēzēnda kullanēlmēĸtēr. Ķnertsil ODS C18 ºzellikte 250 mm boyunda 4.6 

mm i aplē ve 5 Õm partik¿l boyutlu kolon ile 290 nm dedektºr dalga boyunda analiz 

gerekleĸtirilmiĸtir. Metot ila otoritesi kurallarēna gºre valide edilmiĸtir. ( Bhavsar ve 

ark. 2010 )  

       

1.3. Ķla End¿strisinde ¢ºz¿nme Hēzē Testi  

 

      Ķla kullanēmēnda en yaygēn dozaj formu tablet formudur. Bunun nedenleri arasēnda 

diĵer formlara nazaran formulasyon stabilitesine ve kolay ¿retim prosesine sahip olmasē 
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yer almaktadēr. Ķlacēn hastaya g¿venli bir ĸekilde ulaĸmasē gerektiĵinden ilata kalite 

kontrol testleri ok ºnemlidir. Her ¿r¿n lotunun test edilmesi ve ¿r¿n¿n kalitesinin test 

sonularēna gºre deĵerlendirilmesi gereklidir. Farmasotik end¿stride tabletlerin salēnēmē 

yani ºz¿nmesi g¿venlik ve iĸlevselliĵini kanētlamak iin yapēlan en ºnemli 

testlerdendir. Ķla salēnēmē ºz¿nme hēzē (dissolusyon) testi ile ºl¿lmektedir. ¢ºz¿nme 

hēzē testinde, bir  ortamda ºz¿nen toplam ila etken maddesi miktarē zamanēn 

fonksiyonu olarak ºl¿l¿r. ( Paakkuna ve ark. 2009)  

 

 

1.3.1 Tarihesi 

 

      Ķlata katē formlarēn geliĸtirilmesinden bu yana bir asēr gemesine raĵmen yaklaĸēk 

50 yēl ºncesinde  ºz¿nme hēzē testinin ºnemi bilim adamlarē tarafēndan farkedilmiĸtir. 

Bu arada 19.y¿zyēlēn sonlarēndan itibaren  ºz¿nme hēzē prosesi alēĸmalarē 

fizikokimyacēlar tarafēndan geliĸtirilmekteydi. Bu konuda yapēlan en temel araĸtērmalar 

ilala ilgili deĵildi, dolayēsēyla ilata ºz¿nme hēzē g¿ndeme geldiĵinde ºz¿nme hēzē 

prosesinin temel yasalarē mevcuttu. 1897 yēlēnda  profesºr  Noyes ile  Whitney  beraber 

ilk ºz¿nme hēzē deneylerini gerekleĸtirdiler ve `Katē maddelerin kendi 

solusyonlarēnda ºz¿nme hēzē`adlē bir makale yayēnladēlar. ( Noyes ve Whitney 1897) 

Ķki az ºz¿nen bileĸiĵin benzoik asit ve kurĸun kloritin ºz¿nme hēzē testini 

gerekleĸtirdiler. Kullandēklarē materyalleri cam silindirler iinde  su ieren beherlere 

daldērdēlar ve silindirleri sabit bir sēcaklēkta belli bir dºnme hēzēna ayarladēlar. 

Baĸlangētaki konsantrasyon ile doymuĸ ºzeltinin konsantrasyonu arasēndaki farkēn 

ºz¿nme hēzē ile orantēlē olduĵunu gºrd¿ler. Bu durum matemetiksel olarak gºsterimi 

aĸaĵēdaki gibidir. Eĸitlikte dC/dt ºz¿nme hēzē, C baĸlangē deriĸimi ve CS doymuĸ 

ºzelti deriĸimidir. k deĵeri bir sabittir. 

 

dC/dt =k (CS ï C )                                                                                                 (1.3.1.1) 
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ķekil 1.3.1.1. Benzoik asit ve kurĸun kloritin ºz¿nme hēzē eĵrisi  

 (Dokoumetzidis ve Macheras 2006). 

 

Bileĸikler ortamē doyuracak miktardan daha fazla olduĵundan ºz¿nme hēzē testi 

boyunca y¿zeyleri sabit kalmēĸtēr. Bu alēĸma ile ºz¿nme  sērasēnda katē y¿zeyinde 

ince bir dif¿zyon tabakasēnēn oluĸtuĵu ve molek¿llerin bu tabakadan geerek sulu 

ortama dif¿ze olduĵu gºsterilmiĸtir. 

      Bir sonraki geliĸme 1900 yēlēnda Brunner ve Tolloczko tarafēndan 

gerekleĸtirilmiĸtir. Yaptēklarē bir dizi deney sonucunda ºz¿nme hēzēnēn ayrēca y¿zeye, 

karēĸtērma hēzēna, sēcaklēĵa, y¿zeyin yapēsēna ve aparatēn d¿zenine baĵlē olduĵunu 

gºstermiĸlerdir. Eĸitlik 1.2.1.1`i geliĸtirerek aĸaĵēdaki eĸitliĵi ortaya ēkardēlar. 

dC/dt = k1S  (CS ï C )                                                                                            (1.3.1.2) 

Burada S y¿zey alanēdēr. Bu alēĸma Walther Nernst`in teorik alēĸmasēyla beraber 

yayēnlandē. 1904 yēlēnda Nernst ve Brunner`in yaptēĵē bu yayēnēn en ºnemli sonucu 

dif¿zyon tabakasē oluĸumuna ve Ficks`in 2. yasasēna dayanan Nernst- Brunner 

eĸitliĵinin bulunmasēdēr. 

dC/dt =DS/Vh (CS ï C )                     (1.3.1.3) 
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Eĸitlikte D dif¿zyon katsayēsē,h dif¿zyon tabakasēnēn kalēnlēĵē ve V dissolusyon 

ortamēnēn hacmidir. 

      1931 yēlēnda Hixson ve Crowell S deĵerini aĵērlēĵa (w) gºre ifade ederek w
2/3

 

deĵerine orantēlē olduĵunu gºsterdiler. Bºylece eĸitliĵin kompakt materyallere 

uygulanabilir olduĵunu kanētladēlar. Buradan ºzetle aĸaĵēdaki eĸitliĵi buldular. 

w0 
1/3

 ï w
1/3 

 = k2t                                                                                                  (1.3.1.4) 

w0  baĸlangē aĵērlēĵē ve k2 sabittir. 

      ¢ºz¿nme prosesinin fiziksel aēklamasē iin dif¿zyon tabakasē modeli dēĸēnda 

1950`lerde iki alternatif model daha geliĸtirilmiĸtir. Dif¿zyon yerine y¿zeyler arasē 

taĸēmayē esas alan bariyer modelinde y¿ksek aktivasyon enerji seviyesi ilk modele gºre 

sēnērlayēcē bir ºzelliktir. Danckwerts`in 1951` de ortaya attēĵē 3.  modele gºre devamlē 

yenilenen makroskopik solvent paketikleri katē y¿zeyine ulaĸmakta molek¿lleri 

absorblamakta ve ºzeltiye taĸēmaktadēr. Ķn vitro ºz¿nme hēzē alēĸmalarēndaki 

geliĸmelere raĵmen farmasotik alanda kullanēmē 1950`lerin baĸlarēna kadar olmamēĸtēr. 

O zamana kadar ilacēn in vivo yararlanēmēnē deĵerlendirmek iin tabletin 

dezentegrasyonunun yeterli olduĵu d¿ĸ¿n¿lmekteydi. Ķlk resmi dezentegrasyon testi 

Ķsvire farmakopisinde 1934 yēlēnda yayēnlandē. USP` de (Amerika Birleĸik Devletleri 

Farmakopisi) ise 1950 yēlēnda 14.baskēda dezentegrasyon testine yer verildi. Ortam 

olarak 37 ÜCô de su kullanēlmaktaydē. Daha sonraki yēllarda dezentegrasyon ortamē 

olarak daha gereki koĸullar ºrneĵin simule gastrik sēvēlar kullanēldē. 1948 yēlēnda 

yayēnlanan Filleborn`un metodu olduka kapsamlēydē. Ķn vivo koĸullarē simule eden 

mide ortamē kullanmēĸtēr. ¢alēĸmasēnda belli pH `da besin maddesi varlēĵēnda peristaltik 

hareketleri taklit etmiĸtir. 1950`lerin baĸēnda ilacēn fizyolojik yararlanēmēnē 

deĵerlendirmek iin sadece dezentegrasyon testinin yeterli olmayacaĵē anlaĸēlmēĸtēr. 

      1951 yēlēnda Edward, katē ila formlarēnēn gastrointestinal sistemden absorplanmasē 

prosesinin hēzlē olmasē durumunda ºz¿nme hēzēnēn ilacēn v¿cutta daĵēlēmēnē kontrol 

eden bir basamak olduĵunu belirtmiĸtir. Nelson ise 1957 yēlēnda oral yoldan alēnan 

teoflin tuzlarēnēn  kandaki seviyelerinin in vitro ºz¿nme hēzē testi ile baĵlantēlē 

olduĵunu gºstermiĸtir. 1960-1970 yēllarē arasēnda bu konuyla ilgili ok sayēda alēĸma 

yapēlmēĸtēr. 60` larēn sonunda ¿r¿n formulasyonlarēndaki farklēlēklarēn ilacēn cevap 

verme s¿resi  ve ĸiddetinde b¿y¿k farklēlēklara neden olacaĵē analaĸēlmēĸtēr. Bu esnada 

biyoyararlanēm terimi bir ilactan farmakolojik olarak ne derece yararlanēldēĵēnē yada 
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baĸka bir deyiĸle bir dozun ne kadarēnēn genel sirk¿lasyona katēldēĵēnē belirtmek iin 

kullanēlmēĸtēr. 1971 yēlēnda farklē formulasyonlarēn serum digoxin seviyeleri incelenmiĸ 

ve birbirinden 7 kat farklē sonular bulunmuĸtur. Bu durum FDA` i (Amerika Gēda ve 

Ķla Dairesi)  harekete geirmiĸ ve  1972 Amerika` sēnda piyasada bulunan 32 ¿reticinin 

44 lot ¿r¿n¿ detaylē dissolusyon alēĸmasēna tabi tutulmuĸ ve aralarēnda b¿y¿k farklar 

olduĵu tespit edilmiĸtir. 

      1970` lere gelindiĵinde farmokopilerde tablet ve kaps¿l formlarē iin dissolusyon 

testi gerekliliĵi yer almaya baĸlamēĸtēr. 35 yēldēr biyoyararlanēm ve kalite kontrol amalē 

olarak dissolusyon testi gerekleĸtirilmektedir. Bu geliĸmelerin sonucu olarak 1970`de 

sepet yºntemi denilen USP aparat 1 ilk resmi dissolusyon test yºntemi olarak USP de 

yer almēĸtēr. Daha sonra bunu 1978 yēlēnda palet yºntemi (USP aparat 2) 1991 yēlēnda 

uzun salēnēmlē ilalar iin inip ēkabilen silindir yºntemi (USP aparat 3) ve 1995 yēlēnda 

akēĸ geiren h¿cre (USP aparat 4) izlemiĸtir (Dokoumetzidis ve Macheras 2006). 

 

1.3.2 ¢alēĸma prensibi 

 

      ¢ºz¿nme hēzē testi ¿r¿n¿n v¿cutta emilmeden ºnce baĸēna gelen olaylarē v¿cut 

dēĸēnda taklit etmeye ve ºngºrmeye olanak verir. Ķlacēn mide veya baĵērsak ortamēndaki 

performansēnēn yapay koĸullar altēnda doĵrudan gºzlemlenmesine olanak veren basit ve 

anlamlē bir yºntemdir. ¢ºz¿nme hēzē testinin sonucu belirli bir s¿rede belli zaman 

noktalarēnda ila aktifinin ºz¿nen y¿zde miktarē olarak raporlanēr.  

( http://www.tfd.org.tr/TFD_kongre_2007/tfd2007_14_Kayaalp.pdf ) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

http://www.tfd.org.tr/TFD_kongre_2007/tfd2007_14_Kayaalp.pdf
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¢ºz¿nme hēzē test cihazē ĸekilde gºr¿lmektedir. 

 

 

ķekil 1.3.2.1. ¢ºz¿nme hēzē test cihazē 

 

Cam kaplar ¿r¿n¿n ºz¿neceĵi sēvēyē iermektedir. Karēĸtērma aparatē olarak USP de 

tanēmlanmēĸ eĸitlerden en yaygēn kullanēlanlarē ĸekil 1.2.2.2.  ve 1.2.2.3. `de  

gºr¿lmektedir. 
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ķekil 1.3.2.2. ¢ºz¿nme hēzē testi palet aparatē 

 

 

 

ķekil 1.3.2.3. ¢ºz¿nme hēzē testi sepet aparatē 

 



12 

 

  

 

Test sonunda alēnan numuneler spektrofotometrik yada kromatografik yollarla analiz 

edilir. 

 

1.4. Kromatografinin Tarihesi 

 

      21 mart 1903 tarihinde Tswett`in  ËAdsorpsiyon olgusunda yeni bir kategori ve 

biyokimyasal analize uygulamalarē` baĸlēklē konferansē g¿n¿m¿zde en ok kullanēlan 

kromatografik teknik olan sēvē kromatografinin baĸlangē noktasē sayēlmaktadēr. (Tswett 

1903)  Kromatografi ile ilgili yayēnladēĵē en ºnemli makalede klorofilleri kromatografik 

yolla ayērmēĸ ve kromatogram terimini tanēmlamēĸtēr. Daha sonra 25 yēllēk bir durgunluk 

s¿recinin ardēndan organik kimyacēlarēn doĵal ¿r¿nlere olan ilgisinin artmasē ile 

kromatografi yeniden keĸfedilmeye baĸlanmēĸtēr. 

      Kromatografinin ºneminin artmasēyla bu konuda daha fazla alēĸma yapēlmaya 

baĸlanmēĸ ve kromatografi olayēnēn aēklamada denge teorisini uygulayan ilk teorik 

yaklaĸēmlarē ieren yayēnlar basēlmēĸtēr. 

      Tswett`in g¿n¿m¿zde normal faz kromatografi olarak adlandērēlan tekniĵi suda 

ºz¿nen analitlerin ayrēlmasē sºz konusu olduĵunda baĸarēlē olamamaktaydē. Bu durum 

1941 yēlēnda  daĵēlma kromatografisi yani sēvē-sēvē kolon kromatografisinin Martin ve 

Synge tarafēndan keĸfine neden oldu. Yayēnladēklarē alēĸmada teorik plaka y¿ksekliĵi 

terimini kullanmēĸlardēr. Ayrēca bu alēĸmada hareketli fazēn gaz da olabileceĵinden 

bahsedilerek gaz-sēvē kromatografisinin temelleri atēlmēĸtēr. Kolon kromatografisi 

yaygēn bir ĸekilde kullanēlmamēĸtēr. Bunun sebebi muhtemelen sabit fazēn hareketli faz 

tarafēndan fiziksel olarak s¿r¿klenmesi ile metodun stabil olmamasēydē. Martin ve 

meslektaĸlarē ayrēca ilk mikro analitik teknik olan kaĵēt kromatografisinide 

geliĸtirmiĸlerdir. Ķnce tabaka kromatografisin doĵmasēyla yavaĸ bir teknik olan kaĵēt 

kromatografisi gºzden d¿ĸm¿ĸt¿r. Cam plaka ¿zerine ince bir tabaka halinde adsorbent 

uygulanmasē ile yapēlan bu teknik Rusya`da keĸfedilmiĸtir. Daha sonralarē ince tabaka 

kromatografisi organik ve farmasotik laboratuarlarda standart bir analitik teknik olarak 

yerini almēĸ ve kolaylēĵē ve hēzē nedeniyle tam olarak diĵer metotlarla yer 

deĵiĸtirmemiĸtir. Dezavantajlarēna karĸēn kalitatif ve yarē kantitatif alēĸmalar iin 

kullanēlmaya devam etmektedir. Gaz kromatografisinin petrokimya ile eĸ zamanlē 
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y¿kselmesiyle birlikte kromatografik prosesin teorik tanēmēna ve fizikokimyasal 

ºzelliklerine kinetik bakēĸ aēsēyla yaklaĸēlmēĸtēr. Dif¿zyon etkisi, denge koĸullarēnda 

k¿tle transferine gºsterilen diren ve kolonda molek¿llerin rastgele ilerlemesi gibi 

durumlar tanēmladēka van Deemter eĸitliĵi ortaya ēkmēĸtēr. Bu eĸitlik,  kromatografik 

kolonun etkinliĵine molek¿ller arasē dif¿zyon, hareketli fazēn akēĸ hēzē, sabit faz 

kalēnlēĵē gibi ºzelliklerin nasēl etki ettiĵini tartēĸmamēza olanak saĵlamaktadēr. Bu 

dºnemde bilim adamlarē enstr¿mantal sēvē kromatografi ¿zerine araĸtērmalar yapmaya 

baĸlamēĸlardēr. Ķlk ºnceleri y¿ksek basēnlē sēvē kromatografi olarak adlandērēlan teknik 

daha sonra y¿ksek performanslē  sēvē kromatografi adēnē almaya baĸlamēĸtēr. ¢¿nk¿ 

kromatografik prosesin performansēnē etkileyen daha k¿¿k partik¿ller ve daha kēsa 

kolonlar kullanēlmaya baĸlanmēĸtēr. HPLC kēsaltmasēyla modern enstr¿mantal sēvē 

kromatografiler en yaygēn kullanēlan teknik haline gelmiĸtir.  

      Horv§th ve arkadaĸlarē 1966 yēlēnda Roma`daki kromatografi sempozyumunda 

n¿kleotitlerin ayrēlmasēnda iyon deĵiĸtiricilerin kullanēlmasēndan ilk kez 

bahsetmiĸlerdir. (Horv§th ve ark. 1967 )  

      Kromatografi ve HPLC konularēnda araĸtērmalar ve sempozyumlar son hēzēyla 

s¿rmeye devam ediyordu. 1970`lerin baĸēnda HPLC`nin bu derece ilerleyeceĵi tahmin 

edilememekteydi . Ancak gaz kromatografi ile organik bileĸiklerin % 20`sinden daha 

azēnēn ayrēlabileceĵi de biliniyordu. Sēvē kromatografide sabit ve hareketli faz eĸitliliĵi 

ve iki fazēn da ayrēmda aktif olmasē b¿y¿k bir seicilik potansiyeli saĵlamaktadēr. 

Bununla birlikte, ºnceleri daha b¿y¿k partik¿ller mevcut iken daha k¿¿k silika 

partik¿llerin geliĸtirilmesi ve kimyasal olarak modifiye edilmiĸ sabit fazlarēn kullanēmē 

HPLC d¿nyasēnda ºnemli bir adēm olmuĸtur. Ters faz sistemler sulu ortamdan direkt 

enjeksiyon yapēlabilmesini saĵlamēĸtēr. Kolonlar olduka stabil ve seiciydiler fakat 

kuvvetli bazik analitlerin ayrēlmasēnda sorun oluĸturabiliyorlardē. Ters faz 

kromatografide hareketli faz optimizasyonu olduka kolaydēr ¿nk¿ genellikle sulu ya 

da  organik faz oranēnē deĵiĸtirmek iĸe yaramaktadēr. Sabit fazēn veya analitin 

ºzelliklerini iyileĸtirmek de  pH deĵerini deĵiĸtirmek ya da deĵiĸik ajanlar ilave etmek 

gibi yollarla gerekleĸtirilebilmektedir. G¿n¿m¿zde partik¿l kimyasēndaki geliĸmeler 

sayesinde y¿ksek etkinlik saĵlanabilmektedir. 

      Farmasotik kimyanēn ihtiyalarē HPLC`nin geliĸiminde itici g¿ olmuĸtur. 

Farmasotik ¿r¿nlerin kalitesi HPLC analizlerinin kalitesi ile belirlenmektedir. 
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Kolonlarēn seiciliĵi ve etkinliĵi yalnēzca aktif madde ve ilgili bileĸiklerinim ayrēlmasē 

ve belirlenmesinde deĵil aynē zamanda ekipman kalite ve g¿venirliliĵinde de ºn 

koĸuldur. Avrupa farmakopisinde yer alan analiz gereklilikleri ancak HPLC yºntemi ile 

saĵlanabilmektedir.  

      HPLC, analitik kimyada son 40 yēlēn en b¿y¿k buluĸudur.  Laboratuar cihazlarē 

arasēnda terazi ve pH metrelerden sonra HPLC cihazlarē 3. sērayē almaktadēr.  

( Engelhardt 2004 )  

       

 

      1.5. Y¿ksek Performaslē Sēvē Kromatografi (HPLC) 

   

      1970`lerde Prof. Csaba Horv§th tarafēndan kullanēlan HPLC kēsaltmasē sēvē 

kromatografide gereken akēĸē saĵlamak iin y¿ksek basēncēn kullanēldēĵēnē iĸaret 

etmekteydi. Baĸlangēta pompalarēn sadece  500 psi (in kareye d¿ĸen pound)  [35 bar] 

basēn kapasitesi vardē. Bunlara y¿ksek basēnlē sēvē kromatografisi deniliyordu. 

1970`lerin baĸēnda teknolojide b¿y¿k geliĸmeler oldu. Yeni HPLC cihazlarē  6,000 psi 

[400 bar]  basēnca kadar ēkabiliyordu ve geliĸmiĸ enjektºr, dedektºr ve kolonlarla 

donatēlmēĸtē. HPLC 1970`lerin orta ve sonlarēnda ºnemli bir yer edindi. Bu s¿rete 

performanstaki geliĸmelerin (daha k¿¿k partik¿ller, daha y¿ksek basēn)  devam 

etmesiyle HPLC kēsaltmasē aynē kaldē fakat ismi y¿ksek performanslē sēvē kromatografi 

oldu.  

      Y¿ksek performanslē sēvē kromatografi g¿n¿m¿zde analitik kimyanēn en ºnemli 

aralarēndandēr. Sēvēda ºz¿nebilen herhangi bir numunedeki bileĸenleri ayērma, tanēma 

ve miktarēnē belirleme kapasitesine sahiptir. G¿n¿m¿zde ppt ( trilyonda bir kēsēm)  

seviyesinde eser konsantrasyona sahip bileĸikler bile kolayca tanēmlanabilmektedir. 

HPLC farmasºtik, gēda, kozmetik,evre ve end¿striyel gibi birok alanda 

kullanēlmaktadēr.  
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1.5.1. ¢alēĸma mekanizmasē 

 

 

 

ķekil 1.5.1.1.  HPLC alēĸma mekanizmasē 

 

 

      ķekil 1.5.1.1. den  bir numunede bulunan bileĸiklerin ayrēmēnēn nasēl gerekleĸtiĵi 

kolayca anlaĸēlabilir. Hareketli faz kolona soldan girer partik¿l yataĵē boyunca geer ve 

saĵdan kolonu terk eder. ķekil 1.5.1.2. `te  enjeksiyon anēndaki kolon gºr¿lmektedir. 

Burada numune sarē, kērmēzē ve mavi boyalarēn bir karēĸēmēdēr ve siyah bir band 

ĸeklinde kolon giriĸinde gºr¿lmektedir. Birka dakika sonra her bir bileĸen farklē 

hēzlarda hareket eden bantlara ayrēlmaktadēr. ¢¿nk¿ her bir analiti ekmek iin mobil 

faz ile sabit faz arasēnda bir yarēĸ sºz konusudur. Sarē renkli bandēn en hēzlē hareket 

eden olduĵu ve kolondan ēkmak ¿zere olduĵu gºr¿lmektedir. Bu bileĸen hareketli faz 

ile daha ok etkileĸim iine girmiĸtir. Bu y¿zden mobil fazēn hēzēna yakēn bir hēzda 

hareket etmiĸtir. Mavi boya bandē sabit faz ile daha ok etkileĸime girmiĸtir. Dolayēsēyla 

kolonu en son terk etmiĸtir. Her bir bileĸen farklē hēzlarda hareket ettiĵinden 

kromatografik olarak ayrēlabilmektedirler. 

 



16 

 

  

 

ķekil 1.5.1.2. Kromatografik kolonun alēĸmasē 

 

       Ayrēlan bileĸenler kolondan ēktēktan hemen sonra dedektºre gelirler. Dedektºr her 

bir ayrēlmēĸ bileĸeni hareketli faz referansēna karĸē dedekte eden bir akēĸ h¿cresine 

sahiptir. Uygun bir dedektºr  her bir bileĸenin varlēĵēnē algēlayabilecek hassasiyete 

sahiptir ve bileĸene karĸēlēk gelen elektriksel sinyali bilgisayar data sistemine 

gºndermektedir. Dedektºr analiz edilmek istenen maddenin karakteristik ve 

konsantrasyonuna gºre seilir. HPLC sisteminde oluĸan kromatografik ayrēmē temsil 

eden grafiĵe kromatogram denilmektedir. Data sistemi tarafēndan zamana karĸēlēk 

oluĸan piklerin grafiĵi izilir. Her bir pik farklē bir bileĸen iin dedektºr¿n cevabēnē 

temsil etmektedir. 
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ķekil 1.5.1.3. Piklerin ēkēĸē 

 

      Kolonda ayrēlan bir  bileĸen dedektºr akēĸ h¿cresinden gemeye baĸladēktan sonra 

oluĸan  elektriksel sinyal data sisteme gºnderilir ve ekranda sonu kromatogram 

gºr¿nmeye baĸlar. Kromatogram numune enjekte edilir edilmez d¿z bir izgi olarak 

baĸlar. Bu izgiye baseline denir ve dedektºr akēĸ h¿cresinden sadece saf hareketli faz 

getiĵi anlarē temsil etmektedir. Bileĸen akēĸ h¿cresinden getike daha g¿l¿ bir sinyal 

data sisteme gºnderilir. Numune karēĸēmēndaki analitin konsantrasyonuna baĵlē olarak 

bir pik oluĸur. Analit tamamen akēĸ h¿cresinden getikten sonra sinyal tekrar baseline 

seviyesine dºner. Numunedeki analitler sabit faz ve mobil fazla etkileĸimlerine gºre 

kolonu ºnce yada sonra terk ederek dedektºre giderler ve bir kromatogram oluĸtururlar. 

Aynē sisteme enjekte edilen referans standart ve numune kromatogramlarēndan her bir 

pik alēkonma zamanlarēnē karĸēlaĸtērarak bileĸenler kalitatif olarak tanēmlanabilmektedir. 
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ķekil 1.5.1.4. Tanēmlama 

 

      Tanēma iĸleminden sonraki ºnemli adēm numunede ne kadar analit olduĵudur. 

Dedektºr sinyali analit konsantrasyonuna karĸēlēk gelmektedir. Bir analit ne kadar 

konsantre ise sinyali o kadar b¿y¿kt¿r .  

 

 

ķekil 1.5.1.5. Tanēmlama ve miktar tayini 
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Bir pikin altēnda kalan alan o bileĸenin konsantrasyonunun ºl¿t¿d¿r. Bu alan deĵeri 

data sistemi tarafēndan otomatik olarak hesaplanēr. Referans standart pikinin verdiĵi 

alan deĵerinden numune konsantrasyonu hesaplanēr. ( Skoog ve ark. 2007 )  

 

1.5.2. Ayērma teknikleri  

 

      Genelde kimyasal bileĸiklerin ¿ temel karakteristiĵi kromatografik  ayrēmē 

gerekleĸtirmektedir. Bunlar 

Å Polarite 

Å Elektriksel y¿k 

Å Molek¿ler b¿y¿kl¿k 

      Bir molek¿l¿n yapēsē, aktivitesi ve fizikokimyasal karakteristiklerini bileĸiĵi 

oluĸturan atomlar ve arasēndaki baĵlar belirlemektedir. Bir molek¿lde bileĸiĵin 

ºzelliklerini belirleyen belli atomlarēn spesifik yerleĸimlerine fonksiyonel grup denir. 

Bu yapē genellikle bileĸiĵin polar ya da apolar olduĵunu gºstermektedir. Organik 

molek¿ller temel fonksiyonel gruplarēna gºre sēnēflara ayrēlmaktadēr. Polariteye 

dayanan bir ayrēmda farklē molek¿llerin relatif alēkonma zamanlarēnē daha ok  bu 

fonksiyonel gruplar belirlemektedir. 

 

ķekil 1.5.2.1. Analitin fonksiyonel grubuna gºre kromatografik polarite spekturumu 

 

Su (y¿ksek dipol momentli k¿¿k bir molek¿l) polar bir bileĸikken aromatik bir 

hidrokarbon olan benzen apolar bir molek¿ld¿r. Benzer polariteye sahip molek¿ller  
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birbirleriyle etkileĸime girmeye yatkēndērlar. Farklē polariteye sahip olanlar ise ok daha 

az etkileĸim iindedirler. Benzer benzeri eker  ilkesi polariteye dayanan 

kromatografinin temelini oluĸturur.  

       Farklē polariteye sahip sabit ve mobil faz seerek numunede var olan bileĸikler 

arasēnda bir yarēĸ gerekleĸtirilmektedir. Sabit faz polaritesine yakēn bileĸenler 

partik¿llerle daha g¿l¿ etkileĸim iinde olduklarē iin kolonu daha ge terk ederler. 

Aynē ĸekilde mobil faz polaritesine yakēn polariteye sahip olanlar ise daha hēzlē hareket 

ederler.  

 

 

ķekil 1.5.2.2. Hareketli faz polarite spektrumu 

 

ķekil 1.5.2.2. `deki skala genellikle kullanēlan solventleri relatif kromatografik 

polaritelerine gºre gºstermektedir.  

 

 

ķekil 1.5.2.3. Sabit faz polarite spektrumu 
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      Silika, asidik silanol gruplarē ieren aktif, hidrofilik (suyu seven) bir y¿zeye sahiptir. 

Skalanēn polar ucunda yer almaktadēr. Silika y¿zeyin polaritesi daha az polar gruplarēn 

baĵlanmasēyla modifiye edilebilmektedir. ķekildede gºr¿ld¿ĵ¿ gibi polariteyi d¿ĸ¿rmek 

iin cyanopropylsilyl- [CN], n-octylsilyl- [C8] ve n-octadecylsilyl- [C18, ODS], gibi 

fonksiyonel gruplar y¿zeye baĵlanabilir. C18 hidrofobik (su sevmeyen) apolar bir 

gruptur.  

      Analizci numune iin en iyi sabit ve mobil faz kombinasyonunu semelidir. 

 

1.5.2.1 Normal faz  HPLC 

       

      Tswett bitki ekstraktlarēnē ayērērken polar sabit faz ve daha az polar bir mobil faz 

kullanmēĸtēr. Bu klasik mod normal faz olarak adlandērēlmēĸtēr. ( Tswett 1906 )  

 

 

ķekil 1.5.2.1.1. Normal faz kromatografi  

 

ķekil 1.5.2.1.1.  bir normal faz kromatografik ayrēmē temsil etmektedir. Sabit faz silika 

iken mobil faz % 100 organik olup su iermemektedir. 

1.5.2.2 Ters faz  HPLC 

 

      Ters faz terimi normal fazdaki durumun tam tersini belirtmektedir. ķekilde 

gºr¿ld¿ĵ¿ ¿zere polar bir mobil faz ve apolar bir sabit faz kullanmaktadēr. 
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ķekil 1.5.2.2.1.Ters faz kromatografi 

 

G¿n¿m¿zde geniĸ bir kullanēm aralēĵē olduĵu iin HPLC alēĸmalarēnēn %75`i ters faz 

ayrēma dayanmaktadēr. Su ve  organik (asetonitril yada metanol ) karēĸēmē mobil faz ile 

C18 (ODS ) sabit faz en populer ters faz ikilisidir.  ( Skoog ve ark. 2007 ) 

 

1.6. Hēzlē Sēvē Kromatografi (UPLC) 

 

      2004 yēlēnda cihaz ve kolon teknolojisindeki geliĸmeler sayesinde sēvē 

kromatografide  rezolusyon, hēz ve hassasiyet parametrelerinde ºnemli ilerlemeler 

kaydedildi. Bu yeni performans d¿zeyine ēkmak iin daha k¿¿k partik¿ll¿ kolonlar 

[1.7 mikron] ve 15.000 psi ( 1000 bar) basēntaki mobil faza dayanabilecek ĸekilde  

dizayn edilmiĸ cihazlar gerekliydi. Bu yeni teknoloji Hēzlē Sēvē Kromatografi olarak 

adlandērēldē.         

      Y¿ksek performanslē sēvē kromatografi (HPLC) yaklaĸēk 30 yēldēr d¿nya apēnda 

t¿m laboratuvarlarda kullanēlan kanētlanmēĸ bir tekniktir. Bu tekniĵin ilerlemesinde 

kromatografik ayrēmē etkileyen dolgu maddelerinin  geliĸtirilmesi rol oynamēĸtēr. Plaka 

y¿ksekliĵi ve lineer akēĸ hēzē arasēndaki iliĸkiyi aēklayan van Deemter eĸitliĵi ile bu 

durum aēklanabilir. Partik¿l b¿y¿kl¿ĵ¿ deĵiĸkenlerden biri olduĵu iin van Deemter 

eĵrisi kromatografik performansē araĸtērmak iin kullanēlabilir. Bu eĸitliĵe gºre partik¿l 

b¿y¿kl¿ĵ¿ 2.5 ɛm ` nin (mikron) altēna indiĵi zaman etkinlikte ºnemli bir artēĸ 

olmaktadēr ve  artan akēĸ hēzē etkinliĵi azaltmamaktadēr. Daha k¿¿k partik¿ller 

kullanarak hēz ve pik kapasitesi (gradient ayrēmlarda birim zamanda ayrēlan pik sayēsē) 

yeni limitlere geniĸlemekte ve bu teknoloji Hēzlē Sēvē Kromatografi (UPLC ) adēnē 
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almaktadēr. Bu teknoloji k¿¿k partik¿ll¿ kolonlar kullanarak ve y¿ksek akēĸ hēzē 

saĵlayarak ¿st¿n rezolusyon ve hassasiyet avantajlarēna sahiptir. 

      Etkinlik UPLC nin temel ayrēm parametresidir. Temel rezolusyon eĸitliĵine 

bakēlacak olursa; 

 

RS = ı  ãN [ (Ŭ-1)/ Ŭ ] [ k/ 1+ k ]                                                                             (1.5.1) 

 

Rezolusyonun (RS) , teorik plaka sayēsēnēn (N)  karekºk¿ ile doĵru orantēlē olduĵu 

gºr¿lmektedir. Teorik plaka sayēsē ise partik¿l b¿y¿kl¿ĵ¿ ile ters orantēlēdēr. ¥rneĵin 

partik¿l b¿y¿kl¿ĵ¿ 5 ɛm`den 1.7 ɛm`ye indirilirse N ¿ kat ve rezolusyon ¿¿n 

karekºk¿ kadar artmaktadēr. N ayrēca pik geniĸliĵinin karesi ile ters orantēlēdēr.  

 

N Ŭ 1/ w
2                                                                                                   

(1.5.2) 

Buradan pikler ne kadar dar olursa onlarē birbirinden ayērmanēn daha kolay olduĵu 

gºr¿lmektedir. Ayrēca pik y¿ksekliĵi (H) , pik geniĸliĵi (w) ile ters orantēlēdēr. Partik¿l 

boyutu d¿ĸt¿ke N ve dolayēsēyla Rs artmakta bºylece hassasiyette y¿kselme olmakta 

daha uzun ve dar pikler elde edilmektedir. Daha dar pikler aynē zamanda daha fazla pik 

kapasitesi anlamēna gelmektedir. 

 

H Ŭ 1/w (1.5.3) 

 

      Van deemter eĸitliĵinden ēkarēlabilecek diĵer bir iliĸki partik¿l boyutu d¿ĸt¿ke 

maksimum N ye ulaĸmak iin optimum akēĸ hēzēnēn artmasēdēr. Fakat akēĸ hēzē ile basēn 

orantēlē olduĵundan k¿¿k partik¿ller ile alēĸmak iin y¿ksek basēnca dayanēklē bir 

sistem gerekmektedir. Analiz hēzē temel ama ise rezolusyon ve etkinlik daha da 

arttērēlabilir. Etkinlik kolon uzunluĵu ( L) ile doĵru, partik¿l boyutu (dp)  ile ters 

orantēlēdēr. 

 

N Ŭ L / dp                                                                                                                  (1.5.4)
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ķekil 1.6.1. Van deemter grafiĵi  

 ( Nov§kov§ ve Ark. 2006` dan )  

 

Dolayēsēyla rezolusyon kaybē olmadan kolon partik¿l boyutu ile aynē ĸekilde 

kēsaltēlabilir. K¿¿k partik¿ller sebebiyle ¿ kat fazla akēĸ hēzē ve kolon boyunun ¿ kat 

kēsalmasēyla rezolusyon korunurken analiz s¿resi 1/9 oranēnda azalmaktadēr. 

      UPLC teknolojisi iin 2 ɛm altēnda partik¿llerin geliĸtirilmesi ºnemli bir aĸamadēr. 

Silika bazlē partik¿ller mekanik olarak olduka dayanēklē iken kullanēm  pH aralēklarē 

sēnērlē kalmaktadēr. Bunun yanēnda polimerik kolonlar pH aēsēndan daha iyi olmakla 

beraber d¿ĸ¿k etkinlik gibi baĸka dezavantajlara sahiplerdir. Kolon ¿reticileri silica ve 

polimerik kolonlarēn avantajlarēnē birleĸtirerek hibrid kolonlar geliĸtirdiler. Daha sonra 

bu kolonlar UPLC ye uyumlu hale getirildi. BEH olarak adlandērēlan bu kolonda 

kºpr¿l¿ etil hibrid yapēsē mevcuttur. 1.7 ɛm partik¿ller mekanik stabilitelerini silika 

matrikse metil gruplarēnēn baĵlanmasēyla kazanmaktadērlar. 
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ķekil 1.6.2. Kºpr¿l¿ etil hibrid yapēsē 

(http://www.cosmoscience.org/Presentations_2006/HighTemperatureChromatographyH

ybridStationaryPhases.pdf ,  2010) 

 

      Partik¿llerin geliĸtirilmesi yanēnda cihaz ¿nitelerinin de yeni teknolojiye uygun 

olmasē gerekmektedir. Pompa y¿ksek basēnta d¿zg¿n ve tekrarlanabilir akēĸ 

saĵlayabilmelidir. 

Dedektºr¿n  analit pikini doĵru ve tekrarlanabilir ĸekilde integre etmesi iin birim 

zamanda okuduĵu veri hēzēnēn yeterince y¿ksek olmasē gerekmektedir. Dedektºr t¿r¿ne 

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

      Numune giriĸi ayrēca kritik bir konudur. Standart enjeksiyon valfleri manuel yada 

otomatik y¿ksek basēnca dayanēklē dizayn edilmemiĸlerdir. Kolonu basēn 

dalgalanmalarēndan korumak iin enjeksiyon prosesi d¿zg¿n  olmalēdēr. Ayrēca hēzlē bir 

enjeksiyon dºng¿ zamanē ve minimal taĸēmaya (carry over) sahip d¿ĸ¿k enjeksiyon 

hacmi UPLC hassasiyeti iin gereklidir. 

      UPLC sisteminde ikili seri akēĸ pompasē bulunmaktadēr. 4 solvent hattē ve solvent 

degaze etme ºzelliĵi vardēr. 2 ɛm altē partik¿llerden maksimum avantaj saĵlamak iin 

15000 psi basēn limitine sahiptir. Ķĵne iinde iĵne (needle-in-needle ) sistemi ile 

numuneleme yapmaktadēr. Ķkili bir yēkama ile beraber bir enjeksiyon dºng¿ zamanē 60 s 

dir. 65 ÜC` a kadar kolon ēsētabilmektedir. 

      Standart absorbans bazlē optik dedektºrler konsantrasyona karĸē duyarlēdēr 

dolayēsēyla UPLC iin akēĸ h¿cresi hacmi konsantrasyon ve sinyali korumak iin 

azaltēlmalēdēr. K¿¿k hacimli standart akēĸ h¿creleri de sinyal g¿c¿n¿n baĵlē olduĵu ēĸēk 

http://www.cosmoscience.org/Presentations_2006/HighTemperatureChromatographyHybridStationaryPhases.pdf
http://www.cosmoscience.org/Presentations_2006/HighTemperatureChromatographyHybridStationaryPhases.pdf
http://www.cosmoscience.org/Presentations_2006/HighTemperatureChromatographyHybridStationaryPhases.pdf
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yolu uzunluĵunu azaltmaktadēr fakat iletim  azalmakta ve g¿r¿lt¿ artmaktadēr. UPLC 

sisteminde bir optik fibere eĸdeĵer  ēĸēk ºnc¿l¿ akēĸ h¿cresi kullanēlmaktadēr. 10 mm 

ēĸēk yoluna ve yalnēzca 500 nL hacme sahiptir. ( SWARTZ , 2005) 

UPLC  ̀nin genel olarak bize saĵladēĵē avantajlarē ĸunlardēr; 
Å  Azalan analiz s¿resi 

Å  Rezolusyon ve etkinlikte artēĸ 

Å  Daha az kimyasal kullanēmē ve azalan atēk 

Å  Geniĸ pH aralēĵēna dayanēklē stabil kolon 

Å  Hassas dedektºr 

Å  Deĵiĸtirilebilen loop hacmi 

Å  Kolon tarihesi saklama (eCord teknolojisi) 

       

Kēsa analiz s¿resi;  

Å  Kalite Kontrol departmanē iin bitmiĸ ¿r¿nlerin serbest bērakēlmalarēnē     

hēzlandērmaktadēr. 

Å  Stabil olmayan molek¿llerin analizi iin uygundur. 

Å  Daha hēzlē metot geliĸtirme imkanē saĵlamaktadēr. 

 

      Kolonlar aēsēndan deĵerlendirme yapacak olursak en ok kullanēlan HPLC 

kolonlarē pH kullanēm aralēĵē 2-8 iken BEH teknoloji UPLC kolonlarēnda bu aralēk 1-12 

olmaktadēr. BEH  kolonlar y¿ksek basēn ve sēcaklēĵa  dayanēklēdērlar. Daha uzun 

ºm¿rl¿d¿rler. Defalarca kullanēmdan dahi sonra aynē etkinliĵe sahiptirler. Ayrēca farklē 

bileĸikler HPLC` de farklē tip kolonlarla analiz edilirken tek bir eĸit BEH kolon ile bir 

ok bileĸik analiz edilebilir.  

      Dedektºr hassasiyeti ise UPLC` de daha fazladēr. Data hēzē (Sampling rate) artēnca 

dedektºr hassassiyeti artmaktadēr. HPLC` de 2 pts/s olan data hēzē  UPLC  ̀de 20 pts/s 

olmaktadēr. UPLC  ̀de d¿ĸ¿k numune deriĸimleri dedekte edilebilmektedir.  

      Diĵer bir avantaj deĵiĸtirilebilen farklē hacimlerde loop imkanēdēr. UPLC iin 20ml, 
10ml, 5ml ve 2ml gibi farklē hacimlerde looplar mevcuttur. Looplar kolayca 

deĵiĸtirilebilmektedir. Sisteme sadece karakterizasyon yapēlarak tanētēlmaktadēr.Sistem 

validasyonuna gerek olmamaktadēr. Deĵiĸik loop hacmi imkanē metot geliĸtirme 

esnasēnda enjeksiyon hacmini ayarlamada fayda saĵlamaktadēr.     
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      UPLC`lerde bulunan diĵer bir avantaj eCord teknolojisidir. Bu teknoloji sayesinde  

elektronik olarak kolonun sertifika, kurulum tarihi, enjeksiyon sayēsē, numune set sayēsē 

(sequence), maksimum basēn ve sēcaklēk gibi bilgileri saklanmaktadēr.  

 

    ķekil 1.6.3. eCord teknoloji   

 

1.7.  Analitik Metot Validasyonu  

 

      Analitik laboratuvarlarda validasyon uluslararasē bir gerekliliktir. Valide metotlarēn 

kullanēmē analitik bir laboratuvarēn yeterli ve kalifiye olduĵu gºstermesi nedeniyle 

ºnemlidir. Bir metodu valide etmek metodun analitik amacēnēn yani kabul edilebilir 

belirsizlik seviyesinde analitik sonular elde etmenin baĸarēlēp baĸarēlmadēĵēnēn 

araĸtērēlmasē anlamēna gelmektedir. Analitik metot validasyonu laboratuvarda kalite 

g¿vencenin ilk basamaĵēnē oluĸturmaktadēr. Analitik kalite g¿vence bir laboratuarēn her 

zaman y¿ksek kalitede veri elde ettiĵini garantilemek iin gerekleĸtirmesi gereken 

ºl¿mlemeler b¿t¿n¿d¿r.  

      Analitik bir yºntemin valide edilmesinin amacē, metodun kullanēm amacē iin uygun 

olduĵunu gºstermektir. B¿t¿n HPLC metotlarēnēn validasyonu, temsili homojen bir 

numune ¿zerinden uygulanmalēdēr. Metot validasyonu s¿resince kullanēlan t¿m referans 

maddelerin ve kimyasallarēn kaynaklarē ve saflēklarē biliniyor olmalēdēr. Herhangi bir 

analitik validasyon baĸlatēlmadan ºnce validasyonun kapsamē, analitik sistem ve 

gereklilikleri ihtiva edecek ĸekilde belirlenmelidir. 

      Pratikte metot validasyonu kesinlik, doĵruluk, seicilik, doĵrusallēk, kullanēm 

aralēĵē, dedeksiyon (ºl¿mleme) limiti, hesaplama limiti, yºntem stabilitesi (robustness) 

gibi metot performans karakteristiklerinin deĵerlendirilmesi ile yapēlēr. Hangi 
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performans kriterinin deĵerlendirileceĵi metodun eĸidine baĵlēdēr. ( TAVERNIERS ve 

ark. 2004) 

 

1.7.1 Validasyonda kullanēlan hesaplamalar  

      Ortalama deĵer, x ,   
n

xxx
x n+++
=

221   eĸitliĵi kullanēlarak hesaplanēr. 1x , 2x , 

..., nx  tek tek deĵerlerdir. n  deĵer sayēsēdēr. Standart sapma,  s,       
( )

( )1

2

-

-
=
ä

n

xx
s    

eĸitliĵi kullanēlarak hesaplanēr. x  = 1x , 2x , ..., nx   ódir. Relatif standart sapma,  RSD,       

x
RSD

100³
=
s

   eĸitliĵi kullanēlarak hesaplanēr. %95 g¿ven aralēĵē, 

( ) ö
÷

õ
æ
ç

å
³° --

n
tx nP

s
1,1   eĸitliĵi kullanēlarak hesaplanēr. t, gerekli g¿venilirlik limitine gºre 

P deĵeri ve n-1 serbestlik derecesiyle t daĵēlēmē iin kritik deĵerdir. (%95 g¿ven aralēĵē 

iin P=0.05ôdir.) ¢eĸitli serbestlik dereceleri ve g¿venilirlik d¿zeylerinde t (1 - P, n-1)ônin 

aldēĵē deĵerler aĸaĵēdadēr: 

 

 

¢izelge 1.7.1.1. ¢eĸitli serbestlik dereceleri ve g¿venilirlik d¿zeylerinde  

t (1 - P, n-1)ônin aldēĵē deĵerler 
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1.7.2.  Sistem uygunluk testi 

       

      Sistem uygunluk testi bir HPLC metodunun b¿t¿n¿n¿ temsil eder ve kromatografik 

sistemin uygun performansēndan emin olmak iin yapēlēr. Kantitatif analizler iin sistem 

uygunluk testi en azēndan iki parametre iermelidir. Birincisi enjeksiyonlarēn 

tekrarlanabilirliĵidir; ikincisi analizlerde genellikle kritik ayrēmlar iin yºntem 

stabilitesi verilerinden belirlenebilir. Rezolusyon, simetri faktºr¿, teorik plaka sayēsē 

gibi parametreler kullanēlabilir 

 

¢izelge 1.7.2.1. Enjeksiyon tekrarlanabilirliĵi kabul kriterleri 

 

 

1.7.3. Tek tek analitik parametrelerin planē ve kabul kriterleri  

       

      Her bir parametre iin aĸaĵēdaki bºl¿mlerde kabul kriterleri belirtilmiĸtir. Eĵer 

baĸka kriterler uygulanēyorsa (katē faz ekstraksiyonuyla olan metotlar, t¿revlendirme 

vb.), doĵrulama gereklidir.  

 

¢izelge 1.7.3.1. Metot eĸidine gºre deĵerlendirilecek performans kriterleri 
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¢izelge 1.7.3.1. de  + iĸareti kesinlikle yapēlmasē gereken parametre, - iĸareti yapēlmasē 

gerekli olmayan, 
o
 iĸareti ise gerekli durumlarda yapēlēr anlamēna gelmektedir. 

 

1.7.4. Kesinlik  

 

      Bir analitik metodun kesinliĵi, belirlenen koĸullar altēnda aynē homojen numunenin 

oklu hazērlēklarēndan elde edilen bir dizi ºl¿m arasēndaki uygunluĵu belirtir. Kesinlik, 

¿ aĸama olarak d¿ĸ¿n¿lebilir: Tekrarlanabilirlik, ortam kesinliĵi ve tekrar elde 

edilebilirlik.  

 

1.7.4.1 Tekrarlanabilirlik  

 

      Tekrarlanabilirlik, kēsa bir zaman aralēĵē iinde aynē uygulama koĸullarē altēndaki 

kesinliĵi ifade eder. Valide edilen metotta tarif edilen prosed¿r uygulanēr. 

¶ Miktar Tayininde; en az 6 numune ºzeltisi hazērlanēr (%100 test 

konsantrasyonunda) ve analiz edilir.  

¶ Ķerik Tekd¿zeliĵi: Doĵruluk parametresindeki plan uygulanēr. 

¶ ¢ºz¿nme Hēzē : Bir beherden alēnan 6 numune analiz edilir. Aynē anda, metotta 

tarif edilen yºnteme gºre dissol¿syon alēĸmasē da yapēlēr.  

¶ Kantitatif Safsēzlēk: En az 6 numune ºzeltisi hazērlanēr (%100 test 

konsantrasyonunda) ve analizlenir. 
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¢izelge 1.7.4.1.1. Tekrarlanabilirlik kabul kriterleri 

 

¢izelge 1.6.4.1.1. de yer alan ci , ilgili safsēzlēĵēn ieriĵi DL ise ihmal edilebilir limit 

anlamēna gelmektedir. 

 

1.7.4.2 Ortam kesinliĵi  

       

      Ortam kesinliĵi, laboratuvar iindeki deĵiĸimleri ifade eder: farklē g¿nler, farklē 

analizciler, farklē cihaz gibi. Valide edilen metotta tarif edilen prosed¿r uygulanēr ( ilk 

seri ilk analizci tarafēndan, ikinci seri ikinci analizci tarafēndan yapēlēr )  

 

¢izelge 1.7.4.2.1. Ortam kesinliĵi kabul kriterleri 
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 1.7.4.3 Tekrar elde edilebilirlik  

       

      Tekrar elde edilebilirlik iki laboratuvar arasēndaki kesinliĵi tanēmlar. ¢alēĸma planē, 

kabul kriterleri ortam kesinliĵi ile aynēdēr. 

 

1.7.5. Doĵrusallēk  

       

      Bir analitik prosed¿r¿n doĵrusallēĵē, numunedeki analitin konsantrasyonuna 

(miktarēna) direkt olarak orantēlē olan test sonularēnē (verilen bir aralēk iinde) elde 

etme kapasitesini gºsterir. Ķlgili maddelerin stok sol¿syonundan seyreltilerek veya 

tartēlarak farklē konsantrasyonlarda ºzeltiler hazērlanēr. Doĵrusallēĵēn saĵlanmasē iin, 

minimum 5 konsantrasyonda ºzelti hazērlanmalēdēr. Doĵrusallēk alēĸmasē, enjeksiyon 

hacmi deĵiĸtirilerek gerekleĸtirilmemelidir. Minimum konsantrasyon aralēklarē (¿r¿n¿n 

hem serbest bērakma hem de raf ºmr¿ spesifikasyonlarē gºz ºn¿nde bulundurularak) 

aĸaĵēdaki ĸekildedir: 

 

¶ Miktar tayini testi: ¢alēĸma konsantrasyonunun %80ôinden %120ôsine kadar 

olan konsantrasyon aralēĵēnda ºzeltiler hazērlanēr ve analiz edilir. Koruyucular 

ve antioksidanlar iin konsantrasyon aralēĵē, gerekirse, spesifikasyon aralēĵē 

¿zerinden uygun biimde ºrneĵin Ñ%20 olarak geniĸletilebilir.  

¶ Ķerik tekd¿zeliĵi testi: ¢alēĸma konsantrasyonunun %60ôēndan %140ôēna kadar 

olan konsantrasyon aralēĵēnda ºzeltiler hazērlanēr ve analiz edilir.  

¶ Ortak miktar tayini ve ierik tekd¿zeliĵi testi: ¢alēĸma konsantrasyonunun  

%60ôēndan %140ôēna kadar olan konsantrasyon aralēĵēnda (konsantrasyon 

seviyeleri %60, %80, %90, %100, %110, %120 ve %140) ºzeltiler hazērlanēr 

ve analiz edilir. 

¶ -Anēnda salēnēmlē (IR-immediate release) ¿r¿nler iin ºz¿nme hēzē testi: 

¢alēĸma konsantrasyonunun %60ôēndan %120ôsine kadar olan konsantrasyon 

aralēĵēnda ºzeltiler hazērlanēr ve analiz edilir. Eĵer gerekirse diĵer 

konsantrasyon seviyeleri de alēĸmaya eklenebilir.  
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¶ Kontroll¿ salēnēmlē (CR-controlled release) ¿r¿nler iin ºz¿nme hēzē testi: 

Spesifikasyon aralēĵē ¿zerinden Ñ%20 konsantrasyon aralēĵēnda ºzeltiler 

hazērlanēr ve analiz edilir.  

¶ Kantitatif safsēzlēk testi: Spesifikasyon limitinin (herbir bilinen safsēzlēk iin) 

ihmal edilebilir limitinden %120ôsine kadar olan konsantrasyon aralēĵēnda 

ºzeltiler hazērlanēr ve analiz edilir.  

¶ Ortak miktar tayini ve kantitatif safsēzlēk testi: Doĵrusallēk testi, miktar tayini 

spesifikasyonunun ihmal edilebilir limitinden %120ôsine kadar olan 

konsantrasyon aralēĵēnē kapsamalēdēr. 

 

¢izelge 1.7.5.1. Doĵrusallēk kabul kriterleri 

 

 

1.7.6. D¿zeltme faktºr¿ 

       

      D¿zeltme faktºr¿ (CF-correction factor), belirlenen koĸullar altēnda, referans 

maddenin cevabēna karĸēlēk belirlenen analit cevabēnēn sayēsal deĵeridir. D¿zeltme 

faktºr¿, respons faktºr¿n tersidir. D¿zeltme faktºr¿ genellikle, doĵrusallēk verilerinden 

belirlenir (regresyon analizinden elde edilen regresyon izgilerinin eĵimi). Ķmp¿rite 

miktarē kēsētlē olduĵu zamanlarda, belirleme tek nokta ºl¿m¿ olarak uygulanmalēdēr 

(spesifikasyon limitine karĸēlēk gelen konsantrasyon seviyesinde hazērlanan ilgili 

analitin ºzeltileri). 

¶ Hesaplama:  

 

öö
÷

õ
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ç

å
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                                                                         (1.7.6.1)
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REFslope    referans analitin doĵrusallēk verilerinden elde edilen regresyon izgilerinin 

eĵimi 

DETslope   belirlenecek analitin doĵrusallēk verilerinden elde edilen regresyon 

izgilerinin eĵimi 

REFA          referans analitin cevabē 

DETA         belirlenecek analitin cevabē 

REFc          referans analitin konsantrasyonu 

DETc          belirlenecek analitin konsantrasyonu 

 

 

¶ Metot Validasyonunda Kullanēmē: D¿zeltme faktºr¿, geri kazanēmēn 

(doĵruluk)  hesaplanmasēnda kullanēlēr. 

 

¶ Analitik Metotlarda Kullanēmē: D¿zeltme faktºr¿, 0.80 ile 1.20 aralēĵēnda ise 

safsēzlēk analizleri iin kullanēlmaz. 

 

1.7.7. Doĵruluk  

       

      Bir analitik prosed¿r¿n doĵruluĵu, bulunan deĵer ve gerek deĵer arasēndaki 

yakēnlēĵē ifade eder. Gerek deĵer aĸaĵēdaki ĸekillerden belirlenir; 

 

¶ Model numunelerin analizlerinden 

¶ Baĸka bir baĵēmsēz metot kullanarak 

 

Genellikle ilk yºntem tercih edilir. Doĵruluk parametresi, geri kazanēm olarak 

tanēmlanēr. Geri kazanēm, bulunan deĵer ve gerek deĵerin % cinsinden oranēdēr.  

 

¶ Miktar tayini testi iin plan: Belirlenecek olan analitin farklē miktarlarēyla 

(alēĸma konsantrasyonunun %80, %100 ve %120ôsi), her seviye iin 3 tane 

olmak ¿zere, plasebo ieren (alēĸma konsantrasyonunun %100ô¿nde) en az 9  
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model numune hazērlanēr ve analiz edilir. Gerekirse, diĵer konsantrasyon 

seviyeleri de eklenebilir (genellikle antioksidan ve koruyucular iin). 

 

¶ Ķerik tekd¿zeliĵi testi iin tasarēm: Aktif madde(ler)nin farklē miktarlarēyla 

(alēĸma konsantrasyonunun %60, %100 ve %140ôē), %60 ve %140 seviyesinde 

3ôer, %100 seviyesinde 6 tane olmak ¿zere, plasebo ieren (alēĸma 

konsantrasyonunun %100ô¿nde) en az 12  model numune hazērlanēr ve analiz 

edilir. ¢alēĸma konsantrasyonunun %100 seviyesi, aynē anda kesinlik 

parametresinin deĵerlendirilmesi iin de kullanēlēr.  

 

¶ Ortak miktar tayini ve ierik tekd¿zeliĵi testi iin plan: Aktif madde(ler)nin 

farklē miktarlarēyla (alēĸma konsantrasyonunun %60, %80, %100, %120 ve 

%140ôē), her seviye iin 3 tane olmak ¿zere, plasebo ieren (alēĸma 

konsantrasyonunun %100ô¿) en az 15  model  numune hazērlanēr ve analiz edilir. 

 

¶ Anēnda salēnēmlē (IR) ¿r¿nler iin ºz¿nme hēzē testi planē: Aktif 

madde(ler)nin farklē miktarlarēyla (alēĸma konsantrasyonunun %60, %90 ve 

%120ôsi), her seviye iin 3 tane olmak ¿zere, plasebo ieren (alēĸma 

konsantrasyonunun %100ô¿nde) en az 9 model numune hazērlanēr ve analiz 

edilir. Gerekirse, diĵer konsantrasyon seviyeleri de eklenebilir. 

 

¶ Kontroll¿ salēnēmlē (CR) ¿r¿nler iin ºz¿nme hēzē testi planē: Aktif 

madde(ler)nin farklē miktarlarēyla (spesifikasyon aralēĵē ¿zerinden Ñ%20), her 

seviye iin 3 tane olmak ¿zere, plasebo ieren (alēĸma konsantrasyonunun 

%100ô¿nde) en az 9 model numune hazērlanēr ve analiz edilir. Gerekirse, diĵer 

konsantrasyon seviyeleri de eklenebilir. 

 

¶ Safsēzlēk testi iin plan:  

Bilinen imp¿riteler iin, imp¿ritelerin farklē miktarlarēyla (safsēzlēk 

spesifikasyon limitinin ihmal edilebilir limit  seviyesi, %100 ve %120ôsi), her 

seviye iin 3 tane olmak ¿zere, plasebo ve aktif madde ieren (her ikisi de 
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alēĸma konsantrasyonunun %100ô¿nde) en az 9 model numune hazērlanēr ve 

analiz edilir. Gerekirse, diĵer konsantrasyon seviyeleri de eklenebilir. 

Eĵer kullanēlan aktif hammaddesi ierisinde, az miktarda belirlenecek olan 

safsēzlēklardan varsa, var olduklarē gºz ºn¿nde bulundurularak d¿zeltmeler 

yapēlmalēdēr. Bu durumda, doĵrusallēk t¿m konsantrasyonlarē kapsamalēdēr.  

Bilinmeyen imp¿riteler iin aktif maddenin farklē miktarlarēyla (spesifikasyon 

limitinin ihmal edilebilir limit seviyesi, %100 ve %120ôsi), her seviye iin 3 tane 

olmak ¿zere, plasebo ieren (alēĸma konsantrasyonunun %100ô¿) en az 9 model 

numune hazērlanēr ve analiz edilir. 

 

¢izelge 1.7.7.1. Doĵruluk kabul kriterleri 

 

 

1.7.8. Uygulama aralēĵē 

       

      Analitik bir prosed¿r¿n uygulama aralēĵē analiz edilecek maddenin numune iindeki 

en y¿ksek ve en d¿ĸ¿k konsantrasyonlarē arasēndaki aralēktēr (bu konsantrasyonlarē 

ierir); bu sebeple, bu analitik prosed¿r kesinlik, doĵruluk ve doĵrusallēĵēn uygun 

seviyesi olarak gºsterilir. 
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¢izelge 1.7.8.1. Uygulama aralēĵē kabul kriterleri 

  

1.7.9. Tespit limiti  

       

      Bir analitik prosed¿r¿n tespit limiti (LOD); numunedeki analitin, dedekte edilebilen 

ancak kesin deĵer olarak hesaplanamayan en d¿ĸ¿k miktarēdēr. Tespit limiti aĸaĵēda 

belirtilen yaklaĸēmlarēn biri kullanēlarak belirlenebilir.  

 

¶ Baseline g¿r¿lt¿s¿ ve eĵime gºre hesaplama  

S
LOD

s³
=

3.3
 eĸitliĵi kullanēlarak LOD hesaplanēr.  

s, ilgili analitin ēkēĸ zamanēna (ya da yakēnēna) gºre belirlenen zaman aralēĵēnda,  

plasebo ya da ºz¿c¿n¿n kromatogramēndaki baseline g¿r¿lt¿s¿d¿r.  

S, ilgili analitin, doĵrusallēk verilerinden elde edilen (konsantrasyon ¿zerinden pik 

y¿ksekliklerine dayanan) regresyon izgisinin eĵimidir.  

 

¶ Sinyal/g¿r¿lt¿ oranēna gºre hesaplama 

Sinyal/g¿r¿lt¿ oranē, analitin g¿venilir olarak dedekte edilebildiĵi minimum 

konsantrasyonu belirleyerek ve analitin bilinen d¿ĸ¿k konsantrasyonundan ºl¿len 

sinyallerle blankôten elde edilen sinyallerin karĸēlaĸtērēlmasēyla belirlenir. Yaklaĸēk 3:1 

Sinyal/g¿r¿lt¿ oranē, tespit limitini belirlemek iin kabul edilebilir oran olarak 

d¿ĸ¿n¿lebilir.  
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LOD deĵeri, spesifikasyon limitine eĸit ya da daha d¿ĸ¿k olmalēdēr.  

 

1.7.10. Hesaplanabilirlik limiti  

 

      Bir analitik yºntemin hesaplanabilirlik limiti (LOQ), bir numunedeki analitin, uygun  

kesinlik ve doĵrulukla, hesaplanarak belirlenebilen en d¿ĸ¿k miktarēdēr. 

Hesaplanabilirlik limiti aĸaĵēda belirtilen yaklaĸēmlarēn biri kullanēlarak belirlenebilir.  

 

¶ Baseline g¿r¿lt¿s¿ ve eĵime gºre hesaplama  

S
LOQ

s³
=

10
 eĸitliĵi kullanēlarak LOQ hesaplanēr. 

 

s, ilgili analitin ēkēĸ zamanēna (ya da yakēnēna) gºre belirlenen zaman aralēĵēnda,  

plasebo ya da ºz¿c¿n¿n kromatogramēndaki baseline g¿r¿lt¿s¿d¿r.  

S, ilgili analitin, doĵrusallēk verilerinden elde edilen (konsantrasyon ¿zerinden pik 

y¿ksekliklerine dayanan) regresyon izgisinin eĵimidir.  

 

¶ Sinyal/g¿r¿lt¿ oranēna gºre hesaplama 

Sinyal/g¿r¿lt¿ oranē, analitin g¿venilir olarak dedekte edilebildiĵi minimum 

konsantrasyonu belirleyerek ve analitin bilinen d¿ĸ¿k konsantrasyonundan ºl¿len 

sinyallerle blankôten elde edilen sinyallerin karĸēlaĸtērēlmasēyla belirlenir. 10:1 

sinyal/g¿r¿lt¿ oranē,  hesaplanabilirlik limitini belirlemek iin kabul edilebilir oran 

olarak d¿ĸ¿n¿lebilir.  

LOQ deĵeri, analitik mettota belirtilen ihmal edilebilir limite eĸit ya da daha d¿ĸ¿k 

olmalēdēr. 

Nadiren, kuvvetli ya da toksik veya istenmeyen farmakolojik etkiler oluĸturan bilinen 

safsēzlēklar iin, safsēzlēklarēn kontrol edilmesi gereken seviye LOD/LOQ limiti 

olmalēdēr.  

 

1.7.11. Seicilik  

       

      Seicilik; var olduĵu kabul edilen bileĸenler ierisinde, analitin net bir biimde tayin 

edilebiliyor olmasēdēr. Genel olarak bunlar; safsēzlēklar (bozunma ¿r¿nlerini de ierir) 



39 

 

  

eksipiyanlar (ila ¿retiminde kullanēlan yardēmcē maddeler) vb.ôdir. Plasebo veya 

ºz¿c¿n¿n kromatogramlarē, numune ve safsēzlēk spike edilmiĸ numune 

kromatogramlarēyla karĸēlaĸtērēlēr. Gerekirse, ilgili pikin ñpeak purityò ósi PDA 

(Photodiode array) dedektºr kullanēlarak belirlenir. Metot, belirlenen ama iin yeterli 

derecede seici olmalēdēr. Safsēzlēk testinde, her bir safsēzlēĵēn (bozunma ¿r¿nlerini de 

ierir) diĵer bileĸenlerden (aktif madde(ler), eksipiyanlar, ºz¿c¿, gradient pikleri vb.) 

ayrēmē saĵlanmalēdēr. Buna karĸēn, miktar tayini testinde aktif madde piki, diĵer t¿m 

piklerden yeterli derecede ayrēlmalēdēr. Buna raĵmen diĵer pikler birarada ēkabilir. 

Ķerik tekd¿zeliĵi ve dissol¿syon testleri, eksipiyanlara, ºz¿c¿ye ve gradient piklerine 

karĸē yeterli derecede seici olmalēdēr.  

 

1.7.12. Yºntemin stabilitesi (Robustness) 

       

      Bir analitik prosed¿r¿n dayanēklēlēĵē, metot parametrelerindeki minºr deĵiĸimlere 

karĸē etkilenmeden kalma kabiliyetini gºsterir. 

 

1.7.12.1. Kromatografik ayērēmēn ve numune ºzeltisi hazērlēĵēnēn stabilitesi 

       

      Analitik metottaki belirli deĵiĸikliklerin etkisi deĵerlendirilir. Aĸaĵēdaki 

parametrelerin, metot validasyonu sērasēnda test edilmesi tavsiye edilir: 

¶ Kolon seimi: En azēndan iki benzer kolon test edilir. Analitik metotta 

belirtilen kolon eĸidi iin, dolgu maddesi lotunda (sorbent batch) 

deĵiĸiklik gºsteren en az iki kolon test edilir.  

¶ Mobil faz kompozisyonu: Organik bileĸen(ler)in konsantrasyonundaki 

deĵiĸimler genellikle Ñ%2ôden 5ôe (absolut) kadar;  tuzlarēn, asitlerin ya da 

bazlarēn konsantrasyonundaki deĵiĸimler genellikle Ñ%10 (relatif) ve ĸiral 

modifiye edicilerin konsantrasyonundaki deĵiĸimler genellikle Ñ%10 

(relatif) olarak test edilir.  

¶ Mobil fazēn veya mobil faz bileĸeninin pHô sē: Genellikle 0.2-0.5 birim pH 

deĵiĸimi test edilir.  

¶ Akēĸ oranē:  Genellikle Ñ%10 olarak deĵiĸtirilir.  

¶ Kolon sēcaklēĵē: Genellikle Ñ10ÁC olarak deĵiĸtirilir. 
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¶ Bir kademe ekstraksiyonu aĸan daha zor numune hazērlēklarē durumunda 

(ºrneĵin, t¿revlendirme, katē faz ekstraksiyonu vb. gibi), bu ºzel 

prosed¿r¿n de dayanēklēlēĵē doĵrulanmalēdēr.  

1.7.12.2. Standart ve numune ºzeltilerinin stabilitesi 

      Standart ve numune ºzeltilerinin stabilitesi, uygun bir zaman aralēĵē ierisinde, iyi 

seilmiĸ koĸullar altēnda doĵrulanēr. Bu zaman aralēĵē, genellikle, en az 48 saattir (24 

saatlik aralēklarla), ancak, eĵer bu zaman aralēĵē ierisinde numune dayanēksēz olarak 

gºzlenirse, zaman aralēĵē kēsaltēlēr.  

      Analitik metotta belirtilen saklama koĸullarē, daima test edilmelidir 

(otosampler/karanlēk). Diĵer saklama koĸullarē da doĵrulanmalēdēr. Bunlar, ĸu ĸekilde 

olabilir: oda sēcaklēĵē/ēĸēktan korunmadan (g¿n ēĸēĵē) ve/veya  buzdolabē (genellikle 

5ÁC) /karanlēk. Kantitatif safsēzlēk testlerinde, dayanēklēlēĵēn doĵrulanmasē genellikle 

model numuneler (doĵruluk testinden) ¿zerinde gerekleĸtirilir. Deĵerlendirme iin 

daima taze standart ºzeltileri kullanēlēr. ¢ºzeltilerin dayanēklēlēĵē ( x), % orjinal deĵer, 

0

100

C

C
x S³=  eĸitliĵi kullanēlarak hesaplanēr. 

 0C  zaman = 0 anēnda ilgili analitin ieriĵi  

            SC  ilgili numuneleme anēnda ilgili analitin ieriĵi  

¢izelge 1.7.12.2.1. ¢ºzelti stabilitesi kabul kriterleri 
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2. MATERYAL VE Y¥NTEM 

 

2.1. Deneylerde Kullanēlan Cihazlar 

 

      ¢alēĸmada Hanson Research SR8 Plus ve DISTEK Premier 5100 marka ºz¿nme 

hēzē test cihazlarē, WATERS Acquity UPLC (UV ve PDA dedektºrl¿), Acquity UPLC  

BEH C18 1.7 Õm 2.1x100 mm kolon kullanēldē. Tartēmlar Mettler Toledo MX5 ve 

XP205 analitik terazilerde alēndē. ¢ºz¿nmeyi saĵlamak iin Bandelin Sonorex Digital 

10 P ultrasonik banyo kullanēlmēĸtēr. 

2.2. Kimyasal maddeler 

¶ Metanol (J.T.Baker) 

¶ Asetonitril (J.T.Baker) 

¶ Hidroklorik Asit (J.T.Baker) 

¶ Tiyokolĸikosid referans standartē (Alchem) 

2.3. Hazērlanan ºzeltiler 

      Hareketli faz olarak 780 ml distile su 220 ml asetonitril karēĸēmē,UPLC cihazē 

yēkama ºzeltileri olarak %80 ve % 20`lik asetonitril karēĸēmlarē hazērlanmēĸtēr. 

UPLC`de kullanēlacak t¿m ºzeltiler 0.2 Õ filtreden s¿z¿lerek kullanēlmēĸtēr. ¢ºz¿nme 

hēzē testi ortamē olarak 0.1 N HCl ºzeltisi ve standart ºzeltisi hazērlēĵēnda kullanmak 

¿zere %80 metanol hazērlanmēĸtēr.  

2.4. Yapēlan analizler 

2.4.1 ¥n denemeler 

      Ķlk olarak var olan HPLC ile ºz¿nme hēzē testi metodu UPLC`ye transfer edildi. 

HPLC kromatografik ĸartlarē UPLC`ye uyarlandē. Yeni metotta 10 Õl olan enjeksiyon 

hacmi  2 Õl olarak deĵiĸtirildi. 250 mm boy,4,6 mm i ap ve 5 Õ partik¿l boyutlu 

Hypersil ODS kolon yerine Acquity UPLC  BEH C18 1.7 Õm 2.1x100 mm kolon 

kullanēldē. 

       Deneme enjeksiyonu olarak tiyokolĸikosid standart ºzeltisi sisteme verildi. Bunun 

iin  ~8 mg tiyokolĸikosid referans maddesi 50 ml`lik balonjojeye tartēldē. % 80 metanol 
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ile ultrasonik banyoda 5 dk tutularak ºz¿nmesi saĵlandē. %80 metanol ile hacmine 

tamamlandē. Hazērlanan bu stok ºzeltiden 5 ml alēp 100 ml`ye 0.1 N HCl ile seyreltildi. 

 

2.4.2 Validasyon parametreleri 

 

2.4.2.1 Seicilik  

      Seicilik parametresi iin sisteme blank, standart, numune ve plasebo 

ºzeltilerinden  2`ĸer adet enjeksiyon yaptērēlmēĸtēr. Blank ºzeltisi olarak ºz¿nme hēzē 

test ortamē 0.1 N HCl kullanēlmēĸtēr. Standart  ve numune ºzeltileri metoda gºre 

hazērlanmēĸtēr. Standart ºzeltisi iin ~8.8 mg tiyokolĸikosid referans maddesi hassas 

olarak 50 ml lik balonjojeye tartēldē, bir miktar % 80 metanol ilave edilerek  ultrasonik 

banyoda ºz¿nmesi saĵlandēktan sonra %80 metanol ile hacmine tamamlandē. 

Hazērlanan bu stok ºzeltiden 5 ml alēp 100 ml`ye 0.1 N HCl ile seyreltildi. Numune 

hazērlēĵē iin belirli bir lot tabletin ºz¿nme hēzē testi yapēlmēĸtēr. ¢ºz¿nme hēzē  ortamē 

0.1 N HCl ºzeltisidir. USP Aparat 2 palet yºntemi ile 100 rpm hēzda 15 dk sonunda 

numuneleme yapēlmēĸtēr. 

 

2.4.2.2 Doĵrusallēk 

       

      Doĵrusallēk parametresi iin % 55, 70, 80, 90, 100, 110 ve 120 oranēnda referans 

tiyokolĸikosid ieren ºzeltiler stok ºzeltiden seyreltme yºntemi ile hazērlanmēĸ ve  

sisteme verilmiĸtir. Stok ºzelti iin 18.6 mg referans tiyokolĸikosid 100 ml `lik 

balonjojeye tartēldē ve bir miktar % 80 metanol ile ºz¿nmesi saĵlandēktan sonra aynē 

ºzelti ile hacmine tamamlandē. Bu stok ºzeltiden sērasēyla 2.75, 3.5, 4, 4.5, 5, 5.5 ve 6 

ml ekilerek 100 ml`lik balonjojelere aktarēldē ve hacmine 0.1 N HCl ile tamamlandē. 

Bºylece % 55, 70, 80, 90, 100, 110 ve 120`lik ºzeltiler elde edildi. %55, % 100 ve % 

120`lik ºzeltilerden 5`er enjeksiyon diĵer numunelerden 2`ĸer enjeksiyon 

yaptērēlmēĸtēr. 
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2.4.2.3 Doĵruluk  

 

      Doĵruluk  parametresi iin; tiyokolĸikosid alēĸma deriĸiminin % 60, % 90 ve % 

120`si seviyesinde aktif ve plasebo ieren ve her seviyeden 3 farklē hazērlēk olmak ¿zere 

toplam 9 model numune ºzeltisi  hazērlanmēĸtēr. Tiyokolĸikosid alēĸma deriĸimi 8 

mg/900 ml `dir. Bu deriĸim % 100 kabul edilmektedir. Buna gºre gerekli hesaplamalar 

yapēlarak % 60, % 90 ve % 120`lik model numuneler hazērlanmēĸtēr. ¢alēĸma kolaylēĵē 

aēsēnda numuneler 900 yerine 500 ml`ye gerekli hesaplamalar yapēlarak hazērlanmēĸtēr. 

% 60 seviyesi iin sērasēyla 2.66, 2.67 ve 2..66 mg, % 90 iin 3.99, 4.00, 3.99 mg ve % 

120 seviyesi iin 5.34, 5.32 ve 5.34 mg referans tiyokolĸikosid hassas ĸekilde tartēlarak 

500 ml`lik balonjojelere aktarēldē. Uygun miktarda plasebo ilave edildikten sonra 0.1 N 

HCl ile ºz¿lerek hacmine tamamlandē. Standart ºzeltiden 2 hazērlēk (biri kontrol 

standartē olmak ¿zere) metoda uygun ĸekilde yapēldē. Numune dizisi kalibrasyon 

standartē,kontrol standartē ve sērasēyla 9 model numune ĸeklinde sisteme verilmiĸtir. 

 

2.4.2.4 Kesinlik 

 

      Kesinlik parametresi iin valide edilen metottaki prosed¿r uygulanmēĸtēr. Belli bir 

lot  numunenin ºz¿nme hēzē testi yapēldē. Bunun iin ºz¿nme hēzē test cihazē 

beherlerine ºl¿l¿ olarak 900 ml 0.1 N HCl koyulduktan sonra sēcaklēĵēnēn 37 Ñ0.5 Ü 

C`ye gelmesi beklendi. Cihaz hazēr olunca paletlerin dºn¿ĸ hēzē 100 rpm`e ayarlanēp her 

behere bir tablet atēlarak test baĸlatēldē ve 15 dk sonunda filtreli enjektºr yardēmēyla her 

beherden viallere numuneleme yapēldē. Tekrarlanabilirlik kriteri iin ayrēca tek beherden 

6 numune alēndē. Standart ºzelti metoda gºre hazērlandē. Sisteme verilen numune dizisi 

kalibrasyon standartē, kontrol standartē ve numuneler ĸeklindedir. 

   

2.4.2.4.1 Tekrarlanabilirlik  

 

      Kesinlik parametresinin bir parasē olan tekrarlanabilirlik iin  ºz¿nme hēzē testi 

sonunda tek beherden 6 adet numuneleme yapēlarak sisteme verilmiĸtir. 
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2.4.2.4.2 Ortam kesinliĵi 

 

      Metotdaki prosed¿r farklē g¿nde, farklē cihazda baĸka bir analizci tarafēndan 

uygulanmēĸtēr. Yapēlan iĸlemler kesinlik parametresindeki gibidir. 

 

2.4.2.5 Uygulama aralēĵē 

 

      Bu parametre doĵrusallēk alēĸmasēnēn bir parasēdēr. Numune deriĸiminin % 55 ve 

% 120`si sisteme verilerek tespit edilmiĸtir. 

 

2.4.2.6 Yºntemin stabilitesi 

 

      Bu parametre iin metottaki prosed¿r belirli deĵiĸiklikler yapēlarak uygulanmēĸtēr. 

Yapēlan deĵiĸimler ĸunlardēr; 

¶ Farklē kolon 

¶ Hareketli faz asetonitril oranēnda  Ñ%10 deĵiĸim 

¶ Akēĸ hēzēnda Ñ %10 deĵiĸim 

¶ Kolon sēcaklēĵēnda +10 Ü C artēĸ 

Deĵiĸimler yapēlarak sisteme standart ºzelti verilmiĸtir. Kromatogramēn sistem 

uygunluk kriterlerini karĸēlayēp karĸēlamadēĵēna bakēlmēĸtēr. 

 

2.4.2.7 Numune ve standart ºzeltilerinin stabilitesi 

 

      Numune ve standart ºzeltileri 4ÜC  ve 25ÜC sēcaklēkta bekletilerek baĸlangēta, 24 

saat sonunda ve 48 saat sonunda her zaman taze hazērlanmēĸ standart ºzelti kullanarak 

test edilmiĸtir.  
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3. ARAķTIRMA SONU¢LARI 

 

3.1 Sistem Uygunluk Testi 

 

      Doĵrusallēk parametresi testinin uygulanmasē sērasēnda sisteme verilen 5 ardēĸēk 

standart ºzelti enjeksiyonundan elde edilen % RSD, simetri faktºr¿ ve teorik plaka 

sayēsē deĵerleri izelge 3.1.1. `de verilmektedir. ¢izelge 3.1.2. `de ise kesinlik, 

doĵrusallēk ve doĵruluk parametreleri ºzet sonularē gºr¿lmektedir. 

 

 

¢izelge 3.1.1. Sistem uygunluk testi sonularē 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Sistem Uygunluk Testi Kabul kriteri Sonular 

a) Enjeksiyon tekrarlanabilirliĵi RSD Ò % 2.0  % 0.6  

b) Simetri faktºr¿  0.8 Ò T Ò 1.5 1.23 

c) Teorik plaka sayēsē Ó 6000 21477 

Sonu ï Uygun 
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¢izelge 3.1.2. Kesinlik, doĵrusallēk ve doĵruluk parametreleri ºzet sonularē 

Validasyon 

parametreleri 
Kabul kriteri Sonular 

a) Kesinlik 

- Tekrarlanabilirlik 

- Ortam kesinliĵi 

 

RSD Ò 2.0 % 

RSD Ò 2.0 % 

 

RSD = 0.9 % 

RSD = 0.4 % 

- ¢ºz¿nme hēzē testi      ȹ Ò 6.0 % ȹ = 1.0 % 

b) Doĵrusallēk r Ó 0.999 r = 0.9995 

c) Doĵruluk 

Geri kazanēm 95.0 ï 105.0 % ve 

RSD Ò 3.0 % 

% 60  Seviyesi 

Geri kazanēm = 98.3 % 

RSD = 0.6 %  

 

% 90  Seviyesi 

Geri kazanēm = 97.6 % 

RSD = 0.2 %  

 

% 120  Seviyesi 

Geri kazanēm = 99.2 % 

RSD = 0.3% 
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¢izelge 3.1.3. Sistem uygunluk testi-enjeksiyon tekrarlanabilirliĵi tiyokolĸikosid  pik 

alanlarē 

Enjeksiyon no. Tiyokolĸikosid pik alanē [ɛVĀs] 

1 184282 

2 182356 

3 184580 

4 184594 

5 184826 

Ortalama 184128 

RSD [%]  0.6 

 

¢izelge 3.1.3. `de sistem uygunluk testi 6 standart enjeksiyonu pik alanlarē, ortalama 

alan ve % RSD gºr¿lmektedir. 

 

3.2 Kesinlik 

 

      Kesinlik parametresi testinden elde edilen tekrarlanabilirlik ve ortam kesinliĵi 

sonularē  izelge 3.2.1 ve 3.2.2d̀e gºr¿lmektedir. ¢izelge 3.2.1`de 2 farklē analist 

tarafēndan yapēlan ºz¿nme hēzē testi sonunda tek beherden ekilen 6 numunenin 

sonularē gºr¿lmektedir. ¢izelge 3.2.2`de ise 2 analistin test sonularē arasēndaki mutlak 

fark gºr¿lmektedir. 
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¢izelge 3.2.1. Kesinlik parametresi tekrarlanabilirlik sonularē 

 

Tiyokolĸikosid 

 1.analist 2.analist 

Numune 

no. 

Tartēm 

[mg] 

Cevap 

[ɛVĀs] 

¢ºz¿nen 

[%] 

Tartēm 

[mg] 

Cevap 

[ɛVĀs] 

¢ºz¿nen 

[%] 

1 ï 185604 97.0 ï 182601 96.3 

2 ï 185959 97.1 ï 181821 95.9 

3 ï 185627 97.0 ï 182029 96.0 

4 ï 185783 97.0 ï 181835 95.9 

5 ï 185031 96.6 ï 181298 95.6 

6 ï 181552 94.8 ï 180729 95.3 

Ortalama ï ï 96.6 ï ï 95.8 

RSD [%] ï ï 0.9 ï ï 0.4 

% 95  g¿ven aralēĵē  
<95.7; 

97.5.> 
 ï 

<95.4; 

96.2> 

Referans 

ºzelti  

8.7 
186149 ï 

9.0 
190721 ï 
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¢izelge 3.2.2. Kesinlik parametresi ortam kesinliĵi sonularē 

 

 

3.3 Doĵrusallēk 

 

      Doĵrusallēk parametresi alēĸmasēnda teorik olarak test deriĸiminin  % 55, 70, 80, 

90, 100, 110 ve 120 oranēnda referans tiyokolĸikosid ieren ºzeltilerin gerek 

deriĸimleri, verdikleri pik alanlarē, regresyon eĵrisi ve korelasyon katsayēsē deĵerleri 

izelge 3.3.1. de gºr¿lmektedir. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

¢ºz¿nme hēzē testi tek tek sonularē [%] 

- 1.analizci 

Zaman 

[dk]  

1.beher 2.beher   3.beher   4.beher  5.beher  6.beher  Ortalama RSD 

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

- 2.analizci 

Zaman 

[dk] 

1.beher 2.beher   3.beher   4.beher  5.beher  6.beher  Ortalama RSD 

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

ȹ [%] 1.0 
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¢izelge 3.3.1. Doĵrusallēk sonularē  

 

Tiyokolĸikosid    

Gerek deriĸim 

[%] 

Gerek deriĸim 

 [mg/ml] 

Cevap 

[ɛVĀs] 

Cevap oranē 

[ɛVĀs/Test derĸimi 

%`si] 

57.7 0.00508 97464 1689.2 

73.5 0.00647 125155 1702.8 

84.0 0.00739 144131 1715.8 

94.4 0.00831 164070 1738.0 

105.0 0.00924 184211 1754.4 

115.5 0.01016 204608 1771.5 

126.0 0.01109 226661 1798.9 

Korelasyon katsayēsē r = 0.9995 ï 

Regresyon eĵrisi y = 2.10
7
x - 13467 ï 

Ortalama ï 1738.7 

RSD [%] ï 2.3 
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¢izelge 3.3.2. Doĵrusalllēk eĵrisi 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3.4. Doĵruluk 

 

      ¢izelge 3.4.1̀de test deriĸiminin teorik olarak % 60, 90 ve 120 sine denk gelecek 

ĸekilde hazērlanan aktif madde ve plasebo ieren ºzeltilerin hesaplanan ve bulunan 

gerek deriĸimleri ve geri kazanēmlarē gºr¿lmektedir. 
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¢izelge 3.4.1. Doĵruluk parametresi sonularē 

Tiyokolĸikosid 

Numune 

no. 
Deriĸim [%] 

Eklenen 

referans 

madde 

[mg/500 ml] 

Cevap 

[ɛVĀs] 

Bulunan 

[mg/500 ml] 

Geri 

kazanēm 

[%] 

1 59.5 2.66 113396 2.61 98.1 

2 59.7 2.67 113144 2.61 97.8 

3 59.5 2.66 114380 2.63 98.9 

Ortalama ï ï ï ï 98.3 

RSD [%] ï ï ï ï 0.6 

% 95 g¿ven aralēĵē ï ï ï <96.9; 99.7> 

4 89.2 3.99 168929 3.89 97.5 

5 89.4 4.00 169729 3.91 97.8 

6 89.2 3.99 168852 3.89 97.5 

Ortalama ï ï ï ï 97.6 

RSD [%] ï ï ï ï 0.2 

% 95 g¿ven aralēĵē ï ï ï <97.2; 98.0> 

7 119.4 5.34 230502 5.30 99.3 

8 118.9 5.32 228672 5.26 98.9 

9 119.4 5.34 230468 5.31 99.4 

Ortalama ï ï ï ï 99.2 

RSD [%] ï ï ï ï 0.3 

% 95 g¿ven aralēĵē ï ï ï <98.5; 99.9> 

Referans  ï 8.7 189033 ï ï 
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3.5. Seicilik 

 

Sisteme verilen blank,plasebo, numune ve standart ºzelti kromatogramlarē ĸekil 3.5.1,  

3.5.2, 3.5.3. ve 3.5.4.`de gºr¿lmektedir. 

 

ķekil 3.5.1. Blank kromatogramē 

 

 

 

ķekil 3.5.2. Plasebo kromatogramē 
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ķekil 3.5.3. Standart ºzelti kromatogramē 

 

 

ķekil 3.5.4. Numune ºzeltisi kromatogramē 
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3.6. Yºntem Stabilitesi 

 

Yºntem stabilitesi (robustness) parametresi sonularē izelge 3.6.1. `gºr¿lmektedir. 

 

¢izelge 3.6.1. Yºntem stabilitesi sonularē 

 

Farklē kolonlar 

Tiyokolĸikosid 

Alēkonma 

zamanē 

(dk) 

Simetri 

faktºr¿ 

Teorik plaka sayēsē 

Acquity UPLC  BEH C18 1.7 Õm 

2.1x100 mm seri no: 017039208156-

96 

1.79 1.20 20691 

Acquity UPLC  BEH C18 1.7 Õm 

2.1x100 mm seri no: 015337276155-

56 
1.86 1.31 18561 

 Hareketli faz kompozisyonu Tiyokolĸikosid 

 (Distile su : asetonitril, v/v) Alēkonma 

zamanē 

(dk) 

Simetri 

faktºr¿ 

Teorik plaka sayēsē 

78 : 23.1 1.67 1.18 20368 

78 : 22.0 1.79 1.20 20691 

78 : 20.9 1.98 1.46 7530 

Akēĸ hēzē [ml/dk] Tiyokolĸikosid 

Alēkonma 

zamanē 

(dk) 

Simetri 

faktºr¿ 

Teorik plaka sayēsē 

0.225 1.97 1.19 21511 

0.250 1.79 1.20 20691 

0.275 1.64 1.20 19947 

Kolon sēcaklēĵē [ÁC] Tiyokolĸikosid 

Alēkonma 

zamanē 

(dk) 

Simetri 

faktºr¿ 

Teorik plaka sayēsē 

40 1.74 1.13 20959 

30 1.79 1.20 20691 
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3.7. Standart ve Numune ¢ºzeltilerinin Stabilitesi 

 

Standart ve numune ºzeltilerinin stabilite sonularē izelge 3.7.1. `gºr¿lmektedir. 

¢izelge 3.7.1. Standart ve numune ºzeltileri stabilite sonularē 

 

Tiyokolĸikosid standart ºzeltisi 

Zaman 

[saat] 

Autosampler 25 Ü C 

[Orijinal deĵerin 

%`desi] 

Autosampler 4 Ü C 

 [Orijinal deĵerin 

%`desi] 

0 100.0 100.0 

24 99.0 97.9 

48 97.0 99.9 

Tiyokolĸikosid numune ºzeltisi 

Zaman 

[saat] 

Autosampler 25 Ü C 

[Orijinal deĵerin 

%`desi] 

Autosampler 4 Ü C 

 [Orijinal deĵerin 

%`desi] 

0 100.0 100.0 

24 98.9 98.2 

48 97.5 100.2 
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4. TARTIķMA VE SONU¢ 

 

      Analitik kimya end¿strinin bir ok alanēnda olduĵu gibi farmasotik alanda da ok 

ºenmli bir yere sahiptir. Analitik kimyanēn g¿l¿ aralarēndan olan HPLC, bir ila aktif 

maddesinin geliĸtirilmesinden baĸlayarak pek ok basamakta kullanēlan g¿venilir bir 

tekniktir. 

      Ķlacēn hastaya g¿venli bir ĸekilde ulaĸmasē gerektiĵinden ilata kalite kontrol testleri 

ok ºnemlidir. Her ¿r¿n lotunun test edilmesi ve ¿r¿n¿n kalitesinin test sonularēna 

gºre deĵerlendirilmesi gereklidir. Farmasotik end¿stride tabletlerin salēnēmē yani 

ºz¿nmesi g¿venlik ve iĸlevselliĵini kanētlamak iin yapēlan en ºnemli testlerdendir. 

Ķla salēnēmē ºz¿nme hēzē (dissolusyon) testi ile ºl¿lmektedir. ¢ºz¿nme hēzē testinde, 

bir  ortamda ºz¿nen toplam ila etken maddesi miktarē zamanēn fonksiyonu olarak 

ºl¿l¿r. ( Paakkuna ve ark. 2009) ¢ºz¿nme hēzē testi sonunda alēnan numuneler analitik 

metoduna gºre kromatografik yani HPLC yoluyla yada spektrofotometrik yolla analiz 

edilir.  

      Y¿ksek performanslē sēvē kromatografi (HPLC) yaklaĸēk 30 yēldēr d¿nya apēnda 

t¿m laboratuarlarda kullanēlan kanētlanmēĸ bir tekniktir. Ancak 2004 yēlēnda cihaz ve 

kolon teknolojisindeki geliĸmeler sayesinde sēvē kromatografide  rezolusyon, hēz ve 

hassasiyet parametrelerinde ºnemli ilerlemeler kaydedildi. Bu yeni performans 

d¿zeyine ēkmak iin daha k¿¿k partik¿ll¿ kolonlar [1.7 mikron] ve 15.000 psi ( 1000 

bar) basēntaki mobil faza dayanabilecek ĸekilde  dizayn edilmiĸ cihazlar gerekliydi. Bu 

yeni teknoloji Ultra Performanslē Sēvē Kromatografi olarak adlandērēldē.  

      Bu alēĸmada aĵrē kesici ateĸ d¿ĸ¿r¿c¿ etkiye sahip kas gevĸetici bir  ajan olan 

tiyokolĸikosid ieren tabletin ºz¿nme hēzē testi HPLC`den UPLC`ye transfer edilmiĸ 

ve analitik metot validasyonu yapēlmēĸtēr.       

      ¢alēĸmada ºncelikle HPLC metodu UPLC ĸartlarēna uyarlanarak ºn denemeler 

yapēlmēĸtēr. Daha sonra ºz¿nme hēzē metot validasyonunda istenen zorunlu olan 

validasyon parametreleri sērasēyla yapēlmēĸtēr. 

      Ķlk yapēlan parametre olan seicilik iin numune, standart, blank ve placebo 

ºzeltileri sisteme verilmiĸ ve analit pikinin herhangi baĸka piklerle akēĸmadēĵē tespit 

edilmiĸtir. 
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      Doĵrusallēk parametresi alēĸmasēnda alēĸma deriĸiminin % 55, 70, 80, 90, 100, 

110 ve 120 oranēnda referans tiyokolĸikosid ieren ºzeltiler stok ºzeltiden seyreltme 

yºntemi ile hazērlanmēĸ ve sisteme verilmiĸtir. %55, % 100 ve % 120`lik ºzeltilerden 

5`er enjeksiyon diĵer numunelerden 2`ĸer enjeksiyon yaptērēlmēĸtēr. Analiz sonunda elde 

edilen sonulardan regresyon eĵrisi izdirilmiĸtir. Bu eĵrinin korelasyon katsayēsē yani r 

deĵeri 0.9996 bulunmuĸtur. Kabul kriterini karĸēlamaktadēr. 

      Doĵruluk parametresi iin test deriĸiminin % 60, % 90 ve % 120`si oranēnda 

referans madde ve plasebo ieren her seviyeden 3`er numune analiz edilmiĸtir. 

Hesaplanan deriĸimler ve bulunan deriĸimlerden geri kazanēm hesaplanmēĸtēr. Geri 

kazanēm ortalamalarē sērasēyla % 60, % 90 ve % 120 iin 98.2, 97.5 ve 99.2 olarak 

bulunmuĸtur. Bulunan deĵerler kabul kriteri olan % 95.0 ï 105.0 aralēĵēndadēr. 

      Kesinlik parametresi iin analitik metottaki prosed¿r farklē g¿nlerde farklē analistler 

tarafēndan farklē cihazlarda gerekleĸtirilmiĸtir. Tekrarlanabilirlik kriteri iin tek 

beherden alēnan 6 numune sonucunun % RSD`si 1. analist ve 2. analist iin sērasēyla 0.9 

ve 0.4 bulunmuĸtur. 2 analist arasē ortalama sonular arasē mutlak fark ise % 1`dir. 

      Yºntem stabilitesi iin analitik metot belli deĵiĸiklikler yapēlarak uygulanmēĸtēr. 

Yapēlan deĵiĸimler ĸunlardēr; farklē kolon, hareketli faz asetonitril oranēnda Ñ%10 

deĵiĸim, akēĸ hēzēnda Ñ%10 deĵiĸim, kolon sēcaklēĵēnda  +10 Ü C artēĸ.Yapēlan 

deĵiĸimlerde sistem uygunluk parametreleri yani simetri faktºr¿ ve teorik plaka sayēsē 

kabul kriterlerini karĸēlamaktadēr. 

      ¢ºzelti stabilitesi alēĸmasēnda 4 Ü C ve 25 Ü C autosampler koĸullarēnda bekletilen 

standart ve numune ºzeltileri 24 saat aralēkla her seferinde taze standart ºzelti 

hazērlanarak analiz edilmiĸ ve % deĵiĸime bakēlmēĸtēr. Analiz sonucunda ºzeltilerin 

her iki sēcaklēk koĸulunda da 48 saat stabil olduĵu gºzlenmiĸtir. Bu bilgi analitik 

metoda ilave edilmiĸtir. 

      Yapēlan validasyon alēĸmalarē yeni analitik metodun seici, doĵrusal, doĵru, kesin 

ve stabil olduĵunu gºstermiĸtir.  
    

      ¥zetle bu alēĸmada ºncelikle HPLC metodu UPLC ĸartlarēna uyarlanarak ºn 

denemeler yapēlmēĸtēr. Daha sonra validasyon parametreleri alēĸēlmēĸtēr. Yapēlan 

validasyon alēĸmalarē yeni analitik metodun seici, doĵrusal, doĵru, kesin ve stabil 

olduĵunu gºstermiĸtir. Valide olan UPLC metodu sayesinde analiz zamanē % 66 
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civarēnda kēsalmakta ve hareketli faz sarfiyatēnda % 90`lara varan tasarruf 

saĵlanmaktadēr. Maliyetlerin ok ºnemli olduĵu g¿n¿m¿zde ila end¿strisi 

laboratuarlarē iin bu t¿r alēĸmalar olduka ºnem kazanmaktadēr.  
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