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¥ZET

Bu -al ékmada -ok yaygén kull anéma sahip
i -eren tabl ette -%z¢nme hézée testi HPLC
validasyonuyape | mé&x°tzgnme hezée (dissolusyon) t e
otaméndaki per f ovamanks@mwieinl alraébnadraatiuncel enm
°neml i bir testtir. KI a- aktif maddesi ni
ol arak sAmuw-livekirmetot vali dasyonu, me t
uluslamr asé bir zorunlul uwkrdae khghieteagngwndac
basamaBuédearl.ekmada °nceli kle analitik met
parametreledi est edal mkmal ar sonucunda yeni -°z
d ojsrad , dojru, se-ici veAysrtéacha | yeonliduinet
teknijinin avantajlaré sayesinde zamand:
tasarruf sajlamaktadeéer.

Anaht ar sMeztcoitk lvearl:i dasyonu, UPLC, 1i0.°z ¢, nme



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 ex@m 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 theakelity 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 perforAedestablished from the
data, thenew method is precise, lineagccurate, 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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GKRKk

Farmasoti k geliktirme,; terap°°tik bir

sunul masien vkeul Fahémeé araséenda yer al an

-al ékmal aré | aboratuvar ©°1I -ekl: sentez a
formunun belirl enmesi gi bi bir-ok basa
akamal ardaki def exkivml etrutnardredre] &abi ol an
°neml i bir role sahiptir. HPLC (Y¢ksek

kull anél an temel analitik tekniktir. ¢ ok
gel i kti ri MWnsve Eclelichedf RODG. r (

Van Deemt er ekitlijinden kromatogr af i k
k¢-¢ldegk-e artteje bilinen bir ger -ektir

azal tmakta dolayéséeyla ayr éemeéenl eetdkei np a f t
boyutu k¢-¢k kolonl ar kull anmak y¢ksek |
dayanékl é& kekilde dizayn edilen UPLC ( H

eden, analiz s¢resi ve -°zelNov8kaVg§amema
2009

Tiyokol ki kosi d ajre kesi ci at ek deé¢Ker ¢
Romati zmal , ortopedi k ve travmatoloji k h
kull anélKmaktadéerr.z,nme heédd ytoextdie] leal i ke -
kapsaménda yapél makt ader . Ayr éca il a-

s a] | a mé@Dokowameteidis.ve Macheras 2006)

Bu -alékmada HPLC ile yapélan tiyokol

transfer edilmesivenet ot val i dasyonun yapél masé ama



1.KURAMSAL TEMELLER

1.1 Botanik Bilgi

Colchicum autumnald. . (Liliaecae) t¢ere orta ve
T¢e¢rkiye de i se bulunmamaktadér . Bununl a
yaye | é Kk é saptanan 22 t ¢r ¢ bul unmaltcadeér .
yé¢ksekli kte otsu ve sojanl é bir bitkidir
il kbaharda meydana gelir. ¢i -ekler alte

tohumlubirkag ¢ | d ¢ r .

Bit ki zehirli al kaloid ve glikozidler 1
tehlikelidir. Bitkinin tohumlarénda yaj,
bul unmaktadeér. Topl am-12tik Aldkalwii dll €er i m enm k ¢
kol ki sindir. Bu-hemidn&k alopiotl ommenzé&srklepi t a
dekéndader . Tohuml arda ayneé -ekirdeji t
Bunlar birbirlerinden -ok az Ifearbkajeldée rd la:
bajl é ol mayanl ar gi bi 2 b¢yeék gruba ay
al kal oi dl er i netral fenoli k alkaloidler
(demekol sin grubu aCokhicunoalkalddlerrA, B, £eDne, F1 and
ve U maddel er i olarak i simlendirilirler.
demekol si ni g°stermektedir. ¢ijdem tohun
izole edil miktir. Hi dr ol i z gio(famkery 19d3a gl i
Baytop, 1974).

Kol ki sin tarémda poliploidlerin el des
i - i n baze t¢merlerin tedavi sinde kul | ané

uygul ama al ané bul amameéekt érkl Koeadazmd k
maddenin kol ki kosi d ol dujColchitumalkoloidlee remi K t i

gl i kozidl eri ¢izelge 1.1.1. 06de g°steril.



¢i z el g €olcdicurth alkbloidlerive glikozidleri( Ro s s o

Bil exikler R1 R2
Kol Ki si n CHs CHs
Kol ki kosi d glukozil CH
Ti yokol ki si nCHs CH;
N-formyl-N-deacetyl

tiyokol Ki si nCHs H
30demet hyl t H CH3
Ti yokol ki k o s glukozil CHs;
N-formyl-N-deacetyl

ti yokol ki ko s glukozil H

X

O
O
S
S
S
S
S

vV e

Zuccaro

normal form iso formn

B huni tiwevi

k e k il.L.Colchicumalkoloidlerimd e k ¢ | e(rRoysagpE swee

For m¢gl | eReveXk er R - il.zded ggrei I1milkt i r .

G

Zuccaro

k e k il.R.Cdlchicum autumnalé. (http://www.cbgarden.ovblog/index.php/tag/fall

lecture 2010)

1

1


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

1.2. Tiyokol ki kosid Hakkénda Bil gi

Tiyokol ki kosi d, géz -1 ] demi bitkisinde
kol ki kosi di n s e n tSaherakd ves k. ROOBZpesifik biregamad i r .
ami ntoibr¢gi k asit resept®r¢ inhibitore¢gder. F
bir créendeér . Mer kezi sinir sisteminden |
kal der ér . 4 ve 8 mg | ek iki dozda ¢ret
bul unan kromatografik -al ékmal ar seneéer | i

kol kisin familyaséndan ol an al kaloidler

mol ek¢l ¢negn yapéesé kekil 1.2.1. te g°r ¢l o
H
HO
HO

keki |l Tly @k dImoil leksgil ¢ riSeunt hyearpléasned W.e ar k. 20

Bu -alékmada gradient bir ters faz HPLC
edi Il miktir. (Rosso ve Zuccaro 1998)
Dijer bir -alékmada ise tiyokolkatké sfiaz

ekstraksiyon y° aAaMSavBi (kKSelvléa rki got nikeet rosgdre@kftir o r
K¢t e spektrometresi )8 mgettoddwk gleki ko $ir d

denekl erin pl azma °rneklerine met ot uyg

sonu-1ar bul unmuktur. (0, 3 ng/ mL al t én
al éeénmaséndan sonra -ok heéezl é bir Kekil de
metabolitiolan adesmet i I ti yokol Ki sin mol ek¢l ¢neégn

birkonsanta s yonda ol duj uSutherland weark. 209k me kt ér . (



2010 yél énda yayénl anan bir -al ékmad
tiyokol ki kosid i-eren farmasoti k bir o é
y°nt emi gel i ktidiil miiwktir. viBi kvaoFilededlé rslo c
ti yokol ki kos5i0d Og-/imL idseea i £dmbartl jas aBemw
glestermi ktir. ( Sengar ve ark. 2010 )

Dijer bir -al ekxmada kapsygl formlu tiy:
miktar tay i n i i -1 n 0ki farkl & spektrofotometr
edi |l mi ktir. KIl'k metot tiyokol«kikosidin 2
dayanarak geliktirilidib®t  8r nm2.armestodadaei
yomtiegle geliktirme yapé3meOgeéeml Heri kikm
BeerLambert yasaséna uyum g°stermicktir. (

Dijer bir -alékmada tiyokol ki kosid ve
tayini i -1 nspyeknter 02 off am&dtd rei k anal i z y°n:
edi |l mi ktir. KI'kinde 1.t¢rev yo°ntemi kul |
i-in 243.0 nm dalga boyu se-ilmiktir. 2
ull anél ara&G0302n®d oalmmalk @gzere 2 dalga b
alga boyunda sadece tiyokolkikosid abso
er i ki maddede absorbans vermektedir. F
ral-e5 eO@®/ ml riokem -Gd@t®g/1n2l ~dir. 2. y°nte
érasheylgad mbOve&gAml ol maktadéer. ( Wankhed

2010 yeéelénda yayeénlanan dijer bir- - al é

(7] QD o Q X

l ornoxicam i -eren-itnbtleerts ef ard kkhiar HRLC ny ¢

valide edil miktir. Hareketl i faz ol arak

1.5 ml/dk akeé@
v

mm i - -apl é

K héeézénda kull anél mékter. K
e 5k odno nparltei k2¢910 bnony udtel due k t © 1
ger-eklexktirilmicktir. Met ot il a- otorite
ark. 2010)

13. Kl a - End¢gstrisinde ¢°z¢nme Hézée Testi

Kl a- kull anéménda etn fyarymgwedurd.ozBy n udmrma

dijer formlara nazaran formulasyon stabi



yer al maktadeér. Kl acén hastaya g¢venldli k
kontr ol testl eri takhkufnéembidiedi | fhesi ¢ KV gn
sonu-|laréna g°re dejerlendiril mesi ger ek
yani -%z¢é¢nmesi géeventl ik vV e i Kl evsel li]
testlerdendir. Klarssal gngome) -tegmnimei Ihe z
heze testinde, bir ortamda -%z¢énen to
fonksi yonu oPaakkurelke atkl20p91 ¢ r . (

13. 1 Tari h-esi

Kl a-ta kateée formlareéens@gel igret-imreisli mes irmd €
50 vyeéel °ncesinde -%z¢nme hézée testinin
Bu arada 19.y¢zyéel én sonl aréndan I ti ba

fizikokimyacélar tarafénddmngelni dteinreill nae

ila-1a 11 gild@ dejil di, dol ayeseéeyla il a-t
prosesinin temel yasalaré mevcuttu. 1897
ik -%z¢nme heze deneyl er imaddelerig ekendie k | e
solusyonl arénda -°z¢nme hézeée adlé bir ma
KKk i az -%z¢nen bil ekiJin benzoik asit

ger-eklextirdiler. Kul | andék! are@behideteer y a
dal déer dél ar v e silindirleri sabit bir

Bakl angé-taki konsantrasyon il e doymuk -
-%z¢nme héezé ile oranteéeleée oldujuyRste? i dg

akaj] edaki g id@® idd i r-.° zEmimel ihkétzeé , C baxkl ang

-%zel ti deri kimidir. k dejeri bir sabitt.]

dC/dt =k (CSi C) 3.1.00).



derismm (mihimel) 3 /0 kursun klonit

25

——— benzoik asit

0 0 20 30 40 50 &0

zaman (dalalea)

kekil Blemnzali.kl.asi ttin-vPez ¢knumex uné zkd oej r i si

(Dokoumetzidis ve Macheras 2006).

Bilexkikler ortamé doyur acak-°°mi¢gkntmedestifaaz ed
boyunca y¢zeyl eBrui -sad@ivktmaknsnderea g € @da kat é
i nce Dbir di f¢zyon tabakasénén ol uktuju
ortama difg¢gze ol duju gPsteril mixktir.

Bir sonr aki gel i kme 1900 yél énda B

ger - ekl evtapt ek miaderey sbnuaundal® zgnmeanwEe@eéaéng z e

karéektérma hezeéena, sécakl ej a, yézeyin oy
gestermiklerdir. Exkitlik 1.2.1.1 i geli«ki
dC/dt = k;S (CSi C) (1.3.1.2)

Burada S y¢zey alanédeéer. Bu -al ékma Wal
yayénl ande. 1904 yél énda Nernst ve Bruni

di f pzytoabakasé ol uKkumuna vV e Fi ¢ kBsunnern 2.
ekitlijJinin bulunmasédeéer.
dC/dt =DS/Vh (CSi C) (1.3.1.3)



Ekitlikte D difg¢gzyon kat sayéseée, h di f¢zy
ortaménén hacmidir.

1931 yeéeléenda Hixson ve Crowell S ?ejer
dejerine orantel e ol duj unu gesterdil er.
uygulanabilir oldujunu kanétl adeél ar . Bur
wo 31wt = kot (1.3.1.4)

Wobakl angé- sabjttier | €] & ve Kk

¢°%°z¢nme prosesinin fiifzsizkysoenl taa-bdakkkaésned a @

1950’lerde iki alternatifno d e | daha gelixktirilmiktir.

takémayée esas alan bariyer modelinde yg¢k
sénérl ayéecé bir ©°zelliktir. Danckwerts i
yenilenen makroskapk sol vent paket-ikl eri kat e )
absorbl amakta ve -%zeltiye takémaktadeér
geli kmel ere rajmen farmasoti k alanda kul

O Zamana kadar yialrmocdmnéménei vibejerl end

dezentegrasyonunun yeterl:] ol duju d¢kKeény
Ksvi-re farmakopisind8P198d4 (AMmémidlaa yRiy®©
Far makopi si) I s e 19 5tegragyenl testmel ger verddi. Damk € d :
olarak 37 UC6 de su kullanéel maktaydeée. D
ol arak daha ger-ek-i kokul |l ar °rnejin s
yayénlanan Filleborn unKmeviowda loddwlkl-ar &
mi de ortamé Kkull anméxkxteéer. ¢al ékmasénda b
hareketl eri takl it etmi ktir. 1950 1 eri
dejerl endirmek i-in sadliceoldmagac@jgé az1yloa
1951 yél énda Edward, katé il a- formlar €
prosesinin hezlé olmasé durumunda -°z¢nn

eden bir basamak ol duj ubn7u vybéellé& nrdtami rtalr . vy
teofl in tuzl arénén kandaki seviyelerin
ol dujunu g°sI®70nikéllrar@d9®&mWasénda bu kon
yapél mekter. 60" | ar én ksionfuadlal &lré&knl afr arr
ver me s¢resi ve Kiddetinde b¢gye¢ek farkl e

bi yoyararl aném teri mi bir il actan far mak
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bakka bir deyikle birg¢ldozwon an ek aktaédlad éjnéen

kull anél mékter. 1971 yeélénda farkle form
ve birbirinden 7 kat farklé sonu-1ar bul
Kl a- Dairesi) har ekae't es greda rpmi yka sveed a 10Ou7l
44 | ot creéene¢g detayl @& dissolusyon - al ékma
ol duju tespit edilmiktir.

1970 |l ere gelindijinde farmokopilerde
testigereklilj i yer al maya bakl améxktér. 35 yeéelde
ol arak dissolusyon testi ger-eklexktirilm
sepet y°ntemi denil en USP apar at 1 i1k r
yer kaléme Daha sonra bunu 1978 yéleéenda pe:
uzun salénémle ila-lar i -in inip -éekabil
akék ge-iren h¢gcre (USP aparat 4) izl emi |

1. 3 .12e k¢nansibip

¢°z¢s¢nme heze testi crée¢negn vegcutta emil
dekénda taklit etmeye ve °ng°rmeye ol ana
performansénén yapay kokul |l ar \elertbastdea d o’
anl amlé& bir y°ntemdir . ¢t°z¢nme hézé tes
noktal arénda ila- aktifinin -°z¢nen y¢zd:i

( 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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¢°z¢nme héze test cihaze kekilde g°r ¢l mel

s= |

kekil ¢l° 8, m™@mel . hézée test cihazé

Cam kaplar créenegn -°%zsneceji Séveéeye i-er
tanémlanmek derekien yaygeéenmn22ku lve 823l den | ar é

go°r ¢l mektedir.
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7
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kekli3dR3¢°z¢,nme hézé testi
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Test sonunda al @&nan numunel eik yokapaeakalizr o f o't

edilir.
14. Kromatografinin Tari h-esi
21 mart 1903 tarihinde Tswett'inE Asorpsiyon olgusunda yeni bir kategori ve

bi yoki myasal anhakbkenfelard@gunh amaz de €éen - ok
kromatografi & ke&amakogtahi siéen bakl angeée- 1

19083) Kromatografi il e ilgili yayénl adeée’
yoll a ayérmék ve kromatogram terimini tal
s¢recininrgandiékndanmyoaceél ar én doj al eréni
kromatograf. yeniden kekfedil meye baxkl ani

Kromatografinin ©°neminin artmaseéyla bu

bakl anmék ve Kkromatografi o | @ayan nlketaorika - € k |
yakl akemlareé i -eren yayénlar basél mékter
Tswett in génegmegzde nor mal f az kromat o
-%z¢nen analitlerin ayrélmasé s°z konusu

1941 yél énda grdaafjiéslimayvakri k msdétovoe kr omat ogr a

Synge taraféndan kekfine neden ol du. Yay
teri mini kull anmékl arder . Ayréca bu -al ¢
bahsedilerek gag é v & okgrroanfaits i ni n temel |l eri at el m
yaygén bir kKekilde kullanél mamexkteéer . Bun
taraf éndan fiziksel ol ar ak s¢r skl enmesi

mesl ektakl ar e arya léictai ki I'tke k mi kr ool an kaj

geli ktirmiklerdir. Knce tabaka kromatogr
kromatografi si g°zden d¢kmegkt ¢r . Cam pl a
uygul anmasé ile ydpékarf bdi tmkwnt kr RuByhla
kromatografisi organik ve farmasotik laboratuarlarda standart bir analitik teknik olarak

yerini al méex vV e kol ayl éj e vV e hezé ned
deji ktirmemiktir. Dietzaatviafnt a g | ayrag@ rea klaart K &

kull anél maya devam etmektedir. Gaz kKr om
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yécksel mesiyl e birlikte kromatografik pr
czelli klerine kineti k fhyakyéomnm ae-téks &yl,a dyeak
k¢tle transferine g°sterilen diren- vV e

durumlar tanémladéek-a van Deemter exitl:]
kol onun etkinlijine moel&t il ef aaédmsakax
kal eénl é]J & gi bi czelli klerin naséeél et ki

d°nemde bilim adamlaré enstrg¢imant al séve
bakl améxkl arder . Kl k Ymaelogriafy¢lod ek alka ad
daha sonra y¢ksek performansl é séveée kr
kromatografi k prosesin performanséné etk
kol onl ar kull anél maya bakimandment éern.st HR Im
kromatografiler en yaygén kullaneéel an teki

Horve@e¢ harkadakl|l aré 1966 yélénda Roma d
negkl eotitlerin ayrél maseéenda I 'yon dej i
bahsetdmHal eve arkh 1967)

Kromatogr afi ve HPLC konularéenda aracxkt
s¢rmeye devam ediyordu. 1970 Il erin bakeén
edi |l ememekteydi : Ancak gazn % 20inden dattar a f i
azénén ayreélabileceji de biliniyordu. Seé
ve iKki fazén da ayreéemda aktif ol maseée by
Bununl a birlikte, °ncelerinddhha bkyz¢kKk
partike¢gll erin gelixktiril mesi ve ki myasal
HPLC d¢nyasénda °nemli bir adéem ol muktur
enjeksiyon yapélabil mesini vseajJd a-meéxitydi.l
kuvvetli bazi k analitlerin ayreél maseéend
kromatografide hareket|l] faz optimizasyo
da organi k faz oranéné dej i Kkt i nahtiek I K
Szelli klerini i yilektirmek de pH dejeri
gi bi yoll arl a ger-eklexkxtirilebilmektedir
sayesinde y¢ksek etkinlik sajlanabil mekt

Farmasoti k tkiymyadme @ HPLC nin gel i Ki mi

Farmasoti k créenl erion kal i tesi HPLC ana



14

Kol onl arén se-icilifji ve etkinliji yal ne
vV e belirl enmesi mda @&d&jipmamaykal ztaema ve g,
kokul dur. Avrupa farmakopisinde yer al an
sajlanabil mektedir.

HPLC, analitik kimyada son 40 yéleén en
araséndaHtmetarzel eereden sonra HPLC ci hazl ar

( Engelhardt 2004 )

1.5. Y¢ksek Performasl e Seveé Kromatogr a

1970 1l erde Prof . Csaba Hor v8th tarafé
kromatografi de] lgeemakk en - iark & g ¢ k sseak basénc
et mekteydi . Bakl angeée-t(a nporkma leare§Bibgkaede @
basén- k a p aBsanlataeysk s ekalr lBa@svéeen - kr omat ogr afi s
1970 l erin bakéndhi kK emé& IYeetno p IHPA.Cb &£y hkazd ar
[ 400 bar] basénca kadar -ékabiliyordu
donat eHPMéeXkt22970 |l erin orta ve sBunlageadn
performanst aki gel irktmek ¢elrlienr , ( ddaahhaa kyg¢- késke
et mesi yl ®alHtPhas & €éay n é¢, kksad kd ép & sakea& m& nssnha tyo
oldu.

Y¢ ksek pleéd €éoé mkmo® mat ogr afi génegmgzde a
ara-| arS®énvdéadiad é-re.zomeiremumemnkeaedi bil exke
ve mi ktareéené belirl@gmes mapjestipppeisy mred as alhi
seviyesinde &eser konsantrasyona sahip b
HPLC farmas°ti k, gédayc¢ssthkazymdti gj bevr i

kull anél makt adér .
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15. 1. ¢tal ékma mekani zmas§é@

kolon
kromatogram

fe— enjektor m

-L wveri sistemi
hareketli faz - .
numune

pompa dedektor
atik
kekil HPBC1l-4lL ékma mekani zmaseé
k e klisi.l.denbi r numunede bulunan bil exi kl er

kol ayca aHualeketifézlkdh lminlai sol dan girer -pamrtve&ky
sajdan kol oekilalertk eedeksi kon anéndaki k o
Burada numune sar é, kermezée ve mavi boy
Keklinde kol on giBiirkkan-dedagkirkd meanhedi h.e
héezl arda hareket e d¢e¢nn kbga nhtelra rbai ra ya red Imatkit
faz i1l e sabit faz arasénda bir yareéek s©°;.
eden ol duju ve koll dwnjda ng % réBkimalkiknbfeketéiare. o

il e daha -o0ok et kB exigmdean i meb idglié mimabz & m rhhé
hareketMa&vyimilkaya .bandé sabit fabol bhgéedalt
kol onu en s o nHerther k bielt enk &n i f.ar k1l é hezl a

kromatograf k ol arak ayr él abil mektedirl er.
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enjekte edilmis numune band

0.dk
> | >

LY =y
analit bantlan
w i ’
- F
k e kli5ll.2Kr omat ografi k kol onun -al ékmaseé
Ayrél an bilekenler kolondan -Dé&ldte&kk toan hl

bir ayr el haeketli fazirleé¢ ke mask@a dedekte eden b
sahiptir. Uygun bir dedektOr her bir b
sahiptir Ve bil ekene kar kel ék gel en el
g°nder mekt edi rliz edibeek askehep rmaddemra karakteristik ve

konsantrasyontWPaCgSretemi-ndeér ol ukan Kkron
eden grafije kromBabpgramsdemi | makatkedndan
ol ukan pi kIl erHembir gik fakilig i bi-ri zbillieken i -1in

temsil etmektedir.
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dedektor akig hiicresi

-
- 4

HPLC kolonu

kekli5L3Pi kl erin -ékeéke

Kol onda ayreéelan bir bil eken dedekt?©or
ol ukan el ektriksel sinyal dat a ogramst e me
ger¢é¢nmeyr dmxid agram numune enjekte edildi
bakBar:izgiye baseline denir v bareledlidzz kt °r
ge-ti jtemsibetmelaedi®Bi | eken akék hg¢gcresirsimydgn ge
data sisteMmemyrl®edlkeailn ékemendaki analitin
bir piKRnal ukut amamen akék hg¢gcresinden ge
seviyesine d°ner. Numunedeki anal intel grer g
kol onu °nce yada sonra terk ederek dedek
Ayné sisteme enjekte edilen referans sta
pi k al éknb amamn&laamatrér ar ak fb ioll etastklimekradiriean i t
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1
Akrilamid I
Numune &

Alikonma zamani analitin ne ( |
oldugunutanimlar |

enjeksiyon

iy j_m_,qﬂkm,VJ UUHRIMG

050 1:00

k e kli5l.4Tanéml ama

Tanéma i K1 e mi

nden somedaeki ne nleand ar
Dedekt°r

sinyal. anal it
konsantre ise

aa @ anl

k o Bs amalit nealadao n u n ¢

sinyal. o kadar be¢gyekter
Akrilamid
Numune B

enjeksiyon

'“\W

0:50

I\
e T

1:50 200 2:50

Akrilamid

Numune A

Pik alani
Alkonma zamani analitin ne

oldugunu tarimlar

Pik alani analitin miktariile
iligkilidir

i
enjeksiyon \/J \
VAR TN,

1:50 2200

250

k ekl 5Tanéml ama ve miktar tayini



19

Bir pi kin altéenda kalan alan o bilexkenir
data sistemi taraféndan otomati k ol ar ak

alan dejerinden nuamphan&ons@nSkasgowne ael

1.5.2. Ayérma tekni kleri

Genel de ki myasal tleinled ki k& e adgrdile raiys téinjéei
ger - ekl ekBunlarmekt edi r .

A Polarite

A Elektriksel yg¢k

A Mol eke¢ler begyekl ¢k

Bir mol ek¢l ¢nesyiyapvees €f i zaikktoikviinty as al kar
ol ukturan atoml ar vV e araséndaki bajl ar
°zelli klerini belirleyen bell.i atoml ar én
Bu yapé genelli &l e@dabialp@ekiajri nolplauljamuy g° s
mol ek¢l | er t emel fonksiyonel g Polafgitdyea r € n a
dayanan bir ayremda farklé molek¢ll erin

fonksiyonel gruplar belirlemektedir.

Polar molekiil Apolar molekiil

kekibPlAnalitin fonksiyonel grubuna g°re Kk

Sufyecksiepold moment | i kpolg&r bbb irr aronwatikled kil B Kk e

hi drokarbon ol an benzen apol ar bir mol ek,
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birbirleriyle etkile k i me gi r meye yatkéendérl ar . Far k1 ¢
az et kil ekinBemnzemndebde nrz eerri. -eker ik
kromatografinin temelini ol ukturur .

Farkl & polariteye sahip sabiotl ame bmbbkl
arasenda bir yar ékSabertr - efkalzekporaft me&sied

partike¢ll erl e daha g¢-1¢ etkilekim i-ind
Ayné «kxekil de mobi l faz polardabasi hezyaka
ederler.

Polar molekiil Apolar molekiil

k e klLi5.P.2.Hareketli faz polarite spektrumu

kekl1l522 'deki skal a genel |l ikl e kull anél an S (

pol aritelerine g°re g°stermektedir.

Polar molekiil Apolar molekiil

k e KLi5.R.3.Sabit faz polarite spektrumu
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Slika,asi di k sil anol gruplaré i-eren aktif
Skal anén pol ar uSfiulnidlaa yyegz eeyinma kg alda&rmri.t e s i
bajl anmaséyla modkékybededel g | hddikkicerdngerkb |
i -1 n cyanq¢gNl, o-qctylsildg-i[d8lyvie noctadecylsilyd [C18, ODS], gibi
fonksiyonel gr upl aid8 hidrgfabék y(su sevraeyeh)aapadab birl i r .
gruptur.

Analizcinumune 1 -in en i1yi sabitmeéincobil f

1.5.2.1Normal faz HPLC

Tswett bitki ekstraktlaréneée ayérérken p
kul | arBmé Ktl éars.i k mod nor mal.(Tsaetrt196d)ar ak ad|l

Sabit faz polar (Silika)

Mobil faz

R—— . I . —sApolar
f‘ i TAW  (Hekzan)

nunune

k e kLi5.R.1.1 Normal faz kromatogfa

kekb?ll.bir nor mal faz kr omat ogSatfar dlikaay r €
i ken mobil faz % 100 organik olup su i-e

1.5.2.2Ters faz HPLC

Ters faz terimi normal fazdaki durumun tam tersini belirtmektéde.k i | d e

golrdge¢j ¢ ¢zere polar bir mobil faz ve apol
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Sabit faz apolar (C18)

MNobil faz

polar
f‘ . - F 4 _+{ sulu)

mimnnne

k e KLi5.R.2.1Ters faz kromatografi

Géenegmegzde geni Kk bir kull anéem ar aterefazé ol d
ayr éma d a ySa wenoaghnik dadefonitrilyadametal ) kar ékKkémé m
C18 (ODS) sabit faz en populer ters fadlisidir. ( Skoog ve ark. 2007 )

1. 6. Hezl & Séve Kromatografi (UPLC)

2004 yél eénda ci haz vV e kol on teknol o
kromatografi de aegaodiusegtonparha&metwe | Brin
kaydedil di . Bu yeni performans d¢zeyine

[ 1.7 mikron] ve 15.000 psi ( 1000 bar)
di zayn edi |l mi K BuiydmideknolajiH € gSkéeveek | K ryamat ogr a
adl andérel de.

Y¢ksek performansl é sévé kromatografi
tem | aboratuvarl arda kull anél an kaneéetl ar

kr omat ogr akiii lke yaggrr édnel gy maddel eri nin gel

yeksekl i ve | i neer akék heézée araseéendak
durum a-éklanabilir. Parti k¢l b¢yekl ¢ ¢é
ejrisi kirko npaetrofgorradfans é ar aktérmak i -in ku
b¢e¢yeéekl ¢ ¢ n2nb5 (eninkr on) alténa indi Ji zanrn
ol maktadeéer Ve artan akeéexk héze et kinl i
kull anarakapmpeagi tvesipi kgradi ent ayreéemlarda

yeni l i mitlere geniklemekte ve bu tekno
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al maktader . Bu teknol oj i k¢ - ¢k parti k¢l
sajl ayarak gstvgnhaezasiuggto avantajl ar éna
Et kinlik UPLC nin t emel ayrem par amet

bakeél acak ol ur s a;

Rs= | AN /[ U9 [ k/ 1+ k ] (1.51)
RezolusyonunKs) ,t eor i k plaka sayésénén (N) k a
go°r ¢l mektedir. Teori k plaka sayésée ise ¢
parti k¢l b¢e¢yeéekl ¢7 ¢ 5 em den 1.7 eEm ye i
kae k° k¢ kadar artmaktadeéer. N ayréca pik g
N U 2?1/ w (1.5.2)

Buradan pikl er ne kadar mamémldaila lbol a
go°r ¢l mektedir. Ayréca pik ye¢gksekl ifjJi ( H)
boyutu d¢kt ¢k-e N ve dolayéeséyla Rs artn

daha uzun ve dar pikler elde edilmektedir. Daha darmpikle y né zamanda da

kapasitesi anlaména gel mektedir.
H O 1/ w (1.5.3)

Van deemter exitlijinden -ékareéelabil ec:
maksi mum N ye ulakmak i-in optimum akeéxk |
oranteéelée oldujundan Kk¢-¢k partikegll er il
sistem gerekmektedir. Anal i z hezé temel
arttereéelabilir. Etkinlik kol ondpuieuensl uj u

N O L / dp (1.5.4)
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35.00
d,=10 um
30.00
E
= 25.00 4
i
= 20001
W
=
= 15.004
(1)
-
m
S 1000
=
E 5,004
Uua T Ll T T T T T
0 2 4 6 8 10 12 14

Lineer Hiz [mm/sn)

k eklilVan deemter grafiiji
( Nov&kovs§8 ve Ark. 2006 dan )

Dol ayéseéeyl a rezolusymmr tkiakble odyyatdan i ke

késalteéelabilir. K¢-¢k partikegll er sebebi
kesal maséyla rezolusyon korunurken anal.
UPLC teknoloji si i -1 mrel2 kgmral mesda °mamt
Silika bazlée partike¢gll er mekani k ol ar ak
sénérl e kal maktadér. Bunun yanénda polin

beraber dekek etkinliakhigilkirdbakka&odenavya
polimerik kolonlarén avantajlaréné birle
b u kol onl ar UPLC vye uyuml u hal e getiril
k°opre¢l ¢ etil hi bri d ryta pké:sslél eme vnteuktatnuirk. sit.

matri kse metil gruplarénén bajlanmaséyl a
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kekli6PKepr¢l ¢ etil hibrid yapéseé

(http://www.cosmoscience.org/Presentations_2006/HighTemperatureChromatographyH
ybridStationaryPhases.pdf2010)

Partike¢llerin geliktiril mesi yanénda ¢
ol mase gerekmektedir. Pompmpa tykksaek amals
sajlayabil melidir.

Dedektor ¢n anal it pi kKi ni dojru ve tekr
zamanda okuduju ver.i hezenén yeterince y

gore UPLC hassasiyeti HPLC ye gor8Ratf az|l a ol makt adeéer .

Numune giri Ki ayréca kritik bir konudu
ot omat i k yéksek basénca dayaneéekl e di z
dal gal anmal aréndan korumak i -in e&zle&ksbiyr
enjeksiyon d°ng¢ zamané ve mini mal t akeé.
hacmi UPLC hassasiyeti i-in gereklidir.

UPLC sisteminde i kil!@ seri akék pompas:

degaze etme °zeldartii kvealrideerrd e n2 ntgank sa lnmuem
15000 psi basén- [ i mi t i ne-in-seadiei )psistenni ile KJ n
numunel eme yapmaktadeér. Kki I i bir yéekama
dir. aeSk alWld’'r koldrmnm ésétabil mekte

Standart absorbans bazl e opti k dedekt

o

olayeséyla UPLC i-in akeécx h¢gcresi hacn

zaltel mal edeéer . Keé¢-¢k haci mli standart a l

QO


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 uzunlujunu azaltmaktadeéer fakat il et |
sisteminde bir optik fibere exdejer € K€
ékék yoluna ve yal néSWARTZ52006) nL hacme sahi

UPLC ningenelolarakibz e saj | adiegrel;avdaant aj | ar é

A Azalan analiz s¢resi
A Rezolusyon ve etkinlikte artéecx
A Daha az kimyasal kullanémé ve azal an
A Genik pH araléejéena dayanéklé stabil Kk
A Hassas dedekt©or
A Dejiktirilebilen | oop hacmi
A Kol on tarih-essknolgsykl ama (eCord t
Késa analiz s¢resi;
A Kalite Kontr ol depart maneé i -1in bitn

hezl andér maktadeéer .
A Stabil ol mayan molek¢ll erin anali zi [

A Daha hézlé menkaméegaslaij ktaimatke adeéer .

Kolonlar &a € s éndan dejerl endinr meo ky akpualclagkn € ¢ e

kolon ar & pH kul8 ainkeemm aBEH étjeek n20l o] i UIRLC Kk
ol ma k tBEHI &alonlar y k sek basén- v e s éahakuzun] a

° m¢r | ¢ Mefplarcaekdl . ané mdan dahi sonr aApiy@mek eéfek i
bil eki klder fHPKkCeé tip kolonlarla analiz e
-ok bilekik analiz edilebilir.

Dedekt®°r hass asi yethia Diashea | WBl2@'. ( Samp!l i n
edekt®r hassassi yle2pis/©d ratnm adkiiPlee&d der2OzpesksP L C -
| makWPA@dde. d¢e¢kKek numune deri ki mlerii dedel
Dijer bir avanta] dejixtiimkdnPhddre.ni hatek

o

o

oOml , 5 ml vV e 2 ml gi bi f ar k Looplarhlkamlaycam!| e r ¢

1

deji ktirilSelsitlemek tseadlierc.e kar akteri zasyon
val i dasyonuna g eDeejki Ko lkmalnmoackpt ad® c mie |l i Kk ial
e

snasénda enjeksiyon hacmini ayarl amada |
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UPLC | erde bul uneCord tékngloggir. Bo teknolofi sagesirtde |

el ektroni k ol arak kol onun sertifika, kur
(sequence), maksimumigas - v e sécalsdklamkalgt odeéem.i | gil er i
Tutucu

Bagla ntl\ /

16mm
Mikrocip
k e kl1i6.B.eCord teknoloji
1.7. Analitik Metot Validasyonu
Analitik laboratwva r | ar da vali dasyon Wwladdlder amea soé&
kul I anéknir [abanatwbr €n  yet er | i ve kalifiye o
°nemlBidri rmet odu valide etmek metodun ana

el irsizlik seviyesinde anal itik sonu- |

b
arakt er el mgelmeékteda. Analdikmraetotr validasyonu laboratarda kalite
g
z

sévencenin il k basAmalfeéenek okakitue mgkvade
aman y¢ksek kalitede wveri el de ettijin
ol -¢ml emel er be¢gteéenegder.

Anal i titkndbinr vya°ln de eadt bthesi Ruhl|l ama mé a m:

ol dujunu g°stermektir. B¢eg¢ten HPLC metot |
numune ¢ ¥euliadmanl aadér . Met ot validasyonu
maddel erin ve kimyasall arén kat#erhardgilbar é v
anal itik val i dasyon bakl at él madan °nce
gereklilikleri i htiva edecek kKkekil de bel
Pratikte metot validasyonu kesa | i Kk, dojruluk, kséi aaemi
aradegeksiyon (°l-¢mlemgyYntemi st abhésaphk

gi bi met ot perfor mans karakteri #Hangikl er i



perfor
ark. 2004
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Ortalama @ | ,exr,

e X, U ek

eki tli

53100

RSD=2>""
X

X° t(1- P,n-1) 3
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kri tceerjiininme tddajuenr | EAKEBRNIERBee b aj |

Val i das yeeaplamamlark ul | anél an h

t ek ddgpelt esSthpdarssapthasr, .

] Kul | an®g,lxgr.axk O h&KelaifpslaraartésapmakSD,

o

eKi

>—(:X1+X2+2 + X,

gVn=
P dejelriserebenst | i k
i -in P=0.056di )
al deje dejerler

akajedader

t !

2 8 exituliljanek ar a4k

t |

kul | &a,nxgl ar ak

kKul |l an%®d@mr ake v ehres agil «

lmeg &Kkl andgreveeni |

derecesi Vy( %95
ser besdnydrki nder

geveni b irl ik

¢Ci zelllg®r¢exki tl i derebebeti kve
ta-pn0nin al dejée dejerler
Govenilirlik Dizeyi 90%: 95% 99%; %995
y=n1 tog tas tog toas
1 g,314 12,706 63,657 127,320
2 2,220 4,303 9,925 14,089
3 2,353 3,182 5,241 7,453
4 2,132 2,776 4 504 5,598
5 2,015 2,571 4032 4,773
6 1,943 2,447 3,707 4,317
7 1,895 2,365 3,500 4,029
g 1,860 2,306 3,355 3,832
] 1,833 2,262 3,250 3,680
10 1,812 2,228 3,169 3581
15 1,753 2,131 2,947 3,252
20 1,725 2,086 2,845 3,153
25 1,708 2,060 2,787 3,078
P 1,645 1,980 2,576 2,807
f=n-1 tog tas tog toas

gday eh é ak
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1.7.2. Sistem uygunlukesti

Sistem uygunl uk test.i bir HPLC metodunt
sistemin uygun perfor maKacarndamtermhi mnall ma
uygunl uk testi en azénd®dn riirkdi sparemedk
tekrarlanabilirlijidir; I kKi nci si anal i z
stabilitesi verilerinden belirlenebililRezolusyon, simet i faktoryg, teor.i
gi bi parametreler kullanélabilir
¢i zel geEnl eks2 ybn tekrarl anabilirli7ji kab

Lnzlitik Test 5 ardisik enjesksivonun RSD si

Miktar Tayini:

- Bktif Madds ;%:.E

- Foruyucular/Anticksidanlar = %5.0

icerik Tekduzeligi Z %1.5

Dissolilsyon = %2.0

Fantitatif 8afsizlik Testl = %5.0
173Tek tek analitik parametrelerin planéeé

Her bir parametre ikamulacklafietdarkli erbi® | ye

bakka kriterler uygul anéyor sa t(keaetvd ehdzr

vb),doj rul ama gereklidir

¢i zell7l§gBMet ot -exkidine g°re dejerlendirile
Paramstre Tanima Miktar | Igerik Dissclusyvon Safsizlik

Tayini | Tekdizeligi e —— Timic

Tekrarlanabilirlik - + + + + _
Ortam Kesinligi - =+ - + 1 _
Dogrusallik - + + + ¥ _
Dizeltme Faktorid - a 0 0 + o
Dofruluk - + + + + -
Secicilik + + + + ¥ +
Tespit Limiti - - - - o +
Hezaplanakilirlik - - - - + _
Limiti

Yéntem Stakilitesi + + + + + ¥
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¢Ci zellgkdet. i Kar et i kesinl i kIl e-iykaapréeltma syéa pg
gerekliolmayan®i Kk ar et i i se gerekli durumlarda vya
1.7.4 Kesinlik

Bir analitik metodun kesinlifji, bel i rl e
-oklu hazeéerl éklaréendan el de edilen bir d
é - akKama ol ar a&krdasrkl¢anncal beibliilrilri:k , T or t am
edilebilirlik.

1.7.41 Tekrarlanabilirlik

Tekrarl anabidmand i &r, alké&jsé&a ib-iirndze ayneée u\

kesinlijVailfiade eeldéren metotta tarif edil

1 Miktar Tayininde; @ az 6 numune -0 zel tisi l
konsantrasyonunda) ve analiz edilir.

1T K-eri k Tekdgteki jpiar abmetresi ndeki pl an

T ¢°z ¢ nmeBirhehedéen: al énan 6 numune anal iz
tarif edilen y°nteme g°re dissol ¢¢syon
T Kantitatif Safsezl ék: En az 6 numu

konsantasyonunda) ve analizlenir.
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¢i zel ge Tékrafanabilirlik kathul kriterleri

Enalitik test

Limitler

Miktar tayini:

- Etken madde

- Foruyucular/antioksidantlar

,_|
14
¥

,_|

I8
i

o

Icerik Tekdizelidz

Dissclisyon

H
[Fad
¥
]

Eantitatif

zafsizlik

(zpiks =dilmemis numunsler)

oL =

¢ci zel

anl aména

1.7.42 Ortamke s i n |

Ortan kesi nl

analizel er |,

seriilkanal i

¢ielgel1l.74210rt am kesinlifji

ge 1. 6.

4,.,1.i1.

gel mektedir

] i

I,

z Cc i ikihcieserigkih@&m d am,al i

gidae

aboratuvarr:

far kW&l icdehaedigliebnn .met ot t a

ZCi

vwearf s&lza®j én i -

kabul

i f-a rnkdleék i g ¢dnel
tilar i f
tarafeéendan
Kri

terl eri

Lnalitik test

Limitler

Miktar Tavyi

(A ikl disscliisyon

- Lktif 1 A= 53,0
- Foruyucular/ 4 = %3.0
Inticksidanlar
Dizsoliizyon AE RELD analizinden =lds

Fantitatif safsaizlik

(spike =dilmemis

numuneler)
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1.7.43 Tekrar elde dilebilirlik

Tekrar elde dilebilirlik iki laboratwar ar aséndaki ¢CheEsgkmhi pi a
kabul kriterlerig t am kesinl i ] il e aynédeér.

175 Dojrusall ék

Bir anal i tik prosede¢r ¢n dojrusall éejé,
(mi kt ar eamlagr adki reerkant él & ol an test sonu- |
et me kapasi tkd giinii i grfasstdemxlkierrs ol ¢ sy k meyan d an

tartélarak farkl é& konsantrasyonlarda -°z
mi ni mum 5 konsantrasyonda -°zel ti hazeéer|l
hacmi dejiktirilerd&dkngeumekbestthearing el
hemser best hdmradé& maaf "mare spesi fnkadgoblul
akajedaki Kekil dedir:

T Mi ktar tayini testi: ¢tal ékma konsant |

ol an konsantrasyon aral éj elmdauyucllaz el t i

ve antioksidanl ar i -in konsantrasyon
iczerinden uygun bi-imde ©°rnejin N%20
1T K-eri k tekd¢gzeli]i testi: ¢al @ékma kon
olan konsantrasyomaa | éj énda -°zeltiler hazérl an
T Ortak mi ktar tayini ve i-eri k tekdg¢z

%6 00éndan %140060éna kadar ol an konsart
seviyel eri %6 0 , %8 0 , %9 0, W1OM0 , h &Adr0l,
ve analiz edilir.

T -Anénda s a-immedatan lreteadq | Rr ¢ n |- €1z ¢ h metestih € z €
¢al eékxkma konsantrasyonunun %606éndan ¢
aral ejénda -%zeltiler hazerl anér Ve

konsah r asyon seviyeler:i de -al éeéxkmaya ekl
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T Kontroll ¢ <atrobed écledg€ ¢(rCRnt ez ¢ m meaestih e z &
Spesifikasyon aral eje czerinden N %2 0
hazérl anér ve analiz edilir.

T Kantitatif eaxafidd kKlasky onedtiimi tspin (het

ihmal edilebilir limitinden %1 2 06 s i n e kadar ol an k on.

-%zeltiler hazeéerlanér ve analiz edil i/
T Ortak miktar tayini ve kantitatif saf
spesifikasyonunun ihmal edilebilir limitinden %1 206 s i ne kadar

konsantrasyon aral éjénée kapsamal eder .

¢i zel geDalj.r7fusballl.ék kabul kriterl eri

Lnzlitik Test Limitler

Miktar Tayini:
- bltif Madds Forelasyon Fatsayisi r = 0.9%%
- Foruyucular/inticksidanlar FKorelasyon Fatsayisi r 2 0.955

Igerik Tekdizelifi

Dissclilsyon Forelasyon Fatsayisi r = 0.9%9

Fantitatif 8zfsaizlik Testi Forslasyon Fatsayisi r 2 0.93

1.7. 6. Bkté&Ittme f

D¢zel t me f-carkectinr factor;( CFb el i r | enea referane ul | a

maddeninc eva bka@ama él ék beclevrabeéangéans alnatdeferi di

fakt® r ¢ , respons Dfialetl @ megn fta&knt ir¢gi rgenel | 1 k1
belirlenir (regresyon analizindmep. e Kde ¢
mi ktaré késéetlée olduju zamanl ar da, bel ir
(spesifikasyon i mi tine karkél ek gel en
analitin -°zeltileri).

1 Hesaplama:

CE = Slop§er :éAREF 3 Coer g
slopge; C Crer Aoer = (1.7.6.1)
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Slopg,y referans analitin dojrusall ék veril
ej i mi

slopg, belirlenecek analitin d e rregresgdn| é Kk
-izgilerinin eji mi

Ancr referans analitic e v a b &

At belirlenecek analitic e v a b &
Crer referans analitin konsantrasyonu

Coet belirlenecek malitin konsantrasyonu

T Met ot Val i dasyonWbbrpdael tknud Igdermd&mé® k gz aneé

(dojrul uk) hesapl anmasénda kull aneéel e

T Analiti k MetotDgzrédlat el 1 akt meg¢, 0.80

safsézl ek analizl eri i -in kull anél maz.

1.77Doj rul uk

Bir anal i tik prosede¢r ¢n dojrulrajse,ndaéki

yakeénl ej &Geirf-a@ke deedenr. akaj édaki «kekillerd

1 Model numunelerin analizlerinden

1T Bakka bir bajémséz metot kull anarak
Genel | i knteem teicih kediliryDo j r ul u k parametresi, g
tanémlaneér . Ger i kazaném, bulundBardejer

T Mi ktar t ayi ni Bdiresetek olan analitif g lkalné mi kt ar
(-al ékma konsantlO®ds yoen u%lunh0 6%80),, % er

ol mak ¢zere, pl asebo i-eren (-al é&kma



35

mo d e | nNuUumune hazérl anér vV e anal i z e

seviyeleri de eklenebilir (npenellikle

K-eri k tekdyg¢zel i Autf madeelerninf ia-riknd ét ans &rt &an
(-al ékma konsantrasyonunun %60, %100
3der , %100 seviyesinde 6 tane ol mal
konsantrasyonunan ®%W200mpueé) neamune ha
edi | ir. ¢al é Kk ma konsantrasyonunun %:

parametresinin dejerlendiril mesi i -1in

Ortak miktar tayini v e i Alifrmadde(lermik d ¢ z e
farkl el ami&kylaa (-al ékma konsantrasyonu
%1406

konsa

(o]

) her seviye I -1 n 3 tane ol

ntrasyonunun %10006¢) en az 15 m

Anénda sal énéeml e -(°1zR)n megtr gsdlzecr Agtiii a n & :
madde(ler)ninf ar k1 € mi ktarl aréyla (-al éeékma |
%1200s1i ), her seviye i -1n 3 tane ol
konsantrasyonunun %10006¢nde) en az 9

edilir. Gerekirse,jier konsantrasyon seviyeleri

Kontroll ¢ sal enéeml-e° z(,@QRnet edsréArelAlgit a ni & :i
madde(ler)ninf ar k1 € mi ktarl aréeyla (spesifika
seviye 1i-in 3 tane ol mak ¢mnrasyoeunun pl as
%10006¢,nde) en az 9 model numune hazer

konsantrasyon seviyeleri de eklenebilir.

Safséezl ek testi i -in plan:
Bilinen i mpemptel edlaeikd i@n, miikt arl ar &
spesifikasyon limitininihmal edilebilir limit sevi yesi , %100 ve

seviye i-in 3 tane ol mak -gzeme,( hglra si
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-al eékma konsantrasyonunun %10006¢nde)
analiz edilir. Ger ekelerisieeklendhbilif. er konsal
Ej e

safsézl ekl ardan var s a, var ol dukl ar e

k udktif daménbddesi - er i si nde, az mi kt ar d

-

yapél maledér. Bu durumda, dojrusall ék
Bilinmeyen i mp ¢ r i ktierhaddeninf ar hkl @ mi ktar | ar eyl
limitinin ihmal edilebilirlimts evi yesi , %100 ve %12006si
ol mak ¢zere, plasebo i-eren (-al ékma |

nNumune hazézelilmneér ve anal

¢i zel geDaj.r7ul7ukl .kabul kriterl eri

Enzlitik t=st Limitler

Miktar tayini:

- Etken madds Ger:

- Foruyucular/ Geri Fazanim %9%5.0 — 105.0 ther d=fer) ws
anticksidantlar B30 = %5.0
Igerik Tekduzelig: Geri Fazanim %%8.0 - 10Z2.0 (her dsfsr) wvs

Disscliisyon Ge

ri Kazanim %5%5.0 - 135.0 (her deje=r) w=
R3D = %3.0

Fantitatif safsizlik Geri FKazanim %%0.0 - 110.0 (her defsr) ve

testl R3D = %5.0 (%1.0 = i iginm)
Geri Kazanim %E85.0-115.0 (her deger) we
R3D = %7.0 (%30.1 = 2i < %1.0 digin)
Geri Kazanim %80.0 — 120.0 {her dejsr) wes
DL 2 ci < %0.1 igin R3D = %10.0

1.7.8.Uygulamaa al €j €
Analitik bir prosed¢réen uygul ama aral éefj

en y¢ksek ve en d¢egk¢egk konsantrasyamlear e
i -erir); bu sebepl e, bu analiti k ©prosed

seviyesi ol arak g°sterilir
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¢i zel geUylgu/l.8mal .ar al éj & kabul kriterl eri

Enalitik test Gersklilikler

Miktar tayini

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

igin disscliisyon testi

Fontrollid salinimli driunler Spesifikasyon aral:adi idzerindsn + %20

igin disscliisyon testi

Fantitatif zafsaizlik testi DL - Spesifikasyon limitinin % 1207si

1.7.9. Tespit imiti

Bir analitik prosedyg¢r dekianaldirs gedekte ddilelmient i (
ancak kesin dejer ol armikk thaereségpél rta n BTmmy & n

belirtilen yakl akémlareéen biri kull anél ar ;

1 Baselineg ¢r ¢ t ¢ s ¢g °vhesapama me

3
LOD = 3.33%s

ekitllanékarak LOD hesapl aneéer

s,il gi i analitin -éeékék zamanéna (ya da
pl asebo ya da -°z¢ceée¢negn kromatograméndaki
S, i1 gili analitin, dojrusdlklo@ml antrea pikeo n n ¢
yéecksekl i kl areigmee sdyaoynaname)gi sinin ejimidir

T Sinyal /og¢érnéglntag g°re hesapl ama

Sinyal /lgrgarnd,t ¢ anal i tin géeveniolir ol ar al
konsantrasyonu belirl eykerkdknswaent aasay ohunc(
sinyallerl e blankéten el de edilen sinyal
Sinyal /ogéarnéel,t ¢t espi t i mi tini belirl emek

de¢kenegl ebi lir
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LOD dejeri, spewifi¥xasdanddhanidimek eol mal

1.7.10. Hesaplanabilirlik imiti

Bir analitik y°ntemin hesaplanabilirliKk
kesinlik Ve dojrulukl a, hesapl anar ak
Hesaplanabilirlik imi i akaj éda belirtilen yakl|l akeéml g

T Baseline g¢r g thgsaplamar e e i me

100=2% exit1iji kullanélarak LOQ hesapl an
S,il gi | analitin -ékéxk zealmarnléennae n( yzaa ndaan
pl asebo ya da -°z¢ceée¢négn kromatograméndaki
S, 1 gili analitin, dojrusall éek wverilerind
yé¢ksekl i kl erine dayanan) regresyon -izgi ¢
T Sinyal /otagnregnlat ¢gg°re hesapl ama

Sinyal /grgarnd,t ¢ anal i tin géeveniolir ol ar alk
konsantrasyonu belirleyerek ve analitin
sinyallerl e bl ankoten el de edi | efb0:1 si ny
s nyal /greand,t ¢ hesaplanabilirlik i mi tini
ol arak d¢kegnegl ebi lir.

LOQ dejeri, analihmalietllebitrdihiteeont iat byed ida idaema

ol mal éder .
Nadiren, kuvvetli ya da toksik veya istae y en f ar makol oj i k et ki
safséezl ekl ar i -in, safsézl éekl ar én kontr

ol mal edeéer .

1.7.11 Se-icilik

Se-iwgnlri k] duju kabul edilen bil exkyynl er
edilebiliyor ol masédeéer. Genel ol air-ae&r ibru)n



39

eksipiyanlar( i | a - cretiminde kul v an éRlageho vgyar d € n
-%z¢écCcéeneén kromatograml ar &, numune vV e

kromatogramla € y | a karkel akt ér él peak Gpuekiyse,o
(Photodi ode lkulrlagn é lderdbekk bR | ibrellearmrilreenen a

derecede seSafcdéwlleakaltedtri.nde, her bir s
i -ediijrgr Dbilekenlerden (aktif madde (Il er)
ayréemée sajlanmal édeér . Buna kar keén, mi kt a
pi kl erden yeterli derecede ayrél mal edeéer .
kKkerik tekd¢gzeliji ve dissol ¢gsyon testl er
karkée yeterli derecede se-ici ol maleder.

1.7.12. tddlliredi @obustness)

Bir analitik prosed¢r¢n dayanég&j iekiémleer

karkée etkilenmeden kal ma kabiliyetini g o
1.7121Kr omat ografi k ayér éemén vetahliesshune - °ze¢
Anal itik metottaki belirli dej i ki kI il
parametrelerin, metotvalia s yonu sérasénda test edil mes
T Kol on se-i mi: En azéndan i K benze
belirtilen k odblgun maddesik lotahda s¢rbenti atch
deji ki klik g°steren en az iKki kol on
1 Mobil faz kompozig o n u : Organi k bil eken(Il er)
dejikimler genellikle N%26den 5de (

bazl arén konsantrasyonundaki kderjailki
modi fivye edicilerin k onsealnltirkalsey o i@

(relatif) olarak test edilir.

T Mobil fazén veya mod:i | Gd mé@b brimdpléex e .i .
dejikimi test edilir.
Akék orane: Genellikle N%10 ol ar ak

Kol on sécakl éejé: Genellikle N10AC o
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i1 Birkademe ekstraksiyonu akan daha zor
(°rnejin, t¢revliendir me, kat e faz
prosed¢re¢n de dayanékl el ejée dojrul a
1.7.12. 2. Standart tamltesiumune -°zel til eri

Standart Y=zélatuimohe stabilitesi, uygun ¢k
se-il mik kokullar alténda dojrul anér. Bu
saatl i k araleéeklarla), ancak, ejer bu =zan

g%zl eamasearal é]é& kesalteéelér
Anal i tik met ottt a belirtil en sakl ama

(otosampler/ karanl ék) . Dijer sakl ama Kkok

ol abilir: oda sécakleje/éexkxkéktodrmbkRorn(gremad
5AC) | kKaarnat ni |t éakt.i f safsézl ék testlerinde,
mod el numunel er (dojruluk testinden) ¢z

dai ma taze standatr°tz e-1°zielletrié(pe rd a%ykaonte] kal nea |

3
x=Cs2100 it ijiheshphaabarak

(:O

C,zaman = 0 anénda ilgili analitin i-e¢e

Csilgili numunel eme anénda il gili anal
¢i zel ge A% 7Zell2i 2stlabilitesi kabul kriter]
Enalitik test Limitler (% orjinal deder)

Miktar tayini:

- Etken madde ¥ 8.0 - % 102.0 (her de=fer)

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

anticksidantlar

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

esti — standart

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

DL = c %0.1 igin %80.0 — 120.0 (her deger

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

testi — numune
:.

szeltileri
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2. MATERYAL VE Y¥NTEM

21Deneyl erde Kull anéelan Cihazl ar

¢ a | é kHamsdnaResearch SR8 Puse DI STEK Premier 5100
hezeée t e sWATERS Aauty WPLE (UV ve PDA dedék® r | ¢ ) Acqui t
BEH C18 1.7 Om 2.1x100 mrmvettleroToledo MX5uve | an é
XP205 analitik terazilerde al énde. ¢°z¢n
10 P ultrasonik banyo kull anél méxkter.
2.2.Kimyasal maddeler

1 Metanol (J.TBaker)

1 Asetonitril (J.T.Baker)

1 Hidroklorik Asit (J.T.Baker)

T Tiyokol ki kosi dAlcghem) er ans standarté

23Hazérl anan -°zeltiler

Hareket | i faz ol arak 780 ml di stile s
yékama -°zeltil eri @lse&t alhi B8I0l vikar% k2 Ml
UPLC de kull anélacak t¢gm -°zeltiler 0.2
hezé testi ortamé olarak 0.1 N HCI -%zel
iczere %80 met anol hazérl anméxkt ér .
24Yapeél an analizler

241¥n denemel er
KIl'k ol arak var olan HPLC ile -°z¢gnme h

HPLC kromatografik «kartlarée UPLC ye wuyar

h ac mi 2 Ol olarak dejixtiapl die. 5250 pram
Hypersil ODS kolon yerineAc qui ty UPLC BEH Cc18 1.7 O
kull anel de.

Deneme enjeksiyonu olarak tiyokol ki kosi

i -in ~8 mg tiyokol kilkioks ibdalroenfjeorjaenyse ntaadradt
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il e ultrasoni k banyoda 5 dk tutwularak -

t amaml andéeé. Hazérl anan bu stok -°9zeltidel

2.4.2 Validasyonparametreleri

2.4. 210Kk Se-ic

Se-icilik parametresi i -1in Si st eme b
-%zeltilerinden 2 Ker adet enjeksiyon vy
t est ortamée 0.1 N HCI kull anél méxkteéer. S
haz ér |l anméxkt ér . Standart -%zel tisi I -in =~
ol arak 50 ml |l ik balonjojeye tartelde, b
banyoda -%z¢é¢nmesi sajl andeéektan sonr a %
Haz érnl abnu st ok -°zeltiden 5 ml alep 100
hazéerl éjé i -in belirld:i bir I ot tabletin
0.1 N HCI -%zeltisidir. USP Aparat 2 pal

nummnmel eme yapél mékteéer .

2.4.2.2 Dojrusall ék

Dojrusall ek parametresi i-in % 55, 70,
tiyokol ki kosid i-eren -°zeltiler stok -0
sisteme verilmixitmnr 18S6okng-%z2élerians tiy

bal onjojeye tartéldé ve bir miktar % 80

-%zel ti il e hacmine tamamlandEé. Bu stok
m| -ekilerekjdppel mrel akt haeEbdé ve hacmin
B°ylece % 55, 70, 80, 90, 100, 110 ve 12
120 11k -%zeltilerden 5 er enj eksiyon

yapterél mékter.
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2.4.2.3 Dojruluk

Dojrul uk paramgbkebki kesind -al ekma de
120 si seviyesinde aktif ve plasebo i-er.
toplam 9 model numune -°zel tisi hazeéer|
mg/ 900 ml dior. Bu derikim % 100 kabul e
yapélarak % 60, % 90 ve % 120 | ik model
a-ésénda numuneler 900 yerine 500 ml ye
% 60 seviyesi i -in séraséyla 2.66, 2.67
120 seviyesi I -in 5.34, 5.32 ve 5.34 mg
500 ml "I'i k balonjojelere aktarelnh®dl1NUygu
HCI ile -°9z¢l erek hacmine tamamlandEé. S

standartée ol mak ¢zere) metoda uygun Kek

standarteée, kontrol standarté ve séraseéeyl a
2.4.2.4 Kesinlik

Kesinlik parametresi - val i de edi |l en metottaki pr os
| ot numunenin -°9zg¢nme heze test.i yapel
beherlerine °1-¢l¢ olarak 900 éfnenénl3R |
C ye gel mesi bekl endi. Cihaz hazeér ol unc.

behere bir tabl et atéel arak test bakl at el

beherden viallere numuné&lremeryapeél céeayTel
6 numune al éndé. Standart -°zel ti met oda
kali brasyon standart é, kontr ol standart é

2.4.2.4.1 Tekrarlanabilirlik

Kesinlik parametresinin birgpr - as é ol an tekrarl anabil ir

sonunda tek beherden 6 adet numunel eme Yy
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242420rtamlesi nl i J i

Met ot daki prosedgr farkl e g¢nde, far k|

uygul avmpetan. i Kkl emler kesinlik parametr

24.25Uygulamaa al & é

Bu parametre dojrusall ék -alékmaséneéen [

% 120 si sisteme verilerek tespit edil mi.i

2. 4. 2.6 tadilimdsi emi n s

Buparamnet re i -in metedtitrdki dprffoxaedkdrn kl er vy
Yapélan dejikimler Kunl ardeér ;

1T Farkl é& kol on

1 Hareketli faz asetonitril oranénda N ¢

T Akék heéezenda N %10 deji ki m

f Kol on sécakléjéenda +10 U C artecx

Deji ki mler vapasltamalr tsi steml t i ver il mik
uygunl uk kriterlerini karkeéel ayép karkéel al
2.4.2.7 Numune ve dablldesidart -°zeltilerini
Numune ve standart -°zeltileri 402 Ve

saat sonunda ve 48 saat sonunda her Zama

t est edi | mi ktir.
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3. ARAKTI RMA SONU¢LARI

3.1 Sistem Uygunluk Esti

Dojrugalrlaenlet r esi testinin uy g ubl aarndnéakséek
stmdart -%zel ti enjeksiyonundan el de edil
sayésée dejerlédie wvier el ge k3t22.dderise kesinliz, el g e

dojrusall ék ve dojruluk parametreleri ©°z:
¢i ze3ll.gBistemuygunl uk testi sonu-1|arée
Sistem Uygunluk Testi Kabul kriteri | So n u

a)Enjeksiyon t(RSD @0 %06

b)Si metri fakt{0.8 05 123

c)Teori k pl aka 06000 21477

Sonu- T Uygun




¢i ze3llgkesinl ik,
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dojrusall ék ve

dojrul uk

Validasyon

parametreleri

Kabul kriteri

Sonu-1 ai

a) Kesinlik

- Tekrarlanabilirlik

RSD 6 2.0 RSD =0.9%
-Ortam kes R
RSD O 2.0 RSD =0.4%
-¢°%z¢nme h @ O%6. 0 » EO%
b)Doj rusal r O 0.999 r =0.9995
c)Doj rul uk % 60 Seviyesi
Ger i k =298 26
RSD =06 %

Ger i

k 9%.91a10580% ve
RSD M 3.0

% 90 Seviyesi
Ger i k =297 &%

RSD =0.2 %

% 120 Seviyesi
Ger i k=299.2 %
RSD =0.3%

f
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¢i z e3l1.§.8istemuygunluktese nj eksi yon tekrarl pginabil ir

al anl ar é

Enjeksiyonno| Ti yokol ki kpsWV
1 184282
2 182356
3 184580
4 184594
5 184826
Ortalama 184128
RSD[%] 0.6
¢i ze8llgeesistemygun!l uk test:i 6 standart enj ek

alanve % RS °r ¢ | mekt edi r .

3.2 Kesinlik

Kesinlik parametresi testinden elde ediléne kr ar | anabi | i rl ik '
sonu--iaze8l24 @e 3228 e g°r ¢l mekalegdadre3 .2 . flar k1 é
taraféndan yapeél an -%z¢nme heze testi S
sonu-laré g°r ¢l mektedir. ¢izelge 3.2.2°d

fark g°r¢l mektedir.
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¢i z Bl2.¢.K€esinlik parane t r e s | tekrarl anabilirli
Tiyokol ki kosi d
1.analist 2.analist
Numune Tar t Cevap ¢°z¢n Tar t Cevap ¢°z¢n
no. [mg] [ e VA [%0] [mg] [ e VA [%0]
1 | 185604 97.0 I 182601 96.3
2 T 185959 97.1 I 181821 95.9
3 i 185627 97.0 i 182029 96.0
4 T 185783 97.0 | 181835 95.9
5 T 185031 96.6 | 181298 95.6
6 | 181552 94.8 T 180729 95.3
Ortalama T T 96.6 | | 95.8
RSD [%)] i i 0.9 i i 04
%95 g¢ven a <957 | <954
97.5> 96.2>
Referans 8.7 9.0
Lo ge| 186149 T 190721 I

Kk

S

o
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¢i zeBl28kesinl i k parametresi ortam kesinli]
¢ z¢snme hézée testi tek tek

- l.analizci

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

[dK]

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

- 2.analizci

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

15 95.2 94,9 93,5 94,9 93,0 92,3 93,9 1.28
P | 1.0

3.3 Dojrusall ek

Dojrusall @&k parametresi -al ékmhy 30280da t e
90, 100, 110v e 120 oranénda referans tiyokol
deri ki mleri, verdi kl er i pi k alanl ar e, r e

-izelge3.3.1de g°r ¢l mektedir.



50

¢i ze313gPojrusall ék sonu-1I| arée
Tiyokol ki k
Ger-ek dern Ger-ek d Cevap_ Ce_vap °
%] — [ e VAs][ & VIAess/t d
% 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 2046@3 1771.5
126.0 0.01109 226661 1798.9
Korel asyon r =0.9995 T
Regresyon y = 2.10x - 13467 i
Ortalama T 17387
RSD [%] i 2.3
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¢Cizel ghoBrBds&lLlIl ek ejrisi

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

250000

200000 /

150000 /
- /
0000

50000 /

O /
0,400 0,002 0,004 0,006 0,008 0,010 odiz
50000

Derisim, mg/ml

3. 4. Dojrul uk

¢i ze3ldddetestdr i Ki mi ni n t ed®wvd IR0 smé denkegéleced 6 0
Kekil de hazerl anan aktif nhasdpthean wveebulupdna s e |

ger -ek degerii mezané&aml arée g°r ¢l mektedir.
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parametresi

sonu-1ar e

Tiyokol ki kosi d

Eklenen
Numune Der i[]i referans Cevap _ Bulunan Geri
no. madde [ € VA< [mg/500 ml] kazan
[mg/500 ml] [%]
1 59.5 2.66 113396 2.61 98.1
2 59.7 2.67 113144 2.61 97.8
3 59.5 2.66 114380 2.63 98.9
Ortalama T T | | 98.3
RSD [%] T T | | 0.6
%95g¢ven ar ) ) ) <96.9; 9.7>
4 89.2 3.99 168929 3.89 97.5
5 89.4 4.00 169729 3.91 978
6 89.2 3.99 168852 3.89 975
Ortalama T T | | 976
RSD [%] T T i i 0.2
%95g¢ven ar ) ) ) <97.2; 98.0>
7 119.4 5.34 230502 5.30 99.3
8 118.9 5.3 228672 5.26 98.9
9 119.4 5.34 230468 5.31 99.4
Ortalama T T | | 99.2
RSD [%] T T i i 0.3
%95g¢ven ar | | | <98.5 99.9>
Refelans T 8.7 189033 | |




53

numune Vveé skakidlar3.

Sisteme verile | ank, pl asebo,
3.5.2, 3.5.3. ve 3.5.4. " de g°r¢l mektedir

20 240 2,50 2,80 3,00

LI N ) S B B N B B B B B |
.80 1,00 1,20 1,40 1,60 1.80
Mnutes

kel3i50. Bl ank kromatogr amé

0,010H
4 ]
)

0,005+
A A |
i

DIQQD_:WW._..M_.,__.__. S L
i

) b
€ 0,005
-0,010

-0,015

L e o B e o s e T
1,20 1,40 1,60 1,80 2,00 2,20 2,40
Mnutes

-0,0204

kel35RPl asebo kromatogr amé
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0,10

0,05

AU

~ Thiocolchicoside=4-674+

LB e e s
1,40 1,60
Minutes

kel3i58.5t andart -°zel ti

1.80

kr omat ogr ame

0,10
0,08

0,06

AU

0,04

0,024

—_ihiccolchicoside=—+671+

kK kil 3.5.4.Numune

1,00 1

-0 zel

T
20

t

I
140
Minutes

S i

1,60

T
1.80

kr omat ogr ame
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36Y°ntem Sitabilite
Y°ntem stabilitesi (robus3briegs8y)y ¢paeamedin
¢i ze3l6.g¢°ntem stabilitesi sonu-1I|aré

Tiyokol ki kosii

Al ékgSimetri| Teori k pl
zamal|f akt

Far kl & kol or (dk)
Acquity UPLC B
2.1x100 mm seri no: 01703920814
96
1.79 1.20 20691
Acquity UPLC B
2.1x100 mm seri no: 01533727611
56
1.86 1.31 18561
Hareketli faz kompozisyonu Tiyokol ki kosi
(Distile su : asetonitril, v/v) Al é k g Simetri | Teorik pl a k a
zamal|f akt
(dk)
78 :23.1 1.67 1.18 20368
78:22.0 1.79 1.20 20691
78 :20.9 1.98 1.46 7530
Akék héze [ml/ dk Tiyokol Ki kosi

Al ék gSimetri| Teor i k pl
zamal|f akt

(dk)
0.225 1.97 1.19 21511
0.23) 1.79 1.20 20691
0.275 1.64 1.20 19947
Kol on sécakl éj é Tiyokol Ki kosi

Al ékgSimetri| Teori k pl
zamal|f akt
(dk)

40 1.74 1.13 20959

30 1.79 1.20 20691
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Numune

numusenu®®lzat &i

¢ozel ti

Tiyokol ki kosi d stand
Aut osampl ¢ Autosampl
Zaman
[ Orijinal [ Orijinal
[saa} . .
% des] % des]
0 100.0 100.0
24 99.0 97.9
48 97.0 99.9
Tiyokol ki kosi d numun
Aut osampl ¢ Autosampl
Zaman
[ Orijinal [ Orijinal
[saaf . .
% des] % des]
0 100.0 100.0
24 98.9 98.2
48 97.5 100.2

l er i

l er i

ni

n Si

nNumune onUuz ¢ laB.iel. egdi “izredl Ignees K taebd il

st at
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4. TARTI kMA VE SONUC¢

Analitik ki myaoknalisnenadma nolbduj u gi bi f

°enml i bir yere sahiptir. Analitik kimya
maddesinin geliktirilmesinden baklayarak
tekniktir.

Kl acéngbasnlaiyabir kekil de ul akmaseé gere
-ok ©°nemlidir. Her créeén |l otunun test e d
g°re dejerl endiril mesi gerekl idir. Far m
-%z¢nmerslii kgegwee 1 kKl evsel l i 7ini kanéetl amak
Kl a- salénémé -°z¢nme hézé (dissolusyon)
bir ortamda -°z¢nen toplam il a- et ken
° ] - ¢ Pakkunavé ark.2009 ¢°z¢nme hézé testi sonund
metoduna g°re kromatografi k yani HPLC vyo
edilir.

Y¢ksek performansl é sévé kromatografi

t ¢m rlaatbuoar | arda kull anél an kanétl anmék b
kol on teknolojisindeki gel i kmel er sayesi
hassasiyet parametrelerinde °neml Il er
d¢zeyine-iakmaka k¢g-¢k partikegll ¢ kol onl
bar) basén-taki mobil faza dayanabil ecek
yeni teknol oji Ultra Performansl|l & Séveée K

Bu -al ékknasliaciajatek d¢Kere¢gceg etkiye sa
tiyokol ki kosid i-eren tabletin -°9z¢nme h
ve analitik metot validasyonu yapél méxkt el

¢al ékmada nceli kl e HPLC amatr @adcu °UdP LdE ni

yapél mekter. Daha sonra -°z¢nme heze m e
vali dasyon parametreleri séraseéeyla yapel
KIl'k yapélan parametre olan se-icilik 1i-
-%zeltileriksvetamal ver pl i nin herhangi

edi |l mi ktir.
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Dojrusall ek parametresi -al eékmasénda -
110 ve 120 oranénda referans tiyokol ki ko
y°ntemle hazérl anmék ve sisteme veril mick

5 er enjeksiyon dijer numunel erden 2 Ker

edilen sonu-Ilardan regresyon ejrisir-izd]
dej er i 0.9996 bulunmuxktur. Kabul kriteri|
Dojruluk parametresi i -in test deri Kin
referans madde ve pl asebo i -eren her S

Hesapl anan deri wirmlkeml|l eedémul gean Kazané
kazaném ortal amal aré séraséyla % 60, % !
bul unmuxktur . Bul unan%ehd] Ws.daeral Kj@uwld ald@ir t
Kesinlik parametrkisipriodedc¢érnaflarthklké med o
taraféndan farkl é cihazl ar da ger -ekl ekt
beherden alénan 6 numune sonucunun % RSD
ve 0.4 bulunmuettual athaasahust aarasasé mui
Y°ntem stabilitesi i-in analitik metot
Yapélan deji ki mler Kunl ardér ; faNRIL® ko
dejJ i kim, akeék hanzénkdoal oK%1s0é cchéijl iE§ enda

deji kimlerde sistem uygunluk parametrele

kabul kriterlerini karkel amaktadér .

¢cozel ti stabilitesi -al ékmasénda leh U C
standart ve numune =-°zeltileri 24 saat
hazérl anarak analiz edilmik ve % deji«kir
her ik sécakl ék kokulunda da 48 saat ¢
metoda il ave edil miktir.

Yapélan validasyon -al ékmalaré yeni ane
ve stabil ol dujunu g°stermicktir.
¥zetde-dl ekmada ©°ncelikle HPLC metodu
denemel er Dalpa&|l méentar .vali dasyon Yppéhmat
val i dasyon -al éxkmal areé yeni analitik met

ol duj unu gVasltiedeni et an. UPLC metodu 6Gayes
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civareéenda késal makt asanvfei yhaeakat | % 90 |
saj] | anmawatladyért.l er i n -0k °neml i ol duj u

| aboratuarl aré i-in bu t¢gr -al éxkmal ar ol
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