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OZET

Bu tezde parasetamol, kafein ve propifenazonu igeren tabletlerin HPLC yontemiyle analizi
icin deneysel tasarim optimizasyonu ve validasyon gergeklestirilmistir.

Deneysel tasarim optimizasyonunda incelenen etkenler pH, akis hizi ve metanol oranidir. Bu
etkenlerin ve aralarindaki etkilesimlerin HPLC kromatogramindaki piklerin ayirma giicii
tizerindeki etkileri arastir1ldi. Bunun igin ii¢ tekrarli 2° faktoriyel tasarimi kullanildi.

Her etken igin iki seviye segilmistir. Bu seviyeler pH i¢in 2,8 ve 3,2; akis hiz1 igin ; 0,8 ve 1,5
mldak™ ; metanol orani i¢in 250mL /1000mL ve 355mL/1000 mL “dir.

Toplam 24 deney yapildi. Deneylerin sirasi rasgele belirlendi. Ekenlerin diisiik degerleri i¢in
“.” yiiksek degerleri i¢in “+” igareti kullanildi.

Incelenen etkilerin ve kendi aralarindaki etkilesimin ayirma giicii iizerindeki etkilerini
degerlendirmek igin Varyans Analizi (ANOVA) kullanild1 ve sonug olarak incelenen tiim
etkenler ve etkilesimlerin ayirma giicii tizerinde etkili oldugu, ancak bu etkenler arasinda akis
hizinin en etkili oldugu bulundu. Ikinci etkili parametre ise hareketli fazdaki metanol orani, en
az etkili olan ise pH oldu.

Validasyon ¢aligmalarinda ise ilag preparatinda parasetamol, kafein ve propifenazon igin %
geri kazanim oranlan sirasiyla % 101,07; 97,00; 100,60 olarak hesaplandi.

Ayni giin i¢inde yapilan bagil standart sapma degerleri sirasiyla % 1,61 £ 0,42 ; %1,12 + 0,28
: %1,69 + 0,73 farkli glinlerde yapilan analizler sonucunda elde edilen bagil standart sapma
degerleri sirastyla %0,56+ 0,07; %3,84 + 0,93; %1,68 £ 0,15 olarak bulundu.

Analiz ¢6zeltisindeki etken madde konsantrasyonlarinin % 50 — 150 sine kargilik gelen
konsantrasyonlarda yapilan Olgtimlerden elde edilen sonuglardan hesaplanan korelasyon
katsayisi ii¢ etken madde i¢in yukaridaki sirastyla 0,9986;0,9979;0,9985 dir.

Anahtar Kelimeler: Faktoriyel Tasarim, Optimizasyon, Validasyon



ABSTRACT

In the present work, experimental design was used in tablets that, including paracetamol,
caffeine and propiphenazone by using HPLC method and this method validated.

Investigated factors which are, pH, flow rate and methanol ratio in mobile phase in
optimisation of experimental design.

This factors and interactions between factors were researched on effect of resolution, peaks in
choromatogram. 2° factorial design was used for it.

Two level were chose for each factor. This levels are 2,8 and 3,2 for pH, 0,8 and 1,5mldak™
for flow rate, 250mL / 1000 mL and 355mL / 1000 mL for methanol ratio.

24 experiments were done totally. Order of experiments were determinated at random. Low
level of factors were showed as (-), high level were showed as (+).

ANOVA applied investigated factors and interaction between factors of effect on resolution.
The results showed that all factors have effect on resolution. But between thr factors, flow rate
is more effective others. Methanol ratio is more less effective than flow rate . pH is less
effective on resolution.

On validation works, averages recoveries of paracetamol, caffeine and propiphenazone were
found to be 101,07 % ; 97,00 % ; 100,60 %

Relative standart deviation (RSD) values of within day analyses were in range of % 1,61 +
042 ; %I1,12 + 0,28; %1,69 + 0,73 for paracetamol, caffeine and propiphenazone,
respectively. Meanwhile relative standart deviation values of day-to-day analyses were found
to be %0,56+ 0,07; %3.,84 + 093; %1,68 = 0,15 for paracetamol, caffeine and
propiphenazone, respectively.

The main materials of concentration were prepared in solvent of analyses equivalent of 50%
-150 % concentration in range , corelation coefficients calculated 0,9986;0,9979;0,9985 for
paracetamol, caffeine and propiphenazone, respectively.

Keywords: Factorial Design, Optimization, Validation.
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1.GIRIS

Faktoriyel tasarim ydntemi, genellikle {iretim siireci veriminin ve iiriin kalitesinin arttirilmasi,
tirlin girdilerinin {irlin {izerindeki etkilerinin belirlenmesi ile ilintili bir istatistik yaklagim
olarak kullanilmaktadir. :
Analitik kimyada ise analizi etkileyen faktorlerin kendi basina ve karsilikli etkilesimlerinin
sonug tizerindeki etkilerinin ‘2¥ Faktoriyel Tasanim’ yontemi kullanilarak belirlenmesi, kabul
g6ren 6nemli bir uygulama olmustur. Y6ntemin avantaji, deneysel veri tabanim olusturan tiim
faktorlerin iki diizeyli kabul edilmesi; alt ve tist siir olarak belirlenmis iki sayisal biiyiikliikle
ya da niteliksel biiyiikliikkle ‘var’ — “yok’, ‘diisiik’-‘yiiksek’ vs. olarak degerlendirilmelerine
olanak tamimasidir. Metot sonuca etkisi yliksek olan faktdrleri ve kombinasyonlarini
belirledigi gibi, incelenen faktorlerin disindaki diger faktorlerin etkisini vurgulayan bir hata
terimi de vermektedir. Bu metotla incelenen ana faktor sayis1 ‘k” ve problemin de iki diizeyli
olmasi durumunda, toplam deney sayisi hassasiyeti daha da arttirilabilmektedir.

Ilag endiistrisinde kalite kontrolde genellikle kullanilan HPLC analizlerinde deneysel
kosullarin daha iyi bir ayirma saglamak iizere optimize edilmesinde faktériyel tasarimdan
yararlanilabilir.

Bu tez galismasinin konusu parasetamol, kafein ve propifenazon igeren tabletlerin HPLC
yontemi ile analizinin faktoriyel tasarim ile optimize edilmesidir. Bunun i¢in ayirma giiciine
etki eden faktorlerin etkileri aragtirilmig, ayirma giicii ve etkiler arasindaki iligkiyi veren bir
model verilmis ve ayirma giiciinii arttirmak i¢in kosullar belirlenmistir.

Heniiz diger endiistri alanlarinda zorunlu olmayan validasyon islemleri, ila¢ endiistrisinde
iiretim ve kontrolde kullanilan temel islemlerin ve makinelerin sistematik olarak gbézden
gecirilmesi, onerilen ve kontrol yontemleri kullanildiginda tekrarlanabilir sonuglar alinmasi
ve istenen kalitenin saglanacagindan emin olunmasi i¢in zorunlu olarak yapilmaktadir. Buna
bagli olarak validasyon islemlerinin gesitli tiirleri bulunmaktadir. Bunlardan biri de ydntem
validasyonudur.

Tezin ikinci boliimiinde, ilk bdliimiinde optimize edilmis olan HPLC yontemine analitik

yontem validasyonu uygulanmigtir.



2.GENEL BOLUM
2.1 Faktoriyel Tasarim Ve Optimizasyon

Bir deneyden elde edilen sonuglan etkileyen herhangi bir deneysel kosul faktdr olarak
adlandinlir. Bir deneyde ilgili faktor, ¢ozeltinin muhafaza edildigi kosullardir; arastirmaci
tarafindan degistirilebildigi icin de kontrol edilebilen faktdr olarak isimlendirilir. Bir varilin
farkli kisimlarindan alinan tuz &rneklerinin saflik agisindan kontrol edilmesinde ise ilgili
faktor, varilin tuz alinan bolimidiir ve rasgele secilmistir. Bu nedenle de bu faktér, kontrol
edilemeyen faktor olarak isimlendirilir. Miimkiin olan deZerler sayisal bir sekilde
diizenlenemedigi icin bu faktorlerin her ikisine de nitel faktorler ad: verilir. Miimkiin
degerleri sayisal olarak diizenlenebilen (6rn. sicaklik) faktorlere micel faktorier adi verilir.
Bir faktoriin aldig: farkli degerlere ise farkli seviyeler denir.

Acikca bir deneyden dogru bir sonug elde edilmek isteniyorsa, sonucu etkileyecek birgcok
faktdr belirlenmeli ve eger miimkiinse kontrol edilmelidir. Faktoriyel tasarim terimi genellikle
su seviyeleri tamimlamak i¢in kullanilir.( J.C ve J.N Miller., (2004))

1. Deney sonuglarimi etkileyebilecek faktorlerin belirlenmesi

2. Kontrol edilemeyen faktorlerin etkisini en aza indirebilecek sekilde deneyin
tasarlanmasi

3. Mevcut degisik faktorlerin etkisini ayirt edebilmek i¢in istatistiksel analiz yapilmasi

Analitik teknikler ¢ogu zaman maddelerin ¢ok kiicik miktarlarimiin analiziyle
ilgilendiklerinden, cevabin bagh oldugu faktér seviyelerinin, genellikle elde edilen cevabi
maksimize edecek bir sekilde sec¢ilmesi 6nemlidir. Bu en uygun faktor seviyesinin belirlendigi
siirece optimizasyon adi verilir. ilk basamak, hangi faktérlerin ve bunlarn arasindaki hangi
etkilesimlerin 6nemli derecede cevabi etkilediginin belirlenmesidir. Bu belirleme, her bir
faktoriin genellikle diigiikk ve yiiksek olarak bilinen iki seviyede bulundugu faktoriyel bir
deney yaparak gergeklestirilir. Nicel degiskenlerin sz konusu oldugu bir durumda diisiik ve
yiiksek terimleri bilinen anlamlar ile kullanilirlar. Seviyelerin isabetli bir sekilde se¢imini,
prensip olarak aragtirmacinin bilgisi ve deneyimi ve kullanilan sistemin kisitlamalar: belirler;
Omegin ¢oziicii eger su ise ancak 0-100 C° arasinda bir sicaklik araligi kullanilabilir. Nitel bir
degisken icin diisiik ve yiiksek terimleri ise farkli sart ciftini temsil eder; Ornegin bir
katalizoriin ortamda bulunmasi veya bulunmamasi, mekanik veya magnetik karistirma, analiz

edilen 6rnedin toz veya graniil olmasi vs. 6regin ii¢ faktorli : (A,B,C ) bir deneye



bakildiginda asagidaki bitisik tabloda da belirtildigi gibi faktér seviyelerinin 2 x 2 x 2 = 8 adet
miimkiin kombinasyonlar1 goriilmektedir. Bu siitunda uygun bir kii¢iik harfin bulunmas:
faktoriin yiiksek seviyede oldugunu, bulunmamas: ise faktériin diisiik seviyede oldugunu
gosterir. 1 sayisi faktorlerin aym seviyede bulundugunu gosterir.

Kombinasyon A B = Cevap
1 o 2 * b4
a + - - V2
b E + - V3
c = = + V4
be : + 42 Vs
ac - s + Ve
ab + F y7
abc + + : Y&

Faktoriyel tasarimda faktérlerin etkisinin ve etkilesmenin hesaplanmasinda belirli bir yontem

uygulanir.
2.2 Faktoriyel Tasarim Ile Ilgili Baza Cahsmalar

Faktoriyel tasarim ile ilgili yapilan literatiir aragtirmasinda faktoriyel tasarim denemelerinin

faktor sayisi ve etkisine gore cesitli sekillerde uygulama alanlar oldugu goriilmiistiir.

Full faktoriyel tasarnm (ANOVA , Yates v.b. )
Fraksiyonel faktoriyel tasarim (Plackett Burman v.b.)
Sinyal yiizey tasarimlar:

A) Merkez kompozit tasarimlar

B) Box Behnken tasarimlar
D - optimal tasarimlar gibi faktoriyel tasarimlardir.

Cizelge 2.1 de faktériyel tasarim uygulanarak yapilmis ¢aligmalar gériilmektedir.



Cizelge2.2.1 Faktoriyel tasarim ile ilgili bazi ¢aligmalar

[ANALIZ EDILEN | YONTEM DENEYSEL TASARIM |ORNEK |KAYNAK
MADDE
Nikotinik Asit Iyon Kromatografisi 3 seviyeliFaktoriyel Domuz |G .Saccani, E. Tanzi,
Tasarim Eti S.Mallazi 2004
Cesitli Organik HPLC 2 seviyeli Faktoriyel Vicki Morris, Jeff
Coziicli Bilesenleri Tasarim Hughes, 2003
Penisilin G,Benzatin, | HPLC 2 Seviyeli ANOVA Ilag Alizeno Ghassempour,
Prokain Yontemi Saied S. Qeed 2003
Lipozomlar HPLC 3 Seviyeli Box Behnken Gry Stenrud, Sverre A,
| : Tasarimi 1999
Amfoterin B HPLC 2° X 3 Seviyeli Sulu C.T. Hung, F.C. Lam,
Ortam D.G. Perrier 1987
Biojenik aminler HPLC Faktériyel Tasarim Sarap Natavidad Garcia-
Villar, Javier Saurina
. 2006
Farmasdotikler HPLC Faktoriyel Tasarim Ji1an-Ge Chen, Kelly
Glancy 2001
Lineer alkali GC/MS Faktoriyel Tasarim Deterjan |Jose C. Pentoado, Ray
benzenler E.Burns 2006
NikardipinHCL — 2° Seviyeli Ilag Sevgi Takka, Omer H.
Aljinat Jel Ocak, Fiisun Acartiirk
1998
Benzoik asit,Vanilin | Kolorimetri Faktoriyel Tasarim Tlag S.Ray,A.T. Riga,K.S.
Alexander 2002
Siprofloksasin- 2* Full Faktoriyel Ilag Kathleen Dillen, Jo
PLGA Tasarim Vandervoot
2004
Tetrasilin Kapiler Zone Faktoriyel Tasarim Ilag Monica Cecilia Vargas
Elekroforez Mamani, Jime Amaya
Farfan 2006
Ginsenoidler HPLC Merkez kompozit Asyave | Yong Guo Li, Hong
tasarim Amerikan | Liu, Y.Vander Heyden
Ginsengi | 2005
Herbisid Sinyal Yiizey Tasarim | Su C. Gonzales Barreino,
| == M.Lores R. Cela 2000
Aminoasit HPLC 2 Seviyeli H.A. Hansen, ve C.
Emborg 1992
Hormonal steroid RP- HPLC Faktoriyel Tasarim Ji Quing Wei, Xian-
Teng Zhou 1991
Aspirin ve Salisilik |HPLC Plackett Burman lag M.Mulholland P.J.
asit Faktoriyel Tasarim Naish 1988
9- nitrokomptotesin | Kolorimetri Full Faktoriyel Tasarim | Ilag M.Erfan, S.
ANOVA Dadashzadeh 2006
Bazi polimerler FTIR 3* Seviyeli Sinyal Yiizey | Ilag Praveen Sher, Ganesh
Tasarim Ingavle 2006
Lipozomlar uv Faktoriyel Tasarim Deri Manesh Padamwar
2006




Lipozomal speroksit |ELIZA 2©%) Seviyeli Tasarim | Deri Edith Braun ,Andreas
dismutaz Wagner 2005
Antiemetikler Klinik Testler 2° Seviyeli Faktoriyel Ilag Christian C. Apfel Kari
Tasarim Kortilla 2003
Tesaglitasar LC/MS Faktoriyel Tasarim Plazma |Henrik Svenberg
Susanne Bergh 2003
[laglar Sinyal Yiizey Tasarim AM. Dean W.I Notz
2002
Parasetamol Sprey Kurutma Merkez Kompozit A.Billion, G. Cassanas
Tasarim 2000
Su- yag Faktoriyel Tasarim Hidrofilik | S. Bjerregaard, 1.
ilag Soéderberg 1999
Beta durdurucular Kapiler elektroforez 3D Seviyeli M.G. Vargas, Y.Van
| 26 Seviyeli Heyder 1999
Coklu komponent ve | Spektrofotometre 2 Seviyeli 6 Faktorlii C Yannis L. Loukas
koruyucu lipozomlar ; : vitamini | 1998
Teofelin 3° Seviyeli Full Sodyum |M.C. Gohel, G.K. Jani
Faktoriyel Tasarim aljinat 1998
Kimyasal ve Fraksiyonel Tasarim Lennart Erikson, Erik
biyolojik iiriinler D-Optimal Tasarim Johansson 1996
PLGA 2° Seviyeli Salbutam |Nevin Celebi, Nurhan
ol siilfat | Erden 1996
Nerokoruyucu HPLC Faktoriyel Tasarim Noral Klara Novotna, Jan
ptidler aglar Havlis 2005
Bazi ¢esit tabletler 2 seviyeli Fraksiyonel Ilag Gopi.M. Vakatesh, Jo
Faktoriyel Fasarim Ann N. Coleman
1999
Metil hidroksi Iyon degistirme Faktoriyel Tasarim Surup Jacques O.D.Beer,
benzoat,propil RP- HPLC Catherine V.
hidroksi benzoat, Vanderbroucke 1995
Klrofeniraminmaleat,
fenilefrin HCL
Kodein fosfat, HPLC Full Faktoriyel Tasarim |Ilag Ruby Ragonese,Mary
psedeuefedrin HCL, Mulholland 2007
Klorfeniraminmaleat
Ibuprofen,kodein Kapiler elektroforez Faktoriyel Tasarim Ilag Karin Persson-
fosfat, Stubberud,Ove Astrom
1999
Triadimenol RP- HPLC 2 Seviyeli Faktoriyel Ilag E.Hund,Y.Vander
Tasarim Heyden, 2000




2.3.Validasyon
2.3.1 Validasyonun Tanimi, Onemi

Validasyon, iiriin kalitesine etki edebilecek tiim imkan ve operasyonlarin 6nceden belirlenmis
spesifikasyonlar1 saglayacak sekilde islendigini garanti altina almak amaciyla yiiriitiilen
caligmalardir.
Her zaman aym kalitede ve aym sartlarda iiretim yaparak, tiim iiretilen iiriinlerin kalitesinin
ayni olmasim saglamaktir.( Sonmezer T. ,(2003))
Validasyon;
e -GMP kurallan i¢in yapilmas: gerekir.
e Kaliteyi giivence altina alir, degiskenligi en aza indirger.
e lIyi kontrol edilmis, giivenilir prosesler olusmasim saglar. Ciinkii kimyasal
sonuglardan elde edilen bilgiler giivenilir olmalidir.
e Ekipman ve prosesler hakkinda daha iyi bilgi sahibi olunmasini saglar.
e Bozuk ¢ikan malin imhasi, yeniden islem g6rmesi, yeniden numune alinmasi,
ekstradan analiz yapilmasi gibi olaylardan dolay: maliyeti azaltir.
e Verimliligi arttirir.
e Organizasyon igindeki birimlerde koordinasyon, iletisim ve bilgi akigim arttirir.

Validasyonun temel iglemleri yapilan igi tanimlamaktir. Tanimlanan islemi kanitlamak ve bu
kanitlanan bulgulan tekrarlayip, sonuglar1 yorumlamaktir. Validasyon islemi tiim {irtinlerin
kalite kontrollerine uygulanabilir. Ulkemizde validasyon islemi genellikle ilag sektdriinde
genis uygulama alant bulmaktadir.

2.3.2 Ila¢ Endiistrisinde Validasyon Cesitleri(Schauwechwer P. Frei R. W., (1977))
e Temizlik yontemleri validasyonu

e Analitik yontem validasyonu

e Makine/ Ekipman validasyonu

e Proses validasyonu



Temizlik isleri validasyonu, imalat alaminda bulunan tiim imalatla ilgili ekipmanlarin
temizlenmesinde uygulanacak olan validasyon islemleridir.

Analitik yontem validasyonu, analitik prosediiriin kalitatif ve kantitatif olarak dogru

sonuglar verdigini belirleyen ¢alismalardir.

Ekipman validasyonu, ekipmanin dogru bir sekilde ¢alisip ¢alismadigimi, fonksiyonlarim
dogru bir gekilde yerine getirip getirmedigini gbzlemlemek amaciyla yapilan galismalardir.

ilag proses validasyonu, spesifik olarak bir iiriiniin arastirma kademesinden final iriin

haline gelene kadar gecgen siirede yapilan validasyondur.

2.4. Analitik Yontem Validasyonu

2.4.1 Amag

Analitik yontem validasyonu tasarlanmig analitik yontemin kabul edilebilirligini kanitlamak
ve analitik prosediiriin kantitatif ve kalitatif olarak dogru sonuglar verdigini belirleyen
sonuglar1 elde etmektir. Kisaca analiz yonteminde kullamilacak olan parametreleri ve

yapilacak iglemleri tanimlar.( Giilhan S. ,(1999))

2.4.2 Dikkat Edilmesi Gereken Noktalar

Yontem validasyonu hazirlanirken;( Snyder L. R. Ve Kurkland J. J. ,(1979)

a. Yontem validasyonu, rutin ¢alismalarda kullanilan 6rnek, reaktif veya standartlarin
laboratuardaki deneyimlerini gostermesi,

b. Kullanilan reaktifler ve standartlar, bilesenin saflig1 ve dogrulugu i¢in kontrol edilmesi,

c. Bir validasyon plan1 hazirlanmasi ve adim adim hangi agamalarin yapilacag: belirtilmesi,
d. Ozel bir yontemin validasyonu; érnekler yada bilinmeyen 6rnek ile aym 6zellik gosteren
standartlarla laboratuar deneylerinde ¢alisilmasi, hazirlik ve yiiriitme, validasyon protokoliinii
izlemesi,

e. Bir yontemin validasyonu, analizin gerektirdigi kosullardan ayrilmamasi, sapmamasi yeni

bir analitik yontemin validasyonu ve gelistirilmesi bu siire¢ i¢inde tekrarlanabilir olabilmesi,



f.

Her validasyon g¢aligmasi sirasinda yontem anahtar parametreleri belirlenmesi ve sonra

gelen biitlin validasyon adimlarinda bu parametreler kullanmilmasi, her defasinda tekrarlanan

caligmalar1 minimuma indirmek ve yontem kosullarinin saglandiktan sonra bir sonraki

caligsmalara gecilmesi gerekliligi saptanmugtir.

g. Yukandaki kosullarla birlikte validasyon kriterlerinin belirlenmesi gerekliligi de
dogmustur.

Bu kriterler;

N AL AW

Etken madde(ler)

Matriks (katki maddeleri)

Yontemin kalitatif veya kantitatif olmas:
Tanmima ve miktar limitleri

Caligma aralig

Kesinlik ve tekrarlanabilirlik 6zellikleri

Ekipman tipi ve konum

2.4.3 Analitik Yontem Validasyonunda Kapsam

Analitik Yontem Validasyonu, yontemin belirlenen amag i¢in uygun oldugunu géstermelidir.
Validasyon;

¥

Yontemin kapsamini,
Farmakopide kayitl olan yontemleri,
Farmasdtik alanda bu yéntemler 3 grupta toplanir;

etken madde analiz yontemi: hammadde veya bitmis iiriin i¢cindeki koruyucu maddeler

dahil aktif maddenin tayininde kullamlan yontemlerdir.

2.

safsizhk yontemi: hammaddedeki safsizliklar1 veya bitmis iiriindeki par¢alanma

firlinlerini tayin etmeye yarayan yontemlerdir.

3

bitmis iiriin analiz yontemi: performans 6zelliklerini tayin i¢in kullanilan yontemlerdir.
Yo6ntemin performans 6zelliklerini igermelidir.

Yontemin kabul edilebilir limitlerini igeren bir plan izlemelidir.

Disoliisyon ve igerik diizgiinliigii testlerini igermelidir.

Farkli tiplerde donanim ve yoéntemin yiiriitiilecegi yerin farkli kosullarda oldugunu

belirtmelidir. Omegin; yontem sadece bir 6zel aletle ve sadece bir 6zel laboratuarda



yiiriitiiliirse, saticilarin ve miisterilerin farkli bir alet kullanmasi ve farkli bir laboratuarda
validasyonu yapmamasi gerekirdi. Boylece deneyler ¢ok kisitlandirilmis olurdu.

Yontemin performans 6zellikleri tasarlanmig yontemin kullammina gére olmalidir. Ornegin;
yontem kalitatif ise ekipmanin tiim dinamik alanim kapsayan ydntemin, dogrusallifinin
kontroliine ve validasyonuna gerek olmadif goriilmiistiir. Eger validasyon verileri uygun
gozikkmiiyorsa ya yontemin kendisi, ya donanimi, ya analiz teknigi ya da kabul edilebilir
limitleri degistirilmelidir. Sonugta ydntem gelisimj ve validasyonu tekrarlanabilen bir
yontemdir. Ornegin; kantitatif 6l¢iimlerde iki pik arasindaki ayirma giicii 2,5 yada daha fazla
olmalidir. Eger daha az ise Sivi Kromatografisindeki mobil faz bilesimleri i¢in daha fazla
optimizasyona gerek duyulur.

Validasyonda tatmin edici sonuglar iyi performans saglayan ékipmanlarla saglanabilir. Bir
aletin, yontemin validasyonunda kullanilmasindan 6nce, aletin performansi, genel 6zellikleri
belli olan standartlar kullanilarak dogrulanmalidir. Yonteme ait kritik Gzellikleri igin &zel
bakim ve ilgi gosterilmelidir. Validasyon parametrelerinde kullanilan materyal; Omegin

belirteg ve referanslar, diizen ve temizligi i¢in kontrol edilmelidir.
2.4.4 Analitik Yontem Validasyon Asamalar

Analitik yontem validasyonunda kimyasal olgimlerden elde edilen verilerin dogrulugunu
kanitlayan delillerin saglanmasi i¢in adimlarin teker teker gerceklestirilmesi gerekir.( Huber
L., (2001),)
1. 1Ilk olarak bir validasyon protokolii segilir.
2. Uygulama ve amag belirlenir, yontemin kapsami ve onun validasyon kriterleri
belirlenir. Bu validasyon kriterleri 6nceden dikkat edilmesi gereken noktalar boliimiinde
belirtilen bilesenler, matriksler, analizin kalitatif yada kantitatif olusu, tanima ve miktar
limitleri, galigma araligi, kesinlik ve dogruluk, donanim tipi ve analiz ortamidir.
3. Validasyon deneyleri belirlenir.
4. Yontem parametreleri ve kabul edilebilir limitler belirlenir.
5. Standart ve belirte¢ gibi materyaller belirlenir.
6. Yontem parametreleri ve/veya kabul edilebilir kriterleri ayarlanir ve artik validasyon
deneyleri uygulanmalidir.

7. Revalidasyon kriterleri belirlenir ve gerekiyorsa yontem yeniden valide edilir.
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8. Analitik kalite kontrol denetimleri y6ntemin rutini i¢in belirlenir ve /veya sistem
uygunluk testlerinin siklig1 ve tipi belirlenir.
9.Validasyon deneyleri raporlandirilir

2.4.5. Analitik Yontem Validasyon Parametreleri

Validasyon deneylerinin siras1 hakkinda resmi bir yonerge yoktur ve en uygun sira yéntemin
kendi 6zelligine baghdir. Yontem validayonu i¢in parametreler, uluslarin farkli kuruluglarinda
, uluslararas1 komitelerde ve literatiirde belirtilerle tanimlanmigtir. Maalesef bazi1 tanimlar
farkli organizasyonlar arasinda farkli sekildedir: Farmasotik uygulamalar igin International
Conferance on Harmonanization ve bazi organizasyonlar tarafindan belirlenen asagida sirasi
ile belirtilmigtir.( Huber L., (2001))
1. Segicilik (spesifiklik)
2. Dogrusallik
3. Caligma aralifx
4. Dogruluk ve geri kazanabilirlik
5. Kesinlik(tekrarlanabilirlik)
Laboratuar i¢i tekrarlanabilirlik
Laboratuarlar arasi tekrarlanabilirlik

6. Tutarlilik
7. Tanima limiti(LOD)

8. Miktar tayini limiti (LOQ)
9. Giivenilirlik

[lag analizinde genel olarak 3 yontem kullanilir;

1. Hammadde veya bitmis iiriin i¢indeki koruyucular dahil aktif maddenin tayininde
kullanilan y6ntemler,

2. Hammadde ki safsizliklar1 veya bitmis iiriindeki pargalanma {iriinlerini tayin etmeye
yarayan yontemler,

3. Uriiniin performans 6zeliklerinin tayini i¢in kullanilan y&ntemler,

Bu 3 yontemin amacina gore valide edilecek parametreler de farklilik gostermektedir. Cizelge

2.4.5.1. de bu yonteme gore degisen parametreler gdsterilmektedir.
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Cizelge 2.4.5.1. Ilag analizinde yontemlere gore degisen parametreler (Giilhan S. ,(1999))

Parametreler 1.yontem | 2.yontem 3.yontem
kantitatif tayin limit
testi

Secicilik e * + |-

Dogrusallik + * -+

Caliyma arahg + + o B

Dogruluk ve  geri|+ + 2

kazanmm

Kesinlik 3 * o 5.3

Tutarhbk ¥ * + |+

Tanima limiti + + o

Miktar tayini limiti 4 * s b

Giivenirlilik + 2 g N2

(*): Spesifik testlere bagli olarak gerekirse yapilir.

2.4.5.1 Segicilik/Spesifiklik

Spesifiklik, genellikle bir tek analit i¢in iiretilen yonteme karsiliktir. Segicilik ise birbirinden
ayirt edilen ya da edilemeyen kimyasal igerikler i¢in kullamlmistir. Kisacasi; katki maddeleri,
degisik interferanslar varliginda analitin dogru olarak &lgebilen segiciligini tamimlar. Likit
kromatografisinde segicilik optimum ayirma ve kolon kosullarinin se¢imiyle elde edilmistir.
Segiciligin iistiinliigii kullanilan analiz yonteminde sadece o etken maddeye 6zgiin ve spesifik
oldugunu ifade etmesidir. Bizim ydntemimiz sadece etken maddeyi 6lgebilmeli ve digerleri
ile reaksiyon vermemelidir. Burada amag, ilacin i¢indeki yardimci maddeler ile etken
maddenin ve bilinen bozunma iiriinleri veya safsizliklarin birbirinden ayr1 bir sekilde
tanimlanabilir olmasidir. Bunun igin 6zellikle LC ‘de uygun kolon ve kromatografi kosullar,
ornegin; mobil faz bilegimi, kolon sicaklig1 ve dedektor dalga boyu segilmelidir.
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2.4.5.1.1 UV Dedektorii Kullanan HPLC Uygulamalar: (Giilhan S. ,(1999))

Segicilik uygulamalar1 minimum 5 ayr bilesen ile denenmis olmasi gerektigi saptanmistir.

e Normal ¢alisma konsantrasyonu ve bunun iki kati1 konsantrasyonda plasebo ve madde
cozeltileri hazirlanmis,

e Ve UV spektometrede, 200- 400 nm arasinda okunmus,

e Plasebonun, etken maddenin maksimum absorbans gosterdigi alanlarda girisim yapip
yapmadig: tespit edilmistir.

2.4.5.2 Kesinlik

Bir yontemin kesinligi birka¢ kez enjeksiyon yapildiginda sonuglarin birbirine uygunluk
derecesidir. Yani homojen bir karigimdan, kisa araliklarla birden fazla numune alindiginda
elde edilen sonuglarin birbiriyle uyumlu olmasidir. Bir yéntemin kesinligi genellikle test
sonuglarinin RSD(bagl standart sapma) “si ile dlgiilmustiir.
Bu standart sapmalar 3 kategoride toplanmigtir. (Snyder L. R. Ve Kurkland J. J. ,(1979)):

1. Tekrarlanabilirlik

2. Laboratuar i¢i tekrarlanabilirlik

3. Laboratuarlar aras: tekrarlanabilirlik

2.4.5.2.1 Tekrarlanabilirlik

Bir analistin laboratuarda bir ekipman ile kisa zamanda analizi gerceklestirdiginde elde edilen
sonu¢ tutarlilifidir. En azindan 5 yada 6 saptama, 3 farkli matriks, 2 yada 3 farkh
konsantrasyon ile analiz gergeklestirilmis ve % RSD hesaplanmigtir. Kesinlik i¢in kabul
edilebilir kriter, yapilan bir ¢ok tip analizin tiiriine baghdir. Farmasttik analizlerde kalite
kontrolde % 2 RSD kolayca basarilir. Oysa biyolojik numunelerde duyarlilik konsantrasyon
limitlerinde yaklasik %15, ve diger konsantrasyon diizeylerinde %10’ dur. Cevresel ve gida
numunelerinde kesinlik matrikse, analit konsantrasyonuna ve analiz tekniklerine baglidir.

RSD%2 ile % 20 arasinda degismektedir.( Snyder L. R. Ve Kirkland J. J. ,(1979))
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Cizelge 2.4.5.2.1 Analit konsantrasyonuna bagli olarak kesinlik degerleri: (Huber L.,
(2001))
(The AOAC Manuel for the Peer Verified Methods Program)

Analit % Analit Birim RSD %
orani
100 1 100% 1,3
10 107 10% 2,8
1 10 1% 57
0,1 10” 0,1% | 37
0,01 10* 100 ppm 5.3
0,001 10° 10ppm | 7,3
0,0001 10° 1 ppm | 11
0,00001 10”7 100 ppb 15
0,000001 10° 10 ppb 21
0,0000001 107 1 ppb 30
2.4.5.2.1.1 Laboratuar i¢i tekrarlanabilirlik

Laboratuar i¢i tekrarlanabilirlik, haftalar boyunca aynt laboratuarda yapilan bir yontemin
kargilastirilmas ile belirlenmistir. Ayni laboratuarda farkl: analistlerle, farkli cihazlarla, farkli
standartlar, farkli kolonlar kullanilarak veya bunlarin kombinasyonlar1 yapilarak ayni analiz
farkl: giinlerde yapilmustir. :

Bir yontemin laboratuér i¢i tekrarlanabilirligi farkli operatérler, farkli firmalar, farkli aletler,
farkli standartlar, farkli belirte¢ler ya da bunlarin farkli kombinasyonlar: ile elde edilen
sonuglarda uyumsuzluk gosterebilmistir. Laboratuar igi tekrarlanabilirlik validasyonunun
amac1; analiz sona erdiginde aym laboratuarda, yontemin aymi sonuglari dogrulamig

olmasidir.

2.4.5.2.1.2 Laboratuarlar arasi tekrarlanabilirlik

Laboratuarlar arasi tekrarlanabilirlik, farkli laboratuardan elde edilen kesinlik sonuglarini
gostermektedir. Amac farkli laboratuarlardan elde edilecek sonuglan saglayacak yéntemleri
dogrulamaktir. Bir analitik ydntemin laboratuarlar arasi tekrarlanabilirligi farkh
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laboratuarlarda farkli analistlerle ve farkli islevsel, ¢evresel sartlar altinda ama aymi belirli
yontem parametreleri ile analiz edilerek belirlenmistir. Eger yontem farkli laboratuarlarda
kullamlacaksa validasyonu Onemlidir. Bir yontemin laboratuarlar arasi tekrarlanabilirligini
etkileyen faktorler:

Oda icindeki sicaklik ve nem farkliliklar,

Farkli tecriibe ve farkli gayretteki analistler,
Farkl1 6zellikteki donanim. Mesela HPLC deki alikonma hacmi,

e Malzeme ve aletlerdeki kosullarin varyasyonlari, mesela HPLC® deki mobil faz
karnigimi, pH, akis oram...,

e Farkl sirketlerin kolonlar,

e (oziiciiler, belirtecler ve farkli kalitedeki aietler olarak belirlenmistir.

2.4.5.2.3 UV Dedektorii Kullanan HPLC Uygulamalari(Giilhan S. ,(1999))
2.5.2.3.1.1 Analizler arasi tekrarlanabilirlik

e Bir homojen karigim hazirlanir. Kisa siire sonra bu homojen karisimdan numuneler
alinarak 6 ayr1 analiz yapilir.(analizlerde standarda karg1 2 ayn 6l¢iim yapilir.)
e Analizlerin sonuglann degerlendirilir.(6 analiz sonuglan igin RSD maksimum %2

olmalidir.)
2.5.2.3.1.2 Laboratuar ici tekrarlanabilirlik
e Aym laboratuarda giivenilir sonuglar alinabilmesi i¢in yapilir. Ayn1 numune uzun zaman

araliklarinda, en az 1 hafta sonra farkli kisi tarafindan farkli aletlerle, farkli lot no’ lu reaktif
vb. kullanilarak analizler tekrarlanir.
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2.4.5.3 Dogruluk ve % Geri kazanim

Dogruluk, yontem ile elde edilen test sonuglarinin gercek degerde uygunlugunun bir
olgiistidiir. Dogruluk degerlendirilmesi birgok yolla elde edilebilir(Huber L., (2001)):
I. Referans yontemi ile numune yonteminin kargilagtirilmas: bir yoldur. Bu yaklagimda

referans yonteminin belirsizligi bilinmektedir.

II. Dogruluk, konsantrasyonlar: bilinen bir numunenin analizi ile tayin edilebilir. Mesela
bir sertifikali numune ve 6l¢ililmiis dogru deger kiyaslanir.
% geri kazanim bulunan sonuglarin gercek degere yakinliginin Slgiiimesidir. % geri kazanim
olarak ifade edilir. Elimizde sertifikali 6rnek bulunmuyorsa bos numune matriksine
konsantrasyonu bilinen hacimde ve a@irlikta analit eklenir. Sonra matriksten, analitin
ekstraksiyonu sonucu elde edilen analitin standart ¢ozeltilere gore geri kazanimlar hesaplanir.
Bu sayede plaseboya ilave edilen etken maddenin tamr olarak geri kazamp kazanilmadig
anlasilir. Elde edilen geri kazanim degerleri %100 + 3 limitleri i¢inde olmalidir. Ama analit
konsantrasyonu ¢ok diisiik oldugu zaman bu smur genisler: Cizelge 2.4.5.3.1.2de 40AC
Manuel for the Peer Verified Methods Program(Huber L., (2001)) nin hazirlamis oldugu
sinirlar gosterilmigtir. Beklenen geri geri kazanim numune matriksine baghdir, isleme
konulan 6rnege ve analit konsantrasyonuna baghdir. Bu dogruluk degerlendiriimesi numune
preparatin etkinligini 6lger.

Cizelge 2.4.5.3.1. Geri kazanmim verileri (Huber L., (2001))

Aktif bilesenler | Analit orani| Birim Limit arahg:
(%) (%)
100 1 100% 98-102
>=10 107 10% 98-102
=l 10 1% 97-103
>=(,1 10° 0,1% 95-105
0,01 10* 100ppm  |90-107
0,001 10”° 10 ppm  |80-110
0,0001 10° 1 ppm 80-110
0,00001 107 100 ppb | 80-110
0,000001 10° 10ppb  [60-115
0,0000001 10”7 1 ppb 40-120
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2.4.5.3.1 UV Dedektorii Kullanan HPLC uygulamalar (Huber L., (2001))

e Formiildeki inaktif maddeleri tasiyan plasebo ¢ozeltisi hazirlanir.

e Etken maddeye ait ¢ozelti hazirlanir.

e Daha sonra bu ¢ozeltiden(% 50, 80, 100, 120 vel50) etken maddeye esdeger miktarda
madde alinir, plaseboyla karigtirilir.

e Plaseboya ve numuneye normal analiz iglemi uygulanir.(analizler 3’er defa tekrarlanir)

e (ikan sonuglardan koyulan miktar ve % geri kazamim degerleri hesaplanir.

e Direkt UV analizlerinde ise standarda karsi hazirlanan ¢6zeltilerin absorbanslari
okunur.

e Geri kazamim miktar analiz edilecek madde/ bilesenler oranina gére degisir.

2.4.5.4 Dogrusalik(Huber L., (2001))

Dogrusallik, yontemin verilen bir alanda ek igindeki analitin konsantrasyonu ile orantil,
iyi tammlanmis matematiksel doniisiim ya da dogrudan ortaya g¢ikma yetenegi olarak
belirlenmigtir. Farkli konsantrasyonlarda hazirlanan ¢ozeltiler cihaza verilerek yontemin
dogrusal elup olmadig tespit edilmistir. En az 5 farkli konsantrasyonda ¢ozeltiler hazirlanmis
bu cozeltilerin konsantrasyonlar1 aktif maddenin %25 -150 araliginda olmasi, kullamilan
standart ¢ozeltiler, matriksli ve matrikssiz olarak hazirlanarak her iki durumda da dogrusallik
aragtinlmasi gerektigi belirlenmistir. Lineer regresyondan hesaplanan korelasyon katsayisi
degeri dogrusallik hakkinda bilgi edinmemizi saglamistir. Bu deger 0,997 biiyik esit
olmalidir. (Huber L., (2001)) |

2.4.5.4.1 UV Dedektorii Kullanan HPLC uygulamalary(Giilhan S. ,(1999))

e Etken maddenin belli bir ¢alisma araligina gére % 50, %80, % 100, %120 ve % 150
konsantrasyonlarinda 5 ayri ¢ozelti hazirlanir. Numuneler iki sekilde hazirlanabilir:

1- stok solusyonu seyreltilerek,

2- belli bir karisimdan farkl tartimlar alarak hazirlanir.
e Sonra bu 5 ayn konsantrasyondaki numunelerin her birinden 5 ayn 6l¢iim yapilir.

e HPLC ‘ ye enjekte edilir ve pikleri veya sonuglar1 degerlendirilir.
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e 5 ayn konsantrasyona karsilik gelen 5 ayn Slgiim sonuglan kullamlarak standart egri
cizilir. Veriler bir dogru iizerinde olmalidir.
Egriye ait asagidaki parametreler hesaplanir.
e Korelasyon katsayisi
e Regrasyon egimi

e Bakiye(g6zlenen sinyal-hesaplanan sinyal) karelerinin toplami bulunur.

2.4.5.5 Cahiyma arahg

Bir analitik yontemin ¢aligma arali§; kesinlik, dogruluk ve dogrusallik belirlenirken iist ve alt
araliklandir. Calisma aralify analitik yontem ile elde edilen test sonuglarina benzer birimlerle
ifade edilir. Ornegin analiz konsantrasyonu yontemin ¢alisma araliklarim belirler.( (Huber L.,
(2001))

ICH ° ye gore analiz konsantrasyonu (Giilhan S. ,(1999)):

Kimyasal analizlerde : %80-%120

Safsiziik analizlerinde: %50-%120 olmalidar.

2.4.5.6 Miktar tayini limiti ve tanima limiti

2.4.5.6.1 Miktar tayin limiti(limit of quantitation)

Bir maddenin %95 giivenirlilik simir1 iginde tayin edilebilen minimum miktar1 olarak
tanimlanmigtir. Yani bu miktar analiz kosullarina, kabul edilebilir kesinlik ve dogruluk
degerlerine sahip tayin edilebilecek en diisiik konsantrasyondaki madde miktaridir denilebilir.
Bu parametre 6zellikle hammadde veya bitmis iirtindeki -safsizlik, parcalanma {iriinti gibi
diigiik miktardaki maddelerin analizinde 6nem tagimaktadir. Kromatografi de ise kesin 6l¢iim
veren minimum enjeksiyon miktar1 oldugu belirlenmistir. Kromatografide tipik olarak zemin

giiriiltiisiinden 10 - 20 kere daha yiiksek bir pik gerektirdigi belirlenmigtir.( Giilhan S. ,(1999))

2.5.6.2 Tanima limiti

Saptanan fakat miktarinin Sl¢iilmesinin gereksiz oldugu numunedeki etken maddenin %95 ya
da % 99 giivenirlilik smin iginde teshis edilebildigi minimum miktar: olarak tanimlanmugtir.
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Genellikle bu seviyelerde giivenilir, kantitatif sonuglar elde edilemedigi goriilmiistiir.
Kromatografi de 2 ya da 3 kat1 olmas: gerektigi saptanmistir (Giilhan S. ,(1999)).

2.4.5.6.3 UV Dedektorii Kullanan HPLC uygulamalarn (Giilhan S. ,(1999))

2.4.5.6.3.1 Tanmima limiti (LOD) uygulamasi:

e Bilinen konsantrasyonlarda bir numune hazirlanir.
e Bu numune belli oranlarda seyreltilerek hazirlanan blanke kars: teshis edilebiidigi
minimum miktar belirlenir. HPLC ‘deki giiriiltii sinyalinin 3 kat1 pik yeterlidir.

2.4.5.6.3.2 Miktar tayin limiti(LOQ) uygulamasi:

e Analiz yonteminin miktar tayin limitini hesaplamak i¢in birgok blank, 6rnek ile analiz
yapilir.

e Sonra bunlarin % RSD’ si hesaplanir. Bulunan standart sapma 10 ile ¢arpilir. Bu deger
genelde minimum kantitatif tayin limitidir.

e Miktar tayin limiti, tanima limitinin yaklagik 3 katt HPLC de elde edilen giiriilti
pikinin 10-20 katidir.

Ya da;

Etken madde eklenmis matriks 6rnegi hazirlanir.

Seyreltilir ve 6 kere enjekte edilir.

Her konsantrasyon i¢in %RSD (kesinlik) hesaplanir.

Kesinlik - konsantrasyon egrisi ¢izilir.(sekil 2.5.6.1)
Beklenen kesinlik degeri miktar limitine esdegerdir.
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Kesinlik(%RSD)

Konsantrasyon(ppm)
Sekil 2.5.6.1. Kesinlik-konsantrasyon egrisi

2.4.5.7 Giivenilirlik

Giivenilirlik testleri, yontemde ufak degisiklikler yapildig1 zaman sonuglarin yine de uygun
oldugunu gostermek igin yapilmistir. Ornegin siv1 kromatografisinde akis hizi, dedektor dalga
boyu veya mobil faz bilesiminin gercek degerinden toleranslar olgiisiinde sapmasi sonucu
-analizlerin bu sapmalardan ne kadar etkilenip etkilenmedigini tespit edilmistir. Kromatografik
parametrelerde giivenilirlik belirlenmesi icin akis hizi, kolon sicaklifi, enjeksiyon hacmi,
dedektor dalga boyu ya da mobil faz bilesimi yani ¢aligma aralifinin igindeki degisken veya
degiskenlerin kantitatif etkisi belirlenmigtir. Eger parametrenin etkisi énceden belirlenmis
tolerans i¢inde ise parametre, yontemin giivenilirlik aralifinda oldugu saptanmistir. Bu
etkilerle karsilasildigi zaman yontemin yeniden validasyonunun gerekliliginin olup olmadig:
belirlenmigtir. ICH dokiimanlarina gére ilag gelistirme asamalari sirasinda yontem iizerinde
giivenirlik degerlendirilmesinin diisiiniilmesi tavsiye edilmistir. Fakat onayl1 bir uygulamanin
pargast olarak Analitik YﬁntemA Validasyonu parametre ¢aligmalarinda gerekliligi olmadig
goriilmiigtiir.

2.4.5.7.1 UV Dedektorii Kullanan HPLC uygulamalari(Giilhan S. ,(1999))

HPLC kolonunda, mobil fazda veya akis hizinda degisiklik yapildig1 zaman sonuglarda da
degisiklik olmamalidir.
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2.4.5.8 Tutarhihik

Bir analiz yonteminin tutarlilifi, aym: analiz numunesinin uzun zaman araliklarinda farkli
kosullarda analizi yapildiginda bu degisikliklerden etkilenip etkilenmemesinin bir &lgiisii
olarak tanmimlanmustir. Yani normal kosullarda farkli kisiler veya farkli laboratuarda elde

edilen sonuglarin 6l¢iilmesidir.

2.4.5.8.1 UV Dedektorii Kullanan HPLC uygulamalari(Giilhan S. ,(1999))

e Homojen bir karigim alinir.
+ Bukangimda ayn ayrn numuneler alinarak farkli laboratuarlarda, farkli giinlerde farkli
kisiler tarafindan, farkli aletlerle analiz yapilir.

2.5.Validasyon Ile ilgili Baz1 Ornekler

Literatiir aragtirmasinda g¢esitli endiistrilerde uygulanan ¢ok sayida validasyon ¢aligmalarina
rastlanmigtir. Bu tezde son yillarda ilag, besin ve biyokimya alaninda uygulanan bazi

validasyon ¢aligmalarindan 6rnekler verilmigtir.

Migren agilarina karsi etkisi bilinen rizatriptan benzoatin kantitatif tayini icin RP-HPLC
metodu gelistirilmis ve en iyi ayirma giiciiniin analit i¢indeki degredasyon firiinlerinin verdigi
goriilmiistiir. Mobil faz olarak asetonitril ve metanol kullamlmis ve yontem valide
edilmigtir.(M.K. Srinivasu v.d. 2006 )

Cossia V. Garcia ve arkadaslari RP-LC kullanarak rabeprazol sodyum igeren tabletlerin
analizi i¢in yontem gelistirmis ve validasyon ¢aligmalarim yapmusglardir.(Cossia V. Garcia v.d.

2006)

Sag telindeki kokain, anhidroekgonin metilester, ekgonin metilesterin  analizleri yapilmus,
dogruluk ve kesinlik parametreleri ile validasyon sonuglar1 hesaplanmistir.( Emmanuelle

Cognard v.d.2006)

Stephen G. Gozo ve arkadaglart CXCLS geni lizerinde aragtirma yapmuglardir. Bu ¢aligmada
¢apraz validasyon yontemi kullanmiglardir. (Stephen G. Gozo v.d. 2006)
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[Zn di tio karbamat,2,6-di-tert-butil-para-kresol (BHT) oktalat difenilamin antioksidan siilfiir,
pentilfenol ve tetrakis(metilen (3,5-di-tert-butil-4-hidroksihidro sinamat)) metan]’ 1 kompleks
ylizey matriksi i¢inde, elastromerik durduruculardan ayirmak i¢in yontem gelistirilmis ve
valide edilmigtir.( Stephen K. Gozo v.d. 2006 )

Reneta P.ve arkadaslar1 pantprozol’iin enfeksiyonlar iizerindeki etkilerinin incelenmesinde
aymi ve farkli giinlerde yapilan ¢aligmalarda proses validasyonunu gergeklestirmiglerdir.
(Reneta P. v.d. 2006)

Paraskevas D. Tzanavaras ve arkadaglar1 besin Orneklerindeki kafeinin miktar tayini -i¢in
HPLC metodu geligtirmiglerdir. Bu ¢aligmalarda dogrusallik, LOD ve LOQ), kesinlik, segicilik
ve saglamlik parametreleri incelenerek valide edilmistir.(Paraskevas D. Tzanavaras v.d. 2007)

Beyaz, kirmiz1 ve giil sarabi iginde aliiminyumun tayini HPLC ve AAS kullanilarak yapilmis
ve Al ‘nin en fazla beyaz sarap i¢inde oldugu bulunmugtur.( Mary T. Kelly v.d.2006)

Antihipertansif etkisi bilinen epsortan igeren ilaglarin kati faz ekstraksiyon-RP-HPLC
metoduylaanalizler gergeklestirilmis ve bunu insan plazmasindaki kardiyovaskiiler etkilerinin
validasyonunda kullanmiglardir. Bu metot olusturulurken faktoriyel tasarim y&nteminden
yararlamlmugtir. (N.Ferriros v.d. 2006)

Kiniirenik asitin voltametrik olarak idrar igindeki tayini i¢in analizler yapilmis ve validasyon
islemlerinde tekrarlanabilirlik, segicilik, dogrusallik ve calisma aralifi, LOD, dogruluk,
kesinlik ve analit stabilitesi parametrelerine bakilmigtir. Laboratuar arasi kesinlik igin full
faktoriyel tasarim yontemi geligtirilmigtir. .( Sandra Furlanetto v.d. 1998)
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2.6.incelenen Preparatin Etken Maddeleri
2.6.1 Parasetamol

Kimyasal formiilii: CgHoNO, C: %63.56; H: % 6.00; N: %9.27; O: % 21.17.( Vikipedia,
(2007))

Molekiiler agirhg:151.17 g/ mol

Bio yararlanma:% 100

Metabolizma: Karaciger

Yar 6mrii: 1- 4 saat

Atilimi: Bobrek

Erime arahg: 169-170.5 C°

LDso (mg/ kg): 338

5zt 250

d 41263 g/ cm®

Coziiniirligii: Etanolde ve sicak suda ¢oziiniir. ( Vikipedia, (2007))

1
~C~CHs

OH

Agn Kkesici ve ates diigiiriicli etkiye sahip bir ilag etken maddesidir. Parasetamol agizdan
alindiginda sindirim sistemde hizla emilir. ilag alindiktan 30- 60 dakika sonra maksimum
plazma konsantrasyonuna ulagir.

Parasetamol biitiin dokulara hizla yayilir. Plazma proteinlerine baglanmasi zayiftir. Plazma
yar1 6mrii 1- 4 saattir. Idrarla, parasetamoliin %1-3 ¢ i degismemis olarak atihr.% 80 i ise
biyolojik olarak glukuronid veya siilfat bilesikleri olarak atilir. Analjezik etkisi yeni nesil
analjeziklere gore hafif kalmis olsa da sindirim sistemde yan etkisinin hemen hemen
olmamasi, giivenirligi ve de gebelerde kullanilabilmesi parasetamol iin her zaman 6n planda

kalmasim ve klasik bir analjezik olmasini saglar.( Vikipedia, (2007))
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2.6.2 Kafein

Kimyasal formiilii:CgH;oN;0, C : %494 ; H% 5.19; N: %28.85 ; O: %16.48 .(
Vikipedia, (2007))

Molekiiler agirhgi:194.19 g/ mol

Erime noktasi:238 C°

Siiblimlesme noktasi: 178 C°( 1 mm basing altinda 160 -165 C° de hizl siiblimlesme
gergeklesir.)

LDsg (mg/ kg): Fare, hamster, sigan ve tavsanlarda

(digiler) ; 127, 230, 355, 246 ( erkekler); 137 ,249, 247, 224

d ®:123 g/ cm’

Coziiniirliigii: Suda ¢oziiniir. ( Vikipedia, (2007))

HO
g
o

Tein, matein ve guaranin olarak da bilinir. Bir alkoliod olan kafein dogal olarak cay, kahve,
guaranada bulunur. Kafeinin karakteristik, yogun ac1 bir tad1 vardir. Kola gibi baz1 gazl,

iceceklere tat vermesi i¢in eklenmektedir.

Temel farmakolojik 6zellikleri;

e Merkezi sinir sisteminde uyaran

e Solunum sistemi uyaricisi

e Kalp atis hiz1 uyaricisi

e Hafif ditiretik etki
Siirekli kafein kullanimi, farmakolojik toleransa ve yokluk sendromuna neden olur.
( Vikipedia, (2007))
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2.6.3 Propifenazon

Kimyasal formiilii:C,sH;sNO  C:%73.01 ;H:% 7.88; N:%12.17;0:%6.95 .( Vikipedia,
(2007))
Molekiiler agirhg:: 230.30 g/ mol

Erime noktas1:103 C°
Coziiniirliik: Alkolde ve eterde kolayca ¢6ziiniir. Suda 16,5 C° de 0.24 g/ mol ¢éziiniirliige
sahiptir.

Analjezik, antipiretik ve antiflojistik olarak kullanilir.

3.DENEYSEL CALISMALAR

3.1 Kullamilan Kimyasallar

Panalgine tablet tozu ( 10 tablet tozu)
Parasetamol standarti (USP 28 )
Kafein standart: (USP 26)
Propifenazon standart: (USP 26)
Sodyum asetat (Merck)

Asetik asit (Merck)

NaOH  (Merck)
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MeOH  (Merck) (HPLC saflikta)

CH3COOH (Merck)

3.2 Kullanilan Cozeltilerin Hazirlanmasi

pH 2.8 tampon ¢ozeltisi: 4 g sodyum asetat tartildi. Bir miktar su ile ¢6ziiliir.0.1 N sodyum
hidroksit ve 0.1 N asetik asit ile pH ayan yapilarak 1 L ye tamamlanda.

PH 3.2 tampon cozeltisi: 4g sodyum asetat tartiidi. Bir miktar su ile ¢ziiliir. 0.1 N sodyum
hidroksit ve 0.1 N asetik asit ile pH ayan yapilarak 1L ye tamamlarndi.

Ornek:10 tablet tartildi.(ort tab. agirhig 625 mg) Toz haline getirilerek 50 mL' ye 95: 5
oraninda metanol:asetik asit igeren ¢oziicli ile tamamlandi. Incelenen tablet icindeki
parasetamol, kafein ve propifenazon konsantrasyonlar sirastyla 1.2 ; 0,12 ; 0,60 mg/mL
olacak sekilde hazirlandi.

Standart: 300 mg parasetamol standardi, 30 mg kafein standardi, 150 mg propifenazon
standardr tartildi. 100 mL ye yukarida belirtilen 95:5 oraninda metanol:asetik asit igeren
¢oziicii ile tamamlandi. Bu ¢ozeltiden 20 mL ¢ekilerek 50 mL ye ¢oziicii ile seyreltildi.
Boylece konsantrasyonlar: 6rnek konsantrasyonu ile ayni olacak sekilde srrasiyla 1.2 ;0,12 ;

0,60 mg/mL konsantrasyonlu ¢6zeltiler hazirlanmis oldu.

3.3 Kullanilan Cihazlar

HPLC ( Agilent1100 serisi)

C13 Hypersil Gold ( 5um, 250 x 4.6 mm 1.D. ) kolonu ( Shimadsu )

Quartenary pomp (Agilent 1100 Series) (G1311 A, DE409263313 )

VWD Dedektér (Agilent 1100 Series) (G 1314 A, JP33323315)

Dual Loop enjektdr, Auto sampler PS, (Agilent 1100 Series) (G 1313 A, DE 33224958 )
pH metre(Mettler Toledo)

Magnetik karigtinci(MettlerToledo)



26

3.4 Yontemler

3.4.1 Parasetamol, Kafein Ve Propifenazonun HPLC ile Ayrimas:

Ug etken maddeden olusan tabletin icindeki parasetamol, kafein ve propifenazonun tayini i¢in
dalga boyu, akis hizi, pH ve hareketli faz oran1 gibi optimum kosullar aragtirlmistir. Bulunan
uygun kosullar b6liim 4.1°de sonuglar kisminda belirtilmistir.

3.4.2 Faktoriyel Tasarim

pH, (A),akis hizi (B), metanol oraninin (C) ayirma giicii (R ) tizerindeki etkilerini aragtirmak
amaciyla ii¢ tekrarl ¥ faktoriyel tasarimu kullamlmugtir. Her etken i¢in iki seviye segilmistir.
Bu seviyeler pH. i¢in 2.8 ve 3.2; akig hiz1 igin 0.8 ve 1.5 mL.dak™; metanol oranr igin
250mL / 1000 mL ve 355mL / 1000 mL dir. Toplam 24 deney yapilmistir. Deneylerin sirasi

rasgele belirlenmistir. Etkenlerin diigiik degerleri igin “-” , yiiksek seviyeleri “+” isareti ile
gosterilmistir. Tanimlanan bu degerlere ait sonuglar boliim 4.2 ‘de belirtilmistir.

3.4.3 Validasyon
3.4.3.1 Dogrusalhk

Incelenen tabletteki parasetamol, kafein ve propifenazonun igeriginin %50,% 80, %100, % 120
ve %150 sine karsilik olan 5 farkl: test ¢ozeltisinden iiger tane hazirlandi. Bu ¢dzeltilerin her
birinin HPLC ile analizi yapildi. Dogrusallik sonuglarimin pik alanlan, % RSD ve standart
sapmasi hesaplanarak grafiksel degerlendirilmesi yapildi. Hesaplamalar ve grafikler bdlim
4.3.1° de verilmistir.

3.4.3.2 %Geri Kazanim

Boliim 3.4.3.1° de belirtildigi gibi geri kazanim ve dogruluk degerleri, tablet igeriginde bulunan
etken maddelerin konsantrasyonun %50 si ile % 150 si arah@inda 5 farkh konsantrasyonu
hazirland1. Bu ¢ozeltilerin HPLC ile analizi yapilarak her bir ¢dzeltiden enjeksiyon sonucu elde
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edilen degerlerin standart sapmasi, ortalama % geri kazanim degerleri ve % RSD si hesapland.

Sonuglar béliim 4.3.2” de verilmistir.

3.4.3.3 Giin ici ve giinler arasi tekrarlanabilirlik

Boliim 3.4.3.1° de belirtildigi gibi tablet i¢indeki etken maddeleri igeriginin %50, %80, %100,
%120 ve %150 sine karsilik olan bes farkli konsantrasyonda test ¢ozeltisi hazirlandi. Bu
¢ozeltilerin HPLC _ile analizi yapildi. Sonuglar giin ig¢i ve giinler arasi tekrarlanabilirlik
degerleri % geri kazanim, standart sapma ve % bagil standart sapma olarak hesapland:.
Sonuglar boliim 4:3.3.” de veriimistir.

4. SONUCLAR

4.1 HPLC ile Ayirma Kosullarn

HPLC ile miktar tayini i¢in optimum kosullarin belirlenmesi ile béliim 3.4.1 *de belirtildigi

gibi ¢alisilmig ve agagidaki uygun kosullar bulunmustur. Sekil 4.1.1 de parasetamol, kafein ve

propifenazon karigtmina ait kromatogram goriilmektedir. Parasetamol, kafein ve

propifenazonun alikonma zamanlar sirasi ile 2,37 ; 3,01 ; 12,30 dur.

Mobil faz :Su : MeOH : CH3COOH (615 : 355 : 50)

Kolon : C;3 Hypersil Gold ( Sum, 250 x 4.6 mm L.D. ) kolonu ( Shimadsu )
Akis hiza :1,5 mldak™

Dalga boyu :270 nm

Enjeksiyon hacmi : 30 pl

Kolon sicakhgg @ Oda sicakh
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4.2 Faktoriyel Tasarim Uygulanmas:

Fakioriyel tasanma ait bolim de belirtildigi gibi yapilan calismalar sonunda deney kosullan
ve ayirma giici degerleri izelge 4.2.3. de verilmistir

Etkenlerin ve etkilesim etkilerinin ayrrma giicii uzerindeki etkilerini degerlendirmek igin
'varyans anahzl(Analysxs of Variance ANOVA ) voniemi uvgulanmustir. Sonuclar cizelge
42.1°de verilmistir. = '
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Cizelge 4.2.1. Varyans analizi

Degisim Kaynag1 | Serbestlik Kareler Kareler Fo
Derecesi Toplami Ortalamasi

pH(A) 1 131.96 131.96 622.43

Akis hza (B) 1 1752.08 1752.08 8264.53
Metanol (C) 1 1185.01 1185.01 5589.65
AB 1 1160.32 1160.32 5473.21

AC 1 1172.95 1172.95 8362.98

BC 1 566.16 : 566.16 2670.56

ABC 1 1437.24 1437.24 6779.44

- RASGELE HATA 16 3.39 0.212
TOPLAM 23 8009.11

% 5 anlam seviyesinde kritik tablo degeri 005k 16 = 4.49 dur. Etkenler ve etkilesimler igin
bulunan F- degerleri kritik tablo degerinden biiyiikk oldugundan tiim etkenler ve etkilesimler

ayirma giicii tizerinde etkilidir.

23 faktoriyel tasarimda etkileri hesaplamak icin kullanilan cebirsel isaretler Cizelge 4.2.2 ‘de

verilmigtir.
Cizelge 4.2.2 . 23 Faktoriyel tasariminda etkilerin isaretleri
FAKTORIYEL ETKI
1 - - + < + + -
2 + - - - - : + +
3 - - - + - +
4 + + + - - - -
5 - - % i - - +
6 + - - + + - -
7 . + - + - + -
8 4 + + + + + +

Ayirma giiciinii (R*) tahmin etmek i¢in bulunan regresyon modeli agagida verilmistir.




A

30

R* = R* = 42,43 — 2.345 x; - 8.544 x, -7.0265 x3 + 6.953 x;x2+ 8.595 x;x3 + 4.814 x5x3—

7.738 x1X2X3

Bu modeldeki kodlanmig ( +1, -1 ) x3,X» ve x3 degiskenleri sirasiyla A, B, ve C etkenlerini,

X)X» terimi AB etkilesimini, x;x3 terimi AC etkilesimini, x,x3 terimi BC etkilesimini ve x;X,X3

terimi de ABC etkilesimini gostermektedir.

Modelin uygunlugunu gostermek icin deneyde bulunan ayirma giicii degerinden,(R*),
modelden bulunan ayirma giicli, ("R*) c¢ikanlacak artik ey degerleri bulundu. Bu degerler
cizelge 4.2.3°de gosterilmektedir.
Sekil 4.2.1” de artiklarin sifir artik degeri etrafinda rasgele dagildig: goriildiigiinden modelin

uygun oldugu ve varilan sonuglarin verilen anlam seviyesinde giivenilir oldugu sonucuna

varilmigtir.
Cizelge 4.2.3. Deneysel veriler
A
pH Akls MeOH R (1-2) R 2-3) R* R* €,
Hiza

1 - - i 2253 90.12 | 88.4455 | 1.6745
3.94 22.36 | 88.0984 -0.3471

3.93 22.17 | 87.1281 -1.3174

2 - - 2.24 14.33 | 32.0992 | 32.3475 | -0.2483
222 1445 | 32.079 -0.2685

2.27 14.48 | 32.8696 0.5221

3 - *» 215 15.17 | 32.6155 | 32.0985| 0.5170
2.14 14.85 | 31.779 -0.3195

2.12 15.05 | 31.906 -0.1925

4 + - 533 7.37 | 39.2821 | 39.8495 | -0.5674
5.4 7.4 39.96 0.1105

5.39 7.48 | 40.1372 0.2897

| - + 1.98 13.27 | 26.2746 | 26.2085 | 0.0661
1.98 13.26 | 26.2548 0.0463

1.97 13.25 | 26.1025 -0.1060

6 + - 4.75 8.27 | 39.2825 | 37.1835| 2.0990
4.72 | 7.62 | 35.9664 -1.2171

4.74 7.66 | 36.3084 -0.8751

7 + + 2.49 18.51 | 46.0899 | 46.1685| 0.0786
25 18.53 | 46.325 0.1570

2.5 18.44 | 46.100 -0.6850

8 + * 2.28 16.26 | 37.0728 | 37.1385 | -0.6570
2.28 16.42 | 37.4376 0.2991

2.27 16.26 | 36.9102 0.2283
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2,5 4

1:9°5

7 40 60 80 100

Sekil 4.2.1. Tahmin edilen ayuma giicii degerlerine kars1 artiklar

Etken ve etkilesim etkileri asagida verilmistir.
pH
1018.3798 -537.3277 = +481.0521 => -56.2756/ 12 = -4.6896

Akis hiza
1752.08 -611.7202+406.6596 = -205.06 =-17.088

MeOH
1185.005=>-593.5089 +424.8709= -169.638 = -14.053

pHxAkis hizx
+592.6279 —425.7519 = +166.879 => +13.906

pHx MeOH
+612.3292 -406.0506=> +17.19

e Seri 1
m Seri 2
~ Seri 3
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Akis iz x MeOH
+ 566.9563- 451.4235 => + 9.628

pHxAkis hiz1 x MeOH
416.3275-602.0526 => -15.477

Sekil 4.2.2. ; 4.2.3. ; 4.2.4., pH, akis hiz1 ve metanol oraninin (+) ve (-) seviyelerine karsilik
gelen "R’ o degerlerine gore gizilmistir.
Sekillerden de gorildiigii gibi maximum ayirma giiclinii elde edebilmek icin, pH, akis hiz1 ve

metanoliin se¢ilen minimum degerleri uygundur.

) Cs) pH degerleri
Sekil 4.2.2. "R’ ot~ pH degerleri grafigi

A *

R on
50.97

33.88

Akis hizi degerleri
) CD)
Sekil 4.2.3. "R” o1 — Akig hiz1 degerleri grafigi
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A *

R ot
49.45

34.91

) +) MeOH degerleri (ml)
Sekil 4.2.4. 'R o -MeOH degerleri (ml) grafigi

4.3.Validasyon Uygulamalar

Uygulanan yoéntemin kullanabilirligini, ve uygulanabilirligini 6lgmek i¢in yapilan validasyon
caligmalar1 boliim 3.4.3” de belirtilmis ve asagidaki kosullar uygulanmigtir.

4.3.1 Dogrusallik ve konsantrasyon Arahg:

Tabletteki etken maddelerin konsantrasyonlarinin boliim 3.4.3.1° de belirtildigi gibi %50,
% 80,% 100, % 120 ve % 150 si konsantrasyonlarinda test ¢ézeltileri hazirland1 ve her bir
¢ozeltiden ii¢ enjeksiyon yapildi. Sonuglarin ortalamasi alinarak grafik degerleri elde edildi.
Cizelge 4.3.1.1.; 4.3.1.2. ; 4.3.1.3°de sirasiyla

parasetamol, kafein ve propifenazona ait sonuglar ve grafikler verilmistir.
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Cizelge 4.3.1.1. Parasetamol’iin dogrusallik degerleri

Teorik (mg/ml)

Pik alam

Pik alam
ort

Standart
sapma

%RSD

50

1.5877
1.5921
1.5901

1.60

0.02

1.39

80

2.3497
2.2814
2.1966

2.28

0.08

3.37

100

2.7691
2.7262
2.7555

oD

0.02

0.80

120

3.1092
3.0584
3.2047

3.12

0.07

239

150

3.7902
3.7055
3.6699

3.70

0.07

195

Ort standart sapma

%0.05

ORT RSD

%1.98

Cizelge 4.3.1.2. Kafein’nin dogrusallik degerleri

Teorik (mg/ml)

Pik alani

Pik alan:
ort

Standart
sapma

%RSD

50

1.5001
1.5010
1.5063

1.50

0.03

2.00

80

2.1966
2.2991
2.1802

.43

0.06

2.90

100

2.6747
2.6383
2.7438

2.69

0.05

1.99

120

3.3633
3.4360
3.1413

3.31

0.15

4.63

150

42212
4.2200
4.2299

4.20

0.05

1.31

Ort standart sapma

%0.07

ORT RSD

%2,57
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Cizelge 4.3.1.3. Propifenazon’nun dogrusallik degerleri

Teorik (mg/ml)

Pik alami

Pik alam
ort

Standart
sapma

%RSD

50

3.4155
3.5895
3.5901

3.50

0.03

0.73

80

5.5362
5.2091
5.1806

3.3

0.20

3.72

100

6.6409
6.9243
6.3611

6.64

0.28

4.24

120

8.4294
8.2989
7.9844

8.24

0.23

150

10.4855
10.4001
10.3657

10.40

0.05

Ort standart sapma

%0.16

ORT RSD

%2.50

Asagidaki grafikler parasetamol, kafein ve

g6stermektedir

propifenazon igin hesaplanan dogrusallif

100

% konsantrasyon

Sekil 4.3 1. 1. Pasetamol’in dogrusallik grafigi

Korelasyon Katsayisi: 0,9986  y= 0,02+0599
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4,51
4 ;
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34
5
® 251
a
¥4
1,57
R
0 50 100 150 200
%% korsantrasyon
Sekil 432 Kafein’ mdogmsa]hkgraﬁ
Korelasyon Katsaysy: ( 99’39 y= 0,07x+0590
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35
89
- ﬁ“2,5'-1
&
B
2
1.5+
14
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% konsantrasyon
Sekil 43 3. Propifenazon’ i dogrusalhk grafig

Korelasyron Katsayst: [],9985 y=0,034002
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4.3.2. % Geri Kazanim

Parasetamol, kafein ve propifenazonun % geri kazamim degerlerini hesaplamak i¢in b&liim
3.43.2 de anlatildifn gibi calisildi. Her bir etken madde igin degerler tablet icindeki
konsantrasyonun %50 ile % 150 arasindaki konsantrasyonlar1 ayr1 olarak hesaplandi. Sonuglar

cizelge 4.3.2.1 de verilmistir.

Cizelge 4.3.2.1. Ilag preparatindaki etken maddelerin % geri kazanim degerleri

Etken Enjekte edilen Ort Standart %RSD Ort Geri
maddeler (pg) Bulunan sapma () Kazanim%
(peg)
‘Parasetamol 18,0 18,43 0,06
28,8 29,38 0,05
36,00 36,60 0,05 0,33+0,14 101,07
43,2 42,79 0,12
54,00 53,29 0,12
Kafein 1,80 1,74 0,06
2,88 iy 0,05
3,60 3,42 0,05 8,05+ 0,58 97,00
4,32 4,28 0,12
5,40 5,39 0,10
Propifenazon 9,00 9,05 0,06
14,40 14,93 0,05
18,00 17,61 0,09 0,66 + 0,22 100,60
21,60 21,56 0,09
27,00 27,30 0,06
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4.3.3. Giin i¢i ve giinler aras: tekrarlanabilirlik

Parasetamol, kafein ve propifenazonun tablet i¢cindeki konsantrasyonlarinin béliim 3.4.3.3 de
belirtildigi gibi %50 ve %150 konsantrasyon araliginda 5 farkl: test ¢dzeltisi hazirlandi. Her
bir ¢ozelti tic kez galisildi. Bulunan degerlerin% ortalama geri kazanim, standart sapma ve
bagil standart sapma degerleri hesaplandi. % Ortalama geri kazanim degerleri% 98.00 ile %
100.00 araliginda bulundu. Giin i¢i degerleri i¢in parasetamol, kafein ve propifenazonun
sirasiyla % bagil standart sapmalart % 1,61 = %0,42 ; %1,12 = %0,28 ; %1,69 = %0,73
olarak bulundu. Sonug¢lar ¢izelge 4.3.3.1 ¢ de verilmigtir

2 hafta icinde 3 farkhi giinde yapilan analizler sonucunda elde edilen bagil standart-sapma
degerleri parasetamol, kafein ve propifenazonun sirasiyla %0,56 + %0,07 ; % 3,84 = %0,93
;% 1,68 = %0,15 olarak bulundu. Sonuglar cizelge 4.3.3.2° de verilmigtir
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Cizelge 4.3.3.1. Etken maddelerin giin i¢i tekrarlanabilirlik degerleri

Etken
maddeler

Enjekte
edilen

(pg)

Bulunan

(ng)

Ort
Bulunan

(pe

Standart

Sapma

Ort %RSD

%Geri

Parasetamol

Kafein

Propifenazon

18,0

1,8

9,00

18,14
17,88
17,82
1,79
1,80
1,77
9,02
8,78
8,75

17,95

1,19

8,85

0,17

0,02

0,15

0,95

112

1,69

99,13

99,34

98,33

Parasetamol

Kafein

Propifenazon

28.8

2,88

14,40

28,80
28,46
27,90
2,89
2,85
2,84
14,43
14,22
14,22

28,39

2,86

14,29

0,45

0,03

0,12

1,61

1,05

0,84

99,49

99,30

99.25

Parasetamol

| Kafein

Propifenazon

36,0

3,6

18,00

36,00
35,66
35,90
3,5%
3,59
3,58
17,93
17,76
17,67

35,85

3,58

17,79

0,17

0,01

0,13

0,47

0,28

0,73 |

99,59

99,43

98,81

Parasetamol

Kafein

Propifenazon

43,2

4,32

21,6

43,26
42,90
43,10
4,29
4,30
4,34
21,60
2155
21,27

43,09

4,31

21,47

0,18

0,03

0,18

0,42

0,70

0,84

99,73

99,80

99,41

Parasetamol

Kafein

Propifenazon

54,0

5,40

27,00

54,38
53,91
53,64
5,39
5,36
537
27,76
27,16
26,99

53,99

5,37

27,30

0,37

0,02

0,40

0,69

0,37

1,47

99,96

9953

100,25

Cizelge 4.3.3.2. Etken maddelerin giinler arasi tekrarlanabilirlik degerleri
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Etken
maddeler

Enjekte
edilen

(ng)

Bulunan

(pg)

Bulunan
(ng)

Standart
sapma

Ort
%RSD

%Geri
Kazanim

Parasetamol

Kafein

Propifenazon

18,0

1,8

9,00

17,88
17,75
11.95
1,89
1,81
1,76

8,99

8,87
8,69

17,86

1,82

8,95

0,10

0,07

0,15

0,56

3,84

1,68

99,24

101,05

99,49

Parasetamol

Kafein

Propifenazon

28.8

2,88

14,40

28,72
28,55
28,68
2,99
2,87
2,90
14,51
14,40
14,38

28,65

2,92

14,43

0,09

0,06

0,07

0,31

2,05

0,48

99,49

101,27

100,20

Parasetamol

Kafein

Propifenazon

36,0

3,6

18,00

36,04
36,11
35,91
3,67
3.7
3,56
17,81
17,70
17,59

36,02

3,65

17,73

0,10

0,08

0,11

0,28

2.19

0,62

100,07

101,33

98,48

Parasetamol

Kafein

Propifenazon

432

4,32

21,6

43,26
43,31
43,12
436
4,31
4,28
21,55
21,52
21,67

4323

432

21,58

0,10

0,04

0,08

0,23

0,93

0,37

100,07

100,03

99,90

Parasetamol

Kafein

Propifenazon

54,0

5,40

27,00

3357
5352
53,49
5,35
5,30
5,45
26,76
26,69
26,74

53,54

3,39

26,73

0,04

0,08

0,04

0,07

1,48

0,15

99°15

99,88

99,00
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