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OZET

(Nesetoglu, N. (2015). Parasetamol ve Flurbiprofenin Yiiksek Performansli Sivi
Kromatografisi Yontemi ile Yanyana Analizi. Istanbul Universitesi Saglik Bilimleri

Enstitiisii, Analitik Kimya Anabilim Dal1. Yiiksek Lisans Tezi. Istanbul.

Bu tez ¢alismasinda, patenti bulunan ancak heniiz kullanima sunulmamus, tablet
formundaki parasetamol ve flurbiprofenin yanyana analizi igin basit ve segici bir HPLC
yontemi gelistirilmistir. Yontem ters fazli Cig kolonda; fosforik asit ile pH 5.00'a
ayarlanmig 0.1 M sodyum asetat : asetonitril (40:60, h/h) mobil fazi ile 0.8 mL/dak akis
hizinda maddelerin ayrilmasi esasina dayanmaktadir. Dedeksiyon dalga boyu 247 nm'
ye ayarlanmistir. Maddelerin dogrusallik araliklar1 parasetamol i¢in 0.1-1.5 pg/mL ve
flurbiprofen i¢in 0.1-1.5 pg/mL olarak bulunmustur. Teshis (LOD) ve tayin simirlari
(LOQ) ise sirast ile PAR i¢in 16.33 ng/mL ve 54.45 ng/mL; FLU igin 15.25 ng/mL ve
50.82 ng/mL’ dir. Gelistirilen yontemin validasyonu yapilarak, bu iki ilag maddesinin
tabletlerdeki analizine uygulanmigtir. Gelistirilen yontem kolay, hassas ve
tekrarlanabilir olup parasetamol ve flurbiprofenin yan yana tablet analizlerinde giivenle

kullanilabilir.

Anahtar  Kelimeler :Parasetamol, Flurbiprofen, Yiiksek Performansli  Sivi
Kromatografisi, Tablet Analizi.

Bu calisma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan
desteklenmistir. Proje No: 40085
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ABSTRACT

Nesetoglu, N. (2015) Simultaneous Determination of Paracetamol and Flurbiprofen by
High-Performance Liquid Chromatographic Method, Istanbul University, Institue of
Health Science, Department of Analytical Chemistry. Master Thesis. Istanbul.

In this study, a simple and selective HPLC method was developed for the analysis of
paracetamol and flurbiprofen in tablets with a patent but not yet available. The method
was based on separation by using a mobile phase acetonitrile- 0.1M sodium acetat
solution (pH:5.00) (60:40,v/v) and reversed-phase Cig column. The mobile phase flow
rate was 0.8mL/min. The substances were dedected at 247 nm. The linearity ranges
were found as 0.1-1.5 ug/mL for both paracetamol and flurbiprofen, respectively. The
limits of detection and quantification were found to be 16.33 ng/mL and 54.45 ng/mL
for PAR and 15.25 ng/mL and 50.82 ng/mL for FLU, respectively. The proposed
method was successfully validated and applied for the determination of tablets. The
developed method is simple, sensitive and reproducible and can be used safely routine

simultaneous analysis of paracetamol and flurbiprofen in tablets.

Key Words: Paracetamol, Flurbiprofen, High Performance Liquid Chromatography,
Tablet Analysis

The present work was supported by the Research Fund of Istanbul University. Project
No0:40085



1. GIRIS VE AMAC

Analjezik-antipiretik  ilaglardan nonsteroid antiinflamatuvar ilaglar ve
parasetamol (asetominofen), giinliik pratikte giivenli oldugu diisiinlilen, agr1 ve ates
kontrolinde sik kullanilan ilaglardir [1]. Parasetamol nonsteroidal antiinflamatuvar
ilaglar (NSAII) farkli olarak, santral sinir sisteminde (SSS) etki gosterir ve
prostaglandin sentezi ile ilgili bir enzim olan siklooksijenazin COX-1 ve COX-2
izoformlarmi1 inhibe eder ve etkisini cabuk gosterir. Oral yoldan alindiginda
gastrointestinal kanaldan hizla ve tama yakin absorbe olur [2]. Plazmada doruk
konsantrasyonlarina 0.17-1.2 saat icinde ulasir [3]. Parasetamol benzeri diger ilaglardan
farkli olarak , hipotalamus ve omurilik gibi peroksitlerden fakir ortamda, prostaglandin
sentezini inhibe ederek antipiretik ve analjezik oOzellik gosterir. Beyinde COX-3
enzimini inhibe etmesi santral analjezik etkisinde rol oynar. Periferik dokularda
siklooksijenaz enzimini inhibe edemedigi i¢in antiinflamatuvar aktivitesi yoktur [1-4].
Parasetamol orta ve siddetli postoperatif agrida etkin oldugu ve postoperatif opioid
tiketiminde azalmayla birlikte analjezi kalitesinde artis saglamaktadir. Ayrica
parasetamol opioidlerin reseptdrlere baglanmasiyla iliskili komplikasyonlara ve NSAIl
kullanim1 ile gozlenebilen gastrik irritasyon ve kanamaya neden olmamaktadir [5].
Normal dozlarda alindiginda oldukga giivenlidir fakat, yiiksek dozlarda alindiginda
karaciger nekrozuna neden olabilir. Saglikli yetiskinlerin 24 saatlik bir periyotta 4 gram
parasetamolden (asetaminofen) daha fazla almamalari gerekir. Agn tedavisinde tablet
basina 650-750 mg arasinda parasetamol igerebilir. Bu yiizden ortadan siddetliye
degisen agrilarda parasetamol ile kombine edilmis NSAII' ler faydali olabilir.
Odontojenik agrilarda daha iyi rahatlama saglamak amaciyla NSAII' lerin parasetamol
ile kombine edilmis formlar1 kullanilmaktadir [4-5]. Ayrica parasetamoliin tedaviye

sunulmus ruhsatli farkli kombinasyonlar1 da mevcuttur.

Flurbiprofen propiyonik asit grubu nonsteroidal antienflamatuvar bir ilagtir(NSAII).
Flurbiprofen siklooksijenaz enzimini reversible yani geri doniisiimlii olarak inhibe
ederek periferde enflamasyondan sorumlu tutulan prostaglandin sentezini engeller. Bu
sayede parasetamoliin etkili olamadigi hususlarda antiinflamatuvar 6zellik gosterir.
Yar1 omrii ketoprofen ve fenoprofen'e gére daha uzun oldugu i¢in giinde iki kez alinarak

kullanilir. Oral yoldan agr1 ve romatoid ve osteoartrit ile iligkili enflamasyona karsi



kullanilir. Ayrica ameliyat sonrasi ve lazer trabekiiloplastisi sonucu anterior segmentte
meydana gelen enflamasyonunun tedavisinde kullanilan giivenli bir analjeziktir [2-7].
Diger NSAII' ler gibi flurbiprofen trombositlerde bulunan ve giiglii agresyon yapan
tromboksan A2 yapimini engeller. Gegici olarak trombosit agregasyonunu inhibe eder
ve bazen kanama zamanini uzatir ve gastrik prostaglandinlerin sentezini inhibe
etmelerine baglh olarak gastrik veya intestinal iilserlerin ortaya ¢ikmasina neden olurlar
[2]. Ancak parasetamol opioidlerin reseptorlere baglanmasiyla iliskili komplikasyonlara
ve NSAII kullanimi ile gdzlenebilen gastrik irritasyon ve kanamaya neden olmadif
bildirilmistir[5].

Bulus sahibi Marvin Berkowitz, basvuru sahibi The Upjohn Company ve yayin
numarast EP0109281 Al olan patente ait tablet formunda parasetamol ve flurbiprofen
karisimi1 mevcuttur.

Parasetamol ve flurbiprofenin farmasétik preparatlardaki analizleri incelendiginde
bu iki ila¢ maddesinin yan yana analizi i¢in yapilmig calismalara rastlanmamistir. Bu
nedenle kombinasyon olarak tedaviye sunulabilecek olan bu iki maddenin yanyana
analizi, bu ozgiin yiiksek lisans tezi kapsaminda yiiksek performansli sivi
kromatografisi (HPLC) yontemi kullanilarak tabletlerde analizi i¢in bir yontem
gelistirilmistir. Gelistirilen yontemin validasyonu yapilmis ve ila¢ maddelerinin

tabletlerdeki analizlerine uygulanabilirliligi test edilmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Parasetamol (Asetaminofen)

Harmon Northrop Morse 1873 yilinda p-nitrofenolii asetik asitle indirgeyerek
parasetamolii ilk sentezleyen kisidir. Fakat parasetamol tipta kullanima girmek i¢in 20
yil beklemistir. Brodie ve Axelrod 1948 yilinda parasetamolun asetanilid gibi toksik
etkilere sahip olmadigimi bildirmislerdir. [8-9]. Asetanilidin toksisite gdstermesi ve
organizmada etkiden sorumlu N-asetil-p-aminofenole donlismesiyle iizerinde ¢ok sayida
calismalar yapilmis ve bu caligsmalar sonucu toksik olmayan p-asetamidofenol yapisinda
bilesik gelistirilmistir [10]. Parasetamol ilk kez 1955 yilinda ‘Tylenol’ adi altinda
Amerika Birlesik Devletlerinde piyasaya siiriildii. ingiltere’de 1956 yilinda ‘Panadol’
ticari adi ile agr1 ve ates giderici olarak piyasaya siiriildii. Cocuklar i¢in hazirlanan
formu ‘Panadol elixir’ 1958' de kullanima girdi. Sonraki yillarda az yan etkisi olan bir
analjezik olarak biiylik popiilarite kazandi1 [9]. Tablet, surup, ¢6zelti, rektal supozituvar
gibi degisik farmasotik dozaj formlart mevcuttur [2]. Klinik ¢alismalarda parasetamoliin
santral siklooksijenaz enzim inhibisyonu etkileriyle orta ve siddetli postoperatif agrida
etkin oldugu ve postoperatif opioid tiiketiminde azalmayla birlikte analjezi kalitesinde

artis sagladigi gosterilmistir [5].

2.1.1. Fiziksel ve Kimyasal Ozellikleri

Sekil 2-1: Parasetamoliin Molekiil Yapisi



Parasetamol ya da diger adiyla asetaminofen, paraaminofenol tiirevi analjezik ve
antipiretik bir ilagtir [2]. Beyaz renkli kristal yapiya sahiptir. Parasetamoliin kimyasal
ad1 N-(4-hidroksifenil) asetamid ve molekiiler formiili CsHoNO2' dir. Bu kimyasal
yapisindan dolay1 asetaminofen olarak adlandirilir. Molekiil agirligi 151.17g/mol, erime
noktast 169 °C, yogunlugu 1.263 g/cm?®, sudaki ¢oziiniirligii 1.4 g/100 mL (20 °C)' dir.
Asidik pKa: 9.5' tir [3-9]. Parasetamol nonpolar ¢oziiciilerde diisiik, orta polariteye

sahip ¢0ziiciilerde ve alkollerde iyi ¢6ziiniirliik derecesine sahiptir. [11].
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Sekil 2-2: Parasetamoliin 10 pg/mL konsantrasyonda asetonitrilde 200-400 nm
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2.1.2. Farmakolojik Ozellikleri

NSAII' lerden (nonsteroidal antienflamatuvar ilaglar) farkli olarak, asetaminofen
esas olarak santral sinir sisteminde (SSS) etki gdsterir ve prostaglandin sentezi ile ilgili
bir enzim olan siklooksijenazi inhibe eder ve etkisini ¢abuk gosterir. Oral yoldan

alindiginda gastrointestinal kanaldan hizla ve tama yakin absorbe olur. Plazmada doruk



konsantrasyonlarina 0.17-1.2 saat i¢inde ulasir [3]. Plazma proteinlerine baglanmasi
zayiftir. Plazma yar1 6mrii 1-4 saattir. Parasetemol baslica karacigerde metabolize edilir.
Burada stilfat ve glukuronid ile konjuge olarak inaktif bilesiklere gevrilir ve sonra
bobreklerden atilir. Idrarla parasetamoliin %1-3' {i degismemis olarak atilir. %80' i ise
glukuronid veya siilfat bilesikleri olarak atilir [9]. Asetominofen (parasetamol)
siklooksijenaz enziminin hem COX-1 hem de COX-2 izoformlarini inhibe eder ancak
periferik dokulardaki siklooksijenaz enzimini inhibe edemedigi i¢in antienflamatuar
etkisi yoktur [2-6].

Antipretik etkisini hipotalamusta bulunan sicaklik diizenleme merkezinde endojen
pirojenlerin etkilerini bloke ederek gosterir. Hastanin yiiksek viicut sicakligi ilacin
yaptig1 damar genislemesi, periferik kan akimindaki artis ve terlemeye bagli olarak

diiser [2].

2.1.3. Analiz Yontemleri

2.1.3.1. HPLC-UV Yontemi ile Analizleri

Rafael R. Cunha ve ark. [14] parasetamol, kafein ve ibuprofenin farmasotik
formiilasyonlarda es zamanli olarak birbiri yaninda yiiksek performansl sivi
kromatografisi UV dedeksiyonu ve kapiler elektroforez ile iletkenlik tespiti yapmustir.
Bu calismada yiiksek performansli sivi kromatografisiyle birlikte fotodiyot serili
dedektor kullanilmigtir. Ci8 kolon (250x4.6 mm, 2.5 pum). Mobil faz; 20-100%
asetonitril ve pH 7.00, 40 mmol/L fosfat tamponu. Analiz siiresi 9.6 dakika ve

dedeksiyon limitleri sirastyla 0.7 umol/L, 4.4 pmol/L, 3.4 pmol/L olarak bulunmusgtur.

Nouruddin W. Ali ve ark. [15] N-biitil bromit ve parasetamoliin ikili
karisimlarinin ters fazli yliksek performansh sivi kromatografisiyle es zamanli tayinini
gergeklestirmislerdir. Sabit faz olarak Cig (250x4.6 mm, 2.5 um) kolon ve hareketli faz
olarak CF3COOH ile pH 3.9' a ayarlanmis hacimce (50:50) (H,O:Metanol) kullanilmas,
akis hiz1 1.0 mL/dak ve dalga boyu 210 nm olarak belirlenmistir.

Marcello Locatelli [16] parasetamol ve eperisone HCI' nin yiiksek performansli
sivt kromatografisi fotodiyot serili (PDA) dedektor ile fare plazmasinda es zamanh

tayinini yapmuslardir. I¢ standart olarak ciprofloksasin, sabit faz olarak Cis kolon



(250%4.6 mm, 2.5 um), hareketli faz pH 3.00 10 mM amonyum asetat tamponu,
metanol ve asetonitril kullanilmigtir. Akis hiz1 1.2 mL/dak ve analiz siiresi 15 dakika
olarak bulunmustur. Bu gradient metodun kalibrasyon konsantrasyonlar1 5-25 pug/mL

olarak secilmistir.

A.P.Dewani ve ark. [17] parasetamol, fenilefrin HCI, kafein, setirizin ve
nimelusidin RP-HPLC ile es zamanli tayini i¢in yeni bir yontem gelistirilmesi baslikli
gradient ¢alismay1 yapmuslardir. Sabit faz olarak Cis kolon (250%4.6 mm, 2.5 um),

hareketli faz olarak pH 3.3 10 mM fosfat tamponu ve asetonitril kullanmustr.

Ding S. ve ark. [18] 'allobarbital, adifenin HCI ve parasetamoliin fitillerde es
zamanl tayini i¢in kromatografik ve kemometri destekli spektrofotometrik metod' adli
caligmada sabit faz olarak Sum partikiil boyutlu inertsil ODS-3V Cig8 (300mm x 3.9mm)
kolon ve hareketli faz olarak hacimce (40:60) (ACN:0.025M sodyum asetat)
kullanilmig, dalga boyu olarak 195 nm segilmis, akis hizi ise 1.0 mL/dak olarak

belirlemistir.

Eva Kalmar ve ark. [19] parasetamol, asetil salisilik asit ve papaverinin es
zamanli nicel analizi icin HPLC ydntemi gelistirmislerdir. Bu gradient ¢alismada sabit
faz olarak zorbax SB-C18 (150mm x 4.6 mm, 3.5 um) kolon ve hareketli faz olarak
pH3.4' e ayarlanmis 25 mM fosfat tamponu ve asetonitril karigiminin orani (93:7)(v/v)-
(75:25)(v/v) olarak belirlenmis. Akis hiz1 1.5mL/dak, analiz siiresi 10 dakikadir. Dalga
boyu 240 nm'dir. Dogrusallik konsantrasyonlari parasetamol i¢in 0.02-0.04mg/mL,
asetilsalisilik asit i¢in 0.03-0.065 mg/mL, papaverine i¢in 0.006-0.013 mg/mL

bulunmustur.

V.K. Redasani ve ark. [20] klorfeniramin maleat, fenilefrin HCI, parasetamol ve
kafeinin ters fazli yiiksek performansh sivi kromatografisi ile es zamanli tayinini
yapmislardir. Bu calismada sabit faz inertsil ODS Cis kolon ve hareketli faz olarak
(93:7) 0.05M disodyum hidrojen fosfat tamponu ve asetonitril kullanilmigtir. Hareketli
faz akis hiz1 1.5mL/dak ve dedeksiyon dalga boyu 215 nm'dir. Korelasyon katsayisi
sirastyla 0.999, 0.998, 0.999, 0.999 olarak bulunmusur. Tabletlerdeki analizlerin

standart sapmasi ise %?2' nin altinda bulunmustur.

K. Karunakaran [21] parasetamol ve lornoksikamin dozaj formlari i¢in valide
edilmis RP-HPLC yontemi gelistirmistir. Bu g¢alismada; sabit faz olarak Cis kolon,
hareketli faz olarak (35:65)(v/v) ACN:0.02M potasyum dihidrojen fosfat kullanilmistir.



Akis hizi 1.0 mL/dak ve dedeksiyon dalga boyu 260 nm'dir. Dogrusallik
konsantrasyonlar1 parasetamol i¢in 125-375 pug/mL ve lornoksikam igin 2-6 pug/mL
bulunmustur. LOD ve LOQ degerleri sirasiyla parasetamol i¢in 0.238-0.665 pg/mL,
lornoksikam i¢in 0.192-0.480 pg/mL bulunmustur.

Sani Audu Ali [22] Maiuduguri' de piyasada olan farkli markalardaki
parasetamol 500mg tabletler icin UV spektrofotometre ve HPLC ile analiz yontemi
gelistirmistir. Bu caligmada tabletler 0.1M NaOH ve distile su kullanilarak farkli dalga
boylarinda absorbans 6l¢iimii yapilmis ve HPLC metodu icin dalga boyu 257 nm
bulunmustur. Hareketli faz ise hacimce (20:80) (MeOH:H20) karigimidir.

M.L.Altun [23] parasetamol, kafein ve dipironun analizi i¢in HPLC yontemi
gelistirmistir. Bu c¢alismada izokratik akis kullanilarak hareketli faz karigim oram
hacimce (420:20:30:30) (0.01M KH2POa4:metanol:asetonitril:isopropil alkol) olarak
belirlenmistir. Izokratik akis hiz1 1.0 mL/dak ve dedeksiyon dalga boyu 215 nm ve
analiz siiresi 10 dakika olarak belirlenmistir. Dogrusallik araligi sirasiyla parasetamol
icin 0,409-400 pg/mL, kafein i¢in 0.151 pg/mL, dipiron i¢in 0.233-600 pg/mL

bulunmustur.

2.1.3.2. LC-MS/MS Yontemi ile Analizleri

Qiongfeng Liao ve ark. [24] parasetamol, psodoefedrin ve klorfeniraminin insan
plazmasinda LC-MS/MS ile es zamanli tayini ve farmakokinetik c¢alismasini
yapmiglardir. Bu ¢aligmada sabit faz olarak aquasil Ci8 (150mm x 2.1mm, 5pum) kolon
ve hareketli faz olarak sirasiyla metanol, asetonitril, %1'lik formik asit (60:20:20)(v/v/v)
ve akig hiz1 0.3 mL/dak, analiz siiresi 2.5 dakika olarak belirlenmistir. Dogrusallik
konsantrasyonlar1 parasetamol i¢in 20-10000ng/mL, psddoefedrin igin 1-500 ng/mL,

klorfeniramin i¢in, 1-50 ng/mL olarak bulunmustur.

Hao Zou ve ark. [25] parasetamol, psédoefedrin ve klorfeniraminin kopek
plazmasinda LC-MS/MS ile es zamanl tayinini yapmiglardir. Bu ¢alismada sabit faz
olarak Agilent zorbax SB-C18 (100mm x 2.1mm, 3.5um) kolon se¢ilmistir. Hareketli faz
olarak metanol, %0.1'lik formik asit (60:40)(v/v) kullanilmistir. Akis hiz1 0.2 mL/dak
olarak belirlenmistir. Kalibrasyon egrisi dogrusallik konsantrasyonlar1 parasetamol i¢in

10-10000 ng/mL, psddoefedrin i¢in 2-2000 ng/mL, klorfeniramin i¢in 0.2-200 ng/mL



olarak bulunmustur. LOQ degerleri ise; parasetamol i¢in 10 ng/mL, psddoefedrin i¢in

2.0 ng/mL, klorfeniramin ig¢in, 0.2 ng/mL olarak dl¢tilmiistiir.

2.1.3.3. LC-ESI/MS Yontemi ile Analizleri

Anna Wang ve ark. [26] parasetamol ve kafeinin insan plazmasinda es zamanli
olarak LC-ESI/MS ile tayinini yapmuslardir. Bu ¢alismada sabit faz olarak Cis (150 X
4.6mm, S5um) kolon ve hareketli faz olarak %0.2' lik formik asit, metanol (60:40)(v/v)
kullanilmigtir. Analiz siiresi 4.5 dakika ve dogrusallik konsantrasyonlar1 parasetamol
icin 0.05-25 pg/mL, kafein igin 10-5000 ng/mL, LOQ degerleri de sirasiyla 0.05
pg/mL, 10 ng/mL olarak bulunmustur.

2.1.3.4. Spektrofotometrik Yontemler ile Analizleri

Vu Dang Hoang ve ark. [27] parasetamolin ve ibuprofenin kombine
preparatlarda UV spektrofotometre ile es zamanli analizini yapmislardir. Bu ¢alismada
¢oziicii olarak pH 7.2 fosfat tamponu kullanilmis ve dalga boyu araligi 200-325 nm' de
calistlmistir. Hesaplamalar sonucu kalibrasyon egrisi dogrusallik araligi ibuprofen icin

12-32 mg/L ve parasetamol igin 20-40 mg/L olarak bulunmustur.

2.1.3.5. Diger Yontemler ile Analizleri

H. Khan ve ark. [28] tabletlerde es zamanli olarak parasetamol, aseklofenak ve
bunlarin bozunma firtinleri i¢in valide edilmis UPLC/Q-TOF metodu gelistirmislerdir.
Bu ¢alismada kromatografik ayirma i¢in sabit faz olarak UPLC BEH C18 (100 X 2.1mm,
1.7um) kolon ve izokratik hareketli faz olarak asetonitril-2mM amonyum asetat
(40:60)(v/v) kullamlmistir. Hareketli faz akis hiz1 ise 0.25 mL/dak, analiz siiresi 2
dakika olarak belirlenmistir. Q-TOF kiitle dedektorii kullanilarak analizler yapilmis,
gelistirilen metod ICH kilavuzuna uygun olarak valide edilmistir. Kalibrasyon egrisi
dogrusallik aralig1 parasetamol ve aseklofenak i¢in 1-1000 ng/mL, bozunma iiriinti olan

diklofenak igin 0.01-1 ng/mL, para-aminofenol i¢in 0.01-5 ng/mL olarak bulunmustur.

X. Lima [29] farmasdtik preparatlarda es zamanli olarak parasetamol ve

ibuprofenin bor kapl elmas elektrot kullanilarak diferansiyel puls voltammetrisi ile



analizini ger¢eklestirmistir. Bu ¢alismada kalibrasyon egrisi dogrusallik araligir 20-400
umol/L, parasetamol icin en diisiik dedeksiyon limiti 7.1 pmol/L ve ibuprofen i¢in 3.8

umol/L olarak saptanmustir.

A. P. P. Eisele ve ark. [30] katodik 6n isleme tabi bor katkili elmas elektrot ile
farmasoétik formulasyonlarda parasetamol, kafein ve orfenadrinin es zamanli olarak kare
dalga voltammetrisi ile analizini yapmislardir. Bu calismada LOD degerleri sirasiyla
2.3x107 M, 9.6x10° M ve 8.4 x 10°® M olarak bulunmustur.

2.2. Flurbiprofen

2.2.1. Fiziksel ve Kimyasal Ozellikleri

Sekil 2-3: Flurbiprofenin Molekiil Yapisi

Flurbiprofen (+/- 2-(2-fluoro-4-bifenil)-propiyonik asit) propiyonik asit grubu
nonsteroidal antienflamatuvar bir ilag (NSAII)' tir [12]. Molekiil formiilii C15H13FO, ve
molekiil agirhigi 244.261 g/mol' diir [13]. Erime noktas1 117 °C ve kaynama noktasi 376
°C, yogunlugu 1.279 g/lcm® (25 °C), pKa: 4.42' dir. Beyaz kristal toz seklindedir. Cogu
organik c¢oziiciide rahatlikla ¢oziiniir, suda ¢oziiniirliigii ¢ok azdir ancak sulu alkali

hidroksit ve karbonath ¢ozeltilerde 1yi ¢oziintir [31].
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Sekil 2-4: Flurbiprofenin 10 pg/mL konsantrasyonda asetonitrilde 200-400 nm
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2.2.2. Farmakolojik Ozellikleri

Flurbiprofen propiyonik asit grubu nonsteroidal bir

ilagtir(NSAII). Analjezik, antipiretik ve antienflamatuvar etki gosterir. Oral yoldan agri,

antienflamatuvar

romatoid ve osteoartrit ile iliskili enflamasyona karst kullanilir. Dismenoreya kars1 da
etkili bulunmustur. Dental implantlarin ¢evresindeki kemik dokusunu koruma da yararl
olabilecegi bildirilmistir. Yar1 6émrii ketoprofen ve fenoprofen'e gore daha uzun oldugu
icin giinde iki kez almarak kullanilir. Sodyum tuzu sterik oftalmik ¢ozeltisi halinde

oftalmik cerrahi girisimler sirasinda meydana gelen miyozisi Onlemede, ameliyat

sonrast ve lazer trabekiiloplastisi sonucu anterior segmentte meydana gelen

enflamasyonunun tedavisinde kullanilan giivenli bir analjeziktir [2-7]. Flurbiprofen

siklooksijenaz enzimini reversible yani geri doniistimlii olarak inhibe ederek periferde

enflamasyondan sorumlu tutulan prostaglandin sentezini engeller. Bu sayede

parasetamoliin etkili

olamadig1 hususlarda antienflamatuvar

ozellik gosterir.

Flurbiprofen ve diger NSAII' ler gastrik prostaglandinlerin sentezini inhibe etmelerine
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bagli olarak gastrik veya intestinal iilserlerin ortaya ¢ikmasina neden olabilirler. Son
caligmalarda flurbiprofenin peridontal cerrahi, ayak cerrahisi ve histeraktomi gibi

operasyonlardan sonra, agr1 yonetiminde etkili sonuglar verdigi gosterilmistir [31-32].

Flurbiprofen oral ve goze topikal olarak uygulanir. Oral yoldan verilmeye 6zel
tabletleri vardir. Oral yoldan alindiginda hizli ve tama yakin absorbe olur. Doruk
plazma konsantrasyonlarina alinmasindan yaklasik 1.5 saat (0.5-4saat arasi) sonra
ulasir. Besinlerle birlikte verilmesi absorbsiyon hizini etkiler fakat, absorpsiyon
kapsamin1 degistirmez. Plazma proteinlerine baglanma orani yaklasik %99' dur.
Flurbiprofen eritrositlere de baglanabilir. Basta karaciger olmak {izere yogun bir sekilde
metabolize edilir. Metabolitlerinden ii¢ tanesi ana metabolit, geri kalanlari ise minor
metabolitler seklindedir. Ana metabolitlerinden ikisi hidroksilasyon, iic¢ilinciisii ise
hidroksilasyon ve metilasyonla meydana gelir. Ana metaboliti 4'-hidroksi flurbiprofen
zay1f prostanlandin inhibitorii olarak aktive gosterir. Flurbiprofen oral yoldan tek doz
halinde verildiginde verilen dozun %95 kadar1 24 saat i¢inde idrardan atilima ugrar.
Idrarda; %20-25 degismemis ilag, %40-45 4'-hidroksi flurbiprofen, %5 3',4'-dihidroksi
flurbiprofen ve %20-30 kadar da 3'-hidroksi-4'-metoksi flurbiprofen seklinde bulunur.
Ana ilag ve metabolitleri idrarla esas olarak glukuronit siilfat konjugantlar1 halinde

atilirlar. Flurbiprofenin eliminasyon yar1 dmrii yaklasik 5.7 saattir.

2.2.3. Analiz Yontemleri

2.2.3.1. HPLC-UV Yontemi ile Analiz Yontemleri

Khan ve ark. [33] gatifloksasin ve flurbiprofenin ikili kombinasyonlarinin es
zamanli tayini icin ters fazli yiiksek performansli sivi kromatografisi metodu
gelistirmislerdir. Bu calismada sabit faz olarak BDS Hypersil Cg (250 x 4.6mm, Spum)
kolon, hareketli faz olarak pH 3.00 20 mM fosfat tamponu ve metanol (30:70)(v/v)
kullanilmigtir. Dedeksiyon dalga boyu 254 nm ve akis hizi 1.5 mL/dak olarak
belirlenmistir. Kalibrasyon egrisi lineer konsantrasyon araligi gatifloksasin i¢in 15-105
pg/mL, flurbiprofen i¢in 1.5-10.5pug/mL bulunmustur. LOD ve LOQ degerleri ise;
gatifloksasin i¢in sirasiyla 0.03 pg/mL - 0.09 pg/mL ve flurbiprofen i¢in 0.09 pg/mL -
0.031 pg/mL olarak hesaplanmistir.
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M. Akhlaq ve ark. [34] HPLC metoduyla flurbiprofenin belirlenmesi igin pratik
ve basit bir yontem bulmuslardir. Bu izokratik ¢alismada sabit faz olarak Gemini Cig
(250 x 4.6mm, 5um) kolon, hareketli faz olarak pH 7.00 30mM sodyum dihidrojen
fosfat ¢ozeltisi ve asetonitril (50:50)(v/v) kullanilmistir. Dedeksiyon dalga boyu 247 nm
ve akis hiz1 1.0 mL/dak olarak belirlenmistir. Kalibrasyon egrisi lineer konsantrasyon
aralig1 flurbiprofen i¢in 5-50 pg/mL bulunmustur. LOD ve LOQ degerleri ise; sirastyla
0.173 pg/mL - 0.578 pg/mL olarak hesaplanmustir.

N. A. Charoo ve ark.[35] siganlarda transdermal olarak uygulanmis ve eksize
edilmis deri 6rneklerinde flurbiprofenin belirlenmesi i¢in basit ve segici bir yontem
bulmuslardir. Bu izokratik ¢alismada i¢ standart olarak ibuprofen, sabit faz olarak CLC-
ODS Ci5(50 x 4.6mm, S5um) kolon, hareketli faz olarak %1' lik fosforik asit ¢ozeltisi ve
metanol (20:80)(v/v) kullanmilmistir. Dedeksiyon dalga boyu flurbiprofen i¢in 220 nm,
ibuprofen i¢in 254 nm ve akis hiz1 0.5 mL/dak olarak belirlenmistir. Kalibrasyon egrisi
lineer konsantrasyon aralig1 flurbiprofen i¢in 0.1-10pg/mL bulunmustur. LOQ degerleri
ise; 0.10 pg/mL olarak hesaplanmuistir.

C. Sajeev ve ark. [36] farmasotik formiilasyonlarda flurbiprofenin UV-
spektrofotometri ve HPLC ile belirlemislerdir. Bu ¢alismanin spektrometri ile yapilan
boliminde 10 mg flurbiprofenin 100 mL fosfat tamponunda (( pH 6.4; 0.1M
NaH,PO4-H,0-0.1M  Na;HPO4 7H,O  (73.5:26.5)(v/Vv)) ¢ozeltisi  hazirlanmustir.
Dedeksiyon dalga boyu 248 nm olarak belirlenmistir. Kalibrasyon egrisi lineer
konsantrasyon araligi 1-20ug/mL olarak bulunmustur. HPLC ile yapilan analizde ise
sabit faz olarak LiChroCART prospher Cig (125 x 4.6mm, 5um) kolon, hareketli faz ise
pH 5.6 olarak ayarlanmig metanol, asetonitril, fosfat tamponu (60:20:20)(v/v)
kullanilmistir. Dedeksiyon dalga boyu flurbiprofen i¢in 248 nm ve akis hizi 0.75
mL/dak olarak belirlenmistir. Kalibrasyon egrisi lineer konsantrasyon araligi
flurbiprofen i¢in 50-1000 ng/mL bulunmustur. LOD ve LOQ degerleri ise; 15 ng/mL -
50 ng/mL olarak hesaplanmustir.

X.W. Teng ve ark. [37] sigan plazmasinda HPLC yontemi ile flurbiprofenin
enantiyomerlerini belirlemiglerdir. Bu izokratik c¢alismada i¢ standart olarak S-
naproksen, sabit faz olarak Chiralpak AD-RH (150 x 4.6mm, 5um) kolon, hareketli faz
olarak asetonitril, saf su ve fosforik asit (40:60:0.05)(v/v/v) kullanilmistir. Dedeksiyon
dalga boyu 247 nm ve akis hiz1 1.0 mL/dak olarak belirlenmistir. Kalibrasyon egrisi
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lineer konsantrasyon araligi flurbiprofen igin 0.05-50 pg/mL bulunmustur. LOQ
degerleri ise; S-flurbiprofen ve R-flurbiprofen i¢in 0.05 pg/mL olarak hesaplanmuistir.

Y.X. Jin ve ark. [38] insan plazmasinda proteinlere baglanan flurbiprofen,
ketoprofen ve etodolak enantiyomerlerini kolon o6ncesi tiirevlendirme yaparak RP-
HPLC' de analizini gerceklestirmiglerdir. Bu ¢alismada sabit faz olarak Agilent Zorbax
C15(250 x 4.6mm, 5um) kolon, flurbiprofen enantiyomerlerinin analizi igin hareketli faz
olarak pH 450 0.01 M fosfat tamponu ve asetonitril (30:70)(v/v), ketoprofen
enantiyomerlerinin analizleri i¢in; pH 4.50 0.01 M fosfat tamponu ve asetonitril
(40:60)(v/v), etodolak analizleri i¢in, pH 4.50 0.01 M potasyum dihidrojen fosfat
tamponu ve metanol (12:88)(v/v) kullanilmistir. Dedeksiyon dalga boyu flurbiprofen ve
ketoprofen enantiyomerleri i¢in 250 nm, etodolak enantiyomerleri i¢in 278 nm ve akis
hiz1 0.8 mL/dak olarak belirlenmistir. Kalibrasyon egrisi lineer konsantrasyon araligi
tim enantiyomerler i¢in 0.5-50 pg/mL bulunmustur. LOD ve LOQ degerleri ise; tiim
enantiyomerler i¢in sirastyla 0.15 pg/mL - 0.5 pg/mL olarak tespit edilmistir.

G. Giagoudakis ve S.L. Markantonis [39] plazmada diklofenak ve flurbiprofenin
tayini i¢in alternatif bir HPLC yontemi gelistirmislerdir. Bu ¢alismada sabit faz olarak
Spherisorb Cig (250 x 4.6mm, Sum) kolon, hareketli faz karisim olarak glasiyel asetik
asitile pH 6.30' a ayarlanmis 0.1M sodyum asetat ve asetonitril (65:35)(v/v)
kullanilmigtir. Dedeksiyon dalga boyu 278 nm ve akis hizi 1.0mL/dak olarak
belirlenmistir. Kalibrasyon egrisi lineer konsantrasyon araligi diklofenak ic¢in 20-5000
ng/mL, flurbiprofen i¢in 100-40000 ng/mL olarak bulunmustur. LOQ degerleri ise;
diklofenak igin 20 ng/mL, flurbiprofen i¢in 100 ng/mL olarak hesaplanmustir.

2.2.3.2. LC-MS/MS Y oéntemi ile Analizleri

C. Mei ve ark. [40] biyoesdegerlik ¢alismasinda uygulanan; LC-MS/MS ile
flurbiprofenin insan plazmasinda miktar tayinini yapmiglardir. Bu gradient ¢caligmada i¢
standart olarak indometasin, sabit faz olarak Ultimate Cyg (50 X 2.1mm, 5um) kolon,
birinci hareketli faz(A) olarak ultra saf su-formik asit (99.9:0.1)(v/v), ikinci hareketli
faz(B) olarak asetonitril-formik asit (99.9:0.1)(v/v) kullanilmistir. Bu hareketli A ve B
fazlarinin 0.1' inci dakikada karisimi (A:B)(60:40)(v/v), 0.5" inci dakikada (15:85)(v/v),
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0.5" inci dakikadan 0.9" uncu dakikada (5:95)(v/v), 1.9' uncu dakikadan sonra
(5:95)(v/v)' ik karisim tekrar (A:B)(60:40)(v/v) olarak ayarlanmistir. Analiz siiresi 2.5
dakikadir. Kiitle dedeksiyonu i¢in ESI negatif modda yapilmistir. Hareketli faz akis hizi
0.4 ml/dak olarak belirlenmistir. Kalibrasyon egrisi lineer konsantrasyon araligi
flurbiprofen ig¢in 40-10000 pg/L bulunmustur. LOQ degeri ise; 40 pg/L olarak

bulunmustur.

H.I. Lee ve ark. [41] HPLC-MS/MS kullanilarak klinik uygulamada insan
plazmasindan  flurbiprofen ve hidroksi metabolitinin es zamanli analizini
gerceklestirmislerdir. Bu ¢aligmada i¢ standart olarak probenesid, sabit faz olarak RP
Luna Cyg (50mm x 2.0mm, 5um) kolon, hareketli faz olarak pH 3.50 10 mM amonyum
format tamponu ve metanol (15:85)(v/v) kullanilmistir. Kiitle dedeksiyonu icin ESI
negatif modda yapilmistir. Hareketli faz akis hizi 0.25 mL/dak olarak belirlenmistir.
Kalibrasyon egrisi lineer konsantrasyon araligi flurbiprofen i¢in 0.01-10 pg/mL,
bozunma metaboliti olan 4'-hidroksi flurbiprofen igin 0.01-1 pg/mL bulunmustur. LOQ

degeri ise; iki analit iginde 100 pL insan plazmasinda 0.01 pg/mL olarak bulunmustur.

2.2.3.3. HPLC Flouresans Yontemi ile Analizleri

J.M. Hutzler ve ark. [42] insan plazmasinda ve idrarinda; 4'-hidroksi
flurbiprofen ve flurbiprofenin analizi i¢in hassas ve 6zel bir yontem gelistirmislerdir. Bu
caligmada sabit faz olarak Brownlee Spheri-5 C;g (100mm x 4.6mm) kolon, hareketli
faz pH 3.00 20mM disodyum hidrojen fosfat ve asetonitril (60:40)(v/v) kullanilmistir.
Eksitasyon dalga boyu 260 nm ve emisyon dalga boyu 320 nm olarak ayarlanmustir.
LOQ degerleri ise; idrarda flurbiprofen ve 4'-hidroksi flurbiprofen igin 0.5 pg/mL,
plazmada ise flurbiprofen i¢in 0.25ug/mL, 4'-hidroksi flurbiprofen i¢in 0.05 pg/mL

olarak hesaplanmistir.
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2.2.3.4. HPTLC Yontemi ile Analizleri

V.V. Dhavse ve ark. [43] flurbiprofenin plazmada tayini i¢in HPTLC yontemi.
Bu c¢alismada sabit faz olarak Camag Linomat Model IV Silika jel 60F 254 HPTLC
aluminyum tabakas1 (tabaka kalinligi 0.2mm), hareketli faz olarak n-hekzan, etil asetat,
glasiyel asetik asit (60:30:10)(v/v/v) kullanilmistir. Flurbiprofenin densitometrik analizi
247 nm' de gergeklestirilmistir. Plazmada kalibrasyon egrisi lineer konsantrasyon araligi

40-400 ng, LOQ degeri ise; 40ng olarak hesaplanmustir.

2.3. Sivi Kromatografisi

Hareketli fazin s1vi oldugu bu kromatografi tiiriinde; sabit faz bir dolgu maddesi
lizerine tutturulmus sivi film ise bu kromatografi tiiriine sivi-sivi kromatografisi denir.
Hareketli ve sabit fazdaki sivilarin polarliklari farkli olmalidir. Genellikle hareketli faz
olarak hegzan gibi apolar bir sivi, dolgu maddesi olarak etilen glikol gibi polar bir sivi
kullanilir (Normal faz kromatografisi). Bunun tersi 6zellikte sivilar kullanilirsa (Sabit

faz apolar, hareketli faz polar) buna ters faz sivi-sivi kromatografisi denir [46].

2.3.1. Sivi Kromatografisi Sistemleri
Laboratuvarlarda kullanilan bir¢ok farkli model sivi kromatografi sistemi
mevcuttur. Bu kisimda yiiksek performansli sivi kromatografisinin genel yapisi

verilecektir.

2.3.2. Yiiksek Performansh Sivi Kromatografisi (HPLC)
HPLC (High Performance Liquid Chromatography) Yiiksek Performansli Sivi
Kromatografisi kisaca HPLC olarak adlandirilir.

HPLC analitik ayirma teknikleri amaci ile en yaygin kullanilan cihazdir. Yaygin
kullanilma sebepleri duyarliligi, kantitatif tayinlere kolaylikla uyarlanabilir olmast,
ucucu olmayan veya sicaklikla kolayca bozunabilen bilesiklerin ayrilmasina
uygunlugudur. En oOnemlisi ise sanayinin bir¢ok bilim dalinin ve toplumun birinci
derecede ilgilendigi maddelere genis bir sekilde uygulanabilirligidir. Bu tip bilesiklere
ornek olarak amino asitler, proteinler, niikleik asitler, karbonhidratlar, ilaclar ve
pestisitler verilebilir. HPLC iinitesi: Degasser, pompa, autosampler, kolon ve dedektor
olmak tiizere dort kissmdan olusmaktadir. Degasser; mobil fazlarda mevcut ¢oziinmiis

gazlarin giderilmesini saglar [44].
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Yiiksek performans; yiiksek resoliisyonu (ayrimi) ifade eder. Mobil fazin yiiksek
basingla ilerlemesi saglandigi i¢in de Yiiksek basingli Sivi Kromatografi olarak da
adlandirilir [44]. “Yiksek performans” sadece basincin degil bir ¢ok faktoriin
birlesmesiyle olusturuldugundan giiniimiizde “yiiksek performansl sivi kromatografi”

adlandirilmasi kullanilmaktadir [45].

Kromatografi tekniginde tiirler, kolonda dagilma sabiti (KD) degerlerine bagh
olarak ilerler ve kolonu belli bir sira ile terk ederler. Kolondan ¢ikan bilesenlerin
derisimlerinin uygun bir yontemle Ol¢iilerek zaman veya hareketli fazin hacmine karsi
cizilen grafigine kromatogram denir [46]. Sekil 2.5' de iki bilesenli bir numuneye ait bir

kromatogram goriilmektedir [47].

lkei bilesenli biv mumunenin HPLC analizi somucu elde edilen bromatogram

mAL

1000 Rl

800 < ,
600 k2

400

200 v E

3

y
— ]
3488

7986

g min

Sekil 2-5: iki bilesenli bir numuneye ait kromatogram

Sekil 2.5°de goriilen to degeri, hareketli fazin enjeksiyon kismindan baslayip
detektore ulagmasi i¢in gegen zaman Yyani kolonda hig tutulmayan bir tiire ait alikonma
zamanidir. try Ve try ise sirasiyla kolondan ilk ¢ikan ve ikinci ¢ikan tiirlere ait alikonma
zamanlaridir. Alikonma zamani; analitlerin tiirii, sabit fazin tirii, hareketli fazin tirt,
akis hizi ve kolon uzunlugu faktorlerine bagl olarak degisebilir. Kolonda ilerleyen
bilesenlerin go¢ hizlariyla ilgili olarak kromatografide sik¢a kullanilan bir parametre
alikonma veya kapasite faktoriidiir. Alikonma faktort, k' ile gosterilir ve Esitlik 2.1°de

verildigi gibi bulunur [47].
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@.1)

Alikonma faktoriiniin 2’den kiigiik olmamasi istenir,

Bir kolonun ayiricilig1 ya da ayirma giicii, kolonun bir numunede bulunan tiirleri
birbirinden ne kadar ayirabildiginin nicel bir dlglisiidiir. Ayrima giicii (rezoliisyon) Rs
ile gosterilir ve asagida verilen esitlik 2.2' den bulunabilir. Bu esitlikteki 'w' degeri her

bir pikin ayr1 ayr1 taban genisliklerinin 6l¢iistidiir.

R, = 2x K2

8 ['“,

_tlt]

 Fwy)

(2.2)

Rs degerinin 1’den biiyiik olmasi istenir ve iyi bir ayiricilik gostergesidir.

Laboratuvarda kullanilan bir HPLC sistemi Sekil 2.6" da verilmistir.
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Sekil 2-6: HPLC sistemi

2.3.3. Autosampler (Otomatik Ornekleyici)

Ornekleyici Analitlerin (Numunelerin) kolon ve detektore gdnderilmesini saglar.
Ornekleyici temel olarak iki tiptedir; Manuel (El tipi) ve Oto drnekleyici (Otomatik)
modeller. Manuel 6rnekleyicilerde numune bir siringaya ¢ekilip valf yardimiyla sisteme
gonderilir. Oto ornekleyicilerde ise bu islemleri cihaz kendisi yapabilmektedir. Bazi
tinitelerde sogutma, 1sitma, seyreltme ve karistirma 6zellikleri vardir. 10 vialden 1000
viale kadar degisik kapsitede olanlar1 bulunabilir. Oto 6rnekleyiciye numune verirken
en 6nemli konu numunenin temiz olmasidir, aksi halde sistem cabuk kirlenir veya
tikanir. Numuneleri cihaza gondermeden 6nce muhakkak siringa filtresinden veya
kartustan gecirmek gerekir, numunenin miimkiin oldugunca berrak ve renksiz olmasi

tercih edilir [44].
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2.3.3.1. Mobil (Hareketli) Faz

Analiti (Analiz edilen maddeler) tasiyan mobil fazdir. Mobil faz genellikle su
ve sulu tampon ¢ozeltiler, bunlarin metanol ve/veya asetonitril ile olusturulan ¢ozeltileri
veya organik solventlerden olusur. Mobil fazin bilesimi ve pH degeri; ayirmi dogrudan

etkiler, kullanilan teknige, numune tipi ve kolona gore mobil faz secilmelidir [44].

2.3.4. Pompa

Temel olarak pompa mobil fazin yiliksek basingla HPLC sistemi iginde hareket
etmesini saglar, degazdrden mobil fazi ¢ekip, 6rnekleme ve kolon iinitesine gonderir, bu
islemi akis hizin1 ve basing degerini ayarlayarak gerceklestirir. Akis hizi araliklarina
gore pompalar Analitik, Analitik-Preparatif ve Preparatif olarak gruplandirilabilir.
Analitik pompalar genellikle 0.1 — 5mL akis degerleri arasinda kullanilir. Mobil faz
adedi ve karistirma kabiliyetlerine gorede izokratik (Tek Kanall) , Binary Gradient
(Cift Kanalli Mikserli) ve Queternary Gradient (Dort Kanalli Mikserli-Miksersiz) olarak
dizayn edilir. Izokratik calismalarda mobil faz 6nceden karistirilip hazirlanir, gradient
caligmalarda karigim degisik zamanlarda degisik oranlarda yapilabilir. Bu sayede analiz
kalitesi arttirilip, analiz siireleri azaltilabilir. Pompa {initesi genellikle iki pistonlu baslik,
basing dengeleyici (damper), islemci, inlet ve outlet check valflerden olusur.
Gilintimiizde Nano ve Ultra Basingli pompalarin kullanilmaya baslamasiyla, HPLC
sistemleri UHPLC ve nHPLC gibi isimlendirilmektedir. Uzun stireli kullanim ve

tekrarlanabilir sonuglar i¢in pompa temizligi ve bakimina dikkat edilmelidir [44].

2.3.5. Kolon

Kolon (Sabit Faz) maddelerin kimyasal ve fiziksel 6zelliklerinden yararlanarak
birbirlerinden ayirt edilmesini saglar. Kolonlar genellikle fonksiyonel grup eklenmis
silika veya polimer bazli dolguludur. HPLC kolonlarinda en fazla kullanilan dolgu
maddesi mikropordz silikadir. Alumina ve Celite (diyatome topragi) de ¢ok kullanilan
maddelerdir. Dolgu maddelerin tanecik biiytikliiklerinin 1.5-10 mikrometre araliginda

olmas istenir. Genellikle ¢elik, PEEK ve camdan imal edilir, ici belli 6lgiilerde sabit
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fazla doldurulur (Silika veya polimer gibi). Kolon Firin1 kolonu saklamak ve sabit
sicaklikta tutmak igin kullanilir[48-49].

2.3.6. Dedektor

En c¢ok kullanilan sivi kromatografisi dedektorii UV-Goriinlir bolgede
absorbans Sl¢iimiine dayanan tiirdiir. Ya tek dalga boyunda (Hg lambasi 250 nm) veya
Déteryum (D) 1sik kaynagindan gelen polikromatik 1sinlari bir monokromator
yardimiyla A’a gore ayirarak 6l¢iim alinir. Daha hizli spektrofotometrik dedektor olarak
fotodiyot dizisi kullanilir. Her bir A’ da ayr bir fotodiyotun 1s1k siddetini 6l¢tiigii bu
cihazlarda monokromator 6rnekle dedektor arasina konur. Bunlarda gézlenebilme sinirt

101° g/mL’dir. Bunlar 1g1n absorplayabilen bilesenleri 6l¢ebilirler [46].

Her bir bilesen igin alinan detektdr cevabi bir kaydedici veya bilgisayar
ekraninda kromatogram olarak goriintiilenir. Kromatografik verilerin toplanmasi,

saklanmas1 ve analizi; bilgisayarlar, integratorler ve diger veri islemcileri kullanilarak

yapilir [45].

2.4. HPLC Analizlerinin Degerlendirilmesi

Elde edilen sonuglarin degerlendirilebilmesi i¢in yontemle ilgili performans
Ozelliklerini gosteren sayisal Ol¢iitlerin de belirlenmesi gerekir. Bu amagla dlgiimler en
az li¢ defa tekrarlanmali, standart sapmalar ve bagil standart sapmalar (RSD)
hesaplanarak yontemin kesinligi bildirilmelidir. Elde edilen kalibrasyon grafigine bagli
olarak kalibrasyon duyarligi, analitik duyarlik, teshis smiri, tayin sinirt ve caligma
araligi belirlenmelidir. Ayrica secilen yontemin seciciligi de bu parametrelerle birlikte

tespit edilmelidir.

2.5. Sistem Uygunluk Testi

Amerikan Farmakopesi (USP), bilesik degerlendirmesi iizerine yontem

gecerliligini igeren 06zgiil rehberler yaymlamistir. Analitik islemlerin gecerliliginin
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amaci, bilimsel biitlinlik ve uygunlugun saglanmasi, gereken amag icin yeterli giivenilir

ve tekrarlanabilir sonuglarin alinmasidir [50].

Sistem uygunluk testi genelde tiim analitik sistemin (cihaz, reaktif, kolon ve
analist dahil) istenilen uygulamaya uygun oldugundan emin olmak i¢in laboratuvarlar
tarafindan kullanilir. Sistem uygunluk testinin genel amaci kromatografik uygunluk
(6rnegin: kuyruklanma faktoriini test ederek, kritik pik ¢iftlerinin kolon etkinligi ve
rezolisyonunu test ederek) ve istikrarli sistem performansindan (6rnegin: test
standartlarinin tekrar enjeksiyonuyla) emin olmak ic¢in kromatografik sonuglari

izlemektir.

USP’ye gore sistem uygunluk testleri stvi kromatografisi metodlarinin ayrilmaz
bir pargasidir. Bunlar analizin yapilabilmesi i¢in kromatografik sistemin rezoliisyon ve
tekrarlanabilirliginin yeterli oldugunu dogrulamak i¢in kullanilir. Testler; cihaz,
elektronik, analitik islemler ve analiz edilecek drnekler ayrilmaz bir biitiinii olusturur ve
boyle degerlendirilir. Tablo 2.1'de FDA kilavuzu sistem uygunluk testi i¢in baslangi¢

kabul kriterleri verilmistir.

Tablo 2-1: FDA kilavuzu sistem uygunluk testi i¢cin baslangi¢ kabul Kriterleri

Parametre Limit

Kapasite Faktorii k>>2
Enjeksiyon kesinligi RSD <%l ,n>5
Rezoliisyon Rs>2
Kuyruklanma faktorii T<2

Teorik plaka sayisi N>2000

Enjeksiyon kesinligi, RSD (r6latif standart sapma) olarak ifade edilir ve

kromatografik sistemin performansini gosterir.
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2.6. Validasyon Parametreleri

ICH kilavuzuna gore miktar tayini i¢in validasyon spesifiklik parametrelerinden,
dogruluk, kesinlik (tekrarlanabilirlik), secicilik, dedeksiyon limiti, dogrusallik

parametreleri istenmektedir.

2.6.1. Spesifiklik ve Secicilik

Yontemin secimliligi; analiti 6rnekte varligi tespit edilmis analit ile girisim
yapabilen diger bilesenlerden farkli olarak &lgme yetenegidir. Ornek matriksinde
bulunmasi gereken bilesenlerin yaninda analiz edilecek maddelerin dogru ve 6zgiin

belirlenebilmesi, analitik yontemlerin se¢imliligini belirler [50].

2.6.2. Dogrusalhk

Analitik seyreltmelerde azalan konsantrasyonlarda dedektor cevabinin dogrusal
olmasi arastirilir. Analitin degisen konsantrasyonlari ile elde edilen verilerden olusan
egrinin regresyon analizi yapilir. Korelasyon katsayisi, y(ordinat)-kesim noktasi, egrinin
egimi hesaplanarak egri denklemi elde edilir. Analitik c¢aligmalarda minimum 5

noktadan dogrusallik gésterilmeli ve korelasyon katsayist 0.99' dan biiyiik olmalidir.

2.6.3. Dogruluk

Analitik yontemin dogrulugu, yontem ile elde edilen deneme sonuglarinin

gercek degere yakinligidir. Dogrulugu belirlemek i¢in ¢esitli yontemler vardir.

a) Analitin bilinen farkli konsantrasyonlardaki ¢ozeltilerinin analizi ile
belirlenir.
b) Baska bir belirlenmis metod ile analiz yapilir.

Analitin diisiik, orta ve yliksek konsantrasyonlardaki 3 Ornek analiz edilerek

miktar tayini yapilir ve dogruluk hesaplanir.

Kabul edilebilir kriter, dogruluk ig¢in nominal degerden + % 5' ten fazla

sapmanin olmamasidir [50].
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2.6.4. Kesinlik

Yontemin kesinligi; herhangi bir degerin tekrarlanabilme kabiliyeti veya
bireysel test sonuglarinin belirlenen kosullar altinda ayni1 6rneklerin analiz sonuglarinin
birbirine yakinhigmin ifadesidir. Analizin en az 3 farkli konsantrasyonunda diisiik orta
ve yiiksek konsantrasyonda 3 Ornek analiz edilerek relatif standart sapma (varyasyon

sabiti, cv) hesaplanir.

2.6.5. Teshis Simir1 (LOD) ve Tayin Sinir1 (LOQ)

Her ikisi de analitik basarim gostergelerindendir. Tayin sinirt; analitin analitik
bir islemle tayin edilebilecek en diisiik konsantrasyondur. Aletli islemlerde bilinen en
diisik konsantrasyonda analit iceren Ornek sonuglarmin koér sonuglariyla

karsilastirilmasiyla yani sinyal/giiriiltii orani ile belirlenir [50].
Teshis sinir1 (LOD) i¢in; sinyal/giiriiltii (S/N) orani 3:1 olarak kabul edilir.

LOD =34/S

o: Interseptin standart sapmasi

S: Egim

o regresyon egrisinin y kesim noktasinin standart sapmasi cevabin standart

sapmasi olarak kullanilabilir.

Tayin sinir1 (LOQ), niceleme simirt; analitik bir yontemle analitin, uygun

dogruluk ve kesinlikle tayin edilebilecek en diisiik konsantrasyonudur.

Tayin smir1 (LOQ): Sinyal/ giiriiltii orani; en diisiik tayin snir1 igin (S/N) orani

10' dan biiyiik olmalidir.

Kalibrasyon egrisinin egiminden de hesaplanabilir.
LOQ=10xc/S
o: Interseptin standart sapmasi

S: Egim.
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3. GEREC VE YONTEM

Bu tez ¢alismasi Istanbul Universitesi Eczacilik Fakiiltesi' nde 2014-2015 yillar

arasinda gercgeklestirilmistir.

3.1. Kimyasal Maddeler, Coziiciiler ve Cozeltiler

3.1.1. Kimyasal Maddeler ve Coziiciiler
Validasyon sirasinda Tablo 3-1' deki referans standart kullanilmistir.

Tablo 3-1:Referans standartlar

Standart Uretici Kullanim Amaci
Parasetamol Atabay Ilac Analit
Flurbiprofen FDC Limited Analit

Validasyon ¢alismast sirasinda kullanilan kimyasallar Tablo 3-2' de

belirtilmistir.

Tablo 3-2: Kullamilan Kimyasallar

Kimyasallar Marka

Asetonitril
(HPLC safliginda)

VWR

Sodyum asetat (HPLC safliginda)

Merck
Ortofosforik asit (%85 ag/ag) (analitik ]
Ferak Berlin
saflikta)
Ultra saf su

Elga Purelab Option Q
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3.1.2. Cozeltiler

3.1.2.1. Mobil Faz Cozeltisi

Mobil faz ¢ozeltisi olarak 0.1 M sodyum asetat ¢ozeltisi (pH 5.00) ve asetonitril
(40:60, v/v ) kullanildi. Mobil faz siizme sisteminden siiziilerek ve ultrasonik banyoda

degaze edilerek analize hazir hale getirildi.
0.1M Sodyum asetat (pH 5.00) ¢ozeltisinin hazirlanmast;

8.203 gram Sodyum asetat (C,H3sNaO,) tartilarak 1L ultra saf suda ¢oziildii.
Ortofosforik asit yardimiyla pH:5.00' a ayarlandu.

3.1.2.2. Parasetamol Cozeltileri

Ana Stok ¢ozeltisi:

5 mg parasetamol tartildiktan sonra 5 mL’lik bir balonjojede asetonitril ile
¢oziilerek hacmine tamamlandi (1.0 mg/mL, PAR-DS1).

Stok ¢ozeltiden asetonitril ile 10png/mL’lik (PAR-DS2) ara stok hazirlandi. Daha
sonra 0.1-1.5 pg/mL araliginda standart ¢ozeltiler asetonitril ile hazirlandi (Tablo 3-3).

Kalibrasyon egrisi standartlarindan sonra kalite kontrol drnekleri hazirlandi (Tablo 3-4).



Tablo 3-3: Parasetamol icin kalibrasyon standartlarinin hazirlanisi
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Standart | Analit Konsantrasyon | DS Final Hacim

Adi (ng/mL) Konsantrasyonu | Metanol
ve Hacmi

ST1 PAR 0.1 50uL  PAR-DS2 | 5mL
(10ug/mL)

ST2 PAR 0.3 150uL PAR-DS2 | 5SmL
(10pg/mL)

ST3 PAR 0.6 300pL PAR-DS2 | 5mL
(10pg/mL)

ST4 PAR 0.75 375uL PAR-DS2 | 5mL
(10pg/mL)

ST5 PAR 15 750puL PAR- | 5SmL
DS2(10ug/mL)

Tablo 3-4: Kalite kontrol 6rneklerinin hazirlamsi

Standart | Analit Konsantrasyon | DS Final Hacim

Adi (ng/mL) Konsantrasyonu | Metanol
ve Hacmi

KK1 PAR 0.1 50uL  PAR-DS2 | 5mL
(10pg/mL)

KK2 PAR 0.5 250uL PAR-DS2 | 5mL
(10ug/mL)

KK3 PAR 1.0 500uL PAR-DS2 | 5mL
(10pg/mL)

KK4 PAR 15 750uL PAR-DS2 | 5mL

(10ug/mL)




3.1.2.3. Flurbiprofen Cozeltileri
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5 mg flurbiprofen tartildiktan sonra 5 mL’lik bir balonjojede asetonitril ile

¢oziilerek hacmine tamamlandi (1.0 mg/mL, FLU-DS1).

Stok ¢ozeltiden asetonitril ile 10pg/mL’lik (FLU-DS2) ara stok hazirlandi. Daha

sonra 0.1-1.5 pg/mL araliginda standart ¢ozeltiler asetonitril ile hazirland1 (Tablo 3-5).

Kalibrasyon standartlarindan sonra kalite kontrol 6rnekleri hazirlandi (Tablo 3-6)

Tablo 3-5: Flurbiprofen icin kalibrasyon standartlarinin hazirlanisi

Standart | Analit Konsantrasyon | DS Final Hacim

Ad1 (ng/mL) Konsantrasyonu | Metanol
ve Hacmi

ST1 FLU 0.1 50uL  FLU-DS2 | 5mL
(10ug/mL)

ST2 FLU 0.2 100pL FLU-DS2 | 5mL
(10pg/mL)

ST3 FLU 0.4 200pL FLU-DS2 | 5mL
(10pg/mL)

ST4 FLU 0.75 375uL FLU-DS2 | 5mL
(10ug/mL)

ST5 FLU 1.5 750pL FLU-DS2 | 5mL
(10ug/mL)




Tablo 3-6: Kalite kontrol 6rneklerinin hazirlamsi
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Standart | Analit Konsantrasyon | DS Final Hacim

Adi (ng/mL) Konsantrasyonu | Metanol
ve Hacmi

KK1 FLU 0.1 50uL FLU -DS2 | 5mL
(10ug/mL)

KK2 FLU 0.5 250uL FLU -DS2 | 5SmL
(10pg/mL)

KK3 FLU 1.0 500pL FLU -DS2 | 5mL
(10pg/mL)

KK4 FLU 1.5 750uL FLU -DS2 | 5mL
(10pg/mL)

3.2. Aletler ve Gerecler

Tablo 3-7' deki pargalardan olusan Agilent Infinity 1260

sistemi kullanildi.

Tablo 3-7: Ekipmanlar

Series HPLC-UV

HPLC-UV Sistemi

Marka - Model

Pompa

Agilent Infinity 1260 Series

Oto ornekleyici

Agilent Infinity 1260 Series

Dedektor

Agilent Infinity 1260 Series

Kolon Firini

Agilent Infinity 1260 Series

Analitik Kolon

Intersil ODS, 5 um, 250 x 4,6 mm, C18

Yazilim

Chem32




29

Validasyon c¢alismasi sirasinda kullanilan destek ekipmanlar Tablo 3-8' de

belirtilmistir.

Tablo 3-8: Destek ekipmanlar

Destek Ekipmanlar

Marka - Model

Spektrofotometre

Shimadzu UV-160A

1 em’lik kuartz kiivetler

QS 1000 10 x10 x 45 mm

Ultra saf su cihazi

Elga Purelab Option Q

Ultrasonik banyo

Elma Ultrasonics LC 30 H

pH metre

Mettler Toledo

Otomatik pipetler

Eppendorf 10-100 L ve 100-1000 pL

Pipet Uglar1 Eppendorf 100 pL ve 1000 puL
Oto ornekleyici Vialleri Agilent

Vial Kapaklari Agilent

Vorteks Tetra

Analitik Terazi

Ohaus Explorer

Mobil Faz Filtresi

Millipore, 0.45 um

PTFE Filtre 0.45 um

Millipore, 0.45 um
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Validasyon c¢alismasi sirasinda kullanilan cam malzemeler (Tablo 3-9)' da

belirtilmistir.

Tablo 3-9: Cam Malzemeler

Cam Malzemeler Marka
Balon joje 5 mL Isolab
Balon joje 10 mL Isolab
Balon joje 50 mL Isolab
Balon joje 100 mL Isolab
Balon joje 200 mL Isolab
Meziir 500mL Isolab
Meziir 1000mL Isolab

3.3. Analizin Gerceklestirilmesi

o

acilir.

b. HPLC kisimlar1 sirasiyla agilir.

Agilent 1260 serisi HPLC sisteminin bilgisayar1 gii¢ diigmesine basilarak

C. UV dedektoriiniin gii¢ diigmesine basilarak acilir ve 1-2 dakika baglanti

saglanana kadar beklenir.

d. Ardindan bilgisayarda Chem32 ikonuna basilarak Chem32 yazilimi agilir.

e. 3.1.2.1°¢ uygun olarak hazirlanan mobil faz ¢6zeltisi sistemin A hattina

yerlestirilir. B hattina ise asetonitril yerlestirilir.
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f. Kullanilan hatlara purge islemi yapilir.

g. Purge islemi bittikten sonra akis 0,1 mL/dak olarak ayarlanir ve kolon

baglantisina kadar mobil faz gegmesi saglanir.
h. Akis kademeli bir sekilde artirilir. Final akis 0.8 mL/dak olacaktir.
I. Analiz siiresi 8 dakikadir.
j.  Kolon sicaklig1 25°C" dir.
k. Enjeksiyon hacmi 20 uL’ye ayarlanmistir.
I.  Dedektor 247 nm' ye ayarlanmustir.

m. Hazirlanan metod se¢ilmistir.

3.4. Parasetamoliin ve Flurbiprofenin Yiiksek Performansh Sivi Kromatografisi

(HPLC-UV) ile Yontem Gelistirme

3.4.1. Dedektor Dalga Boyu Secimi

Parasetamol ve flurbiprofenin absorbans yaptigi maksimum dalga boyu
Spektrofotometri yontemiyle parasetamol i¢in 248 nm (Sekil2-2) ve flurbiprofen igin
247 nm (Sekil2-4) olarak bulundu.

3.4.2. Mobil Faz Se¢imi

Mobil faz se¢imi i¢gin gesitli oranlarda ve pH' lerde hazirlanan asetonitril-0.1 M
sodyum asetat denemelerinden sonra, 0.1 M sodyum asetat (pH 5.00)-asetonitril

(40:60)(v/v) uygun gorildii.

3.4.3. Kalibrasyon Egrisinin Hazirlanmasi

Stok ¢ozeltinin seyreltilmesi ile hazirlanan 10 pg/mL konsantrasyonlardaki
parasetamol ve flurbiprofen ¢ozeltilerinden; 0.1- 0.3- 0.6- 0.75- 1.5 pg/mL parasetamol
ve 0.1- 0.2- 0.4- 0.75- 1.5 pg/mL flurbiprofen ihtiva eden konsantrasyonlardaki karisim

¢ozeltileri 5 ml’lik balon jojelerde hazirlandi, 20 saniye vortekslendi.
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20 pL enjeksiyon yapilarak alanlar hesaplandi. Elde edilen pik alanlarindan

kalibrasyon egrisi hazirlandi.

3.5. Gelistirilen Yontemin Validasyonu

llac uygulamalar1 igin Uluslararass Harmonizasyon Konferansi (ICH,

International Conference Harmonization Q2 kilavuza gore validasyon yapildi [51].

3.5.1. Spesifiklik ve Secicilik

Yontemin seciciliginin tayini amaciyla, mobil fazdan, tablet yardimc1
maddelerinden gelebilecek bir girisim olup olmadigr  incelendi.  Bunlara ait

kromatogramlar Boliim 4.2.1." de gosterilmistir.

3.5.2. Dogrusallik

Analitik seyreltmelerde azalan konsantrasyonlarda dedektor cevabinin dogrusal
olmasi arastirilir. Analitin degisen konsantrasyonlar ile elde edilen verilerden olusan
egrinin regresyon analizi yapilir. Korelasyon katsayisi, y(ordinat)-kesim noktasi, egrinin
egimi hesaplanarak egri denklemi elde edilir. Analitik calismalarda minimum 5
noktadan dogrusallik gosterilmeli ve korelasyon katsayisit 0.99' dan biiylik olmalidir.
Boliim 4.2.2' de gbsterilmistir.

3.5.3. Dogruluk

Analitik yontemin dogrulugu, yontem ile elde edilen deneme sonuglarinin
gercek degere yakinlhigidir. Analitin farkli konsantrasyonlardaki 3 uygulama serisiyle
analiz edilerek miktar tayini yapilir ve dogruluk hesaplanir. Elde edilen sonuglar Boliim

4.2.3’ de verilmistir.
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3.5.4. Kesinlik

Yontemin kesinligi; herhangi bir degerin tekrarlanabilme kabiliyeti veya
bireysel test sonuglarinin belirlenen kosullar altinda ayni1 6rneklerin analiz sonuglarinin
birbirine yakinliginin ifadesidir. Analizin en az 3 farkli konsantrasyonunda diisiik orta
ve yiiksek konsantrasyonda 3 6rnek analiz edilerek relatif standart sapma (varyasyon

sabiti, cv) hesaplanarak boliim 4.2.3' de verildi.

3.5.5. Teshis Sinir1 (LOD) ve Tayin Simir1 (LOQ)

Teshis sinir1 analizi yapilan 6rnegin belirdigi fakat kantitatif sinirlar igerisine
girmeyen en diisiik derisimdir. Tayin sinir1 ise analizi yapilan 6rnegin kabul edilebilir
diizeyde kesin ve dogru olarak miktarinin tayin edilebilecegi dogrusallik simnirlari
icerisine giren veya dogrusalligin en alt derigimini olusturan diizeyidir. Gelistirilen
yontemin hassasiyetini belirlemek i¢in LOD ve LOQ degerleri asagidaki formiillere
gore hesaplandi. Her ikisi de analitik basarinin gostergelerindendir. Hesaplanan degerler
Bolim 4.2.4°de verilmistir.

LOD=3xc/S

LOQ=10x0/S

o: Interseptin standart sapmasi

S: Egim

3.5.6. Validasyon Serisinin Hazirlanmasi

Validasyon serisi bos, kalibrasyon egrisi ve kalite kontrol ornekleri olarak
hazirlandi. Bos viallere mobil faz karigimi, kalibrasyon egrisi i¢in parasetamol ve
flurbiprofen ¢ozeltilerinden; sirasiyla 0.1- 0.3- 0.6- 0.75- 1.5 pg/mL parasetamol ve 0.1-
0.2- 0.4- 0.75- 1.5 pg/mL flurbiprofen ihtiva eden konsantrasyonlardaki karisimlar (ST)
hazirlandi.  Kalite kontrol(KK) o&rnekleri igin 0.1- 0.5- 1.0- 15 pg/mL
konsantrasyonlarindaki karisimlar segildi. Validasyon serisi; Bos, Kalibrasyon
standartlar1 ( ST1-ST5), bos, Kalite kontrol 6rnekleri ( KK1, KK2, KK3, KK4, her
birinden 5 6rnek), bos ve tekrar kalibrasyon standartlar1 (ST1-ST5) seklindedir.
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3.6. Tabletlerde Parasetamol ve Flurbiprofenin Analizi

3.6.1. Tabletlerin ve Tablet Cozeltilerinin Hazirlanmasi
Tabletler piyasada bulunmadigi icin; Istanbul Universitesi Eczacilik

Fakiiltesi'nde basilmustir.

150 mg parasetamol ve 100 mg flurbiprofen igeren 10 adet tablet ayr1 ayri
tartilarak ortalama tablet agirlig1 hesaplandi. Havanda giizelce ezilerek, homojen bir
karisim olmasi saglandi. Ortalama tablet agirligi kadar, 6 farkli tarttm bu homojen
karisimdan alinarak tartildi. Bu tartimlar ayr1 ayr1 100 mL’ lik balon jojelerde asetonitril
ile ¢oziindiiriilerek hacmine tamamlandi. 15 dakika ultrasonik banyoda tutuldu. Bu siire
sonunda mavi bantl siizge¢ kagitlarindan siiziildii. Boylece 1,5 mg/mL parasetamol ve
1,0 mg/mL flurbiprofen igeren tablet stok ¢ozeltisi hazirlandi (Stok Cozelti 1). Daha
sonra asetonitril ile seyreltme islemleri gerceklestirilerek, final konsantrasyonu 600

ng/mL parasetamol ve 400 ng/mL flurbiprofen olan 6 tablet ¢ozeltisi hazirlandi.

3.6.2. Gelistirilen HPLC Yontemi ile Tabletlerin Analizi
Gelistirilen yonteme ait mobil faz, kolon ve analitik cihaz hazir hale getirilerek 6

farkli enjeksiyon yapildi. Analiz sonuglar1 boliim 4.3' de verilmistir.
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4. BULGULAR

Yontemin gelistirilmesi amaci ile yapilan ¢alismalar sonucunda elde edilen

bulgular ilgili boliimlerde verilmistir.

4.1. Parasetamoliin ve Flurbiprofenin Yiiksek Performansh Sivi Kromatografisi
ile Yanyana Analiz Sonuclan

4.1.1. Kromatografik Kosullarin Belirlenmesi

Yapilan denemeler sonucunda en iyi sonuglar 250 mm uzunlugunda, 4.6 mm i¢
capinda, 5 um partikiil capli C1g kolonda (ODS-Inertsil), 0.1M sodyum asetat (pH:5.00)
— asetonitril (40:60)(v/v) ¢oziicii sisteminde, 25°C' de, 0.8 mL/dak akis hizinda elde
edilmistir. Calisma UV dedeksiyonla, 247 nm dalgaboyu kullanilarak yapilmistir. Bu
kromatografik sistemde alikonma zamanlar1 parasetamol i¢in 3.3 dakika ve flurbiprofen
i¢in 5.7 dakikadir (Sekil 4-1).

YWD1 A, Wavelength=247 nm

PAR

o
|
—3-287

g FLU

Sekil 4-1: 0.3 pg/mL parasetamol ve 0.2 pg/mL flurbiprofen karisimina ait 6rnek

kromatogram



4.2. Yontem Validasyonu

4.2.1. Secicilik
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Yontemin segiciliginin sinanmasi igin; mobil faz enjeksiyonuna ait kromatogram

Sekil 4-2' de, plaseboya ait kromatogram ise Sekil 4-3' de verilmistir. Mobil faz ve

plasebo kromatogramlarinda analitin alikonma zamaninda herhangi bir girisim yoktur.

VWD1 A, Wavelength=247 nm
mAl

0.4 I

02+
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0.6+ ‘

03 |

] 7 mir

Sekil 4-2: Mobil faz enjeksiyonuna ait bir kromatogram

VWD1 A, Wavelength=247 nm
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Sekil 4-3: Plasebo ¢ozeltisine ait kromatogram
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4.2.2. Dogrusallik

0.1 pg/mL parasetamol - 0.1 pg/mL flurbiprofen, 0.3 pg/mL parasetamol-0.2
ug/mL flurbiprofen, 0.6 pg/mL parasetamol - 0.4 ug/mL flurbiprofen, 0.75 pug/mL
parasetamol - 0.75 pg/mL flurbiprofen, 1.5 pg/mL parasetamol - 1.5 pg/mL
flurbiprofen olan 5 farkli konsantrasyonda 6’sar 6rnek hazirlandi ve alana karsi grafige
gecirildi. Validasyon serilerinde 2’ser adet kalibrasyon standartlar1 hazirlanmis ve
analiz edilmistir. Elde edilen verilerden cizilen kalibrasyon egrisi PAR i¢in Sekil 4-4’de
ve FLU igin Sekil 4-5' de verilmistir. Kalibrasyon egrileri korelasyon katsayilart 0.999
mertebesinde kabul edilebilir sinirlardadir. Dogru denklemleri ve korelasyon katsayilari

parasetamol i¢in Tablo 4-1' de, flurbiprofen igin Tablo 4-2' de verilmistir.

180

160
y=111,92x- 2,4165

140 R*=0,9994
120
100
80
&0
40
20

Sekil 4-4: Parasetamoliin 0.1-1.5 pg/mL konsantrasyon araliginda hazirlanan 6l¢ii

egrisi
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180
160 y=115,66x-3,0195
Ri=1
140
120
100
80
60
a0

20

0 0,5 1 1,5 2

Sekil 4-5: Flurbiprofenin 0.1-1.5 pg/mL konsantrasyon arahiginda hazirlanan 6l¢ii

egrisi

Tablo 4-1: Parasetamol icin validasyon serilerinden elde edilen dogru denklemleri

ve korelasyon katsayilar:

Validasyon Seri No Korelasyon Katsayisi Dogru Denklemi

VAL1-1 0,9996 y=0.110716x-1.04843
VAL1-2 0,9994 y=0.110118x-1.58599
VAL2-1 0,9992 y=0.111768x-2.02548
VAL2-2 0,9990 y=0.110607x-2.60304
VAL3-1 0,9998 y=0.112145x-1.50310
VAL3-2 0,9998 y=0.111307x-1.02112
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Tablo 4-2: Flurbiprofen icin validasyon serilerinden elde edilen dogru denklemleri

ve korelasyon katsayilar:

Validasyon Seri No Korelasyon Katsayisi Dogru Denklemi

VAL1-1 1,0000 y=0.116354x-1.07823
VAL1-2 0,9999 y=0.116255x-1.21758
VAL2-1 0,9998 y=0.114261x-2.31435
VAL2-2 0,9998 y=0.111261x-2.13987
VAL3-1 0,9997 y=0.115759x-2.45366
VAL3-2 0,9998 y=0.112125x-2,02837

. Bu alt1 farkli kalibrasyon egrisinde ayni konsantrasyonlari i¢eren orneklerin
ortalamasi alinarak tekrar bir dogru denklemi olusturuldu. Alan-konsantrasyona karsi

cizilen bu grafigin denklemi parasetamol i¢in;
y=111,92x-2,4165 ve korelasyon katsayist 0,9994 olarak bulunmustur.
Bu denklem flurbiprofen i¢in ise;

y=115,66x-3,0195 ve korelasyon katsayisi 1,0000 olarak bulunmustur.

4.2.3. Dogruluk ve Kesinlik

Analitik yontemin dogrulugu, yontem ile elde edilen deneme sonuglarinin
gercek degere yakiligidir. Yontem ile elde edilen sonucglarin gergek degere yakinligi

kontrol edildi. Dogruluk hesabi yapildu.
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Yontemin kesinligi; herhangi bir degerin tekrarlanabilme kabiliyeti veya
bireysel test sonuglarinin belirlenen kosullar altinda ayni1 6rneklerin analiz sonuglarinin
birbirine yakinligi kontrol edildi. Parasetamol igin yapilan hesaplamalar Tablo 4-3,
Tablo 4-5, Tablo 4-7' de ve flurbiprofen i¢in yapilan hesaplamalar Tablo 4-4, Tablo 4-6,
Tablo 4-8' de verilmistir. Bulunan degerlere gore yontemin dogrulugu ve kesinligi

uygun bulunmustur. Bu degerlerle yontemin tekrarlanabilir olduguda goriilmektedir.

Tablo 4-3: Bir Nolu Validasyon Serisi Kalite Kontrol Orneklerinde Parasetamoliin

Dogruluk ve Kesinlik Hesaplamalari

Numun Konsantrasyon Alan Sapma
Ortalama | %0Ort Ort %CV
e (ng/mL) (SD)
KK1 100 106.90 106.94 | 10.79 0.2430 2.25
KK2 500 483.60 96.72 51.35 0.7265 1.41
KK3 1000 991.90 99.19 108.77 | 1.0629 0.97
KK4 1500 149.58 99.43 164.10 | 1.8567 1.13

Tablo 4-4: Bir Nolu Validasyon Serisi Kalite Kontrol Orneklerinde Flurbiprofenin

Dogruluk ve Kesinlik Hesaplamalar

Konsantrasyon Alan Sapma
Numune Ortalama | %0Ort Ort %CV
(ng/mL) r (SD)
KK1 100 102.29 102.29 | 11.79 0.5667 4.80
KK2 500 504.10 100.82 | 58.55 2.7338 4.66
KK3 1000 996.61 99.66 115.85 | 2.7212 2.34
KK4 1500 1456.48 | 97.10 169.36 | 2.1289 1.25




Tablo 4-5: iki Nolu Validasyon Serisi Kalite Kontrol Orneklerinde Parasetamoliin

Dogruluk ve Kesinlik Hesaplamalar

Konsantrasyon Alan Sapma
Numune Ortalama | %0Ort Ort %CV
(ng/mL) r (SD)
KK1 100 112.33 112.33 | 10.53 | 0.3276 3.11
KK2 500 482.20 96.44 |51.87 |0.8162 1.57
KK3 1000 1005.14 | 100.51 | 110.32 | 1.5874 1.43
KK4 1500 1514.61 | 100.97 | 167.26 | 2.2613 1.35

Tablo 4-6 iki Nolu Validasyon Serisi Kalite Kontrol Orneklerinde Flurbiprofenin

Dogruluk ve Kesinlik Hesaplamalari

Konsantrasyon Alan Sapma
Numune Ortalama | %Ort Ort %CV
(ng/mL) (SD)
KK1 100 103.22 103.22 | 9.48 0.2667 2.81
KK2 500 484.80 96.96 | 53.08 0.4712 0.88
KK3 1000 998.95 99.89 | 109.69 | 1.4882 1.35
KK4 1500 145749 | 97.16 |164.22 | 3.6568 2.22




Tablo 4-7: Ug Nolu Validasyon Serisi Kalite Kontrol Orneklerinde Parasetamoliin

Dogruluk ve Kesinlik Hesaplamalari

Konsantrasyon Alan Sapma
Numune Ortalama | %0Ort Ort %CV
(ng/mL) r (SD)
KK1 100 104.81 104.81 | 10.65 | 0.2142 2.01
KK2 500 443.20 88.64 |48.31 | 0.4282 0.89
KK3 1000 981.31 98.13 |108.21 | 1.3979 1.29
KK4 1500 1510.77 | 100.71 | 167.14 | 1.8272 1.09

Tablo 4-8: U¢ Nolu Validasyon Serisi Kalite Kontrol Orneklerinde Flurbiprofenin

Dogruluk ve Kesinlik Hesaplamalari

Konsantrasyon Alan Sapma
Numune Ortalama | %0Ort Ort %CV
(ng/mL) (SD)
KK1 100 106.97 106.97 | 9.97 0.4844 4.86
KK2 500 492 .50 98.50 53.19 | 1.1649 2.18
KK3 1000 1013.88 | 101.38 | 111.65 | 1.9946 1.78
KK4 1500 1477.77 | 98.51 163.67 | 3.6899 2.25
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4.2.4. Teshis (LOD) ve Tayin (LOQ) Sinirlari

LOD ve LOQ degerleri: Boliim 3.5.5' de belirtildigi sekilde parasetamol igin
Tablo 4-1'de ve flurbiprofen igin Tablo 4-2'de verilen denklemlerinden hesaplandi.
Teshis (LOD) ve tayin simirlar1 (LOQ) ise sirast ile PAR i¢in 16.33 ng/mL ve 54.45
ng/mL; FLU ig¢in 15.25 ng/mL ve 50.82 ng/mL olarak bulundu.

4.3. Tabletlerde Parasetamol ve Flurbiprofen Analizi

Parasetamoliin tabletten % geri kazanimi; %101.13 + 0.41 (Tablo 4-9) ve
flurbiprofenin tabletten %geri kazanimi; %98.17 + 0.77 bulunmustur (Tablo 4-10).

Sekil 4-6' da tabletlerdeki analiz sonuglarina ait bir kromatogram gosterilmektedir.

VWD1 A Wavelength=24T nm TABLET\TABLET

F PAR

41 FLU

s
]

(=%

.

Sekil 4-6: Tabletteki analizlere ait bir kromatogram



Tablo 4-9: Tabletlerde Parasetamol Analiz Sonuc¢lar:

Bulunan
%Geri
Numune Konsantrasyon(ng/mL) Konsantrasyon
Kazanim
(ng/mL)
Tartim1 600 608.81 101.4
Tartim? 600 608.96 101.5
Tartim3 600 609.22 101.5
Tartim4 600 606.46 101.1
Tartim5 600 602.91 100.5
Tartim6 600 604.81 100.8
Tablo 4-10: Tabletlerde Flurbiprofen Analiz Sonuclari
Bulunan
%Geri
Numune Konsantrasyon(ng/mL) Konsantrasyon
Kazanim
(ng/mL)
Tartim? 400 388.19 97.1
Tartim3 400 392.44 08.1
Tartim4 400 394.27 98.6
Tartim5 400 396.81 99.2
400 394.04 98.5

Tartim6

44
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5. TARTISMA

Analjezik-antipiretik ilaglardan parasetamol (asetominofen), giinliik pratikte
giivenli oldugu diisiiniilen, agr1 ve ates kontroliinde sik kullanilan ilaglardir [1]. Oral
yoldan alindiginda gastrointestinal kanaldan hizla ve tama yakin absorbe olur [2].
Plazmada doruk konsantrasyonlarina 0.17-1.2 saat iginde ulasir [3]. Orta ve siddetli
postoperatif agrida etkin olmakta ve postoperatif opioid tiikketiminde azalmayla birlikte
analjezi kalitesinde artis saglamaktadir. Periferik dokularda siklooksijenaz enzimini
inhibe edemedigi icin antiinflamatuvar aktivitesi yoktur [1-4]. NSAII kullammi ile

gozlenebilen gastrik irritasyon ve kanamaya neden olmamaktadir [5].

Flurbiprofen propiyonik asit grubu nonsteroidal antienflamatuvar bir ilagtir
(NSAII). Flurbiprofen siklooksijenaz enzimini reversible yani geri doniisiimlii olarak
inhibe eder [2].

Bu sayede parasetamoliin etkili olamadigi hususlarda antienflamatuvar 6zellik

gosterir.

Odontojenik agrilarda daha iyi rahatlama saglamak amaciyla NSAII' lerin
parasetamol ile kombine edilmis formlar1 kullanilmaktadir [4-5]. Ayrica parasetamoliin

ve flurbiprofenin tedaviye sunulmus ruhsatli farkli kombinasyonlari da mevcuttur.

Bulus sahibi Marvin Berkowitz, basvuru sahibi The Upjohn Company ve yayin
numarast EP0109281 Al olan tablet formunda parasetamol ve flurbiprofen karigimi

mevcuttur.

Bu nedenle kombinasyon olarak tedaviye sunulabilecek olan bu iki maddenin
yanyana analizi, bu 6zgiin yiiksek lisans tezi kapsaminda yiiksek performansli sivi
kromatografisi (HPLC) yontemi kullanilarak tabletlerde analizi i¢in secici, 6zgiin ve

tekrarlanabilir bir yontem basariyla gelistirilmistir.

Parasetamol ve flurbiprofen molekiillerinde n—n*, n—on* gecisini
kolaylastiracak konjuge m baglarinin olmasi ve elektron verici NH — OH gibi gruplarin

bulunmasi nedeniyle dogal ve kuvvetli UV absorbsiyon 6zellige sahiptir.

Parasetamoliin maksimum absorbans dalga boyu 248 nm (Sekil 2.2),
flurbiprofenin maksimum absorbans dalga boyu 247 nm (Sekil 2.4) olarak bulunmustur.
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Polar yapiya sahip bilesiklerdir. Cig apolar kolonda polar mobil faz ile alikonma

saglanmistir.

Kalibrasyon egrisi parasetamol i¢in; 0.1-1.5 pg/mL ve flurbiprofen igin 0.1-1.5
ug/mL konsantrasyonlarinda se¢ilmistir. Hesaplanan LOD ve LOQ degerleri PAR igin;
16.33 ve 54.45 ng/mL, FLU i¢in ise; 15.25 ve 50.82 ng/mL' dir.

Secilen kalibrasyon konsantrasyonlar1 en yiliksek ve en diisiik deger alinip orta
konsantrasyon belirlenerek kalite kontrol o6rnekleri olusturulmustur. Validasyon
serilerinden elde edilen korelasyon katsayilar1 0,999 mertebesinde ve analitik agidan
kabul edilebilir degerlerdir. Kalibrasyon standartlarinin dogruluk ve kesinlik degerleri
%CV kabul smirt 5’in altinda ve standart sapma 2’nin altindadir. Bu sonuglarla

yontemin dogruluk ve kesinligi uygun goriilmektedir.

Yontem tabletlere uygulanmustir. Parasetamoliin tabletten % geri kazanimi;
%101,13 + 0.41 ve flurbiprofenin tabletten %geri kazanimi; %98,17 + 0.77
bulunmustur. Bulunan geri kazanim degerleri kabul limitleri i¢indedir.

Literatiirlerde bu iki ila¢ maddesinin yanyana tayini yoktur. Yapilan bu ¢aligma
parasetamoliin ve flurbiprofenin farmasétik preparatlarda yanyana analizi i¢in bir ilk
niteligi tagimaktadir.

Gelistirilen ve valide edilen bu yontemle flurbiprofen ve parasetamoliin
farmasotik preparatlardan analizi dogru, hassas, secici ve 6zgiin bir sekilde kolaylikla
yapilabilmektedir. Bu yontem diisiikk konsantrasyonlara inebilme agisindan biyolojik

materyele de uygulanabilecegi diisiiniilmektedir.
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