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OZET

Demircan S., Makrolit Grubu Bazi Antibakteriyel ilaclarin Kromatografik
Davramislarinin incelenmesi ve Gelistirilen Analiz Yontemlerinin Valide Edilmesi
ve Uygulamalar, Hacettepe Universitesi, Saghk Bilimleri Enstitiisii, Analitik
Kimya Programi, Doktora Tezi, Ankara, 2010. Bu ¢alismada, yiliksek bakteriostatik
etkinlige ve olumlu yan etki profiline sahip makrolit grubu antibakteriyellerden
Klaritromisin, Azitromisin veya Spiramisin igeren farmasotik preparatlardan etken
madde ve safsizlik analizleri i¢in HPLC ve UPLC yontemleri gelistirilmis ve valide
edilmistir. flacin stres kosullarina maruziyeti ile olusan bozunma iiriinleri ve miktarlari
gelistirilen kromatografik yontemlerle tespit edilmistir. Gelistirilen HPLC ydnteminde
en iyi kosullar; Klaritromisin ve safsizliklarinin analizi icin ACE C18, 250 x 4.6 mm
1.¢., 5 um kolon, pH = 3.0, 5 mM fosfat tamponu / metanol (70 : 30, h/h) hareketli faz,
1.2 mL/dak akis hiz1 ve UV dedektor ile (219 nm); Azitromisin ve safsizliklarinin
analizi i¢cin ACE C18, 150 x 4.6 mm i.¢., 5 um kolon, pH = 6.0, 5 mM fosfat tamponu /
asetonitril (65 : 35, h/h) hareketli faz, 1.0 mL/dak akis hiz1 ve UV dedektor ile (240
nm); Spiramisin ve safsizliklarinin analizi i¢in Inertsil ODS 250 x 4.6 mm i.¢., 5 um
kolon, pH = 2.5, 10 mM asetat tamponu / asetonitrilin (70 : 30, h/h) hareketli faz, 1.2
mL/dak akig hizi ve UV dedektor ile (240 nm) elde edilmistir. Gelistirilen UPLC
yonteminde Klaritromisin, Azitromisin, Spiramisin ve safsizliklarinin analizi i¢in HPLC
yonteminde kullanilan hareketli fazlar ve UV dedektor kullanilmis olup analizler 1.7
um partikiil capina sahip Acquity BEH C18, 50 x 2.1 mm kolon ile gerceklestirilmistir.
UPLC sisteminde akis hiz1 Klaritromisin, Spiramisin ve safsizliklarinin analizi i¢in 0.3
mL/dak, Azitromisin ve safsizliklar1 i¢in 0.4 mL/dak’dir. Validasyon caligmalari ile
secici, dogru, kesin, hassas, saglam ve tutarli oldugu ispatlanan ydntemler
karsilastirilarak, yiiksek ayiricilik, kisa analiz siiresi ve diisilk analiz maliyetinin
saglandigt UPLC yontemleri kalite kontrol numunelerinin safsizlik analizleri igin

Onerilmistir.

Anahtar kelimeler: Makrolitler, HPLC, UPLC, safsizlik, stres testi
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ABSTRACT

Demircan, S., Investigation of the Chromatographic Behavior of Some Macrolide
Group Antibacterial Drugs and Validation and Application of the Developed
Analytical Methods. Hacettepe University, Institute of Health Sciences, Analytical
Chemistry Program, Ph. D. Thesis, Ankara, 2010. In this study, HPLC and UPLC
methods were developed and validated to analyse the active ingredient and impurities
from the pharmaceutical preparations containing the macrolide group antibacterials with
a high bacteriostatic activity and a favorable side effect profile, Clarithromycin,
Azithromycin and Spiramycin. The amounts of degradation products formed by the
exposure of drug to the stress conditions analysed by the developed chromatographic
methods. The optimized conditions for Clarithromycin and its impurities are; ACE
C18, 250 x 4.6 mm 1.d., 5 pm column, pH = 3.0, 5 mM phospate buffer / methanol (70 :
30, v/v) mobile phase with 1.2 mL/min flow rate and performed with UV detector (219
nm) for HPLC. The HPLC anaysis of Azithromycin and its impurities has performed by
ACE CI18, 150 x 4.6 mm i.d.,, 5 um column, pH = 6.0, 5 mM phospate buffer /
acetonitrile (65 : 35, v/v) mobile phase with 1.0 mL/min flow rate and performed with
UV detector (240 nm). The HPLC analysis of Spiramycin and its impurities has been
performed by Inertsil ODS 250 x 4.6 mm i.d., 5 um column, pH = 2.5, 10 mM acetate
buffer / acetonitrile (70 : 30, v/v) mobile phase with 1.2 mL/min flow rate and
performed with UV detector (240 nm). The same mobile phase mixture and UV detector
were used for UPLC method to analyse the amount of Clarithromycin, Azithromycin,
Spiramycin and their impurities and the analysis has been performed by Acquity BEH
C18, 50 x 2.1 mm column with 1.7 pm partical size. The flow rate was 0.3 mL/min for
Clarithromycin and Spiramycin, 0.4 mL/min for Azithromycin at UPLC system. The
validated methods that are selective, precise, accurate, sensitive, rubbest and rugged
have been compaired and the UPLC methods with high resolution, short retention time
and low analyse cost have been proposed for the analysis of imputies in quality control

samples.

Keywords: Macrolides, HPLC, UPLC, impurity, stress test
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SIMGELER ve KISALTMALAR

K : Klaritromisin

Ksafl : Klaritromisin safsizlik 1 (6,11-di-O-metileritromisin)
Ksaf2 : Klaritromisin safsizlik 2 (6-O-metil-15-noreritromisin)
A : Azitromisin

Asafl : Azitromisin safsizlik 1 (6-demetil azitromisin)
Asaf2 : Azitromisin safsizlik 2 (3-deoksi azitromisin)
S : Spiramisin

Ssafl : Spiramisin safsizlik 1 (Neospiramisinl)

Ssaf2 : Spiramisin safsizlik 2 (Neospiramisinll)

Ssaf3 : Spiramisin safsizlik 3 (NeospiramisinlII)

X : Aritmetik ortalama

o : Secicilik

ug : Mikrogram

uL : Mikrolitre

um : Mikrometre

ACN : Asetonitril

BSS : Bagil standart sapma

Cm : Santimetre

Dak : Dakika

DAD : Dizi diyot dedektor

EtOH : Etanol

G : Gram

HCl : Hidroklorik asit

NaOH : Soyum hidroksit
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: Su
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: Yiiksek performansli s1vi kromatografisi
: Ultra performansli s1vi kromatografisi
Ig cap

: Kapasite faktorii

: Potasyum hidroksit

: Litre

: Gozlenebilirlik sinirt

: Alt tayin sinir1

: Metanol

: Miligram

: Mililitre

: Milimolar

: Milimetre

: Etkinlik (teorik tabaka sayisi)
: Nanogram

: Pik asimetri orani

: Milyonda bir kisim

: Korrelasyon katsayisi

: Ayricilik

: Tanmimlayicilik katsayisi

: Sinyal/giiriilti

: Standart sapma

: Alikonma zamani

: Ultraviole
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Klaritromisin safsizliklari
Azitromisin safsizliklari

Spiramisin safsizliklar
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Van Deemter Egrisi
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egrisi
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a) 60 um capinda insan sag1, b) 5 um partikiil ¢capinda analitik
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Klaritromisin ve safsizliklarimin HPLC ile analizine ait
kromatogram [Hareketli faz: pH 3.5 fosfat tamponu / metanol
(70:30, h/h), akis hizi: 1,2 mL dak-1, Klaritromisin ve
safsizliklarin1 igeren %100’liikk standart ¢ozelti, enjeksiyon
hacmi: 20 pL]

Klaritromisin ve safsizliklarinin UPLC ile analizine ait
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TABLOLAR DiZiNi

Uriin formiil degisikligi halinde tekrar validasyon parametreleri

Analitik yontemin degisikligi halinde tekrar validasyon
parametreleri

Aktif veya hammadde tedarikgisi degisikligi halinde tekrar
validasyon parametreleri

Klaritromisin ve safsizliklarinin analizinde metanol yiizdesinin
kromatografik parametrelere etkisi

Klaritromisin ve safsizliklarinin analizinde tampon derisiminin
kromatografik parametrelere etkisi

Klaritromisin ve safsizliklarinin analizinde tampon pH’sinin
kromatografik parametrelere etkisi

Klaritromisin ve safsizliklarinin analizinde hareketli faz akis
hizinin kromatografik parametrelere etkisi

Klaritromisin ve safsizliklarinin analizinde enjeksiyon
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1. GIRIS VE AMAC

Makrolitler, diisiik yan etki profili, yiiksek doku ve serum diizeyleri ile genis
bakteriostatik etkinlik gdsteren antibiyotiklerdir (1). Giinlimiizde, 06zellikle,
gastrointestinal yan etkisi diger makrolitlerden daha az olan yeni makrolitler

Klaritromisin, Azitromisin ve Spiramisin kullanilmaktadir (2).

Farmasotik preparatlarin kalitesini ve dayanikliligin1 gosteren en onemli
parametrelerden biri igerigindeki safsizlik miktar1 olup, farmasotik preparat
icerigindeki safsizliklarin tayin edilmesi biiyiik dnem tasimaktadir. Ila¢ analizlerinde
siklikla kromatografik yontemler kullanilmakta olup daha kisa analiz siirelerinde
yiksek aymriciligin - saglandigi  yontemler — gelistirilmeye  calisilmaktadir.
Kromatografik sistemlerde kullanilmak tiizere kiiciik partikiil ¢apina sahip kolon
dolgu maddelerinin gelistirilmesi, yliksek ayiriciligin  saglandigi  yontemlerin
gelistirilmesine olanak saglamistir. Morgan ve arkadaslarinin, Klaritromisin ve
safsizliklarinin analizi i¢in gelistirdigi HPLC yonteminde 40 dakika analiz siiresinde
% 0.1 alt tayin smurlarinda analizler yapilmistir (68). Miguel ve Barbas’in,
Azitromisin ve safsizliklarinin tabletlerden analizi i¢in gelistirdikleri siv1
kromatografisi yontemi ile 35 dakika analiz siiresinde ayirim saglanmis ancak uzun
alikonma nedeni ile piklerde kuyruklanma gozlenmistir. Chepkwony ve
arkadaglarinin Spiramisin ve safsizliklarinin analizi igin gelistirdikleri yontemde
analiz siiresi 75 dakika olup piklerde kuyruklanmalar ve girisimler mevcuttur (77).
Bu calismada, safsizlik analizleri i¢in 1.7 pum partikiill ¢capina sahip kolonlarin
kullanimina olanak saglayan ultra performansli sivi kromatografisi sistemleri ile
kaynaklarda mevcut yiiksek performansli sivi kromatografisi yontemlerinden daha
kisa analiz siiresi, diigiik analiz maliyeti, yiiksek ayiricilik ve yiiksek hassasiyette

analiz yontemlerinin gelistirilmesi amaglanmistir.

Bu tez calismasinda, makrolit grubu antibakteriyel ilaglardan Klaritromisin,
Azitromisin, Spiramisin ve safsizliklarinin farmasotik preparatlarda tayinleri
amaclanmistir. Bu amagcla, s6z konusu maddelerin kromatografik davranislarinin
belirlenmesi, yiiksek performansli ve ultra performansli sivi kromatografisi ile analiz

yontemlerinin optimizasyonu amaglanmistir. Optimize edilen analiz yontemlerinin,



ICH kilavuzlari esas alinarak, secicilik, sistem tekrarlanabilirligi, dogrusallik,
dogruluk, kesinlik, hassasiyet ve saglamlik ¢alismalar1 yapilarak validasyon
parametrelerinin degerlendirilmesi amaglanmistir. Gegerliligi kanitlanan yontemlerin
stabilite ¢alismalarina uygulanabilirliginin gosterilmesi icin, stres kosullarina maruz
birakilan farmasotik preparatta olusan safsizlik miktarlarinin tayini planlanmstir.
Gelistirilen kromatografik yontemlerle, piyasada mevcut preparatlardaki etken
madde ve safsizhik miktarlarinin  belirlenmesi planlanmistir. Kalite kontrol
laboratuarlarinda  safsizlik tayinleri i¢in  gecerli yOntemlerin  Onerilmesi

hedeflenmistir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Makrolit grubu antibakteriyel ilaclar

Makrolit antibiyotiklerin ilk {iyesi olan eritromisin, 1950’lerden beri basta
penisilin alerjisi olan hastalar olmak iizere, iist solunum yolu infeksiyonlar ile deri
ve yumusak doku infeksiyonlarmin tedavisinde kullanilmaktadir. Gastrointestinal
yan etkiler, kisa serum yarilanma Oomrii ve artan direng gibi dezavantajlari ise,
eritromisinin  klinik kullanimin1  kisitlamigtir.  Eritromisinin  yapisinda yapilan
degisikliklerle, daha genis spektrumlu ve daha iyi tolere edilebilen, farmakokinetik
ve farmakodinamik &zellikleri daha uygun makrolidler elde edilmistir. 1990’larin
sonlarinda Klaritromisin, Azitromisin ve Spiramisin klinik olarak tedavide
kullanilmaya baglanmistir. Boylece, makrolitler solunum yolu infeksiyonlari, cinsel
yolla bulasan infeksiyonlar, Helicobacter pylori ve Mycobacterium avium kompleks
gibi farkli etkenlere bagli infeksiyonlar olmak {izere daha genis kullanim alani

bulmustur (1).

Homojen bir antibiyotik grubu olan makrolitlerin temel yapist makrosiklik
lakton  halkasidir.  Makrolitler, lakton  halkasinin  biiyiikliigine = gore
siniflandirildiginda, 14 {iyeli (eritromisin, roksitromisin, klaritromisin, diritromisin,
fluritromisin), 15 {iyeli (azitromisin) ve 16 iiyeli (spiramisin, josamisin, midekamisin,
rokitamisin, miokamisin) gruplara ayrilmaktadir (2-4). Tiim makrolitler bakterilerde
RNA bagimli protein sentezini geri doniisiimlii olarak inhibe ederek bakteriyostatik
etki ederler. Bu etkinliklerini 70S ribozomun 50S subiinitine baglanarak ayni yere t-
RNA molekiiliiniin baglanmasini ve peptid zincirinin uzamasini 6nleyerek saglarlar
(5). Sonugta bakteriyel lireme engellenir. Genel olarak makrolitler bakteriostatik
antibiyotiklerdir, yiiksek konsantrasyonlarda bakterisidal etki gosterebilirler.

Makrolitler belirgin postantibiyotik etkiye sahiptir (6).

Makrolitlerin mikroorganizmalara karsi etkisi genel olarak birbirine
benzerdir. Gram pozitif mikroorganizmalara ve hiicre i¢i atipik mikroorganizmalara
(klamidya, mikoplazma, lejyonella) etkilidirler. S. Pyogenes, S. Pnemoniae, S.

Viridans ve grup B streptokoklarin ¢ogu makrolitlere duyarlidir (7). Giliniimiizde,



ozellikle, gastrointestinal yan etkisi diger makrolitlerden daha az olan yeni

makrolitler Klaritromisin, Azitromisin ve Spiramisin kullanilmaktadir (1, 8).

2.1.1. Klaritromisin

Sekil 2.1. Klaritromisinin kimyasal yapisi

On dort iiyeli halka yapisma sahip bir makrolitdir. Eritromisinin lakton
halkasinin C6 hidroksi grubu bir metoksi grubu igerecek sekilde degistirilmistir. Bu
degisiklik ile mide asidine dayaniklilik ve oral biyoyararlanim artirilmas,
gastrointestinal intolerans azaltilmistir (9). Klaritromisin, azitromisin gibi akciger
dokusuna ve makrofajlara eritromisinden daha fazla girer. Bu ustiinligi
Mycobacterium avium kompleksi (MAC)’a karsi neden daha etkili oldugunu kismen
aciklayabilir. Klaritromisin tek basina kullanildiginda MAC’a kars1 etkili olmasina
ragmen etkisini diren¢li organizmalar da bulunmaktadir. Klaritromisin H. Pylori ile
iligkili duedonum {ilserinin tedavisi i¢in de kullanilir. Ayrica ¢ocuklarda bulasma ile

ortaya ¢ikan pndmoninin tedavisinde de kullanilmaktadir (10).

Etki mekanizmasi

Diger makrolit grubu antibiyotikler gibi klaritromisin de 70S ribozomunun
50S alt iinitesine baglanarak RNA’nin aracilik ettigi bakteri protein sentezini
engeller. Belirli organizmalar {izerinde konsantrasyona bagli bakterisid ya da
bakterostatik etki gosterir. Alkali ortamda noniyonize halde oldugundan pH’nin

alkalilestirilmesi bakteri hiicresine girmesini kolaylastirir. Klaritromisin, fagositler ve



makrofajlar icine de etkin bir sekilde girebildiginden, solunum yolu enfeksiyonlarina

yol acan organizmalarin genis bir boliimiine kars1 etkilidir (11).

Klaritromisin genelde eritromisine karsi duyarli mikroorganizmlara karsi
etkilidir. Etkili oldugu organizmalara pek ¢ok stafilokok ve streptokok tiirleri dahildir
(12). Ayrica Mycobacterium catarrhalis, Mycoplasma pneumoniae, Legionella tiirleri
ve Chlamydia pneumoniae’ya kars1 da etkilidir. Akciger dokusunda ulastigi
konsantrasyonlarda Mycobacterium avium’u inhibe eder. Lyme hastaligina neden
olan Borrelia burgdorferi’ye karsi etkilidir. Klaritromisin viicutta 6énemli olgiide
antibakteriyel etki gosteren metaboliti 14-OH klaritromisin’e doniigiir. Bu metabolit
Haemophilus influenzae’ya karsi ana bilesige gore iki kat daha giiglii etki gosterir,
fakat benzer konsantrasyonlardaki etkinligi eritromisin’den fazla degildir.
Klaritromisin giiniimiizde en fazla solunum yolu enfeksiyonlarmin tedavisinde
kullanilmaktadir. Bunun disinda cinsel temasla bulasan enfeksiyonlarin, otitis media

ve AIDS’li hastalardaki enfeksiyonlarin tedavisinde de kullanilmaktadir (13).
Farmakokinetik

Klaritromisin oral yolla kullanilir. Gastrointestinal sistemden absorpsiyonu
hizlidir. Biyoyararlanimi kabaca % 50 civarindadir ve gastrointestinal kanalda
besinlerin varlig1 biyoyararlanimi etkilemez. Absorpsiyon hizi ve aktif metaboliti 14-
OH Kklaritromisine doniisiimii biraz azalsa da, ilacin besinlerle birlikte alinmasi

antimikrobiyal aktivitesini degistirmez (14).

Klaritromisin proteinlere diisiik oranda baglanir ve bu o6zelligi ilacin
eritromisine kiyasla neden viicutta daha fazla dagilima ugradigimi agiklar. Yiiksek
doku penetrasyonu genellikle serum konsantrasyonlarindan daha yiiksek doku
konsantrasyonlari olusturur. Doruk serum konsantrasyonlarina yaklagik 2 saat i¢inde,
kararli konsantrasyonlarina ise 2-3 giin i¢inde ulasilir. Agizdan her 12 saatte bir
alman 250 mg’lik dozlar yaklasik 1ug/mL’lik denge konsantrasyonlari olusturur.

Eliminasyon yar1 6mrii 5-7 saat arasinda degismektedir.

Klaritromisin viicutta 14-OH klaritromisine metabolize olur ve verilen bir

dozunun kabaca % 20 kadar1 ilk gecis metabolizmasi sirasinda bu metabolite



doniistiiriiliir. Karaciger yetmezligi olan hastalarda bu metabolitin konsantrasyonlari
daha diisiiktiir. Klaritromisin idrarla atilir. Idrarda % 20-30 oraninda ana bilesik

seklinde, % 10-15 oraninda da 14-OH metaboliti olarak bulunur (15).

2.1.2. Azitromisin

Sekil 2.2. Azitromisinin kimyasal yapisi

Azitromisin azalidlerin makrolit alt grubuna giren yar1 sentetik bir
antibiyotiktir. Yapica eritromisine benzer. Oral yoldan kullanilir. Giinde bir kez
almmarak kullanilabilmesi ve hastalarin bu ilaca eritromisine goére daha 1iyi
gastrointestinal  tolerans goOstermeleri baglica avantajlarin1  olusturur  (16).
Eritromisine gore belirgin iistlinliigli azitromisinin intraseliiler konsantrasyonlarinin
daha yiiksek olmasi ve boylece etkinlik ve etki siiresinin daha uzun olmasidir.
Azitromisinin tablet ve oral siispansiyon seklinde preparatlar1 bulunmaktadir.
Gonore, servisit, alt ve iist solunum yolu enfeksiyonlari, otitis media, cilt ve yumusak
doku enfeksiyonlar ile klamidya enfeksiyonu profilaksisi i¢in kullanilir. HIV tagiyan
ileri derecede AIDS hastalarinda, Mycobacterium avium kompleks (MAC)
profilaksisi i¢in de kullanilmaktadir (17).

Etki mekanizmasi

Azitromisin bakteriyel ribozomlarin 50S alt iinitesine baglanarak bakteri
hiicresinde protein sentezini inhibe eder. Etkisi genellikle bakteriyostatiktir, fakat

yiiksek konsantrasyonlarda ya da duyarli organizmalara karsi bakterisit etki de



gosterebilir. Azitromisin gram-negatif organizmalara karst daha aktiftir. Fakat
streptokok ve stafilokoklara kars1 aktivitesi eritromisine gore daha zayiftir.
Klamidyal enfeksiyonlara ek olarak hafif ve orta siddetteki iist solunum yolu
enfeksiyonlarinda ve toplu yasama bagli bulasma ile aktarilan orta siddetteki
pnomonide yararlidir. Azitromisinin, eritromisin gibi diyabetik gastroparezde etkili

olup olmadig1 kesin olarak bilinmemektedir (18).

Azitromisinin genellikle eritromisine duyarli mikroorganizmalara karsi
etkilidir. Bunlar arasinda Staphlococus aureus, Streptococus agalactiae, S. pyogenes
ve S. pneumoniae gibi gram-pozitif ve Haemophilis influenza ve Moraxella
catarrhalis gibi gram-negatif organizmalar yer alir. Chlamydia trachomatis de
azitromisine duyarhidir. In vitro ortamda duyarli oldugu gosterilen diger
organizmalar arasinda streptokoklar, Streptococus viridans grubu, Bordetella
pertussis, Camphylobacter jejuni, Haemophilus ducreyi, Legionella pneumophilia,
Bacteroides bivius, Clostridium perfingens ve Mycoplasma pneumoniae vardir.
Azitromisin Lyme hastaliginin tedavisinde klinik olarak kullanilmadigi halde
mikemmel doku penetrasyonu ve Lyme hastaliginin etkeni olan Borrelia
burgdorferi’ye karst minimum inhibitoér konsantrasyonun (MIK) ¢ok diisiik olusu bu

ciddi hastalikta yararli olabilecegini gostermektedir (19).
Farmakokinetik

Azitromisin oral ve intravendz yoldan uygulanir. Oral uygulamadan sonra
absorbsiyonu hizlidir. Azitromisin kapsiillerin oral biyoyararlanimlar1 % 37°dir.
Yiyecekler egrinin altinda kalan alan (AUC) iizerinden degerlendirilen absorpsiyon
derecesini yaklasik % 43 oraninda azaltirlar. Bu ylizden azitromisin kapsiilleri
yemeklerden 1 saat 6nce ya da 2 saat sonra alinmalidir. Bunun tersine yiiksek oranda
yag iceren bir yemekle alindiginda AUC degismeden kalir. Bu nedenle azitromisin
tabletleri a¢ ya da tok karnina almabilir. Yemekler azitromisin siispansiyonunun
absorpsiyon oranini yaklasik % 56 oraninda arttirir. Yemeklerle birlikte alindiginda
siispansiyonun doruk serum konsantrasyonu 6nemli dl¢iide arttig1 i¢in siispansiyonlar
a¢ karnina alinmalidir. Azitromisin viicutta yaygin dagilim gosterir; intraseliiler

penetrasyonu giicliidiir ve fibroblastlar ile fagositlerde konsantre olur. Sonug olarak,



doku diizeyleri plazma konsantrasyonlarindan dnemli dl¢lide fazladir. Bunun yaninda
santral sinir sistemine penetrasyonu zayiftir. Ilacin proteinlere baglanmasi plazma
konsantrasyonu ile degisir; diisiikk konsantrasyonlarda (0.02 pg/ml) % 52’si bagh
formda bulunur ve baglanma konsantrasyon arttikca (2 pg/ml) % 7’ye kadar diiser

(20).

Azitromisinin uzun bir yarilanma omrii vardir (68 saat). Bu 6zelligi kismen
dokular tarafindan yaygin olarak geri alinmasi ve yavas saliverilmesi ile
aciklanabilir. Ilag metabolize olmaz ve eliminasyonun biiyiik kismi ilacin safra icine

atilmasindan sonra feges ile olur; % 10’dan daha az bir kismi da idrar ile atilir (21).

2.1.3. Spiramisin

CHa

Sekil 2.3. Spiramisinin kimyasal yapist

Spiramisin makrolit grubu bir antibiyotiktir. Eritromisinin etkili oldugu
bakterilere kars1 etkili, fakat etkinligi ona gore daha diisiiktiir. Kriptosporoidoz ve
toksoplazmoz gibi protozoa enfeksiyonlarinin tedavisinde de kullanilir (22) . Oral
yoldan baz formunda, rektal veya intravendz yoldan adipat tuzu halinde kullanilir.
Antibakteriyel etki spektrumunun uygunlugu ve 6zellikle tonsil ve bronkopulmoner
dokulara yiiksek oranda difiize olabilmesi nedeniyle duyarli mikroorganizmalarin yol
actig1 tonsilit, nazofarenjit, siniizit, otit, bronsit ve akut akciger hastaliklari; grip ve

dokiintiilii hastaliklardan sonra goriilen solunum yolu komplikasyonlarimin korunma



ve tedavisi; hamilelik sirasinda toksoplazmoz, yeni doganlarin toksoplazmozu ve
toksoplazmozun selim sekillerinin tedavisi ve iltihapli dis ¢ekimleri, dis ve ¢ene
ameliyatlari, periodontit gibi agiz boslugu enfeksiyonlarin korunma ve tedavisinde

kullanilir (23-25).
Etki mekanizmasi

Spiramisin, eritromisin gibi ribozomlardaki 50S alt {initesine baglanarak
bakteriyel protein sentezini inhibe eder ve protein sentezini inhibe eden diger
antibiyotikler gibi esas olarak bakteriostatik etki gosterir. Antibakteriyel etkinligi

eritromisine gore daha azdir (26).
Farmakokinetik

Spiramisin oral yoldan kullanilir. Gastrointestinal kanaldan yaklasik 20
dakikada absorbe olur. Absorpsiyonu besinlerden etkilenmez. Oral yoldan 2 g
dozunda verildikten 1.5-3 saat sonra plazmada doruk konsantrasyonuna ulasir (3
ng/mL); yar1 dmrii yaklasik 8 saattir. Plazma proteinlerine % 10 oraninda baglanir. I¢
organlarda (6zellikle tonsillerin lenfoid dokusu ve akciger parankimasinda) yiiksek
konsantrasyonda bulunur. Enfeksiyon bdlgesinde ulastigt konsantrasyonlar,
bakterilerin minimum inhibitér konsantrasyonlarinin (MIK) birkac kat1 iizerindedir.
Viicut sivilarina genis Ol¢iide dagilir. Brons salgisinda, tiikriik ve anne siitiinde
yiiksek oranda bulunur. Plazmadaki konsantrasyonlar1 diisiik diizeylere indikten
sonra dokularda yiiksek konsantrasyonlarda ve uzun siireli olarak kalir, fakat
serebrospinal siviya Onemli Olgiide giremez. Spiramisin karacigerde aktif
metabolitlerine metabolize edilir; énemli bir boliimii safra yoluyla elimine edilir.

Idrarla yaklasik % 10 oraninda elimine edilir (27).
2.2. Farmasotik Safsizhiklar

Bir jenerik iirtin gelistirilirken, orijinal {iriiniin spesikasyonlarini tagimasi esas
alinir. Farmasotik preparatlarin formiil gelistirme calismalarinda ilk formiilasyonlar
laboratuvar boyutunda (1-3 kg) gelistirilir ve tiretilir. Dozaj sekli ve orani, yardimci

maddeler ile gecimlilik, safsizliklar, iiretim bigimi ve ambalaj se¢imi formiilasyonun
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gelisiminde onemli faktorlerdir. Laboratuvar boyutunda hazirlanan formiilasyonun
stabilitesi test edilir ve en dayanikli formiil deneme 6lgeginde (pilot) iiretilir (5-10
kg). Stres kosullarina maruz birakilan preparatin dayanikliligi etken madde miktari
ve olusan safsizliklarin miktarinin tespit edilmesi ile ileri derecede stabilite testleri
yapilir. Formiilasyon gelistirme asamasinda pilot iiretime ge¢meden Once etken
madde ve safsizlik analizleri i¢in analitik yontem gelistirilir ve valide edilir. Stres

testleri valide edilmis analitik metod ile gergeklestirilir.

Farmasotik preparatlardaki safsizliklar (impiirite), etken madde (active
pharmaceutical ingredient, API) iceriginde bulunan veya formiilasyon gelistirme
asamasinda meydana gelen istenmeyen kimyasal maddelerdir. Bu istenmeyen
kimyasal maddelerin ¢ok az bir kismi bile bazen ilacin etkinligini ve/veya
giivenilirligini etkileyebilir. Safsizlik profillerinin nitel ve nicel olarak belirlenmesi,
son yillarda resmi otoriteler tarafindan iizerinde dikkatle durulan, ila¢ gelistirme
calismalarinda kritik noktalarin basinda gelmektedir. Ingiliz farmakopesi (BP) ve
Amerikan farmakopesi (USP) gibi farmakopelerde, ilag formiilasyonlarinda veya

etken madde bilesimindeki kabul edilebilir safsizlik limitleri belirtilmistir.

Uluslararas1 harmonizasyon konferans1 (ICH), yeni ila¢ molekiilleri, iiriinler
ve ¢Oziicii safsizliklart ile ilgili kilavuzlar yaymlamistir (28-30). Ayrica, Ahuja ve
Gorog yaymladiklart kitaplarinda ilaglarda bulunan safsizliklarin belirlenmesinde
resmi yonetmelikler ve kilavuzlarda belirtilen degisik durumlari ele almistir (31, 32).
Safsizlik standartlarinin temin edilmesi ile ilgili, resmi otoriteler ve ilag¢ firmalarinin
anlamli bir talebi vardir. Ancak ilaglarda bulunan safsizlik referans standartlarini

tiretmek veya izole ederek elde etmek oldukga zordur.

Uretim sirasinda meydana gelen safsizliklar ve bozunma fiiriinlerinin
izolasyonunda ve yapisinin aydinlatilmasinda kiitle spektrometrisi, niikleer manyetik
rezonans (NMR), yiiksek basingli sivi kromatografisi (HPLC), fourier transform iyon
siklotron rezonans kiitle spektrometrisi (FTICR-MS) ve tandem kiitle spektrometrisi

yontemlerinin kullanildig1 baz1 makaleler mevcuttur (33-36).

Genel olarak, yeni ilaclardaki safsizliklar ile ilgili ICH kilavuzlarina gore;

nadiren goriilen bir yan etkiye veya zehirli bir etkiye sahip oldugu bilinen veya
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tahmin edilen {rlinler diginda % 0.1 seviyesinin altindaki safsizliklarin

belirlenmesine gerek yoktur (28).
2.2.1. Safsizhik kaynaklar

Ilaglar, etken maddelerin formiilize edilmis halleridir. Ilaglarda iki tip
safsizlik bulunmaktadir; 1. etken madde ile ilgili safsizliklar, 2. formiilasyon
gelistirme caligmalari, {iretim asamasi veya zamanla formiilasyonda olusan

safsizliklar (37-41).
Etken madde ile ilgili safsizhiklar

ICH kilavuzlarma gore, etken madde ile ilgili safsizliklar asagidaki gibi

siniflandirilmastir:
a) Organik safsizliklar
b) Inorganik safsizliklar
¢) Coziicii safsizliklari (rezidual solvent)

a) Organik safsizhiklar; Etken maddede meydana gelen organik safsizliklar,
tiretim stireclerinde ve/veya saklama kosullarinda meydana gelebilir. Tanimlanabilen
veya tanimlanamayan, ucucu olan veya olmayan cesitli safsizliklar meydana

gelebilir.

Baglangi¢ maddeleri veya ara iiriinler: Bunlar etken maddelerde en ¢ok
bulunan safsizliklardir. Etken maddenin her bir sentez basamaginda meydana
gelebilirler. Her ne kadar bitmis {iriin ¢oziiciilerle yikansa da baslangic maddelerin
artiklar1 kalabilir ve iireticiler safsizliklar konusunda ¢ok dikkatli olmalidir. Ornegin
p-aminofenolden parasetamol sentezlenirken elde edilen parasetamol yiginindan
numune alinarak p-aminofenol limit testi yapilir. p-aminofenol bazi iireticiler i¢in

baslangi¢c maddesi bazilar1 iginse ara {iriin olabilir (42).

Yan iiriinler: Organik kimyada etken madde sentezi sonunda % 100 tek bir

bitmis iirlin elde etmek ¢ok nadir goriiliir. Her zaman yan {iriinlerin olusma olasiligi
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vardir. Ornegin parasetamol sentezi sirasinda yan {iriin olarak diasetil parasetamol

meydana gelebilir (Sekil 2.4).

" OH " 0.COCH, )
(CH,CO)L0 . .
it diazetile
azetilasyon + parasetamol
’ (van tirtin)
NH, NHCOCH, NHCOCH,
p-aminofenol parasetamol ~— _

Sekil 2.4. p-aminofenol’den parasetamol sentezi sirasinda yan {iriin olusumu

Bozunma (degradation) iiriinleri: Uretim asamasinda bitmis {iriiniin
bozunmasi sonucu da safsizliklar olusabilir. Farkli dozlardaki ilag formiilasyonunda
saklama kosullarinda ve zamanla meydana gelen safsizliklar genellikle ortaktir.
Bozunma {iriinlerine iyi bir 6rnek; penisilin ve sefalosporinlerin bozunmasidir. Beta
laktam halkasinin C6 / C7 yan zincirindeki amino grubu bozunmada kritik rol oynar

(43).

Reaktifler, ligandlar ve katalizorler: Bu kimyasallar zaman zaman safsizlik

olarak problem yaratsa da daha seyrek goriiliir.

Genel olarak etken maddeler yukarida bahsi gegen organik safsizlik tiirlerini,

Onemsiz veya onemli seviyede icerebilir.

Her ne kadar organik safsizliklar sentez ve iiretim sirasinda siklikla olugsa da
etken madde Ttreticilerinin ve ilag treticilerinin bu safsizliklarin miktarlar1 ve tayin

edilmeleri konusunda ICH kilavuzlar1 ve yonetmeliklere uygun ¢alismalidir.

Enantiyomerik safsizliklar: Siral bir molekiiliin, enantiyomerlerinden sadece
biri daha i1yi farmakolojik aktivite gosterip, terapotik indeks ve yan etki profili
acisindan olumlu degerlendirilip ila¢ molekiilii olarak degerlendirilebilir (44). Bazi
enantiyomerlerin ise farkli aktivitelere sahip ve farkli terapdtik etki icin ilag

molekiilii olarak formiilasyonlar1 gelistirilebilir. Bu durumda da enantiyomerik
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safsizliginin da belirlenmesi gerekir. Ornegin levofloksazin, ofloksazinin S-izomerik
formudur. Levofloksazin iceren farmasotik preparatta mutlaka enantiyomerik

safsizlik analizi yapilarak ofloksazin varligi tespit edilmelidir (45).

b) Inorganik Safsiziiklar; Etken maddenin iiretimi sirasinda inorganik

safsizliklar da meydana gelebilir. Genellikle yapisi tayin edilebilir molekiillerdir.

Reaktifler, ligandlar ve katalizorler: Her ne kadar iiretim sirasinda bazi

problemlere neden olsada bu safsizliklarin bulunma olasilig: diistiktiir.

Agir metaller: Agir metaller, 6zellikle liretim siirecinde asidifikasyonun veya
asit hidrolizinin gergeklestigi paslanmaz gelik reaktorler ve kullanilan su nedeni ile
olusurlar. Demineralize su ve cam iretim hatlart kullanilarak, bu agir metal

safsizliklarinin olusumunun oniine gegilebilir.

Diger materyaller (filtreler, yardimc1 malzemeler): Filtreler, santrifiij aletleri
gibi yardimci aletler ilag {liretim tesislerinde rutin olarak kullanilir ve bircok
durumda, aktif karbon da kullanilir. Uretilen hammadde igerigindeki liflerin ve siyah

parcaciklarin diizenli olarak izlenmesi, bu maddeleri 6nlemek icin sarttir.

¢) Coziicii safsizhklari; Uretim sirasinda  kullamlan ucgucu organik
coziiciilerdir. Bu c¢oziiciileri uzaklastirmak ¢ok zordur ancak giivenlik yoniinden bu
¢oziiciilerin uzaklastirilmasi ¢ok onemlidir. Toksik oldugu bilinen bazi ¢dziiclilerden
tiretim sirasinda 6zellikle kagimilmalidir. Coziicii safsizliklari, insan sagligina olasi
zararl etkilerine gore ii¢ sinifa ayrilir (46). Kaginilmasi gereken ¢oziiciiler arasinda
benzen (Smif I, limit; 2 ppm) ve karbon tetrakloriir (Sinif I, limit 4 ppm) vardir.
Diger taraftan, en sik kullanilan ¢6ziiciiler; metilen klorid (600 ppm), metanol (3000
ppm), piridin (200 ppm) ve toluen (890 ppm)’dir. N.N-dimetilformamid (880 ppm)
ve asetonitril (410 ppm) Smif II’dedir. Simif III ¢oziiciiler (asetik asit, aseton,
izopropil alkol, butanol, etanol ve etil asetat) i¢in giinliikk en fazla 50 mg maruziyete

izin verilmistir. Bu nedenle ICH limitlerine kesinlikle uyulmalidir (30).
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Formiilasyon ile ilgili safsizhiklar

Etken maddenin formiilasyonu sirasinda ¢esitli nedenlerle safsizliklar

meydana gelebilir.
Formiilasyon gelistirme asamasinda meydana gelen safsizliklar;

a) Yonteme bagh: Ornegin diklofenak sodyum iceren parenteral bir
preparatin otoklavda strerilizasyonu sirasinda 1-(2,6-diklorofenil) indolin safsizlik

olarak meydana gelir (48).

©\ C O 123sC i \',!3
6Na [
':{ cl Cl (_NQDH}CI

Diklofenak sodyum Indolinon tiirevi

Sekil 2.5. Diklofenak sodyumun otoklavlanmasi ile olusan safsizlik

Otoklav yontemi (123 + 2°C), diklofenak sodyumun molekiil i¢i siklik
reaksiyonu ile indolinon tlirevi ve sodyum hidroksit olusmasina neden olabilir. Bu
safsizligin olusmasi formiilasyonun baslangic pH degerine bagli oldugu tespit
edilmistir. Safsizligin ampul formunda bitmis iiriindeki konsantrasyonu, BP’de gecen

ham maddedeki derisim limitlerini agmaktadir.
b) Cevreye bagh: Stabiliteyi etkileyen primer ¢evresel faktorler;

Sicaklik: Istya karsi oldukca hassas olan ¢ok sayida ilag etken maddesi
mevcuttur. Ornegin ilag etken maddesi olan vitaminlerin dzellikle s1v1 formundaki
formiilasyonlar1 1s1ya karst oldukca hassas olup 1siyla bozunma potansiyeli olduk¢a

yiiksektir (49).

Isik, 6zellikle UV 1s1k: Bazi ilag molekiilleri 1s18a karsi dayanikli iken bazi

molekiiller tamamen bozunma {irlinlerine doniismektedir. Formiilasyon gelistirme
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caligmalarinda molekiiliin 15182 dayanikliligini tespit etmek igin stres testi ve
fotostabilite deneyleri yapilarak molekiiliin bozunma {iriinleri tayin edilir. Kabul
limitlerinin disinda bozunma iirlinlerinin olugmas1 halinde preparatin ambalaj ve
saklama kosullar1 belirlenir. Ornegin ergometrin igeren parenteral preparatlarda giin
15181na maruziyetle yiiksek oranda bozunma {irlinleri olusmakta bu nedenle koyu

renkli ambalajda muhafaza edilmektedir (50, 51).

Nem: Nem, 6zellikle hidroskopik molekiiller iceren kati dozaj formundaki

formiilasyonlara zararlidir. Aspirin ve ranitidin nemden etkilenen klasik drneklerdir.

¢) Dozaj formuna bagh: ila¢ firmalar1 bir {iriinii piyasaya vermeden &nce her
ne kadar 6n formiilasyon caligmalarinda {iriiniin stabilitesini inceleseler de bazen
tirtiniin dozaj fomuna bagli sorunlar nedeni ile iiriin piyasadan geri ¢ekilmek zorunda
kalabiliyor. Genellikle sivi  dozaj formlar1 bozunma ve mikrobiyolojik
kontaminasyon i¢in daha yatkin formlardir. Bu nedenle, su igerigi, ¢ozeltinin veya
stispansiyonun pH degeri, anyon-katyon uyumu, bilesimindeki maddelerin birbiri ile

etkilesimi ve birincil ambalaj materyali 6nemli faktorlerdir (52).

Sicak ve nemli ortamlarda muhafaza edilen oral sivi dozaj formlarinda
gelisen bakteri, mantar ve maya gibi mikrobiyolojik {iremenin oldugu preparatlar
insan tiikketimi i¢in kullanigsiz iriinlerdir. Mikrobiyal kontaminasyon, raf omrii
stiresine, ¢oklu doz kullanimina, bazi uygunsuz koruyucu maddelerin kullanimina,

birincil ambalaj materyalinin yar1 ge¢irgen yapisina bagli olarak olusabilir (53).
2.2.2. Bozunma iiriinleri

a. Farmasotik prepatin igerigindeki maddelerin birbiri ile etkilesimi; Bir¢ok
vitamin, Ozellikle sivi formlar olmak iizere degisik dozaj formlarinda zamanla
bozulmaktadir. Folik asit, pantotenik asit, siyanokobalamin ve tiamin gibi bazi
vitaminlerin bozunma {iriinleri toksik olmasa da preparat icerigindeki etken madde

miktarinin olmasi gerekenden daha az olmasi nedeni ile 6nemlidir (54).

Ozellikle kombine preparatlarda bilesimindeki maddelerin zamanla birbirleri

ile etkilesimi ile bozunma iiriinleri olusabilir. Her molekiil kararli kaldigi ortam
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kosullarinda muhafaza edilmelidir. Ornegin B vitamini kompleksi igeren parenteral
preparatlarin zamanla birbirleriyle etkilesimi sonucu bozunma {irlinleri olusur (53,

55).
b. Fonksiyonel gruplara bagli bozunma firiinleri

Ester hidrolizi: Ozellikle sivi formdaki ve ester tipi ve ilaglar hidroliz ile
bozunma fiiriinlerine doniisebilir. Ornegin; aspirin, benzokain, sefotaksim, kokain
ekotiyofat, etil paraben, sefpodoksim proksetil (56). Ester bagi kolay ac¢ilir, bu
nedenle, ester grubu tasiyan ilaglarin ana metabolitleri, hidroliz {iriinleri veya
bunlarin konjiigatlaridir. Ester hidrolizi ile bozunma tiriinlerinin olustugu istenmeyen
durumlar oldugu gibi On-ilaglarin biiyilk kismi da ester yapisindadir. Hidroliz
ozellikle ester tipi ilaglarin baslica bozunma reaksiyonudur ve bu bozunma 6zellikle

stvi dozaj formlarinda goriiliir (57).

Oksidatif bozunma: Aromatik halkaya dogrudan bagli hidroksil grubu,
konjuge dien, heterosiklik aromatik halka, nitrozo ve nitrit tiirevleri, aldehit grubu

tastyan ilag molekiilleri oksidatif bozunma iiriinleri verebilirler (58).

Fotolitik parcalanma: Farmasdotik preparatlar, liretim sirasinda, ambalajlama
sirasinda, eczane veya hastanede raf dmrii siiresince 1518a maruz kalir. Florokinolon
antibiyotikleri fotolitik par¢alanmaya yatkin molekiillerdir. Siprofloksazin i¢eren goz
damlas1 giin 15181na maruz kaldiginda fotolitik parcalanma ile etilendiamin analoguna

dontisiir (59-61).

Dekarboksilasyon: Bazi ¢oziinmiis karboksilik asitler 1siyla karboksil

grubundan karbondioksit kaybeder (62).
Farmasoétik preparatin kalitesi agisindan 6nemli faktorler:

Kristalizasyon, kristallerin biiylikligli, farmasotik preparatin kalitesini ve
ozellikle stabilitesini etkiler. Biiyiik kristaller ilacin bozunmasina neden olabilir. Bu

nedenle ilag iireticileri 6zellikle daha iyi kristaller iiretmeye ¢alismaktadir.
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Islak kekin yikanmasi, istenmeyen kimyasallarin ve ¢oziicli safsizliklarin

uzaklagtirilmasi i¢in tam olarak yapilmalidir.

Kurutma, vakum kurutma makinesi ya da bir akiskan yatakli kurutucular her
zaman ilag endiistrisinde kurutma tepsisinde yapilan kurutmaya tercih edilir. Yiiksek
termal verimlilik, kuruma siiresinin azaltilmasi ve daha uniform kurumanin

saglanmasi 1s1ya hassas ila¢ molekiilleri agisindan 6nemlidir.

Uygun ambalaj; 1518a duyarli ilag molekiilleri i¢in 1siktan koruyucu

ambalajlarda muhafaza edilmelidir.

Uretim ydnteminin stabilite calismalarina dayali olmasi: iiretim ydnteminin
belirlenmesinden 6nce detayli bir stabilite ¢aligmasi yapilmasi gerekir. Ozellikle
parenteral preparatlarda sterilizasyon i¢in aseptik filtrasyon ile terminal otoklav
yontemi stabilite acisindan karsilastirilmalidir.  Ornegin, diklofenak sodyum
enjeksiyonluk preparatlarinda safsizliklarin olusumundan kag¢inmak i¢in aseptik

filtrasyon, alternatif yontem olan terminal otoklava tercih edilmelidir (63, 64).

Tez caligmasinda farmasotik preparatlardan analizi yapilacak safsizliklar
6,11-di-O-metileritromisin (Ksafl), 6-O-metil-15-noreritromisin (Ksaf2), 6-demetil
azitromisin (Asafl), 3-deoksi azitromisin (Asaf2), neospiramisinl (Ssafl),
neospiramisinll (Ssaf2) ve neospiramisinlll (Ssaf3) kimyasal yapilar1 Sekil 2.6-

2.8’de verilmistir.
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Sekil 2.6. Klaritromisin safsizliklari
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Sekil 2.8. Spiramisin safsizliklar

2.3. Farmasotik preparatlardan analiz yontemleri

2.3.1. Klaritromisin i¢in analiz yontemleri

Klaritromisinin farmasdtik preparatlardan analizine iligkin ¢aligmalarda
kromatografik yontemler onemli yer tutar. Esas olarak yiiksek performanslh sivi
kromatografisi (HPLC), kapiler elektroforez ve kiitle dedektorlii sivi kromatografisi

yontemleri bildirilmistir.

Pappa-Louisi ve arkadasi, Klaritromisinin farmasétik preparatlardan analizi
icin ters faz sivi kromatografisi yontemi gelistirmiglerdir. Sabit faz olarak ODS
kolon, hareketli faz olarak pH 7.0 fosfat tamponu ile organik ¢oziicii olarak

asetonitril, isopropanol karisimi1 kullanarak, Klaritromisinin analizine kolon
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sicakliginin etkisi incelenmistir. Oda sicakliginda simetrik pikler elde edilmistir

(65).

Morgan ve arkadaslari, Klaritromisinin farmasotik preparatlardan analizi
icin gelistirdikleri HPLC yOnteminde hareketli faz olarak asetonitril-potasyum fosfat
tamponu (pH 5.4), 5 pm partikiil capinda C18 kolon ve 50 derece kolon sicakliginda
ve 205 nm dalga boyunda UV dedektor kullanilmistir (66).

Hirsch ve arkadaslari, sivi kromatografisi-elektrosprey iyonlagma Kkiitle
spektrometresi yontemi ile Klaritromisinin analizini gergeklestirmislerdir. Yontemde
Nucleosil C18 kolon kullanilmis, asetonitril, monobazik potasyum fosfat (pH 4.1)
hareketli faz sistemi ile 205 nm dalga boyunda UV dedektor kullanilmistir (67).

Morgan ve arkadaglar1 Klaritromisinin safsizlik analizi i¢in UV dedektorli
HPLC yontemi gelistirmistir. YMC C 18 kolon, asetonitril - 0.033 M potasyum
dihidrojen fosfat (48:52) hareketli faz sistemi, 205 nm dalga boyunda UV dedektor
ile analizler gerceklestirilmistir. Dedektdr cevabindaki farkliliklar nedeniyle

Klaritromisin safsizliklar1 tek tek analiz edilmistir (68).

Nakagava ve arkadaslari, Klaritromisinin tablet formiilasyonundan analizi
icin yiiksek performansl sivi kromatografisi yontemi gelistirmis ve Zorbox SB Cig
kolonda, metanol — potasyum fosfat (pH 3.5) hareketli faz ve 205 nm dalga boyunda
UV dedektor ile analizler gergeklestirilmistir (69).

Steinmetz ve arkadaslari, tabletlerden Klaritromisin analizi i¢in ters-faz
HPLC yontemi gelistirmislerdir. Analiz asetonitril-fosforik asit hareketli faz sistemi

kullanilarak 230 nm’de gergeklestirilmistir (70).

Kazusaki ve arkadaslari, Klaritromisin i¢in Inertsil ODS kolon ve hareketli
faz olarak asetonitril-su karistminin kullanildigt HPLC yontemi gelistirmistir.

Optimum kosullarda analiz siiresi 17 dakika olarak bulunmustur (71).
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2.3.2. Azitromisin icin analiz yontemleri

Zubata ve arkadaslari, farmasotik preparatlardan Azitromisin analizi igin
stvit kromatografisi yontemi gelistirmistir. C18 kolon kullanilmis ve 215 nm dalga
boyunda analizler gergeklestirilmistir. Kesin, dogru ve segici bir yontem oldugu
gosterilmis olup, stabilite ve ¢Ozlinme testi analizlerinde kullanilmak iizere

onerilmistir (72).

Miguel ve Barbos, Azitromisinin safsizliklariin tabletlerden analizi i¢in siv1
kromatografisi yontmi gelistirmistir. Rutin analiz ve stabilite analizlerinde
kullanilmak {izere Onerilmistir. Dogrusal gradient eliisyon ve 210 nm’de UV
dedeksiyon ile analizler gerceklestirilmistir. Phenomenex Synergi® MAX-RP 4 pum
250%460 mm kolon 50 °C kolon sicakliginda kullanilmistir (73).

Yanga ve arkadaglari, Klaritromisin analizi i¢in UV dedektorlii ters faz
HPLC ydntemi gelistirmistir. Iyon cifti ajan1 olarak sodyum heptansiilfonat tuzu
kullanilmistir. Hareketli faz olarak amonyum dihidrojen fosfat : asetonitril (67:33,
h/h) karigimi kullanilmis ve dedeksiyon 210 nm’de gerceklestirilmistir. C18, 5 pm
150 mm % 4.6 mm, kolon ve 25 °C kolon sicaklifinda calisilmistir (74).

2.3.3. Spiramisin icin analiz yontemleri

Liu ve arkadaglari, Spiramisinin analizi i¢in izokratik bir s1iv1 kromatografisi
yontemi gelistirmislerdir. Sabit faz olarak, poli(stiren-divinilbenzen) PLRP-S (8 pm
1000 A), hareketli faz olarak, asetonitril-0.2 M potasyum fosfat tamponu pH 9.0- su
(37:5:58, wv/v/v), akis hizt 1.0 mL/dak’dir. UV dedeksiyon 232 nm’de
gergeklestirilmistir (75).

Vial ve arkadaslarinin, farmasétik preparatlardan Spiramisin analizi igin
gelistirdikleri HPLC yonteminde ODS kolon, hareketli faz olarak metanol-
tetrahidrofuran-su (17:3:80, h/h/h) karisim1 ve 230 nm dalga boyunda UV dedektor
kullanilmastir (76).

Chepkwony ve arkadaslari, Spiramisin analizi i¢in HPLC yontemi

gelistirmislerdir. Analizler icin C;g kolon ve dizi diyot dedektoér kullanilmistir.
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Ayirim gradient eliisyon sistemi ile A ve B eliientleri kullanilarak [A=Fosfat

tamponu: Asetonitril (95:5) ve B=Su:Asetonitril (20:80)] ger¢eklestirilmistir (77).

Frenich ve arkadaslari, Spiramisin analizi i¢in s1vi kromatografisi yontemi
gelistirmistir. Zorbax SB C18 kolon ve % 0.01 fosforik asit-asetonitril igeren
gradient eliisyon kullanilmistir. Dedeksiyon 230 nm’de yapilmistir (78).

Kaynaklarda Klaritromisin, Azitromisin ve Spiramisin i¢in gelistirilmis

UPLC yontemi bulunmamaktadir.

2.4. Kromatografi

Kromatografi, kimyasal bilesenlerin ayrilmasi, taninmasi ve tayini igin
yaygin olarak kullanilan bir analitik yontemdir. Biitiin kromatografik yontemlerde
ortak olarak bir sabit faz ve bir de hareketli faz vardir. Akis halinde gaz veya siv1 bir
fazla birlikte karisimdaki bilesenler, sabit faz {lizerinden gegcirilir; bilesenlerin gog

hizlaria bagl olarak ayirim gerceklesir.

Kromatografik yontemler iki sekilde siniflandirilabilir. Hareketli ve sabit
fazlarin fiziksel olarak nasil temas ettirildikleri esas alindiginda, kolon
kromatografisi ve diizlemsel kromatografi olmak {izere ikiye ayrilir. Kolon
kromatografisinde, sabit faz ince bir kolonda tutulur ve hareketli faz basing altinda
bu sabit faz arasindan gegmeye zorlanir. Diizlemsel kromatografide ise, sabit faz diiz
bir plaka iizerine veya bir kagidin gozenekleri arasina tutturulur ve bu durumda
hareketli faz sabit faz arasindan kapiler etkisiyle veya yercekimi etkisiyle hareket

eder.

Ayrica kromatografi hareketli fazin tipine gore, sivi kromatografi, gaz
kromatografi ve siiperkritik akigkanli kromatografi seklinde smiflandirilir. Bu ii¢

teknikte hareketli faz sira ile s1vi, gaz ve siiperkritik akigskandir (79).

Kromatografik yontemlerde sabit ve hareketli faz ile numune arasindaki
etkilesimlere bagli olarak g¢esitli mekanizmalar kullanilir. Bu mekanizmalara
dayanarak kromatografi, adsorpsiyon, dagilma, iyon ¢ifti, iyon degistirme, molekiiler

eleme ve afinite kromatografisi seklinde siniflandirilir (80).
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Dagilma kromatografisi, birbirleriyle karigmayan iki sivi faz arasinda
maddelerin dagilmasi temeline dayanmaktadir. Sabit faz olarak, inert bir destek
katinin tizeri kaplanmis veya destek katiya kimyasal olarak baglanmis sivi sabit
fazlar kullanilir. Ayrilacak maddeler, sabit faz ve hareketli faz arasinda dagilma
katsayilarina bagli olarak dagilirlar, bu dagilim farkli oranda gd¢e neden olur ve

ayirim gerceklesir.

Sabit faz ve hareketli faz polaritelerinin farkliligina gore dagilma
kromatografisi ters faz sivi kromatografisi ve normal faz sivi kromatografisi olmak

tizere iki alt baglikta incelenebilir (81).

Ters faz s1v1 kromatografisinde sabit faz polaritesi hareketli faz polaritesinden
daha diistiktiir. Bu kromatografi tiirli, apolar sabit fazda daha fazla kalmay1 tercih

eden, yani daha fazla alikonulan apolar maddelerin ayiriminda kullanilir.

Ters faz sivi kromatografisi, giiniimiizde en ¢ok kullanilan ayirim teknigidir.
llag analizlerinde de genel olarak ters faz sivi kromatografisi normal faz sivi
kromatografisine gore tercih edilir. Bunun nedeni; ilaglarin genellikle daha apolar
yapida olmalari, ters faz sivi kromatografisinin uygulamasinin ve sistem kontroliiniin
daha kolay olmasi, hareketli faz bilesiminde kullanilan organik ¢dziiciilerin daha

ucuz olmasi ve sulu tampon ¢ozeltilerinin oraninin yiiksek tutulmasidir.

Iyon ¢ifti kromatografisi, iyonik veya iyonize olabilen tiirlerin ayrilmasi ve
tayini icin kullanilan bir tiir ters faz dagilma kromatografisidir. Iyon cifti
kromatografisinin ayirim mekanizmasi i¢in kaynaklarda Onerilen ii¢ temel model

asagida aciklanmistir (82).

1. Iyon ¢ifti olusumu: Bu modelde, iyon ¢ifti olusumu sulu hareketli fazda
meydana gelir ve daha sonra olusan yiiksliz iyon ¢ifti ters faz kolona tutunur.

Alikonma iyon ¢iftinin polaritesine baglidir.

il. Dinamik iyon degistirici: Dinamik iyon degistirici modelinde, iyon c¢ifti
olusturucunun hidrofobik kismi1 hidrofobik sabit faza adsorblanir ve kolonun bir iyon

degistirici olarak davranmasina neden olur.
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1. Iyon etkilesimi: Bu modelde iyon giftinin iki fazda birden olusmasinin
gerekmedigi savunulur ve sabit faz yiizeyinde lipofilik iyon ¢ifti olusturucularin
neden oldugu iki katmanli bir elektrik tabakasindan kaynaklanan dinamik bir
dengenin meydana geldigi diisiiniiliir. Bu yiizeyin yiik yogunlugunun neden oldugu

elektrostatik giic maddenin alikonmasini saglar.

Iyon degistirme kromatografisi; sabit fazdaki iyonlarla numunedeki ayni
yiikteki iyonlarin karsilikli yer degistirmesi esasina dayanir. Maddenin mutlaka
iyonik halde olmasi veya iyonlagsmasi gerekir. Iyon degistirme kromatografisinde
iyonik yapilar (K+, Na+, SO,) ya da belirli pH degerlerinde iyonlasabilen
molekiiller (organik asit veya organik bazlar) ayrilir. Ayrilacak madde ile sabit faz

arasinda ne kadar kuvvetli iyonik bag olusursa alikonma o kadar gii¢liidiir.

Molekiiler eleme kromatografisi yonteminde, maddeler molekiil biiyiikliigiine
ve bigimine gore ayrilirlar. Jel gecirgenlik ya da jel filtrasyon adin1 da alan bu
yontemde belli biiyiikliige sahip ve karisimdaki bilesenlerle etkilesmeyen bir madde,
kat1 faz olarak kullanilir. Dolgu maddesinin gozenek biiylikligi ve numunede
bulunan molekiillerin boyutu alikonma siiresini etkiler. Biiyilk molekiiller
gozeneklere sigmayarak hareketli fazla birlikte hizla stiriiklenerek kolondan ilk 6nce
cikarlar. Kii¢iik molekiiller gozenekleri dolduran hareketli faza difiize olurlar.

Bunlarin ortalama hizlar1 gozeneklerde gecirdikleri zaman miktarina baglidir.

Afinite kromatografisi, bir protein molekiilii ile uygun bir ligand arasinda
spesifik etkilesim kurulmasi esasina dayanir. Proteine spesifik baglanma egilimi
gosteren ligand, sabit faz olusturmak iizere bir jel matrikse baglanir. Sabit faz, 6zel
bir proteine karsi gelen antikor ise, protein karisimi kolondan gecirildigi zaman,
sadece antikor ile etkilesen protein kolona baglanir. Daha sonra bu protein hareketli
fazin bilesiminin veya pH’sinin degistirilmesi ile antikordan ayrilarak eliie edilir

(83).
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2.4.1. Kromatografide Temel Parametreler

Alikonma Zamani ve Kapasite Faktorii

Numune enjeksiyonundan sonra analitin dedektore ulagmasi igin gegen
zamana alikonma zamani (tg) denir. Alikonma zamani terimi yerine alikonma hacmi
de (VRr) kullanilmaktadir. Bir maddenin alikonma hacmi, bir bilesenin sabit fazdan
eliie olmasi i¢in gerekli olan hareketli faz hacmi olup alikonma zamani ve hacimsel

akis hizindan (F) hesaplanabilir (Formiil 2.1.).

VR: tRF (21)

Alikonma hacmi, temel kromatografik parametre olan dagilim katsayis1 K ile

asagidaki formiil geregi dogrudan iligkilidir.

Vi = Vy + KVs (2.2)

Bu esitlikte Vy kolondaki hareketli faz hacmi, Vg kolondaki sabit faz

hacmidir.

Dagilma katsayis1 (K) ise, ¢oziinenin sabit fazdaki molar derisiminin (Csg),

hareketli fazdaki molar derisimine (Cy;) oranlanmasi ile hesaplanir (Formiil 2.3).

K= Cs/ CM (23)

Bir maddenin alikonma hacmi, 6li hacim (V) terimini icerecek bicimde de
tanimlanabilir. Kapasite faktori (k') olarak bilinen bu kavram Formiil 2.4’de

verilmisgtir.

k' = (VR - V()) / V() (24)

Eliisyon sirasinda hacimsel akis hizi (F) sabitse formiil; asagidaki biciminde

yazilabilir.

k' = (tr ~to) / to (2.5)
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Kolon ile herhangi bir etkilesmeye girmeyen maddeler 6lii zamanda (ty) eliie
edilirler. Formiil 2.4 ve 2.5°de V, ve ty sirasiyla 6lii hacim ve 6lii zaman olarak
tanimlanmastir (Sekil 2.9).

Kapasite faktorii, maddenin hareketli ve sabit faz arasindaki dagilim

katsayisina baglhdir.

k' =Kx Vy/Vp (2.6)

Vpveva tp

Dedektsdr Cevabi

Hacim veya Zaman

Sekil 2.9. Kapasite faktoriiniin hesaplanmasi

Kapasite faktorii her maddenin kendine 0Ozgiidir ve kromatografik
parametrelerin optimizasyonunda dikkat edilmesi gereken en 6nemli parametrelerden
biridir. Bir kromatografik ayirimda hesaplanan kapasite faktorii degerinden
faydalanarak ayirim hakkinda bilgi sahibi olunabilir. Iyi bir ayirim igin kapasite

faktoriiniin 1 ile 10 arasinda olmasi gerekmektedir.

Secicilik Faktorii

Bir karisimdaki iki maddenin ayirimini degerlendirmek i¢in kullanilir. A ve B
bilesenli bir karisimda segicilik faktorii (o), her iki bilesenin kapasite faktorii oranina

esittir.
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o =k'g/k'a (2.7)
k' : Alikonma zamani uzun olan maddenin kapasite faktorii
k'a : Alikonma zamani kisa olan maddenin kapasite faktorii
Bu tanima gore, a daima 1’den biiyiiktiir.

Seciciligi etkileyen ana faktor sabit fazdir. Hareketli fazin bilesimi ve az da

olsa sicaklik da seciciligi etkiler.
Kolon Etkinligi

Kromatografik kolon etkinliginin nicel bir 6lgiisii olarak, birbiriyle ilgili iki
terim kullanilmaktadir. Bunlar, tabaka yiiksekligi H ve tabaka sayis1 N’dir. Bu iki

terim arasinda Formiil 2.8’deki bagint1 vardir.

N=L/H (2.8)

L: Kolon uzunlugu

Kromatografik kolonun etkinligi tabaka sayis1 arttikca ve tabaka yiiksekligi
azaldikca artar. Kolon tipi ve boyutu, hareketli faz bilesimi ve akis hizina bagh
olarak kolon etkinligi degismektedir.

Tabaka sayisini elde edebilmek i¢in asagidaki formiil kullanilabilir:
N= 16 (tg/W)? (2.9)
tr: Alikonma zamani

W: Zemin pik genisligi

Pik genisliginin Ol¢lilmesinde karsilasilacak hatalardan kaginmak igin N
degeri hesaplamada bagka bir segenek, Wi, yani yar1 ylkseklikteki pik genisligi

degeri kullanilmasidir. Boylece tabaka sayis1 agagidaki formiille ifade edilir.

N= 5.54 (tg/ W1,)* (2.10)
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Kromatografik kolondaki ayirma olaylarina matematiksel yaklasim, 1950°1i
yillarda Hollandali kimya miihendisi Van Deemter’in kendi adi ile anilan esitligin

bulunmasi ile baglamistir (Formiil 2.11).

H=A+B/u+Cu (2.11)
H: Tabaka Yiiksekligi (cm)

A: Coklu akis yollar1 ve Eddy diflizyonu

B: Boyuna difiizyon

C: Fazlar arasindaki kiitle aktarim1

u: Cizgisel hiz

Bir kromatografi kolonunun verimli g¢aligmasi i¢in 6nce bu kolon igin
kullanilacak optimum akis hizinin saptanmasi gerekir. H degerinin kiiciiltiilmesi i¢in
bir dizi 6nlem alinarak kolonun etkinligi arttirilabilir. Formiil 2.11°deki akis hizindan
bagimsiz olan A degeri, bilesenlerin kolonda ilerlerken farkli yollar izlemesi
nedeniyle bliyiir. Farkli uzunluktaki yollar1 izleyen bilesenlerin kolonda kalis siireleri
de farkli olur. Biitiin molekiillerin kolonun sonuna ulasmasinda bantta genisleme
gbzlenir. Bu olaya eddy diflizyonu denir. Kolon dolgu maddesinin c¢ok kiigiik
tanecikli olarak alinmasi ile A’nin degeri kiigiiltiilebilir. Formiildeki ikinci terim
boyuna difiizyon terimi olup Ozellikle diisiik akis hizlarinda 6nem kazanir. Bu
terimin katkisi, bilesenlerin hareketli faz icindeki difiizyon katsayilarinin degerleri ile
dogru orantili olarak artar. B’nin degeri kolon sicakliginin azaltilmasi ile kiigiiliir.
Kolona basing uygulayarak da B’nin degerinin kiiciiltiilmesi miimkiindiir. Formiiliin
ticlincli terimi yiiksek akis hizlarinda 6nem kazanan kiitle aktarimi terimidir. Akis
hiz1 arttikca bilesenlerin iki faz arasinda dagilma dengelerine ulagabilmeleri igin
gereken silire azalir ve dolayisi ile dagilma dengesine tam olarak erisilemez. Bu
terimdeki C degerinin kiiclltiilebilmesi i¢in hareketli sivi fazin viskozitesinin az
olmasi, kolon sicakliginin arttirilmasi, sabit faz ince bir siv1 film ile kapliysa bu

filmin kalinliginin ¢ok kiiciik bir degere sahip olmasi gerekir (Sekil 2.10).
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H {cm)

minimoum H }p-————

e

ideal hareketli faz iz u (cm/ss)
bz

Sekil 2.10. Van Deemter Egrisi

Ayiricihik

Kromatografide amag karisim i¢cindeki maddeleri ayirmaktir. Ayiricilik terimi
(Rs) bu amacin ne derecede gerceklestiginin bir olgiitlidiir. Ayiricilik teorik tanim

olarak, alikonma zamanlar1 arasindaki farkin ortalama pik genisligine oranidir
(Formiil 2.12).

Ri=2 (trz —tr1) / (W1 + W3) (2.12)

Rs = 1.5 olmasi halinde iki pik birbirinden tamamen ayrilmis sayilir. Nicel

analizler i¢in pikler arasindaki ayiriciligin 1.5’den biiyiik (Rg >1.5) olmasi1 Onerilir.

Formiil 2.13’e gore ayiriciligi etkileyen ii¢ faktor; secicilik (), tabaka sayisi

(N) ve kapasite faktorii (k) diir.
Re= (1/4) [(a-1) / o] [K' / (K'+1)] N2 (2.13)

Pik asimetri orani
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Analitin hareketli fazdaki denge derisimi (C,,) sabit fazdaki denge derisimine
(Cs) kars1 grafige gecirildiginde bir dizi izoterm elde edilir. Sekil 2.11°deki izoterm
dogrusal olup egimi dagilim katsayisini (K) verir. Biitiin C,, degerlerinde K sabit
oldugu i¢in kromatografik bant biitiin derisimlerde aynmi hizda hareket eder ve

simetrik bir eliisyon piki elde edilir.

(a) (h) (c)
Dogrusal Anti-langmmuir Langmuir
5
il
4]
=
3
£
=
v
Hareketli Fazda Derisim
Gauss On Kuyruklanma Fuyruklanma
= i : i
i i
L] 1 i
o 1 ]
g/ ;
i | !
tn Zaman R tr

Sekil 2.11. Eliisyon izotermleri ve pik sekilleri

Digbiikey izoterm (Sekil 2.11 b), kolonda fazla miktarda madde oldugunu

gosterir. Eliisyon egrisinin dniinde bir alan olusur. Bu duruma 6n kuyruklanma denir.

Eger molekiiller arasi kuvvetler maddeyi sabit faz yiizeyinde bir katman
olusturacak big¢imde tutuyorsa izoterm igbiikey olur (Sekil 2.11 c) ve eliisyon
egrisinde pik kuyruklanmasi goriiliir. Pik simetrisinin belirlenmesi i¢in pik asimetri
oraniin hesaplanmasi, madde eliisyon pikinin Gauss (¢an) egrisi olup olmadiginin

denetlenmesi acisindan onemlidir.

Pik asimetri oran1 (PAs) asagidaki formiil ile hesaplanir.
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PAs=(CB/AC) x 100 (2.14)

CB ve AC uzunluklar Sekil 2.12°de tanimlanmigtir. Tam simetrik bir pik i¢in
PAs = 1’dir. Pratikte 0.9-1.4 arasinda PAs degerleri kabul edilmektedir.

Pik yiiksekliginin
% 10"

Dedektir Cevan

Hacim veya Zaman

Sekil 2.12. Pik asimetri oraninin hesaplanmasi
2.4.2. Yiiksek Performansh Sivi Kromatografisi (HPLC)

Kromatografik aymrimin etkinligi, sabit fazdaki tanecik capinin ve kolon
capimin kiictltiilmesi ile artmaktadir. Teknolojinin ilerlemesiyle ayirma isleminde
tanecik ¢ap1 3-10 um olan dolgu maddelerinin yaklasik 5 mm c¢apindaki kolonlarda
kullanilmast miimkiin olmustur. Bu sartlar altinda, kolon boyunca hareketli fazin
ilerlemesini saglamak i¢in yiliksek basing gerekmektedir. Bu tiir kolonlarda yiiksek
basing altinda (100-400 atm) gerceklestirilen kromatografi tiirline yiiksek
performansli (basingli) sivi kromatografisi (HPLC) ad1 verilir. Yiiksek performans,
yiiksek hiz ve yiiksek ayiriciligi ifade eder. HPLC, biitiin analitik ayirma teknikleri
arasinda en yaygin kullanilanidir. Yontemin bu kadar yaygin olmasinin sebepleri;
duyarlhiligi, dogrulugu, nicel analizlere kolaylikla uygulanabilir olmasi, ugucu
olmayan tiirlerin veya sicaklikla kolayca bozunabilen tiirlerin ayrilmasina uygun
olmas1 ve hepsinden de 6nemlisi sanayinin, bir¢ok bilim dalinin ve halkin ilgilendigi
maddelere genis bir sekilde uygulanabilirligidir. Bu gibi maddelere 6rnek olarak;
amino asitler, proteinler, niikleik asitler, hidrokarbonlar, karbonhidratlar, ilaglar,

metal-organik tiirler ve ¢esitli inorganik bilesikler sayilabilir (81-84).
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HPLC Sistemi

Sekil 2.13°’de sematik olarak gosterilen bir HPLC cihazi temel olarak,

hareketli faz haznesi, pompa, enjektor, kolon, dedektor ve kaydediciden olusur.

Pompa j&| g

Emjektir

Eolon

Hareketh Faz Hamies:

Ll

|7Kz|yde:lifi - Dedektir

Anlk

Sekil 2.13. HPLC cihazinin sematik gosterimi

Hareketli Faz Haznesi

Bir HPLC cihazi, bir veya daha fazla, her biri 200-1000 mL ¢oziicii i¢eren
camdan veya ¢elikten yapilmis hareketli faz hazneleri i¢erir. Bu hazneler ¢ogu zaman
kolonda veya dedektor sisteminde bozucu etkilere neden olan ¢dziinmiis gazlarin
(6zellikle oksijen ve azot) giderilmesi i¢in bir boliim (gaz giderici) ile donatilmstir.
Hareketli fazin cihaza verilmeden once siiziilmesi ve ¢oziinmiis gazlarin giderilmesi
gerekir. Stizme islemi i¢in 0.45-0.6 um c¢apinda membran veya teflon filtreler

kullanilir.

Sabit bilesimde tek bir ¢oziicii kullanilarak yapilan ayirma izokratik eliisyon
olarak adlandirilir. Sisteme gonderilen hareketli faz bilesiminin veya akis hizinin
zamanla siirekli veya kesikli olarak degistirilmesi ile yapilan ayirma islemine

gradient eliisyon denir. Eliisyon basladiktan sonra belli bir programa goére, bazen
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stirekli olarak, bazen de bir seri basamaklar seklinde ¢oziiciilerin oran1 degistirilir.

HPLC analizleri sirasinda taze hazirlanmis hareketli fazlar kullanilir (85).

Pompa

Bir HPLC sisteminde pompanin gorevi hareketli fazin kolon boyunca akigini

saglamaktir. Bir HPLC pompalama sistemi i¢in gerekli sartlar sunlardir:

400 atm’e kadar basing iiretimi,

Puls icermeyen basing ¢ikisi,

0.1-10 mL/dak araliginda akis hizlar,

% 0.5 veya daha iyi bir tekrarlanabilirlikle akis kontrolii,

Korozyona dayanikli parcalar.

Enjektor

HPLC analizlerinde o6l¢timlerin kesinligini belirleyen faktér, numunenin
kolon dolgu maddesine gonderilmesinin tekrarlanabilirligidir. Asirt numune
yiikklenmis kolonlarda goriilen bant genislemesi de kesinligi etkiler. Bu yiizden
kullanilan numune hacminin ¢ok kii¢iik olmasi ve sistemin basincini diisiirmeden

numunenin sisteme giriginin saglanmasi gereklidir.

Kolon

HPLC kolonlarinin ¢ogu paslanmaz c¢elikten yapilir. Pek ¢ok iiretici
tarafindan tretilen analitik kolonlar 2-5 mm i¢ ¢apli, 5-30 cm boyundadir. Tanecik

caplari ise 3-10 um arasinda degismektedir.

Kolon dolgu maddeleri, film dolgular ve gozenekli dolgular olmak tizere iki
tiptir. Film dolgular, gozenekli olmayan cam veya polimer tanelerinden olusur.
Yiizeylerine gozenekli yapida silika, aliimina veya iyon degistirici re¢ineden olugan

ince bir gézenekli film kaplanmistir. Gozenekli dolgular, silika, aliimina ve iyon
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degistirici recineden yapilir. En ¢ok kullanilan dolgu maddesi silikadir. Silika

yiizeyine kimyasal veya fiziksel olarak ince organik bir film kaplanir.

Dagilma kromatografisinde en sik olarak silika temelli bagh fazlar kullanilir.
Silika temelli bagl fazlar, yiizeyde bulunan silanol gruplarinin organosilanlarla Sekil
2.14’de  gosterilen reaksiyonlar1 sonucu elde edilir. En ¢ok kullanilan,
klorodimetilsilanlarin yiizey silanol gruplari ile reaksiyonudur. Ters faz sivi

kromatografisi i¢in kullanilan ¢esitli alkil ve substitiie alkil silikalarda bu yolla elde

edilir.
2 _“gi-OH + Cl—Si(CHR —» —=8i—0—Si(CH):R + HCI
™ N
_Sl —OH _Si_ox
R + ClEiR ——= “Si—CIR+ 2HCI
—&51—0H — a0
4 s
N
4 + (EtO)sSiR ———a— “Si(OEf)R + 2EtOH
—51—0H 0
- ey

Sekil 2.14. Silika bagl faz dolgu maddelerinin elde edilmesi. a) Yiizey silanoliiniin
klorodimetilsilanla reaksiyonu, b) Yiizey silanollerinin trifonksiyonel
klorosilanla reaksiyonu, c¢) Yiizey silanollerinin trifonksiyonel

alkoksisilanla reaksiyonu.

Bagl faz dolgulari, baglanan katman apolar karakterde oldugu zaman ters faz
olarak, bu katman polar fonksiyonlu gruplar icerdigi zaman ise normal faz olarak

siniflandirilirlar.

Silika yiizeyinde kalan reaksiyona girmemis artik silanoller, yiizeye
istenmeyen bir polarlik verirler. Bu durum, 6zellikle bazik maddeler c¢alisilirken

kromatografi piklerinde kuyruklanmaya sebep olmaktadir. Bu etkiyi azaltmak ig¢in
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klorometilsilanla ek bir reaksiyon yapilarak artik silanoller kapatilir. Bu isleme “end-

capped” denir.

Analitik kolonun kullanim Omriinii arttirmak amaciyla, analitik kolondan
once genellikle kisa bir kolon yerlestirilir. Bu kolonun gérevi, sadece partikiil haldeki
maddeleri ve ¢dziicii i¢indeki yabanct maddeleri tutmak degil, ayn1 zamanda numune
icinde bulunan ve sabit faza tersinmez olarak baglanan bilesenleri de tutmaktir. Ek
olarak, bu 6n kolonlar, hareketli faz1 sabit fazla doyurarak analitik kolonda sabit faz

kaybini en aza indirir.

S1vi kromatografisinde kolon sicakliginin kontrolii énemlidir. Ozellikle ters
faz ve iyon degistirme kromatografisinde sicakligin alikonma zamanina ve
tekrarlanabilirlige etkisi anlamlidir. Birgok HPLC cihazi, kolon sicaklifini oda
sicakligindan 100-150 °C’ye kadar her sicaklikta sabit tutabilen kolon 1siticilart ile

donatilmistir (86).

Dedektor

HPLC sisteminin en Onemli pargalarindan biridir ve iki grup altinda

toplanirlar:
a) Maddeye Yonelik Dedektorler

Hareketli faz icindeki maddenin 6zelliklerini tayin ederler ve asagidaki gibi
simiflandirilirlar;

Fotometrik dedektorler (UV/GB, Floresans, Dizi diyot, Infrared)

Elektrokimyasal dedektorler

Ayirim sonrasi tepkime dedektorleri

Radyoaktivite dedektorleri

Kiitle spektrometreleri
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b) Cozeltiye Yonelik Dedektorler

Ornek &zelliklerinin lgiilmesine yonelik dedektdrlerdir ve asagidaki sekilde

smiflandirilirlar;

Refraktif indeks dedektorleri
Dielektrik sabiti dedektorleri
[letkenlik dedektorleri

Yogunluk dedektdrleri

Dedektor secimi numunenin kimyasal yapisina ve yontemin gereksinimlerine
baglidir. Numune bilesenleri kromofor gruplar igeriyorsa, UV/GB dedektér bu
calismada oldugu gibi ilk tercih olacaktir.

Yiiksek duyarliligi, genis bir dogrusal araliga sahip olmasi, sicaklik
dalgalanmalarindan nispeten etkilenmemesi ve gradient eliisyon i¢in uygun olmasi
nedeniyle UV-GB dedektorleri en sik kullanilan dedektor tipidir. Bu dedektorler,
maddenin ultraviyole veya goriiniir bolge 15181 absorbsiyonu temeline dayanir.
Ayrica, UV-GB dedektorleri bir ya da daha fazla dalga boyunda 6l¢iim yapabilme
olanagi da saglar. Degisken dalga boyunda 1s1n yayabilen dedektorlerde 190-400 nm
araliginda doteryum lambasi, 350-700 nm araliginda kuartz-iyot/tungsten lambasi

kullanilmaktadir.

Dizi diyot dedektor (DAD) ise bir tiir gelismis UV/GB dedektoriidiir. Optik
sistemi, doteryum lambasindan yayilan polikromatik 15181, akis hiicresinin iizerine
yollar. Bu 151k daha sonra optik ag lizerinde dagilir ve ¢ok sayida diyottan olusan foto
diyot dizisi lizerine diiser. Analiz edilecek maddelerin maksimum dalga boylar1 farkli
oldugunda DAD’ler birden fazla dalga boyunda Ol¢iim alabilir. Kromatografik
piklerin saflik kontroliinde veya birden fazla pikten olusup olusmadiklarinin
tayininde oldukc¢a sik kullanilir. Bu amagla, piklerin eliisyonu sirasinda birkag

spektrum kayit edilerek, spektrumlar iist iiste konup karsilastirilabilir. Biitiin dalga
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boylarinda spektrumlar {ist iiste ¢akisiyorsa madde piki saftir. Eger enjekte edilen
piklerin sayisindan daha az pik elde edilmisse saflik kontrolleri yararli ipuclar1 verir

(87).

Kaydedici

Mikroislemciler ve bilgisayarlarin kullanildig: sistemlerde hareketli faz akis
hizi, enjektor, kolon firni, 6rnek alma sistemi, dedektor ve veri kaydi sistemi
merkezi bir veri kayit cihazi ile kontrol edilmektedir. Mikroislemciler ve
bilgisayarlarin kullanilmasi kromatografik sistemde tekrarlanabilirligi arttirmakta,
sistem validasyon parametrelerinde daha dogru degerler elde edilmesine olanak

saglamaktadir (88).

2.4.3. Ultra Performansh Sivi Kromatografisi (UPLC)

Ultra performanshi sivi  kromatografisi (Ultra Performance Liquid
Chromatography, UPLC), s1vi kromatografisinin yeni bir uygulamasidir (89). UPLC,
ilk treticisi olan Waters firmasi tarafindan ‘“hiz, ayiricilik ve segicilik” olarak

tanimlanmaktadir.

Van Deemter esitliginden de iyi bilindigi {izere kromatografik sartlarin
etkinligi partikiil boyutunun azalmasi ile orantilidir. Buna gore, bant genislemesi,
teorik plaka sayisi (HETP) ve dogrusal akis hizi (linear velocity) analitik kolonun
partikiil capina baglidir. Daha kiiglik partikiil ¢caplari Van Deemter egrisinden de
gortlecegi gibi HETP nin anlamli derecede azalmasina ve yiiksek etkinlige neden
olur. 5 ve 10 um partikiil boyutlar1 i¢in hareketli faz akis hizinin arttirilmasinin,
verimlilige olumsuz etkisi yoktur. Ancak HPLC sistemlerinde kullanilan kiiciik

partikiil boyutunun dezavantaji, sistemde ¢ok yiiksek geri basinca neden olmasidir.
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Sekil 2.15. Degisik partikiil boyutlar1 (10, 5, 3 ve 1.7 um) i¢in Van Deemter egrisi

Mevcut HPLC sistemlerinde partikiil boyutu sisteme uyumlu olmak
zorundadir. HPLC sisteminde, partikiil boyutunun kii¢iilmesi, yliksek geri basinca
neden olmaktadir. Bu nedenle kiigiik partikiil ¢apli kolonlarin kullaniminda bir
kisitlama vardir. Buna ragmen HPLC sistemlerinde daha kiigiik partikiil ¢apina sahip
dolgu maddelerine egilim vardir. Bir ¢ok bilim adami1 daha kiigiik partikiil caph
kolonlar gelistirerek kromatografik sistemlerde denemis ancak yiliksek geri basing
nedeni ile mevcut sistemlerde basarili olunamamistir. Acquity UPLC ilk gelistirilen
UPLC sistemi olup, HPLC sistemleri 35-40 MPa basingta calisilirken, UPLC ile
103.5 MPa (15.000 psi) geri basinca ulasilabilmistir. 15.000 psi basingta
caligsabilecek 6zel pompalarla bu saglanabilmektedir. Kisa siirede ve diisiik hacimde
numune enjeksiyonuna olanak saglayan, sicakligi belli araliklarda (4—40 °C) kontrol
edilebilen otodrnekleyiciler gelistirilmis olup UPLC sisteminin hiz ve hassasiyetinde
artis saglamistir. Dedektoriin fiber optik akis hiicresi 10 mm uzunlukta ve 500 nL
hacme sahip olup, yiiksek numuneleme oran1 saglamaktadir. Dedektor saniyede 20-
40 nokta okuma yapabilmektedir. Sistem i¢indeki tlim hacimler en aza indirilerek

analizin hizi, ayiriciligl ve hassasiyeti sabit tutulmustur.

UPLC sisteminde ikinci nesil X-Terra’ya ait dolgu maddeleri iceren kolonlar

ile calisilmaktadir. Hibrit partikiiller, etilensiloksan/ silika hibrit kopriisii (bridged
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ethylsiloxane/silica hybrid, BEH) tagimakta olup, 1.7 um partikiil capina sahiptir.
Diger X-Terra dolgu materyalleri ve mevcut kolon dolgu maddelerinden, sadece
BEH yapis1 yiiksek basingta ve genis pH araliginda (1-12) kolon stabilitesini
saglamaktadir. UPLC kolonlar1 C18, Shield RP18, C8 ve fenil kolonlardir.

UPLC’nin pratikte uygulamalari, HPLC sistemlerine gore pik ayiriciligi, hiz

ve hassasiyet agisindan 6nemli iistiinliiklerinin oldugunu gostermistir.

Farmasoétik, toksikolojik ve klinik analizlerde, analizin etkinligi ve hiz1 sivi
kromatografisinde olduk¢a dnemli parametreler durumuna geldi. Yiiksek etkinlik ve
diisiik analiz siiresi, diisiik analiz maliyetine olanak saglamaktadir. UPLC, sivi

kromatografisinin geleceginde dnemli rol alacaktir.

UPLC sistemi, analitik ¢aligmalarda sonuclarin kalitesini arttiran ve bunun
yanisira numune basina diisen zaman ve maliyeti onemli Ol¢iide azaltan bir sivi
kromatografi sistemidir. Sistem, geleneksel olarak kullanilan veya optimize edilmis
HPLC c¢alismalar1 ile kiyaslandiginda kromatografi calisanlarinin daha genis
dogrusal ivme, akis hizi ve basing araliginda daha kisa siirede hassas ve yiiksek

ayiriciliga sahip sonuclar elde edilmesine imkan tanimaktadir.

UPLC teknolojisi, 6zellikle zaman alan ve ayirimi zor olan maddelerin analizi
icin diinya genelinde yer alan bir¢cok laboratuvarda basariyla adapte edilmis olup
saglam, giivenilir ve tekrarlanabilir bir sistemdir. UPLC sistemi, optik veya kiitle

dedektorleri ile birlikte kullanilabilir.

Kolon teknolojisi:

2004 yilinda UPLC sistemlerinin gelistirilmesi ile daha iyi aymricilik ve
hassasiyetin saglandigi hizli kromatografik yontemler gelistirilebilmistir. Bu ¢ok
kiiclik partikiil capma sahip kolon dolgu maddeleri ile saglanmistir. Bir
kromatografik analizin verimliligi i¢in yliksek ayiricilikta analiz yapilmalidir.

Ayiricilik iki pikin alikonma zamanlari arasindaki farkin bant genisliklerinin
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toplamina orani ile hesaplanir. Ayiriciligr arttirmak icin kisa alikonma zamanina
sahip dar pikler elde edilmelidir. Pikin alikonma zamani uzadikg¢a bant genisliginde
de artma olur. Alikonma zamanini azaltmak i¢in hareketli fazdaki organik ¢oziicii

orant, pH veya kolon degistirilerek analizler yapilabilir.

HPLC analizlerinde daha siklikla 5 um partikiil capina sahip dolgu maddeleri
kullanilir. Analizi yapilacak molekiiliin polaritesine gére normal veya ters faz
kolonlar kullanilir. Normal faz kolonlarda dolgu maddesi silikajele siyano, amino
gibi gruplar baglidir. Normal faz kolonla analizi yapilacak molekiil arasinda
hidrofilik etkilesim olur. ilac analizlerinde daha siklikla kullanilan ters faz kolonlar
ise C18, C8, C4, fenil kapli kolonlardir ve analizi yapilacak olan molekiille
hidrofobik etkilesime girer. Yiiksek su oranli hareketli faz sistemlerinde C18 ters faz
kolonlarin 6mrii daha kisadir. Ayrica belirli pH araligindaki ¢ozeltilere dayaniklidir.

pH 2.0-8.0 disindaki pH’larda ¢alisilmamalidir.

Kiiresel partikiiller diisiik geri basinci ve uzun kolon omrii saglar. Biiyiik
yiizey alani, kompleks ve cok bilesenli numuneler icin daha biiylik alikonma,
kapasite ve ayirim saglar. Biiyiik gozenekler daha biiyiik ¢6ziinmiis molekiillere izin
verir. Partikiiliin ylizeyine daha uzun siire etki ederek daha uzun alikonma saglar.
Daha kiiclik goézenek boyutu, yiiksek yiizey alan olusturdugundan yiiksek karbon
baglanma yilizdesine sahip oldugundan yiiksek etkinlik saglar. Partikiil boyutu kiigiik

kolonlarla daha yiiksek etkinlik saglanirken basing da ciddi oranda artar.

UPLC sistemlerinde kullanilan 1.7 pm partikiil ¢apina sahip dolgu maddeleri
hibrit silika sentezi ile saglanmigtir. Daha kii¢iik kolon dolgu maddeleri akisa karsi
bir diren¢ olusturdugundan dolay: yiiksek geri basinca sedep olurlar. En iyi ayirim
etkinligi i¢in optimum dogrusal akis 1.7 um partikiil ¢capinda etilen hibrit partikiilleri
ile saglanmig olup 15.000 psi basing saglayan pompa sistemleri gelistirilmistir.
Klasik silika bazli kolonlar UPLC sisteminde calismaya elverisli degildir. UPLC
sisteminde kullanilmak {izere sentezlenen ve gelistirilen bu yeni kolon dolgu

materyallerinin fiziksel stabilitesi yiiksek, genis ylizey alana sahip, poroz dolgu
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materyaller olmasi1 gerekmekteydi. Yeni bir etilensiloksan/silika bagl (bridged
ethylsiloxane/silica, BEH) hibrit partikiillerinin sentezlenmistir (Sekil 2.16).
Kimyasal olarak dayaniklt bu materyal pH 1-12 aralifinda calisma imkam da
saglamistir (90, 91).

EO Klasik silika

Hibrit silika . N

it or iy om
EICl) < E'C\? ) Iy I —~OE

2 5i Si‘-.., S'\ /Si /S\
o e ot | m 6o ol o OF
EIOE/;OI o 'OE,&;{ EtO'I '

Tetraetoksisilan Polietoksisilan

Sekil 2.16. Klasik silika ve hibrit silika sentezi
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Sekil 2.17. a) 60 um capinda insan saci1, b) 5 pum partikiil capinda analitik
partikiiller, ¢) 1.7 pum UPLC kolon partikiilleri

Yiiksek dayanikliligi nedeniyle, bu kolonlarla 2000’den daha ¢ok enjeksiyon

yapmak miimkiin olmustur.

2.5. Analitik Yontem Validayonu

USP XXIV/NF’de verilen tanima gore bir analitik yontemin gecerlilik testi
(validasyonu), bir analiz yonteminin performans O6zelliklerini istenilen analitik
uygulamada, belirlenen gerekli kosullarda sagladigimi gostermek igin yapilan
islemlerin tlimiidiir. Bir analitik yontemin uygulanabilirliginin ve gecerliliginin,
laboratuvar g¢alismalar1 ile cesitli parametrelerin Olglimlenmesine analitik yontem
validasyonu denir. Analitik yontemlerden giivenilir sonuglarin elde edebilmesi igin
yontemin iyi bir sekilde tanimlanmig ve gecerlilik testlerinin tam olarak yapilmis

olmasi gerekmektedir.

Green’in tanimina gore validasyon, analitik yontemin istenen amaca uygun

olmasini saglayan islemlerdir (92).

EN 45000 Standart Serilerinin Yorumlama Rehberi validasyon iizerine 20
bolim ve dokuz validasyon parametresini igerir. Uluslararasi Harmonizasyon
Konferans1 (ICH), insanlarda kullanilan ilaglarin kayidindaki teknik ihtiyaglari
karsilamak i¢in, analitik islemlerin gecerliligi {izerine ortak bir ddékiiman

gelistirmistir. Bu dokiiman sekiz validasyon parametresinin tanimini igerir (93-96).

Analitik islemlerin validasyonunun amaci, bilimsel biitiinliik ve uygunlugun

saglanmasi, gereken amag ic¢in yeterli glivenilirlikte ve tekrarlanabilir sonuclarin
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alinmasidir (97). Validasyon caligmalar1 belirlenmis yontemlere gore yiiriitiilmelidir.
Bir yontemin validasyon g¢alismasina baslanirken bir protokol olusturularak hangi
parametrelerin nasil incelenecegi ve kabul kriterlerinin ne oldugu mutlaka belirtilerek
bu protokole uygun analizler yapilmalidir. Yeni bir imalat formiilii veya yeni bir
calisma yontemi kullanildigi zaman, bunun rutin islemlerdeki uygunlugunun
gosterilmesi zorunludur (98-100). Tanimlanmis isleyis, belirlenmis materyal ve arag
ve gere¢c kullanilarak istenilen kalitede iirliniin siirekli olarak iiretilebilecegi
gosterilmelidir. Ara¢ ve gereclerin ve materyallerin degistirilmesi de dahil olmak
lizere, lrliniin kalitesini veya iiretiminin tekrarlanabilirligini etkileyebilecek tim
tiretim degisikliklerinin {irliniin kalitesinde degisiklige neden olma ihtimaline kars1
analizinde kullanilan ydntemin tekrar valide edilmesi gerekir (101, 102). Isleyis ve
yontemlerin, hedeflenen sonucglara ulagmada yeterlilikleri kanitlanincaya kadar
diizenli araliklarla tekrar validasyona tabi tutulmalidir. Tekrar validasyon, 6zellikle
yontem degistirildiginde, matriks degisikliklerinde, cihaz model ve marka

degisikliklerinde yapilmalidir (103).
2.5.1. Validasyon Parametreleri ve Kabul Kriterleri

Yontem  validasyonunda  kullanilmak  iizere istatistiki  bilgilerden
yararlanilarak metodun giivenilirlik ve gegerlilik derecesinin saptanmasinda

kullanilan parametrelerdir (104, 105). Test parametreleri agagida verilmektedir.
1. Segicilik (Selectivity)

2. Sistem Analizi (Sistem Tekrarlanabilirligi)

3. Dogrusallik (Linearity)

4. Uygulama Aralig1 (Range)

5. Dogruluk (Accuracy)

6. Kesinlik (Precision)

6.1. Tekrarlanabilirlik (Repeatability)
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6.2. Ortam Uygunlugu (Intermediate Precision)

6.3. Tekrar Elde Edilebilirlik (Reproducibility)

7. Gozlenebilirlik Sinir1 (Limit of Detection, LOD)

8. Raporlama Seviyesi (Reporting Threshold)

9. Alt Tayin Sinir1 (Limit of Quantitation, LOQ)

10. Yontemin Saglamligi (Robustness)

11. Cozeltinin Kararlilig (Stability in Solution)

Yontem validasyon caligmalarinda referans standart kullanilir. Bir referans
standart, iyi niteliklere sahip, yiiksek derecede saf bir bilesik olmalidir. Belli bir
yontem ile belli bir giiven araliginda belirsizligi tam olarak verilerek

sertifikalandirilmis referans maddelere ise sertifikali referans madde (CRM) denir.

Secicilik

Ortamda olmasi beklenen komponentlerin varliginda uygulanan analitik
yontemin, etkin maddenin ve/veya ilgili bilesiklerinin spesifik olarak miktarini
Olcmede gosterdigi hassasiyet derecesidir. Farmasdtik preparatlar icin gelistirilen
analitik yontemin seciciligini gostermek icin asagidaki c¢ozeltilerin enjeksiyonu
yapilir. Elde edilen kromatogramlar karsilastirilarak herhangi bir girisimin olmadigi

gosterilmelidir.

a) Sistem Uygunluk Cozeltisi: Analitik yontemin sistem uygunluk
parametreleri mutlaka tanimlanmalidir. Pikler arasi girisimin olmadigi ayiricilik ile

tanimlanmalidir.

b) Coziicii (blank): Numune ¢ozeltisinin hazirlandig1 ¢6ziicii enjekte edilir.
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c) Plasebo cozeltisi (bitmis iiriinde): Bitmis iiriin igeriginde bulunan etken
madde disindaki tiim bilesenleri igeren plasebo, numune ¢ozeltisi hazirlanir gibi

hazirlanir ve enjekte edilir.

d) Safsizliklarin etkisi: Bilinen safsizliklar tek tek enjekte edilerek alikonma
zamanlart tespit edilir. Bilinen safsizliklar numune ¢ozeltisine %100 derisiminde
ilave edilir; safsizliklarin birbirinden, placebodan, ¢oziicii ve aktiften olan ayrimina

bakilir.
e) Numune ¢ozeltisi

Kabul kriteri: Etken madde alikonma zamaninda placebodan gelen herhangi
bir pik goériilmemelidir. ilgili bilesik pikleri; etken madde, placebo ve ¢oziicii

piklerinden ayrilmalidir.
Sistem analizi (Sistem tekrarlanabilirligi):

Standart ¢6zeltinin uygulanan yontemde belirtildigi sayida enjeksiyonunun
yapilmas1 prensibine dayanir. Yontemde herhangi birsey belirtilmedigi durumlarda
her bir bilesen i¢in en az 5 enjeksiyon yapilir. Ortalama ve BSS (%) degeri

hesaplanir.

Kabul kriteri: Etken madde analizi sonucunda hesaplanan BSS < 9%2.0

olmali, safsizlik analizi sonucunda hesaplanan BSS < %5.0-15.0 olmalidir.
Dogrusalhk

Bir analitik teknigin “dogrusallifi’” alinan test sonuglarmin numune
derisimine bagli olarak gosterdigi dogrusallik derecesidir. Asagida belirtilen
araliklarda, uygulanan analitik yonteme gore standart ¢ozeltiler hazirlanarak tayin
edilir. En diisiik derisimden en yiiksek derisime dogru bir seri standart ¢ozeltiler
hazirlanarak yontemin dogrusal oldugu aralik belirlendikten sonra c¢ozeltilerin
derisimine kars1 6l¢iim yapilan cihazin verdigi cevap grafige gecirilerek kalibrasyon

egrisi ¢izilir. Kalibrasyon egrisinin regresyon analizi yapilarak standart egrinin dogru
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denklemi elde edilir. Kalibrasyon dogrusunun egimi, dogrusalligin matematiksel bir

Olciistdiir.

Etken madde igin, stok standart ¢6zeltiden seyreltilerek veya ayr1 ayr tartim
alimarak hazirlanir ve standart ¢ozelti derisimleri %50 ve %150 arasinda olacak
sekilde hazirlanan en az 7 ¢ozelti test edilir. %80 ve %120 arasinda en az 5 nokta
igcermelidir. Derisim ve dedektdr okuma degerlerine gore elde edilen regresyon

katsayisi (r2) kabul kriterine gore degerlendirilir.

Kabul kriteri: * > 0.998

Bilinmeyen safsizliklar i¢in, etken maddeden bir stok standart c¢ozeltisi
hazirlanir. Bu stok standart ¢ozeltisinden ¢ozelti derisimleri LOQ ile bilinmeyen
safsizlik limitinin %120’si arasinda olacak sekilde en az 6 ¢ozelti seyreltilerek test

yapilir.

Bilinen safsizliklar i¢in herbir safsizlig1 icerecek sekilde bir stok standart
¢ozeltisi hazirlanir. Bu stok standart c¢ozeltisinden safsizlik derisimleri LOQ ile
bilinen safsizlik limitinin %120’si arasinda olacak sekilde en az 6 ¢ozelti

seyreltilerek test yapilir.

Hazirlanan bu ¢ozeltilere ait test sonuglar1 kayitlandirilir. Herbir bilinen
safsizlik ve bilinmeyen safsizliklar i¢in derisim - dedektor okuma degeri igin birer

dogrusallik grafigi cizilir ve regresyon katsayisi hesaplanir.

Kabul kriteri: *> 0.990

Uygulama arahgi

Kabul edilebilir “dogruluk”, “dogrusallik” ve “kesinlik”te hazirlanan bir

yontem ile analizi yapilan maddenin iist ve alt derisim seviyelerinin belirlenmesidir.

Asagida tanimlanan uygulama araligindaki alt ve tist degerlerinden

yontemdeki standart enjeksiyon sayisi kadar enjeksiyon yapilir. Etken madde i¢in
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test derisiminin % 50 ile % 150 arasi, safsizliklar i¢in LOQ ile limitin % 120’si

araligindadir.

Kabul kriteri: Etken madde analizi sonucunda hesaplanan BSS < %2.0

olmali, safsizlik analizi sonucunda hesaplanan BSS < %5.0-15.0 olmalidir.

Dogruluk

Dogruluk bulunan degerin gercek degere olan yakinligi olarak ifade edilir. Bu

da bagil ve mutlak hata ile verilir.

Etken madde:

Test derisiminin %80, %100 ve %120 oranlarinda iicer numune, plasebo ve
etken maddenin tartilmasi ile hazirlanir. Hazirlanan ¢ozeltiler analitik yontem ile
analiz edilir. Aynmi aktif madde hem standart hem de numune hazirliginda kullanilir.
Elde edilen sonucun % cinsinden teorik degere orani olarak da ifade edilir.

Bulunan Miktar

Geri kazanim (%) = — x100
llave Edilen Miktar

Kabul kriteri: Her bir derigim i¢in geri kazanim, % 98.0 - % 102.0 arasinda

olmalidir.

Safsizlik:

Analizi yapilan maddenin ilgili bilesik limitinin %LOQ, %100 ve %120’si
derisimlerinde 3’er numune hazirligi, herbir safsizligin numuneye ilave edilmesi
yontemi ile hazirlanir. Safsizlik ilave edilmemis en az bir adet numune hazirlanir ve
analizi yapilir. Test sonuglari uygulanan metodun ilgili bilesigi aciga ¢ikarmadaki
kapasitesi hakkinda fikir verir.

Bulunan Miktar

Geri kazanim (%) = — x100
Ilave Edilen Miktar
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Kabul kriteri: Safsizlik smir1 > % 0.5 i1se; % 100 ve %120 seviyesi i¢in geri
kazanim; % 90.0 — % 110.0, LOQ seviyesi i¢in geri kazanim; % 80.0 — % 120.0
olmalidir. Safsizlik sinir1 < %0.5 ise; her bir safsizligin her seviyesi i¢in geri kaznim,;

% 80.0 — %120.0 olmalidir.

Kesinlik

Kesinlik, deney sonucu elde edilen degerlerin birbirine olan yakinlig: ile ve

bagil standart sapma (% BSS) ile verilir.

Tekrarlanabilirlik

Tekrarlanabilirlik, farkli kosullarda ayni yontemle hazirlanan orneklerden

elde edilen sonuglarin uyumunu ifade eder.

Etken madde:

Analitik teknigin, ayni laboratuvarda, ayni analizci ve ayni cihaz ile arka
arkaya alt1 (6) farkli numunede (%100 derisiminde) c¢alisilmasi ile alinan test

sonuclarinin birbirlerine yakinlik derecesinin 6lgiilmesi prensibine dayanir.

Kabul kriteri: Etken madde analizi i¢in BSS < % 2.0

Safsizlik:

Analitik yontem, ayni1 laboratuvarda, ayni analist tarafindan ve ayni cihaz
kullanarak uygulanir. Alt1 (6) farkli numune, safsizlik ilave edilmesi yontemi ile
hazirlanir. (Eklenen safsizlik miktar1 % 100 teorik limit derisimi kadardir) Safsizlik

ilave edilmemis numune hazirlig1 da metoda gore yapilir.

Kabul kriteri: BSS < % 10.0 (n=6) (LOQ degeri altindaki ilgili bilesikler

degerlendirme disinda birakilir.)
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Ortam Kesinligi

Etken madde

Analitik yontemin ayni laboratuvarda, farkli analizci, farkli giin, farkli cihaz
ve ayni tip farkli bir kolon kullanilarak kesinlik parametresinde kullanilan ayni
numuneden arka arkaya alti farklt %100 derisimdeki numunenin metoda gore
calisilmasi ile alinan birden fazla test sonucunun birbirlerine yakinlik derecesinin

oOl¢iilmesi prensibine dayanir.

Kabul kriteri: Etken madde i¢in BSS < % 2.0 (n=6) ve iki farkli analist

arasindaki ortalama deger arasindaki fark % 3.0°dan fazla olmamali.

Safsizlik:

Alt1 farkli numunenin aymi laboratuvarda, farkli analizci, farkli giin, farkl
cihaz ve ayni tip farkli kolon kullanilarak metoda gore enjekte edilir. Safsizlik ilave
edilmemis (unspike) numune hazirligr da; kesinlik parametresindeki gibi yapilarak

enjekte edilir.

Kabul kriteri: Safsizlik limiti > % 0.5 ise, iki analizcinin ortalama % geri
kazanim sonucu arasindaki mutlak fark + %10.0 olmali. Safsizlik limiti < % 0.5 ise,
iki analizcinin ortalama % geri kazanim sonucu arasindaki mutlak fark + % 20.0

olmali.

Tekrar elde edilebilirlik

Etken madde

Analitik yontemin farkli laboratuvarda, farkli analizci, farkli giin, farkl cihaz
ve ayni tip farkli bir kolon kullanilarak kesinlik parametresinde kullanilan ayni
numuneden arka arkaya alti farkli % 100 derisimdeki numunenin metoda gore
calisilmasi ile alinan birden fazla test sonucunun birbirlerine yakinlik derecesinin

Olcililmesi prensibine dayanir.
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Kabul kriteri: Etken madde icin BSS < % 2.0 (n=6) iki farkli analizci

arasindaki ortalama deger arasindaki fark % 3.0’den fazla olmayacak.
Safsizlik

Alt1 farkli numunenin farkli laboratuvarda, farkli analist, farkli giin, farkli
cihaz ve ayni tip farkli kolon kullanilarak metoda gore enjekte edilir. Safsizlik ilave
edilmemis (unspike) numune hazirlig1 (kesinlik parametresindeki gibi) ve LOQ

seviyesindeki standart hazirligi da yapilarak analiz edilir.

Kabul kriteri: Safsizlik limiti > % 0.5 ise, iki analizcinin ortalama % geri
kazanim sonucu arasindaki mutlak fark + % 10.0 olmali. Safsizlik limiti < %0.5 ise,
iki analizcinin ortalama % geri kazanim sonucu arasindaki mutlak fark + % 20.0

olmali.
Gozlenebilirlik sinir1 (LOD)

Dedektoriin numune i¢inde tespit edebildigi en diisiik miktaridir. Sinyal /

Giriiltii oraninin 2:1 veya 3:1°e denk geldigi derisimdir.
Raporlama seviyesi

Glinliikk alim dozu ve ICH Guideline baz alinarak her bir safsizlik i¢in
reporting threshold belirlenir. Bu derisimdeki hazirliktan alti enjeksiyon yapilir.

Standart ¢ozelti, ICH te yer alan asagidaki limitler baz alinarak hazirlanir;

Aktif madde’ye ait maksimum giinliik doz Raporlama
seviyesi
<lg % 0.1
>1g % 0.05

Kabul kriteri: BSS <%10.0
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Alt tayin sinir1 (LOQ)

Numune i¢inde, kabul edilebilir dogruluk ve kesinlikte tespit edilen en diisiik

aktif derisimidir. Sinyal / Giiriiltii oraninin yaklasik 10:1°e denk geldigi derigimdir.
Kabul kriteri: BSS < %10.0
Saglamhk

Uygulanan analitik yOntemin c¢alisma ortamindaki stabilitesinin test
edilmesidir. Yontemin saglamhigi, asagidaki parametrelerde kiiciik degisiklikler
yapilarak sistem uygunluk parametrelerinin gecerliliginin kontrol edilmesi ile

gosterilir.
Test edilen parametreler:
- Kolon sicakligt
- Dalga Boyu (+ 2 nm)
- Tastyict gaz akist / mobil faz akis hizi
- Mobil faz pH’s1
- Mobil faz i¢indeki organik faz orani
- Farkl1 kolon kullanim1 (farkli lot, farkli firma)

Her parametre degisikligi i¢cin analiz metodu, sistem uygunluk ¢ozeltisi veya
standart ¢ozeltisi (safsizlik analizlerinde ise tiim bilinen safsizliklar1 igeren standart

cozelti) enjeksiyonu yapilarak calisilir.
Cozeltilerin stabilitesi

Cozelti stabilitesi oda sicakligi (25°C) i¢in ayni cihazda 48 saat igin
uygulanir. Tlgili ¢dzeltilerinin bozunmas1 durumunda buzdolabi sicakliginda (4°C) da

bir ¢calisma yapilir.
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Stok standardi, ¢alisma standardi ve numune ¢ozeltileri i¢in yapilir. Ilk

enjeksiyon en kisa zamanda yapilir. Stok standart ¢ozeltisi saklanir. Enjeksiyon

yapilacag vakit seyreltme islemi yapilarak analiz edilir. Ayni cihazda minimum 6

farkli zamanda enjeksiyon yapilarak tespit edilen alanlar arasindaki % fark

hesaplanir. Zamana karsi1 alan degisim grafigi olusturulur.

Mozaman alani-ilk zaman alang x 100

%o Fail: =

ill: zaman alam

Kabul kriteri: % Fark < %5.0

2.5.2. Tekrar validasyon Kriterleri

Bir metot validasyonun tekrar valide edilmesini zorunlu kilan degisiklikler

Tablo 2.1 — 2.3’de listelenmistir;

Tablo 2.1. Uriin formiil degisikligi halinde tekrar validasyon parametreleri

Analitik Yontem Validasyon

Uriin Degisimi

Parametreleri Yeni Yardimci
Doz
- Yardimer  Madde
Degisimi
Madde Miktar1
Secicilik - + _
Sistem Analizi + + +
Dogrusallik + - -
Uygulama Aralig + - -
Dogruluk + + +
Tekrarlanabilirlik + + +

Ortam Uygunlugu



Alt Tayin Sinurt
Olgiilebilirlik Sinir
Raporlama Seviyesi
Saglamlik

Cozelti Stabilitesi
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Tablo 2.2. Analitik ydntemin

parametreleri

degisikligi halinde tekrar validasyon

Yontem Degisikligi

Analitik Yontem Validasyon
Parametreleri

Numune Sistem Parca Kromatografik Sart

Hazirlhig Degisikligi* Degisikligi
Secicilik - + +
Sistem Analizi + + +
Dogrusallik - + +
Uygulama Aralig - + +
Dogruluk + + +
Tekrarlanabilirlik + + +
Ortam Uygunlugu + + +
Alt Tayin S - + +
Olgiilebilirlik Siniri - + +
Raporlama seviyesi - + +
Saglamlik - + +
Cozelti Stabilitesi + - -

*: Dedektor degisimi vb.
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Tablo 2.3. Aktif veya hammadde tedarik¢isi degisikligi halinde tekrar

validasyon parametreleri

Yeni Hammadde Kaynagi veya Sentezi
Analitik Yontem Validasyon

Parametreleri

Etken madde Safsizliklar

Segicilik +
Sistem Analizi +
Dogrusallik -
Uygulama Aralig1 -
Dogruluk -
Tekrarlanabilirlik -
Ortam Uygunlugu -
Alt Tayin Sinirt -
Olgiilebilirlik Siniri -
Raporlama seviyesi -

Saglamlik -

+ 4+ + + 4+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+

Cozelti Stabilitesi +

Valide bir yontemin dogrulanmasi: Valide edilmis bir yontemin gegerliliginin bagka
bir laboratuvarda kanitlanmasidir. Yontem dogrulanmasi ¢alismasinda, yontemi ilk
gelistiren ve valide eden laboratuvar tarafindan hangi validasyon parametrelerinin
caligilmas1 gerektigi bildirilmedigi durumlarda uygulanmasi gereken validasyon
parametreleri: segicilik, dogrusallik, LOQ (sadece safsizlik yoOntemleri ig¢in

gereklidir), dogruluk ve kesinlik.
2.5.3. Kontrol Kartlar

Kontrol kartlar1 sistemin kalitesini izlemek ic¢in rutin olarak kullanilir.
Izlenecek islem karakteristiklerine gére iki temel tipte kontrol kart1 vardir. ilki, tek

diize kontrol kart1 olarak da adlandirilan tek bir karakteristigi gosteren grafikler,
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ikincisi ise c¢oklu degisken kontrol karti olarak da adlandirilan birden fazla

karakteristigi 6zetleyen veya gosteren istatistiksel grafiklerdir (106).

Kontrol kartlari, analiz edilen kalite kontrol (QC) numunelerinin ortalama
miktarlar1 ve SS degerleri hesaplanmasi ile olusturulur. SS degerlerinin +2 ve +3 kat1
kullanilarak uyar1 (ortalama +2SS) ve kontrol sinirlari (ortalama £3SS) saptanir (107,
108). Kontrol kartlarinda sistem cevaplar1 her bir QC i¢in noktalar halinde gosterilir.
Kontrol kartinda tiim QC cevaplarinin ortalama degerleri cizgi ile belirginlestirilir,
bu ¢izginin tizerinde ve altinda £2SS ve +3SS cizgileri yer alir. QC analizi ile elde
edilen degerlerden herhangi birinin kontrol kartlart sinir1 disina ¢ikmasi analizin
durdurulmasini gerektirir. Bu degerlerin uyari sinir1 ve kontrol sinir1 arasinda kalmasi
analiz isleminin durdurulmasina gerek olmadigini ancak sonuclarin kritik bolgede

oldugunu ifade eder. Bu durumda sistemdeki analiz sartlar1 kontrol edilir.



3. GEREC ve YONTEM

3.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Asetik asit J. T. Baker

Asetonitril J. T. Baker

Potasyum dihidrojen fosfat J. T. Baker

Etilasetat J. T. Baker

Metanol J. T. Baker

Glasiyel asetik asit J. T. Baker

Sodyum asetat J. T. Baker

Sodyum bisiilfit J. T. Baker

Ortofosforik asit J.T. Baker

Hidroklorik asit J. T. Baker
Klaritromisin standarti Teva

Klaritromisin safsizlik 1 standarti USP reference standards
(6,11-di-O-metileritromisin)

Klaritromisin safsizlik 2 standarti USP reference standards
(6-O-metil-15-noreritromisin)

Azitromisin standarti Dr. Reddy’s laboratories
Azitromisin safsizlik 1 standarti USP reference standards
(6-demetil azitromisin)

Azitromisin safsizlik 2 standarti USP reference standards
(3-deoksi azitromisin)

Spiramisin standarti Dr. Reddy’s laboratories
Spiramisin safsizlik 1 standarti Sigma-Aldrich
(Neospiramisin I)

Spiramisin safsizlik 2 standarti Sigma-Aldrich
(Neospiramisin II)

Spiramisin safsizlik 3 standarti Sigma-Aldrich

(Neospiramisin III)



3.2. Kullanilan Farmasotik Preparatlar

Klacid® 500 mg Film Tablet

Klaromin® 500 mg Film Tablet

Zitromax” Film Kapli Tablet
Azro®™ Film Tablet
Rovamycine® Film Tablet

Rovagyl® Film Tablet

3.3. Kullanilan Cihazlar

UPLC

HPLC

Vakum pompasi (VSK igin)
Magnetik karigtirict

Etiv

HPLC Sistemi

Dizi diyot dedektor
Peristaltik pompa

Saf su sistemi

Vorteks karistirict
Hassas terazi
Ultrasonik banyo

pH metre

Santrifiij

Terazi

Otomatik mikropipetler

Derin donduruculu buzdolabi

Abbott

Zentiva Saglik Uriinleri
Pfizer

Zentiva Saglik Uriinleri
Eczacibas ilag San.

Medifarma

: Waters KGaA (Acquity UPLC)
: Shimadzu Scientific Intruments
: Millipore

: Heidolph

: Elektro-mag

: Shimadzu SCL-10 AVP

: Shimadzu SPD-M 10 AVP

: Biichi B-688 ve Lewa M5

: Barnstead NanoPure Diamond ve Bandelin,

Sonorex, RK514 BH

: IDL RS2

: Mettler Toledo AG 285

: Transsonic 570

: Mettler Toledo MA 235

: Hettich, EBA 20

: Shimadzu Libror EB-330H

: Microlit 10-100 pl ve 100-1000 pl
: Bosch

56
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3.4. Kullanilan Cam ve Sarf Malzemeler

HPLC kolonu : Phenomex, Inertsil C18, 250 ve 150 mm x 4.6 mm, 5 um
HPLC kolonu : Agilent, Zorbax Rx C18 250 vel150 mm x 4.6 mm i.¢., 5 um
HPLC kolonu : Varian, ACE C18 250 vel150 mm x 4.6 mm i.¢., 5 um
UPLC kolonu : Waters, Acquity BEH C18, 50 x 2.1 mm, 1.7 um

Filtre : 0.20 um Machery Nagel Polyester filtre

Vial : Agilent, cam, 1 mL

Balon joje : Ildam

Balon : Ildam

Cam santrifijj tiipii ~ : [ldam

Beher : [ldam
Spatiil : Metal
Tartim kabi : Cam

Otomatik pipet ucu  : 100, 500 ve 1000 pL

3.5. Cozeltilerin Hazirlanmasi;

5 mM Potasyum dihidrojenfosfat ¢ozeltisi: 0.68 g potasyum dihidrojen fosfat
(KH,PO4) (Ma=136.09 g/mol) tartilip bir miktar suda ¢oziildiikten sonra 1 L’ye su

ile tamamlanmustir.

5 mM Disodyum hidrojenfosfat ¢ozeltisi: 0.89 g disodyum hidrojen fosfat
(Na;HPO4) (MA=177.99 g/mol) tartilip bir miktar suda ¢6ziildiikten sonra 1 L’ye su

ile tamamlanmustir.

10 mM Asetat tamponu: 0.680 g sodyum asetat.3H,O bir miktar saf su
icerisinde ¢0ziiliir ve su eklenerek son hacim 1 L’ye tamamlanir. Asetat tamponunun

pH degeri 1 M glasiyel asetik asit ile ayarlanir.
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1 M Glasiyel asetik asit ¢ozeltisi: Balon joje igerisine bir miktar su
konulduktan sonra tizerine 5.7 mL derisik (% 99.5’lik) glasiyel asetik asit ¢ozeltisi

eklenmis ve su ile 100 mL’ye tamamlanmastir.

1 M Hidroklorik asit ¢ozeltisi: Balon joje igerisine bir miktar su konulduktan
sonra iizerine 8.5 mL derisik hidroklorik asit ¢ozeltisi eklenmis ve su ile 100 mL’ye

tamamlanmustir.

1 M Sodyum hidroksit ¢ozeltisi: 4 g sodyum hidroksit, bir miktar suda

¢oziindiikten sonra 100 mL’ye su ile tamamlanir.

% 10°luk sodyum bisiilfit c¢ozeltisi: Derisik (% 40) sodyum bisiilfit

¢ozeltisinden 25 ml alinir 100 mL’ye su ile tamamlanir.

3.6. Klaritromisin icin Analiz Yontemleri

3.6.1. Standart ve Numune Cozeltilerinin Hazirlanmasi

Numune ¢ozeltisi: 10 tablet havanda toz haline getirilir, bir tablet agirligi olan
1055 mg toz tartilir (500 mg Klaritromisin’e esdeger) 100 mL’lik balon jojeye alinir
ve 70 mL hareketli faz ile ultrasonik banyoda 15 dak bekletilerek etken maddenin
¢oziinmesi saglanir. 100 mL’ye hareketli fazla tamamlanir ve ¢alkalanir. Bir siire
bekletilir ve ¢ozlinmeyen maddelerin ¢okmesi beklenir. Cozeltinin {ist kismindan 1
mL ¢ozelti alinarak 100 mL’lik balon jojede hacmine hareketli fazla tamamlanir ve
50 ppm derisimde Klaritromisin igeren numune ¢ozeltisi hazirlanmistir. Elde edilen

bulanik ¢ozelti, 0.20 pm Machery Nagel Polyester filtreden siiziilerek viale alinir.

Stok Ksafl ¢ozeltisi: 5 mg Ksafl standart1 tartilir ve 100 mL’lik balonjojede,
hareketli faz ile ¢oziindiiriiliir ve hacmine hareketli faz ile tamamlanir (kabul limiti %

0.5°dir).

Stok Ksaf2 ¢ozeltisi: 5 mg Ksaf2 standarti tartilir ve 100 mL’lik balonjojede,
hareketli faz ile ¢oziindiiriiliir ve hacmine hareketli faz ile tamamlanir (kabul limiti %

0.25dir).
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% 120’lik standart ¢ozelti: 6 mg Klaritromisin standarti tartilarak 100 mL’lik
balon jojeye alinir ve 70 mL hareketli faz ile ultrasonik banyoda 15 dakika
bekletilerek etken maddenin ¢oziinmesi saglanir. 600 pL stok Ksafl ¢ozeltisinden,
300 pL stok Ksaf2 c¢ozeltisinden eklenerek 100 mL’ye hareketli fazla tamamlanir.
Elde edilen berrak ¢ozelti, 0.20 um Machery Nagel Polyester filtreden siiziilerek

viale alinir.

% 100’liik standart ¢ozelti: 5 mg Klaritromisin standart1 tartilarak 100 mL’lik
balon jojeye alinir ve 70 mL hareketli faz ile ultrasonik banyoda 15 dakika
bekletilerek etken maddenin ¢oziinmesi saglanir. 500 pL stok Ksafl ¢ozeltisinden,
250 uL stok Ksaf2 ¢ozeltisinden eklenerek 100 mL’ye hareketli fazla tamamlanir.
Elde edilen berrak ¢ozelti, 0.20 um Machery Nagel Polyester filtreden stiziilerek

viale alinir.

% 80’lik standart ¢ozelti: Hazirlanan % 100’liikk ¢ozeltiden 8 mL alinir ve 10
mL’lik balon jojede hareketli fazla tamamlanir, 0.20 um Machery Nagel Polyester

filtreden stiziilerek viale alinir.

% 50’lik standart ¢ozelti: Hazirlanan % 100’lik ¢ozeltiden 5 mL alinir ve 10
mL’lik balon jojede hareketli fazla tamamlanir, 0.20 pm Machery Nagel Polyester

filtreden stiziilerek viale alinir.

% 30’luk standart ¢ozelti: Hazirlanan % 100°liik ¢ozeltiden 3 mL alinir ve 10
mL’lik balon jojede hareketli fazla tamamlanir, 0.20 pm Machery Nagel Polyester

filtreden stiziilerek viale alinir.

% 20’lik standart ¢6zelti: Hazirlanan % 100°lik ¢ozeltiden 2 mL alinir ve 10
mL’lik balon jojede hareketli fazla tamamlanir, 0.20 pm Machery Nagel Polyester

filtreden stiziilerek viale alinir.

% 10’luk standart ¢ozelti: Hazirlanan % 100°liik ¢ozeltiden 1 mL alinir ve 10
mL’lik balon jojede hareketli fazla tamamlanir, 0.20 pm Machery Nagel Polyester

filtreden stiziilerek viale alinir.
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% 5°lik standart ¢ozelti: Hazirlanan % 100’liikk ¢6zeltiden 5 mL alinir ve 100
mL’lik balon jojede hareketli fazla tamamlanir, 0.20 pm Machery Nagel Polyester

filtreden stiziilerek viale alinir.

% 1°lik standart ¢ozelti: Hazirlanan % 100’liikk ¢6zeltiden 1 mL alinir ve 100
mL’lik balon jojede hareketli fazla tamamlanir, 0.20 pm Machery Nagel Polyester

filtreden suiziilerek viale alinir.

Plasebo ve plasebo ¢ozeltisinin hazirlanmasi: 368 mg laktoz graniil, 63 mg
prejelatinize nisasta, 100 mg Avicel PH 102, 1 mg magnezyum stearat, 5 mg kinolin
saris1, 8 mg sorbik asit, 5 mg titanyum dioksit ve 5 mg vanilin igeren plasebo, 100
mL’lik balon jojeye alinir ve 70 mL hareketli faz ile ultrasonik banyoda 15 dakika
bekletilir, 100 mL’ye hareketli fazla tamamlanir ve calkalanir. Bir siire bekletilir ve
¢oziinmeyen maddelerin ¢okmesi beklenir. Cozeltinin {ist kismindan 1 mL ¢ozelti
alimarak 100 mL’lik balon jojede hacmine hareketli fazla tamamlanarak plasebo
coOzeltisi hazirlanir. Elde edilen bulanik ¢ozelti, 0.20 pm Machery Nagel Polyester

filtreden stiziilerek viale alinir.

3.6.2. Kromatografik Kosullar

Klaritromisin ve safsizliklarinin HPLC ve UPLC ile analizinde hareketli faz
olarak 5 mM fosfat tamponu (pH = 3.0) ve metanoliin 70 : 30 oraninda karistirilmasi
ile elde edilen hareketli faz 0.20 um Machery Nagel Polyester filtreden gegirildikten
ve ultrasonik banyoda 15 dak bekletilerek ¢oziinmiis gazlar uzaklastirildiktan sonra
kullanilmistir. HPLC sisteminde 1.2 mL/dak, UPLC sisteminde 0.3 mL/dak akis
hizinda kullanilmistir. HPLC sisteminde 20 pL, UPLC sisteminde ise 5 uL

enjeksiyon hacminde analizler gergeklestirilmistir.

3.7. Azitromisin icin Analiz Yontemleri

3.7.1. Standart ve Numune Cozeltilerinin Hazirlanmasi

Numune ¢ozeltisi: 10 tablet havanda toz haline getirilir, bir tablet agirligi olan

1127 mg toz tartilir (500 mg Azitromisine esdeger) 100 mL’lik balon jojeye alinir ve
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70 mL hareketli faz ile ultrasonik banyoda 15 dak bekletilerek etken maddenin
¢oziinmesi saglanir. 100 mL’ye hareketli fazla tamamlanir ve ¢alkalanir. Bir siire
bekletilir ve ¢ozlinmeyen maddelerin ¢okmesi beklenir. Cozeltinin {ist kismindan 1
mL ¢ozelti alinarak 100 mL’lik balon jojede hacmine hareketli fazla tamamlanir ve
50 ppm derisimde Azitromisin iceren numune ¢ozeltisi hazirlanmistir. Elde edilen

bulanik ¢ozelti, 0.20 pm Machery Nagel Polyester filtrede siiziilerek viale alinir.

Stok Asafl ¢ozeltisi: 5 mg Asafl standart1 tartilir ve 100 ml’lik balonjojede,
hareketli faz ile ¢oziindiiriiliir ve hacmine hareketli faz ile tamamlanir (Kabul limiti

% 0.5°dir.)

Stok Asaf2 c¢ozeltisi: 5 mg Asaf2 standarti tartilir ve 100 ml’lik balonjojede,
hareketli faz ile ¢oziindiiriiliir ve hacmine hareketli faz ile tamamlanir (Kabul limiti

% 0.5°dir.)

% 120’lik standart ¢ozelti: 6 mg Azitromisin standarti tartilarak 100 mL’lik
balon jojeye alinir ve 70 mL hareketli faz ile ultrasonik banyoda 15 dakika
bekletilerek etken maddenin ¢oziinmesi saglanir. 600 pL stok Asafl ¢ozeltisinden,
600 pL stok Asaf2 cozeltisinden eklenerek 100 mL’ye hareketli fazla tamamlanir.
Elde edilen berrak ¢ozelti, 0.20 um Machery Nagel Polyester filtrede siiziilerek viale

alinir.

% 100’lik standart ¢ozelti: 5 mg Azitromisin standart1 tartilarak 100 mL’lik
balon jojeye alinir ve 70 mL hareketli faz ile ultrasonik banyoda 15 dakika
bekletilerek etken maddenin ¢oziinmesi saglanir. 500 pL stok Asafl ¢ozeltisinden,
500 pL stok Asaf2 cozeltisinden eklenerek 100 mL’ye hareketli fazla tamamlanir.
Elde edilen berrak ¢ozelti, 0.20 pum Machery Nagel Polyester filtrede siiziilerek viale

alinir.

% 80’lik standart ¢ozelti: Hazirlanan % 100’liik ¢ozeltiden 8 mL alinir ve 10
mL’lik balon jojede hareketli fazla tamamlanir, 0.20 um Machery Nagel Polyester

filtrede stiziilerek viale alinir.
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% 50’lik standart ¢ozelti: Hazirlanan % 100°liik ¢ozeltiden 5 mL alinir ve 10
mL’lik balon jojede hareketli fazla tamamlanir, 0.20 pm Machery Nagel Polyester

filtrede stiziilerek viale alinir.

% 30’luk standart ¢6zelti: Hazirlanan % 100’liik ¢ozeltiden 3 mL alinir ve 10
mL’lik balon jojede hareketli fazla tamamlanir, 0.20 pm Machery Nagel Polyester

filtrede stiziilerek viale alinir.

% 20’lik standart ¢ozelti: Hazirlanan % 100’liikk ¢6zeltiden 2 mL alinir ve 10
mL’lik balon jojede hareketli fazla tamamlanir, 0.20 pm Machery Nagel Polyester

filtrede siiziilerek viale alinir.

% 10’luk standart ¢ozelti: Hazirlanan % 100’liik ¢ozeltiden 1 mL alinir ve 10
mL’lik balon jojede hareketli fazla tamamlanir, 0.20 um Machery Nagel Polyester

filtrede stiziilerek viale alinir.

% 5°lik standart ¢ozelti: Hazirlanan % 100’liikk ¢6zeltiden 5 mL alinir ve 100
mL’lik balon jojede hareketli fazla tamamlanir, 0.20 um Machery Nagel Polyester

filtrede stiziilerek viale alinir.

% 1°lik standart ¢ozelti: Hazirlanan % 100’liikk ¢6zeltiden 1 mL alinir ve 100
mL’lik balon jojede hareketli fazla tamamlanir, 0.20 um Machery Nagel Polyester

filtrede stiziilerek viale alinir.

Plasebo ve plasebo ¢ozeltisinin hazirlanmasi: 320 mg laktoz monohidrat, 85
mg mikrokristalin seliilloz PH101, 80 mg kollidon, 35 mg povidon K30, 10 mg
magnezyum stearat, 60 mg prejelatinize edilmis misir nisastasi, 30 mg talk, 10 mg
metil paraben, 15 mg Opadry II, 5 mg titanyum dioksit ve iceren plasebo, 100
mL’lik balon jojeye alinir ve 70 mL hareketli faz ile ultrasonik banyoda 15 dakika
bekletilir, 100 mL’ye hareketli fazla tamamlanir ve ¢alkalanir. Bir siire bekletilir ve
¢Oziinmeyen maddelerin ¢okmesi beklenir. Cozeltinin {ist kismindan 1 mL ¢dzelti
alinarak 100 mL’lik balon jojede hacmine hareketli fazla tamamlanarak plasebo
cozeltisi hazirlanir. Elde edilen bulanik ¢ozelti, 0.20 um Machery Nagel Polyester

filtrede stiziilerek viale alinir.
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3.7.2. Kromatografik Kosullar

Azitromisin ve safsizliklarinin HPLC ve UPLC ile analizinde hareketli faz
olarak 5 mM fosfat tamponu (pH = 6.0) ve asetonitrilin 65 : 35 oraninda
karigtirilmasi ile elde edilen hareketli faz 0.20 um Machery Nagel Polyester filtreden
gecirildikten ve ultrasonik banyoda 15 dak bekletilerek ¢ozlinmiis gazlar
uzaklagtirildiktan sonra kullanilmistir. HPLC sisteminde 1.0 mL/dak, UPLC
sisteminde 0.4 mL/dak akis hizinda, kullanilmistir. HPLC sisteminde 20 uL, UPLC

sisteminde ise 5 pL enjeksiyon hacminde analizler gerceklestirilmistir.

3.8. Spiramisin icin Analiz Yontemleri

3.8.1. Standart ve Numune Cozeltilerinin Hazirlanmasi

Numune ¢ozeltisi: 10 tablet havanda toz haline getirilir, bir tablet agirligi olan
1240 mg toz tartilir (690 mg Spiramisin’e esdeger) 100 mL’lik balon jojeye alinir ve
70 mL hareketli faz ile ultrasonik banyoda 15 dak bekletilerek etken maddenin
¢oziinmesi saglanir. 100 mL’ye hareketli fazla tamamlanir ve ¢alkalanir. Bir siire
bekletilir ve ¢oziinmeyen maddelerin ¢okmesi beklenir. Cozeltinin iist kismindan 1
mL ¢ozelti alinarak 100 mL’lik balon jojede hacmine hareketli fazla tamamlanmis ve
69 ppm derisimde Spiramisin igeren numune ¢ozeltisi hazirlanmistir. Elde edilen

bulanik ¢ozelti, 0.20 pm Machery Nagel Polyester filtreden stiziilerek viale alinir.

Stok Ssafl ¢ozeltisi: 6.9 mg Ssafl standarti tartilir ve 100 mL’lik balonjojede,
hareketli faz ile ¢oziindiiriiliir ve hacmine hareketli faz ile tamamlanir (kabul limiti %

0.5°dir).

Stok Ssaf2 ¢ozeltisi: 6.9 mg Ssaf2 standartt tartilir ve 100 mL’lik
balonjojede, hareketli faz ile ¢oziindiiriiliir ve hacmine hareketli faz ile tamamlanir

(kabul limiti % 0.5’dir).

Stok Ssaf3 c¢ozeltisi: 6.9 mg Asaf3 standart1 tartilir ve 100 mL’lik
balonjojede, hareketli faz ile ¢oziindiiriiliir ve hacmine hareketli faz ile tamamlanir

(kabul limiti % 0.25°dir).
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% 120’lik standart ¢ozelti: 8.3 mg Spiramisin standart1 tartilarak 100 mL’lik
balon jojeye alinir ve 70 mL hareketli faz ile ultrasonik banyoda 15 dakika
bekletilerek etken maddenin ¢oziinmesi saglanir. 600 pL stok Ssafl, 600 pL stok
Ssaf2 ve 300 uL stok Ssaf3 ¢ozeltisinden eklenerek 100 mL’ye hareketli fazla
tamamlanir. Elde edilen berrak ¢ozelti, 0.20 pm Machery Nagel Polyester filtrede

stiziilerek viale alinir.

% 100’1k standart ¢ozelti: 6,9 mg Spiramisin standart1 tartilarak 100 mL’lik
balon jojeye alinir ve 70 mL hareketli faz ile ultrasonik banyoda 15 dakika
bekletilerek etken maddenin ¢oziinmesi saglanir. 500 pL stok Ssafl, 500 pL stok
Ssaf2 ve 250 uL stok Ssaf3 ¢ozeltisinden eklenerek 100 mL’ye hareketli fazla
tamamlanir. Elde edilen berrak ¢ozelti, 0.20 um Machery Nagel Polyester filtrede

stiziilerek viale alinir.

% 80’lik standart ¢ozelti: Hazirlanan % 100’liikk ¢ozeltiden 8 mL alinir ve 10
mL’lik balon jojede hareketli fazla tamamlanir, 0.20 um Machery Nagel Polyester

filtrede stiziilerek viale alinir.

% 50’lik standart ¢ozelti: Hazirlanan % 100’lik ¢ozeltiden 5 mL alinir ve 10
mL’lik balon jojede hareketli fazla tamamlanir, 0.20 pm Machery Nagel Polyester

filtrede stiziilerek viale alinir.

% 30’luk standart ¢ozelti: Hazirlanan % 100°liik ¢ozeltiden 3 mL alinir ve 10
mL’lik balon jojede hareketli fazla tamamlanir, 0.20 pm Machery Nagel Polyester

filtrede stiziilerek viale alinir.

% 20’lik standart ¢6zelti: Hazirlanan % 100°lik ¢ozeltiden 2 mL alinir ve 10
mL’lik balon jojede hareketli fazla tamamlanir, 0.20 pm Machery Nagel Polyester

filtrede stiziilerek viale alinir.

% 10’luk standart ¢ozelti: Hazirlanan % 100°liik ¢ozeltiden 1 mL alinir ve 10
mL’lik balon jojede hareketli fazla tamamlanir, 0.20 pm Machery Nagel Polyester

filtrede stiziilerek viale alinir.
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% 5°lik standart ¢ozelti: Hazirlanan % 100’liikk ¢6zeltiden 5 mL alinir ve 100
mL’lik balon jojede hareketli fazla tamamlanir, 0.20 pm Machery Nagel Polyester

filtrede stiziilerek viale alinir.

% 1°lik standart ¢ozelti: Hazirlanan % 100’liikk ¢6zeltiden 1 mL alinir ve 100
mL’lik balon jojede hareketli fazla tamamlanir, 0.20 pm Machery Nagel Polyester

filtrede stiziilerek viale alinir.

Plasebo ve plasebo ¢ozeltisinin hazirlanmasi: 368 mg laktoz graniil, 10 mg
povidon K30, 65 mg mikrokristalin selilloz, 10 mg poloksamer 188, 50 mg
krospovidon, 30 mg hidroksipropil seliiloz, 3 mg kalsiyum stearat, 3 mg talk ve 5 mg
titanyum dioksit iceren plasebo, 100 mL’lik balon jojeye alinir ve 70 mL hareketli
faz ile ultrasonik banyoda 15 dakika bekletilir, 100 mL’ye hareketli fazla tamamlanir
ve calkalanir. Bir siire bekletilir ve ¢oziinmeyen maddelerin ¢okmesi beklenir.
Cozeltinin iist kismindan 1 mL ¢ozelti alinarak 100 mL’lik balon jojede hacmine
hareketli fazla tamamlanarak plasebo ¢6zeltisi hazirlanir. Elde edilen bulanik ¢6zelti,

0.20 pm Machery Nagel Polyester filtrede siiziilerek viale alinir.

3.8.2. Kromatografik Kosullar

Spiramisin ve safsizliklarinin HPLC ve UPLC ile analizinde hareketli faz
olarak 10 mM asetat tamponu (pH = 2.5) ve asetonitrilin 70 : 30 oraninda
karistirilmasi ile elde edilen hareketli faz 0.20 um Machery Nagel Polyester filtreden
gecirildikten ve wultrasonik banyoda 15 dak bekletilerek ¢6zlinmiis gazlar
uzaklastirildiktan sonra kullanilmistir. HPLC sisteminde 1.2 mL/dak, UPLC
sisteminde 0.3 mL/dak akis hizinda kullanilmistir. HPLC sisteminde 20 pL, UPLC

sisteminde ise 5 pL enjeksiyon hacminde analizler ger¢eklestirilmistir.

3.9. Yontemlerin Validasyon Calismalari

Gelistirilen HPLC ve UPLC yontemlerinin validasyonu ICH (Text on
Validation of Analytical Procedures) ve USP XXIV (2nd supplement: Validation of
Compendial Methods) esas alinarak yapilmistir.
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Sistem uygunluk parametrelerini belirlemek amaci ile Klaritromisin,
Azitromisin ve Spiramisin % 100’liik standart ¢dzeltileri ile bu etken maddelere ait
safsizlik standart ¢ozeltileri ve farmasétik preparata ait numune ¢ozeltisi HPLC ve
UPLC sistemine enjekte edilerek elde edilen kromatogramlar karsilastirilmistir.
Pikler arasi en ideal ayiricilik tespit edilerek sistem uygunluk parametresi olarak
belirlenmistir. Ayrica etken madde standartlar1 5 kez enjekte edilerek pik alanlarinin

bagil standart sapma degerleri hesaplanmastir.

3.9.1. Secicilik

Etken maddeler standart ¢ozeltileri, etken maddelere ait safsizlik standart
cozeltileri, farmasotik preparat numune ¢ozeltileri, plasebo ¢ozeltisi ve ¢oziicii HPLC
ve UPLC sistemlerine enjekte edilmistir. Elde edilen kromatogramlar karsilagtirilmis

ve herhangi bir girisim olup olmadig1 ve pikler aras1 ayiricilik belirlenmistir.

3.9.2. Sistem Tekrarlanabilirligi

Etken madde ve safsizliklarina ait standart c¢ozeltiler, HPLC ve UPLC
sistemlerine 10 kez enjekte edilmis ve elde edilen pik alanlarimin bagil standart

sapma degerleri hesaplanmistir.

3.9.3. Dogrusallik ve Uygulama Arahgi

Klaritromisin, Azitromisin ve Spiramisin % 1 - % 120’lik standart
cozeltilerin, HPLC ve UPLC ile analizi yapilarak, elde edilen pik alanlar1 derisime
kars1 grafige gecirilmistir. Regresyon analizi yapilmistir. Yontemlerin dogrusalligi
kalibrasyon egrilerinin istatistiksel olarak degerlendirilmesiyle kontrol edilmistir.
Ayica yontem dogrusalliginin kontrolii igin; olmasi gereken derisimlere karsi

kalibrasyon verileri kullanilarak bulunan derisimler grafige gegirilmistir.

3.9.4. Dogruluk

Klaritromisin, Azitromisin, Spiramisin ve safsizliklar1 i¢in geri kazanim testi

yapilmistir. Etken maddenin teorik miktarina gore % 80, % 100, % 120 oraninda
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etken madde ve safsizliklar1 plasebo ¢ozeltisine eklenmistir. Her bir derisim i¢in 3’er

numune hazirlanmstir.

3.9.5. Kesinlik

% 80, % 100, % 120 oraninda etken madde ve safsizliklar1 ayr1 ayri igeren 6
cozelti ayn1 glinde ve 3 farkli giinde yenilenerek analiz edilmis ve BSS degerleri

hesaplanmustir.

Ayrica kesinlik ¢aligsmalari, farkli bir giinde, farkli cihazda, farkli analizciyle,
ayni derisimlerde etken madde ve safsizliklarini igeren 6 ayri ¢dzeltinin HPLC ve
UPLC sistemlerine enjeksiyonu ile yapilmistir. Elde edilen sonuglar arasinda

istatistiksel olarak istatistiksel olarak karsilagtirilmigtir.

3.9.6. Gozlenebilirlik Sinir1

Sinyal / gliriiltii oraninin 3:1 oldugu derisim olarak belirlenmistir.

3.9.7. Raporlama Seviyesi

Giinlik alim dozu ve ICH kilavuzlar1 baz alinarak raporlama seviyesi

belirlenir.

Aktif madde’ye ait maksimum giinliik doz Raporlama
seviyesi <lg %
0.1

>1g % 0.05

Klaritromisin i¢in giinliik alim dozu 2 kez 500 mg olup ICH kilavuzuna gore
1000 mg ve daha az oldugundan raporlama seviyesi olarak % 0.1’lik standart

¢oOzeltisi hazirlanmis ve 6 kez enjekte edilmis, BSS degeri hesaplanmaistir.

Azitromisin i¢in giinliik alim dozu 500 mg olup ICH kilavuzuna gore 1000
mg ve daha az oldugundan raporlama seviyesi olarak % 0.1’lik standart ¢ozeltisi

hazirlanmis ve 6 kez enjekte edilmis, BSS degeri hesaplanmustir.



68

Spiramisin i¢in giinlilk alim dozu 1 kez 690 mg olup ICH kilavuzuna gore
1000 mg’dan az oldugundan raporlama seviyesi olarak % 0.1’lik standart ¢ozeltisi

hazirlanmis ve 6 kez enjekte edilmis, BSS degeri hesaplanmustir.

3.9.8. Alt Tayin Simir1

Sinyal / giiriiltii oraninin 10:1 oldugu derisim olarak belirlenmistir.

3.9.9. Saglamhk

Yontemin saglamligini belirlemek icin etken madde ve ilgili safsizliklari
iceren % 100’liikk standart ¢ozeltiler hazirlanmis olup degisen HPLC ve UPLC
kosullarinda analiz edilmistir. Yontemde kullanilan hareketli fazdaki tampon orani,
hareketli faz pH’s1, hareketli faz akis hiz1 ve dedektor dalga boyu degistirilerek elde
edilen piklerin alikonma zamanlari, asimetri orani, teorik tabaka sayisi ve ayiricilig

karsilastirilmistir.

3.9.10. Cozeltilerin Kararhhg:

Plasebo ¢ozeltisi lizerine her etken madde ve ilgili safsizliklar1 ilave edilerek
hazirlanan ¢ozeltiler oda sicakliginda (+ 25°C) 48 saat boyunca tutulmustur. Her
¢ozelti, 0., 6., 12., 18., 24., 36., 42. ve 48. saatler sonunda analiz edilerek elde edilen
sonuclar, taze hazirlanmig ¢Ozelti sonuclari ile karsilastirilmis, zamanla nasil

degistigi belirlenmistir. 48 saat sonunda oda sicakliginda kararli olmayan ¢ozeltiler

i¢in +4 °C’de kararlilik ¢alismasi tekrarlanmistir.

3.9.11. Kalite Kontrol Kartlari

Kalite kontrol kartlari, % 100’liikk derisimde etken madde ve safsizlik igeren
plasebo ¢ozeltilerinin analiz edilmesi ile elde edilen ortalama etken madde miktar1 ve
SS degerleri hesaplanarak olusturulmustur. Ortalama + 2SS uyari, ortalama + 3SS

kontrol sinir1 olarak saptanmaistir.
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3.10. Stres Testi Calismalar:

Ayrt ayrt % 100 derisimde klaritromisin, azitromisin ve spiramisin igeren
plasebo havanda ince toz haline getirilerek belirli stres kosullarina, yiiksek sicaklik,
ultraviyole radyasyonu, oksidasyon kosullari, yiiksek sicaklikta giiclii asidik ve alkali
kosullara, maruz birakilmistir. Plasebo da ayn1 kosullara maruz birakilarak yardimci

maddelere ait bozunma tirlinleri ayr1 ayr1 tespit edilmistir.

Bu ¢aligma, 8 ayri stres kosulu altinda yapilmigtir.

1. Ortam Kosullarinda Bozundurma

1 g numune 24 saat boyunca a¢ik havada atmosfere maruz birakilmistir. Bu

stire sonunda 0.5 gram numune 100 mL hareketli fazda ¢oziindiirilmiistiir.

2. Gilines Is1ginda Bozundurma

1 g numune 24 saat boyunca giines 1s18ina maruz birakilmistir. Bu siire

sonunda 0.5 gram numune 100 mL hareketli fazda ¢oziindiiriilmiistiir.

3. Fotolizle Bozundurma Calismasi

1 g numune 24 saat boyunca UV 15181a maruz birakilmistir. Bu siire sonunda

0.5 gram numune 100 mL hareketli fazda ¢oziindiiriilmiistiir.

4. Sicaklik Etkisiyle Bozundurma Calismasi

1 g numune 24 saat boyunca otoklavda 105°C’de sicakliga maruz
birakilmistir. Bu siire sonunda 0.5 gram numune 100 mL hareketli fazda

¢Ozlindlirilmistir.

5. Asit Hidrolizi

Bir cam beherin i¢inde 0.5 gram numuneye 10 mL 1 M HCl ilave edilmis ve
kaynar su banyosunda 30 dak boyunca isitilip sogutulmus ve hacim 100 mL’ye

hareketli fazla tamamlanmustir.
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6. Baz Hidroliz

Bir cam beherin i¢cinde 0.5 gram numuneye 10 mL 1M NaOH ilave edilmis
ve kaynar su banyosunda 30 dak boyunca isitilip sogutulmus ve hacim 100 mL’ye

hareketli fazla tamamlanmaistir.
7. Oksidasyon

Bir cam beherin i¢inde 0.5 gram numuneye 10 mL % 30 H,O, ilave edilmis
ve kaynar su banyosunda 30 dakika boyunca 1sitilip sogutulmus ve hacim 100 mL’ye

hareketli fazla tamamlanmistir.
8. Indirgenme

Bir cam beherin i¢inde 0.5 gram numuneye 10 mL % 10 sodyum bisiilfit
ilave edilmis ve kaynar su banyosunda 30 dakika boyunca sitilip sogutulmus ve

hacim 100 mL’ye hareketli fazla tamamlanmistir.
3.11. istatistiksel Hesaplamalar

Validasyon calismalarinda elde edilen verilerin degerlendirilmesi ve
hesaplanmas1 Microsoft Excel 2007 ve SPSS 11.5 paket programlarn ile
gerceklestirilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Klaritromisin icin Kromatografik Yontemlerin Analiz Bulgular

4.1.1. Yontemlerin Optimizasyonu

Klaritromisin ve safsizliklarinin HPLC ve UPLC sistemleri ile analizleri i¢in
en uygun kromatografik kosullarin belirlenmesinde, sabit faz se¢imi, hareketli fazin
bilesimi, pH’st ve akig hizinin, Klaritromisin ve safsizliklarinin kromatografik

davranisi tizerindeki etkileri incelenmistir.

Kromatografik sistemin test edilen kromatografik kosullardaki ty degerinin
saptanmast i¢in metanol sisteme enjekte edilmis ve metanoliin alikonma zaman t

degeri olarak alinmistir.

Dedektor se¢cimi

Klaritromisin, yiiksek absorpsiyon gosteren bir molekiill oldugundan dizi
diyot dedektor ile calisilmistir. Maksimum absorpsiyon verdigi 219 nm dedeksiyon
dalga boyu olarak se¢ilmistir.

Sabit fazin belirlenmesi

Klaritromisin ve safsizliklar1 apolar yapida molekiiller oldugundan ters faz
sivi kromatografisinde kullanilan C8 ve C18 HPLC kolonlar1 kullanilmis ve en iyi
kromatografik parametreler C18 kolon ile elde edilmistir. 150 ve 250 mm’lik
kolonlar denenmis ve 250 mm’lik kolonla daha iyi bir ayiricilik elde edilmistir. Ayn1
ozellikte farklt marka kolonlar (Zorbax, ACE, Phenomenex) ile ¢calismalar yapilmis
ve en 1yi ayirimin saglandigi Sum partikiil ¢apinda dolgu maddesi iceren ACE C18,
250 x 4.6 mm kolon se¢ilmistir. UPLC sisteminde yapilan analizler i¢in 1.7 um
partikiil capinda dolgu maddesi iceren Acquity BEH C18, 50 x 2.1 mm kolon

kullanilmistir.
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Hareketli Fazin Belirlenmesi

Kullanilacak hareketli fazin bilesimindeki tampon ¢o6zelti, pH’s1, derigimi,
organik c¢oziicii ve oranmi degistirilerek kromatografik parametrelerin nasil etkilendigi

incelenmistir.

Tampon tiirii - organik ¢oziiciiniin belirlenmesi

pH’s1 3,5 olan fosfat, sitrat ve asetat tamponlarina ayr1 ayr1 degisik oranlarda
asetonitril veya metanol eklenerek hareketli fazlar hazirlanmistir. Sitrat ve asetat
tamponlariin asetonitril (60:40) ve metanol (60:40) ile kullanildig1 kromatografik
sistemlerde piklerde kuyruklanma ve girisim gdzlenmistir. Sodyum ve potasyum
dihidrojen fosfat tamponlarinin metanol ile 60:40 oraninda hazirlandig1 hareketli
fazin kullanildig1 sistemlerde HPLC sisteminde benzer kromatografik parametreler
elde edilse de UPLC sisteminde potasyum dihidrojen fosfat tamponu ile en iyi
aymrim, simetrik pikler ve yiiksek pik alanlari elde edilmistir. Farkli oranlarda
metanol ile hazirlanan hareketli faz ile elde edilen piklere ait kromatografik

parametreler Tablo 4.1°de verilmistir.
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Tablo 4.1. Klaritromisin ve safsizliklarinin analizinde metanol yiizdesinin

kromatografik parametrelere etkisi

% MeOH 20 25 30 35 40
K tr (dak) 11.78 6.02 4.14 4.07 3.81
K 10.43 8.31 6.69 6.11 5.09
R k.Ksaft) 2.07 1.88 1.73 1.34 0.92
N 6065 5644 4901 2888 2760
PAs 1.47 1.21 1.10 0.87 0.77
Ksafl tr (dak) 13.02 8.32 5.80 441 3.94
K 11.64 9.50 7.15 6.81 4.36
R Ksaf1-Ksat2) 3.66 2.95 2.43 2.06 1.74
N 8231 7098 6112 4408 3841
PAs 1.41 1.33 0.96 0.95 0.90
Ksaf2 tr (dak) 15.57 10.05 7.80 6.02 5.42
K 14.11 11.52 7.98 7.01 6.58
R Ksafz-Ksafl) 3.66 2.95 2.43 2.06 1.74
N 8011 7852 5998 5032 3002
PAs 1.32 1.28 0.98 0.92 0.86

MeOH: Metanol, tz: Alikonma zamani, k': Kapasite faktorii, R: Ayiricilik, N: Teorik tabaka sayisi,
PAs: Pik asimetri orani. [Kromatografik kosullar: Hareketli faz: 5 mM pH 3.0 fosfat tamponu /

Metanol, akis hizi: 1 mL dak™, Klaritromisin ve safsizliklarini igeren %100’liik standart ¢ozelti]
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Tampon derisiminin belirlenmesi

Fosfat tamponu derisiminin analize etkisinin arastirilmasi i¢in pH’s1 3.0 olan
5 mM, 10 mM ve 15 mM fosfat tamponu ve metanol (70:30, h/h) igeren ¢ozeltiler
hareketli faz olarak denenmistir. Bu kosullarda elde edilen kromatografik bulgular

Tablo 4.2°de verilmistir.

Tablo 4.2. Klaritromisin ve safsizliklarinin analizinde tampon derisiminin

kromatografik parametrelere etkisi.

Tampon SmM 10 mM 15 mM

derisimi

K tr (dak) 4.17 4.21 4.47
K 6.02 6.32 6.81
Rk-Ksaf1) 1.71 1.65 1.59
N 4961 5006 5118
PAs 1.08 1.21 1.37

Ksafl tr (dak) 5.83 5.90 5.93
K 6.15 6.54 6.78
R (ksaf1-Ksaf2) 2.43 2.48 2.51
N 6112 6189 6209
PAs 0.96 1.18 1.31

Ksaf2 tr (dak) 7.60 7.72 7.86
K 7.88 7.98 8.11
R(ksaf2-Ksaf1) 2.43 2.48 2.51
N 5998 6088 6162
PAs 0.98 1.21 1.35

tr: Alikonma zamani, k': Kapasite faktorii, Ry: Ayiricilik, N: Teorik tabaka sayisi, PAs: Pik asimetri
orani. [Kromatografik kosullar: Hareketli faz: pH 3.0 fosfat tamponu / Metanol (70:30, h/h), akis
hizi: 1 mL/dak, Klaritromisin ve safsizliklarini iceren %100’liik standart ¢ozelti]
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Tampon pH’siin belirlenmesi

Hareketli faz pH’sinin en uygun oldugu degerin saptanmasi amaciyla fosfat
tamponunun pH degeri 2.5, 3.0, 3.5 ve 4.0 olarak degistirilmistir. pH degerinin

kromatografik parametrelere etkisi Tablo 4.3'de verilmistir.

Tablo 4.3. Klaritromisin ve safsizliklarinin analizinde tampon pH’siin

kromatografik parametrelere etkisi

pH 2.5 3.0 35 4.0
K tr (dak) 4.01 4.24 5.33 5.67
K 6.17 6.81 7.20 7.89
Rk.Ksafl) 1.33 1.70 1.89 1.92
N 5112 5901 6338 6582
PAs 0.74 1.03 1.20 1.36
Ksafl tr (dak) 5.12 5.80 6.26 7.81
K 6.99 7.15 8.02 9.34
R Ksafl-Ksaf2) 1.98 2.43 2.67 2.88
N 5802 6112 6585 6744
PAs 0.76 0.96 1.29 1.31
Ksaf2 tr (dak) 7.01 7.80 8.68 9.11
K 7.22 7.98 8.45 8.71
R ksaf2-Ksaf1) 1.98 243 2.67 2.88
N 6307 6998 7269 7854
PAs 0.71 0.98 1.13 1.28

tr: Alikonma zamani, k': Kapasite faktorii, Rg: Ayiricilik, N: Teorik tabaka sayisi, PAs: Pik asimetri
oranit. [Kromatografik kosullar: Hareketli faz: 5 mM fosfat tamponu / Metanol (70:30, h/h), akis hizi:
1 mL/dak, Klaritromisin ve safsizliklarini iceren %100’liikk standart ¢ozelti]

Buna gore en iyi ayirimin saglandigi hareketli faz pH 3.0, 5 mM fosfat

tamponu / metanol, (70 : 30, h/h) olarak belirlenmistir.

HPLC ve UPLC sisteminde ayni hareketli faz kullanilmstir.



Akis hizinin belirlenmesi
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HPLC sisteminde 0.8, 1.0, 1.2 ve 1.4 mlL/dak akis hizlarinda, UPLC

sisteminde ise 0.2, 0.3, 0.4 ve 0.5 mL/dak akis hizlarinda analizler yapilmis ve elde

edilen kromatografik parametreler Tablo 4.4’de verilmistir.

hizinin kromatografik parametrelere etkisi

Tablo 4.4. Klaritromisin ve safsizliklarinin analizinde hareketli faz akis

HPLC sistemi

UPLC sistemi

Akis Hizi (mL/dak) 0.8 1.0 1.2 1.4 0.2 0.3 0.4 0.5
K tr (dak) 2.90 3.58 417 4.67 1.88 207  2.56 2.79
K 3.65 571 6.02  7.13 6.56 832 1132 14.28
R(kKsaf1) 1.04 1.56 1.71 1.73 984 11.63 1233 13.02
N 4208 4318 4961 5103 9022 8932 8709 8677
PAs 0.89 091 1.08 121 1.08 1.01 1.11 1.06
Ksafl tgr (dak) 4.55 501 583 6.32 0.41 0.55 0.59 0.64
K 6.05 7.81 695 844 432 6.67 8.54 9.02
Rksafi-ksarzy  1.21 1.79 243 2.6l 3.22 430  4.65 4.89
N 5844 6008 6112 6238 9563 9430 9382 9271
PAs 0.82 091 096 1.08 1.08 1.01 1.06 1.06
Ksaf2 tg (dak) 6.61 7.04 7.80 8.32 0.71 0.84 0.92 1.13
K 6.89 745 798  8.61 5.34 7.41 9.01 12.19
Rksaf2-ksar1y  1.67 201 243 256 3.22 430  4.65 4.89
N 4963 5356 5798 6201 9830 9761 9308 9116
PAs 0.86 091 098 1.06 1.10 1.00 0.98 0.98

tr: Alikonma zamani, k': Kapasite faktorii, Ry: Ayiricilik, N: Teorik tabaka sayisi, PAs: Pik asimetri
orani. [Kromatografik kosullar: Hareketli faz: pH 3.0, 5 mM fosfat tamponu / Metanol (70:30, h/h),
Klaritromisin ve safsizliklarini igeren %100°liik standart ¢ozelti]



Enjeksiyon hacminin belirlenmesi

Enjeksiyon hacmi degistirilerek kromatografik parametrelerin nasil degistigi

incelenmis ve elde edilen kromatografik parametreler Tablo 4.5’de verilmistir.

kromatografik parametrelere etkisi
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Tablo 4.5. Klaritromisin ve safsizliklarinin analizinde enjeksiyon hacminin

HPLC UPLC
Enjeksiyon hacmi
(uL) 5 10 20 40 3 5 7 9
K tr (dak) 411 415 417 421 2.06 2.07 2.09 2.13
K 6.21 6.14 6.02 5.97 8.26 8.32 8.09 7.84
R(k-Ksaf1) 1.66 1.67 1.71 1.74 11.08 11.63 12.08 12.23
N 4851 4904 4961 5228 8733 8932 9103 9388
PAs 0.97 1.01 1.03 1.06 0.98 1.01 1.01 1.04
Ksafl tg (dak) 5.77 5.81 5.83 5.85 0.54 0.55 0.57 0.57
K 7.18 7.03 695 6.88 6.73 6.67 6.48 6.31
Rsatiksary 2.19 230 243 255 4.17 4.30 4.44 4.61
N 5929 6012 6112 6310 9371 9430 9501 9592
PAs 095 096 097 1.05 0.97 1.01 1.04 1.05
Ksaf2 tg (dak) 7.57 1.57 7.60  7.61 0.83 0.84 0.84 0.86
K 7.95 7091 7.88 7.83 7.50 7.41 7.38 7.33
Rksatz-ksarny  2.37 240  2.43 2.45 4.36 4.30 4.22 4.17
N 5701 5729 5798 5810 9703 9761 9811 9847
PAs 0.97 097 098 1.01 0.97 1.00 1.03 1.03

tr: Alikonma zamani, k': Kapasite faktorii, Ry: Ayiricilik, N: Teorik tabaka sayisi, PAs: Pik asimetri
orani. [Kromatografik kosullar: Hareketli faz: pH 3.0, 5 mM fosfat tamponu / Metanol (70:30, h/h),
akig hizi: HPLC / 1.2 mL/dak, UPLC / 0.3 mL/dak, Klaritromisin ve safsizliklarini igeren %100°lik
standart ¢ozelti]
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Optimizasyon c¢alismalar1 sonunda HPLC ve UPLC icin belirlenen
kromatografik kosullar Tablo 4.6’da verilmistir.

Tablo 4.6. Klaritromisin ve safsizliklarinin HPLC ve UPLC sistemleri ile

analizi i¢in belirlenen kromatografik kosullar

HPLC UPLC
Kolon ACE C18, 250 x 4.6mm, Sum  Acquity BEH C18, 50 x 2.1 mm,
1.7 pm
Dedektor 219 nm, DAD 219 nm, DAD
Hareketli faz  pH 3.0, 5 mM fosfat tamponu/ pH 3.0, 5 mM fosfat tamponu /
metanol, (70 : 30, h/h) metanol, (70 : 30, h/h)
Akis h1iza 1.2 mL/dak 0.3 mL/dak
Enjeksiyon 20 uL S5uL

hacmi

Saptanan optimum kosullarda Klaritromisin ve safsizliklarinin analizi HPLC

sisteminde 8.5 dak, UPLC sisteminde 2.5 dak’da gerceklestirilmistir (Sekil 4.1-4.2).
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Sekil 4.1. Klaritromisin ve safsizliklarinin HPLC ile analizine ait
kromatogramlar [Hareketli faz: pH 3.0, 5 mM fosfat tamponu / metanol (70:30,
h/h), akis hizi: 1.2 mL/dak, Klaritromisin ve safsizliklarin1 igeren % 100°liik
standart ¢cozelti, enjeksiyon hacmi: 20 pL]
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Sekil 4.2. Klaritromisin ve safsizliklarinin UPLC ile analizine ait
kromatogram [Hareketli faz: pH 3.0, 5 mM fosfat tamponu / metanol (70:30, h/h),
akis hizi: 0.3 mL/dak, Klaritromisin ve safsizliklarini iceren % 100’liikk standart
¢oOzelti, enjeksiyon hacmi: 5 pL]
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4.1.2. Yontemlerin Validasyonu

Sistem uygunluk ¢alismasi

HPLC ve UPLC sistemlerinin uygunlugunu test etmek amaciyla standart
etken madde ve safsizlik ¢ozeltileri 5 kez enjekte edilmistir. Klaritromisin ve
safsizliklarinin HPLC ve UPLC ile analizlerinde elde edilen alikonma zamani, pik

alan1 ve ayiricilik degerleri Tablo 4.7 ve Tablo 4.8’de verilmistir.

Tablo 4.7. Klaritromisin ve safsizliklarinin HPLC ile analizinde elde edilen

sistem uygunluk parametreleri

K Ksafl Ksaf2

tr Alan R* tr Alan R** tg Alan R**
STD1  4.15 73751 1.72 5.80 2132 241 7.8l 163.45 241
STD2 4.17 73227 1.72 5.81 2188 243 7.80 162.37 243
STD3 4.14 72393 1.73 5.81 2163 244 7.78 157.67 244
STD4 4.11 731.20 1.73 5.80 2150 244 7.79 162.66 2.44
STDS 4.12 719.70 1.74 5.78 2122 241 7.81 163.41 241
X 4.14 728.92 1.73 580 215.1 243 7.0 16191 243
SS 0.02  7.07 0.01 0.01 261 0.02 0.02 242 0.02

BSS(%) 0.48 0.97 0.58 0.17 121 0.82 0.26 1.49 0.82

tg: Alikonma zamani, R*: K ve Ksafl arasindaki ayiricilik, R**: Ksafl ile Ksaf2 arasindaki
ayiricilik, X: ortalama, SS: Standart sapma, BSS: Bagil standart sapma [Hareketli faz: pH 3.0, 5 mM
fosfat tamponu / metanol (70:30, h/h), akis hizi: 1.2 mL/dak, Klaritromisin ve safsizliklarini igceren
% 100’liik standart ¢ozelti, enjeksiyon hacmi: 20 pL]
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Tablo 4.8. Klaritromisin ve safsizliklarinin UPLC ile analizinde elde edilen

sistem uygunluk parametreleri

K Ksafl Ksaf2
tr Alan R* tr Alan R** tr Alan R**

STD 1 2.07 1100.21 11.60 0.55 231.44 4.29 0.84 295.89  4.29
STD 2 2.08 1097.13 11.65 0.55 234.06 4.30 0.85 297.71  4.30
STD 3 2.08 110422 11.63 0.55 232.17 432 0.85 294.12 432
STD 4 2.07 1095.02 11.62 0.54 22886 4.28 0.84 300.46 4.28
STD 5 2.06 1107.66 11.65 0.54 230.03 4.30 0.86 298.55 4.30

X 2.07 110085 11.63 0.55 23131 430  0.85 297.35 4.30
SS 0.01 5.15 0.02 0.00 2.00 0.01 0.01 2.44 0.01
BSS(%) 0.48 047 0.17 0.00 0.86 0.23 1.18 0.82 0.23

tg: Alikkonma zamani, R*: K ve Ksaf2 arasindaki ayiricilik, R**: Ksafl ile Ksaf2 arasindaki
ayricilik, X: ortalama, SS: Standart sapma, BSS: Bagil standart sapma [Hareketli faz: pH 3.0 fosfat
tamponu / metanol (70:30, h/h), akig hizi: 0.3 mL/dak, Klaritromisin ve safsizliklarint igeren %
100’1k standart ¢ozelti, enjeksiyon hacmi: 5 pL]

Secicilik (Selectivity)

Hareketli faz, plasebo ¢ozeltisi, standart etken madde ve safsizliklarini igceren
cozeltiler, HPLC ve UPLC sistemlerine enjekte edilmis ve elde edilen
kromatogramlar karsilastirilarak pikler arasi herhangi bir girisim olup olmadigi

belirlenmistir (Sekil 4.3 ve Sekil 4.4).
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Sekil 4.3. Hareketli faz, plasebo ¢ozeltisi ve Klaritromisin ile safsizlik
standartlarini igceren ¢ozeltilerin HPLC ile analizine ait kromatogramlar [Hareketli
faz: pH 3.0, 5 mM fosfat tamponu / metanol (70:30, h/h), akis hizi: 1.2 mL/dak,
Klaritromisin ve safsizliklarini igeren % 100’liik standart ¢dzelti, enjeksiyon hacmi:
20 pL]

0323 iz
0283 e
% 024] s
T 0.20- R~
= : &
5 0.162 n
2 012
LF] -
B 0.08
0 04_: y L J L Si:au(tlrt
°l Plagebo
0.004 Hareketli faz
T T T T T T T T T T T T T

0002040608101214161820222426 28 3.0
Zaman {Dak)

Sekil 4.4. Hareketli faz, plasebo c¢ozeltisi ve Klaritromisin ile safsizlik
standartlarini igeren ¢dzeltilerin UPLC ile analizine ait kromatogram [Hareketli faz:
pH 3.0, 5 mM fosfat tamponu / metanol (70:30, h/h), akis hizi: 0.3 mL/dak,
Klaritromisin ve safsizliklarini igeren % 100’liik standart ¢dzelti, enjeksiyon hacmi:
5 uL]
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Sistem tekrarlanabilirligi

% 100’liik Klaritromisin ve safsizlik ¢ozeltilerinin 10 kez enjekte edilmesi ile

elde edilen pik alanlar1 ve bagil standart sapma degerleri Tablo 4.9’da verilmistir.

Tablo 4.9. Klaritromisin ve safsizliklarimin analizlerinde sistem

tekrarlanabilirlik calismasinda elde edilen pik alanlari

HPLC UPLC
K Ksafl Ksaf2 K Ksafl Ksaf2

STD 1 73533 21592 165.11 1106.27 228.72 296.77
STD 2 733.71  216.43 163.07 1099.03 230.09 299.42
STD 3 731.42  214.39 161.41 1103.41 231.34 297.89
STD 4 72225  213.11 157.03 1096.33 227.86 300.06
STD 5 725.776  216.03 164.41 1103.46 232.03 300.55
STD 6 731.35 213.02 163.32 1106.21 231.47 297.89
STD 7 72290  219.83 162.57 1095.09 233.06 294.31
STD 8 721.03  217.39 159.82 1094.22 234.17 296.12
STD 9 731.57  213.41 162.66 1096.42 229.96 302.68
STD10 71371 211.23 163.41 1105.66 232.03 298.55

X 72690  215.08 162.28 1100.61 231.07 298.42
SS 6.89 2.53 2.36 4.88 1.93 2.40
BSS (%) 0.95 1.18 1.45 0.44 0.84 0.80

X: ortalama, SS: Standart sapma, BSS: Bagil standart sapma; [Hareketli faz: pH 3.0, 5 m M fosfat
tamponu / metanol (70:30, h/h), akis hizi: HPLC; 1.2 mL/dak, UPLC; 0.3 mL/dak, Klaritromisin ve
safsizliklarint igeren %100’k standart ¢zelti, enjeksiyon hacmi: HPLC; 20 pL, UPLC; 5 pL]
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Dogrusalhk

Klaritromisin ve safsizlik ¢ozeltileri i¢in olusturulan kalibrasyon egrilerine ait
veriler Tablo 4.10°da, yontemin dogrusallik kontrol grafikleri Sekil 4.5°de

verilmisgtir.

Tablo 4.10. Klaritromisin ve safsizlik ¢ozeltilerinin kalibrasyon egrilerine ait

veriler (n=6)

K Ksafl Ksaf2
HPLC
y=ax+b 7.0484x+3.5381 2.0449x-3.1821 1.5803x+0.3989
r 0.9995 0.9994 0.9995
r’ 0.9990 0.9989 0.9991

Uygulama aralhig 0.5 -60 pg/mL 2.5—-300 ng/mL 1.25 — 150 ng/mL

UPLC
y=ax+b 10.698x-7.7444 2.0373x+1.8364 2.9929x-2.7168
r 0.9996 0.9996 0.9997
r’ 0.9993 0.9992 0.9995

Uygulama arahgi 0.5 -60 ug/mL 2.5-300 ng/mL 1.25 - 150 ng/mL

[Hareketli faz: pH 3.0, 5 mM fosfat tamponu / metanol (70:30, h/h), akig hizi: HPLC; 1.2 mL/dak,
UPLC; 0.3 mL/dak, Klaritromisin ve safsizliklarini iceren %100’liik standart ¢ozelti, enjeksiyon
hacmi: HPLC; 20 uL, UPLC; 5 uL]
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Sekil 4.5. Klaritromisin ve safsizlik analizleri i¢in gelistirilen yontemlerin

dogrusallik kontrol grafikleri a) HPLC sistemi i¢in, b) UPLC sistemi i¢in

Kalibrasyon egrilerinin dogrusalliktan ayrilis ve korrelasyon katsayilariin
onem kontrolii i¢in yapilan istatistiksel degerlendirme sonucu p < 0.05 olup derisim
ile dedektor cevabir arasindaki iliski dogrusal ve r tesadiifen bulunmus bir deger

degildir. (Istatistiksel terimler ve hesaplamalar i¢in Bkz. Ek 2).
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Sekil 4.6. Klaritromisin ve safsizlik analizleri i¢in gelistirilen yontemlerle

elde edilen kalibrasyon egrileri




86

Dogruluk

Plasebo c¢ozeltisine, % 80, 100 ve 120 oraninda eklenen Klaritromisin

standartinin geri kazanim sonuglar1 Tablo 4.11°de verilmistir.

Tablo 4.11. Klaritromisinin plasebodan geri kazanim sonuglari

HPLC UPLC
Klaritromisin Elde edilen Geri Elde edilen Geri
Yiizdesi Miktar kazanim (%)  Miktar (%) kazanim (%)
(%)

79.69 99.61 79.88 99.85
% 80 79.03 98.79 80.06 100.08
81.04 101.30 80.89 101.11
101.09 101.09 100.77 100.77

% 100 98.67 98.67 99.23 99.23
98.38 98.38 99.09 99.09

119.28 99.40 119.86 99.88

% 120 118.39 98.66 119.13 99.28
120.76 100.63 120.14 100.12

X 99.61 X 99.93

SS 1.12 SS 0.69

BSS (%) 1.12 BSS 0.69

X: ortalama, SS: Standart sapma, BSS: Bagil standart sapma

[Hareketli faz: pH 3.0, 5 mM fosfat tamponu / metanol (70:30, h/h), akis hizi: HPLC; 1.2 mL/dak,
UPLC; 0.3 mL/dak, Klaritromisin ve safsizliklarini iceren %100’liik standart ¢ozelti, enjeksiyon
hacmi: HPLC; 20 uL, UPLC; 5 uL]

Kesinlik

Plasebo c¢ozeltisine, % 80, 100 ve 120 oraninda eklenen Klaritromisin
standartinin giin i¢i ve giinler arast kesinlik sonuglar1 Tablo 4.12 ve 4.13°de
verilmistir. Ayrica farkli analizciler tarafindan elde edilen kesinlik verileri Tablo

4.14’de verilmistir.
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Tablo 4.12. Klaritromisinin giin i¢i kesinlik verileri (n=6)

Klaritromisin HPLC UPLC
Yiizdesi
% 80
X 79.92 80.28
SS 1.02 0.54
BSS 1.28 0.67
% 100
X 99.38 99.70
SS 1.49 0.93
BSS 1.50 0.94
% 120
X 119.48 119.71
SS 1.20 0.52
BSS 1.00 0.43

X: ortalama, SS: Standart sapma, BSS: Bagil standart sapma, [Hareketli faz: pH 3.0, 5 mM fosfat
tamponu / metanol (70:30, h/h), akis hizi: HPLC; 1.2 mL/dak, UPLC; 0.3 mL/dak, Klaritromisin ve
safsizliklarini igeren %100°liik standart ¢dzelti, enjeksiyon hacmi: HPLC; 20 pL, UPLC; 5 pL]

Tablo 4.13. Klaritromisinin giinler aras1 kesinlik verileri (n=6)

Klaritromisin HPLC UPLC
Yiizdesi
% 80
X 79.62 80.21
SS 1.23 0.40
BSS 1.54 0.50
% 100
X 99.51 99.93
SS 1.51 0.84
BSS 1.52 0.84
% 120
X 120.14 120.04
SS 1.54 0.87
BSS 1.28 0.72

X: ortalama, SS: Standart sapma, BSS: Bagil standart sapma, [Hareketli faz: pH 3.0, 5 mM fosfat
tamponu / metanol (70:30, h/h), akis hizi: HPLC; 1.2 mL/dak, UPLC; 0.3 mL/dak, Klaritromisin ve
safsizliklarini igeren %100°liik standart ¢dzelti, enjeksiyon hacmi: HPLC; 20 pL, UPLC; 5 pL]
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Tablo 4.14. Klaritromisin ve safsizliklarinin farkli analizci ile elde edilen pik

alanlar1
Analizci HPLC UPLC

A K Ksafl Ksaf2 K Ksafl Ksaf2
STD 1 735.33 215.92 165.11 1106.27 228.72 296.77
STD 2 733.71 216.43 163.07 1099.03 230.09 299.42
STD 3 731.42 214.39 161.41 1103.41 231.34 297.89
STD 4 722.25 213.11 157.03 1096.33 227.86 300.06
STD 5 725.76 216.03 164.41 1103.46 232.03 300.55
STD 6 731.35 213.02 163.32 1106.21 231.47 297.89
X 729.97 214.82 162.39 1102.45 230.25 298.76
SS 4.98 1.52 292 4.00 1.67 1.47
BSS 0.68 0.71 1.80 0.36 0.73 0.49
Analizci HPLC UPLC

B K Ksafl Ksaf2 K Ksafl Ksaf2
STD 1 722.90 219.83 162.57 1095.09 233.06 29431
STD 2 721.03 217.39 159.82 1094.22 234.17 296.12
STD 3 731.57 213.41 162.66 1096.42 229.96 302.68
STD 4 713.71 211.23 163.41 1105.66 232.03 298.55
STD 5 721.48 215.57 163.01 1104.25 231.98 299.48
STD 6 719.70 212.23 163.41 1107.66 230.03 298.55
X 721.73 214.94 162.48 1100.55 231.87 298.28
SS 5.78 3.28 1.35 5.95 1.66 2.88
BSS 0.80 1.53 0.83 0.54 0.72 0.97

X: ortalama, SS: Standart sapma, BSS: Bagil standart sapma, [Hareketli faz: pH 3.0, 5 mM fosfat
tamponu / metanol (70:30, h/h), akis hizi: HPLC; 1.2 mL/dak, UPLC; 0.3 mL/dak, Klaritromisin ve
safsizliklarini igeren %100°liik standart ¢dzelti, enjeksiyon hacmi: HPLC; 20 pL, UPLC; 5 pL]

Farkl1 analizciler tarafindan elde edilen veriler istatistiksel olarak (Wilcoxon
eslestirilmis iki Ornek testi) karsilastirilmis olup bulgular arasinda fark yoktur
(Thesap= 5.1 1, Ttablo= 09 Thesap> Ttabloa p > 005)
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Gozlenebilirlik sinir1 (LOD)

Klaritromisin ve safsizliklarinin analizlerinde sinyal/gliriiltii oraninin 3

oldugu derisim LOD olarak belirlenmistir (Tablo 4.15).

Tablo 4.15. Klaritromisin ve safsizliklari i¢in gozlenebilirlik sinirlart

Gozlenebilirlik sinir1 (ng/mL)

HPLC UPLC
K 166.50 125.00
Ksafl 1.80 1.00
Ksaf2 1.00 0.85

Hareketli faz: pH 3.0, 5 mM fosfat tamponu / metanol (70:30, h/h), akis hizi: HPLC; 1.2 mL/dak,
UPLC; 0.3 mL/dak, enjeksiyon hacmi: HPLC; 20 puL, UPLC; 5 puL

Raporlama seviyesi
% 0.1’1ik tablet ¢ozeltisinden yapilan 6 enjeksiyon sonucu elde edilen pik

alan degerleri Tablo 4.16’da verilmistir.

Tablo 4.16. % 0.1°lik raporlama seviyesinde klaritromisin safsizliklarina ait
pik alan degerleri

HPLC UPLC

Pik alamm Pik alamm  Pik alamm  Pik alam
(Ksafl) (Ksaf2) (Ksafl) (Ksaf2)
1 42.22 66.02 47.08 118.78
2 45.38 65.61 47.45 116.42
3 43.46 63.28 49.66 118.09
4 42.22 66.41 48.69 117.45
5 44.66 63.88 49.68 119.01
6 43.25 64.69 47.47 117.01
X 43.53 64.98 48.34 117.79

SS 1.28 1.24 1.17 1.02

BSS (%) 2.94 1.91 2.42 0.87

X: ortalama, SS: Standart sapma, BSS: Bagil standart sapma [Hareketli faz: pH 3.0, 5 mM fosfat
tamponu / metanol (70:30, h/h), akis hizi: HPLC; 1.2 mL/dak, UPLC; 0.3 mL/dak, enjeksiyon
hacmi: HPLC; 20 uL, UPLC; 5 uL]
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Alt tayin simir1 (LOQ)

Klaritromisin ve safsizliklarinin analizlerinde sinyal/giiriiltii oraninin 10

oldugu derisim LOQ olarak belirlenmistir (Tablo 4.17).

Tablo 4.17. Klaritromisin ve safsizliklar1 i¢in alt tayin sinir

Alt tayin simir1 (ng/mL)

HPLC UPLC
K 500.00 375.00
Ksafl 2.50 1.87
Ksaf2 1.25 1.00

Hareketli faz: pH 3.0, 5 mM fosfat tamponu / metanol (70:30, h/h), akis hizi: HPLC; 1.2 mL/dak,
UPLC; 0.3 mL/dak, enjeksiyon hacmi: HPLC; 20 uL, UPLC; 5 uL

Saglamhk

% 100 derisimde standart Klaritromisin ve safsizlik ¢dzeltilerinin
analizlerinde organik ¢oziicii orant (% 28 — 32), tampon pH’s1 (2.8-3.2), akis hiz1
(HPLC i¢in 1.1-1.3 mL/dak. UPLC igin 0.25-0.35 mL/dak) ve dalga boyu (217-221
nm) degistirilerek sistem uygunluk parametreleri hesaplanmistir (Tablo 4.18-4.21).
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Tablo 4.18. Klaritromisin ve safsizliklarinin analizlerinde organik ¢oziicii

orani degisiminin saglamliga etkisi

UPLC

Tampon /organik ¢oziicii
orani (h/h)

72/28  70/30*  68/32

K tr (dak)
R(K-Ksafl)
N
PAs

2.07 2.08 2.08

11.62 11.63 11.65

9965 9961 9958
1.01 1.01 1.02

Ksafl tr (dak)

R(Ksafl-KsatZ)
N

PAs

0.54 0.55 0.55
4.29 4.30 4.32
9218 9226 9224
1.01 1.02 1.02

Ksaf2 tr (dak)

R(KsafZ-Ksaﬂ)
N

PAs

HPLC
Tampon /organik ¢oziicii
orani (h/h)
72/28 70/30* 68/32
4.15 4.14 4.13
1.75 1.73 1.72
4913 4901 4896
1.11 1.10 1.07
5.82 5.80 5.80
2.45 2.43 2.46
6108 6112 6118
1.01 0.99 0.98
7.82 7.80 7.81
2.45 2.43 2.42
5992 5998 5972
1.02 1.01 1.01

0.84 0.85 0.85
4.29 4.30 4.32
9198 9181 9176
1.00  1.00 1.01

tr: Alikonma zamani. PAs: Pik simetri orani. R: Ayiricilik. N: Teorik tabaka sayisi. *Optimum
kromatografik kosuldur. Hareketli faz: 5 mM fosfat tamponu / metanol, akis hizi: HPLC; 1.2
mL/dak, UPLC; 0.3 mL/dak, Klaritromisin ve safsizliklarini igceren %100’liik standart ¢ozelti,
enjeksiyon hacmi: HPLC; 20 uL, UPLC; 5 uLb

Organik ¢oziicli oraninda yapilan % 2’lik degisikligin Klaritromisin ve

safsizlik piklerine ait kromatografik parametreler iizerine etkisi istatistiksel olarak,

Mann Whitney U testi ile karsilastirilmis olup, sonuglar arasinda fark yoktur (p>

0.05).
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Tablo 4.19. Klaritromisin ve safsizliklarinin analizlerinde tampon pH

degisiminin saglamliga etkisi

HPLC UPLC
pH pH

2.8 3.0% 3.2 2.8 3.00 32
K tr (dak)  4.14 4.14 413 207 208  2.09
Rucksamy 175 1.74 175 1163 1164 11.64
N 4907 4911 4913 9960 9961 9961
PAs  1.09 1.10 110 MO 101 Lol
Ksafl tr (dak)  5.81 5.81 s80 0% 056 056
Rsafiksaizy 244 2.43 243 431 431 43
N 6118 6115 6113 2223 o226 9227
PAs 101 0.99 099 101 100 101
Ksaf2 tr (dak)  7.80 7.80 781 08 086 086
Rz ksaity 244 2.44 243 430 430 432
N 5995 5998 5997 9196 9192 9190
PAs 1.01 1.00 1.01 1.00  1.01 1.01

tg: Alikonma zamani. PAs: Pik simetri orani. R: Ayiricilik. N: Teorik tabaka sayisi. *Optimum
kromatografik kosuldur. Hareketli faz: fosfat tamponu / metanol (70:30, h/h), akis hizi: HPLC; 1.2
mL/dak, UPLC; 0.3 mL/dak, Klaritromisin ve safsizliklarini igceren %100’liik standart ¢ozelti,

enjeksiyon hacmi: HPLC; 20 uL, UPLC; 5 uLb

Tampon pH degerinde yapilan 0.2 birimlik degisikligin Klaritromisin ve

safsizlik piklerine ait kromatografik parametreler {izerine etkisi istatistiksel olarak,

Mann Whitney U testi ile karsilastirilmis olup, sonuglar arasinda fark yoktur (p>

0.05).



93

Tablo 4.20. Klaritromisin ve safsizliklarinin analizlerinde akis hizi

degisiminin saglamliga etkisi

HPLC UPLC
Akis hiz1 (mL/dak) Akis hiz1 (mL/dak)
1.1 1.2% 1.3 025  030%  0.35
K tg (dak)  4.15 4.14 413 209 208 207
Rucksamy 175 1.73 172 1163 1163  11.64
N 4923 4918 4916 9965 9961 9958
PAs  1.10 1.18 107 MO o1 102
Ksafl tg (dak)  5.80 5.81 582 9% 055 056
Rsafiksaizy  2.43 2.43 244 429 430 431
N 6108 6112 6118 2225 9227 9228
PAs 1.0l 0.99 008 100 100 101
Ksaf2 tg (dak)  7.82 7.80 781 984 085 086
Riksaz-ksaty 245 2.43 242 429 430 431
N 5992 5998 5972 9185 9182 9177
PAs  1.02 1.01 1.01 1.00  1.00 1.01

tr: Alikonma zamani. PAs: Pik simetri orani. R: Ayiricilik. N: Teorik tabaka sayisi. *Optimum
kromatografik kosuldur. Hareketli faz: pH 3.0, 5 mM fosfat tamponu / metanol (70:30, h/h),
Klaritromisin ve safsizliklarini iceren %100°liik standart ¢ozelti, enjeksiyon hacmi: HPLC; 20 pL,
UPLC; 5 uL

Hareketli faz akis hizinda yapilan degisikligin Klaritromisin ve safsizlik
piklerine ait kromatografik parametreler iizerine etkisi istatistiksel olarak, Mann

Whitney U testi ile karsilastirilmis olup, sonuglar arasinda fark yoktur (p> 0.05).
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Tablo 4.21. Klaritromisin ve safsizliklarinin analizlerinde dedektor dalga

boyu degisiminin saglamliga etkisi

HPLC UPLC
Dalga boyu (nm) Dalga boyu (nm)

217 219* 221 217 219¢ 221

K tg (dak)  4.15 4.14 4.13 207 208  2.08
Rucxamy  1.76 1.73 170 1162  11.63  11.65

N 4913 4901 4896 9955 9961 9963

PAs 111 1.10 1.07 1oL 100  1.02

Ksafl tg (dak)  5.82 5.80 5.80 054 055 055
Rsafiksaizy  2.45 2.43 2.46 429 430 432
N 6108 6112 6118 218 9226 9224

PAs 1.0 0.99 0.98 LOL 102 102

Ksaf2 tg (dak)  7.82 7.80 7.81 084 085  0.86
Riksaz-ksaty 245 2.43 2.42 429 430 431
N 5992 5998 5972 9194 9187 9185

PAs  1.02 1.01 1.01 1.01  1.01 1.01

tr: Alikonma zamani. PAs: Pik simetri orani. R: Ayiricilik. N: Teorik tabaka sayisi. *Optimum
kromatografik kosuldur. Hareketli faz: pH 3.0, 5 mM fosfat tamponu / metanol (70:30, h/h), akis
hizi: HPLC; 1.2 mL/dak, UPLC; 0.3 mL/dak, Klaritromisin ve safsizliklarini igeren %100’liik
standart ¢ozelti, enjeksiyon hacmi: HPLC; 20 uL, UPLC; 5 uL

Dedektor dalga boyunda yapilan 2 birimlik degisikligin Klaritromisin ve
safsizlik piklerine ait kromatografik parametreler {izerine etkisi istatistiksel olarak,
Mann Whitney U testi ile karsilastirilmis olup, sonuglar arasinda fark yoktur (p>
0.05).
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Cozeltilerin kararhhg:

% 100’lik derisimde klaritromisin ve safsizliklar eklenmis plasebo
¢ozeltisinin oda sicakliginda (+25°C) 48 saat boyunca 6 saat araliklarla yapilan

analizlerinde elde edilen sonuclar Tablo 4.22°de verilmistir.

Tablo 4.22. Klaritromisin ve safsizliklarinin kararlilik ¢caligmalar

HPLC UPLC
% Derisim % Derisim
Saat K Ksafl Ksaf2 K  Ksafl Ksaf2

0 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00
6 100.67 100.61 100.03 100.52 100.01 100.03
12 100.91 100.57 99.84 100.88 100.35 99.88
18 100.40 100.36 99.79 100.42 99.84 99.81
24 101.07 99.76  99.67 101.03 99.81 99.69
36 101.02 99.83  99.32 101.02 99.80 99.35
42 101.01 98.52  98.73 101.01 98.56 98.77

48 100.33 98.19 98.52 100.27 98.22 98.54
Hareketli faz: pH 3.0, 5 mM fosfat tamponu / metanol (70:30, h/h), akis hizi: HPLC; 1.2 mL/dak,

UPLC; 0.3 mL/dak, Klaritromisin ve safsizliklarini iceren %100’liik standart ¢ozelti, enjeksiyon
hacmi: HPLC; 20 uL, UPLC; 5 uL

Kalite Kontrol Kartlar

20 adet plasebo (% 100 derisimde klaritromisin ve safsizliklarini igeren)
¢Ozeltisinin analizleri sonucu elde edilen klaritromisin miktarlar1 ile kalite kontrol

kartlar1 olusturulmustur (Sekil 4.6 ve 4.7).
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HPLC ile Klaritromisin analizi kontrol karti
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Sekil 4.7. Klaritromisin eklenmis plasebo c¢ozeltilerinin HPLC analizleri

sonucu olusturulan kalite kontrol kart1 (n=20)

UPLC ile Klaritromisin analizi kontrol karti
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Sekil 4.8. Klaritromisin eklenmis plasebo c¢ozeltilerinin UPLC analizleri

sonucu olusturulan kalite kontrol kart1 (n=20)
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4.2. Azitromisin icin Kromatografik Yontemlerin Analiz Bulgular:

4.2.1. Yontemlerin Optimizasyonu

Azitromisin ve safsizliklarinin HPLC ve UPLC sistemleri ile analizleri i¢in
en uygun kromatografik kosullarin belirlenmesinde, sabit faz se¢imi, hareketli fazin
bilesimi, pH’st ve akis hizinin, azitromisin ve safsizliklarinin kromatografik

davranisi iizerindeki etkileri incelenmistir.

Kromatografik sistemin test edilen kromatografik kosullardaki t, degerinin
saptanmasi i¢in metanol sisteme enjekte edilmis ve metanoliin alikonma zamani t

degeri olarak alinmustir.

Dedektor secimi

Azitromisin, yliksek absorpsiyon gosteren bir molekiil oldugundan dizi diyot
dedektor ile galisilmistir. Maksimum absorpsiyon verdigi 240 nm dedeksiyon dalga
boyu olarak se¢ilmistir.

Sabit fazin belirlenmesi

Azitromisin ve safsizliklar1 apolar yapida molekiiller oldugundan ters faz sivi
kromatografisinde kullanilan C8 ve C18 HPLC kolonlar1 kullanilmig ve en iyi
kromatografik parametreler C18 kolon ile elde edilmistir. 150 ve 250 mm’lik
kolonlar denenmis ve 150 mm’lik kolonla daha iyi bir ayiricilik elde edilmistir.
HPLC sistemi icin ACE C18, 150 x 4.6 mm, 5 um kolon, UPLC sistemi i¢in Acquity
BEHCI18, 50x2.1 mm,1.7 um kolon sabit faz olarak se¢ilmistir.

Hareketli Fazin Belirlenmesi

Kullanilacak hareketli fazin bilesimindeki tampon ¢ozelti, pH’s1, derisimi,
organik ¢oziicli ve oran1 degistirilerek kromatografik parametrelerin nasil etkilendigi

incelenmistir.

Tampon tiirii - organik ¢oziiciiniin belirlenmesi
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Fosfat, sitrat ve asetat tamponlarina ayr1 ayr1 degisik oranlarda asetonitril
veya metanol eklenerek hareketli fazlar hazirlanmistir. Sitrat ve asetat tamponlarinin
asetonitril ve metanol ile kullanildigi kromatografik sistemlerde piklerde
kuyruklanma ve girisim gozlenmistir. Potasyum dihidrojen fosfat tamponu ile en iyi
aymrim, simetrik pikler ve yiiksek pik alanlar1 elde edilmistir. Farkli oranlarda
asetonitril ile hazirlanan hareketli faz ile elde edilen piklere ait kromatografik

parametreler Tablo 4.23’de verilmistir.

Tablo 4.23. Azitromisin ve safsizliklarinin analizinde asetonitril ylizdesinin

kromatografik parametrelere etkisi.

ACN (%) 30 35 40 45
A tr (dak) 5.68 4.80 4.14 4.07
K 8.93 6.83 6.13 5.90
Res-asatt 3.88 3.12 2.73 2.34
N 7642 6054 5321 4988
PAs 1.33 1.09 1.07 0.84
Asafl tr (dak) 5.05 2.78 2.02 1.81
K 11.64 9.50 7.15 6.81
Rissari-n 3.66 3.12 2.43 2.06
N 8031 7432 6812 5419
PAs 1.12 1.04 0.91 0.89
Asaf2 tr (dak) 8.57 7.65 6.80 5.02
K 10.12 9.74 7.92 7.15
Rasiz g 5.76 5.64 4.93 4.06
N 8130 7800 6577 6044
PAs 1.32 0.98 0.96 0.92

ACN: Asetonitril, tg: Alikonma zamani, k': Kapasite faktorii, R: Ayiricilik, N: Teorik tabaka sayisi,
PAs: Pik asimetri orani. [Kromatografik kosullar: Hareketli faz: pH 6.0, 10 mM fosfat tamponu /
asetonitril, akis hizt: 1 mL dak™, Azitromisin ve safsizliklarini igeren %100°’liik standart ¢ozelti]
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Tampon derisiminin belirlenmesi

Fosfat tamponu derisiminin analize etkisinin arastirilmasi i¢in 5 mM, 10 mM
ve 15 mM fosfat tamponu ve asetonitril (65:35, h/h) igeren ¢ozeltiler hareketli faz
olarak denenmistir. Bu kosullarda elde edilen kromatografik bulgular Tablo 4.24’de

verilmigtir.

Tablo 4.24. Azitromisin ve safsizliklarinin analizinde tampon derigiminin

kromatografik parametrelere etkisi.

Tampon SmM 10 mM 15 mM

derisimi

A tr (dak) 4.80 4.87 491
K 6.83 6.91 6.95
Ra-asamn) 3.12 3.01 2.59
N 6054 6010 5918
Pas 1.09 1.15 1.21

Asafl tr (dak) 2.78 2.90 2.94
K 9.50 9.55 9.61
Rasafi-a) 3.12 3.44 3.50
N 7432 7589 7609
Pas 1.04 1.08 1.11

Asaf2 tr (dak) 7.65 7.82 7.93
K 9.74 9.78 9.81
Roasan-a) 5.64 5.78 5.91
N 7800 7184 7262
Pas 0.98 1.09 1.15

tr: Alikonma zamani, k': Kapasite faktorii, Ry: Ayiricilik, N: Teorik tabaka sayisi, PAs: Pik asimetri
orani. [Hareketli faz: pH 6.0 fosfat tamponu / asetonitril (65:35, h/h), akis hizi: HPLC; 1.0 mL/dak,
Azitromisin ve safsizliklarini iceren %100’liik standart ¢zelti, enjeksiyon hacmi: HPLC; 20 pL]
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Tampon pH’siin belirlenmesi

Hareketli faz pH’sinin en uygun oldugu degerin saptanmasi amaciyla fosfat
tamponunun pH degeri 5.0, 5.5, 6.0 ve 6.5 olarak degistirilmistir. pH degerinin

kromatografik parametrelere etkisi Tablo 4.25'de verilmistir.

Tablo 4.25. Azitromisin ve safsizliklarinin analizinde tampon pH’sinin

kromatografik parametrelere etkisi.

pH 5.0 5.5 6.0 6.5
A tr (dak) 4.47 4.64 478 4.93
K 6.21 6.47 6.83 6.91
Ris-asatt 2.33 2.70 3.12 3.24
N 5912 5978 6054 6170
PAs 0.84 1.03 1.09 1.23
Asafl tr (dak) 1.94 221 2.78 2.81
K 8.99 9.15 9.50 9.74
Risaari-n 2.34 2.83 3.12 3.88
N 5802 6112 7432 6504
PAs 0.86 0.96 1.04 1.12
Asaf2 tr (dak) 7.21 7.44 7.65 8.01
K 8.27 8.98 9.74 9.91
Rzt 5.02 5.43 5.64 5.88
N 6307 6598 7800 7954
PAs 0.81 0.98 0.98 1.19

tr: Alikonma zamani, k': Kapasite faktorii, Rg: Ayiricilik, N: Teorik tabaka sayisi, PAs: Pik asimetri
orani. [Hareketli faz: 5 mM fosfat tamponu / asetonitril (65:35, h/h), akis hizi: HPLC; 1.0 mL/dak,
Azitromisin ve safsizliklarini iceren %100’liik standart ¢dzelti, enjeksiyon hacmi: HPLC; 20 pL]

Buna gore en iyi ayirimin saglandigi hareketli faz pH 6.0, 5 mM fosfat
tamponu / asetonitril, (65:35, h/h) olarak belirlenmistir.

HPLC ve UPLC sisteminde ayni hareketli faz kullanilmstir.
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Akis hizinin belirlenmesi

HPLC sisteminde 0.8, 1.0, 1.2 ve 1.4 mlL/dak akis hizlarinda, UPLC
sisteminde ise 0.2, 0.3, 0.4 ve 0.5 mL/dak akis hizlarinda analizler yapilmis ve elde

edilen kromatografik parametreler Tablo 4.26’da verilmistir.

Tablo 4.26. Hareketli faz akis hizinin kromatografik parametrelere etkisi

HPLC sistemi UPLC sistemi
Akis Hizi
(mL/dak) 0.8 1.0 1.2 1.4 0.2 0.3 0.4 0.5
A tr (dak) 2.90 3.58 4.17 4.67 1.88 2.07 2.56 2.79
K 3.65 5.71 6.02 7.13  6.56 832 1132 14.28
Ra-asatty 1.04 1.56 1.71 1.73  9.84 11.63 1233 13.02
N 4208 4318 4961 5103 9022 8932 8709 8677
PAs 0.89 0.91 1.08 1.21  1.08 1.01 1.11 1.06
Asafl tg (dak) 4.55 5.01 5.83 632 041 0.55 0.59 0.64
K 6.05 7.81 6.95 844 432 6.67 8.54 9.02

Rasaf1-a) 1.21 1.79 243 261 322 430 4.65 4.89

N 5844 6008 6112 6238 9563 9430 9382 9271
PAs 0.82 0.91 0.96 1.08 1.08 1.01 1.06 1.06
Asaf2  tg (dak) 6.61 7.04 7.80 832 071 0.84 0.92 1.13
K 6.89 7.45 7.98 8.61 534 741 9.01 12.19
Riasan-) 1.67 2.01 243 256 322 430  4.65 4.89
N 4963 5356 5798 6201 9830 9761 9308 9116
PAs 0.86 0.91 0.98 1.06 1.10 1.00 0.98 0.98

tr: Alikonma zamani, k': Kapasite faktorii, Rg: Ayiricilik, N: Teorik tabaka sayisi, PAs: Pik asimetri
orani. [Hareketli faz: pH 6.0, 5 mM fosfat tamponu / asetonitril (65:35, h/h), Azitromisin ve
safsizliklarini iceren %100’liik standart ¢ozelti, enjeksiyon hacmi: HPLC; 20 pL, UPLC; 5 pL]



Enjeksiyon hacminin belirlenmesi

Enjeksiyon hacmi degistirilerek kromatografik parametrelerin nasil degistigi

incelenmis ve elde edilen kromatografik parametreler Tablo 4.27°de verilmistir.

Tablo 4.27. Enjeksiyon hacminin kromatografik parametrelere etkisi
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HPLC UPLC
Enjeksiyon
hacmi (uL) 5 10 20 40 3 5 7 9
A tr (dak) 411 415 417 421 206 207 2.09 2.13
K 621 6.14 6.02 597 826 832 8.09 7.84
Ra-asafn) l.e6 167 1.71 1.74 11.08 11.63 12.08 12.23
N 4851 4904 4961 5228 8733 8932 9103 9388
Pas 0.97 1.01 1.03  1.06 0098 1.01 1.01 1.04
Asafl tg (dak) 577 581 583 585 054 055 057 0.57
K 7.18 7.03 695 6.88  6.73 6.67 648 6.31
Rasaf1-a) 219 230 243 255 417 430 444 4.61
N 5929 6012 6112 6310 9371 9430 9501 9592
Pas 095 096 097 105 097 1.01 1.04 1.05
Asaf2 tg (dak) 7.57 757 7.60 7.61 0.83 0.84 0.84 0.86
K 795 791 788 7.83 750 741 @ 7.38 7.33
Rasatz-a) 237 240 243 245 436 430 422 4.17
N 5701 5729 5798 5810 9703 9761 9811 9847
Pas 097 097 098 101 097 1.00  1.03 1.03

tr: Alikonma zamani, k': Kapasite faktorii, Ry: Ayiricilik, N: Teorik tabaka sayisi, PAs: Pik asimetri
orani. [Hareketli faz: pH 6.0, 5 mM fosfat tamponu / asetonitril (65:35, h/h), akis hizi: HPLC; 1.0
mL/dak, UPLC; 0.4 mL/dak, Azitromisin ve safsizliklarini i¢eren %100’liik standart ¢ozelti]
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Optimizasyon c¢alismalar1 sonunda HPLC ve UPLC icin belirlenen
kromatografik kosullar Tablo 4.28’de verilmistir.

Tablo 4.28. HPLC ve UPLC sistemleri i¢in belirlenen kromatografik kosullar

HPLC UPLC
Kolon ACE C18, 150 x 4.6 mm, 5 um  Acquity BEHC18, 50x2.1 mm,1.7um
Dedektor 240 nm, DAD 240 nm, DAD
Hareketli faz  pH 6.0, 5 mM fosfat tamponu/ pH 6.0, 5 mM fosfat tamponu /
asetonitril, (65 : 35, h/h) asetonitril, (65 : 35, h/h)
AKis hiza 1.0 mL/dak 0.4 mL/dak
Enjeksiyon 20 uL 5uL

hacmi

Saptanan optimum kosullarda Azitromisin ve safsizliklarinin analizi HPLC

sisteminde 8.0 dak, UPLC sisteminde 3.0 dak’da gerceklestirilmistir (Sekil 4.8-4.9).
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Sekil 4.9.  Azitromisin ve safsizliklarimin HPLC ile analizine ait
kromatogram [Hareketli faz: pH 6.0, 5 mM fosfat tamponu / asetonitril (65:35, h/h),
akis hizi: 1,0 mL/dak, Azitromisin ve safsizliklarini iceren %100’liikk standart
¢oOzelti, enjeksiyon hacmi: 20 pL]
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Sekil 4.10. Azitromisin ve safsizliklarinin UPLC ile analizine ait
kromatogram [Hareketli faz: pH 6.0, 5 mM fosfat tamponu / asetonitril (65:35, h/h),
akis hizi: 0.4 mL/dak, Azitromisin ve safsizliklarini iceren %100’liikk standart
¢ozelti, enjeksiyon hacmi: 5 pL]
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4.1.2. Yontemlerin Validasyonu

Sistem uygunluk ¢alismasi

HPLC ve UPLC sistemlerinin uygunlugunu test etmek amaciyla standart
etken madde ve safsizlik cozeltileri 5 kez enjekte edilmistir. Azitromisin ve
safsizliklarinin HPLC ve UPLC ile analizlerinde elde edilen alikonma zamani, pik

alan1 ve ayricilik degerleri Tablo 4.29 ve Tablo 4.30°da verilmistir.

Tablo 4.29. Azitromisin ve safsizliklarinin HPLC ile analizinde elde edilen

sistem uygunluk parametreleri

A Asafl Asaf2
tr Alan R* tr Alan R* tr Alan R**

STD 1 4.81 255557 3.12 278 1554.19 3.12 7.61 1731.15  5.21
STD 2 4.85 250133 3.14 278 1568.06 3.14 7.62 1712.73  5.24
STD 3 4.77 257817 3.12 2.78 157550 3.12 7.66 1756.31  5.22
STD 4 482 2564.01 3.13 2.78 1536.59 3.13 7.63 172391 5.23
STD 5 477 252729 312 278 1549.62 3.12 7.62 1716.53  5.23

X 4.80 254527 3.13 2778 1556.79 3.13 7.63 1728.13  5.23
SS 0.03 30.80 0.01 0.00 15.36 0.01 0.02 17.27 0.01
BSS(%) 0.63 1.21 0.32 0.00 0.99 032 0.26 1.00 0.19

tr: Alikonma zamani, R*: A ile Asafl arasindaki ayiricilik, R**: A ile Asaf2 arasindaki ayiricilik, X:
ortalama, SS: Standart sapma, BSS: Bagil standart sapma [Hareketli faz: pH 6.0, 5 mM fosfat
tamponu / asetonitril (65:35, h/h), akis hizi: HPLC; 1.0 mL/dak, UPLC; 0.4 mL/dak, Azitromisin ve
safsizliklarini iceren %100’ ik standart ¢ozelti, enjeksiyon hacmi: HPLC; 20 pL, UPLC; 5 pL]
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Tablo 4.30. Azitromisin ve safsizliklarinin UPLC ile analizinde elde edilen

sistem uygunluk parametreleri

A Asafl Asaf2

tr Alan R* tr Alan R* tr Alan R**
STD 1 1.03  7597.12 422 0.57 4612.09 422 265 512947 5.62
STD 2 1.04 7578.66 420 0.57 4663.11 420 2.61 5089.33 5.64
STD 3 1.03  7557.15 4.17 0.57 4589.92 417 2.66 507627 5.62
STD 4 1.02  7486.19 422 0.57 4603.88 422 260 5131.79 5.63
STD 5 1.03  7473.02 420 0.57 4612.09 420 2.62 5101.08 5.67
X 1.03  7538.43 420 0.57 461622 420 2.63 510559 5.64
SS 0.01 55.72 0.02 0.00 27.73 0.02 0.03 24.50 0.02
BSS(%) 0.97 0.74 0.48 0.00 0.60 0.48 1.14 048 0.35

tr: Alikonma zamani, R*: A ve Asafl arasindaki ayiricilik, R**: A ile Asaf2 arasindaki ayiricilik, X:
ortalama, SS: Standart sapma, BSS: Bagil standart sapma [Hareketli faz: pH 6.0 fosfat tamponu /
asetonitril (65:35, h/h), akis hizi: 0.4 mL/dak, Azitromisin ve safsizliklarimi igeren %1001k
standart ¢ozelti, enjeksiyon hacmi: 5 pL]

Secicilik (Selectivity)

Coziicli, plasebo c¢ozeltisi, etken madde ve safsizliklarini igeren standart

¢ozelti HPLC ve UPLC sistemlerine enjekte edilmis ve elde edilen kromatogramlar

karsilastirilarak pikler arast herhangi bir girisim olup olmadigr belirlenmistir (Sekil

4.10 ve Sekil 4.11).
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Sekil 4.11. Hareketli faz, plasebo ¢ozeltisi ve Azitromisin ile safsizlik
standartlarini igeren ¢ozeltinin HPLC ile analizine ait kromatogramlar [Hareketli
faz: pH 6.0, 5 mM fosfat tamponu / asetonitril (65:35, h/h), akis hizi: 1,0 mL/dak,
Azitromisin ve safsizliklarini igeren %100’liik standart ¢ozelti, enjeksiyon hacmi:
20 uL]
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Sekil 4.12. Hareketli faz, plasebo ¢oOzeltisi ve Azitromisin ile safsizlik

standartlarini iceren ¢ozeltinin UPLC ile analizine ait kromatogram [Hareketli faz:
pH 6.0, 5 mM fosfat tamponu / asetonitril (65:35, h/h), akis hizi: 0.4 mL/dak,
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Azitromisin ve safsizliklarini iceren %100’liik standart ¢ozelti, enjeksiyon hacmi: 5
uL]

Sistem tekrarlanabilirligi
% 100’liik Azitromisin ve safsizlik ¢ozeltilerinin 10 kez enjekte edilmesi ile

elde edilen pik alanlar1 ve bagil standart sapma degerleri Tablo 4.31°de verilmistir.

Tablo 4.31. Azitromisin ve safsizliklarinin analizlerinde sistem

tekrarlanabilirlik ¢calismasinda elde edilen pik alanlar1

HPLC UPLC
A Asafl Asaf?2 A Asafl Asaf?2

STD1 255557 155419 1731.15 7597.12  4612.09  5129.47
STD2 250133 1558.06 1712.73  7578.66  4663.11  5089.33
STD3 2578.17 1550.50 175631  7557.15  4589.92  5076.27
STD4 2564.01 153659 1723.91 7486.19  4603.88  5131.79
STD5 252729 1522.19 1716.53  7543.02  4652.17  5101.08
STD6 251721 1549.62 1729.37 7498.18  4612.09  5156.19
STD7 250844 1521.56 1711.55 7473.02 457129  5084.73
STDS8 2566.72 1549.62 172647 749454 458782  5127.39
STD9 2552.95 1551.07 174438 7487.97 460456  5111.90
STD 10 2522.18 152241 1722.91 7573.11  4646.09  5093.16

X 253939  1541.58  1727.53  7528.90 4614.30 5110.13
SS 27.17 14.52 13.98 45.74 30.16 25.52
BSS 1.07 0.94 0.81 0.61 0.65 0.50

X: ortalama, SS: Standart sapma, BSS: Bagil standart sapma; [Hareketli faz: pH 6.0, 5 mM fosfat
tamponu / asetonitril (65:35, h/h), akis hizi: HPLC; 1.0 mL/dak, UPLC; 0.4 mL/dak, Azitromisin ve
safsizliklarint igeren %100’k standart ¢zelti, enjeksiyon hacmi: HPLC; 20 pL, UPLC; 5 pL]
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Dogrusalhik

Azitromisin ve safsizlik ¢ozeltileri i¢in olusturulan kalibrasyon egrilerine ait
veriler Tablo 4.32°de, yoOntemin dogrusallik kontrol grafikleri Sekil 4.12°de

verilmigtir.

Tablo 4.32. Azitromisin ve safsizlik ¢ozeltilerinin kalibrasyon egrilerine ait

veriler (n=6)

A Asafl Asaf2
HPLC
y=ax+b 24.928x+16.629 14.991x-2.9979 16.465x+7.983
R 0.9990 0.9995 0.9994
r’ 0.9981 0.9991 0.9988

Uygulama aralhig 0.5 -60 pg/mL 2.5-300 ng/mL 2.5 —300 ng/mL

UPLC

y=ax+b 77.99x-99.12 45.486x+4.4223 50.481x+20.157
R 0.9995 0.9997 0.9994
r’ 0.9990 0.9994 0.9988

Uygulama aralhig 0.5-60 pg/mL 2.5—-300 ng/mL 2.5 —300 ng/mL

Hareketli faz: pH 6.0, 5 mM fosfat tamponu / asetonitril (65:35, h/h), akis hizi: HPLC; 1.0 mL/dak,
UPLC; 0.4 mL/dak, enjeksiyon hacmi: HPLC; 20 uL, UPLC; 5 puL
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= - = -
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Olmas gereken derigim (g mL) Olmasn gereken derigim (ug/'mL)

Sekil 4.13. Azitromisin ve safsizlik analizleri i¢in gelistirilen yontemlerin

dogrusallik kontrol grafikleri a) HPLC sistemi i¢in, b) UPLC sistemi i¢in

Kalibrasyon egrilerinin dogrusalliktan ayrilis ve korrelasyon katsayilarinin
Oonem kontrolii i¢in yapilan istatistiksel degerlendirme sonucu p < 0.05 olup derisim
ile dedektor cevabir arasindaki iliski dogrusal ve r tesadiifen bulunmus bir deger

degildir. (Istatistiksel terimler ve hesaplamalar i¢in Bkz. Ek 2).
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Sekil 4.14. Azitromisin ve safsizlik analizleri i¢in gelistirilen yontemlerle

elde edilen kalibrasyon egrileri
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Dogruluk

Plasebo c¢ozeltisine, % 80, 100 ve 120 oraninda ecklenen Azitromisin

standartinin geri kazanim sonuglar1 Tablo 4.33°de verilmistir.

Tablo 4.33. Azitromisinin plasebodan geri kazanim sonuglari

HPLC UPLC
Azitromisin Elde edilen Geri Elde edilen Geri
Yiizdesi Miktar (%) kazanim (%) Miktar (%) kazamm (%)

80.11 100.14 79.78 99.73
% 80 79.21 99.01 80.12 100.15
79.01 98.76 81.10 101.38
101.14 101.14 100.09 100.09

% 100 99.33 99.33 98.13 98.13
98.07 98.07 100.25 100.25
120.81 100.68 121.55 101.29

% 120 119.72 99.77 119.43 99.53
121.06 100.88 120.67 100.56
X 99.75 X 100.12

SS 1.05 SS 0.98

BSS (%) 1.05 BSS 0.98

X: ortalama, SS: Standart sapma, BSS: Bagil standart sapma [Hareketli faz: pH 6.0, 5 mM fosfat
tamponu / asetonitril (65:35, h/h), akis hizi: HPLC; 1.0 mL/dak, UPLC; 0.4 mL/dak, enjeksiyon
hacmi: HPLC; 20 uL, UPLC; 5 uL]

Kesinlik

Plasebo c¢ozeltisine, % 80, 100 ve 120 oraninda ecklenen Azitromisin
standartinin giin i¢i ve giinler arast kesinlik sonuglar1 Tablo 4.34 ve 4.35°de
verilmistir. Ayrica farkli analizciler tarafindan elde edilen kesinlik verileri Tablo

4.36’de verilmistir.
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Tablo 4.34. Azitromisin ve safsizliklarinin giin i¢i kesinlik verileri (n=6)

Azitromisin HPLC UPLC
Yiizdesi
% 80
X 79.44 80.67
SS 0.59 0.50
BSS 0.74 0.62
% 100
X 99.51 99.49
SS 1.54 1.18
BSS 1.55 1.19
% 120
X 120.53 120.22
SS 0.71 0.68
BSS 0.59 0.57

X: ortalama, SS: Standart sapma, BSS: Bagil standart sapma; [Hareketli faz: pH 6.0, 5 mM fosfat
tamponu / asetonitril (65:35, h/h), akis hizi: HPLC; 1.0 mL/dak, UPLC; 0.4 mL/dak, enjeksiyon
hacmi: HPLC; 20 uL, UPLC; 5 uL]

Tablo 4.35. Azitromisin ve safsizliklarinin giinler arasi kesinlik verileri (n=6)

Azitromisin HPLC UPLC
Yiizdesi
% 80
X 79.11 80.33
SS 0.95 0.39
BSS 1.21 0.48
% 100
X 99.85 99.82
SS 1.59 0.61
BSS 1.59 0.61
% 120
X 120.86 120.55
SS 0.97 0.12
BSS 0.80 0.10

X: ortalama, SS: Standart sapma, BSS: Bagil standart sapma; [Hareketli faz: pH 6.0, 5 mM fosfat
tamponu / asetonitril (65:35, h/h), akis hizi: HPLC; 1.0 mL/dak, UPLC; 0.4 mL/dak, enjeksiyon
hacmi: HPLC; 20 uL, UPLC; 5 pL]
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Tablo 4.36. Azitromisin ve safsizliklariin farkli analizcei ile elde edilen pik

alanlar
HPLC UPLC

Analizei 1 A Asafl Asaf?2 A Asafl Asaf?2
STD1  2564.01 1536.59 1723.91 7486.19 4603.88  5131.79
STD2 252729  1522.19 1716.53 7543.02 4652.17  5101.08
STD3 251721 1549.62 1729.37 7498.18 4612.09  5156.19
STD4 250844  1521.56 1711.55 7473.02 457129  5084.73
STDS  2566.72  1549.62 1726.47 7494.54 4587.82  5127.39
STD6 255295  1551.07 1744.38 7487.97 4604.56  5111.90
X 2539.44  1538.44 1725.37 7497.15 460530  5118.85

SS 25.03 13.87 11.40 24.08 27.23 25.15

BSS 0.99 0.90 0.66 0.32 0.59 0.49

HPLC UPLC

Analizei 2 A Asafl Asaf2 A Asafl Asaf2
STD1 250133  1558.06 1712.73 7578.66 4663.11  5089.33
STD2  2578.17 1550.5 1756.31 7557.15 4589.92  5076.27
STD3 256672  1549.62 1726.47 7494 .54 4587.82  5127.39
STD4 255295  1551.07 1744.38 7487.97 4604.56  5111.90
STDS 252218 152241 1722.91 7573.11 4646.09  5093.16
SID6 255557  1554.19 1731.15 7498.18 4612.09  5156.19
X 2546.15  1547.64 1732.33 7531.60 461727  5109.04

SS 28.87 12.74 15.68 42.39 30.78 29.27

BSS 1.13 0.82 0.90 0.56 0.67 0.57

X: ortalama, SS: Standart sapma, BSS: Bagil standart sapma [Hareketli faz: pH 6.0, 5 mM fosfat
tamponu / asetonitril (65:35, h/h), akis hizi: HPLC; 1.0 mL/dak, UPLC; 0.4 mL/dak, Azitromisin ve

safsizliklarint igeren %100’k standart ¢zelti, enjeksiyon hacmi: HPLC; 20 pL, UPLC; 5 pL]

Farkl1 analizciler tarafindan elde edilen veriler istatistiksel olarak (Wilcoxon

eslestirilmis iki Ornek testi) karsilastirilmis olup bulgular arasinda fark yoktur
(Thesap= 471, Ttablo= 09 Thesap> Ttabloap>0-05)-
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Gozlenebilirlik sinir1 (LOD)

Azitromisin ve safsizliklarinin analizlerinde sinyal/giiriiltii oraninin 3 oldugu

derisim LOD olarak belirlenmistir (Tablo 4.37).

Tablo 4.37. Azitromisin ve safsizliklar1 i¢in gézlenebilirlik sinirlar

Gozlenebilirlik sinir1 (ng/mL)

HPLC UPLC
A 185.50 125.00
Asafl 2.40 1.50
Asaf?2 1.00 0.85

Hareketli faz: pH 6.0, 5 mM fosfat tamponu / metanol (65:35, h/h), akis hizi: HPLC; 1.0 mL/dak,
UPLC; 0.4 mL/dak, enjeksiyon hacmi: HPLC; 20 uL, UPLC; 5 uL

Raporlama seviyesi
% 0.1’1ik tablet ¢ozeltisinden yapilan 6 enjeksiyon sonucu elde edilen pik

alan degerleri Tablo 4.38’de verilmistir.

Tablo 4.38. % 0.1°’lik raporlama seviyesinde Azitromisin safsizliklarina ait pik
alan degerleri

HPLC UPLC

Pik alamm Pik alamm  Pik alamm  Pik alam

(Asafl) (Asaf2) (Asafl) (Asaf2)
1 58.06 71.27 86.63 93.08
2 50.5 77.63 85.89 91.07
3 49.62 72.64 82.87 95.12
4 51.07 74.43 88.6 94.11
5 47.41 72.29 86.46 95.09
6 54.19 73.11 84.12 94.15
X 51.81 73.56 85.76 93.77
SS 3.77 2.25 2.02 1.52
BSS (%) 7.28 3.06 2.36 1.62

X: ortalama, SS: Standart sapma, BSS: Bagil standart sapma [Hareketli faz: pH 6.0, 5 mM fosfat
tamponu / asetonitril (65:35, h/h), akis hizi: HPLC; 1.0 mL/dak, UPLC; 0.4 mL/dak, enjeksiyon
hacmi: HPLC; 20 uL, UPLC; 5 pL]
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Alt tayin simir1 (LOQ)

Azitromisin ve safsizliklarinin analizlerinde sinyal/giiriiltii oraninin 10 oldugu

derisim LOQ olarak belirlenmistir (Tablo 4.39).

Tablo 4.39. Azitromisin ve safsizliklari i¢in alt tayin sinir1

Alt tayin sinir1 (ng/mL)

HPLC UPLC
A 500.00 375.00
Asafl 2.50 1.87
Asaf?2 1.25 1.00

Hareketli faz: pH 6.0, 5 mM fosfat tamponu / asetonitril (65:35, h/h), akis hizi: HPLC; 1.0 mL/dak,
UPLC; 0.4 mL/dak, enjeksiyon hacmi: HPLC; 20 uL, UPLC; 5 uL

Saglamhk

% 100 derisimde standart Azitromisin ve safsizlik ¢ozeltilerinin analizlerinde
organik ¢oziicli oran1 (% 33 — 37), tampon pH’s1 (5.8-6.2), akis hizi (HPLC igin 0.9-
1.1 mL/dak, UPLC i¢in 0.35-0.45 mL/dak) ve dalga boyu (217-221 nm)
degistirilerek sistem uygunluk parametreleri hesaplanmistir (Tablo 4.40-4.43).
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Tablo 4.40. Azitromisin ve safsizliklarinin analizlerinde organik c¢oziicii

orani degisiminin saglamliga etkisi

HPLC UPLC
Tampon /organik ¢oziicii oranm1  Tampon /organik ¢oziicii orani
(h/h) (h/h)
67/33  65/35% 6337 6733  65/35%  63/37
A tg(dak)  4.80 4.80 4.81 1.02 1.03 1.03
Ronary 312 3.12 3.14 422 4.22 423
N 6051 6054 6054 9303 9307 9309
Pas  1.09 1.09 1.08 1.01 1.02 1.02
Asafl ¢, (dak)  2.79 278 278 0.54 0.57 0.55
Ruwns  3.14 3.12 3.13 4.21 4.22 423
N 7415 7432 7428 9677 9672 9674
Pas  1.03 1.04 1.04 1.01 1.01 1.02
Asaf2 ¢, (dak)  7.65 7.65 7.64 2.62 2.63 2.65
Ruwns  5.63 5.64 5.65 5.20 5.23 5.22
N 7803 7800 7798 9298 9291 9276
Pas  0.99 0.98 0.98 1.00  1.01 1.01

tg: Alikonma zamani, PAs: Pik simetri orani. R: Ayiricilik, N: Teorik tabaka sayisi, *Optimum
kromatografik kosuldur. [Hareketli faz: pH 6.0, 5 mM fosfat tamponu / asetonitril, akis hizi: HPLC;
1.0 mL/dak, UPLC; 0.4 mL/dak, Azitromisin ve safsizliklarini iceren %100’liik standart ¢ozelti,
enjeksiyon hacmi: HPLC; 20 uL, UPLC; 5 uL]

Organik c¢oziici oraninda yapilan % 2’lik degisikligin Azitromisin ve
safsizlik piklerine ait kromatografik parametreler iizerine etkisi istatistiksel olarak,
Mann Whitney U testi ile karsilastirilmis olup, sonuglar arasinda fark yoktur (p>
0.05).
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Tablo 4.41. Azitromisin ve safsizliklarinin analizlerinde tampon pH

degisiminin saglamliga etkisi

HPLC UPLC
pH pH

5.8 6.0* 6.2 5.8 6.0% 6.2

A tg (dak)  4.80 4.80 481 1.02 1.03 1.03
Ronary  3.12 3.12 3.14 422 422 423
N 6051 6054 6054 9303 9307 9309

PAs  1.09 1.09 1.08 1.01 1.02 1.02

Asafl ¢y (dak)  2.79 2.78 2.78 0.54 0.57 0.55
Ruwnsy  3.14 3.12 3.13 4.21 4.22 423
N 7415 7432 7428 9677 9672 9674

PAs  1.03 1.04 1.04 1.01 1.01 1.02

Asaf2 ¢, (dak)  7.65 7.65 7.64 2.62 2.63 2.65
Ruwnsy  5.63 5.64 5.65 5.20 5.23 5.22
N 7803 7800 7798 9298 9291 9276

PAs 0.99 0.98 0.98 1.00 1.01 1.01

tr: Alikonma zamani, PAs: Pik simetri orani. R: Ayiricilik, N: Teorik tabaka sayisi, *Optimum
kromatografik kosuldur. [Hareketli faz: 5 mM fosfat tamponu / asetonitril (65:35, h/h), akis hizi:
HPLC; 1.0 mL/dak, UPLC; 0.4 mL/dak, Azitromisin ve safsizliklarini iceren %100’liikk standart
¢ozelti, enjeksiyon hacmi: HPLC; 20 puL, UPLC; 5 pL]

Tampon pH degerinde yapilan 0.2 birimlik degisikligin Azitromisin ve
safsizlik piklerine ait kromatografik parametreler {izerine etkisi istatistiksel olarak,
Mann Whitney U testi ile karsilastirilmis olup, sonuglar arasinda fark yoktur (p>
0.05).
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Tablo 4.42. Azitromisin ve safsizliklarinin analizlerinde akis hizi degisiminin

saglamliga etkisi

HPLC UPLC
Akis hiz1 (mL/dak) Akis hiz1 (mL/dak)

0.9 1.0% 1.1 035  0.40* 045
A tr (dak) 4.80  4.80 4.81 1.02 103  1.03
Ry 312 3.12 3.14 422 422 423
N 6051 6054 6054 9303 9307 9309
PAs  1.09  1.09 1.08 1.01 .02 1.02
Asafl ¢, (dak) 279  2.78 278 0.54 057  0.55
Ruwnny 314 312 3.13 4.21 422 423
N 7415 7432 7428 9677 9672 9674
PAs 1.03  1.04 1.04 1.01 .01 1.02
Asaf2 ¢, (dak) 7.65  7.65 7.64 2.62 263 265
Ruwnsy  5.63  5.64 5.65 5.20 523 522
N 7803 7800 7798 9298 9291 9276
PAs 099 098 0.98 1.00 1.01 101

tr: Alikonma zamani, PAs: Pik simetri orani. R: Ayiricilik, N: Teorik tabaka sayisi, *Optimum
kromatografik kosuldur. [Hareketli faz: pH 6.0, 5 mM fosfat tamponu / asetonitril (65:35, h/h),
Azitromisin ve safsizliklarii iceren %100’lik standart ¢ozelti, enjeksiyon hacmi: HPLC; 20 pL,
UPLC; 5 pL]

Hareketli faz akis hizinda yapilan degisikligin Azitromisin ve safsizlik
piklerine ait kromatografik parametreler iizerine etkisi istatistiksel olarak, Mann

Whitney U testi ile karsilastirilmis olup, sonuglar arasinda fark yoktur (p> 0.05).
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Tablo 4.43. Azitromisin ve safsizliklarinin analizlerinde dedektor dalga boyu

degisiminin saglamliga etkisi

HPLC UPLC
Dalga boyu (nm) Dalga boyu (nm)
238 240+ 242 238 240 242
A tg (dak)  4.80 4.80 481 1.02 1.03 1.03
Ronary  3.12 3.12 3.14 422 422 4.23
N 6051 6054 6054 9303 9307 9309
PAs  1.09 1.09 1.08 Lol 1.02 1.02
Asafl ¢, (dak) 279 278 278 0.54 0.57 0.55
Ruwny  3.14 3.12 3.13 4.21 4.22 423
N 7415 7432 7408 07T 9672 9674
PAs  1.03 1.04 1.04 Lol 1.01 1.02
Asaf2  (,(dak)  7.65 7.65 7.64 2.62 2.63 2.65
Ruwnsy  5.63 5.64 5.65 5.20 5.23 5.22
N 7803 7800 7798 9298 9291 9276
PAs  0.99 0.98 0.98 1.00 1.01 1.01

tr: Alikonma zamani, PAs: Pik simetri orani. R: Ayiricilik, N: Teorik tabaka sayisi, *Optimum
kromatografik kosuldur. [Hareketli faz: pH 6.0, 5 mM fosfat tamponu / asetonitril (65:35, h/h), akis
hizi: HPLC; 1.0 mL/dak, UPLC; 0.4 mL/dak, Azitromisin ve safsizliklarini iceren %100’liik
standart ¢ozelti, enjeksiyon hacmi: HPLC; 20 uL, UPLC; 5 pL]

Dedektor dalga boyunda yapilan 2 birimlik degisikligin Azitromisin ve
safsizlik piklerine ait kromatografik parametreler iizerine etkisi istatistiksel olarak,
Mann Whitney U testi ile karsilastirilmis olup, sonuglar arasinda fark yoktur (p>
0.05).
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Cozeltilerin kararhhg:

% 100°lik derisimde Azitromisin ve safsizliklar eklenmis plasebo
cozeltisinin oda sicakliginda (+25°C) 48 saat boyunca 6 saat araliklarla yapilan

analizlerinde elde edilen sonuclar Tablo 4.44’de verilmistir.

Tablo 4.44. Azitromisin ve safsizliklarinin kararlilik ¢aligmalari

HPLC UPLC
% %
Derisim Derisim

Saat A Asafl  Asaf2 A Asafl  Asaf2
0 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00
6 100.67 100.61 100.83 100.59 100.55 100.94

12 99.71 100.17 100.78 99.70 100.13 100.71
18 100.45 101.13 9993 100.55 101.29 99.88
24 99.87 100.36 101.01 99.63 100.42 101.12
36 100.12 101.21 101.72 100.56 101.47 101.66
42 101.61 100.58 101.32 100.51 100.61 101.35

48 100.31 101.03 101.61 100.33 101.15 101.58
Hareketli faz: pH 6.0, 5 mM fosfat tamponu / asetonitril (65:35, h/h), akis hizi: HPLC; 1.0 mL/dak,
UPLC; 0.4 mL/dak, Azitromisin ve safsizliklarini igeren %100’likk standart ¢dzelti, enjeksiyon
hacmi: HPLC; 20 uL, UPLC; 5 uL

Kalite Kontrol Kartlar

20 adet plasebo (% 100 derisimde Azitromisin ve safsizliklarini iceren)
¢Ozeltisinin analizleri sonucu elde edilen Azitromisin miktarlar ile kalite kontrol

kartlar1 olusturulmustur (Sekil 4.13 ve 4.14).
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Sekil 4.15. Azitromisin eklenmis plasebo ¢ozeltilerinin HPLC analizleri

sonucu olusturulan kalite kontrol kart1 (n=20)
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Sekil 4.16. Azitromisin eklenmis plasebo ¢ozeltilerinin UPLC analizleri

sonucu olusturulan kalite kontrol kart1 (n=20)
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4.3. Spiramisin icin Kromatografik Yontemlerin Analiz Bulgular
4.3.1. Yontemlerin Optimizasyonu

Spiramisin ve safsizliklarinin HPLC ve UPLC sistemleri ile analizleri i¢in en
uygun kromatografik kosullarin belirlenmesinde, sabit faz sec¢imi, hareketli fazin
bilesimi, pH’s1 ve akis hizinin, Spiramisin ve safsizliklarinin kromatografik davranisi

tizerindeki etkileri incelenmistir.

Kromatografik sistemin test edilen kromatografik kosullardaki t, degerinin
saptanmasi i¢in metanol sisteme enjekte edilmis ve metanoliin alikonma zamani t

degeri olarak alinmustir.
Dedektor secimi

Spiramisin, yliksek absorpsiyon gosteren bir molekiil oldugundan dizi diyot
dedektor ile galisilmistir. Maksimum absorpsiyon verdigi 240 nm dedeksiyon dalga
boyu olarak se¢ilmistir.

Sabit fazin belirlenmesi

Spiramisin ve safsizliklar1 apolar yapida molekiiller oldugundan ters faz sivi
kromatografisinde kullanilan C8 ve C18 HPLC kolonlar1 kullanilmig ve en iyi
kromatografik parametreler C18 kolon ile elde edilmistir. 150 ve 250 mm’lik
kolonlar denenmis ve 250 mm’lik kolonla daha iyi bir ayiricilik elde edilmistir.
HPLC sisteminde, Inertsil ODS 250 x 4.6 mm, 5Sum kolon, UPLC sisteminde
Acquity BEH C18, 50 x 2.1 mm, 1.7 pm kolon sabit faz olarak secilmistir.

Hareketli Fazin Belirlenmesi

Kullanilacak hareketli fazin bilesimindeki tampon ¢ozelti, pH’s1, derigimi,
organik ¢oziicli ve oran1 degistirilerek kromatografik parametrelerin nasil etkilendigi

incelenmistir.
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Tampon tiirii - organik ¢dziiciiniin belirlenmesi;

Fosfat, sitrat ve asetat tamponlarina ayr1 ayr1 degisik oranlarda asetonitril
veya metanol eklenerek hareketli fazlar hazirlanmistir. Fosfat ve sitrat tamponlarinin
asetonitril ve metanol ile kullanildigi kromatografik sistemlerde piklerde
kuyruklanma gozlenmistir. Asetat tamponunun kullanildig1 hareketli faz ile simetrik
ve birbiri ile girisim yapmayan pikler elde edilmistir. Farkli oranlarda asetonitril ile
hazirlanan hareketli faz sistemleri ile elde edilen piklere ait kromatografik

parametreler Tablo 4.45°de verilmistir.
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Tablo 4.45. Spiramisin ve safsizliklarinin analizinde asetonitril yilizdesinin

kromatografik parametrelere etkisi.

% ACN 20 25 30 35
S tr (dak) 10.07 9.13 8.81 6.55
K 6.63 6.33 6.18 5.98
Res.s5at3) 2.57 2.45 2.04 1.91
N 6647 6609 6530 6458
PAs 1.30 1.11 1.05 0.91
Ssafl tr (dak) 3.05 2.78 221 2.10
K 4.63 451 4.02 3.95
Rissaft-ssaf2) 2.64 2.13 1.82 1.45
N 6033 5834 5813 5760
Pas 1.34 1.09 0.97 0.88
Ssaf2 tr (dak) 5.57 4.65 3.63 2.82
K 6.32 6.14 5.92 5.85
Rissaft-ssaf2) 2.64 2.13 1.82 1.45
N 5131 4809 4578 3394
PAs 1.29 0.98 0.96 0.89
Ssaf3 tr (dak) 8.57 7.65 6.81 5.12
K 3.32 3.24 3.12 3.10
Res.ssaf3) 2.57 2.45 2.04 1.91
N 8130 7800 6577 6044
PAs 1.32 0.98 0.96 0.92

ACN: Asetonitril, tg: Alilkonma zamani, k': Kapasite faktorii, R: Ayricilik, N: Teorik tabaka sayisi,
PAs: Pik asimetri orani. [Kromatografik kosullar: HPLC sistemi, Inertsil ODS 250 x 4.6 mm, Sum
kolon hareketli faz: pH 2.5, 10 mM asetat tamponu / asetonitril, akis hizi: 1mL/dak, Spiramisin ve
safsizliklarini igeren %100°liik standart ¢ozelti]

Tampon derisiminin belirlenmesi

Asetat tamponu derisiminin analize etkisinin arastirilmasi i¢in 5 mM, 10 mM

ve 15 mM asetat tamponu ve asetonitril (70:30, h/h) igeren ¢ozeltiler hareketli faz
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olarak denenmistir. Bu kosullarda elde edilen kromatografik bulgular Tablo 4.46’da

verilmigtir.

Tablo 4.46. Spiramisin ve safsizliklarinin analizinde tampon derisiminin

kromatografik parametrelere etkisi.

Tampon SmM 10 mM 15 mM

derisimi

S tr (dak) 8.83 8.80 8.76
K 6.23 6.16 6.08
R(s-ssaf3) 2.32 2.07 1.91
N 6589 6564 6528
PAs 1.21 1.03 0.94

Ssafl tr (dak) 2.28 2.21 2.13
K 4.11 4.02 3.97
R(ssafi-ssaf2) 1.93 1.84 1.75
N 5734 5713 5709
Pas 1.09 0.98 0.86

Ssaf2 tr (dak) 3.65 3.63 3.02
K 5.94 5.90 5.77
R(ssafi-Ssaf2) 1.93 1.84 1.75
N 4649 4588 4398
PAs 1.05 0.96 0.91

Ssaf3 tr (dak) 6.90 6.83 6.72
K 3.20 3.12 3.11
Rs-ssaf3) 2.32 2.07 1.91
N 6813 6570 6141
PAs 1.08 0.96 0.90

tr: Alilkonma zamani, k': Kapasite faktorii, R: Ayiricilik, N: Teorik tabaka sayisi, PAs: Pik asimetri
orani. [Kromatografik kosullar: HPLC sistemi, Inertsil ODS 250 x 4.6 mm, Sum kolon hareketli faz:
pH: 2.5, asetat tamponu / asetonitril (70:30, h/h), akig hizi: 1mL/dak, Spiramisin ve safsizliklarini
iceren %100’lik standart ¢ozelti]



Tampon pH’siin belirlenmesi
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Hareketli faz pH’sinin en uygun oldugu degerin saptanmasi amaciyla asetat

tamponunun pH degeri 2.0, 2.5, 3.0 ve 3.5 olarak degistirilmistir. pH degerinin

kromatografik parametrelere etkisi Tablo 4.47'de verilmistir.

kromatografik parametrelere etkisi.

pH 2.0 2.5 3.0 35
S tr (dak) 8.93 8.81 8.50 8.41
K 6.23 6.18 5.91 5.88
Rs.ssa3) 2.18 2.02 1.88 1.49
N 6577 6538 6497 6444
PAs 1.14 1.02 0.81 0.78
Ssafl tr (dak) 2.38 2.21 2.15 2.13
K 422 4.02 3.90 3.78
Rissaft-Ssat2) 2.03 1.82 1.77 1.67
N 5734 5719 5680 5599
Pas 1.15 0.98 0.91 0.90
Ssaf2 tr (dak) 3.66 3.61 3.58 3.42
K 6.04 5.95 5.86 5.80
Rissaft-Ssat2) 1.91 1.83 1.75 1.71
N 4601 4584 4399 4381
PAs 1.08 0.98 0.92 0.88
Ssaf3 tr (dak) 6.85 6.81 6.72 6.55
K 3.17 3.13 3.08 3.01
Rs.s5a3) 2.18 2.02 1.88 1.49
N 6809 6577 6116 6004
PAs 1.08 0.97 0.90 0.87

Tablo 4.47. Spiramisin ve safsizliklarinin analizinde tampon pH’sinin

tg: Alikonma zamani, k': Kapasite faktorii, R: Ayiricilik, N: Teorik tabaka sayisi, PAs: Pik asimetri
orani. [Kromatografik kosullar: HPLC sistemi, Inertsil ODS 250 x 4.6 mm, Spum kolon hareketli faz:
pH: 2.5, 10 mM asetat tamponu / asetonitril (70:30, h/h), akis hizi: 1mL/dak, Spiramisin ve
safsizliklarini igeren %1001k standart ¢ozelti]
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Buna gore en iyl aymmmin saglandigi hareketli faz pH 2.5, 10 mM asetat

tamponu / asetonitril, (70:30, h/h) olarak belirlenmistir.

HPLC ve UPLC sisteminde ayn1 hareketli faz kullanilmistir.

Akis hizinin belirlenmesi

HPLC sisteminde 0.8, 1.0, 1.2 ve 1.4 mL/dak akis hizlarinda, UPLC
sisteminde ise 0.2, 0.3, 0.4 ve 0.5 mL/dak akis hizlarinda analizler yapilmis ve elde

edilen kromatografik parametreler Tablo 4.48’de verilmistir.



Tablo 4.48. Spiramisin ve safsizliklarinin analizinde hareketli faz akis hizinin

kromatografik parametrelere etkisi
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HPLC sistemi

UPLC sistemi

Ak Huz(mLdaly 08 10 12 14 02 03 04 05
S tr (dak) 1011 9.16 88 751 191 167 122  1.09
K 667 636 619 591 836 832 830 821
Ris.5at3) 259 221 204 187 484 393 363  3.02
N 6651 6609 6532 6463 9022 8932 8709 8677
PAs 133 112 104 090 108 101 092 086
Ssafl  tg (dak) 3.07 276 223 210 041 047 059  0.64
K 463 451 402 395 432 667 854  9.02
Reurisap 264 213 182 145 322 265 205 1.89
N 6033 5834 5813 5760 9563 9430 9382 9271
Pas 137 109 096 091 108 101 106 106
Ssaf2  tg (dak) 551 469 364 280 071 066 062  0.60
K 637 611 590 581 584 541 504 49]
Reurisap 266 217 184 140 282 265 219  2.09
N 5137 4811 4583 3744 9830 9761 9308 9116
PAs 129 098 096 08 1.10 100 098 098
Ssaf3  tg (dak) 857 765 681 512 171 136 092 073
K 337 321 316 311 534 531 501 498
Ris.Sat3) 259 241 201 187 421 393 365 3.9
N 8234 7813 6545 6167 9803 9444 9301 9121
PAs 135 117 096 090 113 1.0l 097 095

tr: Alilkonma zamani, k': Kapasite faktorii, R: Ayiricilik, N: Teorik tabaka sayisi, PAs: Pik asimetri
orant. [Kromatografik kosullar: HPLC sistemi, Inertsil ODS 250 x 4.6 mm, Sum kolon hareketli faz:
10 mM asetat tamponu / asetonitril (70:30, h/h), Spiramisin ve safsizliklarmi igeren %100’liik

standart ¢ozelti]
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Enjeksiyon hacmi degistirilerek kromatografik parametrelerin nasil degistigi

incelenmis ve elde edilen kromatografik parametreler Tablo 4.49’da verilmistir.

kromatografik parametrelere etkisi

Tablo 4.49. Spiramisin ve safsizliklarinin analizinde enjeksiyon hacminin

Enjeksiyon hacmi HPLC UPLC
(nL)
5 10 20 40 3 5 7 9

S tr (dak) 8.89 8.86 8.82 851 1.71 1.67 1.62  1.58
K 6.69 6.31 6.22 597 841 836 828 822
R(s-ssaf3) 2.44 2.26 2.14 199 487 433 4.02 3095
N 6658 6600 6570 6441 9082 8938 8723 8622
PAs 1.22 1.09 1.02 095 1.07 1.01 095 091

Ssafl  tg (dak) 2.88 2.86 2.80 274 049 048 045 041
K 4.66 450 4.1 398 452 566 659 7.01
R(ssaf1-ssaf2) 243 2.02 1.82 1.64 389 284 2,65 261
N 6039 5841 5819 5765 9576 9435 9371 9255
Pas 1.23 1.12 0.96 091 1.08 1.01 1.06  1.06

Ssaf2  tg (dak) 3.75 3.71 3.65 360 0.68 0.66 0.63 0.60
K 6.39 6.17 5.94 587 588 546 514 4098
Rssaf1-ssaf2) 2.06 1.97 1.84 1.6 328 2.66 225 216
N 5141 4832 4589 3778 9830 9761 9308 9116
PAs 1.21 1.09 0.99 0.88 1.11 1.02 097 097

Ssaf3  tg (dak) 6.97 6.92 6.81 6.62 141 136 1.22  1.14
K 3.57 3.41 3.18 3.10 540 533 507 498
R(s-ssaf3) 2.51 2.46 2.10 208 426 395 344 331
N 8132 7781 6476 6228 9711 9649 9318 9129
PAs 1.39 1.12 0.98 092 1.11 1.00 095 093

tr: Alilkonma zamani, k': Kapasite faktorii, R: Ayiricilik, N: Teorik tabaka sayisi, PAs: Pik asimetri
orani. [Kromatografik kosullar: HPLC sistemi, Inertsil ODS 250 x 4.6 mm, Sum kolon hareketli faz:
10 mM asetat tamponu / asetonitril (70:30, h/h), akis hizi: HPLC; 1.2 mL/dak, UPLC; 0.3 mL/dak,

Spiramisin ve safsizliklarini igeren %100°liik standart ¢ozelti]
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Optimizasyon c¢alismalar1 sonunda HPLC ve UPLC icin belirlenen
kromatografik kosullar Tablo 4.50’de verilmistir.

Tablo 4.50. HPLC ve UPLC sistemleri i¢in belirlenen kromatografik kosullar

HPLC UPLC

Kolon Inertsil ODS 250 x 4.6 mm, Acquity BEH CI18, 50 x 2.1 mm,
Spm 1.7 pm

Dedektor 240 nm, DAD 240 nm, DAD

Hareketli faz pH 2.5, 10 mM asetat tamponu/ pH 2.5, 10 mM asetat tamponu /
asetonitril, (70 : 30, h/h) asetonitril, (70 : 30, h/h)

Akis h1iza 1.2 mL/dak 0.3 mL/dak

Enjeksiyon 20 uL 5ulL

hacmi

Saptanan optimum kosullarda Spiramisin ve safsizliklarinin analizi HPLC
sisteminde 10.0 dak, UPLC sisteminde 2.0 dak’da ger¢eklestirilmistir (Sekil 4.15,
4.16).



131

0.08 3 g
= ] &
= 0.064 )
= 3
5 E
£ 0.044
o ]

g 1 5 9
0.024 M ﬂg

1 M U
0.00 A—J

2 4 6 8 10 12 14

Zaman (Dak)

Sekil 4.17. Spiramisin ve safsizliklarinin HPLC ile analizine ait
kromatogram [Hareketli faz: pH 2.5, 10 mM asetat tamponu / asetonitril (70:30,
h/h), akis hizi: HPLC; 1.2 mL/dak, Spiramisin ve safsizliklarini igeren % 100’1k
standart ¢ozelti, enjeksiyon hacmi: 20 puL]
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Ssafl
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Sekil 4.18. Spiramisin ve safsizliklarinin UPLC ile analizine ait
kromatogram [Hareketli faz: pH 2.5, 10 mM asetat tamponu / asetonitril (70:30,
h/h), akis hizi: UPLC; 0.3 mL/dak, Spiramisin ve safsizliklarini igeren % 100’liik
standart ¢6zelti, enjeksiyon hacmi: 5 puL]



132

4.1.2. Yontemlerin Validasyonu

Sistem uygunluk ¢alismasi

HPLC ve UPLC sistemlerinin uygunlugunu test etmek amaciyla standart
etken madde ve safsizlik c¢ozeltileri 5 kez enjekte edilmistir. Spiramisin ve
safsizliklarinin HPLC ve UPLC ile analizlerinde elde edilen alikonma zamani, pik

alan1 ve ayricilik degerleri Tablo 4.51 ve Tablo 4.52°de verilmistir.

Tablo 4.51. Spiramisin ve safsizliklarinin HPLC ile analizinde elde edilen

sistem uygunluk parametreleri

S Ssafl Ssaf2 Ssaf3
tr Alan R* tr Alan R** g Alan R**  tg Alan R*
STD 1 8.84 545631 2.02 221 1053.03 1.8 3.63 1051.15 186 6.81 739.05 2.02
STD 2 8.81 543401 2.04 220 103689 1.78 3.62 1057.12 178 6.82 731.11 2.04
STD 3 880 541725 2.02 2.18 107501 1.82 3.66 105575 1.82 6.86 75691 2.02
STD 4 8.81 546401 2.03 221 1053.65 180 3.63 1059.72 1.80 6.83 723.01 2.03
STD 5 878 542729 198 222 1059.52 1.84 3.62 1051.71 1.84 682 726.44 1.98
X 8.81 5439.77 2.02 220 105562 1.82 3.63 105509 1.82 6.83 73530 2.02
S8 0.02 19.73 0.02 0.02 13.72 0.03 0.02 3.64 0.03 0.02 1349 0.02
BSS(%) 0.25 0.36 .13 0.69 1.30 1.74 045 0.34 1.74 028 1.83 1.13

tg: Alikonma zamani, R*: S ile Ssaf3 arasi ayiricilik, R**: Ssafl ile Ssaf2 arasi ayricilik, X: ortalama, SS:
Standart sapma, BSS: Bagil standart sapma [Hareketli faz: pH 2.5, 10 mM asetat tamponu / asetonitril (70:30,
h/h), akis hizi: HPLC; 1.2 mL/dak, Spiramisin ve safsizliklarini iceren %100°liik standart ¢ozelti, enjeksiyon
hacmi: 20 pL]
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Tablo 4.52. Spiramisin ve safsizliklarinin UPLC ile analizinde elde edilen

sistem uygunluk parametreleri

S Ssafl Ssaf2 Ssaf3
tr Alan R* tr Alan R** g Alan R**  tg Alan R*
STD 1 1.67 1017545 392 047 410530 2.65 0.66 3951.15 2.65 136 1331.81 3.92
STD 2 1.68 10162.54 394 045 4113.68 2.67 0.63 397212 2.67 134 1328.73 3.94
STD 3 1.66 10125.17 392 0.46 410751 2.64 0.65 395575 2.64 136 1329.75 3.92
STD 4 1.66 10164.01 393 045 410536 2.63 0.63 3959.72 2.63 134 133023 3.93
STD 5 1.65 1015427 394 046 410652 2.68 0.64 395171 2.68 133 133272 3.94
X 1.66 10156.29 393 0.46 4107.67 2.65 0.64 3958.09 2.65 135 133065 3.93
S8 0.01 18.96 0.01 0.01 348 0.02 0.01 857 0.02 0.01 1.60 0.01
BSS(%) 0.69 0.19 0.25 1.83 0.08 0.78 2.03 022 0.78 1.00 0.12 0.25

tr: Alikonma zamani, R*: S ile Ssaf3 arasi ayiricilik, R**:

hacmi: 5 pL]

Secicilik (Selectivity)

Ssafl ile Ssaf2 arasi ayiricilik, X: ortalama, SS:
Standart sapma, BSS: Bagil standart sapma [Hareketli faz: pH 2.5, 10 mM asetat tamponu / asetonitril (70:30,
h/h), akis hizi: UPLC; 0.3 mL/dak, Spiramisin ve safsizliklarini igeren %100°liik standart ¢ozelti, enjeksiyon

Hareketli faz, plasebo ¢ozeltisi, standart etken madde ve safsizliklarini iceren

¢ozeltiler,

HPLC

ve UPLC

sistemlerine enjekte edilmis ve elde edilen

kromatogramlar karsilastirilarak pikler arasi herhangi bir girisim olup olmadigi

belirlenmistir (Sekil 4.17 ve Sekil 4.18).
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Sekil 4.19. Hareketli faz, plasebo c¢ozeltisi ve Spiramisin ile safsizlik
standartlarini igeren ¢ozeltilerin HPLC ile analizine ait kromatogramlar [Hareketli
faz: pH 2.5, 10 mM asetat tamponu / asetonitril (70:30, h/h), akis hizi: HPLC; 1.2

mL/dak, Spiramisin ve safsizliklarini iceren % 100°liik standart ¢ozelti, enjeksiyon
hacmi: 20 pL]
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4.20. Hareketli faz, plasebo c¢ozeltisi ve Spiramisin ile safsizlik
igeren ¢ozeltilerin UPLC ile analizine ait kromatogram [Hareketli faz:

pH 2.5, 10 mM asetat tamponu / asetonitril (70:30, h/h), akis hizi: UPLC; 0.3
mL/dak, Spiramisin ve safsizliklarini iceren % 100°liik standart ¢dzelti, enjeksiyon

hacmi: 5 pL]



135

Sistem tekrarlanabilirligi

% 100’1k Spiramisin ve safsizlik ¢ozeltilerinin 10 kez enjekte edilmesi ile

elde edilen pik alanlar1 ve bagil standart sapma degerleri Tablo 4.53°de verilmistir.

Tablo 4.53. Spiramisin ve safsizliklarinin  analizlerinde  sistem

tekrarlanabilirlik ¢calismasinda elde edilen pik alanlar1

HPLC UPLC
S Ssafl Ssaf2 Ssaf3 S Ssafl Ssaf2 Ssaf3

STD 1 5439.77 1055.62 1055.09 73530 10156.29 4107.67 3958.09 1330.65
STD 2 5450.13 1058.34 1053.03 732.35 10157.86 4104.66 3950.89 1331.87
STD 3 5478.55 1050.21 1036.89 731.01 10175.57 4105.89 3976.27 1330.34
STD 4 552431 1036.95 1075.01 738.42 10174.86 4110.60 3931.79 1331.62
STD 5 5427.17 1052.21 1053.65 735.31 1015430 4116.52 3941.08 1331.01
STD 6 5517.46 1054.69 1059.52 730.22 10149.88 4112.69 3919.56 133091
STD 7 5508.01 1052.15 1071.15 733.73 10174.73 4111.81 3984.73 1330.56
STD 8 5466.92 1054.96 1052.64 732.92 10167.49 4108.87 3927.39 1331.72
STD 9 5502.18 1055.10 1064.43 738.53 10168.79 4109.44 3911.90 1330.67
STD 10 5492.31 1052.24 1062.29 735.02 10175.73 4106.46 3993.16 1330.55
X 5480.68 1052.25 105837 73428 10165.55 4109.46 3949.49 1330.99
SS 33.77 5.85 10.80 2.81 10.03 3.58 28.13 0.55

BSS 0.62 0.56 1.02 0.38 0.10 0.09 0.71 0.04

X: ortalama, SS: Standart sapma, BSS: Bagil standart sapma; [Hareketli faz: pH 2.5, 10 mM asetat
tamponu / asetonitril (70:30, h/h), akis hizi: HPLC; 1.2 mL/dak, UPLC; 0.3 mL/dak, Spiramisin ve
safsizliklarini iceren %100’ ik standart ¢dzelti, enjeksiyon hacmi: HPLC; 20 pL, UPLC; 5 pL]
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Dogrusalhk

Spiramisin ve safsizlik ¢ozeltileri i¢in olusturulan kalibrasyon egrilerine ait
veriler Tablo 4.54’de, yontemin dogrusallik kontrol grafikleri Sekil 4.19°da

verilmigtir.

Tablo 4.54. Spiramisin ve safsizlik ¢ozeltilerinin kalibrasyon egrilerine ait

veriler (n=6)

S Ssafl Ssaf2 Ssaf3
HPLC
y=ax+b 53.62x-66.84 10.49x+10.09  10.53x+9.59 7.59x-4.62
R 0.9994 0.9994 0.9995 0.9995
r’ 0.9988 0.9989 0.9990 0.9991
Uygulama 0.69 — 83 3.45-414 3.45-414 1.73-207
arahigi pug/mL ng/mL ng/mL ng/mL
UPLC
yeaxth O 4175x4293 3936x43307  12.53x+137
R 0.9995 0.9995 0.9998 0.9996
r’ 0.9991 0.9991 0.9996 0.9993
Uygulama 0.69 - 83 3.45-414 3.45-414 1.73-207
araligi pg/mL ng/mL ng/mL ng/mL

[Hareketli faz: pH 2.5, 10 mM asetat tamponu / asetonitril (70:30, h/h), akis hizi: HPLC; 1.2
mL/dak, UPLC; 0.3 mL/dak, enjeksiyon hacmi: HPLC; 20 pL, UPLC; 5 pL]
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Sekil 4.21. Spiramisin ve safsizlik analizleri i¢in gelistirilen yontemlerin

dogrusallik kontrol grafikleri a) HPLC sistemi i¢in, b) UPLC sistemi i¢in

Kalibrasyon egrilerinin dogrusalliktan ayrilis ve korrelasyon katsayilarinin

Oonem kontrolii i¢in yapilan istatistiksel degerlendirme sonucu p < 0.05 olup derisim
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ile dedektor cevabi arasindaki iliski dogrusal ve r tesadiifen bulunmus bir deger

degildir. (Istatistiksel terimler ve hesaplamalar igin Bkz. Ek 2).
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Sekil 4.22. Spiramisin ve safsizlik analizleri i¢in gelistirilen yontemlerle elde

edilen kalibrasyon egrileri
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Dogruluk

Plasebo c¢ozeltisine, % 80, 100 ve 120 oraninda eklenen Spiramisin

standartinin geri kazanim sonuglar1 Tablo 4.55°de verilmistir.

Tablo 4.55. Spiramisinin plasebodan geri kazanim sonuglari

HPLC UPLC
Spiramisin Elde edilen Geri Elde edilen Geri
Yiizdesi Miktar (%) kazanim (%) Miktar (%) kazamm (%)
81.13 101.41 79.81 99.76
% 80 80.09 100.11 80.06 100.08
79.14 98.93 80.34 100.43
100.43 100.43 100.81 100.81
% 100 99.17 99.17 99.88 99.88
98.68 98.68 99.62 99.62
119.51 99.59 119.80 99.83
% 120 118.55 98.79 119.73 99.78
120.91 100.76 120.08 100.07
X 99.76 X 100.03
SS 0.97 SS 0.38
BSS (%) 0.97 BSS 0.38

X: ortalama, SS: Standart sapma, BSS: Bagil standart sapma; [Hareketli faz: pH 2.5, 10 mM asetat
tamponu / asetonitril (70:30, h/h), akis hizi: HPLC; 1.2 mL/dak, UPLC; 0.3 mL/dak, enjeksiyon
hacmi: HPLC; 20 uL, UPLC; 5 uL]

Kesinlik

Plasebo c¢ozeltisine, % 80, 100 ve 120 oraninda eklenen Spiramisin
standartinin giin i¢i ve giinler arast kesinlik sonuglar1 Tablo 4.56 ve 4.57°de
verilmistir. Ayrica farkli analizciler tarafindan elde edilen kesinlik verileri Tablo

4.58’de verilmistir.
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Tablo 4.56. Spiramisin ve safsizliklarinin giini¢i kesinlik verileri (n=6)

Spiramisin HPLC UPLC
Yiizdesi
% 80
X 79.36 80.61
SS 1.55 0.48
BSS 1.95 0.59
% 100
X 99.65 100.03
SS 1.95 0.86
BSS 1.96 0.86
% 120
X 119.58 120.04
SS 1.36 0.87
BSS 1.14 0.72

X: ortalama, SS: Standart sapma, BSS: Bagil standart sapma; [Hareketli faz: pH 2.5, 10 mM asetat
tamponu / asetonitril (70:30, h/h), akis hizi: HPLC; 1.2 mL/dak, UPLC; 0.3 mL/dak, enjeksiyon

hacmi: HPLC; 20 uL, UPLC; 5 uL]

Tablo 4.57. Spiramisin ve safsizliklarinin giinler arasi kesinlik verileri (n=6)

Spiramisin HPLC UPLC
Yiizdesi
% 80
X 78.69 79.94
SS 1.17 0.10
BSS 1.49 0.13
% 100
X 99.38 100.13
SS 1.74 0.99
BSS 1.75 0.99
% 120
X 120.24 119.71
SS 1.37 0.52
BSS 1.14 0.44

X: ortalama, SS: Standart sapma, BSS: Bagil standart sapma; [Hareketli faz: pH 2.5 asetat tamponu /
asetonitril (70:30, h/h), akis hizi: HPLC; 1.2 mL/dak, UPLC; 0.3 mL/dak, enjeksiyon hacmi: HPLC;
20 uL, UPLC; 5 pL]
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Tablo 4.58. Spiramisin ve safsizliklarinin farkli analizci ile elde edilen

HPLC UPLC
Anzﬁlci S Ssafl Ssaf?2 Ssaf3 S Ssafl Ssaf2 Ssaf3
STD1 547855 105021 103689 731.01  10175.62 410589 397627  1330.34
STD2 552431 103695 107501 73842 1017491 41106 3931.79 1331.62
STD3 542717 105221  1053.65 73531 1015439 411652 3941.08 1331.01
STD4 551746 105469  1059.52 73022  10149.92  4112.69 3919.56 1330.91
STD5 5508.01 1052.15 1071.15 73373  10174.73  4111.81 3984.73 1330.56
STD 6 5466.92 105496  1052.64 73292  10167.5 4108.87 3927.39 1331.72
X 5487.07 105020  1058.14  733.60  10166.18 4111.06  3946.80  1331.03
SS 36.92 6.73 13.84 2.99 11.35 3.60 27.14 0.55
BSS 0.67 0.64 1.31 0.41 0.11 0.09 0.69 0.04
HPLC UPLC

An*;;ilci S Ssafl Ssaf2  Ssaf3 S Ssafl Ssaf?2 Ssaf3
STD1 543977 105562  1055.09 7353  10156.32 4107.67 3958.09 1330.65
STD2 545013 105834  1053.03 73235 10157.97 4104.66 3950.89 1331.87
STD3 547855 105021  1036.89  731.01 10175.66 410589 3976.27 1330.34
STD4 546692 105496  1052.64 73292 10167.51 4108.87 3927.39 1331.72
STD5 5502.18 10551 106443 73853 10168.83 4109.44 39119 1330.67
STD 6 549231 105224 106229  735.02 10175.75 410646 3993.16 1330.55
X 5471.64 105441 105406 734.19 10167.01 4107.17  3952.95  1330.97
SS 24.12 2.83 9.74 2.68 8.38 1.83 30.10 0.65
BSS 0.44 0.27 0.92 0.36 0.08 0.04 0.76 0.05

X: ortalama, SS: Standart sapma, BSS: Bagil standart sapma; [Hareketli faz: pH 2.5 asetat tamponu /
asetonitril (70:30, h/h), akis hizi: HPLC; 1.2 mL/dak, UPLC; 0.3 mL/dak, Spiramisin ve

safsizliklarini iceren %100’liik standart ¢ozelti, enjeksiyon hacmi: HPLC; 20 pL, UPLC; 5 pL]

Farkli analizciler tarafindan elde edilen veriler istatistiksel olarak (Wilcoxon

eslestirilmis iki ornek testi) karsilastirilmis olup bulgular arasinda fark yoktur

(Thesap= 553, Ttablo= 09 Thesap> Ttabloa p > 005)
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Gozlenebilirlik simir1 (LOD)

Spiramisin ve safsizliklarinin analizlerinde sinyal/giiriiltii oraninin 3 oldugu

derisim LOD olarak belirlenmistir (Tablo 4.59).

Tablo 4.59. Spiramisin ve safsizliklari i¢in gozlenebilirlik siirlar

Gozlenebilirlik sinir1 (ng/mL)

HPLC UPLC
S 172.50 130.00
Ssafl 1.15 0.86
Ssaf2 1.15 0.86
Ssaf3 1.15 1.00

Hareketli faz: pH 2.5 asetat tamponu / asetonitril (70:30, h/h), akis hizi: HPLC ; 1.2 mL/dak, UPLC;
0,3 mL/dak, enjeksiyon hacmi: HPLC; 20 uL, UPLC; 5 uL

Raporlama seviyesi
% 0.1’lik tablet ¢ozeltisinden yapilan 6 enjeksiyon sonucu elde edilen pik

alan degerleri Tablo 4.60’da verilmistir.

Tablo 4.60. % 0.1°lik raporlama seviyesinde Spiramisin safsizliklarina ait pik
alan degerleri

HPLC UPLC

Pik alamm Pik alam1 = Pik alam1 Pik alam1  Pik alam Pik alam
(Ssafl) (Ssaf2)  (Ssafl) (Ssafl) (Ssaf2)  (Ssaf3)
1 55.09 51.71 353 107.67 95.89 60.65
2 58.34 53.03 32.35 104.66 95.09 61.87
3 50.32 56.89 31.01 105.89 97.67 60.34
4 52.82 52.64 32.92 108.87 92.79 61.72
5 55.11 5443 38.53 109.44 91.19 62.67
6 52.93 50.29 35.02 106.46 99.36 62.55
X 54.10 53.17 34.19 107.17 95.33 61.63
SS 2.73 2.29 2.68 1.83 3.02 0.96
BSS (%)  5.05 4.30 7.83 1.71 3.17 1.56

X: ortalama, SS: Standart sapma, BSS: Bagil standart sapma [Hareketli faz: pH 2.5, 10 mM asetat
tamponu / asetonitril (70:30, h/h), akis hizi: HPLC; 1.2 mL/dak, UPLC; 0,3 mL/dak, enjeksiyon
hacmi: HPLC; 20 uL, UPLC; 5 uL]
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Alt tayin simir1 (LOQ)

Spiramisin ve safsizliklarinin analizlerinde sinyal/giiriiltii oraninin 10 oldugu

derisim LOQ olarak belirlenmistir (Tablo 4.61).

Tablo 4.61. Spiramisin ve safsizliklari i¢in alt tayin siniri

Alt tayin siir1 (ng/mL)

HPLC UPLC
S 690.00 517.50
Ssafl 3.45 2.58
Ssaf2 3.45 2.58
Ssaf3 1.73 1.30

Hareketli faz: pH 2.5, 10 mM asetat tamponu / asetonitril (70:30, h/h), akig hizi: HPLC ; 1.2 mL/dak,
UPLC; 0,3 mL/dak, enjeksiyon hacmi: HPLC; 20 uL, UPLC; 5 uL

Saglamhik

% 100 derisimde standart Spiramisin ve safsizlik ¢ozeltilerinin analizlerinde
organik ¢oziicli orant (% 28 — 32), tampon pH’s1 (2.3 — 2.7), akis hizi1 (HPLC i¢in
1.1-1.3 mL/dak, UPLC ig¢in 0.25-0.35 mL/dak) ve dalga boyu (238-242 nm)
degistirilerek sistem uygunluk parametreleri hesaplanmistir (Tablo 4.62-4.65).
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Tablo 4.62. Spiramisin ve safsizliklarinin analizlerinde organik ¢oziicii orani

degisiminin saglamliga etkisi

HPLC UPLC
Tampon /organik c¢oziicii oram1  Tampon /organik ¢oziicii
(h/h) orani (h/h)
72/28 70/30% 68/32  72/28  70/30%  68/32
S tx (dak) 8.81 8.80 8.81 167 168 1.6
R(s.saf3) 2.02 2.04 2.03 3.92 3.93 3.94
N 5141 5167 5155 7321 7317 7329
PAs 1.06 1.06 1.07 102 o1 102
Ssafl ¢, (dak) 221 2.20 2.20 047 045 046
Rssaft-ssaf2) 1.83 1.82 1.80 265 267 268
N 6341 6434 6421 8670 7678 7667
PAs 1.05 1.04 1.04 100 100 101
Ssaf2 g (dak) 3.63 3.62 3.63 0.66 065  0.64
Rssaf1-ssaf2) 1.83 1.82 1.80 2.65 2.67 2.68
N 6780 6789 6779 8929 8910 8927
PAs 0.99 0.99 1.01 1.00  1.01 1.01
Ssaf3 ¢ (dak) 6.81 6.82 6.82 136 134 133
R(s-5af3) 2.02 2.04 2.03 3.92 3.93 3.94
N 6786 6780 6779 8918 8909 8921
PAs 0.99 0.98 0.98 1.00 1.0l 1.01
tg: Alikonma zamani, PAs: Pik simetri orant. R: Ayiricilik, N: Teorik tabaka sayisi, *Optimum
kromatografik kosuldur.

[Hareketli faz: pH 2.5, 10 mM asetat tamponu / asetonitril, akis hizi: HPLC; 1.2 mL/dak, UPLC; 0.3
mL/dak, Spiramisin ve safsizliklarini igeren %100°lik standart ¢ozelti, enjeksiyon hacmi: HPLC; 20
pL, UPLC; 5 pL]

Organik ¢oziicii oraninda yapilan % 2’lik degisikligin Spiramisin ve safsizlik
piklerine ait kromatografik parametreler iizerine etkisi istatistiksel olarak, Mann

Whitney U testi ile karsilastirilmis olup, sonuglar arasinda fark yoktur (p> 0.05).
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Tablo 4.63. Spiramisin ve safsizliklarinin analizlerinde tampon pH

degisiminin saglamliga etkisi

HPLC UPLC
pH pH
2.3 2.5% 2.7 2.3 25% 27
S tr (dak) 8.81 8.80 8.81 167 168 166
Ris-seaf3) 2.02 2.04 203 39y 393 394
N 5141 SI67 5155 5351 7317 7329
PAs 1.06 1.06 107 10 101 102
Ssafl ¢, (dak) 221 2.20 220 947 045 046
Rissafi-soaf2) 1.83 1.82 1.80 565 267  2.68
N 6341 6434 6421  gg79 7678 7667
PAs 1.05 1.04 1.04 1.00 1.00 1.0
Ssaf2 ¢, (dak) 3.63 3.62 363 066 065  0.64
Rissafi-soaf2) 1.83 1.82 180 565 267  2.68
N 6780 6789 6779 ggo9 8910 8927
PAs 0.99 0.99 1.01 100 101 101
Ssaf3 ¢y (dak) 6.81 6.82 682 136 134 133
- 2.02 2.04 2.03 3.92 3.93 3.94
N 6786 6780 6779 g91g 8909 8921
PAs 0.99 0.98 0.98 1.00 1.01  1.01

tr: Alikonma zamani, PAs: Pik simetri orani. R: Ayiricilik, N: Teorik tabaka sayisi, *Optimum
kromatografik kosuldur. [Hareketli faz: 10 mM asetat tamponu / asetonitril (70:30, h/h), akis hizi:
HPLC; 1.2 mL/dak, UPLC; 0.3 mL/dak, Spiramisin ve safsizliklarin1 igeren % 100’liikk standart
¢ozelti, enjeksiyon hacmi: HPLC; 20 puL, UPLC; 5 pL]

Tampon pH degerinde yapilan 0.2 birimlik degisikligin Spiramisin ve
safsizlik piklerine ait kromatografik parametreler iizerine etkisi istatistiksel olarak,
Mann Whitney U testi ile karsilastirilmis olup, sonuglar arasinda fark yoktur (p>

0.05).
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Tablo 4.64. Spiramisin ve safsizliklarinin analizlerinde akis hizi1 degisiminin

saglamliga etkisi

HPLC UPLC
Akis hz1 (mL/dak) Akis hzi (mL/dak)
1.1 1.2% 1.3 025  030% 035
S tx (dak) 8.81 8.80 g8l 107 168 166
Res-ssat3) 2.02 2.04 203 392 393 3.94
N 5141 5167 5155 7321 7317 7329
PAs 1.06 1.06 107 102 o1 102
Ssafl tx (dak) 221 2.20 220 047 045 046
R(ssaf1-ssaf2) 1.83 1.82 1.80 2.65 2.67 2.68
N 6341 6434 6421 8070 7678 7667
PAs 1.05 1.04 104 100 100 101
Ssaf2 tx (dak) 3.63 3.62 363 066 065 064
R(ssaf1-ssaf2) 1.83 1.82 1.80 2.65 2.67 2.68
N 6780 6789 6779 8929 8910 8927
PAs 0.99 0.99 1.01 1.00  1.01 1.01
Ssaf3 tx (dak) 6.81 6.82 682 136 134 133
- 2.02 2.04 203 392 393 394
N 6786 6780 6779 8918 8909 8921
PAs 0.99 0.98 0.98 1.00  1.01 1.01

tr: Alikonma zamani, PAs: Pik simetri orani. R: Ayiricilik, N: Teorik tabaka sayisi, *Optimum
kromatografik kosuldur. [Hareketli faz: pH 2.5, 10 mM asetat tamponu / asetonitril (70:30, h/h),
Spiramisin ve safsizliklarini iceren %100°liik standart ¢ozelti, enjeksiyon hacmi: HPLC; 20 pL,

UPLC; 5 pL]

Hareketli faz akis hizinda yapilan degisikligin Spiramisin ve safsizlik

piklerine ait kromatografik parametreler iizerine etkisi istatistiksel olarak, Mann

Whitney U testi ile karsilastirilmis olup, sonuglar arasinda fark yoktur (p> 0.05).
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Tablo 4.65. Spiramisin ve safsizliklarinin analizlerinde dedektor dalga boyu

degisiminin saglamliga etkisi

HPLC UPLC
Dalga boyu (nm) Dalga boyu (nm)

238 240 242 238 240¢ 242

S tx (dak) 8.81 8.80 8.81 167 168  1.66

Res-ssat3) 2.02 2.04 2.03 392 393 3.94

N 5141 5167 S155 7321 7317 7329

PAs 1.06 1.06 1.07 L0z 101 102

Ssafl ¢, (dak) 221 2.20 2.20 047 045 046

R(ssaf1-ssaf2) 1.83 1.82 1.80 2.65 2.67 2.68

N 6341 6434 6421 8070 7678 7667

PAs 1.05 1.04 1.04 100 100 101

Ssaf2 ¢, (dak) 3.63 3.62 3.63 0.66 065  0.64

R(ssaf1-ssaf2) 1.83 1.82 1.80 2.65 2.67 2.68

N 6780 6789 6779 8929 8910 8927

PAs 0.99 0.99 1.01 1.00  1.01 1.01

Ssaf3 ¢, (dak) 6.81 6.82 6.82 1360 134 133

- 2.02 2.04 2.03 392 393 3.94

N 6786 6780 6779 8918 8909 8921

PAs 0.99 0.98 0.98 1.00  1.01 1.01

tr: Alikonma zamani, PAs: Pik simetri orani. R: Ayiricilik, N: Teorik tabaka sayisi, *Optimum
kromatografik kosuldur. [Hareketli faz: pH 2.5 asetat tamponu / asetonitril (70:30, h/h), akis hizi:
HPLC / 1.2 mL/dak, UPLC / 0.3 mL/dak, Spiramisin ve safsizliklarini igeren %100’liik standart
¢ozelti, enjeksiyon hacmi: HPLC / 20 pL, UPLC/ 5 uL]

Dedektor dalga boyunda yapilan 2 birimlik degisikligin Spiramisin ve
safsizlik piklerine ait kromatografik parametreler iizerine etkisi istatistiksel olarak,
Mann Whitney U testi ile karsilastirilmis olup, sonuglar arasinda fark yoktur (p>
0.05).
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Cozeltilerin kararhhg:

% 100’liik derisimde Spiramisin ve safsizliklar eklenmis plasebo ¢dzeltisinin
oda sicakliginda (+25°C) 48 saat boyunca 6 saat araliklarla yapilan analizlerinde elde

edilen sonuglar Tablo 4.66’da verilmistir.

Tablo 4.66. Spiramisin ve safsizliklarinin kararlilik ¢alismalari

HPLC UPLC

% Derisim % Derisim
Saat S Ssafl  Ssaf2 Ssaf3 S Ssafl  Ssaf2  Ssaf3
0 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00
6 100.34 100.61 100.83 10032 100.19 100.55 100.11 100.13
129998 10092 100.78 100.21 100.21 100.13 100.51 100.52
18 100.17 101.02 99.93 10023 100.55 100.29 99.89  100.09
24 10021 100.56 101.01 100.15 100.90 100.45 100.12 100.34
36 100.19 100.78 101.72 100.17 100.54 100.48 100.66 100.89
42 101.01 100.55 101.32 100.22 100.51 100.60 100.35 10091
48 100.71 100.92 101.61 100.28 100.78 100.19 100.58 100.93

Kalite Kontrol Kartlar

20 adet plasebo (% 100 derisimde Spiramisin ve safsizliklarini iceren)
¢ozeltisinin analizleri sonucu elde edilen Spiramisin miktarlar ile kalite kontrol

kartlar1 olugturulmustur (Sekil 4.20 ve 4.21).
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HPLC ile Spiramisin analizi kontrol karti
105
104
103 +3SS
102 +2SS
£ 101 * * *
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Sekil 4.23. Spiramisin eklenmis plasebo ¢ozeltilerinin HPLC analizleri

sonucu olusturulan kalite kontrol kart1 (n=20)

UPLC ile Spiramisin analizi kontrol karti
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Sekil 4.24. Spiramisin eklenmis plasebo ¢ozeltilerinin UPLC analizleri

sonucu olusturulan kalite kontrol kart1 (n=20)
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4.4. Stres ¢calismalar
4.4.1. Klaritromisin i¢in stres testi

% 100 derisimde Klaritromisin eklenen plaseboya uygulanan stres testi sonuglari

Tablo 4.67°de verilmistir.

Tablo 4.67. Klaritromisin ve safsizliklari i¢in stres testi sonuglari

HPLC UPLC
% derisim % derisim

K Ksafl Ksaf2 K Ksafl Ksaf2
Ortam 98.79 0.07 0.09 99.58 0.07 0.09
kosullar
Giines 15181 98.22 0.06 0.08 99.22 0.06 0.08
Fotoliz 98.15 0.09 0.13 99.13 0.10 0.12
Sicakhik 98.27 0.12 0.21 99.25 0.11 0.21
Asit hidrolizi 67.81 11.34 12.23 67.83 11.97 12.33
Baz hidrolizi 99.12 0.07 0.12 99.34 0.09 0.12
Oksidasyon 95.88 2.05 1.71 96.01 2.08 1.68
indirgenme 98.33 0.09 0.07 99.23 0.10 0.08

Klaritromisin eklenmis plaseboda asit hidrolizi ve hidrojen peroksitle

oksidasyon sonucu goriilen bozunma Sekil 4.25 ve 4.26’da gosterilmistir.



150

a) |

0.06
0.059
0.04

0.034

Dedektor cevabi (AT)

Elaritronusin

czafl
Ksaf2

0.02-

0.014

F

0.004

2 4 6 8 10 12 14

Zaman (Dak)

b) 2
0323
0.28-
0.243

Keaf2

D.QDé
0.16—5
0.12—2
0.08
0.04 3 ’\

0.00- J L
0002040608101214161820222426 28 3.0

Zaman (Dak)

Dedektdr cevabi (AU)
Esafl

Klaritromisin

Sekil 4.25. Asit hidrolizine maruz birakilan klaritromisin igeren plasebonun a)

HPLC sistemi ile b) UPLC sistemi ile analizine ait kromatogram
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Sekil 4.26. Hidrojen peroksitle oksidasyona maruz birakilan klaritromisin i¢eren
plasebonun a) HPLC sistemi ile b) UPLC sistemi ile analizine ait kromatogram
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4.4.2. Azitromisin icin stres testi

% 100 derisimde Azitromisin eklenen plaseboya uygulanan stres testi sonuglari

Tablo 4.68°de verilmistir.

Tablo 4.68. Azitromisin ve safsizliklar i¢in stres testi sonuglari

HPLC UPLC
% derisim % derisim

A Asafl Asaf2 A Asafl Asaf2
Ortam 100.02  <LOD <LOD 100.01 <LOD <LOD
kosullar:
Giines 15181 99.92 0.01 0.01 98.22 0.06 0.08
Fotoliz 98.95 0.05 0.09 98.91 0.05 0.10
Sicakhik 98.27 0.12 0.21 98.25 0.11 0.21
Asit hidrolizi 88.42 9.54 4.23 88.81 9.16 4.03
Baz hidrolizi 98.93 0.07 0.05 99.06 0.07 0.06
Oksidasyon 93.61 3.45 2.84 93.41 3.48 2.93
Indirgenme 99.05 0.08 0.05 99.13 0.08 0.05

Azitromisin eklenmis plaseboda asit hidrolizi ve hidrojen peroksitle oksidasyon

sonucu goriilen bozunma Sekil 4.27 ve 4.28de gosterilmistir.
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Sekil 4.27. Asit hidrolizine maruz birakilan Azitromisin igeren plasebonun a)

HPLC sistemi ile b) UPLC sistemi ile analizine ait kromatogram
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Sekil 4.28. Hidrojen peroksitle oksidasyona maruz birakilan Azitromisin i¢eren
plasebonun a) HPLC sistemi ile b) UPLC sistemi ile analizine ait kromatogram
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4.4.3. Spiramisin icin stres testi

% 100 derisimde Spiramisin eklenen plaseboya uygulanan stres testi sonuclari

Tablo 4.69°da verilmistir.

Tablo 4.69. Spiramisin ve safsizliklar1 i¢in stres testi sonuglari

HPLC UPLC
% derisim % derisim

S Ssafl Ssaf2  Ssaf3 S Ssafl  Ssaf2 Ssaf3
Ortam 100.01 <LOQ <LOQ <LOQ 100.01 <LOQ <LOQ <LOQ
kosullar:
Giines 15181 99.94 0.01 0.01 <LOQ 99.96 0.01 0.01 <LOQ
Fotoliz 98.67 0.03 0.05 0.04 99.71 0.04 0.05 0.04
Sicakhik 98.55 0.10 0.18 0.09 99.51 0.12 0.18 0.09
Asit 85.12 8.88 5.01 1.02 85.79  8.52 5.03 1.04
hidrolizi
Baz 98.77 0.08 0.04 0.03 99.66  0.08 0.04 0.03
hidrolizi

Oksidasyon 91.50  4.01 3.73 1.44 91.13  4.08 3.76 1.46
indirgenme 99.27  0.09 0.11 0.04 99.53  0.08 0.12 0.05

Spiramisin eklenmis plaseboda asit hidrolizi ve hidrojen peroksitle oksidasyon

sonucu goriilen bozunma Sekil 4.29 ve 4.30°da gdsterilmistir.
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Sekil 4.29. Asit hidrolizine maruz birakilan Spiramisin igeren plasebonun a)

HPLC sistemi ile b) UPLC sistemi ile analizine ait kromatogram
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Sekil 4.30. Hidrojen peroksitle oksidasyona maruz birakilan Spiramisin i¢eren
plasebonun a) HPLC sistemi ile b) UPLC sistemi ile analizine ait kromatogram
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4.5. Farmasotik preparat analizleri

Etken madde ve safsizliklarinin analizi i¢in gelistirilen ve valide edilen analiz
yontemleri ile piyasadaki Klaritromisin, Azitromisin ve Spiramisin igeren tablet
formundaki preparatlardan elde edilen etken madde ve safsizliklarinin miktarlart Tablo

4.70 — 72°de verilmistir

Tablo 4.70. Klaritromisin ve safsizliklariin farmasotik preparatlardan analiz

sonugclari
HPLC UPLC

% derisim % derisim
Farmasotik K Ksafl Ksaf2 K Ksafl Ksaf2
preparat (<% 0.5%) (<% 0.25%) (<% 0.5%) (<% 0.25%)
Klacid® 500 99.89 0.07 <LOQ 99.90 0.07 <LOQ
mg Film
Tablet
Klaromin® 99.90 0.08 <LOQ 99.90 0.07 <LOQ
500 mg Film
Tablet

*Uriin spesifikasyonlarinda belirtilen degerlerdir.

Tablo 4.71. Azitromisin ve safsizliklarinin farmasétik preparatlardan analiz

sonugclari
HPLC UPLC

% derisim % derisim
Farmasotik A Asafl Asaf2 A Asafl Asaf2
preparat (<% 0.5%) (<% 0.5%) (<% 0.5%) (<% 0.5%)
Zitromax® Film 99.85 0.09 0.11 99.83 0.10 0.11
Kaph Tablet
Azro® Film 99.87 0.09 0.12 99.85 0.10 0.12
Tablet

*Uriin spesifikasyonlarinda belirtilen degerlerdir.
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Tablo 4.72. Spiramisin ve safsizliklarinin farmasdtik preparatlardan analiz

sonugclari
HPLC UPLC
% derisim % derisim
Farmasotik S Ssafl Ssaf2 Ssaf3 S Ssafl Ssaf2 Ssaf3
(<% (<% (<% 0.25%) (<% (<% (<% 0.25%)
preparat 0.5%) 0.5%) 0.5%) 0.5%)
Rovamycine® 99.81 0.08 0.12 0.10 99.81 0.08 0.11 0.11
Film Tablet
Rovagyl® 99.82 0.09 0.12 0.09 99.82 0.09 0.11 0.09
Film Tablet

*Uriin spesifikasyonlarinda belirtilen degerlerdir.
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5. TARTISMA

Bu tez calismasinda, farmasotik preparatlarda etken madde analizi ve iiretim
asamasinda veya raf Omrii siiresince etken maddenin bozunmasi ile olusan
safsizliklarinin analiz edilmesi i¢in kromatografik yontemler gelistirilmis, gecerlilikleri
kanitlanmistir. Ayrica farmasotik preparatlar stres kosullarina maruz birakildiginda

olusan bozunma {irtinleri gelistirilen yontemlerle tespit edilmistir.

Kromatografik yontemlerin gelistirilmesi

Bu calismada, HPLC ve daha kiigiik partikiil capina sahip, yliksek basinca
dayanikli kolonlarin kullanildigi UPLC sistemleri ile Klaritromisin, Azitromisin,

Spiramisin ve bu molekiillerin safsizliklarinin kromatografik davranislari incelenmistir.

Analiz yontemi gelistirme ¢alismalarinda, Klaritromisin, Azitromisin ve
Spiramisin ile safsizliklarinin molekiil 6zellikleri dikkate alinarak sabit fazin hareketli
fazdan daha apolar oldugu ve genis bir uygulama alanina sahip olan ters faz sivi
kromatografisi gelistirilmistir. HPLC ve UPLC sisteminde en iyi se¢iciligin, ayiriciliin

ve duyarliligin elde edildigi kromatografik kosullar belirlenmistir.

Farkli boyutlarda ve farkli markalarda ait C8 ve CI18 kolonlar denenmis ve
Klaritromisin ve safsizliklarinin HPLC ile analizinde 5 pm partikiil ¢apina sahip ACE
C18, 250 x 4.6 mm, Azitromisin ve safsizliklarinin analizinde ACE C18, 150 x 4.6 mm,
Spiramisin ve safsizliklarinin analizinde ise Inertsil ODS 250 x 4.6 mm, UPLC ile
analizlerde ise 1.7 um partikiil ¢capina sahip Acquity BEH C18, 50 x 2.1 mm kolon

se¢ilmistir.

Analizi yapilacak molekiiller, UV bolgede yiiksek absorpsiyon gosterdiginden
dizi diyot dedektorli HPLC ve UPLC sistemlerinde calisilmigtir. Klaritromisin ve
safsizliklarinin  analizleri 219 nm, Azitromisin ve Spiramisin ile safsizliklarinin

analizleri ise 240 nm dalga boyunda gerceklestirilmistir.

En uygun kromatografik kosullarin belirlenmesinde dikkate alinan
kromatografik parametreler alikonma zamani, kapasite faktorii, ayiricilik, teorik tabaka

sayist ve pik asimetri oranidir. Uygun hareketli faz bilesiminin belirlenmesinde sistem
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uygunluk parametreleri olarak da adlandirilan bu kromatografik parametreler
incelenmistir. Yiiksek kapasite faktorii degerleri ayiriciligi arttirir, ancak kapasite
faktoriindeki fazla artis analiz siiresinin uzamasina ve genis piklere neden olur (80). En
uygun performans i¢in kapasite faktorii 1-10 arasinda olmalidir, ancak bazi durumlarda
bu aralik 0.5-20 araligina kadar genisleyebilir (81). Bir kromatografik sistemde piklerin
birbirinden tam olarak ayrilabilmesi, kesin ve tutarli bir nicel analiz yapilabilmesi i¢in
ayiriciligim 1.5’dan (R > 1.5) biiyiik olmas1 gerekmektedir. Teorik tabaka sayisi bir
kolon i¢in 6nemli 6zellik olup kolonun keskin ve dar pikler olusturma giiciinli tanimlar.
Iyi bir ayirim igin kromatografik kolonda teorik tabaka sayist 2000’in iizerinde
olmalidir. Yontem gelistirilmesinde pik sekilleri de 6nemli bir 6lgiidiir. Belirlenen
kromatografik kosullarda simetrik piklerin elde edilmesi (PAs degerinin bir veya bire

yakin olmast) her zaman tercih edilir (82-85).

Kromatografik parametrelerin hesaplamalarda kullanilan 6li hacim, kolondaki
toplam hareketli faz hacmidir. Bu ¢alismada 6lii hacim zamaninin belirlenmesi i¢in
metanol kullanilmis ve ty degeri, Klaritromisin ve safsizliklarinin analizinde HPLC
sistemi i¢in 1.8 dak, UPLC sistemi i¢in 0.04 dak, Azitromisin ve safsizliklarinin
analizinde HPLC sistemi i¢in 1.5 dak, UPLC sistemi i¢in 0.03 dak, Spiramisin ve
safsizliklarinin analizinde HPLC sistemi i¢in 2.5 dak, UPLC sistemi i¢in 0.03 dak

olarak belirlenmistir.

Denenen hareketli fazlar bir tampon c¢ozelti ile organik c¢oziicliniin farkli
oranlarda karistirilmasi ile elde edilmistir. Klaritromisin, Azitromisin ve Spiramisin ve
safsizliklarinin analizinde fosfat, sitrat ve asetat tamponlarina ayr1 ayr1 degisik oranlarda
asetonitril veya metanol eklenerek hareketli fazlar olusturulmustur. Klaritromisin ve
safsizliklarinin analizi igin sitrat ve asetat tamponlariin asetonitril ve metanol ile
kullanildig1 kromatografik sistemlerde piklerde kuyruklanma ve girisim goézlenmistir.
Sodyum ve potasyum dihidrojen fosfat tamponlarinin metanol ile karistirilmasi ile
hazirlanan hareketli fazin kullanildigi, HPLC sisteminde benzer kromatografik
parametreler elde edilse de UPLC sisteminde potasyum dihidrojen fosfat tamponu ile en
iyl ayirim, simetrik pikler ve yliksek pik alanlar1 elde edilmistir. Azitromisin ve
safsizliklarinin analizi i¢in sitrat ve asetat tamponlarinin asetonitril ve metanol ile

kullanildig1 kromatografik sistemlerde piklerde kuyruklanma ve girisim gozlenmistir.
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Potasyum dihidrojen fosfat tamponu ile en iyi ayirim, simetrik pikler ve yiiksek pik
alanlar1 elde edilmistir. Spiramisin ve safsizliklarinin analizinde fosfat ve sitrat
tamponlariin asetonitril ve metanol ile kullanildig1 kromatografik sistemlerde piklerde
kuyruklanma gozlenmistir. Asetat tamponunun kullanildig1 hareketli faz ile simetrik ve

birbiri ile girisim yapmayan pikler elde edilmistir.

Teorik tabaka sayis1 ve pik asimetri oraninin (PAs) en uygun oldugu ve en iyi
ayirmmin gerceklestigi hareketli faz Klaritromisin ve safsizliklar1 i¢in fosfat tamponu /
metanol, (70 : 30, h/h); Azitromisin ve safsizliklari i¢in fosfat tamponu / metanol, (65 :
35, h/h); Spiramisin ve safsizliklar i¢in asetat tamponu / asetonitril (70 : 30, h/h) olarak

se¢ilmistir.

Hareketli fazin pH degeri ayirimi yapilacak maddelerin asidik ya da bazik
karakterine bagli olarak kromatografik davranislarini etkiler. Ters faz siv1
kromatografisinde asidik bilesenler icin pH’nin arttirilmasi ile alikonma zamam
azalirken, bazik bilesenlerde ise tam tersidir (87). Hareketli fazin pH’siin belirlenmesi
icin tampon ¢ozeltinin pH degeri 2.5, 3.0, 3.5, 4.0, 4.5, 5.0, 6.0 ve 6.5’¢ ayarlanarak
yapilan analizlerde pik asimetri oranlarinin ve teorik tabaka sayisinin yiiksek olmasi
nedeni ile en iyl aymrimin oldugu Klaritromisin ve safsizliklar1 i¢cin pH 3.0 fosfat
tamponu, Azitromisin ve safsizliklari i¢cin pH 6.0 fosfat tamponu, Spiramisin ve

safsizliklari i¢in pH 2.5 asetat tamponu olarak se¢ilmistir.

Hareketli fazin tampon derisimini 5 mM, 10 mM ve 15 mM olarak degistirilmis
ve her bir etken madde ve safsizliklarinin analizinde en yiiksek ayiriciligin elde edildigi
tampon derisimi saptanmistir. Klaritromisin ve safsizliklarinin analizinde 5 mM fosfat
tamponu, Azitromisin ve safsizliklarinin analizinde 5 mM fosfat tamponu ve Spiramisin
ve safsizliklarinin analizinde 10 mM asetat tamponu yiiksek ayiricilifa sahip olmasi

nedeniyle uygun bulunmustur.

Hareketli faz akis hiz1 HPLC sisteminde 0.8, 0.9, 1.0, 1.1 ve 1.2 mL/dak olarak
degistirilerek kromatografik parametreler degerlendirildiginde Klaritromisin ve
safsizliklarinin analizi igin 1.2 mL/dak, Azitromisin ve safsizliklarinin analizi i¢in 1.0

mL/dak, Spiramisin ve safsizliklarinin analizi i¢in 1.2 mL/dak se¢ilmistir.
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Hareketli faz akis hizi UPLC sisteminde 0.2, 0.3, 0.4, 0.5 ve 0.6 mL/dak olarak
degistirilerek kromatografik parametreler degerlendirildiginde Klaritromisin ve
safsizliklarinin analizi i¢in 0.3 mL/dak, Azitromisin ve safsizliklarinin analizi i¢in 0.4

mL/dak, Spiramisin ve safsizliklarinin analizi i¢in 0.3 mL/dak secilmistir.

Enjeksiyon hacmi HPLC sisteminde 5, 10, 20 ve 40 pL, UPLC sisteminde ise 3,
5,7 ve 9 uL olarak degistirilmis ve kromatografik parametreler degerlendirildiginde en
iyl ayrimin saglandigi Klaritromisin, Azitromisin ve Spiramisin ile safsizliklarinin
analizinde enjeksiyon hacmi, HPLC sisteminde 20 pL, UPLC sisteminde ise 5 pL

olarak belirlenmistir.

HPLC ve UPLC kromatografik kosullarin optimizasyon c¢alismalarinda i¢
standart kullanilmamis her analiz 6ncesinde belirlenen sistem uygunluk parametreleri

kontrol edilmistir.

Yapilan optimizasyon ¢aligmalari sonucunda HPLC ve UPLC sistemleri i¢in
hareketli faz olarak Klaritromisin ve safsizliklari i¢in pH = 3.0, 5 mM fosfat tamponu /
metanol (70 : 30, h/h) HPLC sisteminde 1.2 mL/dak, UPLC sisteminde 0.3 mL/dak akis
hizinda kullanilmistir (Tablo 4.6). Belirlenen kromatografik kosullarda, Klaritromisin,
safsizlik 1 ve safsizlik 2, HPLC sistemi ile analizde siras1 ile 4.14, 5.80 ve 7.80 dak
alikonma zamaninda; UPLC sistemi ile analizde 2.07, 0.55 ve 0.85 dak alikonma

zamaninda ayrilmistir (Sekil 4.1-4.2)

Azitromisin ve safsizliklarinin analizinde hareketli faz olarak pH = 6.0, 5 mM
fosfat tamponu / asetonitril (65 : 35, h/h) HPLC sisteminde 1.0 mL/dak, UPLC
sisteminde 0.4 mL/dak akis hizinda kullanilmistir (Tablo 4.28). Belirlenen
kromatografik kosullarda, Azitromisin, safsizlik 1 ve safsizlik 2; HPLC sisteminde
sirasi ile 4.80, 2.78 ve 7.61 dak, UPLC sisteminde 1.03, 0.57 ve 2.65 dak alikonma
zamanlarinda ayrilmistir (Sekil 4.9-4.10).

Spiramisin ve safsizliklarinin HPLC ve UPLC ile analizinde hareketli faz olarak
pH = 2.5, 10 mM asetat tamponu / asetonitrilin (70 : 30, h/h) HPLC sisteminde 1.2
mL/dak, UPLC sisteminde 0.3 mL/dak akis hizinda kullanilmistir (Tablo 4.50).

Belirlenen kromatografik kosullarda, Spiramisin, safsizlik 1, safsizlik 2 ve safsizlik 3;
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HPLC sisteminde sirasi ile 8.81, 2.20, 3.63 ve 6.83 dak, UPLC sisteminde 1.67, 0.47,
0.64 ve 1.36 dak alikonma zamanlarinda ayrilmistir (Sekil 4.17-4.18).

Kromatografik yontemlerin validasyonu

Gelistirilen HPLC ve UPLC yontemlerinin validasyonu ICH (Text on Validation
of Analytical Procedures) ve USP XXIV (2nd supplement: Validation of Compendial

Methods) esas alinarak yapilmistir.

Gelistirilen yontemlerin sistem uygunluk parametrelerininin belirlenmesinde
elde edilen pik alanlarinin ve alikonma zamanlarinin bagil standart sapma degerleri ile

her pikin en yakinindaki pike gore ayiriciligr incelenmistir.

HPLC sistemi ile analizde Klaritromisin ile safsizlik 1 pikleri arasindaki
ayiricilik 1.73, safsizhik 1 ile safsizlik 2 arasindaki ayiricilik 2.43 (Tablo 4.7),
Azitromisin piki ile safsizlik 1 piki arasindaki ayiricilik 3.13, Azitromisin ile safsizlik 2
arasindaki ayiricilik ise 5.23 (Tablo 4.29), Spiramisin piki ile safsizlik 3 piki arasindaki
ayiricilik 2.02, safsizlik 1 ile safsizlik 2 arasindaki ayiricilik ise 1.82 (Tablo 4.51) olarak

elde edilmistir.

UPLC sistemi ile analizde Klaritromisin ile safsizlik 2 pikleri arasindaki
ayiricilik 11.63, safsizlik 1 ile safsizlik 2 arasindaki ayiricilik 4.30 (Tablo 4.8),
Azitromisin ile safsizlik 1 piki arasindaki ayiricilik 4.20, Azitromisin ile safsizlik 2
arasindaki ayiricilik ise 5.64 (Tablo 4.30), Spiramisin piki ile safsizlik 3 piki arasindaki
ayiricilik 3.93, safsizlik 1 ile safsizlik 2 arasindaki ayiricilik ise 2.65 (Tablo 4.52) olarak

elde edilmistir.

HPLC ve UPLC ile analizlerde pik alanlar1 ve alikonma zamanlarimin BSS
degerleri Klaritromisin ve safsizliklari i¢in % 1.18’den, Azitromisin ve safsizliklar1 igin
% 1.14’den, Spiramisin ve safsizliklar1 i¢in % 1.83°den kiiciik ve tiim analizlerde
ayiricilik  degerinin  1.5’den biiylik olmasi1 gelistirilen yontemlerde sistemlerin

uygunlugunu gosteren bir parametredir.

Sonuglar HPLC ve UPLC sistemi i¢in kabul edilebilir ayiriciligi saglamakta
olup, UPLC sistemi ile daha yiiksek ayiricilik elde edilmis ve UPLC ile analiz siiresi



165

yaklagik 3 kat azalmistir. Analiz siiresinin kisalmasi harcanan hareketli faz miktarini ve

dolayistyla analiz maliyetini de 6nemli 6l¢iide azaltmaktadir.

Optimize kromatografik kosullarda HPLC ve UPLC sistemleri ile elde edilen
kromatogramlarda standartlarin birbiri ile plasebo ve ¢oziicii ile arasinda herhangi bir
girisimin olmamasi, gelistirilen yontemlerin Klaritromisin, Azitromisin ve Spiramisin
ile safsizliklarinin analizi i¢in segici oldugunu gostermistir (Sekil 4.3, 4.4, 4.11, 4.12,

4.19 ve 4.20).

HPLC sisteminin tekrarlanabilirliini gostermek amaciyla standart ¢ozeltilerin
10 kez enjeksiyonu yapilmis Klaritromisin, Ksafl ve Ksaf2 pik alanlarinin BSS
degerleri siras1 ile % 0.95, 1.18 ve 1.45, Azitromisin, Asafl ve Asaf2 pik alanlarinin
BSS degerleri sirast ile % 1.07, 0.94 ve 0.81, Spiramisin, Ssafl, Ssaf2 ve Ssaf3 pik
alanlariin BSS degerleri sirasi ile 0.62, 0.56, 1.02 ve 0.38 olarak bulunmustur (Tablo
4.9,4.31 ve 4.53).

UPLC sisteminin tekrarlanabilirliini gostermek amaciyla standart ¢ozeltilerin
10 kez enjeksiyonu yapilmis ve Klaritromisin, Ksafl ve Ksaf2 pik alanlarimin BSS
degerleri sirasi ile % 0.44, 0.84 ve 0.80, Azitromisin, Asafl ve Asaf2 pik alanlarinin
BSS degerleri sirast ile % 0.61, 0.65 ve 0.50, Spiramisin, Ssafl, Ssaf2 ve Ssaf3 pik
alanlarmin BSS degerleri sirasi ile 0.10, 0.09, 0.71 ve 0.04 olarak bulunmustur (Tablo
4.9,4.31 ve 4.53).

BSS degerlerinin kabul kriterinin % 2’den kii¢iik olmas1 gelistirilen yontemlerin

HPLC ve UPLC sistemlerinde tekrarlanabilir oldugunu gostermistir.

% 1 — 120 derisim araliginda Klaritromisin, Azitromisin ve Spiramisin ile
safsizlik standartlarini igeren ¢ozeltilerin optimize edilen deneysel kosullarda analizleri
yapilarak elde edilen pik alanlarina kars1 derisim egrileri ¢izilerek kalibrasyon dogrulari
olusturulmustur. Regresyon analizi sonucunda kalibrasyon dogru denklemi, korelasyon
analizi sonucunda r ve R? katsayilart elde edilmistir. Korrelasyon katsayilari
Klaritromisin, Ksafl ve Ksaf2 i¢in HPLC sisteminde sirasi ile 0.9990, 0.9989 ve
0.9991, UPLC sisteminde 0.9993, 0.9992 ve 0.9995 (Tablo 4.10); Azitromisin, Asafl ve
Asaf2 i¢in HPLC sisteminde siras1 ile 0.9981, 0.9991 ve 0.9988, UPLC sisteminde
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0.9990, 0.9994 ve 0.9988 (Tablo 4.32); Spiramisin, Ssafl, Ssaf2 ve Ssaf3 i¢cin HPLC
sisteminde sirasi ile 0.9994, 0.9994, 0.9995 ve 0.9995, UPLC sisteminde 0.9995,
0.9995, 0.9998 ve 0.9996 (Tablo 4.54) olarak bulunmustur. Kalibrasyon dogrularinin
dogrusalliktan ayrilis ve korrelasyon katsayilarinin 6nem kontrolii yapilarak,
dogrusalliktan ayrilisin 6nemsiz oldugu ve korrelasyon katsayilarinin tesadiifen

bulunmus degerler olmadigr istatistiksel olarak saptanmigtir (107).

Ayrica Klaritromisin, Azitromisin ve Spiramisin i¢in dogrusalligin kontrol
grafikleri ¢izilmis (Sekil 4.5, 4.13 ve 4.21) ve elde edilen kalibrasyon egrilerinin
egimlerinin 1, tanimlayicilik katsayilarinin  0.9994’den biiyiik olmasi gelistirilen

yontemin dogrusal oldugunu gostermistir.

Yontemlerin dogruluk caligsmasi icin plasebo ¢ozeltisine % 80, % 100 ve % 120
derisimlerde standart ¢ozelti eklenerek 3’er ¢ozelti HPLC ve UPLC sisteminde analiz
edilmis ve geri kazanim degerleri hesaplanmistir. Buna gore Klaritromisin i¢gin HPLC
sisteminde % 99.61, UPLC sisteminde % 99.93 geri kazanim saglanmistir (Tablo 4.11).
Azitromisin i¢in HPLC sisteminde % 99.75, UPLC sisteminde % 100.12 geri kazanim
saglanmistir (Tablo 4.33). Spiramisin i¢in ise HPLC sisteminde % 99.76, UPLC
sisteminde ortalama % 100.03 geri kazanim saglanmistir (Tablo 4.55). Geri kazanim

degerlerinin % 98-102 araliginda olmas1 yontemin dogrulugunu gostermektedir.

Yontemlerin kesinlik ¢alismalar1 i¢in plasebo ¢ozeltisine, giin i¢inde ve giinler
arasinda, % 80, % 100 ve % 120 derisimlerde standart ¢ozelti eklenerek hazirlanan
cozeltiler HPLC ve UPLC sisteminde analiz edilmis BSS degerleri hesaplanmistir. Giin
ici kesinlik ¢aligmalarinda BSS degerleri; Klaritromisin i¢in HPLC sisteminde % 1.00 —
1.50, UPLC sisteminde % 0.43 — 0.94 (Tablo 4.12), Azitromisin i¢in HPLC sisteminde
% 0.59 — 1.55, UPLC sisteminde % 0.57 — 1.19 (Tablo 4.34), Spiramisin i¢in HPLC
sisteminde % 1.14-1.96, UPLC sisteminde % 0.59-0.86 (Tablo 4.56) araliginda

bulunmustur.

Giinler arasi1 kesinlik ¢alismalarinda BSS degerleri; Klaritromisin i¢in HPLC
sisteminde % 1.28 — 1.54, UPLC sisteminde % 0.50 — 0.84 (Tablo 4.13), Azitromisin
icin HPLC sisteminde % 0.80 — 1.59, UPLC sisteminde % 0.10 — 0.61 (Tablo 4.35),
Spiramisin i¢cin HPLC sisteminde % 1.14-1.75, UPLC sisteminde % 0.13-0.99 (Tablo
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4.57), araliginda bulunmustur. BSS degerlerinin 2'den kiiciik olmasit yontemin

kesinliginin yiiksek oldugunun gostergesidir (92, 93).

Klaritromisin, Azitromisin ve Spiramisin ile safsizliklarinin (% 100 derisimde)
HPLC ve UPLC ile analizleri farkl: iki analizci tarafindan gergeklestirilmis (Tablo 4.14,
4.36 ve 4.58) ve elde edilen verilerin istatistiksel degerlendirilmeleri sonucu ortalamalar
arasinda anlamli bir fark bulunmamasi1 yontemin kesinligini kanitlamaktadir (p > 0.05)

(108).

Gelistirilen kromatografik yontemler i¢in, LOD degerleri S/G oraninin 3 oldugu
degere gore Klaritromisin, Ksafl ve Ksaf2 i¢cin HPLC sisteminde siras1 ile 166.50
ng/mL, 1.80 ng/mL ve 1.00 ng/mL, UPLC sisteminde siras1 ile 125.00 ng/mL, 1.00
ng/mL ve 0.85 ng/mL olarak bulunmustur (Tablo 4.15). Azitromisin, Asafl ve Asaf2
icin HPLC sisteminde sirast ile 185.50 ng/mL, 2.40 ng/mL ve 1.00 ng/mL, UPLC
sisteminde sirast ile 125.00 ng/mL, 1.50 ng/mL ve 0.85 ng/mL olarak bulunmustur
(Tablo 4.37). Spiramisin i¢cin HPLC sisteminde 172.50, Ssafl, Ssaf2 ve Ssaf3 i¢in 1.15
ng/mL, UPLC sisteminde sirasi ile 130.00 ng/mL, 0.86 ng/mL, 0.86 ve 1.00 ng/mL
olarak bulunmustur (Tablo 4.59).

Giinliik alim dozunun 1000 mg ve alt1 olan farmasotik preparatlar icin belirtilen
raporlama seviyesi % 0.1’dir (29). Klaritromisin, Azitromisin ve Spiramisin’in
safsizliklarinin % 0.1°lik ¢ozeltilerinden 6 tane hazirlanmig; HPLC ve UPLC yontemleri
ile analizleri sonucunda elde edilen pik alanlarinin BSS degerleri hesaplanmistir. Bu
degerler; Ksafl ve Ksaf2 i¢cin HPLC sisteminde % 2.94 ve % 1.91, UPLC sisteminde %
2.42 ve % 0.87 (Tablo 4.16); Asafl ve Asaf2 i¢in HPLC sisteminde % 7.28 ve % 3.06,
UPLC sisteminde % 2.36 ve % 1.62 (Tablo 4.38); Ssafl, Ssaf2 ve Ssaf3 i¢in HPLC
sisteminde % 5.05, % 4.30 ve % 7.83, UPLC sisteminde % 1.71, % 3.17 ve % 1.56
(Tablo 4.60) olarak bulunmustur.

Gelistirilen kromatografik yontemler i¢in, LOQ degerleri S/G oraninin 10
oldugu degere gore Klaritromisin, Ksafl ve Ksaf2 i¢cin HPLC sisteminde 500.00 ng/mL,
2.50 ng/mL ve 1.25 ng/mL, UPLC sisteminde 375.00 ng/mL, 1.87 ng/mL ve 1.00
ng/mL (Tablo 4.17); Azitromisin, Asafl ve Asaf2 i¢in HPLC sisteminde sirasi ile
500.00 ng/mL, 2.50 ng/mL ve 1.25 ng/mL, UPLC sisteminde siras1 ile 375.00 ng/mL,
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1.87 ng/mL ve 1.00 ng/mL (Tablo 4.39); Spiramisin, Ssafl, Ssaf2 ve Ssaf3 icin HPLC
sisteminde sirasi ile 690.00 ng/mL, 3.45 ng/mL, 3.45 ng/mL ve 1.73 ng/mL UPLC
sisteminde siras1 ile 517.50 ng/mL, 2.58 ng/mL, 2.58 ng/mL ve 1.30 ng/mL (Tablo
4.61) olarak tespit edilmistir.

Elde edilen diisik LOD ve LOQ degerleri ile raporlama seviyesinde kabul
kriterlerine (< % 10) uygun BSS degerlerinin elde edilmesi gelistirilen yontemlerin

yiiksek duyarlilikta oldugunu géstermektedir.

Yontemlerin saglamlik caligsmalarinda, hareketli faz organik ¢oziicii orani,
tampon pH’s1, akis hizi ve dedektor dalga boyunda, yapilan kiiciik degisiklikler
sonucunda Klaritromisin, Azitromisin ve Spiramisin ile safsizliklarinin analizlerinde
elde edilen sistem uygunluk parametrelerinin etkilenip etkilenmedigi arastirilmistir. Her
bir degisiklik sonucu yapilan analiz bulgular1 optimum kosullarda elde edilen analiz
sonuglart ile karsilastirilmistir (Tablo 4.18-4.21, Tablo 4.40-4.43 ve Tablo 4.62-4.65)
Yapilan t testi sonuglari, gelistirilen yontemin optimum kosullarinda yapilan kii¢lik
degisikliklerin sistem uygunluk parametreleri {lizerinde etkili olmadigin1 ve HPLC ile

UPLC analiz sonuglarinin saglamligini géstermektedir (p>0.05) (108).

Cozeltilerin kararlilik ¢alismalari i¢in Klaritromisin, Azitromisin ve Spiramisin
ile safsizliklarmin % 100’liik ¢ozeltilerinin oda sicaklifinda 48 saat boyunca 6 saat ara
ile analizleri yapilmis ve % derisim miktarlar1 hesaplanmistir (Tablo 4.22, 4.44 ve 4.66).
Bu siire sonunda derisimlerde % 2’den daha az degisim gdzlenmis olmasi standart

coOzeltilerin 48 saat kararli oldugunu gostermistir.

Plasebo ¢ozeltisine % 100 derisimde Klaritromisin, Azitromisin, Spiramisin
veya safsizliklarinin eklenmesi ile elde edilen kalite kontrol numunelerinin miktar tayini
ile olusturulan kalite kontrol kartlar1 sistemin kalitesini izlemek i¢in kullanilmistir.
Kalite kontrol numunelerinin analiz sonuglar1 degerlendirildiginde tiim degerlerin uyari
sinirlart i¢cinde kalmast HPLC ve UPLC sistemlerinin kalitesinin giivence altinda

oldugunu gostermistir (Sekil 4.7-4.8, Sekil 4.15-4.16 ve Sekil 4.23-4.24).
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Stres Testi Calismalar

% 100 derisimde Klaritromisin, Azitromisin veya Spiramisin i¢eren plasebolar 8
ayri stres kosuluna maruz birakilmistir. Ortam kosullari, giines 15181, fotoliz, sicaklik,
baz hidrolizi ve indirgenme testlerinde iic madde de meydana gelen bozunmalarinin
kabul sinirlarinin altinda oldugu; asit hidrolizi ve hidrojen peroksitle oksidasyon sonucu

her ii¢ madde de bozunma oldugu gézlemlenmistir (Tablo 4.67-4.69).

Klaritromisin igeren plasebo, asit hidrolizine maruz birakilip HPLC ve UPLC
yontemleri ile analiz edildiginde bozunma iiriinii olarak ortalama % 11.34 Ksafl ve %
12.23 Ksaf2’nin olustugu; hidrojen peroksit ile oksidasyona maruz birakildiginda %

2.07 Ksafl ve % 1.70 Ksaf2’nin olustugu goriilmiistiir (Sekil 4.25-4.26)

Azitromisin igeren plasebo, asit hidrolizine maruz birakilip HPLC ve UPLC
yontemleri ile analiz edildiginde bozunma iiriinii olarak ortalama % 9.35 Asafl ve %
4.13 Asaf2’nin olustugu; hidrojen peroksit ile oksidasyona maruz birakildiginda % 3.47
Ksafl ve % 2.89 Ksaf2’nin olustugu goriilmiistiir (Sekil 4.27-4.28)

Spiramisin igeren plasebo, asit hidrolizine maruz birakiip HPLC ve UPLC
yontemleri ile analiz edildiginde bozunma iiriinii olarak ortalama % 8.70 Ssafl, % 5.02
Ssaf2 ve % 1.03 Ssaf3’iin olustugu; hidrojen peroksit ile oksidasyona maruz
birakildiginda % 4.05 Ssafl, % 3.75 Ssaf2 ve % 1.45 Ssaf3’lin olustugu goriilmiistiir
(Sekil 4.29-4.30)
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Farmasotik Preparat Analizleri

Piyasada bulunan Klaritromisin, Azitromisin ve Spiramisin igeren farmasotik
preparatlardan etken madde ve safsizliklarinin analizleri optimize edilen ve validasyon

calismalar gerceklestirilen HPLC ve UPLC yontemleri yapilmistir.

Klacid® ve Klaromin® 500 mg Film Tablet igeriginde % 99.90 Klaritromisin, %
0.07 Ksafl bulunmus olup, Ksaf2 tespit edilmemistir (Tablo 4.70).

Zitromax” Film Tablet igeriginde % 99.85 Azitromisin, % 0.10 Asafl ve % 0.11
Asaf2; Azro® Film Tablet igeriginde % 99.86 Azitromisin, % 0.10 Asafl ve % 0.12
Asaf2 bulunmustur (Tablo 4.71).

Rovamycin® Film Tablet % 99.80 Spiramisin, % 0.08 Ssafl, % 0.12 Ssaf2 ve %
0.11 Ssaf3; Rovagyl® Film Tablet iceriginde % 99.82 Spiramisin, % 0.09 Ssafl, % 0.12
Ssaf2 ve % 0.09 Ssaf3 bulunmustur (Tablo 4.72).

Yapilan analiz ¢alismalar1 sonucunda piyasada mevcut farmasdtik preparatlarda
etken madde miktarlar1 % 98 — 102 arasinda, safsizlik miktarlar1 ise ({iriin

spesifikasyonlarinda belirtilen kabul sinirlarinin altinda bulunmustur.
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6. SONUC VE ONERILER

Bu tez calismasinda, makrolit grubu antibakteriyel ilaglardan Klaritromisin,
Azitromisin, Spiramisin ve safsizliklarinin farmasoétik preparatlardan analizi i¢in HPLC

ve UPLC yontemleri gelistirilmistir.

Gelistirilen HPLC yonteminde en i1yi kosullar Klaritromisin ve safsizliklarinin
analizi i¢in ACE C18, 250 x 4.6 mm, 5 um i.¢. kolon, pH = 3.0, 5 mM fosfat tamponu /
metanol (70 : 30, h/h) hareketli faz, 1.2 mL/dak akis hiz1 ve UV dedektor ile (219 nm);
Azitromisin ve safsizliklarinin analizi i¢cin ACE C18, 150 x 4.6 mm, 5 pm i.¢. kolon, pH
= 6.0, 5 mM fosfat tamponu / asetonitril (65 : 35, h/h) hareketli faz, 1.0 mL/dak akis
hizt ve UV dedektor ile (240 nm); Spiramisin ve safsizliklarinin analizi i¢in Inertsil
ODS 250 x 4.6 mm, 5 pm i.¢. kolon, pH = 2.5, 10 mM asetat tamponu / asetonitrilin (70
: 30, h/h) hareketli faz, 1.2 mL/dak akis hiz1 ve UV dedektoér ile (240 nm) elde
edilmistir. Bu kosullarda analiz siiresi Klaritromisin ve safsizliklar1 i¢in 8.5 dak,
Azitromisin ve safsizliklar1 i¢in 8 dak, Spiramisin ve safsizliklar1 i¢in 10 dak olarak

bulunmustur.

Gelistirilen UPLC yonteminde Klaritromisin, Azitromisin, Spiramisin ve
safsizliklarinin analizi icin HPLC yonteminde kullanilan hareketli fazlar ve UV
dedektor kullanilmig olup analizler 1.7 pm partikiil ¢apina sahip Acquity BEH C18, 50
x 2.1 mm kolon ile gerceklestirilmistir. UPLC sisteminde akis hizi Klaritromisin,
Spiramisin ve safsizliklarinin analizi i¢in 0.3 mL/dak, Azitromisin ve safsizliklar1 i¢in
0.4 mL/dak’dir. Optimize edilen UPLC kosullarinda analiz siiresi Klaritromisin ve
safsizliklar1 i¢in 2.2 dak, Azitromisin ve safsizliklart i¢in 2.9 dak, Spiramisin ve

safsizliklari i¢in 1.8 dak olarak bulunmustur.

Gelistirilen HPLC ve UPLC yontemlerinin validasyon parametreleri

degerlendirilmis ve gegerlilikleri kanitlanmistir.

Valide edilen yontemler farmasdtik preparat analizlerine uygulanmis,
preparatlardaki etken madde ve safsizlik tayinleri ile kalite kontrolleri

gerceklestirilmistir.
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Ayrica gelistirilen ve valide edilen HPLC ve UPLC yontemleri farkli stres
kosullarina maruz birakilmig Klaritromisin, Azitromisin veya Spiramisin igeren
plasebonun analizine uygulanmis, asit hidrolizi ve hidrojen peroksitle oksidasyon
sonucunda her ii¢c maddenin bozundugu belirlenmis ve bozunma iiriinlerinin miktarlar

saptanmistir.

Gelistirilen yontemler, Klaritromisin, Azitromisin ve Spiramisin ile safsizliklari
icin mevcut analiz yontemleri (68, 73, 77) ile karsilastirildiginda daha kisa analiz siiresi,
diisiik analiz maliyeti, simetrik ve keskin piklerin elde edildigi yiiksek ayiricilik ve

yiiksek hassasiyette analizler ger¢eklestirilmistir.

Gelistirilen yontemlerin bozunma iiriinlerinin izlenmesinde gegerli bir yontem

oldugu saptanmis olup yontemler stabilite ¢aligmalar1 i¢in Onerilmektedir.

Gelistirilen HPLC ve UPLC yontemleri karsilastirildiginda, diisiik analiz siiresi,
etkin ayiricilik, diisiik analiz maliyetinden dolayr UPLC yontemi HPLC ¢aligsmalarina
istiinliilk saglamakta olup kalite kontrol laboratuvarlarinda ve arastirma-gelistirme
laboratuvarlarinda, {iriin gelistirme calismalarinda ve stabilite caligmalarinda, kalite

kontrol analizlerinde kullanilmak tizere onerilmektedir.
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EKLER
EK 1. istatistiksel Katsayillarin Hesaplanmasi

Bagil standart sapma =SS x100
X

SS: Standart sapma
X: Aritmetik ortalama

% Gerl kazanmim = Bulunan miktar x 100

Olmas1 gereken miktar

Evren Ortalamas1 Giiven Araliginin Hesaplanmasi

u=XiS§t veya X—S)*( <M<X+SX
H : Evren ortalamasi

X : Orneklem ortalamasi

S-

X : Standart hata

t . Secilen yanilma diizeyi (o) ve n-1 serbestlik derecesindeki t

tablosundaki deger.
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EK 2. Tez icinde Kullamilan istatistiksel Testler

Korrelasyon Katsayis1 Onem Kontrolii

Bu test ile bulunan korrelasyon katsayisinin 6nemli bir katsayr mi yoksa
tesadiife bagli bir katsay1r m1 oldugu anlagilmaktadir.

1. HO: Korrelasyon katsayisi tesadiife bagh bir degerdir (r=0).

2. Test istatistiginin hesaplanmasi:

r S - 1-r?

T=—
S n-2

T: Test istatistigi,
r: Korrelasyon katsayisi,
Sr : Korrelasyon katsayisinin standart hatasi.
3. Yanilma olasilig1 a=0.05 secilmistir.
4. Serbestlik derecesi=n-2  (n: Ol¢iim sayis1)
5. 0=0.05 yanilma diizeyinde ve n-2 serbestlik derecesindeki tablo t degerine
bakalir.
6. Karsilastirma: Hesapla bulunan t degeri tablo t degerinden biiyiikse HO
reddedilir, kiigiikse kabul edilir.
7. Karar: a ) Korrelasyon katsayis1 onemli bir degerdir, tesadiifen bulunmus
bir deger degildir (t=hesaplanan deger, p<0.05).
b) Korrelasyon katsayist Oonemli bir deger degildir, tesadiifen

bulunmus bir degerdir (t=hesaplanan deger, p>0.05)
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Dogrusalhiktan Ayrihis Onem Kontrolii
1. Kareler toplami1 bulunur:

a) Regresyon Kareler Toplam1 (RKT):

2

[z ry - (EXE y)}
RKT = n__
s x> _(E%)
n

b) Y Ortalamadan Ayrilig Kareler Toplami (YOAKT):
2
YOAKT = 3y - (2
n

c) Regresyondan Ayrilis Kareler Toplami (RAKT) hesaplanir:
RAKT=YOAKT — RKT
2. Serbestlik dereceleri bulunur:
a) Regresyon Serbestlik Derecesi (RSD) =1
b) Y Ortalamadan Ayrilis Serbestlik Derecesi (YOASD) =n-1
c¢) Regresyondan Ayrilis Serbestlik Derecesi (RASD) = YOASD-YSD
3. Kareler ortalamalar1 bulunur:
a) Regresyon Kareler Ortalamas1 = RKT / RSD
b) Regresyondan Ayrilig Kareler Ortalamasi (RAKO) = RAKT / RASD
4. HO = Derigim ile dedektdr cevabi arasindaki iliski dogrusal degildir.
5. Yanilma olasilig1 a=0.05 secilmistir.
6. FFRKO / RAKO
7.p=0.05 diizeyinde RSD ve RASD serbestlik derecelerindeki tablo F
degerleri bulunur.
8. Karsilastirma: Hesapla bulunan F degeri tablo F degerinden biiyiikse HO
hipotezi reddedilir, kiiciikse kabul edilir.
9. Karar: a) Derisim ile dedektdr cevabi arasindaki iligski dogrusaldir
(F=Hesaplanan deger, p<0.05).
b) Derisim ile dedektor cevabi arasindaki iliski dogrusal degildir

(F=Hesaplanan deger, p>0.05).
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t Testi

Iki ortalama arasinda fark olup olmadigimni test eder.
s2=[(nl-1)s12 + (n2-1)s22]/(nl +n2 -2)

t=( x1- x2)/sV(1/nl + 1/n2)

nl: 1.ydontemin 6l¢iim sayisi n2: 2.yontemin 6l¢lim sayisi
sl: 1. yontemin standart sapmas1  s2: 2.yontemin standart sapmasi
x1: 1. yéntemin ortalamasi x2: 2.ydntemin ortalamast
Serbestlik derecesi=nl +n2 -2
1. HO = Iki ortalama arasinda fark yoktur.
2. 0=0.05 yanilma diizeyinde ve nl + n2 -2 serbestlik derecesindeki tablo t
degerine bakilir.
3. Karsilagtirma: Hesapla bulunan t degeri tablo t degerinden biiyiikse HO
hipotezi reddedilir, kiiciikse kabul edilir.
4. Karar: a) Ortalamalar arasinda fark yoktur (t = Hesaplanan deger, p > 0.05).
b) Ortalamalar arasinda fark vardir (t = Hesaplanan deger, p < 0.05).



Tek Yonlii Varyans Analizi

1. Kareler toplamlar1 bulunur.
Genel kareler toplami (GnKT)
(Zx)2

GnKT = 2x2 -

n
Gruplar arasi kareler toplam1 (GAKT)

(Zxj) (Zx)2
GAKT = X -
nj n

c¢) Denekler arasi kareler toplam1 (DAKT)
(Her bir satir toplami)2 (Zx)2
DAKT =% —

Her bir satirdaki 6l¢lim sayis n

d) Etkilesim (hata) kareler toplami1 = HKT = GnKT - GAKT - DAKT

2. Serbestlik derecelerinin bulunmasi
a) Genel serbestlik derecesi = GnSD =nj x k - 1
b) Gruplar arasi serbestlik derecesi = GASD =k - 1
c) Denekler arasi serbestlik derecesi = DASD =nj - 1
d) Hata serbestlik derecesi = HSD =(nj- 1) x (k- 1)

3. Kareler ortalamasinin bulunmasi
a) Gruplar arasi kareler ortalamas1 = GAKO = GAKT / GASD
b) Denekler arasi serbestlik derecesi = DAKO = DAKT / DASD
c¢) Hata kareler ortalamas1 = HKO = HKT / HSD

4. HO = Yontemler arasinda fark yoktur.

H1 = En az bir 6l¢iim digerlerinden farklidir.

5. Yanilma olasiligi p = 0.05 secilmistir.
6. F = GAKO /HKO
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7. o = 0.05 diizeyinde GASD ve HSD serbestlik derecelerindeki tablo F
degerleri bulunur.

8. Karsilagtirma: Hesaplanan deger F (FH) degeri tablo F (FT) degerinden
biiylikse HO hipotezi reddedilir, kiiciikse kabul edilir.

9. Karar: Yontemler arasinda fark yoktur (F = Hesaplanan deger, p > 0.05)

veya yontemlerden en az biri farklidir (F = Hesaplanan deger, p < 0.05).
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