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OZET

AMPROLYUM HIDROKLORUR, VITAMIN K3, METILPARABEN VE
PROPILPARABEN’IN HPLC YONTEMIYLE AYRILMASI VE TAYIiNi

Akin OSANMAZ
Diizce Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii, Kimya Anabilim Dal1
Yiiksek Lisans Tezi
Danigsman: Dog. Dr. Umit ERGUN
Haziran 2019, 73 sayfa

Antiprotozoal etkili amprolyum hidrokloriirii, pihtilasmay1 6nleme agisindan etkili
vitamin K3’ii ve antimikrobiyal koruyucu etkili metilparaben ve propilparabeni bir arada
iceren ve bu igerigiyle sitma hastaligi, kala-azar hastalig1r ve uyku hastaligini ortadan
kaldirmaya yardimci olarak kullanilan bu oral ¢ozeltinin zaman agisindan avantaji
nedeniyle miktar analizi i¢in eszamanli bir HPLC yontemi gelistirilmis ve gerekli
validasyon parametreleri yapilmistir. Analizlerde 25°C’de inertsil C8-3 4,6 x 250 mm, 5
um kolon, 254 nm’de dalga boyunda heptan-1-siilfonik asit sodyum tuzu, glasiyel asetik
asit, trietilamin tampon ¢ozeltisi, asetonitril ve metanol kullanilmigtir. Cihazda
olusabilecek kiigiik ¢aptaki kolon sicakligi degisimi ve akis hizi degisiminin yontemi
etkilemedigi gilivenilirlik ¢alismasi ile kontrol edilmistir. Yapilan ¢alismalarda test ve
standart ¢zeltisinin 90 saat boyunca stabil oldugu gozlemlenmistir.

Anahtar sozciikler: Amprolyum hidrokloriir, Vitamin Ks, Metilparaben,
Propilparaben, HPLC validasyon.
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ABSTRACT

SEPERATION AND ANALYSIS OF AMPROLIUM HYDROCHLORIDE,
VITAMIN K3, METHYLPARABEN AND PROPYLPARABEN WITH HPLC
METHOD

Akin OSANMAZ
Diizce University
Graduate School of Natural and Applied Sciences, Department of Chemistry
Master’s Thesis
Supervisor: Assist. Dog¢. Dr. Umit ERGUN
June 2019, 73 pages

Assay analysis and required validation parameters of oral solutions including
antiprotozoal effective amprolium HCI, preventing clotting effective vitamin K3 and
antimicrobial preservative effective methylparaben and propylparaben which are used to
help eliminate malaria disease, kala-azar disease and sleep disease were performed in a
simultaneous HPLC method due to its advantage in terms of time. Analysis were carried
out at 25°C by using inertsil C8-3 4.6 x 250 mm, 5 pm column, PDA detector set at 254
nm, mobile phase formed of a mixture of heptane-1-sulfonic acid sodium salt, glacial
acetic acid, triethylamine and acetonitrile and methanol. Selectivity, system suitability,
linearity and accuracy parameters were studied and acceptable results were achieved.
Small changes at column temperature and flow rate did not affect the method and this
was controlled with the help of the reliability study. Test and standard solutions were
observed to be stabil for 90 hours.

Keywords: Amprolium hydrochloride, Vitamin K3, Methylparaben, Propylparaben,
HPLC validation.
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1. GIRIS

Veteriner ilaglar ¢iftlik hayvanlarinda yaygin olarak kullanilir. Hayvansal tireticiler i¢in
tahakkuk edebilecek ekonomik faydalar sayesinde sinirli beslenme kosullarinda
hayvanlar1 saglikli tutan, genel olarak kontrol edilen bir hastalik Eimeria protozoanin
neden oldugu koksidiyozdur. Koksidiyozis 6zellikle kiimes hayvanlarimi etkiler ve
herhangi bir kontrol 6nlemi uygulanmadig: takdirde, bir ¢iftligin biitiin popiilasyonunu
bir kag giin icinde yok edebilir. Ilaglarin cogu genellikle dnleyici bir &nlem olarak, suda

veya yem de agiz yoluyla uygulanir [1].

Rogers ve arkadaglar1 1960 yilinda, amprolyum kanatlilarda, hindilerde, sigirlarda,
koyunlarda, ke¢i ve domuzlarda koksidiyoz salginlarini tedavi etmek ve dnlemek igin

kullanilmustir [2].

Amprolyum hidrokloriir bir koksidiostat ve anti-protozoal maddedir. Coccidia
parazitlerine karsi etki eder. Amprolyum hidrokloriir ham materyali, bircok yaygin
coccidia suslarinin ookistlerinin sporiilasyonuna miidahale eder. Bagka bir deyisle,
amprolyum hidrokloriir, taiimin metabolizmasini etkileyecek ve karbonhidrat sentezini
Onleyecek bir tiamin analog tibbi malzemedir. Amprolyum hidrokloriir su, metanol,
etanol ve dimetilformamid icinde ¢dziiniir. izopropanol, butanol, etil asetat ve asetonitril

icinde pratik olarak ¢6ziinmez [3].

Amprolyum hidrokloriiriin asir1 dozu, broylerlerde kilo alimini azaltabilir ve baska
sonuglara neden olabilir. Amprolyum hidrokloriir yliksek dozlarda ¢ok uzun bir siire

kullanirsaniz, B1 vitamini eksikligine neden olabilir [3].

Fukumoto ve arkadaslar1 1987 yilinda, calistiklari metodun Yem Analizi Standartlari
yontemine gore listelenmis ve gelismis bir yontem oldugu belirtmislerdir. Bu yontemin,
bir 6n karisimdaki Amprolyum miktariin metanol ile ekstre edilmesi, solvent ile
seyreltilmesi, engelleyici maddelerin nétr bir aliimina mini-kolon ile uzaklastiriimasi ve
ultraviyole spektrofotometreli bir sivi  kromatografi kullanilarak  6lgiilmesi
amaglanmistir. Bu calismalarinda %99.1-101.8’lik bir geri kazanim elde etmislerdir.

Calismalarinda gerekli validasyon ¢alismalarint sunmuslardir [2].
Abhilekha P.ve arkadaslar1 tarafindan 2015 yilinda bir calismada amprolyum

1



hidrokloriir ve sulfakuinoksalin sodyum i¢in ters fazli HPLC metodu gelistirilmistir. Bu
calismada, kanath kuslar icin kullanilan toz dozaj formlarinda formiilasyonun ana
bilesenleri olan amprolyum hidrokloriir ve sulfakuinoksalin sodyum miktarinin
kantitatif olarak tahmin edilmesi i¢in basit, hizli ve dogru bir yontem HPLC kullanilarak
gelistirilmigtir.  Metot, Uluslararas1 Uyum Konferanst (ICH) kurallarina gore
dogrusallik, hassasiyet, dogruluk ve saglamlik acisindan dogrulanmistir [4]. Bu
calismalarinda %101.34’1ik bir geri kazanim elde etmislerdir. Bu calismada gerekli

validasyon ¢aligmalarin1 sunmuslardir [5].

Mahmoud Mohamed Ali ve arkadaslar1 tarafindan 2017 yilinda yapilan bir ¢alismada
amprolyum hidrokloriir (AMP) ve Etopabat i¢in ters fazli HPLC metodu gelistirilmistir.
Bu calismada AMP'nin hizli, dogru ve etkin bir sekilde belirlenmesini saglamak igin
analitik yontem gelistirilmistir. Bu c¢alismada %99.47'lik bir geri kazanim elde

etmislerdir ve gerekli validasyon ¢alismalarint sunmuslardir [6].

Mashhour Ghanem ve arkadaslari tarafindan 2012 yilinda yapilan bir calismada A.S.K.
tozda amprolyum hidrokloriir, sulfakuinoksalin sodyum ve vitamin K3 tayinleri i¢in ters
fazli, ZIC-HILIC kolon (250 mmx4.6 mm, 5 pm) kullanilarak HPLC metodu
gelistirilmistir. Spesifiklik, dogruluk, kesinlik, dogrusallik, ¢alisma araligi, saglamlik ve
gibi parametreler c¢alisilmistir. Yontemin sonuglari, ICH/USP kilavuzlarina gore
yapilmustir ve kriterlerine uygun bulunmustur. Bu ¢alismada %98.9'lik bir geri kazanim

elde etmislerdir ve gerekli validasyon ¢aligmalarin1 sunmuslardir [7].

Salama ve arkadaglar1 tarafindan 2018 yilinda yapilan bir ¢alismada amprolyum
hidrokloriir (AMP) igin gelistirilmis kromotografik bir yontem gelistirmislerdir.
Yontemin dogrulugu ve kesinligi, ayn1 giinde (giin i¢i) ve li¢ giinde saf formda AMP'nin
tic farkli konsantrasyonunun (100, 300 ve 500 ng/ml) belirlenmesi igin Onerilen
prosediirii uygulayarak belirlenmistir. Ardisik giinler (gilinler arasi), daha sonra yilizde
geri kazanim (%R) olarak dogruluk ve yiizde bagil standart sapma (%RSD) olarak
kesinlik hesaplanmigtir. Yontemin dogrulugu, standart ekleme teknigi uygulanarak da

belirlenmistir [8].

Vitaminler viicutta metabolik olaylarin normal bir sekilde meydana gelmesi ve saglikli
durumun siirdiiriilmesi i¢in gerekli olan, besinler iginde kiiciik miktarlarda alinan
organik bilesenlerdir. K Vitamini lipofilik ve hidrofobik vitaminler grubuna verilen

isimdir. K vitamini 1929’da Kopenhag iiniversitesinden Profesér Henrik Dam'mn



kolesterol hakkindaki ¢esitli arastirmalar1 sonucu kesfedilmis, kan pihtilagmasi ile
iligkili oldugu saptandigi i¢cin de Onceleri koagiilasyon vitamini (yani pihtilasma
vitamini) olarak adlandirilmistir [9-11]. Bagirsaktaki emilimi, tasinmasi ve doku
dagilimi ile iligkili olarak Onemli farkliliklar ortaya ¢ikabilmektedir. Kanamanin
onlenmesi icin gerekli olan Vitamin K3, yem i¢in gerekli vitamin premikslerinin ve
veterinerlikte kullanilan en 6nemli vitaminlerden bir tanesidir. Vitamin K3 6zellikle bu
vitamini kendi metabolizmalarinda sentezleyemeyen ¢iftlik hayvanlarinin (tavuk, balik

ve domuz) yemlerine eklenmektedir [9].

Ayrica K vitamininin kanser hiicrelerinin biiyiimesini in vivo ve in vitro olarak inhibe
ettigi de tespit edilmistir. Ek olarak ateroskleroz ve kalsifiye arteryel plak dnlenmesi ve
tedavisinde de 6nemli bir kofaktor olabilecegi diisiiniilmektedir. K vitamininin baslica

diyet kaynag yesil yaprakl sebzelerdir [11].

Mashhour ve arkadaglar1 tarafindan 2013 yilinda yapilan bir ¢alismada Vitamin K3
Mono Bisulfit i¢in ters fazli HPLC metodu gelistirilmistir. Bu yontemde, ZIC-HILIC
(250 mm x 4.6 mm, 5 pm) kolon ve PDA dedektér ile 261 nm dalga boyunda ¢alisma
yapilmistir. Bu yontem, ICH ve USP kilavuzlarma (USP34 / NF29) gore
dogrulanmistir. Bu ¢alismalarinda %99.1-101.8’lik bir geri kazanim elde etmislerdir ve

gerekli validasyon ¢alismalarini sunmuslardir [12].

Elton ve arkadasi tarafindan 1981 yilinda yapilan bir ¢alismada balik yagi ve yemlerde
yagda ¢oziinen vitaminlerin HPLC ile ayrilmasi i¢in yaptiklari ¢aligmada kolon olarak
MicroPak-CN kullanmiglardir. Hareketli faz olarak balik yaginda ve yemlerde, metilen
kloriir-kloroform-hekzan (3:2:15 v:v:v) kullanilmistir. Toz yem numuneleri n-hekzan-
kloroform-etanol (6:3.5:0.5 v:v:v) icinde ¢Oziilmiistir ve enjeksiyondan Once
santrifiijlenmistir. Bu yontemle A, D, E, K3 vitaminlerinde basarili sonuglar alinmigtir

[13].

Yousif Rojeab ve arkadaglari tarafindan 2017 yilinda yapilan bir ¢alismada vitamin C
ve Vitamin K3’li bir arada analiz ettikleri HPLC bir yontemi gelistirmislerdir. Hareketli
faz olarak %350 metanol- %49 su- %1 glasiyel asetik asit, akis hizt 1 mL/min, kolon ise
ters-faz-C18, 254 nm dalga boyunda UV-Visible dedektor kullanilmigtir. Bu yontemde
giin i¢i (6 numune i¢in) vitamin C ve K3 icin sirastyla %92.2 - %102.0 ve %99.4 -
%106.7, giinler arasinda (12 numune i¢in) vitamin C ve K3 i¢in %96.9 - %99.1 ve
%91.7 - %100.4 geri kazanim elde etmislerdir. Bu iki ¢alisma icin yapilan lineerlik



caligmalarinda korelasyon katsayisi 0.9991 olarak bulunmustur. Caligmalarinda gerekli

validasyon ¢aligmalarini sunmuslardir [14].

Oliver ve arkadaslar tarafindan 1995 yilinda yapilan bir ¢alismada yiiksek performansh
stvi kromatografisi ile plazmada anti kanser ilag vitamin K3'lin belirlenmesi i¢in yontem
gelistirmislerdir. Bu yontemde haraketli faz %70 Metanol - %30 su, kolon olarak ise
ODS (5 pm, 250 x 4.6 mm ID), 265 nm dalga boyunda UV dedektor kullanilmistir. Bu
yontemde Vitamin Kz i¢cin % 82.4 + 7.69 (n=7) geri kazanim elde edilmistir. Giin i¢i ve
giinler arasinda yapilan kalibrasyon egrisinden korelasyon katsayis1 r>0.999 olarak
bulunmasi sonucunda iyi bir lineerlik oldugu kanitlanmigtir. Yapilan ¢calismada gerekli

validasyon ¢alismalarini sunmuslardir [15].

Chang-Zhi ve arkadaglar1 tarafindan 2010 yilinda yapilan bir ¢alismada vitamin K3
miktarint belirlemek ic¢in floresan spektroelektrokimya yontemi gelistirilmistir. Bu
calisma floresans dedektor kullanilarak uyarma dalga boyu (Ex) 309 nm; emisyon dalga
boyu (Em) 420 nm dalga boylarinda gerceklestirilmistir. Bu c¢alisma icin yapilan
lineerlik calismalarinda korelasyon katsayisi 0.9991 olarak bulunmustur. Bu yontemde
Vitamin K3 i¢in bagil standart sapma <%4.3 (n=5), %97-%105 geri kazanim elde

edilmigtir. Calismalarinda gerekli validasyon ¢alismalarint sunmuslardir [16].

Klaczkow ve arkadasi tarafindan 2002 yilinda kompleks vitamin preparatlarinda Ki
vitamini i¢erigini belirlemek i¢cin HPLC metodu gelistirilmistir. 248 nm dalga boyunda
UV dedektor, kolon olarak ise C18 (250 x 4.6 mm, 5 um), hareketli faz metanol
kullanilmigtir. Bu calisma igin yapilan lineerlik ¢aligmalarinda korelasyon katsayisi
0.9999 olarak bulunmustur. Calismalarinda gerekli validasyon c¢alismalarini

sunmuslardir [17].

Parabenler, molekiil i¢indeki farkli alkil grubu (metil, etil, propil, butil, heptil ve
benzilparaben) igeren p-hidroksibenzoik asit esterleridir. Ince yapili, renksiz ve
kokusuzdur. Havada, su ve asit ¢ozeltilerinin etkisi altinda kararli ve dagilmaya karsi
direnglidirler. Asidik ortamlarda, maya ve kiiflere karsi aktivite gosterirler, ayrica
fungistik olarak aktiftirler. Ama onlar bakterilere karsi etkili degildir. Alkil grubunun
zincir uzunlugundaki artisla, parabenlerdeki antiseptik aktivite artar ve sudaki
¢oziiniirliikleri azalir. Ozellikleri nedeniyle, parabenler farmasotik, gida ve kozmetik
endiistride kullanilan popiiler antiseptikler haline gelmistir. Bu grubun bilesikleri

arasinda metil ve propilparaben en yaygin sekilde kullanilir Parabenler {iriinlerin daha



uzun siire dayanmasi i¢in kullanilir; Kimyasal 6zellikleri sayesinde bilesenleri daha
uzun siire daha taze tutan etkili koruyucular saglar. Bu koruyucular iiriinleri yayma ve

zarar vermeden Once kiif ve mantarlar1 oldiirtir [18].

Giorgio Grosa ve arkadaglari tarafindan 2006 yilinda yapilan bir ¢alismada Oksiiriik
surubunun i¢indeki Guaifenesin, metilparaben ve propilparaben miktarini1 belirlemek
icin HPLC metodu gelistirmislerdir. 254 nm ve 276 nm dalga boylarinda ayarlanan
DAD dedektorti, kolon olarak ise C18 (150 x 4.6 mm, 5 pm) kullanilmistir. Haraketli
faz ise A mobil fazi sulu fosfat tamponu (pH 3.0, 10 mM) / Asetonitril 25/75 (v/v), B
mobil fazi Metanol. A ve B mobil faz1 isokritik olarak hazirlanmigtir. A:B, 85/15 (v/v)
ve 1 mL/dk akis hiz1 ile analizlenmistir. Bu ¢alisma i¢in yapilan lineerlik ¢alismalarinda
korelasyon katsayist 0.999 olarak bulunmustur. Bu yontemde guaifenesin, metilparaben
ve propilparaben i¢in bagil standart sapma sirastyla; %0.8, %0.7 ve %0.4, geri kazanim
ise; %100.5, %100.3 ve %100.7 elde edilmistir. Caligmalarinda gerekli validasyon

calismalarin1 sunmuslardir [19].

Enzo Sottofattori ve arkadaslari tarafindan 1998 yilinda yapilan bir calismada ytliksek
performanslt sivi kromatografisi ile kozmetik kremlerde parabenler’in belirlenmesi
yontemidir. Bu yontemde hareketli faz %40 metanol - %60 monobazik sodyum fosfat
(pH 3.5: 0.025 M), kolon olarak ise siyano-propil kullanilmistir. Bu yontemde 220 ve
240 nm dalga boylarinda metilparaben ve propilparaben i¢in %100.97 ve %99.2 geri
kazanim elde edilmistir. Caligmalarinda gerekli validasyon c¢alismalarin1 sunmuslardir

[20].

Bahruddin Saad ve arkadaslar tarafindan 2005 yilinda yapilan bir ¢alismada Benzoik
Asit, Sorbik Asit, Metilparaben ve Propilparaben i¢in ters fazli HPLC metodu
gelistirmislerdir. Bu c¢alismada Metilparaben (MP) ve Propilparaben (PP) ’nin hizl,
dogru ve etkin bir sekilde belirlenmesini saglamak i¢in analitik yontem gelistirilmistir.
Bu ¢alismada MP i¢in %100.5, PP i¢in %102.1'lik bir geri kazanim elde etmislerdir.

Calismalarinda gerekli validasyon ¢alismalarini sunmuslardir [21].

1.1. YUKSEK PERFORMANSLI SIVI KROMATOGRAFiSi (HPLC)

HPLC, Yiiksek Performansli Sivi Kromatografisi (eski adiyla Yiiksek Basingli Sivi
Kromatografisi olarak adlandirilir) anlamina gelir. Bir karisimdaki bilesenleri ayirmak,

her bir bileseni tanimlamak ve her bir bileseni 6l¢gmek i¢in kullanilan kromatografik bir



tekniktir. Yontem genel olarak bir sivi ¢oziicii akist kullanarak kolona génderilen kati
bir adsorban malzemeden gegirilen bir sivi numunesini igerir. Numunedeki her bir
analit, adsorban materyalden biraz farkli sekilde etkilesime girerek analitlerin akisini
geciktirir. Etkilesim zayifsa, analitler kolondan kisa bir siire icinde akarlar ve etkilesim

giicliiyse eliisyon siiresi uzundur [22].

1.1.1. HPLC Donanim

HPLC Cioplumn
Packing Maloril Chramatogram
B Faks = Vllow, Hed, Blyo
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——
Computer Data Stalion
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Zolvent Manager
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Sekil 1.1. HPLC semasi [23].

1.1.1.1. Mobil Faz

Omek bilesenlerini, sabit faz (kolon) boyunca tasiyan, gesitli fiziksel ve kimyasal
Ozelliklere sahip ¢ozelti veya ¢oziicli karisimlaridir. Kullanilacak mobil fazin se¢iminde,
analizi yapilacak ornek madde bilesenlerinin O6zellikleri, kullanilacak sabit faz ve

dedektoriin 6zellikleri vb. birgok parametreye dikkat edilmelidir.

Sabit faz; Mobil faz igerisinde gelen Ornege ait bilesenlerin etkilesime girdikleri ve

belirli 6l¢lide alikonulduklar: fazdir.

Alikonma; Mobil faz igerisinde gelen, analizi yapilacak maddeye ait bilesenlerin sabit
faz ile etkilesime girerek belirli oranda tutulmasi daha dogrusu yavaslatilmasi ve

boylece daha gec olarak sabit fazi terk etmesi olayidir.



1.1.1.2. Pompa

HPLC donaniminda yer alan pompalama sistemleri, akis hizina goére, pompanin
yapiminda kullanilan malzemeye gore ve pompanin mobil fazi iletme mekanizmasina

gore olmak tizere 3 farkli sekilde kategorize edilebilmektedir.
1.1.1.3. Enjektor

HPLC donanimini olusturan enjektdr drnegin sabit faz (kolon) dncesinde mobil faza
enjekte edilmesi i¢in kullanilir. Elle kumanda edilen manuel ve bilgisayar kumandali

oto-enjektorler olmak iizere 2 ¢esidi bulunmaktadir.
1.1.1.4. Kolon

Modern HPLC donanimimin 4 temel yapi1 tasindan birisi olan kolon, karmasik
orneklerde bilesenlerin birbirinden 1yi ¢oziiniirliikle ayirimindan sorumlu sabit fazdir.
Kolon imalatinda yap1 materyali olarak 316 paslanmaz ¢elik, teflon, cam veya PEEK en

sik tercih edilenlerdir.
1.1.1.5. Dedektor

HPLC donaniminda 4 temel bilesenden birisi olan dedektorler, 6rnek bilesenlerini tayin
ederken Olctiikleri fiziksel Ozelliklere gore, 8 gesittir; Ultraviole/Goriinlir Bolge
Dedektorii (UV/VIS), Fotodiyot Array Dedektorii (DAD), Floresans Dedektorii (FLD),
Iletkenlik Dedektorii (CDD), Refraktif indeks Dedektorii (RID), Elektrokimyasal
Dedektor (ECD), Kiitle Dedektorii (MS) ve Evaporatif Isik Dagitict Dedektor (ELSD).

1.1.2. HPLC Sistem Tiirleri

o Isokritik Sistem; Tek pompa, tek solvent, solvent karisimi olabilir. Ayirim
yetersizdir.

e Diisiik Basingli Gradient Sistem; Tek Pompa, maksimum 4 farkli mobil faz, karisma
pompadan dncedir.

e Yiiksek Basin¢l Gradient Sistem; 2 yada 3 pompa, 2 yada 3 farkli mobil faz karigma

pompadan sonradir.

1.1.3. Kromatografik Yontemler
1.1.3.1. Normal Faz Kromatografi

Normal faz HPLC, ismine ragmen en yaygin HPLC yontemi degildir. Normal faz



HPLC, hareketli faz olarak polar olmayan c¢oziiciiler ve sabit faz olarak silika
pargaciklari kullanir. Normal HPLC'de, polar bilesikler, polar olmayan bilesiklere
kiyasla duragan fazda polar silikona daha uzun siire yapisir. Bu nedenle polar olmayan
bilesikler normal HPLC'de daha hizli eliie eder. Gozenek boyutlar1 genellikle yaklasik 3
mikrondur. Kullanilan kolonlar silica gel, cyano, amino, diol veya nitro kolonlardir

[24].
1.1.3.2. Ters Faz Kromatografi

Ters fazli HPLC, en yaygin HPLC tiiriidiir. Ters fazli HPLC'de, duragan faz
hidrokarbon zincirleri (tipik olarak 8-18 karbon uzunlugunda) ile modifiye edilir, bu da
kolonun polar olmamasina neden olur. Bir polar ¢oziicii de kullanilir. Ters HPLC'de,
numunedeki polar molekiiller, solvent ile daha hizli ayristirmasina neden olan giiglii
cekicilikler gelistirir. Ayrica polar olmayan duragan faz ile etkilesime girmeyeceklerdir.
Polar olmayan bilesikler Van Der Waals ve sabit faz ile dispersiyon etkilesimi gelistirir,

bu nedenle daha yavas salinirlar [24].
1.2. iYON DEGISTIRME KROMATOGRAFi

Ister anyon ister katyon degistirici olsun; tamponun pH’1, kullanilan anyon veya katyon
degistiricinin dogal iyonik giicii ve peptitlerin yiikli proteinlerin gecikme zamanlarini
etkiler. En yaygin olarak sodyum veya potasyum iyonlar1 katyon olarak, klor iyonlar1 da
anyon olarak kullanilir. HP IEC kolonlar1 yiliksek derecede pik genislemesi veya
elisyon olmama durumu gdsteren, peptitlerin apolar kalintilarinin neden oldugu
hidrofobik karakteristikler gosterirler. Bu durum hareketli faza organik diizenleyici

konulmasiyla giderilebilir [25].
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Sekil 1.2. fyon degistirme kromatografisi [25].



1.3. KIRAL AYIRMA KROMATOGRAFI

Enantiyomerlerin ayrilmasinda kullanilan bir tekniktir; bir enantiyomere karsi
digerinden daha fazla aktif olan ve reaksiyona girebilen bir chiral sabit faz kullanilir

[26].

1.4. BOYUT DISLAMA KROMATOGRAFi

Sivi kromatografisi, boyut dislama HPLC genellikle peptit/protein ayirimlart ve
molekiiler agirlik analizleri i¢in kullanilir. Denaturant varligi veya yoklugunda, tigiinciil
veya dordiinciil yapilar molekiiler agirligi analizleriyle gosterilebilir. Baz1 uygulamalar
ideal SEC davraniglarini gerektirir, ayirimlar sadece ¢ozelti boyutuna dayanir. Ama en
yeni HP SEC kolonlari, uzun ya da kisa boyutlarda ve anyoniktir. Istenmeyen
elektrostatik etkilesimler engellenmezse, bazi o&zellikler, artt yiikli peptit yan
zincirleriyle etkilesimlere neden olur. Eliientin iyonik giiciiniin iistiinde, elektrostatik
etkiler en aza indirildigi i¢in, 0.1-0.4 M tuz igeren siv1 fosfat tamponlar1 (ph 5.0-7.5)
SEC ile peptit ve protein analizinde hareketli faz olarak kullanilir. Elektrostatik
etkilesimler baskin etken oldugunda tuz konsantrasyonlar1 ¢ok yiiksek ise, peptit-protein
veya protein-protein etkilesimleri engellenir. Farkli kolon materyalleri istenilmeyen

kolon davraniglarinin goriilmesine neden olabilir [25].



2. MATERYAL VE YONTEM

H;(N Ccr
HaC._ N NHp *HCl CHe
U 0]

Amprolyum Hidrokloriir Vitamin K3
MA:315.24 g/mol MA:172.18 g/mol
O (@) O\/\CH3
OCH3
HO OH
Metilparaben Propilparaben
MA:152.15 g/mol MA:180.20 g/mol

Sekil 2.1. Etken maddelerin agik yapilari.
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Sekil 2.2. HPLC cihazlari.

Bu tez calismasinda kullanilan cihazlar sekil 2.2.’de goriilmektedir. Calismalarimizda
SHIMADZU Prominence, Shimadzu LC-20AT pompa, DGU-20A5 degazer, SIL-20A
HT otosampler, CTO-10AS VP kolon firini, SPD-M20A PDA dedektér ve
SHIMADZU prominence-i LC-2030C UV/Visible dedektor kullanilmistir.

Amacimizin maliyet, is yiikii ve zamandan tasarruf etmek oldugunu diistinerek
yapacagimiz yontemde c¢alismamizi Sum, 4.6 x 250 mm kolon kullanilarak keskin
ayrimlar planlanmaktadir. Izokratik programlar deneyerek 4 etken pikinin de istenilen
RT getirilerek saf bir sekilde istenilen absorbanslarda elde edilmesi planlanmistir.

Sistem uygunluk sartlar1 olarak her bir etken i¢in,
e Etken maddelere ait piklerin teorik plaka sayis1 2000’den az olmamalidir.
e Etken maddelere ait piklerin kuyruklanma faktorii 0,8 — 1,2 arasinda olmalidir.

e Etken maddelere ait pik alanlarin ve alikonma zamanlarin bagil standart sapmasi

<%?2 olmalidir.

e Ayni konsantrasyonda hazirlanan iki standart ¢ozelti arasindaki benzerlik %98-

%102 arasinda olmalidir.
e Birbirine yakin iki pik arasindaki ayrisma minimum 2,00 olmalidir.

e Amprolyum standart kromatograminda Amprolyum HCI ve 2-picoline pikleri

arasindaki ayrigsma minimum 7,0 olmalidir.
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Seklinde ayarlanarak ileride yonteme sorun olusturabilecek parametreler ortadan
kaldirilmistir.  Yontem istenilen seviyeye geldikten sonra gerekli validasyon
parametreleri ¢aligilmistir. Bu kapsamda yapilan validasyon parametreleri ve her

parametrede istenilen sartlar kararlastirilmistir. Bu sartlar;
Secicilik parametresi igin;

e FEtken maddelerin alikonma zamaninda c¢oziicii, koruyucu madde veya
plasebodan kaynaklanan herhangi bir pik olmamalidir.

e Amprolyum standart kromatograminda Amprolyum HCI ve 2-picoline pikleri
arasindaki ayrisma minimum 7 olmalidir.

e Birbirine yakin iki pik arasindaki rezoliisyon minimum 2,00 olmalidir.

e Bilesenlere ait piklerin pik saflig1 acis1 degerleri 0,99-1,01 arasinda olmalidir.
Dogrusallik parametresi i¢in;

e Korelasyon katsayis1 ( r) minimum 0.995 ve r> minimum 0.99 olmalidir.
e Dogrunun y-eksenini kestigi nokta dogrunun egim degerinin + % 2.0 araliginda

olmalidir.
Dogruluk parametresi igin;

e Her etken maddenin geri kazanimi % 98,0 - % 102,0 arasinda olmalidir.
e % Geri kazanim sonuglarinin ortalamasi %95- %105 giivenilirlik sinirlar1 iginde

olmalidir.

Kesinlik Parametresi Igin; Bagil Standart Sapma %2,00’den biiyiik olmamalidir.

Sistem Kesinligi Parametresi i¢in;

e . Giin ve 2. Giin elde edilen sonuglarin kendi arasindaki bagil standart sapma
degeri %2,00’den biiylik olmamalidir.
e Pik alanlar1 ve alilkonma zamanlar1 arasindaki bagil standart sapma (RSD)

%2’den biiylik olmamalidir.

Yontem kesinligi (tekrarlanabilirlik) parametresi icin; hazirlanan 6 farkli test
cozeltisinin analiz sonuglar1 arasindaki bagil standart sapma degeri %2,00’den biiyiik

olmamalidir.
Ara Kesinlik Parametresi igin;

e Analiz 1 ve cihaz I’den elde edilen sonuglarin ve Analiz 2 ve cihaz II’ den elde
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edilen sonuglarin kendi arasindaki bagil standart sapma degeri %2,00’den biiytik
olmamalidir.
e 12 analiz sonucunun bagil standart sapma degeri %2,00’den biiylik olmamalidir.
e Ayni konsantrasyonda hazirlanan iki standart ¢ozelti arasindaki benzerlik %98-
%102 arasinda olmalidir.

e Birbirine yakin iki pik arasindaki ayrisma minimum 2,00 olmalidir.
Giivenilirlik Parametresi I¢in;

e (ozelti stabilitesi, baslangi¢ degerinden degisim % 2.0’den fazla olmamalidir.

Kiiciik degisiklikler, Giivenilirlik ¢aligmalar1 analiz sonuglar1 ortalamasi ile normal

sartlardaki analiz sonuclar1 ortalamasi arasindaki fark maksimum +%2 olmalidir.

2.1. ANALITIiK YONTEM VALIiDASYONU

2.1.1. Amag¢

Amag Oral Cozelti analizlerinde kullanilan test ydntemlerinin gegerli oldugunu

gostermektir.

2.1.2. Miktar Tayini Yontemi

Yontem : HPLC

Kolon : GL Sciences Inertsil C8-3, Sum, 4.6 X 250 mm

Akis Hizt : 0.6 mL/dk

Dalga Boyu : 254 nm

Enjeksiyon Hacmi : 10 ul

Kolon Sicakligi :25°C

Numune Sicaklig :25°C

Akas siiresi : 50 dakika

Tampon ¢ozelti : 6 g heptan-1-siilfonik asit sodyum tuzu tartilir ve 500

mL deiyonize suda c¢oziilir. Uzerine 12 mL glasiyel

asetik asit ve 2 mL trietilamin eklenir.
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Mobil Faz : Tampon c¢ozelti: Metanol: Asetonitril (50:45:50)

oraninda karistirildiktan sonra degaze edilir.
Seyreltme Cozeltisi : Su: Metanol: Asetonitril (50:45:50)

Stok Amprolyum HCI Cozeltisi; 100 mL’lik balon jojeye 250 mg amprolyum HCI
standard tartildi. Seyreltme ¢ozeltisi ile ¢oziiniip hacmi 100 mL'ye tamamlandi. (c= 2,5

mg/mL)

Stok Vitamin K3 Cdzeltisi; 100 mL’lik balon jojeye 20 mg vitamin K3 standardi tartildi.
Seyreltme ¢ozeltisi ile ¢oziiniip hacmi 100 mL'ye tamamlandi. Bu ¢ozeltiden 1 mL
alindi, 10 mL’lik balon jojeye aktarildi ve seyreltme ¢ozeltisi ile seyreltildi. (c= 0,02
mg/mL)

Stok Metilparaben Cozeltisi; 100 mL’lik balon jojeye 18 mg metilparaben standardi
tartildi. Seyreltme ¢ozeltisi ile ¢ozilinlip hacmi 100 mL'ye tamamlandi. Bu ¢ozeltiden 5
mL alindi, 50 mL’lik balon jojeye aktarildi ve seyreltme cozeltisi ile seyreltildi. (c=

0,018 mg/mL)

Stok Propilparaben Cozeltisi; 100 mL’lik balon jojeye 20 mg propilparaben standardi
tarilldi. Seyreltme ¢ozeltisi ile ¢oziinlip hacmi 100 mL'ye tamamlandi. Bu ¢ozeltiden 1
mL alindi, 100 mL’lik balon jojeye aktarildi ve seyreltme ¢ozeltisi ile seyreltildi. (c=

0,002 mg/mL)

Standart Cozeltisi; stok amprolyum HCI, stok vitamin Ks, stok metilparaben, stok
propilparaben c¢ozeltilerinden 4’er mL alinarak 20 mL’lik balon jojeye aktarildi ve
seyreltme ¢dzeltisi ile hacmi 20 mL'ye tamamlandi. Bu ¢ozelti 2-3 mL ile doyurulmus
0,45 mm PTFE filtreden siiziildii ve viallendi. (Camprolyum zct = 0,5 mg/mL, Cvitamin K3 =

0,004 mg/mL, Cwmetilparaben = 0,0036 mg/mL, Cpropilparaben = 0,0004 mg/mL)

Test Cozeltisi; 50 mL’lik balon jojeye 0,5 mL numune alinip seyreltme ¢ozeltisi ile
¢oziildii. Daha sonra bu ¢ozeltiden 4,0 mL alindi, 20 mL’lik balon jojeye aktarildi ve
seyreltme ¢ozeltisi ile selyreltildi. Bu ¢ozelti 2-3 mL ile doyurulmus 0,45 mm PTFE
filtreden siiziildii ve viallendi. (Camprolyum vl = 0,5 mg/mL, Cvitamin k3 = 0,004 mg/mL,

CMetilparaben = 0,0036 mg/mL, CPropilparaben = 0,0004 mg/mL)
Sistem uygunluk parametreleri;
e Etken maddelere ait pik alanlarin ve alikonma zamanlarin bagil standart sapmasi

<%?2 olmalidir.
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e Etken maddelere ait piklerin teorik plaka sayis1 2000’den az olmamalidir.
e Etken maddelere ait piklerin kuyruklanma faktorii 0,8 — 1,2 arasinda olmalidir.

e Ayni konsantrasyonda hazirlanan iki standart ¢ozelti arasindaki benzerlik %98-

%102 arasinda olmalidir.
e Birbirine yakin iki pik arasindaki ayrisma minimum 2,00 olmalidir.

Alikonma Zamani,

Vitamin K3 : ~ 4.6 dakika
2-picoline : ~ 8,0 dakika
Metilparaben : ~ 15,0 dakika
Amprolyum HCI : ~ 18,4 dakika
Propilparaben : ~ 40,0 dakika

Cozelti stabilitesi; Standart ve test ¢ozelti oda kosullarinda 90 saat stabildir.

Islem; Yontemde belirtildigi gibi standart ¢dzelti ve test ¢dzeltileri hazirlanip enjekte
edilir. Sistem uygunluk parametreleri kontrol edilir. Kromatogramlar kaydedilir.
Hesaplama bolimiinde gosterilen formiil ile Amprolyum HCI, Vitamin Ks,

Metilparaben ve Propilparaben miktarlar1 hesaplanir.

Apx(Ws/100%4/20)x(P/100)x1000xd
AsX(Wy /50%X4/20)

Amprolyum HCl (mg/mL) = (2.1)

A, = Test ¢ozeltisinden elde edilen Amprolyum HCI pik alan

A = Standart ¢ozeltisinden elde edilen Amprolyum HCI pik alani
W; = Standart tartimi1 (mg)

W, = Numune tartimi (mg)

P = Standart potensi (as is basis) (%)

d = Numune yogunlugu (g/mL)
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Limit degerleri;
Teorik : 250 mg /mL

Limit :237,5—-262,5 mg /mL

Apx(Ws+100x1+10x4+20)X(P+100)x1000xd
AgX(Wp+50%4+20)

Vitamin K3 (mg/mL) =

A, = Test ¢ozeltisinden elde edilen Vitamin K3 pik alani

Ag = Standart ¢cozeltisinden elde edilen Vitamin K3 pik alan
Wy = Standart tartimi (mg)

W, = Numune tartimi (mg)

P = Standart potensi (as is basis) (%)

d = Numune yogunlugu (g/mL)

Limit degerleri;

Teorik :2mg/mlL
Limit :1,9-2,1 mg/mL
. _ Apx(Ws+100x1+10x4+20)x(P+100)x1000xd
Metilparaben(mg/mL) = A< Wy 250x8220)
Ay = Test ¢ozeltisinden elde edilen Metilparaben pik alani
A = Standart ¢ozeltisinden elde edilen Metilparaben pik alani
Wy = Standart tartim1 (mg)
W, = Numune tartimi (mg)
P = Standart potensi (as is basis) (%)
d = Numune yogunlugu (g/mL)

Limit degerleri;
Teorik : 1,8 mg/mL

Limit 1,71 - 1,89 mg/mL
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ApX(Ws+100x4+20)X(P-+1000)X1000xd

Propilparaben(mg/mL) = Ax (W 50%4220)

A, = Test ¢ozeltisinden elde edilen Propilparaben pik alani

A = Standart ¢ozeltisinden elde edilen Propilparaben pik alani
Ws = Standart tartimi (mg)

W, = Numune tartimi (mg)

P = Standart potensi (as is basis) (%)

d = Numune yogunlugu (g/mL)

Limit degerleri;
Teorik : 2mg/mlL

Limit :1,9-2,1 mg/mL

2.1.3. Reaktifler

Cizelge 2.1. Kullanilan reaktifler.

(2.4)

Reaktif/Standart Adi Firma Lot Numaras1 | Son Kullanma Tarihi
Amprolyum HCI USP HOK314 -
Metilparaben EP 4.0 -
Propilparaben EP 4.0 -
Vitamin K3 EP 1.0 -
Heptane- lh-sulfonic acid Merck KA48578106 704 i
sodium salt
Glasiyel asetik asit Ai?)?ilé?ecm 0001069344 03.2023

Trietilamin Merck S7047452 528 -

Metanol Merck 1837707 626 30.06.2019

Asetonitril Merck 1820030 608 30.06.2019

2.1.4. Miktar Tayini Testi Validasyon Parametreleri

e Spesifiklik
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Sistem Uygunluk

Dogrusallik ve Caligma Araligi

Dogruluk

Kesinlik (Yontem Kesinlik , Sistem Kesinlik , Ara Kesinlik)

Givenirlik

2.1.5. Miktar Tayini Yontem Validasyonu

2.1.5.1. Spesifiklik

Bir analitik prosediiriin segiciligi veya 6zgiinliigli o prosediiriin karigim igerisinde

bulunan etken maddeyi (maddeleri) (etken madde, safsizliklar, yardimci maddeler)

dogru olarak (Baska herhangi bir etki, girisim olmaksizin) saptayabilme yetenegidir.

Prosediir;

Seyreltme ¢ozeltisi enjekte edilir.

Plasebo ¢ozeltisi enjekte edilir.

Amprolyum HCI standart ¢cozeltisi enjekte edilir.
Vitamin-K3 standart ¢ozeltisi enjekte edilir.
Metilparaben standart ¢ozeltisi enjekte edilir.
Propilparaben standart ¢ozeltisi enjekte edilir.
Standart ¢ozeltisi enjekte edilir.

Test ¢ozeltisi enjekte edilir.

Plasebo ¢ozeltisi miktar tayini kosullarinda hazirlanir. Cozeltiler siiziiliip enjekte edilir.

Kriter;

Amprolyum HCI, Vitamin Ks, Metilparaben ve Propilparaben alikonma
zamaninda bagka bir pike rastlanmamalidir.

Amprolyum standart kromatograminda Amprolyum HCI ve 2-picoline pikleri
arasindaki ayrigsma minimum 7 olmalidir.

Birbirine yakin iki pik arasindaki rezoliisyon minimum 2,00 olmalidir.

Bilesenlere ait piklerin pik saflig1 agis1 degerleri 0,99-1,01 arasinda olmalidir.

Plasebo ¢ozeltisinin  hazirlanisi; 50 ml’lik balon jojeye formiilasyon birimine

hazirlattirilan plasebodan 0,5 mL plasebo tartildi. Bir miktar seyreltme ¢ozeltisi ilave
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edilip ¢oOziindiikten sonra hacmi seyreltme ¢ozeltisi ile 50 mL’ye tamamlandi. Bu
¢ozeltiden 4 mL alindi, 20 mL’lik balon jojeye aktarildi ve hacmi seyreltme ¢dzeltisi ile
tamamlandi. Bu ¢ozelti 2-3 mL ile doyurulmus 0.45 mm PTFE filtreden siiziildii ve
viallendi.

Amprolyum HCI ¢ozeltisinin hazirlanisi; 100 mL’lik balon jojeye 250 mg Amprolyum
HCI standard: tartildi. Bir miktar seyreltme cozeltisi ilave edilip ¢6ziindiikten sonra
hacmi seyreltme ¢ozeltisi ile 100 mL’ye tamamlandi. Bu ¢ozeltiden 4 mL alindi, 20
mL’lik balon jojeye aktarildi ve hacmi seyreltme ¢ozeltisi ile tamamlandi. Bu ¢ozelti 2-

3 mL ile doyurulmug 0.45 mm PTFE filtreden siiziildii ve viallendi. (c= 0,5 mg/mL)

Vitamin K3 c¢ozeltisinin hazirlanis;; 100 mL’lik balon jojeye 20 mg Vitamin Ks
standard1 tartildi. Bir miktar seyreltme ¢ozeltisi ilave edilip ¢oziindiikten sonra hacmi
seyreltme ¢ozeltisi ile 100 mL’ye tamamlandi. Bu ¢6zeltiden 1 mL alindi, 10 mL’lik
balon jojeye aktarildi ve hacmi seyreltme cozeltisi ile tamamlandi. Daha sonra bu
cOzeltiden 4 mL alindi, 20 mL’lik balon jojeye aktarildi ve hacmi seyreltme ¢ozeltisi
ile tamamlandi. Bu ¢6zelti 2-3 mL ile doyurulmus 0.45 mm PTFE filtreden siiziildii ve

viallendi. (c= 0,004 mg/mL)

Metilparaben ¢ozeltisinin hazirlanisi: 100 mL’lik balon jojeye 18 mg Metilparaben
standardi tartildi. Bir miktar seyreltme cozeltisi ilave edilip ¢oziindiikten sonra hacmi
seyreltme ¢ozeltisi ile 100 mL’ye tamamlandi. Bu ¢6zeltiden 1 mL alindi, 10 mL’lik
balon jojeye aktarildi ve hacmi seyreltme c¢ozeltisi ile tamamlandi. Daha sonra bu
¢ozeltiden 4 mL alindi, 20 mL’lik balon jojeye aktarildi ve hacmi seyreltme ¢dzeltisi ile
tamamlandi. Bu ¢o6zelti 2-3 mL ile doyurulmus 0.45 mm PTFE filtreden siiziildii ve
viallendi. (c= 0,0036 mg/mL)

Propilparaben ¢ozeltisinin hazirlanigi; 100 mL’lik balon jojeye 20 mg Propilparaben
standard1 tartildi. Bir miktar seyreltme ¢ozeltisi ilave edilip ¢oziindiikten sonra hacmi
seyreltme ¢ozeltisi ile 100 mL’ye tamamlandi. Bu ¢ozeltiden 1 mL alindi, 100 mL’lik
balon jojeye aktarildi ve hacmi seyreltme c¢ozeltisi ile tamamlandi. Daha sonra bu
cozeltiden 4 mL alindi, 20 mL’lik balon jojeye aktarildi ve hacmi seyreltme ¢ozeltisi ile
tamamlandi. Bu 6zelti 2-3 mL ile doyurulmus 0.45 mm PTFE filtreden siiziildi ve

viallendi. (c= 0,0004 mg/mL)

Stok Amprolyum HCI ¢ozeltisinin hazirlanigi; 100 mL’lik balon jojeye 250 mg

Amprolyum HCI standardi tartildi. Bir miktar seyreltme ¢ozeltisi ilave edilip
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¢Oziindiikten sonra hacmi seyreltme ¢ozeltisi ile 100 mL’ye tamamlandi. (c= 2,5

mg/mL)

Stok Vitamin K3 ¢dzeltisinin hazirlanigi; 100 mL’lik balon jojeye 20 mg Vitamin K3
standard1 tartildi. Bir miktar seyreltme ¢ozeltisi ilave edilip ¢oziindiikten sonra hacmi
seyreltme ¢ozeltisi ile 100 mL’ye tamamlandi. Bu ¢ozeltiden 1 mL alindi, 10 mL’lik

balon jojeye aktarildi ve hacmi seyreltme ¢ozeltisi ile tamamlandi. (c= 0,02 mg/mL)

Stok Metilparaben ¢ozeltisinin hazirlanisi; 100 mL’lik balon jojeye 18 mg Metilparaben
standard1 tartildi. Bir miktar seyreltme ¢ozeltisi ilave edilip ¢oziindiikten sonra hacmi
seyreltme ¢ozeltisi ile 100 mL’ye tamamlandi. Bu ¢6zeltiden 1 mL alindi, 10 mL’lik

balon jojeye aktarildi ve hacmi seyreltme ¢ozeltisi ile tamamlandi. (c= 0,018 mg/mL)

Stok Propilparaben ¢ozeltisinin hazirlanisi;; 100 mL’lik balon jojeye 20 mg
Propilparaben standardi tartildi. Bir miktar seyreltme ¢ozeltisi ilave edilip ¢oziindiikten
sonra hacmi seyreltme ¢dzeltisi ile 100 mL’ye tamamlandi. Bu ¢6zeltiden 1 mL alinds,
100 mL’lik balon jojeye aktarildi ve hacmi seyreltme ¢ozeltisi ile tamamlandi. (c=

0,002 mg/mL)

Standart ¢ozeltisinin hazirlanisi; 20 mL’lik balon jojeye Stok Amprolyum HCI, Stok
Vitamin K3, Stok Metilparaben ve Stok Propilparaben ¢ozeltilerinden 4’er mL alindi, 20
mL’ye seyreltme ¢ozeltisi ile tamamlandi. Bu ¢6zelti 2-3 mL ile doyurulmus 0.45 mm
PTFE filtreden siiziildii ve viallendi. (Camprolyum sel = 0,5 mg/mL; Cvitamin-k3= 0,004
mg/mL; Cmp= 0,0036 mg/mL; Cpp= 0,0004 mg/mL.)

Test ¢ozeltisinin hazirlanisi; 0,5 mL numune hassas olarak 50 mL’lik balon jojeye
tartildi. Bir miktar seyreltme ¢ozeltisi ilave edilip ¢6ziindiikten sonra hacmi seyreltme
¢ozeltisi ile 50 mL’ye tamamlandi. Bu ¢6zeltiden 4 mL alindi, 20 mL’lik balon jojeye
aktarild1 ve hacmi seyreltme ¢dzeltisi ile tamamlandi. Bu ¢ozelti 2-3 mL ile doyurulmus
0.45 mm PTFE filtreden siiziildii ve viallendi (Camprolyum Hcl = 0,5 mg/mL; Cvitamin-K3=

0,004 mg/mL; Cmp= 0,0036 mg/mL; Cpp= 0,0004 mg/mL)
2.1.5.2. Sistem Uygunluk

Sistem uygunlugu ¢aligsmasi, koruyucu madde analizleri i¢in sistemin ve metodun uygun
oldugunu kanitlamak i¢in yapilir. Bu amagla hazirlanan standart (%100) ¢ozeltisinden
ardisik olarak 6 enjeksiyon yapilarak pik alanlar1 ve piklerin alikonma zamani (RT)
arasindaki bagil standart sapma (RSD) degerleri incelenir. Ayn1 konsantrasyonda ikinci

bir standart ¢ozeltisi hazirlanip ardistk 3 kez sisteme enjekte edilip iki standart
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arasindaki uyuma bakilir.

Elde edilen kromatogramlardan yararlanilarak asagidaki sistem uygunlugu parametreleri

incelenir.

Stok Amprolyum HCI ¢ozeltisinin hazirlanigi; 100 mL’lik balon jojeye 250 mg
Amprolyum HCI standardi tartildi. Bir miktar seyreltme ¢dzeltisi ilave edilip
¢oziindiikten sonra hacmi seyreltme cozeltisi ile 100 mL’ye tamamlandi. (c= 2,5

mg/mL)

Stok Vitamin K3 ¢dzeltisinin hazirlanigi; 100 mL’lik balon jojeye 20 mg Vitamin K3
standard1 tartildi. Bir miktar seyreltme ¢ozeltisi ilave edilip ¢oziindiikten sonra hacmi
seyreltme ¢ozeltisi ile 100 mL’ye tamamlandi. Bu ¢ozeltiden 1 mL alindi, 10 mL’lik
balon jojeye aktarildi ve hacmi seyreltme ¢ozeltisi ile tamamlandi. (c= 0,02 mg/mL)
Stok Metilparaben ¢ozeltisinin hazirlanisi; 100 mL’lik balon jojeye 18 mg Metilparaben
standard1 tartildi. Bir miktar seyreltme ¢ozeltisi ilave edilip ¢oziindiikten sonra hacmi
seyreltme c¢ozeltisi ile 100 mL’ye tamamlandi. Bu ¢ozeltiden 1 mL alindi, 10 mL’lik
balon jojeye aktarildi ve hacmi seyreltme ¢ozeltisi ile tamamlandi. (c= 0,018 mg/mL)
Stok Propilparaben ¢o6zeltisinin hazirlanisi; 100 mL’lik balon jojeye 20 mg
Propilparaben standardi tartildi. Bir miktar seyreltme ¢ozeltisi ilave edilip ¢oziindiikten
sonra hacmi seyreltme ¢ozeltisi ile 100 mL’ye tamamlandi. Bu ¢ozeltiden 1 mL alindi,
100 mL’lik balon jojeye aktarildi ve hacmi seyreltme ¢ozeltisi ile tamamlandi. (c=
0,002 mg/mL)

Standart ¢ozeltisinin hazirlanisi; 20 mL’lik balon jojeye Stok Amprolyum HCI, Stok
Vitamin K3, Stok Metilparaben ve Stok Propilparaben ¢ozeltilerinden 4’er mL alind1, 20

mL’ye seyreltme ¢ozeltisi ile tamamlandi. Bu ¢dzelti 2-3 mL ile doyurulmus 0.45 mm

PTFE filtreden siiziildi ve wviallendi. (Camprolyum ncl = 0,5 mg/mL; Cvitamin-K3=
0,004 mg/mL; Cmp= 0,0036 mg/mL; Cpp= 0,0004 mg/mL)
Kriter;

e Etken maddelere ait piklerin teorik plaka sayis1 2000’den az olmamalidir.
e Etken maddelere ait piklerin kuyruklanma faktorii 0,8 — 1,2 arasinda olmalidir.

e FEtken maddelere ait pik alanlarin ve alikonma zamanlarin bagil standart sapmasi

<%?2 olmalidir.
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e Ayni konsantrasyonda hazirlanan iki standart ¢ozelti arasindaki benzerlik %98-

%102 arasinda olmalidir.
e Birbirine yakin iki pik arasindaki ayrisma minimum 2,00 olmalidir.

e Amprolyum standart kromatograminda Amprolyum HCI ve 2-picoline pikleri

arasindaki ayrigsma minimum 7,0 olmalidir.
2.1.5.3. Dogrusallik ve Calisma Araligi

Dogrusallik ¢alismasi bir konsantrasyon araligindaki numune c¢ozeltilerindeki analit

cevabinin konsantrasyonla dogru orantili oldugunun gosterilmesidir.

Bu amagla etkin maddenin %50, %75, %100, %125 ve %150 c¢alisma
konsantrasyonlarindaki standart ¢ozeltiler asagida belirtildigi gibi hazirlanir. Hazirlanan
dogrusallik ¢ozeltilerinin her birinden 3’er kez enjeksiyon yapilir ve alinan sonuglara

gore standart egrisi ¢izilir.

Y=mX+n

Y= Alan [ hesaplanan |

X = Konsantrasyon [mg/mL]

m = Regresyon dogrusunun egimi

n = Dogrunun Y-eksenini kestigi nokta

R? = Korelasyon katsay1si

Dogrusallik stok standart ¢ozeltileri asagida belirtildigi gibi hazirlandu.

Stok Amprolyum HCI c¢ozeltisinin hazirlanisi; 100 mL’lik balon jojeye 250 mg
Amprolyum HCI standardi tartildi. Bir miktar seyreltme ¢ozeltisi ilave edilip
coziindiikten sonra hacmi seyreltme c¢ozeltisi ile 100 mL’ye tamamlandi. (c= 2,5

mg/mL)

Stok Vitamin K3 ¢ozeltisinin hazirlanisi; 100 mL’lik balon jojeye 20 mg Vitamin K3
standard1 tartildi. Bir miktar seyreltme ¢ozeltisi ilave edilip ¢oziindiikten sonra hacmi
seyreltme ¢ozeltisi ile 100 mL’ye tamamlandi. Bu ¢6zeltiden 1 mL alindi, 10 mL’lik

balon jojeye aktarildi ve hacmi seyreltme ¢ozeltisi ile tamamlandi. (c= 0,02 mg/mL)

Stok Metilparaben ¢ozeltisinin hazirlanisi; 100 mL’lik balon jojeye 18 mg Metilparaben
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standardi tartildi. Bir miktar seyreltme ¢ozeltisi ilave edilip ¢6ziindiikten sonra hacmi
seyreltme ¢ozeltisi ile 100 mL’ye tamamlandi. Bu ¢6zeltiden 1 mL alindi, 10 mL’lik

balon jojeye aktarildi ve hacmi seyreltme ¢dzeltisi ile tamamlandi. (c= 0,018 mg/mL)

Stok Propilparaben ¢ozeltisinin hazirlanisi;; 100 mL’lik balon jojeye 20 mg
Propilparaben standardi tartildi. Bir miktar seyreltme ¢ozeltisi ilave edilip ¢oziindiikten
sonra hacmi seyreltme ¢ozeltisi ile 100 mL’ye tamamlandi. Bu ¢6zeltiden 1 mL alinds,
100 mL’lik balon jojeye aktarildi ve hacmi seyreltme ¢ozeltisi ile tamamlandi. (c=

0,002 mg/mL)

Asagidaki tabloda belirtilen konsantrasyon aralifinda standart c¢ozeltilerinden

dogrusallik ¢ozeltileri hazirlandi. Egim, kesisim, korelasyon katsayisi elde edildi.

Cizelge 2.2. Hazirlanan dogrusallik ¢ozeltileri.

Dogru“salll!( .Standart Mlave Edilg‘n Sp.ike.Stok Son Hacim (mL)
Cozeltisi (%) Standart Cozeltileri (mL)
50 2 20
75 3 20
100 4 20
125 5 20
150 6 20
Kriter;

e Korelasyon katsayist ( r ) minimum 0.995 ve 1> minimum 0.99 olmalidur.
Dogrunun y-eksenini kestigi nokta dogrunun egim degerinin + % 2.0 araliginda

olmalidir.
2.1.5.4. Dogruluk

Analiz sonucunda bulunan deger ile beklenen veya kabul edilen teorik deger arasindaki

uygunluk derecesidir. Dogruluk degeri analitik metodun hatasizlik gostergesidir.

Asagida belirtildigi gibi dogruluk cozeltileri hazirlandi. Her bir konsantrasyonda 3
dogruluk ¢ozeltisi hazirlanip her biri sisteme 3 kez enjekte edildi. Analiz sonuglari

%geri kazanim olarak ifade edilir ve asagidaki formiile gore hesaplanir.

BulunanKonsantrasyon(mg / ml) <100

% Geri kazanim =
° EklenenKonsantrasyon(mg / ml)

Dogruluk stok standart ¢ozeltileri asagida belirtildigi gibi hazirlandi.
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Stok Amprolyum HCI c¢ozeltisinin hazirlanigi; 100 mL’lik balon jojeye 250 mg
Amprolyum HCI standardi tartildi. Bir miktar seyreltme ¢ozeltisi ilave edilip
¢oziindiikten sonra hacmi seyreltme c¢ozeltisi ile 100 mL’ye tamamlandi. (c= 2,5

mg/mL)

Stok Vitamin K3 ¢ozeltisinin hazirlanisi; 100 mL’lik balon jojeye 20 mg Vitamin K3
standard1 tartildi. Bir miktar seyreltme ¢ozeltisi ilave edilip ¢oziindiikten sonra hacmi
seyreltme ¢ozeltisi ile 100 mL’ye tamamlandi. Bu ¢ozeltiden 1 mL alindi, 10 mL’lik

balon jojeye aktarildi ve hacmi seyreltme ¢ozeltisi ile tamamlandi. (c= 0,02 mg/mL)

Stok Metilparaben ¢ozeltisinin hazirlanisi; 100 mL’lik balon jojeye 18 mg Metilparaben
standardi tartildi. Bir miktar seyreltme cozeltisi ilave edilip ¢6ziindiikten sonra hacmi
seyreltme ¢ozeltisi ile 100 mL’ye tamamlandi. Bu ¢ozeltiden 1 mL alindi, 10 mL’lik

balon jojeye aktarildi ve hacmi seyreltme ¢ozeltisi ile tamamlandi. (c= 0,018 mg/mL)

Stok Propilparaben ¢o6zeltisinin hazirlanigi; 100 mL’lik balon jojeye 20 mg
Propilparaben standardi tartildi. Bir miktar seyreltme ¢ozeltisi ilave edilip ¢oziindiikten
sonra hacmi seyreltme ¢ozeltisi ile 100 mL’ye tamamlandi. Bu ¢ozeltiden 1 mL alindi,
100 mL’lik balon jojeye aktarildi ve hacmi seyreltme ¢ozeltisi ile tamamlandi. (c=

0,002 mg/mL)

Stok plasebo ¢ozeltisinin hazirlanisi; 50 mL’lik balon jojeye formiilasyon birimine
hazirlattirilan plasebodan 0,5 mL plasebo tartildi. Bir miktar seyreltme c¢ozeltisi ilave

edilip ¢oziindiikten sonra hacmi seyreltme ¢ozeltisi ile 50 mL’ye tamamlandi.

Dogruluk (% Geri kazanim) ¢ozeltileri asagidaki tabloda belirtildigi gibi hazirlandi. Her
bir konsantrasyondan 3 numune hazirland1 ve her bir numune 3 kez sisteme enjekte

edildi.

Cizelge 2.3. Hazirlanan dogruluk ¢ozeltileri.

Dogruluk Standart Etken maddeler Plasebo Stok Son hacim
Cozeltisi (%) dogruluk stok ¢oz (mL) (mL) (mL)
50 2 4 20
100 4 4 20
150 6 4 20
Kriter;

e Her bir geri kazanim % 98,0 - % 102,0 arasinda olmalidir.
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e %geri kazanim sonuglarinin ortalamast %95 giivenilirlik smirlart iginde

olmalidir.
2.1.5.5. Kesinlik

Bir analiz yonteminin kesinligi, homojen bir karisimdan alinan numuneye ait analiz
sonuglarinin birbiriyle uyumlu olmasidir. Kesinlik parametresi genellikle analiz
sonuclarinin RSD (Bagil Standart Sapmasi) degeriyle dlgiiliir. Kesinlik ¢aligmasi, sistem
kesinligi, yontem kesinligi (tekrarlanabilirlik) ve ara kesinlik (laboratuvar igi

tekrarlanabilirlik) testleri ile degerlendirilir.

Sistem Kesinligi; Miktar tayini analizlerinde kullanilan sistemin kesinligi, hazirlanan
standart ¢ozeltisinin ardisik 6 enjeksiyonundaki veriler kullanilarak test edilir. Her biri
sisteme, ayni calisma sartlarinda kisa zaman aralifinda enjekte edilir. Sistem
kesinliginde pik alanlar1 ve alikonma zamanlar1 arasindaki bagil standart sapma (RSD)

degerleri incelenir.

Ayrica laboratuvar i¢i kesinlik yapildigi giin sistem kesinliginin uygun oldugunu

kanitlamak amaciyla ikinci giin sistem kesinligi ¢alismasi yapilir.

Stok Amprolyum HCI ¢ozeltisinin hazirlanigi; 100 mL’lik balon jojeye 250 mg
Amprolyum HCI standardi tartildi. Bir miktar seyreltme ¢ozeltisi ilave edilip
¢oziindiikten sonra hacmi seyreltme ¢ozeltisi ile 100 mL’ye tamamlandi. (c= 2,5 mg/

mL)

Stok Vitamin K3 ¢ozeltisinin hazirlanigi; 100 mL’lik balon jojeye 20 mg Vitamin K3
standard1 tartildi. Bir miktar seyreltme ¢ozeltisi ilave edilip ¢oziindiikten sonra hacmi
seyreltme ¢ozeltisi ile 100 mL’ye tamamlandi. Bu ¢ozeltiden 1 mL alindi, 10 mL’lik

balon jojeye aktarildi ve hacmi seyreltme ¢ozeltisi ile tamamlandi. (c= 0,02 mg/mL)

Stok Metilparaben ¢ozeltisinin hazirlanisi; 100 mL’lik balon jojeye 18 mg Metilparaben
standard1 tartildi. Bir miktar seyreltme ¢ozeltisi ilave edilip ¢oziindiikten sonra hacmi
seyreltme ¢ozeltisi ile 100 mL’ye tamamlandi. Bu ¢6zeltiden 1 mL alindi, 10 mL’lik

balon jojeye aktarildi ve hacmi seyreltme ¢dzeltisi ile tamamlandi. (c= 0,018 mg/mL)

Stok Propilparaben ¢o6zeltisinin  hazirlanisi; 100 mL’lik balon jojeye 20 mg
Propilparaben standardi tartildi. Bir miktar seyreltme ¢ozeltisi ilave edilip ¢oziindiikten
sonra hacmi seyreltme ¢ozeltisi ile 100 mL’ye tamamlandi. Bu ¢6zeltiden 1 mL alinds,

100 mL’lik balon jojeye aktarildi ve hacmi seyreltme ¢ozeltisi ile tamamlandi. (c=
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0,002 mg/mL)

Standart ¢ozeltisinin hazirlanigi; 20 mL’lik balon jojeye Stok Amprolyum HCI, Stok
Vitamin K3, Stok Metilparaben ve Stok Propilparaben ¢ozeltilerinden 4’er mL alindi, 20
mL’ye seyreltme ¢ozeltisi ile tamamlandi. Bu ¢6zelti 2-3 mL ile doyurulmus 0.45 mm
PTFE filtreden siiziildii ve viallendi. (Camprolyum sel = 0,5 mg/mL; Cvitamin-k3= 0,004
mg/mL; Cmp= 0,0036 mg/mL; Cpp= 0,0004 mg/mL)

Kriter:

e 1. Giin ve 2. Giin elde edilen sonuglarin kendi arasindaki bagil standart sapma
degeri %2,00’den biiyiik olmamalidir.7
e Pik alanlar1 ve alikonma zamanlar1 arasindaki bagil standart sapma (RSD)

%?2’den biiylik olmamalidir.

Yontem Kesinligi (Tekrarlanabilirlik); Miktar tayini analitik metodun yontem kesinligi,
analiz metodunda belirtildigi gibi bagimsiz olarak hazirlanan 6 farkli test ¢ozeltisinin
analiz sonuglarina gore degerlendirilir. Test ¢ozeltilerinin her biri sisteme, ayni caligma
sartlarinda kisa zaman araliginda enjekte edilir.

Stok Amprolyum HCI c¢o6zeltisinin hazirlanisi; 100 mL’lik balon jojeye 250 mg
Amprolyum HCI standardi tartildi. Bir miktar seyreltme ¢ozeltisi ilave edilip
¢cOziindiikten sonra hacmi seyreltme c¢ozeltisi ile 100 mL’ye tamamlandi. (c= 2,5
mg/mL)

Stok Vitamin K3 ¢dzeltisinin hazirlanigi; 100 mL’lik balon jojeye 20 mg Vitamin K3
standard1 tartildi. Bir miktar seyreltme ¢ozeltisi ilave edilip ¢oziindiikten sonra hacmi
seyreltme ¢ozeltisi ile 100 mL’ye tamamlandi. Bu ¢6zeltiden 1 mL alindi, 10 mL’lik
balon jojeye aktarildi ve hacmi seyreltme ¢ozeltisi ile tamamlandi. (c= 0,02 mg/mL)
Stok Metilparaben ¢ozeltisinin hazirlanisi; 100 mL’lik balon jojeye 18 mg Metilparaben
standard1 tartildi. Bir miktar seyreltme ¢ozeltisi ilave edilip ¢oziindiikten sonra hacmi
seyreltme ¢ozeltisi ile 100 mL’ye tamamlandi. Bu ¢6zeltiden 1 mL alindi, 10 mL’lik
balon jojeye aktarildi ve hacmi seyreltme ¢ozeltisi ile tamamlandi. (c= 0,018 mg/mL)
Stok Propilparaben ¢ozeltisinin - hazirlanisi;100 mL’lik balon jojeye 20 mg
Propilparaben standard tartildi. Bir miktar seyreltme ¢ozeltisi ilave edilip ¢oziindiikten
sonra hacmi seyreltme ¢dzeltisi ile 100 mL’ye tamamlandi. Bu ¢6zeltiden 1 mL alinds,
100 mL’lik balon jojeye aktarildi ve hacmi seyreltme ¢ozeltisi ile tamamlandi. (c=

0,002 mg/mL)
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Standart ¢ozeltisinin hazirlanisi; 20 mL’lik balon jojeye Stok Amprolyum HCI, Stok
Vitamin K3, Stok Metilparaben ve Stok Propilparaben ¢ozeltilerinden 4’er mL alindi, 20
mL’ye seyreltme ¢ozeltisi ile tamamlandi. Bu ¢6zelti 2-3 mL ile doyurulmus 0.45 mm
PTFE filtreden siiziildii ve viallendi. (Camprolyum sel = 0,5 mg/mL; Cvitamin-k3= 0,004
mg/mL; Cmp= 0,0036 mg/mL; Cpp= 0,0004 mg/mL)

Test ¢ozeltisinin hazirlanisi: 0,5 mL numune hassas olarak 50 mL’lik balon jojeye
tartildi. Bir miktar seyreltme ¢ozeltisi ilave edilip ¢oziindiikten sonra hacmi seyreltme
cozeltisi ile 50 mL’ye tamamlandi. Bu ¢ozeltiden 4 mL alindi, 20 mL’lik balon jojeye
aktarild1 ve hacmi seyreltme ¢ozeltisi ile tamamlandi. Bu ¢ozelti 2-3 mL ile doyurulmus
0.45 mm PTFE filtreden siiziildi ve viallendi. (Camprolyum Hcl = 0,5 mg/mL; Cvitamin-k3=

0,004 mg/mL; Cmp= 0,0036 mg/mL; Cpp= 0,0004 mg/mL)
Kriter;

e Hazirlanan 6 farkli test ¢ozeltisinin analiz sonuglar1 arasindaki bagil standart

sapma degeri %2,00’den biiyiik olmamalidir.

Ara Kesinlik (laboratuvar i¢i tekrarlanabilirlik);

Ara kesinlik laboratuvar i¢indeki degisikliklerin; farkli gilinlerde, farkli analistler, farkl
cihazlar vs. kesinligini ifade eder.

Ara kesinlik parametresi bitmis iiriinden elde edilen sonuclarla hesaplanir. Yéntemde
belirtildigi gibi numune hazirlanir. Béylece yontemin caligilabilirligi iiriin bazinda tespit
edilmis olur.

Her bir analist tarafindan 6 adet %100 konsantrasyonunda numune ¢ozeltisi hazirlanir.
Tiim numune ¢ozeltileri birinci analist tarafindan, 1. cihazda analiz edilir.

Tim numune ¢dzeltileri ikinci analist tarafindan, II cihazda analiz edilir.

Biitiin sonuglar kiyaslanip bagil standart sapma hesaplanur.

Stok Amprolyum HCI ¢ozeltisinin hazirlanisi; 100 mL’lik balon jojeye 250 mg
Amprolyum HCI standardi tartildi. Bir miktar seyreltme ¢dozeltisi ilave edilip
coziindiikten sonra hacmi seyreltme ¢ozeltisi ile 100 mL’ye tamamlandi. (c= 2,5

mg/mL)

Stok Vitamin K3 ¢ozeltisinin hazirlanigi; 100 mL’lik balon jojeye 20 mg Vitamin K3
standardi tartildi. Bir miktar seyreltme ¢ozeltisi ilave edilip ¢6ziindiikten sonra hacmi
seyreltme ¢oOzeltisi ile 100 mL’ye tamamlandi. Bu ¢ozeltiden 1 mL alindi, 10 mL’lik

balon jojeye aktarildi ve hacmi seyreltme ¢ozeltisi ile tamamlandi. (c= 0,02 mg/mL)
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Stok Metilparaben ¢dzeltisinin hazirlanisi; 100 mL’lik balon jojeye 18 mg Metilparaben
standard1 tartildi. Bir miktar seyreltme ¢ozeltisi ilave edilip ¢oziindiikten sonra hacmi
seyreltme ¢ozeltisi ile 100 mL’ye tamamlandi. Bu ¢6zeltiden 1 mL alindi, 10 mL’lik

balon jojeye aktarildi ve hacmi seyreltme ¢ozeltisi ile tamamlandi. (c= 0,018 mg/mL)

Stok Propilparaben ¢o6zeltisinin hazirlanisi; 100 mL’lik balon jojeye 20 mg
Propilparaben standardi tartildi. Bir miktar seyreltme ¢ozeltisi ilave edilip ¢oziindiikten
sonra hacmi seyreltme ¢ozeltisi ile 100 mL’ye tamamlandi. Bu ¢o6zeltiden 1 mL alindi,
100 mL’lik balon jojeye aktarildi ve hacmi seyreltme ¢ozeltisi ile tamamlandi. (c=

0,002 mg/mL)

Standart ¢ozeltisinin hazirlanisi; 20 mL’lik balon jojeye Stok Amprolyum HCI, Stok
Vitamin K3, Stok Metilparaben ve Stok Propilparaben ¢ozeltilerinden 4’er mL alindi, 20
mL’ye seyreltme ¢ozeltisi ile tamamlandi. Bu ¢6zelti 2-3 mL ile doyurulmus 0.45 mm
PTFE filtreden siiziildii ve viallendi. (Camprolyum zCl = 0,5 mg/mL; Cvitamin-k3= 0,004
mg/mL; Cmp= 0,0036 mg/mL; Cpp= 0,0004 mg/mL)

Test ¢ozeltisinin hazirlanisi; 0,5 mL numune hassas olarak 50 mL’lik balon jojeye
tartildi. Bir miktar seyreltme ¢ozeltisi ilave edilip ¢oziindiikten sonra hacmi seyreltme
cozeltisi ile 50 mL’ye tamamlandi. Bu ¢6zeltiden 4 mL alinarak, 20 mL’lik balon jojeye
aktarildi ve hacmi seyreltme ¢ozeltisi ile tamamlandi. Bu ¢ozelti 2-3 mL ile doyurulmus
0.45 mm PTFE filtreden siiziildi ve viallendi. (Camprolyum Hel = 0,5 mg/mL; Cvitamin-K3=

0,004 mg/mL; Cmp= 0,0036 mg/mL; Cpp= 0,0004 mg/mL)
Kriter;

e Analiz 1 ve cihaz I’den elde edilen sonuglarin ve Analiz 2 ve cihaz II’ den elde
edilen sonuglarin kendi arasindaki bagil standart sapma degeri %2,00’den biiyiik
olmamalidir.

e 12 analiz sonucunun bagil standart sapma degeri %2,00’den biiyiik olmamalidir.

e Ayni konsantrasyonda hazirlanan iki standart ¢ozelti arasindaki benzerlik %98-
%102 arasinda olmalidir.

e Birbirine yakin iki pik arasindaki ayrisma minimum 2,00 olmalidir.
2.1.5.6. Giivenilirlik

Bir analitik yontemin saglamligi, yontem parametrelerinde yapilan kiigiik fakat 6nemli

degisimlerden etkilenmeden kaldiginin dl¢iisiidiir ve yontemin normal kullanildig siirede
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giivenilir oldugunun gostergesidir.
Cozelti Stabilitesi;

Yontemde belirtildigi gibi standart ve test c¢ozeltisi hazirlanir. Bu ¢dzeltilerden;
baslangigta, 3 saat, 6 saat, 12 saat, 15 saat, 21 saat, 25 saat, 35 saat, 60 saat, 72 saat ve
90 saat sonra enjeksiyonlar yapilip, analiz edilir. Cozeltiler bu siire zarfinda oda
sicakliginda korunur. Sonuglar baslangi¢ degeri ile kiyaslanir ve % degisim hesaplanir.
Dt — Di
(Dt =Di)
i

%Degisim = 100

Dt : Herhangi bir t aninda bulunan deger

Di : Baglangicta bulunan deger

Kriter; Baslangig ile her periyot analiz sonuglar1 arasindaki degisim +%?2 olmalidir.
Kiiciik Degisiklikler;

Bu calismada hareketli faz akis hiz1 ve kolon firmi sicakliginda degisiklikler yapilarak
etken madde miktar tayini analizi yapilir. Bulunan analiz sonuglar prosediirde belirtilen

sartlarda ayn1 bitmis {iriin i¢in yapilan analiz sonuglari ile karsilastirir.

Farkli Akis Hizi; Yontemde belirtildigi gibi standart ¢ozeltisi hazirlanir. Bu ¢ozeltiden
yontemde belirtilen akis hizi 0.66 mL/dk ve 0,54 mL/dk’ye degistirildikten sonra

enjeksiyonlar yapilir. Sonuclar baglangi¢ degeri ile kiyaslanir ve % degisim hesaplanir.
Kiriter; Baglangi¢ degerinden degisim +%2 olmalidir.

Farkli Kolon Sicakligi; Yontemde belirtildigi gibi standart ¢ozeltisi hazirlanir. Bu
cOzeltiden yontemde belirtilen kolon sicakligr ile ve T=30°C ve T=20°C kolon
sicakliklart ile enjeksiyonlar yapilir. Sonuclar baglangic degeri ile kiyaslanir ve %

degisim hesaplanir.

Kriter; Baslangi¢ degerinden degisim +%2 olmalidir.
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3. BULGULAR VE TARTISMA

Yapilan ¢aligmalar sonucu 50 dakikalik enjeksiyon siiresinde 4 etkeninde ¢ikartildig1 bir

HPLC yontemi yapilmis ve valide edilebilmistir. Validasyon c¢alismalar1 sonucunda;

3.1. SPESIFIKLIiK

Sonug;

Amprolyum HCI, Vitamin K3, Metilparaben ve Propilparaben alikonma zamaninda

baska bir pike rastlanmamustir.

Amprolyum standart kromatograminda Amprolyum HCI ve 2-picoline pikleri

arasindaki ayrisma 18’dir.

Birbirine yakin iki pik arasindaki ayrisma 3,7’ den biiytiktiir.

Bilesenlere ait piklerin pik saflig1 acis1 degerleri 0,991 ile 1,000 arasindadir.

Cizelge 3.1. Cozeltilerin HPLC kromatogram degerleri.

Bagil

alikonma Pik
Bilesenler Alan Rezoliisyon | Safhig:
zamani
(R.T.) acis1
Plasebo - - - -
Coziicii - - - -
2-picoline 8,053 112740 - -
Amprolyum HCI 18,409 13094975 18,0 1,000000
Vitamin K3 4,682 87500 - 0,991152
Metilparaben 14,984 371323 - 0,999978
Propilparaben 39,594 35016 - 0,992122
Vitamin K3 4,678 130985 - 0,991222
Standart Metilparaben 15,006 373386 5,4 0,999964
Cozeltisi Amprolyum HCI 18,438 13100609 5,0 1,000000
Propilparaben 39,675 37605 3.8 0,992122
Vitamin K3 4,668 120063 - 0,991539
Test Cozeltisi Metilparaben 14,993 325725 5.3 0,999999
Amprolyum HCI 18,424 12712520 5,0 1,000000
Propilparaben 39,708 34296 4,3 0,992222
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Sekil 3.2. Plasebo ¢o6zeltisi kromatograma.
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Sekil 3.4. Vitamin K3 standart ¢ozeltisi kromatogrami (Cvitamin k3= 0.004 mg/mL).
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Sekil 3.5. Metilparaben standart ¢cozeltisi kromatograma.
(CMetilparaben =0.0036 mg/mL).
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Sekil 3.6. Propilparaben standart ¢ozeltisi kromatogrami (Cpropilparaben = 0.0004 mg/mL).
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Sekil 3.8. Test ¢ozeltisi kromatogrami (Camprolyum Hc1=0.5 mg/mL; Cvitamin k3 =0.004
mg/mL, CMetilparaben =0.0036 mg/mL, CPropilparaben =0.0004 mg/mL)
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3.2. SISTEM UYGUNLUK

Sonug;
Etken maddelere ait piklerin teorik plaka sayis1 2500’den biiytiktiir.
Etken maddelere ait piklerin kuyruklanma faktorii 0,8 — 1,2 arasindadir.

Etken maddelere ait pik alanlarin ve alikonma zamanlarin bagil standart sapmasi

%1,6’dan kiictktiir.

Ayni1 konsantrasyonda hazirlanan iki standart ¢ozelti arasindaki benzerlik %99-%101,7

arasindadir.

Amprolyum standart kromatograminda Amprolyum HCI ve 2-picoline pikleri

arasindaki ayrigsma 18’dir.

Birbirine yakin iki pik arasindaki ayrisma 3,7’den biiyiiktiir.

Cizelge 3.2. Pik alanlarin ve alikonma zamanlarin bagil standart sapmasi degerleri.

Standart 1 Vitamin K3 Amprolyum HCI Metilparaben Propilparaben
R.T. Alan R.T. Alan R.T. Alan R.T. Alan

1 4,691 | 189918 | 18,413 13074944 | 15,004 | 374697 | 39,648 | 40181

2 4,684 | 190092 | 18,408 |13075567| 14,999 | 373649 (39,601 | 41243

3 4,686 | 189916 | 18,401 (13072674 14,998 | 373543 | 39,610 | 40367

4 4,690 | 190074 | 18,411 [13069415| 15,004 | 372568 | 39,674 | 40532

5 4,685 | 190069 | 18,674 13063906 15,121 | 373762 | 40,334 | 41717

6 4,658 | 189654 | 18,880 13054796 15,208 | 371866 | 40,605 | 40191
Ortalama | 4,68 | 189954 | 18,53 |13068550( 15,06 | 373348 | 39,91 | 40705
SD 0,01 166,98 0,20 7982,69 0,09 99243 | 0,44 | 631,91

RSD 0,26% | 0,09% | 1,09% | 0,06% | 0,59% | 0,27% |(1,11% | 1,55%
Standart2 | R.T. Alan R.T. Alan R.T. Alan R.T. Alan
1 4,681 | 187829 | 19,018 13014819 15,284 | 365473 | 40,757 | 39769

2 4,683 | 188369 | 18,871 |13012045| 15,221 | 364838 (40,511 | 39703

3 4,662 | 188176 | 18,841 |13009845| 15,197 | 363936 [ 40,413 | 39538
Ortalama | 4,675 | 188125 | 18,910 | 13012236 | 15,234 | 364749 | 40,560 | 39670

SD 0,01 | 273,64 0,09 249251 0,04 772,36 | 0,18 118,98

RSD 0,25% | 0,15% | 0,50% | 0,02% | 0,29% | 0,21% |0,44% | 0,30%
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Cizelge 3.3. Iki standart ¢ozeltisi arasindaki uyum degerleri.

Etken Maddeler Tartim (mg) Kons. (mg/mL) UYUM (%)
I LR
i | SIS0
Metilparaben 2:3 ; }g:g 8:88;2; 100,19
Propilparaben 2:3 ; ;8:2 8:8883? 101,62

Cizelge 3.4. Sistem uygunluk parametresinin HPLC kromatogram degerleri.

Bagil Kuyruklanma | Teorik
Bilesenler Alikkonma Alan Rezoliisyon Faktorii Plaka
Zamam (R) (Tf) Sayisi
(R.T.) (N)
Plasebo - - - - -
Coziicii - - - - -
2-picoline 8,053 112740 - - -
Amprolyum HCI 18,409 13094975 18,0 1,154 9276
Vitamin K3 4,682 87500 - 1,127 3878
Metilparaben 14,984 371323 - 1,121 9988
Propilparaben 39,594 35016 - 1,101 15080
Vitamin K3 4,678 130985 - 1,191 2979
Metilparaben 15,006 373386 5.4 1,132 9795
Standart Amprolyum
Cozeltisi HCI 18,438 13100609 5,0 1,154 9227
Propilparaben 39,675 37605 3,8 1,012 13548
Vitamin K3 4,668 120063 - 1,135 4211
Test Metilparaben 14,993 325725 53 1,128 9839
Cozeltisi Amlﬁ’g‘f um 18,424  |12712520 5,0 1,153 9278
Propilparaben 39,708 34296 473 0,888 13769

3.3. DOGRUSALLIK VE CALISMA ARALIGI
Sonug;

Yontem miktar tayini testi i¢cin dogrusallik kriterine uyar. Korelasyon katsayist (r);
0.999°den, (r?); 0.998 den biiyiiktiir. Dogrunun y-eksenini kestigi nokta dogrunun egim
% degerleri; Amprolyum HCI %0.743, Vitamin K3 %0.007, Metilparaben %0.011 ve
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Propilparaben %0.001 dir.
Amprolyum HCI;

Cizelge 3.5. Amprolyum HCI konsantrasyona bagli kromatogram degerleri.

Amprolyum HCI Enjeksiyonlarin Alan
.o ..o o
Cozelti Seviyesi (%) Kon(s;rgn;:samnu Ortalamas: (mAU*s) RSD (%)
50 0,245 6688408 0,01
75 0,368 9664416 0,03
100 0,491 12761506 0,04
125 0,613 16133446 0,03
150 0,751 19742328 0,02
m 25941474,74
n 192819,8341
R 0,9997
R? 0,9995
y=mx-+n 25941474,7438x + 192819,8341
Amprolyum HCI dogrusallik grafigi ¢izilir;
Amprolyum HCI
25000000 -
e R?=0.9995
% 15000000 -
ié/ 10000000 -
=
=
< 5000000 -
0 T T T 1
0.000 0.200 0.400 0.600 0.800

Konsantrasyon (mg/mL)

Sekil 3.9. Amprolyum HCI dogrusallik grafigi.
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Vitamin K3;

Cizelge 3.6. Vitamin K3 konsantrasyona bagli kromatogram degerleri.

Vitamin K; Enjeksiyonlarin Alan
.. . . . o [\
Cozelti Seviyesi (%) Konsantrasyonu Ortalamasi (mAU*s) RSD (%)
(mg/mL)

50 0,0022 94346 0,12
75 0,0032 136796 0,19
100 0,0043 183288 0,07
125 0,0054 229790 0,08
150 0,0065 283817 0,07
m 43788708,9366

n -3166,6

R 0,9991

R? 0,9981

y=mx+n 43788708,9366x — 3166,6000
Vitamin K3 dogrusallik grafigi ¢izilir;
Vitamin K54
300000 - .
250000 | Y= 43788708.9366x - 3166.6000

. R2=0.9981 =2

g 200000 + .

é 150000 ~ //’/

= 100000 - o

< 50000 -

0 T T T 1
0.0000 0.0020 0.0040 0.0060 0.0080
Konsantrasyon (mg/mL)

Sekil 3.10. Vitamin K3 dogrusallik grafigi.
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Metilparaben;

Cizelge 3.7. Metilparaben konsantrasyona bagli kromatogram degerleri.

Metilparaben Enjeksiyonlarin Alan
.o ..o o
Cozelti Seviyesi (%) Konsantrasyonu Ortalamas: (mAU*s) RSD (%)
(mg/mL)
50 0,0019 186584 0,28
75 0,0028 269993 0,48
100 0,0038 359966 0,29
125 0,0047 452532 0,24
150 0,0057 543894 0,14
m 93373024,2524
n 10146,5638
R 0,9998
R? 0,9996
y=mx+n 93373024,2524x + 10146,5638
Metilparaben dogrusallik grafigi ¢izilir;
Metilparaben
600000
y =93373024.2524x + 10146.5638
500000 - R2 = 0.9996
2 400000 -
)
é 300000
5 200000 -
<
100000
0 T T T
0.0000 0.0020 0.0040 0.0060 0.0080
Konsantrasyon (mg/mL)

Sekil 3.11. Metilparaben dogrusallik grafigi.
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Propilparaben

Cizelge 3.8. Propilparaben konsantrasyona bagli kromatogram degerleri.

Propilparaben Enjeksiyonlarin Alan
o . . . 0 )
Cozelti Seviyesi (%) Konsantrasyonu Ortalamasi (mAU*s) RSD (%)
(mg/mL)
50 0,0002 18432 1,72
75 0,0003 27436 0,73
100 0,0004 37231 1,80
125 0,0005 45495 0,31
150 0,0006 54916 0,92
m 86395286,8849
n 950,9995
R 0,9995
R? 0,9990
y=mx-+n 86395286,8849x + 950,9995
Propilparaben dogrusallik grafigi ¢izilir;
Propilparaben
60000
y = 86395286,8849x + 950,9995
50000 1 R2=0,9990
@ 40000 -
)
;ﬂ: 30000 -
g 20000 -
<
10000 -
0 T T T
0.0000 0.0002 0.0004 0.0006 0.0008
Konsantrasyon (mg/mL)

Sekil 3.12. Propilparaben dogrusallik grafigi.
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ID# Name Ret. Time Area
Vitamin-K3 4.679 184084
2-picoline 8.048 105562
Methylparaben 15.110 360022
Amprolium HCI 18.623 12767434
Propylparaben 40.105 36629

N[ |W|N|—

Sekil 3.13. Dogrusallik kromatogrami (Camprolyum Hc1=0.5 mg/mL; Cvitamin k3 =0.004
mg/mL; ChMetilparaben =0.0036 mg/mL, Cpropilparaben =0.0004 mg/mL).

3.4. DOGRULUK

Sonug; Miktar tayini yontemi i¢in dogruluk kriteri gegerlidir. Bu yontem ig¢in dogruluk
kriteri belirlenmistir. Bu sonuca gore, %50, %100 ve %150 geri kazanim yeterlidir.
Ortalama geri kazanim degeri Amprolyum HCI i¢in %100,41, Vitamin K3 igin
%100,77, Metilparaben i¢in %100,59 ve Propilparaben i¢in %99,68°dir. Bu degerler
siirlar iginde oldugu icin Oral Cozelti Miktar Tayini yontemi dogruluk parametresine

gbre uygundur.

41




Amprolyum HCI;

Cizelge 3.9. Amprolyum HCI ¢ozeltisinin konsantrasyon ve geri kazanim.

Amprolyum HCI Eklenen Bulunan
Dogruluk konsantrasyon konsantrasyon Geri kazanmim (%)

Cozeltileri (%) (mg/mL) (mg/mL)

1 0,250 0,254 101,75

50 2 0,250 0,254 101,58

3 0,250 0,253 101,49

1 0,499 0,494 98,93

100 2 0,499 0,499 100,02

3 0,499 0,494 98,92

1 0,749 0,747 99,80

150 2 0,749 0,756 100,95

3 0,749 0,751 100,24

Ortalama % Geri Kazanim 100,41

Geri Kazanim %’in %95 Giiven Arahig Sinirlar:

99,58 - 101,24

Vitamin K3;

Cizelge 3.10. Vitamin K3 ¢6zeltisinin konsantrasyon ve geri kazanim.

Vitamin K3 Eklenen Bulunan
Dogruluk konsantrasyon konsantrasyon Geri kazanim (%)
Cozeltileri (%) (mg/mL) (mg/mL)
1 0,00216 0,00219 101,49
50 2 0,00216 0,00219 101,26
3 0,00216 0,00219 101,48
1 0,00432 0,00434 100,42
100 2 0,00432 0,00434 100,36
3 0,00432 0,00433 100,31
1 0,00648 0,00648 100,04
150 2 0,00648 0,00656 101,13
3 0,00648 0,00651 100,44
Ortalama % Geri Kazanim 100,77

Geri Kazanim %’in %95 Giiven Aralig Sinirlar

100,35 - 101,20
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Metilparaben;

Cizelge 3.11. Metilparaben ¢6zeltisinin konsantrasyon ve geri kazanim.

Metilparaben Eklenen Bulunan
Dogruluk konsantrasyon konsantrasyon Geri kazamim (%)
Cozeltileri (%) (mg/mL) (mg/mL)
1 0,0019 0,0018 98,82
50 2 0,0019 0,0018 99,01
3 0,0019 0,0018 98,61
1 0,0037 0,0038 101,37
100 2 0,0037 0,0038 101,50
3 0,0037 0,0038 101,44
| 0,0056 0,0057 100,95
150 2 0,0056 0,0057 101,76
3 0,0056 0,0057 101,86
Ortalama % Geri Kazanim 100,59

Geri Kazanim %’in %95 Giiven Aralhigi Sinirlar

99,56 — 101,62

Propilparaben;

Cizelge 3.12. Propilparaben ¢6zeltisinin konsantrasyon ve geri kazanim.

Propilparaben Eklenen Bulunan
Dogruluk konsantrasyon konsantrasyon Geri kazanim (%)

Cozeltileri (%) (mg/mL) (mg/mL)

1 0,0002 0,0002 100,43

50 2 0,0002 0,0002 98,88

3 0,0002 0,0002 99,24

1 0,0004 0,0004 98,82

100 2 0,0004 0,0004 99,23

3 0,0004 0,0004 98,97

1 0,0006 0,0006 100,58

150 2 0,0006 0,0006 100,06

3 0,0006 0,0006 100,95

Ortalama % Geri Kazanim 99,68

Geri Kazanim %’in %95 Giiven Aralig: Sinirlari

99,07 - 100,30
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4 Amprolium HCI 18.414 6787088
5 Propylparaben 39.650 18141
Sekil 3.14. Dogruluk kromatogrami %50 (Camprolyum c1 =0.25 mg/mL; Cvitamin K3
=0.002 mg/mL; Cwetilparaben =0.0018 mg/mL, Cprropilparaben =0.0002 mg/mL).
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ID# Name Ret. Time Area
1 Vitamin-K3 4.694 188018
2 2-picoline 8.052 116907
3 Methylparaben 15.049 363554
4 Amprolium HCI 18.457 13007297
5 Propylparaben 39.787 38654

Sekil 3.15. Dogruluk kromatogrami %100 (Camprolyum Hc1=0.5 mg/mL; Cvitamin K3
=(0.004 mg/mL, CMetilparaben =0.0036 mg/mL, CPropilparaben =0.0004 mg/mL)
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ID# Name Ret. Time Area
1 Vitamin-K3 4.674 281702
2 2-picoline 8.034 178383
3 Methylparaben 14.965 538367
4 Amprolium HCI 18.510 19591909
5 Propylparaben 39.506 55986

Sekil 3.16. Dogruluk kromatogrami %150 (Camprolyum Hc1=0.75 mg/mL; Cvitamin K3
=0.006 mg/mL; Chetilparaben =0.0054 mg/mL, Cpropilparaben =0.0006 mg/mL).

3.5. KESINLIiK

3.5.1. Sistem Kesinligi

Sonug;

1. Giin ve 2. Giin elde edilen sonuglarin kendi arasindaki bagil standart sapma degeri

%2,00’den kiigiiktiir.

Pik alanlar1 ve alikonma zamanlar1 arasindaki bagil standart sapma (RSD) %2,00’den

kiigtiktiir.

Cizelge 3.13. Sistem kesinlik parametresinin I.giin degerleri.

L.Giin

Enjeksiyo Vitamin K3 Amprolyum HCI | Metilparaben Propilparaben
n(L.Gin) BT [ Alan | RT. | Alan | RT. | Alan | RT. | Alan
1 4,691 | 189918 | 18,413 | 13074944 | 15,004 | 374697 | 39,648 | 40181

2 4,684 | 190092 | 18,408 | 13075567 | 14,999 | 373649 | 39,601 | 41243

3 4,686 | 189916 | 18,401 | 13072674 | 14,998 | 373543 | 39,610 | 40367

4 4,690 | 190074 | 18,411 |13069415| 15,004 | 372568 | 39,674 | 40532

5 4,685 | 190069 | 18,674 | 13063906 | 15,121 | 373762 | 40,334 | 41717

6 4,658 | 189654 | 18,880 | 13054796| 15,208 | 371866 | 40,605 | 40191
Ortalama | 4,682 | 189954 | 18,531 [13068550| 15,056 | 373348 | 39,912 | 40705
SD 0,01 166,98 | 0,20 7982,69 0,09 | 99243 | 044 | 63191
RSD 0,26% | 0,09% | 1,09% | 0,06% | 0,59% | 0,27% |1,11% | 1,55%
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Cizelge 3.14. Sistem kesinlik parametresinin I1.giin degerleri.

I1.Giin
Enjeksiyo Vitamin K3 Amprolyum HCl1 | Metilparaben | Propilparaben
nILGUn) ™R [ Alan | RT. | Alan | RT. | Alan | RT. | Alan
1 4,668 | 187868 | 18,424 12964907 | 15,031 | 366807 | 39,832 | 33399
2 4,683 | 188144 | 18,455 [ 12966129 | 15,053 | 366772 | 39,849 | 34199
3 4,671 | 187758 | 18,446 [12961564 | 15,044 | 366766 | 39,824 | 33031
4 4,692 | 187636 | 18,474 | 12960087 | 15,068 | 366854 | 39,885 | 34709
5 4,680 | 188021 | 18,478 (12957167 | 15,064 | 366693 | 39,887 | 34465
6 4,679 | 187869 | 18,473 12954354 | 15,062 | 366730 | 39,893 | 32097
Ortalama | 4,679 | 187883 | 18,458 [ 12960701 | 15,054 | 366770 | 39,862 | 33650
SD 0,01 181,23 0,02 | 4495,53 0,01 56,52 0,03 | 994,49
RSD 0,18% | 0,10% | 0,11% | 0,03% | 0,09% | 0,02% | 0,08% | 1,96%
mAU
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Sekil 3.17. Sistem kesinlik I.gilin kromatogrami.
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Sekil 3.18. Sistem kesinlik II.giin kromatogramu.

3.5.2. Yontem Kesinligi (Tekrarlanabilirlik)

Sonug;

Miktar tayini analiz sonuglari arasindaki bagil standart sapma (RSD) %2,00’den
kiictiktiir.

Amprolyum HCI;

Cizelge 3.15. Amprolyum HCI yontem kesinlik parametresinin degerleri.

Standart Cozelti Test Cozelti .
Enj. - Num Tart. - Miktar
R.T. Alan (mAU¥s) (mg) Alan (mAU*s) (mg/mL)
1 18,413 13074944 533,7 12186757 247,66
2 18,408 13075567 520,3 11958537 249,28
3 18,401 13072674 538,5 12123391 244,17
4 18,411 13069415 521,4 12173193 253,22
5 18,674 13063906 534,6 12181887 247,14
6 18,88 13054796 522,2 12188706 253,15
Ortalama| 18,53 13068550 - 12135412 249,10
SD 0,20 7982,69 - 89992,40 3,57
RSD 1,09% 0,06% - 0,74% 1,43%

48




Vitamin K3;

Cizelge 3.16. Vitamin K3 yontem kesinlik parametresinin degerleri.

ndart Cozelti T ozelti .
Eni. Standart Cozelt — Tart(fst Cozelt Miktar
R.T. Alan (mAU%s) (mg) Alan (mAU%s) (mg/mL)
1 4,691 189918 533,7 165474 2,047
2 4,684 190092 520,3 161174 2,045
3 4,686 189916 538.,5 164255 2,013
4 4,69 190074 5214 161498 2,044
5 4,685 190069 534,6 163138 2,014
6 4,658 189654 5222 161527 2,042
Ortalama| 4,68 189954 - 162844 2,034
SD 0,01 166,98 - 1750,96 0,02
RSD 0,26% 0,09% - 1,08% 0,78%
Metilparaben;
Cizelge 3.17. Metilparaben yontem kesinlik parametresinin degerleri.
tandart Cozelti Test Cozelti .
Enj. . é Num Tart. : Miktar
R.T. Alan (mAU%s) (mg) Alan (mAU*s) (mg/mL)
1 15,004 374697 533,7 315924 1,727
2 14,999 373649 520,3 305229 1,711
3 14,998 373543 538,5 315257 1,708
4 15,004 372568 5214 310626 1,738
5 15,121 373762 534,6 314400 1,716
6 15,208 371866 5222 314114 1,755
Ortalama| 15,06 373348 - 312592 1,726
SD 0,09 992,43 - 4046,45 0,02
RSD 0,59% 0,27% - 1,29% 1,04%
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Propilparaben;

Cizelge 3.18. Propilparaben yontem kesinlik parametresinin degerleri.

. Standart Cozelti — Ttest Cozelti Miktar
J- R.T. | Alan (mAU*s) “g‘ng)ar * | Alan (mAU%*s) | (mg/mL)
1 39,648 40181 533,7 36202 0,202
2 39,601 41243 520,3 35934 0,206
3 39,61 40367 538,5 36508 0,202
4 39,674 40532 5214 35557 0,203
5 40,334 41717 534,6 36119 0,201
6 40,605 40191 5222 35174 0,201
Ortalama| 39,91 40705 - 35916 0,203
SD 0,44 631,91 - 480,26 0,00
RSD 1,11% 1,55% - 1,34% 0,89%
mAU
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Sekil 3.19. Yontem kesinlik kromatogrami (standart) (Camprolyum Hc1 =0.5 mg/mL;
Cvitamin k3 =0.004 mg/mL; Chwetilparaben =0.0036 mg/mL, Cpropilparaben =0.0004 mg/mL).
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Sekil 3.20. Yontem kesinlik kromatogrami (test) (Camprolyum Hc1=0.5 mg/mL; Cvitamin K3
=0.004 mg/mL; Cwetilparaben =0.0036 mg/mL, Cprropilparaben =0.0004 mg/mL).

3.5.3. Ara Kesinlik
Sonug;

Analiz 1 ve cihaz I’den elde edilen sonuclarin ve Analiz 2 ve cihaz II” den elde edilen

sonuclarin kendi arasindaki bagil standart sapma degeri %2,00’den kiiciiktiir.
12 analiz sonucunun bagil standart sapma degeri %2,00’den kiiciiktiir.

Ayni konsantrasyonda hazirlanan iki standart c¢ozelti arasindaki degisim +%?2

arasindadir.

Birbirine yakin iki pik arasindaki ayrisma minimum 2,00’dir.
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Amprolyum HCI;

Cizelge 3.19. Amprolyum HCI ara kesinlik parametresinin degerleri.

tandart Cozelti Test Cozelti .
Enj. > - Num Tart. . Miktar
R.T. Alan (mAU¥s) (mg) Alan (mAU*s) (mg/mL)

1 18,424 12964907 527,0 12133496 251,69

2 18,455 12966129 528,9 12122406 250,55

3 18,446 12961564 526,9 12098520 251,01

4 18,474 12960087 533,0 12179023 249,79

5 18,478 12957167 535,0 12120119 247,65
6 18,473 12954354 542,1 12165258 245,32
Ortalama| 18,458 12960701 - 12136470 249,34

SD 0,02 4495,53 - 30178,49 2,41

RSD 0,11% 0,03% - 0,25% 0,97%

Cizelge 3.20. Amprolyum HCI enjeksiyon sonucu degerleri.

Amprolyum HCI] Miktar (mg/mL)

Ara Kesinlik 1.Cihaz I1.Cihaz
Numune 1 247,66 251,69
Numune 2 249,28 250,55
Numune 3 244,17 251,01
Numune 4 253,22 249,79
Numune 5 247,14 247,65
Numune 6 253,15 245,32
Ortalama 249,10 249,34

SD 3,57 2,41
RSD (%) 1,43 0,97

12 analiz sonucunun RSD (%)

1,17

% 95 giiven arahig simirlar

247,03 — 251,41
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Vitamin K3;

Cizelge 3.21. Vitamin K3 ara kesinlik parametresinin degerleri.

Standart Cozelti Test Cozelti .
Enj. Num Tart. Miktar
R.T. Alan (mAU*s) (mg) Alan (mAU*s) (mg/mL)

1 4,668 187868 527,0 161004 2,029

2 4,683 188144 528.,9 162465 2,040

3 4,671 187758 526,9 161441 2,035

4 4,692 187636 533,0 163958 2,043

5 4,68 188021 535,0 164058 2,037

6 4,679 187869 542,1 165721 2,030

Ortalama| 4,679 187883 532,150 163108 2,036

SD 0,01 181,23 5,87 1792,87 0,01

RSD 0,18% 0,10% 1,10% 1,10% 0,27%

Cizelge 3.22. Vitamin K3 enjeksiyon sonucu degerleri.

w Vitamin K3 Miktar (mg/mL)
Ara R I.Cihaz ILCihaz

Numune 1 2,047 2,029
Numune 2 2,045 2,040
Numune 3 2,013 2,035
Numune 4 2,044 2,043
Numune 5 2,014 2,037
Numune 6 2,042 2,030
Ortalama 2,034 2,036

SD 0,02 0,01

RSD (%) 0,78 0,27

12 analiz sonucunun RSD (%) 0,56
% 95 giiven arahig simirlari 2,026 — 2,044

53




Metilparaben;

Cizelge 3.23. Metilparaben ara kesinlik parametresinin degerleri.

ndart Cozelti T ozelti .
Eni. Standart Cozelt — Tart(fst Cozelt Miktar
R.T. Alan (mAU%s) (mg) Alan (mAU*s) (mg/mL)
1 15,031 366807 527,0 311323 1,745
2 15,053 366772 5289 311568 1,740
3 15,044 366766 526,9 311436 1,746
4 15,068 366854 533,0 315740 1,750
5 15,064 366693 535,0 316078 1,745
6 15,062 366730 542,1 314524 1,714
Ortalama| 15,054 366770 - 313445 1,740
SD 0,01 56,52 - 2255,04 0,01
RSD 0,09% 0,02% - 0,72% 0,76%

Cizelge 3.24. Metilparaben enjeksiyon sonucu degerleri.

Metilparaben Miktar (mg/mL)

Ara Kesgy 1.Cihaz IL.Cihaz
Numune 1 1,727 1,745
Numune 2 1,711 1,740
Numune 3 1,708 1,746
Numune 4 1,738 1,750
Numune 5 1,716 1,745
Numune 6 1,755 1,714
Ortalama 1,726 1,740

SD 0,02 0,01
RSD (%) 1,04 0,76
12 analiz sonucunun RSD (%) 0,97
% 95 giiven araligi simirlar 1,720 — 1,746
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Propilparaben;

Cizelge 3.25. Propilparaben ara kesinlik parametresinin degerleri.

ndart Cozelti T ozelti .
Eni. Standart Cozelt — Tarzst Cozelt Miktar
R.T. Alan (mAU%s) (mg) Alan (mAU%s) (mg/mL)

1 39,832 33399 527,0 31493 0,206

2 39,849 34199 5289 31273 0,204

3 39,824 33031 526,9 31363 0,205

4 39,885 34709 533,0 31388 0,203

5 39,887 34465 535,0 31861 0,205

6 39,893 32097 542,1 32446 0,206
Ortalama| 39,862 33650 532,150 31637 0,205

SD 0,03 994,49 5,87 446,09 0,00
RSD 0,08% 1,96% 1,10% 1,41% 0,63%

Cizelge 3.26. Propilparaben enjeksiyon sonucu degerleri.

. e Propilparaben Miktar (mg/mL)
Ara Keg 1.Cihaz 11.Cihaz
Numune 1 0,202 0,206
Numune 2 0,206 0,204
Numune 3 0,202 0,205
Numune 4 0,203 0,203
Numune 5 0,201 0,205
Numune 6 0,201 0,206
Ortalama 0,203 0,205
SD 0,00 0,00
RSD (%) 0,89 0,63
12 analiz sonucunun RSD (%) 0,94
% 95 giiven arahigi simirlari 0,202 — 0,205

Cizelge 3.27. Bilesenlerin % degisim degerleri.

. Miktar (mg/mL) o .
Bilesenler 1. Cihaz ; I1. Cihaz 7o Degisim
Vitamin K3 2,034 2,036 0,07

Amprolyum HCI 249,104 249,335 0,09
Metilparaben 1,726 1,740 0,82
Propilparaben 0,203 0,205 1,11
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ID# Name Ret. Time Area Resolution (R)
1 Vitamin-K3 4.668 187868 -
2 2-picoline 8.024 139087 8.865
3 Methylparaben 15.031 366807 14.085
4 Amprolium HCI 18.424 12964907 4.984
5 Propylparaben 39.832 33399 20.618

Sekil 3.21. Ara kesinlik kromatogrami (standart) (Camprolyum Hc1=0.5 mg/mL; Cvitamin K3

=0.004 mg/mL; Cwetilparaben =0.0036 mg/mL, Cpropilparaben =0.0004 mg/mL).
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ID# Name Ret. Time Area Resolution (R)
1 Vitamin-K3 4.674 161004 -
2 2-picoline 8.040 153064 8.845
3 Methylparaben 15.153 311323 14.337
4 Amprolium HCI 18.680 12133496 5.161
5 Propylparaben 40.398 31493 20.695

Sekil 3.22. Ara kesinlik kromatogrami (test) (Camprolyum Hc1=0.5 mg/mL; Cvitamin K3
=(0.004 mg/mL, CMetilparaben =0.0036 mg/mL, CPropilparaben =(0.0004 mg/mL)

3.6. GUVENILIRLIK

3.6.1. Cozelti Stabilitesi

Sonug;

Standart ve test ¢ozeltisi oda kosullarinda 90 saat boyunca stabildir.

Baslangig ile her periyot analiz sonuglart arasindaki degisim +£%2’den fazla degildir.

Amprolyum HCI;

Cizelge 3.28. Amprolyum HCI standart ¢ozeltilerinin kromatogram degerleri.

Standart Cozelti| Tartim (mg) | Kons. (mg/mL) Alan
Baslangic 13100609
3.saat 13100924
6.saat 13095689
12.saat 13089937
15.saat 13091483
21.saat 250,7 0,491 13099380
25.saat 13106270
35.saat 13109006
60.saat 13101678
72.saat 13097745
90.saat 13120278
Ortalama 13101182
SD 8474,401

RSD (%) 0,06
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Cizelge 3.29. Amprolyum HCI test ¢ozeltilerinin kromatogram ve % degisim degerleri.

Test Cozelti | Tartim (mg) Alan Miktar (mg /mL) | Degisim (%)
Baslangic 12712520 257,71 -
3.saat 12710595 257,67 -0,02
6.saat 12703295 257,62 -0,04
12.saat 12698256 257,63 -0,03
15.saat 12693076 257,50 -0,08
21.saat 533,7 12701799 257,52 -0,08
25.saat 12700032 257,35 -0,14
35.saat 12693228 257,15 -0,22
60.saat 12699065 257,42 -0,11
72.saat 12685532 257,22 -0,19
90.saat 12679548 256,66 -0,41
Ortalama 257,67
SD 0,302
RSD (%) 0,12
Vitamin Ks;

Cizelge 3.30. Vitamin K3 standart ¢ozeltilerinin kromatogram degerleri.

Standart Cozelti| Tartim (mg) | Kons. (mg/mL) Alan
Baslangic 191520
3.saat 191813
6.saat 190728
12.saat 190357
15.saat 189995
21.saat 41,8 0,004 190662
25.saat 190452
35.saat 190752
60.saat 190876
72.saat 191048
90.saat 191375
Ortalama 190871
SD 536,597

RSD (%) 0,28
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Cizelge 3.31. Vitamin K3 test ¢ozeltilerinin kromatogram ve % degisim degerleri.

Test Cozelti | Tartim (mg) Alan Miktar (mg /mL) | Degisim (%)
Baslangic 166333 2,04 --
3.saat 166261 2,04 -0,20
6.saat 165964 2,04 0,19
12.saat 165602 2,04 0,17
15.saat 165492 2,05 0,29
21.saat 533,7 165651 2,04 0,04
25.saat 166197 2,05 0,48
35.saat 165879 2,04 0,13
60.saat 166065 2,04 0,18
72.saat 165828 2,04 -0,06
90.saat 165611 2,03 -0,36
Ortalama 2,04
SD 0,005
RSD (%) 0,22
Metilparaben;

Cizelge 3.32. Metilparaben standart ¢ozeltilerinin kromatogram degerleri.

Standart Cozelti| Tartim (mg) | Kons. (mg/mL) Alan
Baslangi¢ 373386
3.saat 373972
6.saat 373563
12.saat 371913
15.saat 372238
21.saat 18,9 0,004 374550
25.saat 374668
35.saat 375709
60.saat 374505
72.saat 375326
90.saat 373833
Ortalama 373969

SD 1171,718
RSD (%) 0,31
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Cizelge 3.33. Metilparaben test ¢ozeltilerinin kromatogram ve % degisim degerleri.

Test Cozelti | Tartim (mg) Alan Miktar (mg /mL) | Degisim (%)
Baslangic 325725 1,78 -
3.saat 324781 1,77 -0,45
6.saat 325634 1,78 -0,08
12.saat 323675 1,78 -0,24
15.saat 324252 1,78 -0,15
21.saat 533,7 326483 1,78 -0,08
25.saat 324682 1,77 -0,67
35.saat 326311 1,77 -0,44
60.saat 326592 1,78 -0,03
72.saat 326688 1,78 -0,22
90.saat 326034 1,78 -0,02
Ortalama 1,78
SD 0,004
RSD (%) 0,21
Propilparaben;

Cizelge 3.34. Propilparaben standart ¢ozeltilerinin kromatogram degerleri.

Standart Cozelti| Tartim (mg) | Kons. (mg/mL) Alan
Baslangic 37605
3.saat 39166
6.saat 38935
12.saat 39278
15.saat 39371
21.saat 20,8 0,0004 39359
25.saat 38923
35.saat 39022
60.saat 40473
72.saat 38973
90.saat 40078
Ortalama 39198
SD 723,00

RSD (%) 1,84
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Cizelge 3.35. Propilparaben test ¢ozeltilerinin kromatogram ve % degisim degerleri.

Test Cozelti | Tartim (mg) Alan Miktar (mg /mL) | Degisim (%)
Baslangic 34296 0,205 --
3.saat 35175 0,202 -1,55
6.saat 35575 0,205 0,19
12.saat 35519 0,203 -0,85
15.saat 36401 0,208 1,36
21.saat 533,7 35288 0,201 -1,72
25.saat 34958 0,202 -1,54
35.saat 35993 0,207 1,12
60.saat 36938 0,205 0,07
72.saat 35060 0,202 -1,38
90.saat 36022 0,202 -1,47
Ortalama 0,204
SD 0,002
RSD (%) 1,07
s00 MAY %
1 “Q_
450 —| ‘8
] '€
400 — 2
350 é E
300 — |
250 — |
3 S | ©
200 S 2
1 2 | ‘ g
100 — S 3 5 8
. £ £ £ g
50 — § 38 g || =
7 £ o ‘ o
0 Z S AW al
E 4 /’\ /’\ N
50
0 00 20 3 40 min

Sekil 3.23. Cozelti stabilitesi standart ¢ozelti kromatogrami (baslangi¢) (Camprolyum HCl
=0.5 mg/mL; Cvitamin k3 =0.004 mg/mL; Cwmetilparaben =0.0036 mg/mL, Cpropilparaben =0.0004
mg/mL).
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Sekil 3.24. Cozelti stabilitesi standart ¢ozelti kromatogrami (90 saat) (Camprolyum He1 =0.5
mg/mL; Cvitamin k3 =0.004 mg/mL; Chwetilparaben =0.0036 mg/mL, Cpropilparaben =0.0004

mg/mL).
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Sekil 3.25. Cozelti stabilitesi test ¢ozelti kromatogrami (baslangi¢) (Camprolyum He1=0.5
mg/ mL; Cvitamin k3 =0.004 mg/ mL; CMetilparaben =0.0036 Il’lg/ mL, CPropilparaben =0.0004
mg/mL).
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Sekil 3.26. Cozelti stabilitesi test cozelti kromatogrami (90 saat) (Camprolyum Het =0.5
mg/mL, Cvitamin k3 =0.004 mg/mL, CMetilparaben =0.0036 mg/mL, CPropilparaben =0.0004
mg/mL).

3.6.2. Kiiciik Degisiklikler

3.6.2.1. Farkl Akis Hizi

Sonug; Baslangic degerinden degisim +%2’den fazla degildir. Y6ntem uygundur.

Cizelge 3.36. Etkenlerin akis hiz1 0,66 mL/dk % degisim degerleri.

0,60 mL/dk 0,66 mL/dk .

Etken Miktar Miktar Degisim
0

Maddeler RT Alan (mg/mL) RT Alan (mg/mL) (%)

Vitamin K3 | 4,679 | 187883 | 2.036 | 4232 | 171345 | 2,040 0,22

Amgglly“m 18,458 | 12960701 | 249,34 | 18,186 | 12046913 | 251,47 0,85

Metilparaben | 15,054 | 366770 | 1,740 | 13,983 | 330871 | 1,746 0.33

Propilparaben | 39,862 | 33650 | 0,205 |37,217| 30285 | 0,206 0,50
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Cizelge 3.37. Etkenlerin akis hiz1 0,54 mL/dk % degisim degerleri.

Etken
Maddeler

0,60 mL/dk

0,54 mL/dk

RT

Alan

Miktar
(mg/mL)

RT

Alan

Miktar
(mg/mL)

Degisim
(“o)

Vitamin K3

4,679

187883

2,036

5,162

209057

2,044

0,39

Amprolyum
HCI

18,458

12960701

249,34

22,359

14712580

251,09

0,70

Metilparaben

15,054

366770

1,740

17,089

403833

1,751

0,63

Propilparaben

39,862

33650

0,205

46,140

38495

0,203

-0,70
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Sekil 3.27. Giivenilirlik kromatogrami (baslangic) (Camprolyum He1 =0.5 mg/mL; Cvitamin K3

=(0.004 mg/mL, CMetilparaben =0.0036 mg/mL, CPropilparaben =0.0004 mg/mL)
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Sekil 3.28. Giivenilirlik kromatogrami (akis hizi= 0.66 ml/dk) (Camprolyum nc1 =0.5
mg/mL; Cvitamin k3 =0.004 mg/mL; ChwMetilparaben =0.0036 mg/mL, Cpropilparaben =0.0004

mg/mL).
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Sekil 3.29. Giivenilirlik kromatogrami (akis hizi= 0.54 ml/dk) (Camprolyum Hc1 =0.5
mg/mL, Cvitamin k3 =0.004 mg/mL, CMetilparaben =0.0036 mg/mL, CPropilparaben =0.0004
mg/mL).
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3.6.2.2. Farkli Kolon Sicaklig

Sonug; Baslangic degerinden degisim +%?2’den fazla degildir. Yontem uygundur.

Cizelge 3.38. Etkenlerin 30°C sicakliktaki % degisim degerleri.

25°C 30°C ..
Etken Miktar Miktar Degisim
0
Maddeler RT Alan (mg/mL) RT Alan (mg/mL) (%)
Vitamin K3 | 4,679 | 187883 | 2,036 | 4,658 | 187543 | 2,036 0,04
Am};;‘élly UM 18,458 112960701 | 249,34 | 17,989 | 12950236 | 252,36 121
Metilparaben | 15,054 | 366770 | 1,740 | 14,823 | 366443 | 1,746 0.33
Propilparaben | 39,862 | 33650 | 0,205 |38,754| 34219 | 0,203 20,96
Cizelge 3.39. Etkenlerin 20°C sicakliktaki % degisim degerleri.
Etken = Miktar 2 Miktar | Degisim
(1)
Maddeler RT Alan (mg/mL) RT Alan (mg/mL) (%)
Vitamin K3 | 4,679 | 187883 | 2.036 | 4,646 | 187687 | 2.038 0.11
Amgglly“m 18,458 | 12960701 | 249,34 | 20,756 | 13232040 | 251,35 0,81
Metilparaben | 15,054 | 366770 | 1,740 | 15,648 | 364457 | 1,750 20,59
Propilparaben | 39,862 | 33650 | 0,205 |43,034| 34189 | 0,203 -1,01
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Sekil 3.30. Giivenilirlik kromatogrami (baslangic) (Camprolyum He1 =0.5 mg/mL; Cvitamin K3
=(0.004 mg/mL, CMetilparaben =0.0036 mg/mL, CPropilparaben =0.0004 mg/mL)
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Sekil 3.31. Giivenilirlik kromatogrami (kolon sicakligi= 30°C) (Camprolyum Hc1=0.5
mg/mL; Cvitamin k3 =0.004 mg/mL; ChwMetilparaben =0.0036 mg/mL, Cpropilparaben =0.0004
mg/mL).
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Sekil 3.32. Giivenilirlik kromatogrami (kolon sicakligi= 20°C) (Camprolyum Hc1=0.5
mg/mL; Cvitamin k3 =0.004 mg/mL; CMetilparaben =0.0036 mg/mL, Cpropilparaben =0.0004
mg/mL).
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4. SONUC VE ONERILER

Yapilan ¢aligmalar sonucu 50 dakikalik enjeksiyon siiresinde 4 etkeninde ¢ikartildig: bir

HPLC yo6ntemi yapilmis ve valide edilebilmistir. Etkenlerin alikonma zamanlari,

Vitamin K3 : ~ 4.6 dakika
2-picoline : ~ 8,0 dakika
Metilparaben : ~ 15,0 dakika
Amprolyum HCI : ~ 18,4 dakika
Propilparaben : ~ 40,0 dakika

Olarak ayarlanmustir.

Validasyon c¢aligmalar1 sonucunda, Secicilik parametresi i¢in; Amprolyum HCI, Vitamin Ks,

Metilparaben ve Propilparaben alikonma zamaninda baska bir pike rastlanmamustir.

Amprolyum standart kromatograminda Amprolyum HCI ve 2-picoline pikleri

arasindaki ayrigsma 18’dir.

Birbirine yakin iki pik arasindaki ayrisma 3,7’den biiyiiktiir.

Bilesenlere ait piklerin pik saflig1 acis1 degerleri 0,991 ile 1,000 arasindadir.

Sistem uygunluk parametresi i¢in;

Sistem uygunluk sartlari, her bir etken igin;

Etken maddelere ait piklerin teorik plaka sayis1 2500’den biiytiktiir.

Etken maddelere ait piklerin kuyruklanma faktorii 0,8 — 1,2 arasindadir.

Etken maddelere ait pik alanlarin ve alikonma zamanlarin bagil standart sapmasi
%1,6’dan kiictiktiir.

Ayn1 konsantrasyonda hazirlanan iki standart ¢ozelti arasindaki benzerlik %99-

%101,7 arasindadir.

Amprolyum standart kromatograminda Amprolyum HCI ve 2-picoline pikleri

arasindaki ayrisma 18’dir.
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e Birbirine yakin iki pik arasindaki ayrisma 3,7 den biiytiiktiir.

Dogrusallik parametresi i¢in;

Yontem miktar tayini testi i¢in dogrusallik kriterine uyar. Korelasyon katsayisi (r);
0.999°den, (r?); 0.998 den biiyiiktiir. Dogrunun y-eksenini kestigi nokta dogrunun egim
% degerleri; Amprolyum HCI %0.743, Vitamin K3 %0.007, Metilparaben %0.011 ve
Propilparaben %0.001 dir.

Dogruluk parametresi igin;

Miktar tayini yontemi ic¢in dogruluk kriteri gecerlidir. Bu yontem icin dogruluk kriteri
belirlenmistir. Bu sonuca gore, %50, %100 ve %150 geri kazanim yeterlidir. Ortalama
geri kazanim degeri Amprolyum HCI i¢in %100,41, Vitamin K3 i¢in %100,77,
Metilparaben i¢in %100,59 ve Propilparaben icin %99,68‘dir. Bu degerler simirlar
icinde oldugu i¢in Oral Cozelti Miktar Tayini yontemi dogruluk parametresine gore

uygundur.
Kesinlik parametresi i¢in, Sistem Kesinligi;

1. Giin ve 2. Giin elde edilen sonuglarin kendi arasindaki bagil standart sapma degeri

%2,00’den kiigiiktiir.

Pik alanlar1 ve alikonma zamanlar1 arasindaki bagil standart sapma (RSD) %2,00’den

kiictiktiir.
Yontem Kesinligi (Tekrarlanabilirlik);

Miktar tayini analiz sonuglar1 arasindaki bagil standart sapma (RSD) %2,00’den
kiigtiktiir.

Ara Kesinlik;

Analiz 1 ve cihaz I’den elde edilen sonuclarin ve Analiz 2 ve cihaz II” den elde edilen

sonuglarin kendi arasindaki bagil standart sapma degeri %2,00°den kiiciiktiir.
12 analiz sonucunun bagil standart sapma degeri %2,00’den kiictiktiir.

Ayni konsantrasyonda hazirlanan iki standart c¢ozelti arasindaki degisim +%2

arasindadir.

Birbirine yakin iki pik arasindaki ayrisma minimum 2,00°dir.
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Giivenilirlik parametresi i¢in, Cozelti Stabilitesi;

Standart ve test ¢cozeltisi oda kosullarinda 90 saat boyunca stabildir.

Baslangig ile her periyot analiz sonuglar arasindaki degisim +£%2’den fazla degildir.
Kiiciik Degisiklikler;

Baslangi¢ degerinden degisim +%2’den fazla degildir. Yontem uygundur.
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