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OZET

Bu tezde kortikosteroid tedavisinde kullanilan ilaglarda bulunan Hidrokortizon etkin maddesinin
analizi i¢in deneysel tasarim yontemi ile HPLC sistemde analitik yontem gelistirilerek validasyon
stirecleri tamamlandi. Etkin maddelerin kromatografik sartlarda ayrilmasi i¢in ¢esitli ¢oziicii
sistemlerinde analiz denemeleri gergeklestirildi. Devaminda deneysel tasarim yontemi ile analiz
sartlar1 optimize edildi. Deneysel tasarim ile optimizasyonda faktor olarak; akig hizi, hareketli faz
pH degeri, hareketli faz organik orani ve kolon sicakligi kullanildi. Bu faktorlerin ve birbirleri ile
olan etkilesimlerin, HPLC kromatograminda elde edilen hidrokortizon pikinin alan degeri ve teorik
plaka sayis1 iizerine etkileri incelendi. incelemede 4 faktdr i¢in Merkezi Kompozit Tasarimi
kullanildi. Her faktor igin 5 seviye belirlendi. Bu seviyeler akis hiz1 igin 0,7-0,8-0,9-1,0-1,1 mL/min
hareketli faz pH degeri i¢in 2,0-2,5-3,0-3,5-4,0 hareketli faz organik oran1 yiizdesi i¢in 60-65-70-75-
80 % (h:h) kolon sicaklig1 i¢in 20-25-30-35-40°C olarak belirlendi. Faktorlerin en diisiik seviyeleri
icin - o, diisiik seviyeleri i¢in —1 orta seviyeleri i¢in 0 ve ylksek seviyeleri i¢in +1 en yiiksek
seviyeleri i¢in a isareti kullanildi. Toplamda 31 deney gergeklestirildi. Elde edilen deney
sonuglarinin degerlendirilmesi i¢in regresyon analizi yapildi. Sonuglarin giivenilirligini kontrol
etmek icin ANOVA yapildi. Elde edilen verilere gore bir model olusturuldu. Olusturulan model
kullanilarak pik alan degerleri kaydedildi. Bu degerlerle deneysel olarak bulunan degerler arasindaki
iliski incelendi. incelemede regresyon katsayis1 0,9998 olarak bulundu. Ve modelin uygun olduguna
karar verildi. Gelistirilen model kullanildiginda, hidrokortizonun HPLC ile analizi i¢in optimum
kosullar; akis hizt 0,7 mL/min, kolon sicakligi 37,5°C, hareketli faz pH degeri 4,0 ve hareketli faz
bilesimi metanol/su 80/20 olarak bulundu. Hidrokortizon pik kromatogramlari, deneysel tasarim ile
tespit edilen optimum kosullarda, 254 nm de UV ve PDA dedektor ile elde edildi. Gelistirilen
yontemin, segicilik, sistem uygunluk, dogrusallik, ¢alisma araligi dogruluk (geri kazanim), kesinlik
(tekrarlanabilirlik, laboratuvar i¢i kesinlik), saglamlik ve ¢ozelti stabilitesi parametreleri incelenerek
analitik yontem validasyonu yapildi.
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ABSTRACT

In this thesis, an analytical method was developed and validated using an experimental design
approach for the determination of Hydrocortisone in drugs utilized in corticosteroid therapy via High-
Performance Liquid Chromatography (HPLC). Various solvent systems were evaluated to achieve
optimal chromatographic separation of the active ingredient. Subsequently, experimental design
methodologies were employed to optimize the analysis conditions. The factors considered for
optimization included flow rate, mobile phase pH, organic ratio of the mobile phase, and column
temperature. The effects of these factors and their interactions on the peak area and theoretical plate
number of the hydrocortisone peak in the HPLC chromatogram were examined using a Central
Composite Design. Five levels were established for each factor: flow rate (0.7-0.8-0.9-1.0-1.1
mL/min), mobile phase pH (2,0-2.5-3,0-3.5-4,0), organic ratio of the mobile phase (60-65-70-75-
80% v/v), and column temperature (20-25-30-35-40°C). The factor levels were denoted as -o. for the
lowest, -1 for low, 0 for medium, +1 for high, and a for the highest levels. A total of 31 experiments
were conducted. Regression analysis was performed to evaluate the experimental results, and
ANOVA was utilized to assess the reliability of the findings. Based on the collected data, a model
was constructed. Using this model, peak area values were recorded and compared with
experimentally obtained values. The regression coefficient was determined to be 0.9998, indicating
the model's suitability. The optimal HPLC conditions for hydrocortisone analysis were identified as
a flow rate of 0.7 mL/min, column temperature of 37.5°C, mobile phase pH of 4.0, and a mobile
phase composition of methanol/water at 80/20. Chromatograms of hydrocortisone peaks were
obtained at 254 nm using UV and PDA detectors under these optimized conditions. The developed
method was subjected to validation by examining parameters such as selectivity, system suitability,
linearity, operating range, accuracy (recovery), precision (repeatability, in-laboratory precision),
robustness and solution stability.
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1. GIRIS
Literatiir 6zeti

[lag iiretiminde ilag etkin maddesine ilave olarak, renk, koku ve tat vermek, etkin madde
stabilitesini saglamak, estetik bir goriiniis veya kullanim kolaylig1 saglamak gibi amaglarla
cesitli yardimci maddeler kullanilmaktadir. Yardime: maddelerin  yarar1 kullanim
miktarlarina ve kalite 6zelliklerine de bagli oldugundan insan sagligina olan etkileri olduk¢a
onemlidir. Bu nedenle ila¢ etkin maddesinin ve yardimct maddelerin bir arada analizi ilag
giivenliginin, kalitesinin ve insan sagligina olabilecek etkileri agisindan olduk¢a 6nemlidir.
Bu durum kesin, tekrarli veriler iiretebilen hizli ve yliksek performansli analiz yontemlerinin
gelistirilmesini gerektirmektedir. Hidrokortizon 100 mg/mL intravendz enjeksiyon ve
intravondz inflizyon igin liyofilize toz igeren flakon 6rneginin analizinde on islemsiz
karigimlar1 ayirma ve tespit edebilme kabiliyetinin yani sira se¢ici ve hizli olmasindan dolay1

HPLC en ¢ok tercih edilen ve kullanilan yontem olmustur.

Bu ¢aligmada kortikosteroid tedavisinde kullanilan “Hidrokortizon 100 mg/mL intravenz
enjeksiyon ve intravondz inflizyon igin liyofilize toz igeren flakon™ ila¢ iirlinti kullanildi.
Ilag igerigini olusturan etkin maddenin tek basina ya da diger maddelerle birlikte analizine
yonelik HPLC basta olmak iizere diger bir¢ok yontem literatiirde bulunmaktadir.
Hidrokortizon, ila¢ olarak verildiginde kortizol hormonunun adidir. ilag &rneklerindeki
hidrokortizonun HPLC ile analizlerinde [1-14], UV, PDA, MS/MS, dedektorleri
kullanilmigtir. HPLC disinda spektrofotometri [15-17], kolorimetri [18], TLC [19, 20], FTIR
/ FT-Raman [21] yontemleri ile yapilmis ¢alismalar da bulunmaktadir.

Yontem gelistirme ve optimizasyon c¢aligmalarinda, son yillarda sik¢a basvurulan
yontemlerden biri de deneysel tasarim yontemleridir. Bir deneysel ¢alismada, deneyin
performansini etkileyen parametrelerin dogru bir sekilde belirlenmesi ve bu parametrelerin

kontrolii, glivenilir ve kesin sonuclarin elde edilmesi agisindan biiyiik 6nem tagir.

Yapilan deney calismalarinda analiz sonuglarini etkileyebilecek herhangi bir analitik
parametre faktor olarak tanimlanir. Optimizasyon siireci ile faktorlere ait en uygun degerler
tespit edilir. Deneysel tasarim yontemleri, analitik kimyada optimum analiz kosullarinin

belirlenmesinde siklikla kullanilmaktadir. Klasik yontemler ile optimizasyon siireglerinde
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faktorlere ait optimum degerler tespit edilirken, bir faktoriin degeri degistirilirken diger tiim
faktorler sabit tutularak calisma yapilmaktadir. Bu tarz bir ¢alismada incelenen faktor
sayisinin arttig1 durumlarda incelenmesi gereken deney sayisi artmaktadir. Artan deney
say1si ile toplam siire ve maliyette artis yasanmaktadir. Deneysel tasarim yontemi faktorlerin
etkisini tek tek incelemek yerine es zamanli incelemeye olanak sagladigindan
optimizasyonda deney sayisl, siire ve maliyet azalmaktadir. Deneysel tasarim ile faktorlerin
bireysel etkilerinin yaninda birbirleri ile olan etkilesimleri ve bu etkilesimlerin sonuca etkisi
de incelenmektedir. Boylelikle deneysel tasarim yontemi ile yapilan ¢aligmalarda klasik

yontemlere gore daha giivenilir sonuglar elde edilmektedir [22-59].

Validasyon, tiretim siiregleri i¢in ayni sartlarda tiretim yapildiginda ayni kalitede tiriin eldesi
saglamak amaciyla, analiz siirecleri i¢in yapilan calismanin belirlenen kosullar altinda
gerceklestirildiginde kesin, dogru ve tekrarlanabilir sonuglar elde edilecegin temin edilmesi
icin yiiritilen ¢alismalardir. Bu amagla ilag¢ liretim prosesleri, etkin madde veya iiriin
analizlerinde kullanilacak olan tiim analitik yontemler valide edilir. Analitik yontem
validasyonu, yeni bir analiz yontemi gelistirildiginde veya mevcut bir yontemi
degistirdigimizde, bu yontemin giivenilirligini ve dogrulugunu kanitlamak igin
gergeklestirilir. Bu siireg, yontemin kantitatif (nicel) ve kalitatif (nitel) olarak dogru sonuglar
iiretip iiretmedigini belirlemeyi amaglar. Bu, analiz yontemlerinin giivenilirligini saglamak

ve sonuglarin giivenilirligini artirmak i¢in kritik bir adimdir.

Analitik yontem validasyonu i¢in uluslararasi ve ulusal diizeyde bir¢ok kurulus tarafindan
belirlenmis parametreler bulunmaktadir. Uluslararasi diizeyde, analitik yontem validasyonu
icin genellikle ICH, USP, EP, ve diger ilgili kuruluslarin kilavuzlarina basvurulur. Bu
kilavuzlar, analitik yontem validasyonu i¢in gereken adimlari, kabul edilebilir kriterleri ve
uygun test prosediirlerini belirleyerek diizenleyici gerekliliklere uyum saglanmasi agisindan
onemlidir. Segicilik-spesifiklik, dogrusallik, ¢alisma araligi, dogruluk (geri kazanim),
kesinlik (tekrarlanabilirlik, laboratuvar i¢i kesinlik), saglamlik, gézlenebilme siniri, tayin
smir1, ¢ozelti stabilitesi ve stres testi olarak belirlenen bu parametreler incelenerek
gelistirilen yontemin validasyonu gerceklestirilir. Literatiir de ¢esitli 6rneklerin HPLC ile
analiz edildigi ve validasyon uygulamalarinin yapildigi bir¢ok ¢alisma yer almaktadir [8, 60-

76].



Tezin amaci

Bu tez calismasinda bdbrek {istii bezlerindeki problemlere bagli olarak viicudun yeterli
kortikosteroid tiretmemesi durumunda (Primer veya sekonder adrenokortikal yetmezlik)
kullanilan ilaglarda bulunan hidrokortizonun analizi icin HPLC yontemi gelistirilmesi,
deneysel tasarim yontemi kullanilarak optimum kosullarin belirlenmesi, gelistirilen
yontemin gecerli kilinmasi ve etkin maddeyi iceren intravendz enjeksiyon/intravéndz

infilizyon i¢in liyofilize toz igeren flakon dozaj formlarina uygulanmasi amaglanmistir.

Hipotez

HPLC yontemi ile gelistirilecek olan hidrokortizon etkin madde miktar tayini analiz
yonteminin liyofilize toz ve farkli matrisler de igeren diger farmasotik formlara kolaylikla
uygulanabilecegi diisiiniilmektedir. Aym1 zamanda oOptimum kromatografik sartlarin
deneysel tasarim yoluyla tespit edilmesiyle olusturulan bu yeni yontemin, geleneksel
yontemlere kiyasla daha az enjeksiyon ve ¢ozelti kullanimi gerektirerek, zaman ve maliyet
tasarrufu saglamasi ve ¢evre dostu bir alternatif sunmasi beklenmektedir. Ayrica Deneysel
tasarim kullanimi, deney iizerinde etkili olan tiim faktorlerin hem kendi iglerinde hem de
birbirleriyle olan etkilesimlerini detayli bir sekilde inceleyerek, klasik yontemlerle yapilan
optimizasyondan daha kesin sonuglar alimmasini saglayacak bir yaklagim olarak

degerlendirilmektedir.

Hidrokortizon 100 mg/mL intravendz enjeksiyon ve intravondz infiizyon igin liyofilize toz
iceren flakon iiriiniin acil miidahale tedavisinde uzman tibbi personel tarafindan damar i¢i
uygulamada kullaniliyor olmasi analiz siireglerinin giivenilirligi, tekrarlanabilirligi,
dogrulugu ve analiz sonuglarinin kesinliginin 6nemini artirmaktadir. Bu 6énemde bir ilacin
analitik yontem gelistirme asamalarinin deneysel tasarim ile desteklenmesi ve gecerli
kilinmas1 kalite kontrol laboratuvarlarinda hidrokortizon etkin maddesinin rutin analiz
stireglerine giivenilir bir yol olarak onerilebilecegi ve boylelikle bilim ve ilag sanayine katk1

saglayacagi diisiiniilmektedir.






2. GENEL BILGILER

2.1. Deneysel Tasarim

2.1.1. Tanimi

Gliniimiiz analistleri, deneylerden daha etkili sonuglar alabilmek adina, bu deneylerin
sistematik bir bigimde planlanmasinin zorunlu oldugunu kabul etmekte ve bu planlama

stirecinde istatistiksel ve kemometrik tekniklerden yararlanmaktadirlar.

Deneylerde, sonuclar1 etkileyebilecek her tiirlii kosul faktdr olarak nitelendirilir. Bu
faktorler, arastirmacinin miidahale edebildigi kontrol edilebilir faktorler ve miidahale
edemedigi kontrol edilemeyen faktdrler olmak iizere iki tiirde olabilir. Ornek olarak; bir
arastirmacinin ¢ozeltinin saklama kosullarini ayarlayabilmesi bu durumu kontrol edilebilir
bir faktor yaparken, rastgele drnekleme gibi 6geler, arastirmacinin etki alani disinda kaldigi
i¢in kontrol edilemeyen faktorler arasinda yer alir. Sayisal bir 6l¢iim olmadig1 durumlarda,
bu faktdrler her ikisi de nitel faktorler olarak kabul edilir. Sicaklik, pH ve derisim gibi sayisal
olarak belirlenebilen faktorler ise nicel faktorler olarak adlandirilir. Bir faktoriin gesitli

degerleri ise farkli diizeyler olarak tanimlanmaktadir.

Bir deneyin dogru sonuclar iiretmesi i¢in sonucu etkileyen faktorlerin belirlenmesi ve
miimkiinse kontrol edilmesi 6nemlidir. Analitik teknikler genellikle ¢ok kii¢iik miktarlardaki
maddelerin analizi ile ilgilenir, bu nedenle cevab1 en yiiksek hassasiyette olacak sekilde bagl

oldugu faktorlerin sayisal degerleri belirlenmelidir. Bu degerlere "optimum degerler" denir.

Deneysel tasarim, deney kosullarinin sistemli bir sekilde degistirilmesiyle Ol¢iilen cevaptaki

degisimin incelenip yorumlanmasi i¢in kullanilan istatistiksel bir yontemdir [77].

Deneysel tasarim; tarama, optimizasyon ve modelleme olmak iizere li¢ asamadan olusur:

1. Tarama (Screening): Deneysel ¢alismalar, sonuglari etkileyebilecek kritik faktorleri tespit etmek
icin gerceklestirilir. Tarama asamasi, reaksiyon verimini etkileyen pH, derisim, sicaklik gibi
cesitli degiskenler arasindan hangilerinin 6nem tasidigini, hangilerinin elimine edilebilecegini ve
hangilerinin detayl1 bir inceleme gerektirdiginin belirlenmesi amaciyla gerceklestirilir. Tarama

tasarimlari, etkilesim etkileri yerine belirgin ana etkileri saptama yetenegi sayesinde, birgok



faktor iceren deneyleri degerlendirmek icin tercih edilir. Bu tasarimlar araciligiyla kritik
faktorlerin belirlenmesi, sonraki asama olan optimizasyon siirecine biiyiik katki saglar.

2. Optimizasyon: Tarama tasarimi tamamlandiktan sonra genellikle uygulanan ydntem
optimizasyondur. Tarama ydntemiyle saptanan esas faktorlerin en uygun kosullar1 bulunmak
iizere yapilir. Bu yaklasim, deneyi yiiriiten arastirmacilara, faktorlerin deney tizerindeki etkileri
hakkinda ayrintili bilgiler saglar ve en verimli sonuglar elde etmeye yarayan faktor
kombinasyonlarmi ortaya koyar. Ozetle, bu tasarim, tiim olas1 faktér kombinasyonlarimn tepki
degerlerini tahmin ederek, ideal deney noktasim1 bulmaya yardimci olur. Tepki Yiizeyi
Modellemesi (RSM), 6nemli faktorler arasindaki etkilesimi ve hatta ikinci dereceden etkileri
ongormemize olanak tanir, boylece incelenen tepki yiizeyinin sekli hakkinda bilgi ediniriz. RSM,
istenen sonuglar1 elde etmek i¢in tarama tasarimi ile bulunan faktérlerin optimum degerlerinin
saptanmasi i¢in kullanilmaktadir.

3. Modelleme: Tarama tasarimindan elde edilen ve optimizasyon siireci sonrasinda en uygun
degerlere ulasilan faktorlerin etkileri, bir matematiksel model araciligiyla formiile edilir. Bu
sayede, deneysel bulgularin yani sira teorik hesaplamalarla da tahmin edilen sonuglara ulagilir.

Deneysel sonuglarin, teorik hesaplamalarla elde edilen tahminlerle uyumlu olmast istenir [78].

2.1.2. Onemi

Geleneksel yontemlerle, faktorlerin optimum degerleri genellikle diger degerler sabitken
yalnizca tek bir faktoriin degistirilmesiyle belirlenir. Ayn1 anda birden fazla degiskenin
arastirtlmas1 durumunda, ilgili deney sayisi artmakta ve bu da kullanilan zamanin ve
maliyetin artmasina neden olmaktadir. Deneysel tasarimda, istatistiksel bir yaklagimla
genellikle az sayida seviye ile tiim faktorler ayni anda sistematik bir sekilde degistirilir ve
etkili faktorler tespit edilir. Sonrasinda, belirlenen etkili faktorler ile farkli seviyelerde yine
ayn1 anda sistematik bir sekilde degistirilerek incelenir ve optimum degerler belirlenir. Bu
nedenle klasik yontemlere kiyasla, deneysel tasarim sayesinde daha az deney yaparak, daha
az maliyet ile ve hizl1 bir sekilde sonuca varilmaktadir. Deneysel tasarimin diger bir kritik
yarari da, klasik yaklasimlarda yalnizca faktorlerin tekil etkilerinin degerlendirilmesine
karsin, deneysel tasarimda faktorlerin hem kendi i¢lerindeki hem de birbirleriyle olan
etkilesimlerinin ve bu etkilesimlerin sonug tizerindeki etkisinin de analiz edilebilmesidir. Bu
sayede, optimizasyon asamasinda elde edilen sonuglar daha yiiksek giivenilirlikte olmaktadir

[79].



2.1.3. Tarama tasarimlari

Bu yontemler, deneysel ¢alismalarda sonuglari etkileyebilecek kritik faktorleri tespit etmek
amaciyla kullanilir. Tarama deneylerinde, az sayida diizeydeki tiim faktorler, istatistiksel bir
metodoloji kullanilarak es zamanli olarak degistirilir. Bu degisikliklerin deney tizerindeki
etkileri analiz edilir. Her faktoriin deney iizerindeki etkisini belirlemek i¢in sayisal veriler
elde edilir. Elde edilen bu veriler, deney sonuglari tizerinde gergekten etkili olan faktorleri

saptamak i¢in kullanilir.

Tarama siirecinde, genellikle faktoriyel ve Plackett-Burman tasarimlar tercih edilir. Bu
tasarimlar, deneylerde ¢ok sayida faktoriin etkisini etkin bir sekilde degerlendirmek igin

kullanilir [80].

Faktoriyel tasarim

Deneysel tasarimin en sik uygulanan seklidir. Bu yaklagimda, deneydeki degisken
faktorlerin etkisi, genellikle iki veya daha fazla seviyede incelenir. Faktoriyel tasarim, tam

faktoriyel ve kismi faktoriyel olmak {izere iki ana kategoriye ayrilir [81].
Tam faktoriyel tasarim

Tam faktoriyel tasarim, bir sonucu etkileyen degiskenlerin belirlenmesi ve bu degiskenlerin
etkinlik derecesinin Ol¢lilmesi i¢in kullanilan, iki asamali bir tarama yontemidir. Faktorler
sayisinin kisith oldugu durumlarda bu yontem oldukc¢a faydalidir. Bir deneysel tasarim
calismasinda, hangi faktorlerin dahil edilecegi ve her bir faktor icin ka¢ farkli seviyede
incelenecegi kararlastirilmas: kritik éneme sahiptir. Bu yontemde deneyleri sayist NX
formiilii kullanilarak belirlenir. Seviyeler (-1 ve +1 ile tanimlanir), N faktor sayisi ve k etken
sayisidir. 2 faktor i¢in 4 etken oldugu kosulda 16 deney, 5 etken oldugu durumda 32 deney
tasarlanir. Eger bir kimyasal tepkime, pH ve sicaklik gibi degiskenlere bagl olarak farklilik
gosteriyorsa, bu durumda iki diizeyli ve iki faktorlii bir deney dizayni olusturulabilir. Bu
baglamda 2, seviye sayisi (-1 ve +1 olarak tanimlanir), k ise faktor sayisidir. 2 faktor igin
deney sayis1 4 (22), 3 faktor igin deney sayis1 8dir (2%). Tam faktoriyel tasarim dizayni
asagidaki sekilde olusturulur.



1. Her faktoriin giiclii ve zayif seviyeleri tespit edilir.

2. Giiglii (+1) ve zayif ( -1 ) seviyeler i¢in tasarim tablosu olusturulur.

3. Deneysel ¢alismada, kodlanmis degerlerin yerine faktorlerin asil degerleri kullanilarak
islem yapilir.

4. Tasarim matrisi, elde edilen yanitlar kullanilarak degerlendirilir.

Ornek olarak Cizelge 2.1°de, ii¢ faktorlii (X1, X2, X3) bir deneyin olas1 tiim faktor seviye
kombinasyonlar1 2x2x2=8 adet olacak sekilde gosterilmistir. Stitunlardaki (+) simgesi, ilgili

faktoriin yliksek degerini temsil ederken, (-) simgesi diisiik degerini ifade eder.”

Cizelge 2.1. 3 Faktor i¢in tam faktoriyel tasarim

X
X
X

Deney Sayisi Cevap

- - yl
- y2
) y3
Ya
Ys
Ys
Y7
Ys

CO~NO OB WN -

4+ 1 4+ 0 4+ 0 4
1

+ 4+ 4+ +

Faktorlerin etkilerini tespit etmek amaciyla, asagidaki dogrusal denklemin ¢ katsayilari

belirlenir.

y=c X

Burada c katsayisi;
c=(X'X)1 X’y

formiiliinden hesaplanir. Dogru denkleminde c¢ katsayilarini yerlestirdigimizde, sayisal

degerlerine gore faktorlerin etkinligi belirlenebilir.
Y= Co + C1X1 + C2X2 + C3X3 + C12X1X2 +C13X1X3 + C23X2X3 + C123X1X2X3

Burada, tahmini cevap, c,, ortalama deneysel cevap, ¢, — c,,,, metodun performansini

123
etkileyen ve ana etken olarak adlandirilan, g6z 6niinde tutulan faktorlerin tahmini etkilerini

ifade eden katsayilar olarak sembolize edilir. ¢;,” den ¢ > e kadar olan katsayilar ise

(N-1)N
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faktorlerin birbirleriyle etkilesimlerini ifade eder. Olusturulan denklem ile faktorlerin
birbirleriyle olan etkilesimi ve etkilesimlerden hangilerinin 6nemli oldugu hakkinda bilgi

edinilmektedir.

Azaltilmis faktoriyel tasarim

Deneylerde faktor sayisinin fazla oldugu durumlarda, azaltilmis faktoriyel tasarimlar
kullanilabilir. Ornegin yapilan bir HPLC analizinde analitin hazirlanmasindan (numune
tartimi, karistirma siiresi, sicaklik, ¢oziicii bilesimi), belirlenen kromatografik sartlara kadar
(hareketli faz yapisi, sabit faz tiirli, pH, sicaklik, analiz siiresi, dedektor hassasiyeti,

enjeksiyon hacmi) gibi bir¢ok faktor etkilidir.

Faktor sayisi arttikga deney sayisinin da artmasiyla birlikte, faktorler arasindaki ikili, Gigli
ve daha yiiksek etkilesimlerin énemi azalabilir. Ornegin, 6 faktorlii bir calismada, 64'ten
daha az deney yaparak faktorlerin etkileri incelenebilir. Uygulamada ¢ok fazla olan deney
sayist tam faktOriyel tasarim hesabina gore hesaplananin '4’si, '4’l, 1/8’1 vb seklinde
azaltilabilir. Fraksiyonel faktoriyel ve Plackett-Burman tasarimlari, azaltilmis faktoriyel

tasarimlar arasinda en yaygin olarak kullanilanlardir.

Fraksiyonel faktorivel tasarim

Fraksiyonel bir tasarim, tiim olas1 kombinasyonlar1 degil, tam faktoriyel tasarimin sadece bir
kismin1 segerek islem sayisini azaltir. Fraksiyonel faktoriyel tasarimlar i¢in tarama ve

saglamlik testlerinde yararlanilir.

Bu tasarimda deney sayis1 N¥P formiiliine gére hesaplanmaktadir. Deney sayisinda p sayisi
kadar bir azalma yasanir. P sayis1 faktor sayis1 k’dan kiiciik olmalidir. P=1 oldugu durumda
tasarim yar1 fraksiyonlu faktoriyel tasarim olarak adlandirilir. Fraksiyonel faktoriyel

tasarimlarda ¢ogunlukla iki seviye kullanilir (N=2).

Cizelge 2.2°de 2 seviye ve 5 faktdr durum igin kismi faktdriyel tasarim (2°7) seklinde

goriilmektedir.
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Cizelge 2.2. 5 Faktor i¢in kismi faktoriyel tasarim

Faktorler
X1 X2 X3 X4 X5 Cevap
Deney Sayisi
1 - - - - + 1
2 + - - - 2
3 - + - - - V3
4 + + - - + Va
5 - - + - - Vs
6 + - + - + Ve
7 - + + - + V7
8 + + + - - Vs
9 - - - + - Yo
10 + - - + + Y10
11 - + - + + Y11
12 + + - + - Y12
13 - - + + + y13
14 + - + + - y14
15 - + + + y15
16 + + + + + yl6

Diger bir drnek 6 fakior icin, P=2 kabul edildiginde 2° formiliine gore 16 adet deney

yapilmas1 gereklidir. 2(6-2) fraksiyonel faktoriyel tasarimi Cizelge 2.3’te gosterilmistir.

Tabloda yer alan ilk 4 kolon X1, X0 X5 VE X, faktorleridir. Eklenen diger iki kolon (p=2) X,y Xg:X,

Ve X, X5,X, faktorlerinin birlestirilmesiyle olusturulan X Ve X, faktorleridir.

6-2
Cizelge 2.3. 2( ) 16 deney igin fraksiyonlu faktoriyel tasarim

Deney Sayisi Faktorler
X1 Xz X3 Xa Xs(Xz X3 Xa) X6 (X1 X3 Xa4)

1 ) - - - - -
2 - _ + . .
3 - _ + ) N N
4 - _ + + i )
5 - + _ ) N )
6 - + _ + ) .
7 - + + ) i .
8 - + + + . )
9 + - . ) X

10 + - . + . j
11 + - + - + .
12 + _ n + i .
13 + + - _ N +
14 + + _ + _ i
15 + + + _ _ i
16 + + + + + +

Fraksiyonel faktoriyel tasarimlarda deney sayisi azaltildigindan bazi faktorler arasi
etkilesimler incelenememektedir. Kismi faktoriyel tasarimin avantajlarinin yani sira bazi

dezavantajlar1 da bulunmaktadir.
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1. iki seviyeden olustugundan parabolik faktdrler incelenememektedir.
2. Tekrar deneyleri yapilmadigindan hata hesab1 yapilamamaktadir.

3. Deney tasarimina ait sonuglar sadece ikinin katlarindan olugsmaktadir.

Plackett-burman tasarimi

Tam faktoriyel ve fraksiyonel tasarim uygulamalari ¢ok sayida faktdriin etkisini incelemeye
elverigli degildir. Faktorler arasi etkilesimin 6nemli olmadigi yani sadece faktorlerin
birbirinden bagimsiz etkilerinin incelenmesinin yeterli olacagi durumlarda Plackett-Burman
tasarimindan yararlanilabilir. Bu tasarimin kisitlayici yani sadece dogrusal modellere olanak
saglayabilmesidir. Yani ikili faktor etkilesimleri i¢in ¢ikarim yapilamaz. Bu tasarimda,
faktor sayisinin bir fazlasi kadar deney tasarlanmaktadir. Tasarimda gecerli olan deney

sayis1, faktor sayis1 ve iiretici Cizelge 2.4’te yer almaktadir.

Cizelge 2.4. Plackett-Burman tasarimi i¢in tireticiler

Deney Sayist Faktorler Uretici
8 7 +++—+——
12 11 -+ttt ———+—
16 15 e+ttt ——+———
20 19 -+ttt ————++—
24 23 e+ttt ——t——+—F————

11 faktor ve 12 deney i¢in Plackett-Burman tasarimi Cizelge 2.5’te yer almaktadir.

Cizelge 2.5. 11 Faktor icin Plackett-Burman tasarimi

FAKTORLER

1 (2|3 (4|56 /|7|8]9 10|11

1 | -1 -1 -1 -1 -1T-71T-71T-7T-71T-7-

2 AN+ - - - + |+ |+ | - +
3NN+ - - -[+]+]+]-

04 4 SSNEFNEFRCNF | - - -+ ]+
W5 [+ Naot o s [ - - -1+ T+
Sl6 |+ |+ TRErE R K| - -+
Z 7 |+ |+ ]+ - N - - -
(m) 8 - + + + - IO \\\d-\ - -
9 | - |+ [+ ]+ ]+ ] - D= N | -

10 | - - - + | + | + - -
ml+-1-1-1+1+]+7]- =

12 - + - - - + + + - + +
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Plackett-Burman tasariminin 6zellikleri su sekildedir;

e Birinci satir esit diizeydedir. (-1 veya +1).

e ikinci satirda iiretici kistm bulunmaktadir. Cizelge 2.4’te yer alan iireticilerden bir tanesi
kullanilir. Faktor sayisi tek sayidir ve deney sayisindan bir eksiktir.

e ikinci satirin bir siitiin kaydirilmas: ile iigiincii satir elde edilir. (Cizelge 2.5)

e Her faktor icin yiiksek ve diisiik seviye sayisi esittir, bu da kolonlarin birbirinden

bagimsiz oldugunu gosterir.

Plackett-Burman tasariminda, deney sayisi faktor sayisindan bir fazladir; 6rnegin, 11 faktor
i¢in 12 deney belirlenir. Ancak, gercekte 10 faktor oldugunda, 11. faktér sonucu etkilemeyen
rastgele bir faktor olarak secilir ve dummy faktor olarak adlandirilir. Tasarim tablosuna
kesim noktas1 (bo) eklenerek kare matris elde edilir. Bu durumda, b katsayilar1 asagidaki gibi

hesaplanabilir.

b=Dly

2.1.4. Optimizasyon tasarimlari

Tarama tasarimlari, her faktoriin etkilerini genel olarak inceleyen, 2 seviyeli bir yontemdir.
Tekrarlanan deney sayisini ve parabolik etkiler dikkate alinmamaktadir. Faktorler arasindaki
etkilesimleri incelemenin miimkiin olmadig1 durumlar olabilir. Bu nedenle, bu tasarimlarla
onemli faktorler belirlendikten sonra optimizasyon yapilir. Optimizasyona olan ihtiyag, iki
nedenden kaynaklanir. Ilki, deneysel sonucu etkileyen faktérlerin optimum degerlerinin
bulunmasidir. Ornegin, kromatografik analizlerde ayirma giiciinii etkileyen faktdrlerden
sicaklik parametresi i¢in optimizasyonu gibi. Ikincisi, her faktdriin sonuca olan etkisini
gosteren matematiksel bir model olusturulmasidir. Optimizasyon tasarimlarinda, tarama
tasarimu ile tespit edilen etkili faktorlerin sonuca olan etkisi incelenmektedir. Bu sebeple de
daha fazla seviye ile ¢alisilir. En sik kullanilan optimizasyon tasarimlari Merkezi Kompozit

Tasarim ve Box-Behnken Tasarimidir [82, 83].

Merkezi kompozit tasarimi

Merkezi kompozit tasarimda, deney sayis1 agsagidaki formiille belirlenir.
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Deney sayis1 =2% + 2k + 1 (k: faktor sayis1)
Formiilde, 2% ifadesi faktoriyel tasarimlarda gerceklestirilen deneylerin sayisini, 2k
star deney sayisini ve 1 rakami merkezi seviyedeki deney sayisini gosterir. 2icin seviyeler

(-1) ve (+1), 2k icin *a, 1 icin ise (0)’dir [84]. Ug faktdr icin Merkezi Kompozit tasarimi
ornegi Cizelge 2.6’da yer almaktadir.

Cizelge 2.6. 3 Faktor i¢in merkezi kompozit tasarimi

Deney Sayisi X, Fa];t(c;rler .
1 0 0 0
2 1 0 0
3 +1 O 0
4 0 1 0
5 0 +1 1
6 0 0 "
! 0 0 05
8 -0,5 -0,5 05
y p +0,5 05
10 0,5 405 05
11 0,5 05 05
12 -0,5 05 05
13 -0,5 105 05
14 0,5 105 05
15 0,5 05 05

Box-behnken tasarimi

Box-Behnken tasarimi en az 3 seviyeye sahiptir ve en az {li¢ faktdre sahip durumlarda
uygulanabilir. Bu tasarim [2k (k-1) + nc] sayida noktadan olusur. Bu formiilde k faktor
sayisini, nc merkezi deneme sayisin1 gostermektedir. Bu tasarimlarda 1. ve 2. dereceden
model katsayilarinin etkili sekilde kestirimi saglanabilir. Fakat bu tasarimin kullanilabilmesi
icin en az li¢ faktoriin nicel olmasi1 gerekmektedir. Ayn1 sayida faktor oldugu durumlarda,
merkezi kompozit tasarimina gore daha az sayida nokta icerdiginden daha pratiktir. Box—
Behnken tasarimi, optimum degerin faktor araligi ortasinda oldugu bilinen, ikiden daha fazla
faktoriin bulundugu sistemlerde 6nerilir [85]. 3 faktor igin Box—Behnken tasarimi ornegi

Cizelge 2.7°de yer almaktadir.
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Cizelge 2.7. 3 Faktor i¢in Box-Behnken tasarimi

Deney Sayist A Fa1|<3t0r1er .
1 1 1 5
2 +1 _1 0
3 1 +1 0
4 +1 +1 0
5 1 0 1
6 +1 0 1
7 1 0 a1
8 +1 0 1
9 0 1 1
10 0 +1 1
11 0 1 a1
12 0 +1 a1
13 0 0 0
14 0 0 0
15 0 0 0

Doehlert tasarimi

Merkezi kompozit ve Box-Behnken tasarimlari gibi dondiiriilebilir degildir. Farkli faktorler
icin farkli tahmin nitelikleri tanimlanabilir. Cok kullanigh oldugundan farkli faktorler igin
farkli seviye rakamlar1 vardir. Doehlert tasarimi faktor boslugunu miimkiin mertebe diizgiin

doldurmaya ¢alisir. Doehlert tasarimi k?+k-+nc noktadan olusur. 3 faktér Doehlert tasarimi

ornegi Cizelge 2.8’de yer almaktadir.

Cizelge 2.8. 3 Faktor i¢in Doehlert tasarimi

Deney Sayisi A Fal;torler .
1 0 0 5
2 1 0 0
3 05 0,866 0
4 05 0,289 0,817
5 1 0 0
6 05 10,866 0
! 05 -0,289 0,817
8 05 0,866 0
9 05 0,289 0,817
10 0,5 0,866 0
1 0 0,577 0,817
12 0,5 0,289 0,817
13 0 0,577 0,817




15

D-Optimal tasarim

Coziicii bilesimi ve ¢oziinen derisim kombinasyonlarmin uygun olmadig: gibi faktor alani
diizgiin sekilde elde edilemedigi durumlarda tercih edilir. Diger avantaji1 ise deney sayisinin
belirlenebilir olmasidir. Modeldeki etkilerin katsayilarini hesaplamak igin bu say1 minimum
olmalidir. D-Optimal ¢6zlim, belirli bir sayida tasarim noktasini secerek, bu noktalarin
optimal bir sekilde dagilimi saglayarak "noktalarin optimal dagilimi nedir?" sorusunu
yanitlar. Minimum bir tasarim incelendiginde, sistem hakkindaki bilgiyi belirginlestirmek

icin daha fazla nokta eklemek ayni prensibe dayanir.

Karisim tasarimlari

Karigim tasarimlari, optimizasyonun yapildigi deneydeki sonuglari etkileyen ana faktorlerin
toplam belirli bir sabit say1 ile siirlandirildiginda kullanilir. Ornegin, kromatografik bir
yontemde, mobil faz bilesenlerinin toplami %100 olmalidir. Mobil fazin asetonitril, metanol
ve su olmak tizere ii¢ bilesenden olustugu durumda, mobil fazin bilesenlerindeki ¢oziiciilerin
agirlik veya hacim oranlarinin toplami 100'e esit olmalidir. Bu tiir ¢alismalarda, karisim

tasarimlari kullanilabilir. Bu tasarimlarda, bir bilesen sabit tutulurken diger ikisi secilir.

2.1.5. Varyans analizi

Varyans analizi, birden fazla grup ortalamasi arasindaki farklarin istatistiksel olarak 6nemli
olup olmadigini test eden ve varsa bu farkliliklarin hangi gruplar arasinda oldugunu
belirleyen bir istatistiksel yontemdir. Islem ANOVA testi olarak bilinir. Deneysel tasarim

yontemlerinde ANOV A’nin avantajlarindan faydalanilmaktadir.

ANOVA testi ve deneysel tasarim iligkisi su sekildedir;

Tarama tasarimlari ile saptanan deneye etki eden faktorlerin anlamli olup olmadigt ANOVA

testi ile belirlenir. ANOVA testi ile yapilan analiler i¢in iki hipotez olusturulur.

Ho: Faktor etkisi deney dizayninda anlamlidir.

Hi: Faktor etkisi deney dizayninda anlamli degildir.
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Bu hipotezlerin dogruluguna yapilan analiz sonucuna goére karar verilir. Analiz
sonuglarindan HO hipotezinin dogrulugu kanitlanirsa, faktorlerin etkilerinin deney iizerinde
anlamli oldugu ve faktorlerin deney sonucuna etki ettigini kanitlanir. Optimizasyonda ise
ANOVA ile, modelleme sonucu elde edilen teorik sonuglarla, deneysel sonuglar arasinda
anlaml bir fark olup olmadig1 degerlendirilir. Bu degerlendirme ile olusturulan modelin

giivenilirligi test edilmektedir.

2.1.6. Deneysel tasarimin analitik kimyada uygulamalari

Analitik kimyada, deneysel tasarim yaklagimlar1 kimyasal veya enstriimantal faktorleri
optimize etmek i¢in uygulanmistir. Analitlerin miktarlar1 genellikle eser seviyelerde
oldugundan veya analitlerin dogrudan analizi i¢in her zaman bazi girigsimler oldugundan, bir
analitik kimya teknigi genellikle ekstraksiyon, par¢alanma, ayirma, saflastirma vb. dahil
olmak iizere bir numune hazirlama teknigi igerir. Bu teknikler deneysel tasarim yaklagimlari
kullanilarak optimize edilebilmektedir. Numune hazirligindan sonra, analitlerin analizleri
esas olarak kromatografi, elektroforez ve elektroanalitik ve spektroskopik tekniklerle
gerceklestirilir [86]. Cizelge 2.9°da literatiirde kayitli bazi deneysel tasarim yontemleri
verilmistir. Sonug olarak deneysel tasarim, yiiksek verimlilige sahip iistiin bir stratejidir ve

analitik kimyanin tiim dallarinda genis uygulama alani1 kazanmistir [87].

Cizelge 2.9. Literatiirde kayith baz1 deneysel tasarim uygulamali ¢alismalar

Ornek Analit Analiz Yontemi Deneysel Tasarim Kaynak

Hava PAH GCxGC-MS Merkezi kompozit [22]
Su Pestisit GC-MS SPME Fraksiyonel faktoriyel [23]
Su Bakim iiriinleri GC-MS SPME Merkezi kompozit [24]
Toz Paraben GC-MS Merkezi kompozit [25]

Biyojenik amin ve . . .

Fare ys i fsizliklart HPLC-Amperometri  Fraksiyonel faktoriyel [26]
flag Sulindak HPLC-DAD Tam faktoriyel [27]
Bitki Tersiyer alkaloit HPLC-UV Tam faktoriyel [28]

12 iyonik per ve . .
Hava poliflorin alkil bilesikleri LC-MS/MS Merkezi kompozit [29]
Ilag Protein LC-MS/MS Merkezi kompozit [30]
Bal SPE flavonoidler = ©"OKIOMA00MAN oy fokariyel [31]
- Dogal organik maddeler LC Tam faktoriyel [32]
- Asetil kolinesteraz UHPLC Merkezi kompozit [33]

Gida Benzen GC-IDMS Fraksiyonel faktdriyel [34]
: Kompleks organik  y ekiiler eleme-LC  Merkezi kompozit  [35]

karigimlar

: Non steroid .

llag antiflamatuvarlar GC-MS, SPME D-optimal [36]
- Tyonik bilesikler HPLC-UV D ve G-optimal [37]
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Cizelge 2.9 (devam). Literatiirde kayitlt baz1 deneysel tasarim uygulamali ¢aligmalar

Ornek Analit Analiz Yo6ntemi Deneysel Tasarim Kaynak
) Salisilik asit, asetil Molekiiler eleme
Ilag salisilik a;;& askorbik LC-DAD Box-Behnken [38]
Karaciger Protein LC-MS/MS Ortagonal dizilig [39]
Sentetik antikor Protein A kKanslk mod. Box-Behnken [40]
romatografisi
su cr, Cu, Ni, Zn ICP-OES Fraksiyonel faktbriyel =)
Merkezi kompozit
) Plackett-Burman
Plastik Pt AAS Merkezi kompozit [42]
Yiizey ve deniz v
suyu, Mn (11) FAAS Tam Faktoriyel [43]
. A Doehlert
biyolojik 6rnek
Su rnekleri Hg CVAAS Plackett-Burman [44]
. s Tam Faktoriyel
Biyolojik drnekler Zn (1) FAAS Doehlert [45]
Su drnekleri Fe (111) GF-AAS Doehlert [46]
. Cu (1), Fe (11 Plackett-Burman
Idrar Mn (I1), Ni (1) FAAS Merkezi kompozit [47]
Cesitli su drnekleri Al (1) GF-AAS Doehlert [48]
Enarjtlyomerllk. RS86017 Elektroforez Merkezi kompozit [49]
safliginin tayini
- [-agonistlerin ayrilmasi, Elektroforez Tam faktoriyel [50]
Balik Klorlanmig bilesikler Elektroforez ANN [51]
Idrar Antihistaminik Elektroforez Merkezi kompozit [52]
Bugday Gluten Elektroforez Faktoriyel [53]
Nutrasotik B2 vitamini, C vitamini Elektroforez D-optimum [54]
Sizma zeytinyagi 13 fenolik bilesik Elektroforez Merkezi kompozit [55]
Naproksen Ila¢c maddeleri Spektroflorimetri Merkezi kompozit [56]
Biyolojik sivi Protein Floresans Plackett-Burman [57]
Ilag Loksifoksifen uv - [58]
Biyolojik sivi Anti-epilektik ilaglar DAD Fraksiyonel faktoriyel [59]

2.2. Validasyon

2.2.1. Validasyon ve onemi

Validasyon, iirlin kalitesine etki edebilecek tiim malzeme ve siireclerin 6nceden belirlenmis
kosullarda uygunabilirliginin spesifikasyonlar1 saglayacak sekilde islendigini garanti altina
almak amaciyla yiiriitiilen ¢aligmalardir. Her zaman ayni kalitede ve ayni sartlarda iiretim
yaparak, tiim {retilen iiriinlerin kalitesinin ayn1 olmasini saglamaktir. Validasyon, iirlin
kalitesine etki edebilecek tiim malzeme ve slireglerin 6nceden belirlenmis spesifikasyonlari
saglayacak sekilde yiiriitiileceginin ispatlanmasi amaciyla gergeklestirilen caligmalardir.
Valide edilen siireg bir iiretim prosesi, analitik analiz yontemi veya cihaz performansinin her

zaman ayni kalitede ve ayni sartlarda calisildiginda, tiim siirecin kalitesinin ayni olmasini
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saglamaktir. Validasyon calismalarinin tiirleri ve kapsamlar1 geregi gesitleri ve seviyeleri

bulunmaktadir.

Validasyonun farkli endiistrilerdeki kullanim alanlar1 da g6z oniine alindiginda, gerekliligi
acikca anlagilir. Validasyon, iiriinlerin ve siireclerin giivenilirligini, uyumlulugunu ve
kalitesini saglama konusunda temel bir rol oynar. Validasyon, isletmelerin Yyasal
diizenlemelere uyum saglamasi ve miisterinin sisteme giiven duymasi konularinda yardime1
olur. Validasyon birgok endiistri i¢in lirlinlerin ve siire¢lerin dogrulugunu, giivenilirligini ve

uyumlulugunun belgelendirildigi vazgegilmez bir gerekliliktir.

Validasyonun GMP kurallari i¢in de yapilmasi gerekir. Validasyon isleminin ilag¢ sektoriintin
tlim siire¢lerinde genis bir uygulama alani vardir. Her uygulama alan1 validasyon yapilabilir
ve bu siirecin uygun olabilmesi i¢in, metodun belirli performans 6zelliklerini karsilamasi
gerekir. Dikkate alinmasi1 gereken performans 6zellikleri ilgilenilen konuya ve validasyonun

kapsamina gore belirlenmektedir.

2.2.2. Validasyon tiirleri ve seviyeleri

Endiistride yapilan validasyonlar 4 temel baslikta toplanir.

Temizlik validasyonu iiretim alaninda bulunan tiim ilgili ekipmanlarin temizlenmesi amaci
ile yapilan ¢aligmalarin biitiiniidiir. Uretim alaminin temizliginden sayisal veriler ile emin
olunmasi adina son yapilan ¢alismadan bir sonraki ¢alismaya olabilecek bulag riskinin
degerlendirilebilmesi ve belirlenen limitler altinda oldugunun kanitlanmasi amaciyla

gergeklestirilir [88].

Analitik yontem validasyonu analitik yontem validasyonu, analitik prosediiriin kalitatif ve
kantitatif olarak dogru sonuglar verdigini belirleyen ¢aligmalardir. Validasyon, analitik bir
yontemin amaglanan amaca uygunlugunu gostermek i¢in kullanilan bir siiregtir. Validasyon
prosediirleri, kalite kontrol ve mevzuata uygunluk amaciyla gesitli endiistriyel komiteler,

diizenleyici kurumlar ve standart kuruluslari tarafindan gelistirilmistir.

Ekipman validasyonu, bir ekipmanin kullanici ihtiyaglarinin yani sira gesitli mevzuat ve
giivenlik gereksinimlerini karsiladigindan emin olmak i¢in gereksinimlerini, 6zelliklerini ve

kullanimlarin1 dogrulama siirecidir. Ekipman dogrulama siireci genellikle ISO 13485 ve ISO
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9001 gibi kalite yonetimi standartlarini karsilamak i¢in yapilir. Ekipman dogrulamasi,
Mevcut Iyi Uretim Uygulamalar1 (CGMP) Diizenlemeleri de dahil olmak iizere iyi
uygulamalarin (GxP) temel bir bilesenidir ve yiiksek riskli endiistrilerin giivenilir {iriin

kalitesini saglamalarinin ideal yoludur [89].

Validasyon ekipmanin siirekli olarak ayni kalite sartlarinda performans gdstereceginin

belgelenmesi ve kullaniciya durumun garanti edilmesi igin 6nemlidir.
Ekipman validasyonlar1 iki asamada gergeklestirilir:

e Operasyonel Yeterlilik (OQ)
e Performans Yeterlilik (PQ).

Operasyonel yeterlilikte amag¢ eckipmanin gereken ozelliklere tabi calistiginin
belgelenmesidir. Performans yeterliliginde ise ekipmanin kalifikasyonunun son adimidir. Bu

asamada, kullanic1 gereksinimlerinin karsilandig1 dogrulanir ve belgelendirilir.

Proses validasyonu, prosesin belirlenen standartta iriinleri gilivenilir bir sekilde
iiretebildigini dogrulamak amaciyla bir {Uriinlin tasarimi ve iiretimi boyunca toplanan
verilerin analizidir. Spesifik bir iiriiniin ilk basamaktan son basamaga kadar gegen siirede
yer alan tiim prosediiriin belgelendirilebilmesi igin yapilmaktadir. EMA ve FDA gibi
diizenleyici otoritelerin slire¢ dogrulamayla ilgili yaymlanmis kilavuzlar1 vardir. Proses
validasyonunun amaci, ¢esitli girdilerin tutarli ve yiiksek kaliteli ¢iktilara yol agmasini
saglamaktir. Uretim siireclerinin ugtan uca dogrulanmast, iiriin kalitesinin belirlenmesinde
esastir ¢linkii kalite her zaman bitmis iirlin denetimiyle belirlenemez. Kalite igin tiim siirecin

standardize edilir [90].
2.2.3. Analitik yontem validasyonu

Analitik Yontem Validasyonu ICH Q2 Rl1'e gore, "Belirli bir siirecin énceden belirlenmis
spesifikasyonlarda ve kalite 6zelliklerinde tutarl bir sekilde istenen sonucu iiretecegine dair
yiiksek derecede giivence saglayan belgelenmis bir kanitin olusturulmasi” olarak tanimlanur.
Gelistirilen analitik yontemin kabul edilebilirligini kanitlamak ve analitik metodun kantitatif

ve kalitatif olarak dogru sonuglar verdigini ispatlama amaciyla yapilir.


https://www.fda.gov/drugs/pharmaceutical-quality-resources/facts-about-current-good-manufacturing-practices-cgmps
https://www.fda.gov/drugs/pharmaceutical-quality-resources/facts-about-current-good-manufacturing-practices-cgmps
https://toolbox.eupati.eu/resources/good-practice-gxp/
https://toolbox.eupati.eu/resources/good-practice-gxp/
https://en.wikipedia.org/wiki/European_Medicines_Agency
https://en.wikipedia.org/wiki/FDA
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Analitik yontem validasyonu yeni bir yontem gelistirildiginde veya var olan yontem

ozelliklerinde siireci etkileyecek degisiklikler yapildiginda gereklidir [91].

Analitik yontem validasyonu su durumlarda yapilir;

e Standart bir yon bir laboratuvarda ilk defa uygulanacagi zaman,

e Analiz i¢in yeni yontem gelistirildiginde,

e Gegerliligi belirlenmis bir yontem bagka bir laboratuvarda veya kisi tarafindan farkli bir
cihazla kullanilacaginda yapilir.

Ayrica su durumlarda yeniden validasyon gerekli olabilir;

[la¢ maddesinin sentezindeki degisiklikler,

Bitmis {iriinlin bilesimindeki degisiklikler,

Kullanimda olan yontemde degisiklik yapildiginda,

Metodun performansinda zamanla degisim meydana geldigi anlasildiginda yapilir.

Amag

Analitik yontem validasyonu, bir analitik prosediiriin hem nicel hem de nitel olarak giivenilir

sonuglar iirettigini dogrulamak ve bu yontemin uygunlugunu onaylamak amaciyla yapilir.

Analitik yontem validasyon parametreleri

Analitik yontem validasyonunda kullanilmak tizere istatistiki verilerden yararlanilarak
yontemin glivenilirlik ve gecerlilik derecesinin saptanmasinda kullanilan parametrelerdir.
Analitik yontem validasyon parametreleri uluslararasi otoriteler tarafindan belirlenmistir.
USP, EP, ICH, FDA vb. [91-93] gibi ¢esitli resmi klavuzlarin farklilistig1 noktalar olmakla

beraber temelde gerekli goriilen validasyon parametreleri su sekildedir:

Secicilik — Spesifiklik
Sistem Uygunluk
Dogrusallik

A wnp e

Gozlenebilme ve Tayin Sinir1

e  Gozlenebilme Sinir1 (LOD)
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Tayin Sinir1 (LOQ)
Raporlama Seviyesi
Calisma Aralig

Dogruluk (Geri Kazanim)
Kesinlik

© N o O

e Sistem Kesinligi

e Yontem Kesinligi (Tekrarlanabilirlik)

e AraKesinlik I (Laboratuvar I¢i Kesinlik)

e AraKesinlik 2 (Laboratuvar Arast Kesinlik
9. Saglamlik

10. Stabilitesi

11. Stres Testi

Segicilik — Spesifiklik

Spesifiklik terimi, yontemin tek bir analite yanit verme yetenegini ifade ederken, segicilik
terimi, yontemin numunedeki birden fazla analite yanit verebildigi anlamina gelir. ICH
seciciligi, safsizlik, bozunma bilesikleri ve matriks bilesenleri gibi bilesenlerin varliginda
analitin agik bir sekilde degerlendirilme kabiliyeti olarak tanimlar. Safsizlik, ¢6zlinme hiz1
ve miktar tayini testlerinin validasyonu sirasinda segiciliginin arastirilmas: ile ilgili
calismalar yapilmalidir. Ozellikle bozunma iceren testlerde metodun segiciligi
gosterilmelidir. Bu amacla solvent, hareketli faz, plasebo, safsizlik ve degredasyon

iriinlerine ait ¢ozeltiler hazirlanip analiz edilir.

Sistem uygunluk

Kullanilacak analitik ekipmanin analiz sartlarinin uygunlugunun sistem uygunluk test
parametreleri ile belirlenmesi gerekir. Sistem uygunluk testi, analiz yapildig1 zaman sistemin
bu analize uygunlugundan emin olunmasi demektir. Her analitik yontem uygun sistem

uygunluk kriterleri igermelidir.

Tim kromatografik analitik yontemler, sistem uygunluk testleri ve bunun kabul kriterlerini

icermelidir. Sistem uygunluk testleri sadece kromatografik yontemler i¢in degil her analitik
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yontem i¢in sistemin ¢evre sartlarindan bagimsiz ve diizgiin ¢alistiginin kanitlanmasi amact

ile uygulanmalidir.

Dogrusallik

Analitik prosediiriin dogrusalligi, numune igerisinde analitin derigimi ile direkt olarak
orantili test sonuglar1 alma kabiliyetidir (verilen aralik icerisinde). Dogrusal iligki, analitik
prosediiriin araligma kars1 degerlendirilmelidir. Onerilen prosediirii uygulayarak ilag

bilesenlerinin standart stok ¢ozeltilerinin seyreltilmesi ile direkt olarak gosterilir.

Dogrusallik ICH kilavuzuna goére minimum 5 derisim kullanilarak calisilir. Bu ¢ozeltiler
etkin maddeden (standart stok ¢ozeltisini seyrelterek) ve/veya bitmis iiriin bilesenlerinin ayr1
ayr1 tartilmasiyla hazirlanabilir. Analiz edilen ¢ozeltilerden alinan pik alanlari/absorbanslari

ile teorik derisimler arasinda regresyon analizi yapilir.

En diisiik derisim seviyesinden ve en yiiksek derisim seviyesinden yontemde belirtilen
standart enjeksiyon sayisi kadar (sinirlari i¢in), diger derisim seviyelerinden 2’ser ve pik
alani cevaplar1 kaydedilir. Derisimle cihaz cevabi arasinda grafik ¢izilir ve regresyon analizi
yapilir. Elde edilen grafik ve denklemde yer alan korelasyon katsayis1 degerinden
dogrusallik hakkinda bilgi elde edilir. Bu deger analiz tiiriine ve ihtiyaca gore degisebilse de

genellikle 0,997°den biiylik veya esit olmasi beklenir.

Gozlenebilme ve tayin siniri

Gozlenebilme sinirt

Bir analitik yontemin gozlenebilme siniri; 6rnekteki bilesenin teshis edilebilen en diisiik
derisimidir. Bu miktarin gercek deger olarak belirlenmesi gerekmez. ilgili maddeler ve/veya

bozunma tirlinlerinin yontem validasyonlarinda uygulanir.

Tayin siniri

Bir analitik yontemin tayin siniri, Ornekteki bilesenlerin kabul edilebilir dogruluk ve
kesinlikle tayin edilebilen en kiigiik miktaridir. Safsizlik ve/veya bozunma iiriinleri yontem

validasyonlarinda uygulanir.
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Sekil 2.1. Gozlenebilme sinir1 (LOD), tayin smir1 (LOQ) ve dogrusallik limiti (LOL)
gosteren kalibrasyon egrisi grafigi

Raporlama seviyesi

Raporlama seviyesi, bir kimyasalin laboratuvar tarafindan raporlanabilecek en kiigiik
derisimi olarak tanimlanir. Bir laboratuvarin bir numunede bir kimyasali tespit edememesi,
kimyasalin numunede tamamen bulunmadigi anlamina gelmez. Numunedeki kimyasal
derisimi test cihazinin hassasiyetinin altinda oldugu durumlar olabilir. Raporlama limitinin
altindaki derisimler, analiz sonucunda tespit edilemeyen veya raporlama limitinden "daha
az" olarak raporlanir. Raporlama limiti degeri tiim ¢alisma kosullarindan etkilendiginden
genellikler her laboratuvar i¢in ayr1 hesaplanmalidir. Raporlama seviyesi her laboratuvar igin
ayrt ayr1 tanimlanir, bu nedenle ayni bilesigi test ederken farkli raporlama seviyeleri ile

karsilagmak alisilmadik bir durum degildir.

[lag preparatlarinda iiriiniin giinliik alim dozu bilgisine gére ICH Q2A(R1) klavuzuna gére
safsizlik yapilari i¢in raporlama limitleri hesaplanmaktadir. Raporlama limitinin {istiinde

kalan safsizlik yapilar1 analiz sonucunda rapor edilir ve prosediirlerde tanimlanirlar.
Calisma aralig

(Caligma aralig1 analitik metodun, ¢alisilacak numune igerisindeki komponenti kesin, lineer
ve dogru tespit edebildigi derisimin olusturdugu alt ve iist sinirlarin arasinda bulundugu
bolge olarak tanmimlanmaktadir. ICH Q2(R1) Analitik Prosediirlerin Validasyonu
dokiimaninda [91] yer alan dogrusallik ve ¢alisma araligina iliskin degerler sunulmustur.
Analiz tiirtine gore belirlenmis calisma aralifinin kapsamasi gereken degerler Cizelge

2.10°da yer almaktadir.
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Cizelge 2.10. Analiz tiiriine gore ¢alisma limitleri

Analiz Yo6ntemi Alt Limit (%) Ust Limit (%)
Miktar Tayini 80 120

Icerik Tekdiizeligi 70 130
Coziinme Hizt Limit Degerin -20 Limit Degerin +20
Safsizlik Raporlama Seviyesi 120

Bir analitik yontemin ¢aligma araligit minimum tayin limiti ve maksimum dogrusallik limiti
arasinda kalacak sekilde belirlenebilmektedir. Bu aralik c¢alisilacak olan analitin

gereksinimine gore daha dar alanda belirlenmektedir [94].

Dogruluk (Geri kazanim)

Bir analitik metodun dogrulugu, elde edilen test sonuglarinin ger¢ek degere olan yakinligidir.
Geri kazanim ise analiz ortamindaki teorik miktarin ylizdesi olup analizi yapilan ilgili

bilesigin bulunan gercek miktari olarak ifade edilmektedir.

ICH kilavuzu, belirlenen aralig1 kapsayacak sekilde minimum 3 derigim Seviyesini minimum
9 analizini 6nermektedir. Etkin madde i¢in yontemde aksi belirtilmedikce her birinden 3’er
numune olacak sekilde %80, %100, %120 olarak 3 derisimde numune hazirlanir. Calismaya
bagli olarak derigsim seviyeleri degisebilir. Numuneler ayni anda hazirlanan standarda kars1
miktar tayinine alinir ve miktarlar1 belirlenir. % Geri kazanim, teorik miktar (ilave edilen)

ve pratikte bulunan miktar yardimiyla asagidaki esitlikten hesaplanir.

Deneysel (tespit edilen) miktar
% Geri Kazanim = _ i i x 100
Teorik (ilave edilen) miktar

Dogruluga ait 3 paralel enjeksiyonun bagil standart sapmasi %?2’den kiiciik veya esit

olmalidir. Geri kazanimlar1 ise %95 - %105 kriterini saglamalidir.

Bitmis {irtinde %100 derisimde plasebo karisimina etkin maddenin %80, %100, %120
seviyelerinde ilavesiyle 3 derisimde ve her birinden 3’er numune hazirlanir. Calismaya bagh
olarak derisim seviyeleri degisebilir. Analiz siireci ve hesaplama basamagi etkin madde ile

benzer ylriitiiliir.
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Kesinlik

Homojen bir 6rnekten alinmig ¢ok sayidaki numunenin tek tek elde edilmis sonuglarinin
birbiriyle olan uygunluk derecesidir. Seri 6l¢limlerin, korelasyon katsayisi, bagil standart

sapma veya giiven aralig1 ile ifade edilir.

Sistem kesinligi

Kisa zaman araliklar1 ile yapilan 6l¢iimler arasindaki kesinligi tanimlar. Dogrudan analiz
metodunda kaynaklanan tekrarlanabilirlik ve varsa analiz sirasinda kullanilan cihaza ait

tekrarlanabilirlik ayr1 ayr1 degerlendirilmelidir.

Analiz yonteminde tarif edildigi sekilde standart ¢ozeltisi hazirlanir ve yontemde belirtildigi
kadar ol¢iim yapilir. Sonuglarin ortalamasi, standart sapmasi ve bagil standart sapmasi

hesaplanir. RSD degeri yontemde belirtilen limite uygun olmalidir.

Yontem kesinligi (Tekrarlanabilirlik)

Metodun, ayn1 laboratuvar, ayni analist ve cihaz ile ayni seriden arka arkaya alt1 farkli
numunenin (%100 derisimde) metoda gore c¢alisilmasi ile alinan sonuglarin birbirlerine
yakinlik derecesinin Ol¢lilmesi prensibine dayanir. Analiz i¢in 6 ayri numune hazirlanir. Her
numunenin analizi aynt anda hazirlanmis standarda kars1 yapilir ve her numunedeki etkin
madde % miktar1 belirlenir. Analiz sonuglarinin ortalamasi, standart sapmasi ve bagil
standart sapmas1 hesaplanir. Bagil standart sapma degeri etkin madde i¢in %0,85 ve bitmis

iirlin i¢in %2’den kiigiik veya esit olmalidir.

Ara kesinlik 1 (Laboratuvar ici kesinlik)

Farkli giinlerde, farkli analistler tarafindan, miimkiinse farkli cihazlar kullanilarak sistem
kesinliginin tekrar edilmesi ile ornekler arasindaki yakinligi ifade eder. Calismalar ayni
laboratuvarda olabilecek varyasyonlari kapsayacak sekilde, giin, analist, ekipman vb.
degisiklikleri icerir. Farkli bir analist tarafindan 6 numune ¢dzeltisi hazirlanarak yapilir. Elde
edilen sonuglar tekrarlanabilirlik numune sonuglart ile karsilastirilir. Miktar tayini
yonteminde tekrarlanabilirlik ve ara kesinlik sonuglarina ait toplam 12 numune sonucunun

bagil standart sapma degeri %?2’den kii¢lik veya esit olmalidir.
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Ara kesinlik 2 (Laboratuvar arasi kesinlik)

Bu ¢alisma eger laboratuvar degisikligi veya analitik yontem transferi sz konusu ise yapilir.
Baslangicta yapilan validasyon igin diisiiniilmez. Aym seri etkin madde veya bitmis iirlin

hem baslangi¢ laboratuvarinda hem de transferin yapilacag: laboratuvarda analize alinir.

Saglamlik (Giivenilirlik)

Bir analitik yontemin dayaniklilig1, yontemin parametrelerinin kasith olarak gerceklestirilen
kiiciik degisimlerden etkilenmeden kaldiginin 6l¢iisiidiir ve yontemin normal kullanildig
stirece giivenirliginin gostergesidir. Her analiz yontemi veya kullanilan ekipman igin
saglamlik degiskenleri farklilik gosterir. Gergeklestirdigimiz calisma kapsaminda sivi
kromatografisi sistemlerinde akis hizi, dedektor dalga boyu, hareketli fazin bilesimindeki
degisimler, sabit fazin sicakliginda meydana gelecek degisimlerden gergek degerin

toleranslar 6l¢iisiinde sapiyor olmasi saglamlik gostergesi olarak kullanilabilmektedir.

Cozelti stabilitesi

Validasyon calismalarinda kullanilan ¢ozeltiler tipik olarak oda sicakliginda ve/veya
buzdolabi sartlarinda bekletilir. Sonuglar taze hazirlanmis numune sonuglariyla karsilasilir.

Etkin madde bozulana kadar veya eger stabilse minimum 24 saat stabilitesi izlenir.

Numune ve standart ¢ozeltileri baslangigta verilen standart ¢ozeltilerine karsi, sistem
bozulmus ise taze hazirlanmig standarda karsi belirli periyotlarla tekrar analize alinir.
Standart i¢in baslangi¢ degeri %100 kabul edilir ve diger periyotlardaki standart % degeri
hesaplanir. Numune i¢in de sonuglar % olarak hesaplanir ve % degisimler hesaplanir.

Degisim miktar1 %2’den biiyiik olmamalidir.
Stres testi

Stabilite belirleyici yontem, zaman iginde ilag etkini ya da ilag iiriiniinde gergeklesebilecek
degisiklikleri kantitatif olarak tespit edebilme yetenegine sahip valide edilmis analitik
yontemlerdir. Bu tip yontemler, etkin madde bozunma {irlinleri, proses safsizliklari, matris
bilesenleri veya diger potansiyel safsizliklarin varlifindan etkilenmeden dogru sekilde

belirleyebilme 6zelligine sahiptir. Uriinlerin serbest birakma asamalarinda yapilan testler
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stabilite belirleyici nitelikte degiller ise kalitatif ve kantitatif olarak safsizlik ve bozunma
tirtinlerini belirleyebilecek analitik yontemler ile desteklenmelidir. Stabilite ¢aligmalari igin
kullanilan analitik yontemlerin stabilite belirleyecilik 6zellikleri olmalidir. Stabilite

belirleyici olma kosulu yapilirken asagidaki ¢caligmalar goz dniinde bulundurulmalidir [95].

Burada amaglanan ¢ozeltide %10 ile %20 arasinda bir bozunma yaratabilmektedir. Hazirlanan
bu cozeltiler ilgili analitik metoda uygun sekilde calisilarak bozunma f{irlinlerinin tespit
edilebilirligi kontrol edilir. Ornegin; 1 saat 0,5 M HCl veya 0,1 M HCI), baz hidroliz (6rnegin;
1 saat 0,5 M NaOH veya 0,1 M NaOH), oksidasyon (6rnegin; 1 saat %3 ile %30 arast H202)
sicaklik (6rnegin 1 hafta 50°C — 60°C), 151k etkisi (6rnegin 1 hafta UV/VIS 1s1k ya da giin 15181)

ve nem (6rnegin 1 hafta %70 ile %80) gibi zorlanmis kosullara maruz birakilmalidir.

e (oziicii plasebo ve bos kapsiil ¢ozeltilerine ait kromatogramda etkin madde alikonma
zamaninda gelen herhangi bir pik gézlenmemeli

e Safsizlik pikleri etkin maddeden ayrilmis olmali

e Analit piki saf olmali

o Spektrofotometrik yontemlerde lasebo absorbanst numune c¢o6zeltisi absorbansinin

%?3’linden fazla olmamalidir gibi kabul kriterlerinin de karsilanmasi1 gerekmektedir.

2.2.4. Validasyon ile ilgili baz1 6rnekler

Yapilan arastirmalarda cesitli endiistrilerde uygulanan ¢ok sayida validasyon ¢alismalarina
rastlanmistir. Bu tezin konusu olan ilag etken maddelerinin HPLC ile analizi i¢in yapilmis

validasyon galismalar1 Cizelge 2.11° de verilmistir.

Cizelge 2.11. Literatiirde kayitli baz1 validasyon 6rnekleri

Ornek Etkin Madde  Kolon Hareketli Faz Dedektor Parametreler Kaynak
Hidrokortizon . . -
Tablet  Asetat ve C18 ?gg%g)'saf Su uv IS:QI.CIII.I}? D%gl}llsaulﬂl((’ [8]
Lidokainin . esimliK ve dSaglamlii
MeOH:ACN:Su Segicilik, kesinlik,
Tablet  Levamisol C18  (50:30: 20) uv dogruluk, saglamlik, [60]
(pH 4.6) LOD, LOQ
Secicilik, dogrusallik
Parasetamol, KH2PO4 (pH 3,5), 2 N
Tablet Lornoksikam C18 ACN (55: 45) uv LOP, LOQ, kesinlik, [61]
dogruluk
Amonyum Asetat -
Tablet  Prulifloksokin ~ C18  (pH 5,8): ACN uv Eg%msa“‘k’ LoD, [62]

(12:88)
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Cizelge 2.11. (devam) Literatiirde kayith bazi validasyon 6rnekleri

Ornek Etkin Madde Kolon Hareketli Faz Dedektor Parametreler Kaynak
Segicilik,
- . . . dogrusallik,
Tablet Doksilin hyclat ~ Siyano ACN : Su (40:60) uv dogruluk, Kesinlik, [63]
saglamlik
Secicilik,
apler | Diflunisal o1 2‘2;'228‘&('0” pap  doErusalik LOD, o
Naproksen (’50’_ 50) LOQ, kesinlik,
' stabilite, saglamlik
L Secicilik,
Vitamin C Vlta.mml veB C18 Amonyum fosfat v dogrusallik, LOD, 6
bilesimi vitamin . ta_mponu. U LOQ, dogruluk [65]
kompleksleri trietilamin o ’
saglamlik
. pH 3,0 MeOH :
flag Sparfloksasin, C18  fosfat tamponu DAD LOP , LOQ, [66]
Deksametazon (60: 40) Dogrusallik
A MeOH - Su Sistem uygunluk,
ila fenobarkigl cis (38:62) uv Ic(iis“lrr::g;ihk [67]
¢ Fenition B: ACN: Su =
(25: 75) segicilik, stabilite,
| saglamlik
. Metokarbamol ACN, MeOH, Dogruluk, LOD,
Tlag Aspirin ' C18 %/!’likamonyum UV-DAD LOQ, dogrusallik, [68]
P asetat (pH 7,5) kesinlik
. Pioglitazon ACN : MeOH o Dogrusallik,
llag hidrokloriir C18  (50:20) Silikajel g Cicilik, dogruluk 0%
. . ACN:0.02 M -
Ilag Piglsikam C8 fosfat tamponu DAD Dog.n.ls.alhk’ - [70]
Parasetamol (60: 40) (pH 3,0) Segicilik, dogruluk
Dogrusallik,
flag Rivaroksaban C18  ACN : Su (55: 45) uv dogruluk, kesinlik,  [71]
saglamlik
Segicilik,
. Rupatadin, . . dogrusallik,
llag Montelukast C8  ACN:Su(90:10) UV kesinlik, dogruluk, [72]
saglamlilik
Segicilik,
Olmesartan Orta fosforik asit dogrusallik, LOD,
flag ) C18 (pH?3), uv LOQ, dogruluk, [73]
medoksomil A
trietilamin, ACN kesinlik, segicilik,
saglamlik
insan Segcicilik,
. . ACN, MeOH, Su dogruluk, kesinlik,
gllaizlglasm Zonisamid C18 (20: 10: 70) uv dogrusallik, LOD, [74]
¢ LOQ, saglamlik
Alobarbital, ACN, sodyum Dogrusallik
Supozﬂuar Agjlfenln _ c18 asetat as_etlk asit uvV kesinlik, dogruluk [75]
ilag Hidroclorid Alobarbital ve salamhk
Parasetamol (pH 4,0) (60:40) &
. . . n-hegzan, etanol -
Biyolojik  Celiprolol Ly Dogrusallik, LOD,
sivilarda Enantiyomerleri C18 trietilamin Floresans LOQ [76]

(70:30:0,4)




2.3. Cahsilacak Ila¢ Etkin Madde

Hidrokortizon

2.3.1. Kimyasal yap1 ve ozellikleri

Yapisal formiilii:
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Sekil 2.2. Molekiil modelinin 2D gdsterimi

Kimyasal Adr:
I[UPAC Adr:

Molekiil formiilii:
Goriiniim :
Molekiil agirligi:

Cozilintrligii:

Stabilite:

Depolama Kosulu:

Hidrokortizon
(8S,9S,10R,11S,13S,14S,17R)-11,17-dihidroksi-17-(2-
hidroksiasetil)-10,13-dimetil-2,6,7,8,9,11,12,14,15,16-
dekahidro-1H-siklopenta[a] fenantren -3-on

C21H300s

Beyaz , kristal toz

362,5 g/mol

Sudaki ¢oziiniirliigii yaklasik 320 mg/mL’dir. Benzer
sekilde metanol ve etanolde ¢6ziiniir. Kloroformda az
¢ozunur.

Isik hassasiyeti

Iyi kapatilmis kaplarda kontrollii oda sicakliginda

saklanmalidir

Sekil 2.3. Molekiil modelinin 3D gdsterimi



https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/water
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/methanol
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/ethanol
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/chloroform

30

2.3.2. Farmakolojik ozellikleri

Hidrokortizon, viicutta ¢ift yonlii etki gdsteren bir kortikosteroiddir. Hem glukokortikoid
hem de mineralokortikoid olarak islev goriir. Bu, viicutta bulunan glukokortikoid ve
mineralokortikoid reseptorlerine etki ederek, bu hormonlarin aktivasyonunu artirir. Yani,
hem glukokortikoid hem de mineralokortikoid reseptorlerinin aktivasyonunu saglayarak,
viicuttaki cesitli siireclerde etkili olur. Sentetik kortikosteroidlere kiyasla, hidrokortizonun
etkisi daha hafiftir. Ornegin, antiinflamatuar etkileri bakimindan, prednizolon yaklasik
olarak hidrokortizonun dort kati1 kadar giicliiyken, deksametazon yaklasik kirk kati1 kadar
gliclidiir.

Hidrokortizon, tibbi olarak kullanildiginda kortizol hormonunun sentetik bir formudur.
Kullanim alanlar1 arasinda adrenokortikal yetmezlik, adrenogenital sendrom, yiiksek kan
kalsiyumu, tiroidit, romatoid artrit, dermatit, asttm ve KOAH gibi durumlar bulunur.
Ozellikle adrenokortikal yetmezlik icin tercih edilen bir tedavi yontemidir. Agiz yoluyla
almabilir, cilde uygulanabilir veya enjeksiyon yoluyla verilebilir. Ancak, uzun siireli
kullanim sonrasinda tedavinin durdurulmasi: adim adim yapilmalidir. Yan etkiler arasinda
ruh halindeki degisiklikler, enfeksiyon riskindeki artis ve 6dem (sislik) gibi durumlar yer
alabilir [96]. Hidrokortizonun FDA farmakolojik siniflandirmasi Cizelge 2.12’de yer

almaktadir.

Cizelge 2.12. FDA farmakolojik siniflandirmasi

FDA UNII WI4X0X7BPJ
Aktif Kisim HIDROKORTIZON
Farmakolojik Siniflar Yerlesik Farmakolojik Smif [EPC] — Kortikosteroid
Etki Mekanizmalar1 [MoA] - Kortikosteroid Hormon Reseptdr Agonistleri
FDA Farmakoloji Ozeti Hidrokortizon bir kortikosteroiddir. Hidrokortizonun etki mekanizmasi

Kortikosteroid Hormon Reseptor Agonistidir.

2.3.3. Analiz yontemleri

Hidrokortizon etkin madde analizlerinde ¢ogunlukla kromatografik yontemler
kullanilmistir. Kromatografi analizleri haricinde literatiirde spektrofotometrik, TLC ve MS
yontemleri ile yapilmis analiz 6rnekleri de bulunmaktadir. Hidrokortizonun HPLC analizleri

Cizelge 2.13’te ve diger analiz yontemleri Cizelge 2.14’te yer almaktadir.
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Cizelge 2.13. Kromatografik yontemler ile Hidrokortizon tayinine yonelik ¢calismalar

Ornek Yo6ntem Kolon Hareketli faz Dedektor ~ Kaynak
Merhem ve Krem HPLC C18 Metano/su (1:99) uv [1]
A: %0,05 Formik Asit iceren 10
Mm Amonyum Asetat B: %0,05
Fare Serumu LC C18 Formik Asit iceren Metanol MS/MS [2]
icerisinde 10 mM Amonyum
Asetat
Tablet ve
Enjeksiyonluk HPLC fg( Slégi]?] Metanol:Su:Asetik Asit 254 nm/ 3]
Farmasdtik : : (60:30:10, h/h/h) uv
Sum
Preparatlar
Insan Plazmast HPLC C18 %60 Sulu Metanol 253(];” / [4]
Sulu ¢ozeltilerde
S ACN:0.05 M Fosfat Tampon 232nm/
ve biyolojik HPLC C18 ) i [5]
vilarda (pH:2) (30:70, h/h) uv
Topikal dozaj ACN:Tampon 254nm/
formu N C18 (75:25, hih) UV [6]
Farmasétik MeOH:NaH,PO#/Na;HPO, (0.1 245nm/
preparatlar HPCY £ mol L) (pH=4.5) (60:40, h/h) uv [7]
- MeOH:Su(65:35, h/h), pH:2 250 nm/
Fitl ikl C18 (%85 ortofosforik asit ile) B, [8]
150x4,6mm, Spym,  ACN:%0,05 Trifloroasetik Asit 225 nm/
Krem HPLS C18 (60:40, hih) PDA [°]
%1 Hidrokortizon MeOH:ACN:Su 238nm/
Krem "l s (15:27:58, hihvh) B, [10]
46x250mm, Spm,  ACN:Su (51:49, h/h), (0,1% 254 nm/
Atserumu HPLG C18 Trifloro Asetik Asit icerir) PDA [11]
. Lichrospher RP18, 0,02 MFosfat Tamponu:MeOH 240 nm/
Jel Formilasyonu HPLC 5Smm, 4mmXx25cm (40:60, h/h) uv [12]
Topikal oftalmik HPLC C18 column Su (pH 2,2-ortofosforik 244 nm/ [13]
merhem (250x4.6mm, 5um) asit):ACN (40:60, h/h) uv
. Inertsil ODS-3; 50 mM Fosfat Tamponu (pH 230 nm/
Ilag preparatlari HPLC C18(150 mm x 4,6 5.0): ACN (5050, hvh) UV [14]
mm, 5 pm
Cizelge 2.14. Diger yontemler ile Hidrokortizon tayinine yonelik calismalar
Ornek Diger Maddeler Analiz Yontemi Kaynak
. . FTIR, FT-Raman ve UV-Goriiniir
Kortikosteroit - Bolge Spektroskopisi 21
Tablet - TLC-Densitometrik Yontem 19
Farmasotik Siprofloksasin .
Dozaj Formu Hidrokloriir Spektrofotometri 15
. o Nistatin ve .
Sentetik ve Farmasotik preparatlar Oksitetrasiklinin Spektrofotometri 16
Farmasotik Preparat Lidokain Spektrofotometri 17
At Idrari - LC/ESI-MS 97
Serum Kortlqu ve Tiikdiriik ) LC-MS/MS 98
Kortizon
. . Klobetasol
Topikal Formiilasyonlar Propiyonat, Desonid UPLC-MS/MS 99
Farmasotik Preparat Kortizon ve llgili Kolorimetrik Yontem 18

Steroidler

Siit -

TLC

20



https://www.sciencedirect.com/topics/chemistry/mobile-phase-composition
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3. MATERYAL METOT

3.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Hidrokortizon primer referans standardi (EP), orto-fosforik asit %85 (Merck), metanol
HPLC kalite (J.T. Baker) kimyasallar1 kullanilmistir. Ayrica ¢alismalar siiresince gerekli

tiim stireclerde ultra saf su kullanilmistir.

3.2. Kullanilan Cozeltilerin Hazirlanmasi

%20 (h:h) Metanol ¢ozeltisi: Bir litrelik bir balon jojenin i¢ine 200 mL metanol eklenir ve

ardindan ultra saf su eklenerek hacim tamamlanir.

%10 (h:h) Orto-fosforik asit ¢ozeltisi: 100 mL’lik bir balon jojenin igine 11,8 mL %85 orto-

fosforik asit eklenir ve ardindan ultra saf su eklenerek hacim tamamlanir.

Mobil faz: Metanol: Ultra Saf Su (80:20 h/h) Cozeltinin pH degeri %10 orto-fosforik asit

cozeltisi ile 4,0 + 0,05'e ayarlanir.

3.3. Kullamilan Cihazlar

Kullanilan HPLC sistemi: PDA ve UV dedektor, 20 pL enjeksiyon ve empower
programindan olusan bilgisayar sisteminden olusan Waters yiiksek performansli sivi
kromatografi cihazidir. Analiz 4,6 mm X 150 mm X 5 pm intersil ODS-3V C8 kolon ile

gergeklestirilmistir. Analiz siirecinde kullanilan diger cihazlar su sekildedir:

e Mettler Toledo pH metre

o Mettler Toledo analitik hassas terazi (0,1 mg’a kadar duyarli)
e Labcare 2-8°C buzdolab1

e Elga purelab ultra saf su cihaz

e Bandelin RK 100 H ultrasonik banyo

e |solab manyetik karstirict
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3.4. HPLC ile Analiz

3.4.1. Deneysel tasarim ile optimizasyon

Hidrokortizon’un HPLC ile analizinde optimum kosullarin tayini i¢in faktorlerin ve
birbirleri ile olan etkilesimlerinin pik siddetine ve teorik plaka sayisina olan etkisi incelendi.
Aragtirma kapsaminda 4 faktorlii Merkezi Kompozit Tasarim kullanildi. Tasarim icin
degerlendirilecek faktorler ve seviyeleri Cizelge 3.1 de yer almaktadir. Optimizasyon igin
oncelikle 100 mL’ lik balonjoje igerisine 10 mg hidrokortizon tartilarak %20 metanol ile
¢oziindiikten sonra hacmine tamamlandi. Elde edilen ¢6zelti ile olusturulan tasarima gore
254 nm’de 31 analiz gerceklestirildi. Elde edilen her bir kromatogramdaki hidrokortizon piki
i¢in alan degerleri ve teorik plaka sayilari tek tek hesaplandi. Elde edilen verilere regresyon
analizi yapildi. Sonuclarin giivenilirligini test etmek i¢cin ANOVA yapildi ve model
olusturuldu. Olusturulan modelden yararlanilarak faktdrlere ait optimum degerler

hesaplandi. Sonuclar B6liim 4.1°de verilmistir.

Cizelge 3.1. Faktorler ve seviyeleri

o ——
pH Kolon Sicakligi (°C)  Akig Hizi (mL/min) Hareketli Faz* (%

Seviye h:h)
X1 X2 X3 X4

a 2 20 0,7 60

-1 2,5 25 0,8 65

0 3 30 0,9 70

1 3,5 35 1 75

a 4 40 11 80

(*) Metanol cinsindendir.

3.4.2. Validasyon

Segicilik

Analitik yontem segiciliginin dogrulanmasi i¢in HPLC sistemine ¢oziicii, plasebo, standart
ve numune ¢ozeltilerinden birer enjeksiyon verilmistir. Analiz yontemi i¢in UV dedektor ile
caligmaktadir. Analiz yonteminin dogrulanmasi olan validasyon asamasinda secicilik
caligmalarinda PDA dedektér kullanilmistir. Analit piki altinda olabilecek farkli pik
yapilarinin varsa tespiti ve pik safliginin tayini i¢in 210-400 nm dalga boyu araliginda tarama
islemi gerceklestirilmistir. Peak purity ve purity angle degerleri lizerinden degerlendirmeler

yapilarak pik safligina karar verilmistir. Sonuglar Boliim 4.2.1°de verilmistir.
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Sistem uygunlugu

Sistem uygunlugunun incelenmesinde 254 nm dalga boyu, 0,7 mL/min akis hizinda hazir
olan HPLC sistemine 0,1 mg/mL derisimde hidrokortizon igeren standart ¢ozeltisinden alt1
enjeksiyon analiz yapilmistir. Yine sistem uygunlugun diger bir gostergesi olarak ayni
derisimde hidrokortizon i¢eren bagka bir standart ¢6zeltisinden de iki enjeksiyon analiz
yapilmistir. ilk standardin alti enjeksiyonu; sistemin enjektdr sisteminin, hareketli faz
bilesiminin dogru olmasi, sabit faz baglantisinin diizgiin yapilmis olmasi ve analiz i¢in
gerekli sartlanmanin tamamlanmis olmasi gibi durumlarin kontrolii i¢in yapilmaktadir.
Ikinci standardin analiz amaci ise kromatografik sistemden 6nceki tiim siireglerin kontrolii
i¢in dnemlidir. iki standardin uyumuna bakilarak; kullanilan terazinin, ultra saf su sisteminin
kalitesinin, varsa ¢oziindlirme sisteminde ¢alkalama veya santifiiriij isleminin her seferinde

dogru calistiginin kontrolii i¢in yapilmaktadir. Sonuglar Boliim 4.2.2°de verilmistir.

Dogrusallik

Hidrokortizon analizi i¢in gelistirilen yontemin dogrusalligini incelemek amaciyla 10mL’lik
balon joje igerisine 10 mg hidrokortizon etkin maddesi tartilir ve ¢oziicli ile ¢oziinme
saglandiktan sonra hacmine tamamlanir. Hazirlanan ¢dzeltiden ilgili seyreltme islemleri
yapilarak %20, %40, %60, %80, %100 ve %120 seviyeleri icin dogrusallik cozeltileri
hazirlanmistir. Hazirlanan ¢ozeltilerin C8 kolonda 80/20 metanol/ultra saf su hareketli fazi
ile 0,7 ml/min izokratik akista kromatogramlari alindi. Kromatogramlar, spektrofotometrik
dedektorle 254 nm’de kaydedildi ve pik alanlari kaydedildi. derisimler ve pik alanlari

arasinda regresyon analizi yapilmistir. Sonuglar Boliim 4.2.3’te verilmistir.

Gozlenebilme ve tayin siniri

LOD ve LOQ degerleri sinyal/giiriiltii’ye dayandirilarak hesaplanmistir. Sonuglar Bolim

4.2.4’te verilmistir.

Calisma arali81

Calisma araliginin belirlenmesinde Boliim 3.4.2°de verilen dogrusallik paremetresi i¢in

hazirlanmis olan ¢ozeltiler kullanilmistir. Sonuglar Boliim 4.2.5°da verilmistir.
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Dogruluk (Geri kazanim)

Dogruluk parametresi %80, %100 ve %120 olmak {iizere ii¢ seviyede incelenmistir.
Diisiikten ytiksege her seviye i¢in 80, 100 ve 120 mg hidrokortizon etkin madde ve yine her
seviye icin %100 bitmis iiriin igerigine tekabiil edecek miktarda plasebo igerigi eklenerek
100 mL balon joje igerisinde ¢oziicii ile hacmine tamamlanmistir. Dogruluk ¢ozeltileri her
seviyeden 3 paralel olacak sekilde toplamda 9 adet dogruluk c¢ozeltisi hazirlanmistir.
Hazirlanan ¢ozeltilerin kromatogramlari, 250 mm, C8 kolonda, 0,7 mL/min akis hizinda
80/20 metanol /ultra saf su hareketli faz1 kullanilarak, 254 nm’de pik alanlar1 kaydedilmistir.
Elde edilen pik alani degerleri standart pik alan ve belirli olan derisim degerleri ile
orantilandiginda dogruluk numunelerinin derisimleri hesaplanarak yiizde geri kazanimlari

hesaplanmistir. Sonuglar Boliim 4.2.6°te verilmistir.

Kesinlik

Sistem kesinligi

Sistem kesinligi parametresi igin HPLC sisteminde, C8 kolonda 0,7 mL/min akis hizinda
80/20 metanol /ultra saf su hareketli faz1 kullanilarak 254 nm’de standart ¢6zeltisinden

ardasik sekilde 6 enjeksiyon analiz yapilmistir. Sonuglar Boliim 4.2.7°de verilmistir.

Yontem kesinligi (Tekrarlanabilirlik)

Tekrarlanabilirlik parametresi bitmis tirtin numunesi kullanilarak %100 derisimde (1mg/mL)
hazirlanan 6 adet ¢ozeltinin analiz edilmesi ile incelenmistir. 10 mg etkin madde iceren
bitmis iirlin numunesi tartilarak 100 mL balon joje icerisinde ¢oziicii yardimi ile 5 dakika
ultrasonik banyo asamasindan sonra ¢oziicii ile hacmine tamamlanir. Tekrarlanabilirlik
parametresi analiz yonteminin sadece etkin madde icin degil plasebo gibi diger tiim
bilesenlerin etkisi altinda da kesin ve dogru sonuglar iiretebildiginin gostergesidir. Sonuglar

Boliim 4.2.7°de verilmistir.

Ara kesinlik (Laboratuvar i¢i kesinlik)

Ara kesinlik parametresi, tekrarlanabilirlik parametresinin ayn1 laboratuvar ortaminda olmak

sart1 ile farkli analist, farkli giin, farkli cihaz gibi degisikliklerden en az iki farklilik olacak
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sekilde tekrar edilmesidir. Ara kesinlik calismasinda da 6 adet numune c¢ozeltisi
hazirlanmistir. Ara kesinlik analiz sonuclar1 tekrarlanabilirlik sonuglarinin kriterlerini
karsilamakla beraber toplamda 12 adet numune analiz sonucunun karsilamasi gereken kabul

kriterleri de bulunmaktadir. Sonuglar Boliim 4.2.7°de verilmistir.

Saglamlik

Saglamlik parametresi standart ve numune ¢dzeltileri i¢in uygulanmistir. Rutin analiz
kosullarinin kasitl olarak degistirildigi analiz kosullarinda 0,7 mL/min olan akis hiz1 diisiik
akis 0,65 mg/mL yiiksek akis 0,75 mg/mL olacak sekilde degistirilmistir. 37,5°C olan kolon
sicakligi kasith degistirilen kosullarda diisiik sicaklik 35°C ve yiiksek sicaklik 40°C olacak

sekilde uygulanmistir. Sonuglar Boliim 4.2.8’de verilmistir.

Stabilite

Stabilite parametresi ¢ozelti stabilitesi olarak c¢alisilmistir. %100 derisimde hazirlanan
standart ve numune ¢ozeltileri 25°C oda kosulu ve 2-8°C buzdolabi kosulunda 48 saat
muhafaza edilmislerdir. Belirli zaman araliklarinda analize alinarak elde edilen pik alan
verilerinden ¢ozeltilerin belirli olan kosullardaki stabiliteleri degerlendirilmistir. Sonuglar

Boliim 4.2.9’de verilmistir.

3.4.3. Ornek analizi

Hidrokortizonun ilag 6rneklerinde HPLC yontemi ile analizinde bu maddeyi igeren liyofilize
toz 6rneginden 10 mg etkin madde iceren toz numune 100 mL balon jojeye tartilir ve %20
metanol ¢oziiciisii ile ultrasonik banyo yardimi ile de ¢6zlinmesi saglandiktan sonra hacmine
¢oziici ile tamamlanir. Ayni yontem ile hazirlanan 6 ayri numune ¢ozeltisi 0,45 um PTFE
filtreden stiziiliir. Elde edilen numune ¢ozeltilerinin Cg kolonda metanol/ultra saf su (80:20)
hareketli fazi ile 0,7 ml/min izokratik akista kromatogramlari alindi. Kromatogramlar,
spektrofotometrik dedektorle 254 nm’de kaydedildi ve pik alanlar1 kaydedildi. Sonuglar

Boliim 4.3’te verilmistir.






39

4. BULGULAR

4.1. Kromatografik Sartlarin Belirlenmesi ve Deneysel Tasarim ile Optimizasyon

Liyofilize toz matrisinden hidrokortizonun HPLC ile tayininde Merkezi Kompozit Tasarim
(CCD) modeli kullanilarak merkez noktalarda 7 tekrar ile dort farkli bagimsiz degiskenin
(pH (X1), kolon sicakligr (X2), akis hiz1 (X3) ve mobil faz organik yiizdesi (X4))
incelenmesi ile gerceklestirilmistir. Hidrokortizon tayini i¢in Cizelge 4.1°de verilen
degisken aralik ve seviyeler gosterilmistir. Yapilan deneysel tasarim sonucundan elde edilen
verilerle ise Cizelge 4.2°de en kiiciik kareler yontemi kullanilarak regresyon islemi
yapilmustir. Sekil 4.1°de elde edilen deneysel sonuglar ile 6ngdriilen sonuglar arasindaki

uyumun grafigi gosterilmistir.

Hidrokortizon’un HPLC cihazi ile tayininde analitik kosullara ait dort bagimsiz degiskenle

CCD modeline gore olusturulan deney tasarima.

Cizelge 4.1. Hidrokortizon’un HPLC cihazi ile tayininde analitik kosullara ait dort bagimsiz
degiskenle CCD modeline gore olusturulan deney tasarimi

Kodlanmis Degerler Pik Alani1 Cevap Degerleri
Deneysel  Ongoriilen Artik
Deney No X1 X2 X3 x4 Degerler Degerler Degerler
1 1 1 1 1 3994898 3993568 1330
2 1 1 1 -1 4119796 4118997 799
3 1 1 -1 1 4915764 4913812 1952
4 1 1 -1 -1 5075807 5078033 -2226
5 1 -1 1 1 3948735 3951763 -3028
6 1 -1 1 -1 4107859 4110162 -2303
7 1 -1 -1 1 4891429 4892412 -983
8 1 -1 -1 -1 5090120 5089602 518
9 -1 1 1 1 3989555 3990316 -761
10 -1 1 1 -1 4118622 4119197 -575
11 -1 1 -1 1 4930300 4929555 745
12 -1 1 -1 -1 5100012 5097227 2785
13 -1 -1 1 1 3990165 3989497 668
14 -1 -1 1 -1 4149154 4151349 -2195
15 -1 -1 -1 1 4948099 4949141 -1042
16 -1 -1 -1 -1 5146895 5149783 -2888
17 2 0 0 0 4601955 4600885 1070

18 -2 0 0 0 4658546 4657815 731
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Cizelge 4.1. (devam) Hidrokortizon’un HPLC cihazi ile tayininde analitik kosullara ait dort
bagimsiz degiskenle CCD modeline gore olusturulan deney tasarimi

Kodlanmis Degerler Pik Alan1 Cevap Degerleri
Deneysel Ongoriilen Artik
Deney No X1 X2 X3 X4 Degerler Degerler Degerler
19 0 2 0 0 4170215 4173140 -2925
20 0 -2 0 0 4188618 4183892 4726
21 0 0 2 0 3740817 3738685 2132
22 0 0 -2 0 5657034 5657365 -331
23 0 0 0 2 4461836 4462177 -341
24 0 0 0 -2 4790391 4788249 2142
25 0 0 0 0 4366282 4367446 -1164
26 0 0 0 0 4366794 4367446 -652
27 0 0 0 0 4369737 4367446 2291
28 0 0 0 0 4367677 4367446 231
29 0 0 0 0 4368461 4367446 1015
30 0 0 0 0 4364583 4367446 -2863
31 0 0 0 0 4368588 4367446 1142
6,0E+06
5
E 5,5E+06
& 5,0E+06
=)
=  4,5E+06
=
L 40E+06 y = 0,99998x + 80,24523
2 35E+06 R*=0,99998
S
3,0E+06
3,5E+06  4,0E+06 4,5E+06 5,0E+06 5,5E+06  6,0E+06
Deneysel Degerler

Sekil 4.1. Deneysel sonuglar ile 6ngoriilen sonuglar arasindaki iliski

Hidrokortizonun HPLC cihaz1 ile tayininde optimum analitik kosullarin regresyon
modelinin ANOVA sonug tablosu Cizelge 4.2°de, regresyon analizine ait katsayilar, t ve P

degerleri ise Cizelge 4.3°te verilmistir.

Cizelge 4.2. Hidrokortizonun HPLC cihaz: ile tayininde analitik kosullara ait dort bagimsiz
degiskenin regresyon modelinin ANOVA sonug tablosu

df SS MS Model F Anlamlilik
Regresyon 14 6,18 x 10% 4,42 x 101! 6,40 x 10* 3,10 x 1035
Fark 16 1,10 x 108 6,90 x 108
Toplam 30 6,18 x 10%2

Coklu R= 0,99, R?>= 0,99, Ayarli R?= 0,99
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Uygulanan modelin %95 giiven aralig1 icerisindeki ANOVA analizi incelenmis ve model ile
deneysel bulgularin uyumu irdelenmistir. Anlamlilik F degerinin 0,05’ten kiiciik olmasi
(%95 giiven araliginda) modelin istatistiksel olarak ©nemli oldugunun gdstergesidir.
Modelin Anlamlilik F degeri 3,10x107% (P<0,05) ve Model F degeri 6,40 x 10% oldugundan,
regresyon istatistiki olarak anlamli bulunmustur. Korelasyon katsayisi (R?) degerinin
%99,99 olarak belirlenmesi, gozlenen degerler ile 6ngoriilen degerler arasinda yiiksek bir

uyumluluk oldugunu gostermektedir (Cizelge 4.2).

Deneysel tasarim yontemi ile Hidrokortizonun HPLC cihazi ile tayininde analitik kosullara
ait dort bagimsiz degiskenin denemelerinden elde edilen, pik alanlarmin kodlanmamis
degerler tizerinden gosterilen student t—testi ile elde edilen tam polinomal denklem Esitlik

4.1°de verilmistir.

Ytam= 4367446 — 14232 X1 — 2688 Xz — 479670 X3 — 81518 X4 + 65476 X1*X1 — 47233 X2*X»
+ 82645 X3*Xa + 64442 Xa*Xa + 10247 X1*X2 + 4749 X1*X3 + 863 X1*X4 + 5101 Xo*X3
+ 8242 X2*X4 + 9698 X3*Xa . (4.1)

t—testi ile elde edilen P degerleri kullanilarak regresyon analizi sonucu belirlenen
katsayilarin istatistiki olarak anlamlilik derecelerini gdsteren polinomal denklem Esitlik

4.2°de verilmistir.

Yanlamh= 4367446 — 14232 X1 — 2688 X2 — 479670 X3 — 81518 X4 + 65476 X1*X1 —
47233 Xo*X2 + 82645 X3* X3z + 64442 Xa*Xa + 10247 X1*Xz2 + 4749 X1*X3 + 5101 X2*X3
+ 8242 X2*X4 + 9698 X3*X4 4.2)

Polinomal denklemde bagimsiz degiskenlerin sistem Tlzerindeki anlamlilik dereceleri
belirlenen P degerleri kullanilarak regresyon analizi yapilmistir. Yiiksek ‘t” degeri (t>2,12)
ve disiik ‘P’ degeri (P<0,05) degiskenlere ait katsaymin anlamlilik degerinin artmasi

seklinde yorumlanmaktadir.

Deneysel verilerden elde edilen sonuglar dogrultusunda (Cizelge 4.3), Hidrokortizonun
HPLC cihazi ile tayininin pik alani iizerinde ana etkilerin tamaminin azaltict yonde etki
gosteren faktorler olarak 6nem tasidiklar: goriilmektedir. Anlamli olan kuadratik etkilerden
kolon sicakligi disindakilerin ise arttirici yonde etki gosteren faktorler olarak Onem

tasidiklar1 goriilmektedir.
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Ikili etkilesimlerin pH ve mobil faz organik madde yiizdesi (X1X4) disinda diger etkilesimler diisiik

P degerine bagli olarak istatistiki agidan anlamli ve arttirici yonde etki gosterdikleri belirlenmistir.

Cizelge 4.3. Hidrokortizonun HPLC cihazi ile tayininde analitik kosullara ait dort bagimsiz
degiskenlerin pik alan1 regresyon analizine ait katsayilar, t ve P degerleri

Katsayilar Standart Hata t Stat P-degeri
Kesisim 4367446 993 4400 4,27 x 10%°
X1 -14232 536 -27 1,17 x 104
X -2688 536 -5 1,27 x 10
X3 -479670 536 -895 4,99 x 10°%
Xa -81518 536 -152 1,03 x 10%¢
XiX1 65476 491 133 8,40 x 10°%
XX -47233 491 -96 1,55 x 102
X3X3 82645 491 168 2,03 x 10°%
XaXq 64442 491 131 1,08 x 105%
XXz 10247 657 16 421 x 10"
X1 X3 4749 657 7 2,00 x 106
X1X4 863 657 1 2,07 x 10
XoX3 5101 657 8 8,08 x 107
XoXa 8242 657 13 1,07 x 10°
X3sX4q 9698 657 15 9,61 x 10

X1: pH, X2: Kolon Sicakligi (°C), X3: Akig Oran1 (mL/ min), X4: Mobil faz organik yiizdesi (%v:v)
*: Istatistiki olarak anlamli

Hidrokortizonun HPLC cihazi ile tayininde analitik kosullara deneysel tasarim yontemiyle
incelendigi ¢calismada; Anlamlilik F degeri ve Model F degeri kullanilarak yapilan regresyon
analizi ile modelin istatistiki olarak anlamli oldugu gosterilmistir. Fakat tiim parametrelerin
en diistik noktalarinda optimum kosullarin belirlenmesi, secilen parametreler i¢in belirlenen

araliklarin yeniden gozden gecirilme gerekliligini ortaya koymaktadir.

Hidrokortizonun HPLC cihazi ile tayinine etki eden anlamli parametrelerin tekli etkileri.

Pik Alani icin Ana Etkilerin Grafikleri

pH Kolon Sicaklign, (oC) Akis Hizi, (mL/dk) Mobil Faz Organik Ytizdesi,(v:v)

5500000

5000000

4500000 \/ \—/

4000000

Pik Alani Ortalamasi

3500000
2,0 25 3,0 35 4,0 20 25 30 35 40 0,7 08 0,9 1.0 11 60 65 70 75 80

Sekil 4.2. Hidrokortizonun HPLC cihazi ile tayininde ana parametrelerin pik alani {izerine
tekli etkileri
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pH etkisi: Regresyon analizi sonucu hidrokortizonun HPLC cihazi ile tayininde ¢ozelti
pH’sinin etkisi istatistiksel olarak énemli bulunmustur (P=1,17 x 104, P<0,05). pH’ye ait
katsayinin sifirdan kii¢iik olmas1 (-14232) hidrokortizon analitinin HPLC tayininde pik alani

bakimindan pH’nin kiimiilatif etkisinin negatif oldugunu gostermektedir.

Hidrokortizonun HPLC cihazi ile tayininde pH 2,0—-3,0 araliginda pik alaninin azaldigi
3,0—4,0 araliginda ise pik alaninin arttig1 tespit edilmistir (Sekil 4.2). Sekil 4.2°deki grafikten
en yiiksek pik alaninin pH 2,0 kosullarinda 6,443x10° olarak elde edilmistir.

Kolon Sicakliginin Etkisi: Regresyon analizi sonucu hidrokortizonun HPLC cihazi ile tayininde
kolon sicakligmin etkisi istatistiksel olarak énemli bulunmustur (P=1,27 x 104, P<0,05). Kolon
sicakligina ait katsayinin sifirdan kiigiik olmasi (-2688) hidrokortizon analitinin HPLC tayininde

kolon sicakligimin kiimiilatif etkisinin negatif oldugunu goéstermektedir.

Hidrokortizonun HPLC cihaz ile tayininde kolon sicakligmin 20°C—30°C araliginda pik
alammin arttig1 30°C—40°C araliginda ise pik alaninin azaldig tespit edilmistir (Sekil 4.2). Sekil
4.2’deki grafikten en yiiksek pik alanmin 27,3 °C kosullarinda 6,443x10° olarak elde edilmistir.

Akis Hizinin Etkisi: Regresyon analizi sonucu hidrokortizonun HPLC cihazi ile tayininde
akis hizinimn etkisi istatistiksel olarak énemli bulunmustur (P=4,99 x 10, P<0,05). Akis
hizina ait katsayinin sifirdan kiiciik olmasi (-479670) hidrokortizon analitinin HPLC
tayininde akis hizinin kiimiilatif etkisinin negatif oldugunu gostermektedir. Bununla birlikte
akis hizinin katsayisinin diger parametrelere gore en biiyiik degerde tespit edilmesi, sonug

tizerine en baskin parametrenin akis hizi oldugunu gostermektedir.

Hidrokortizonun HPLC cihazi ile tayininde artan akis hizi ile pik alaninin azaldig: tespit
edilmistir. Sekil 4.2°deki grafikten en yiiksek pik alan1 0,7 mL/min kosullarinda 6,443x10°

olarak elde edilmistir.

Mobil Faz Organik Yiizdesinin Etkisi: Regresyon analizi sonucu hidrokortizonun HPLC
cihazi ile tayininde mobil faz organik yiizdesinin etkisi istatistiksel olarak ©Onemli
bulunmustur (P=1,03 x 102%, P<0,05). Akis hizina ait katsaymnn sifirdan kiiciik olmas1 (-
81518) hidrokortizon analitinin HPLC tayininde mobil faz organik madde yiizdesinin

kiimiilatif etkisinin negatif oldugunu gostermektedir.
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Hidrokortizonun HPLC cihaz ile tayininde %60°dan %75’e kadar artan mobil faz yilizdesi
ile kiimilatif etkinin azaldigi, fakat mobil faz organik madde yiizdesinin %75’den fazla
oldugu durumlarda pik alan1 bir miktar artisa neden olmadig: tespit edilmistir. Sekil 4.2°deki
grafikten en yiiksek pik alan1 %60 oldugu durumda tespit edilmistir.

Hidrokortizonun HPLC cihaz ile tayinine etki eden anlamli parametrelerin PIK ALANI

uzerine birlikte etkileri:

pH ve kolon sicakliginin pik alanina etkisi: Regresyon analizi sonucu hidrokortizonun HPLC
cihazi ile tayininde pH ve kolon sicakligi anlamli parametrelerin birlikte etkisi (Sekil 4.3)

pik alan1 iizerine istatistiksel olarak énemli bulunmustur. (P= 4,21 x 101!, P<0,05).

pH ve kolon sicakligana ait katsaymin (10247) sifirdan biiyiik olmasi, bu ikili etkilesimin
etkisinin hidrokortizon analitinin HPLC cihaz ile tayinindeki pik alani {izerine etkisinin
pozitif oldugunu ifade etmektedir. Sekil 4.3’teki pH ve kolon sicakligina bagl ylizey
grafiginden, en yiiksek pik alaninin pH 2,0 ve kolon sicakliginin 27,3°C oldugu kosullarda
6,443x10° olarak elde edilmistir.
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Sekil 4.3. Hidrokortizonun HPLC cihaz1 ile tayininde pik alani iizerine pH ve kolon
sicakligin etkisi

pH ve akis hizinin pik alanina etkisi: Regresyon analizi sonucu hidrokortizonun HPLC cihaz1
ile tayininde pH ve akis hizinin anlamli parametrelerin birlikte etkisi (Sekil 4.4) pik alam

tizerine istatistiksel olarak 6nemli bulunmustur. (P= 2,00 x 108, P<0,05).

pH ve akis hizina ait katsaymnin (4749) sifirdan biiyiik olmasi, bu ikili etkilesimin etkisinin

hidrokortizon analitinin HPLC cihazi ile tayinindeki pik alani {izerine etkisinin pozitif oldugunu
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ifade etmektedir. Sekil 4.4°teki pH ve akis hizina bagl yiizey grafiginden, en yliksek pik alaninin
pH 2,0 ve akis hizimin 0,7 mL/min oldugu kosullarda 6,443x10° olarak elde edilmistir.
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Sekil 4.4. Hidrokortizonun HPLC cihazi ile tayininde pik alani tizerine pH ve akis hizinin
etkisi

pH ve mobil faz organik madde yiizdesinin pik alanina etkisi: Regresyon analizi sonucu
hidrokortizonun HPLC cihaz ile tayininde pH ve mobil faz organik madde yiizdesi anlamli
parametrelerin birlikte etkisi (Sekil 4.5) pik alami {izerine istatistiksel olarak Onemli
bulunmanustir (P= 2,07 x 107, P>0,05). pH 2—4 ve mobil faz organik madde yiizdesi %60-
%380 aralig1 igerisindeki degisimlerin, istatistiksel olarak onemli etkilerinin bulunmadigi

tespit edilmistir (Sekil 4.5).
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Sekil 4.5. Hidrokortizonun HPLC cihazi ile tayininde pik alani {izerine pH ve mobil faz
organik madde yiizdesinin etkisi
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Kolon sicakligi ve akis hizinin pik alanina etkisi: Regresyon analizi sonucu hidrokortizonun
HPLC cihazi ile tayininde kolon sicakligi ve akis hizinin anlamli parametrelerin birlikte
etkisi (Sekil 4.6) pik alani {izerine istatistiksel olarak énemli bulunmustur. (P= 8,08 x 107,

P<0,05).

Kolon sicakligi ve akis hizina ait katsaymim (5101) sifirdan biiyiik olmasi, bu ikili
etkilesimin etkisinin hidrokortizon analitinin HPLC cihazi ile tayinindeki pik alani {izerine
etkisinin pozitif oldugunu ifade etmektedir. Sekil 4.4’teki kolon sicakligi ve akis hizina bagh
yiizey grafiginden, en yiiksek pik alaninin 27,3 °C’de ve akis hizinin 0,7 mL/min oldugu
kosullarda 6,443x10° olarak elde edilmistir.

pH
Mobil
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Sekil 4.6. Hidrokortizonun HPLC cihaz ile tayininde pik alani {izerine kolon sicaklig1 ve
akis hizinin etkisi

Kolon sicaklig1 ve mobil faz organik madde yiizdesinin pik alanina etkisi: Regresyon analizi
sonucu hidrokortizonun HPLC cihazi ile tayininde kolon sicakli§i ve mobil faz organik
madde yiizdesi anlamli parametrelerin birlikte etkisi (Sekil 4.7) pik alani {izerine istatistiksel

olarak 6nemli bulunmustur. (P= 1,07 x 107, P<0,05).

Kolon sicakligi ve mobil faz organik yiizdesine ait katsayinin (8242) sifirdan biiyiik olmasi,
bu ikili etkilesimin etkisinin hidrokortizon analitinin HPLC cihaz ile tayinindeki pik alani
iizerine etkisinin pozitif oldugunu ifade etmektedir. Sekil 4.7°deki kolon sicaklig1 ve akis
hizina bagh yiizey grafiginden, en yiiksek pik alaninin 27,3 °C’de ve mobil faz organik
madde yiizdesinin %60 oldugu kosullarda 6,443x10° olarak elde edilmistir.
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Sekil 4.7. Hidrokortizonun HPLC cihaz ile tayininde pik alani {izerine kolon sicakligi ve

mobil faz organik madde yiizdesinin etkisi

Akis hiz1 ve mobil faz organik madde yiizdesinin pik alanina etkisi: Regresyon analizi

sonucu hidrokortizonun HPLC cihazi ile tayininde akis hizi1 ve mobil faz organik madde

yiizdesi anlamli parametrelerin birlikte etkisi (Sekil 4.8) pik alani iizerine istatistiksel olarak

énemli bulunmustur. (P=9,61 x 10!, P<0,05).

Akis hizi ve mobil faz organik yilizdesine ait katsayimin (9698) sifirdan biiyiik olmasi, bu

ikili etkilesimin etkisinin hidrokortizon analitinin HPLC cihazi ile tayinindeki pik alani

tizerine etkisinin pozitif oldugunu ifade etmektedir. Sekil 11°deki akis hiz1 ve akis hizina

bagl yiizey grafiginden, en yiiksek pik alaninin 0,7 mL/min’de %60 oldugu kosullarda

6,443x10° olarak elde edilmistir.
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Sekil 4.8. Hidrokortizonun HPLC cihazi ile tayininde pik alani {izerine akis hizi1 ve mobil

faz organik madde ylizdesinin etkisi

Hidrokortizonun HPLC cihazi ile tayini i¢in dort bagimsiz degiskenle CCD modeline gore

parametrelerin optimum degerleri Sekil 4.9°da yer almaktadir.
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Optimal
D: 1,000
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Sekil 4.9. Hidrokortizonun HPLC cihaz ile tayininde pik alam1 degerlendirmelerine gore
belirlenen optimum analiz kosullari

Liyofilize toz matrisinden hidrokortizonun HPLC ile tayininde Merkezi Kompozit Tasarim
(CCD) modeli kullanilarak merkez noktalarda 7 tekrar ile dort farkli bagimsiz degiskenin (pH
(X1), kolon sicakligi (X2), akig hiz1 (X3) ve mobil faz organik yiizdesi (X4)) incelenmesi ile

gerceklestirilmistir. Hidrokortizon tayini igin Cizelge 4.4’te verilen degisken aralik ve seviyeler

gosterilmistir. Yapilan deneysel tasarim sonucundan elde edilen verilerle ise Cizelge 4.5te en

kiiciik kareler yontemi kullanilarak regresyon islemi yapilmistir. Sekil 4.10’da elde edilen

deneysel sonuglar ile ongériilen sonuglar arasindaki uyumun grafigi gosterilmistir.

Cizelge 4.4. Hidrokortizonun HPLC cihaz1 ile tayininde analitik kosullarindan teorik plaka
sayisina ait dort bagimsiz degiskenle CCD modeline gore olusturulan deney tasarim

Kodlanmig Degerler Teorik Plaka Sayis1 Cevap Degerleri
Deneysel  Ongoriilen Artik
Deney No X1 X2 X3 X4 Degerler  Degerler Degerler

1 1 1 1 1 13281 13273 8

2 1 1 1 -1 12031 11999 32
3 1 1 -1 1 14659 14653 6

4 1 1 -1 -1 13497 13515 -18
5 1 -1 1 1 11066 11087 -21
6 1 -1 1 -1 9924 9911 13
7 1 -1 -1 1 12252 12247 5

8 1 -1 -1 -1 11188 11206 -18
9 -1 1 1 1 13131 13103 28
10 -1 1 1 -1 11938 11946 -8
11 -1 1 -1 1 14401 14417 -16
12 -1 1 -1 -1 13428 13397 31
13 -1 -1 1 1 10864 10850 14
14 -1 -1 1 -1 9796 9792 4

15 -1 -1 -1 1 11921 11943 -22
16 -1 -1 -1 -1 11010 11021 -11
17 2 0 0 0 11110 11110 0

18 -2 0 0 0 10747 10754 -7
19 0 2 0 0 14485 14514 -29
20 0 -2 0 0 9974 9952 22
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Cizelge 4.4. (devam) Hidrokortizonun HPLC cihaz ile tayininde analitik kosullarindan
teorik plaka sayisina ait dort bagimsiz degiskenle CCD modeline gore

olusturulan deney tasarimi

Kodlanmig Degerler Teorik Plaka Sayis1 Cevap Degerleri
Deneysel  Ongoriilen Artik
Deney No X1 X2 X3 X4 Degerler  Degerler Degerler
21 0 0 2 0 12170 12202 -32
22 0 0 -2 0 14837 14812 25
23 0 0 0 2 13019 13016 3
24 0 0 0 -2 10810 10820 -10
25 0 0 0 0 12670 12692 -22
26 0 0 0 0 12690 12692 -2
27 0 0 0 0 12690 12692 -2
28 0 0 0 0 12716 12692 24
29 0 0 0 0 12688 12692 -4
30 0 0 0 0 12706 12692 14
31 0 0 0 0 12683 12692 -9
1,6E+04
= 1,5E+04
E 1,4E+04
20 1,3E+04
2 126+04
)
= LI1E04 y = 1,00000x
S 10E+04 R> = 1,00000
= 9,0E+03
©  goE+03
9,0E+03 1,1E+04 1,3E+04 1,5E+04 1,7E+04
Deneysel Degerler

Sekil 4.10. Deneysel sonuglar ile dngoriilen sonuglar arasindaki iliski

Hidrokortizonun HPLC cihaz1 ile tayininde optimum analitik kosullarin regresyon

modelinin ANOVA sonug tablosu Cizelge 4.5°te, regresyon analizine ait katsayilar, t ve P

degerleri ise Cizelge 4.6°da verilmistir.

Cizelge 4.5. Hidrokortizonun HPLC cihazi ile tayininde analitik kosullara ait dort bagimsiz
degiskenin regresyon modelinin ANOVA sonug tablosu

df SS MS Model F Anlamlilik
Regresyon 14 5,73 x 107 4,09 x 108 6,64 x 10° 2,31 x 10?7
Fark 16 9,87 x 108 6,17 x 102
Toplam 30 5,73 x 107

Coklu R= 1,00, R?= 1,00, Ayarli R?>= 1,00
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Uygulanan modelin %95 giiven aralig1 icerisindeki ANOVA analizi incelenmis ve model ile
deneysel bulgularin uyumu irdelenmistir. Anlamlilik F degerinin 0,05’ten kiiciik olmasi
(%95 giiven araliginda) modelin istatistiksel olarak ©nemli oldugunun gdstergesidir.
Modelin Anlamlilik F degeri 2,31x107?" (P<0,05) ve Model F degeri 6,64x10° oldugundan,
regresyon istatistiki olarak anlamli bulunmustur. Korelasyon katsayisi (R?) degerinin
%100,0 olarak belirlenmesi, gézlenen degerler ile dngoriilen degerler arasinda yiiksek bir

uyumluluk oldugunu gostermektedir (Cizelge 4.5).

Deneysel tasarim yontemi ile Hidrokortizonun HPLC cihazi ile tayininde analitik kosullara
ait dort bagimsiz degiskenin denemelerinden elde edilen, teorik plaka sayilarinin
kodlanmamis degerler iizerinden gosterilen student t—testi ile elde edilen tam (ve anlamli)

polinomal denklem Egsitlik 4.3’te verilmistir.

yam= — 33535 + 10407 X1 + 554 X» — 43658 X3 + 1067 X4 — 1760 X1*X1 — 4,59 Xo*Xo +
20378 X3*X3 — 7,74 Xa*Xa — 6,7 X1*X2 — 329 X1*X3 + 11,8 X1*Xa — 110,4 Xo*X3 +0,98
X2*Xa + 67,9 X3*Xa (4.3)

Polinomal denklemde bagimsiz degiskenlerin sistem iizerindeki anlamlilik dereceleri
belirlenen P degerleri kullanilarak regresyon analizi yapilmustir. Yiiksek ‘t” degeri (t>2,12)
ve diisik ‘P’ degeri (P<0,05) degiskenlere ait katsaymin anlamlilik degerinin artmasi

seklinde yorumlanmaktadir.

Deneysel verilerden elde edilen sonuglar dogrultusunda (Cizelge 4.6), Hidrokortizonun
HPLC cihaz ile tayininin teorik plaka sayis1 lizerinde ana etkilerinden akis hizinin azaltici,
pH, kolon sicaklig1 ve mobil faz organik madde yilizdesinin ise arttiric1 yonde etki gdsteren
faktorler olarak onem tasidiklar1 goriilmektedir. Anlamli olan kuadratik etkilerin tamaminin

azaltic1 yonde etki gosteren faktorler olarak dnem tasidiklari goriilmektedir.

Ikili etkilesimlerinden tiimii diisiik P degerine bagli olarak istatistiki acidan anlaml1 ve pH
ile kolon sicakligi, pH ile akis hizi, kolon sicakligi ile akis hizinin azaltici yonde, pH ile
mobil faz organik madde yiizdesi, kolon sicakligi ile mobil faz organik madde yiizdesi, akis

hizi1 ile mobil faz organik madde yiizdesinin arttirict yonde etki gostermistir.
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Cizelge 4.6. Hidrokortizonun HPLC cihazi ile tayininde analitik kosullara ait dort bagimsiz
degiskenlerin teorik plaka sayisi regresyon analizine ait katsayilar, t ve P degerleri

Katsayilar Standart Hata t Stat P-degeri
Kesigim 12692 9 1352 6,67 x 1042
X1 89 5 18 7,13 x 1012
Xz 1140 5 225 1,96 x 10%°
X3 -652 5 -129 1,48 x 10
Xa 549 5 108 2,32 x 102
X1 X1 -440 5 -95 1,98 X 10'23
XoXs -115 5 -25 3,61 x 10
X3X3 204 5 44 4,20 x 1018
XaXs -193 5 -42 9,58 x 108
XXz -17 6 -3 1,55x 102
X1X3 -16 6 -3 1,76 x 102
X1X4 30 6 5 2,13 x 10*
XoXs3 -55 6 -9 1,38 x 10”7
XoXa 25 6 4 1,13x10®
X3X4q 34 6 5 518 x10°

X1: pH, X2: Kolon Sicakligi (°C), X3: Akis Oran1 (mL/min), X4: Mobil faz organik yiizdesi (%v:v)
*: Istatistiki olarak anlaml

Hidrokortizonun HPLC cihazi ile tayininde analitik kosullara deneysel tasarim yontemiyle
incelendigi calismada; Anlamlilik F degeri ve Model F degeri kullanilarak yapilan regresyon

analizi ile modelin istatistiki olarak anlamli oldugu gdsterilmistir.

Teorik Plaka Sayisi icin Ana Etkilerin Grafikleri

Kalan Secakhg, (o) Akig Hizi, (mL'dk) Mabil Faz Org. Yizdes, (%)
o000

000
13000
— /‘
1000

OO0

Teorik Plaka Sayisi Ortalamasi

20 25 40 20 2 35 40 0.7 0.8 10 11 &b L] 0 -] a0

Sekil 4.11. Hidrokortizonun HPLC cihazi ile tayininde ana parametrelerin teorik plaka sayisi
tizerine tekli etkileri

pH etkisi: Regresyon analizi sonucu hidrokortizonun HPLC cihazi ile tayininde ¢ozelti
pH’sinin etkisi istatistiksel olarak énemli bulunmustur (P=7,13 x 1072, P<0,05). pH’ye ait
katsayinin sifirdan biiyiik olmasi (89) hidrokortizon analitinin HPLC tayininde teorik plaka

say1s1 bakimindan pH’nin kiimiilatif etkisinin pozitif oldugunu gostermektedir.
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Hidrokortizonun HPLC cihaz ile tayininde pH 2,0-3,0 araliginda teorik plaka sayisinin
arttirg1, pH=3"te maksimuma ulastig1 ve pH 3,0—4,0 araliginda ise azaldig tespit edilmistir
(Sekil 4.11). Sekil 4.11°deki grafikten en yiiksek pik alanimin pH 3,1 kosullarinda 1723x10*

olarak elde edilmistir.

Kolon Sicakligimmin Etkisi: Regresyon analizi sonucu hidrokortizonun HPLC cihazi ile
tayininde kolon sicakliginn etkisi istatistiksel olarak énemli bulunmustur (P=1,96 x 102,
P<0,05). Kolon sicakligina ait katsayinin sifirdan biiyiik olmas1 (1140) hidrokortizon
analitinin HPLC tayininde kolon sicakliginin kiimiilatif etkisinin pozitif oldugunu
gostermektedir. Ayrica kolon sicakligt parametresine ait katsaymin diger tim
parametrelerden daha biiylik olmasi, parametreler arasinda teorik plaka sayisi iizerine

etkisinin en fazla olan parametre oldugunu gostermektedir.

Hidrokortizonun HPLC cihazi ile tayininde kolon sicakliginin 20°C—40°C araliginda teorik
plaka sayisinin arttigi tespit edilmistir (Sekil 4.11). Sekil 4.11°deki grafikten en yiiksek
teorik plaka sayisinin 40,0°C kosullarinda 1723x10* olarak elde edilmistir.

Akis Hizinin Etkisi: Regresyon analizi sonucu hidrokortizonun HPLC cihaz ile tayininde
akis hizinin etkisi istatistiksel olarak onemli bulunmustur (P=1,48 102%, P<0,05). Akis
hizina ait katsayinin sifirdan kii¢iik olmasi (-652) hidrokortizon analitinin HPLC tayininde

akis hizinin kiimiilatif etkisinin negatif oldugunu géstermektedir.

Hidrokortizonun HPLC cihazi ile tayininde artan akis hizi ile teorik plaka sayisinin azaldig:
tespit edilmistir. Sekil 4.11°deki grafikten en yiiksek pik alan1 0,7 mL/min kosullarinda
1723x10* olarak elde edilmistir.

Mobil Faz Organik Yiizdesinin Etkisi: Regresyon analizi sonucu hidrokortizonun HPLC
cihaz1 ile tayininde mobil faz organik yiizdesinin etkisi istatistiksel olarak onemli
bulunmustur (P=2,32 x 1024, P<0,05). Akis hizina ait katsaymin sifirdan biiyiik olmasi1 (549)
hidrokortizon analitinin HPLC tayininde mobil faz organik madde yiizdesinin kiimiilatif

etkisinin pozitif oldugunu gostermektedir.

Hidrokortizonun HPLC cihazi ile tayininde %60’dan %76’e kadar artan mobil faz yiizdesi

ile kiimilatif etkinin arttig1, %77’ de maksimuma ulastig1 ve sonrasinda teorik plaka sayisinin
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bir miktar azaldigi tespit edilmistir. Sekil 4.11’deki grafikten en yiiksek teorik plaka

sayisinin mobil faz yiizdesinin %77 oldugu durumda elde edildgi tespit edilmistir.

Hidrokortizonun HPLC cihaz1 ile tayinine etki eden anlamli parametrelerin TEORIK

PLAKA SAYISI tizerine birlikte etkileri:

pH ve kolon sicakliginin teorik plaka sayisina etkisi: Regresyon analizi sonucu
hidrokortizonun HPLC cihaz ile tayininde pH ve kolon sicaklig1 anlamli parametrelerin

birlikte etkisi (Sekil 4.12) teorik plaka sayisi lizerine istatistiksel olarak onemli bulunmugtur.

(P= 1,55 x 1072, P<0,05).

pH ve kolon sicakliina ait katsaymin (-17) sifirdan kii¢iik olmasi, bu ikili etkilesimin
etkisinin hidrokortizon analitinin HPLC cihazi ile tayinindeki teorik plaka sayisi lizerine
etkisinin negatif oldugunu ifade etmektedir. Sekil 4.12°deki pH ve kolon sicakligina bagh
yiizey grafiginden, en yiiksek teorik plaka sayisinin pH 3,1 ve kolon sicakliginin 40°C
oldugu kosullarda 1723x10* olarak elde edilmistir.

14000
Teorik Plaka $ny|s|1
10000
8000 »
L 40
40 - - 35
35 . oy
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Kolon Sicakligs, (oC) 20 x

Sekil 4.12. Hidrokortizonun HPLC cihaz1 ile tayininde teorik plaka sayisi lizerine pH ve
kolon sicakligin etkisi

pH ve akis hizinin teorik plaka sayisina etkisi: Regresyon analizi sonucu hidrokortizonun HPLC
cihazi ile tayininde pH ve akis hizinin anlamli parametrelerin birlikte etkisi (Sekil 4.13) teorik

plaka sayisi iizerine istatistiksel olarak onemli bulunmustur. (P= 1,76 x 102, P<0,05).

pH ve akis hizina ait katsaymin (-16) sifirdan kiigiik olmasi, bu ikili etkilesimin etkisinin
hidrokortizon analitinin HPLC cihazi ile tayinindeki teorik plaka sayisi iizerine etkisinin negatif
oldugunu ifade etmektedir. Sekil 4.13’teki pH ve akis hizina bagl yiizey grafiginden, en yiiksek
pik alanmm pH 3,1 ve akis hizinin 0,7 mL/min oldugu kosullarda 1723x10* olarak elde edilmistir.
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Sekil 4.13. Hidrokortizonun HPLC cihazi ile tayininde teorik plaka sayisi izerine pH ve akis
hizinin etkisi

pH ve mobil faz organik madde yiizdesinin teorik plaka sayisina etkisi: Regresyon analizi
sonucu hidrokortizonun HPLC cihazi ile tayininde pH ve mobil faz organik madde
yiizdesinin anlamli parametrelerin birlikte etkisi (Sekil 4.14) teorik plaka sayisi iizerine

istatistiksel olarak énemli bulunmustur (P= 2,13 x 10, P<0,05).

pH ve mobil faz organik madde yiizdesine ait katsayinin (30) sifirdan biiyiik olmasi, bu ikili
etkilesimin etkisinin hidrokortizon analitinin HPLC cihazi ile tayinindeki teorik plaka sayisi
tizerine etkisinin pozitif oldugunu ifade etmektedir. Sekil 4.14°teki pH ve mobil faz organik
madde yiizdesine bagh yiizey grafiginden, en yliksek teorik plaka sayisinin pH=3,1"de
ve %77 mobil faz organik madde yiizdesi oldugu kosullarda 1723x10* olarak elde edilmistir.

13500
Teorik Plaka Sayis 2000
10500
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35
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Sekil 4.14. Hidrokortizonun HPLC cihazi ile tayininde teorik plaka sayisi lizerine pH ve
mobil faz organik madde yiizdesinin etkisi

Kolon sicakligi ve akis hizinin teorik plaka sayisina etkisi: Regresyon analizi sonucu

hidrokortizonun HPLC cihaz1 ile tayininde kolon sicakligt ve akis hizinin anlamli
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parametrelerin birlikte etkisi (Sekil 4.15) pik alani iizerine istatistiksel olarak onemli

bulunmustur (P= 1,38 x 107, P<0,05).

Kolon sicaklig1 ve akis hizina ait katsayinin (-55) sifirdan kii¢iik olmasi, bu ikili etkilesimin
etkisinin hidrokortizon analitinin HPLC cihazi ile tayinindeki teorik plaka sayisi lizerine
etkisinin negaitf oldugunu ifade etmektedir. Sekil 4.15’teki kolon sicakligr ve akis hizina
bagl yiizey grafiginden, en yiiksek pik alaninin 40°C’da ve akis hizinin 0,7 mL/min oldugu
kosullarda 1723x10* olarak elde edilmistir.
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Sekil 4.15. Hidrokortizonun HPLC cihazi ile tayininde teorik plaka sayisi {lizerine kolon
sicaklig1 ve akis hizinin etkisi

Kolon sicakligi ve mobil faz organik madde yiizdesinin teorik plaka sayisina etkisi:
Regresyon analizi sonucu hidrokortizonun HPLC cihazi ile tayininde kolon sicakligi ve
mobil faz organik madde ylizdesi anlamli parametrelerin birlikte etkisi (Sekil 4.16) teorik

plaka sayis1 iizerine istatistiksel olarak énemli bulunmustur. (P= 1,13 x 103, P<0,05).

Kolon sicakliglt ve mobil faz organik madde yiizdesine ait katsayinin (25) sifirdan biiyiik
olmasi, bu ikili etkilesimin etkisinin hidrokortizon analitinin HPLC cihazi ile tayinindeki
teorik plaka sayisi lizerine etkisinin pozitif oldugunu ifade etmektedir. Sekil 4.16°daki kolon
sicakligr ve akis hizina bagh yiizey grafiginden, en yiiksek pik alaninin 40°C’da ve mobil
faz organik madde yiizdesinin %77 oldugu kosullarda 1723x10* olarak elde edilmistir.
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Sekil 4.16. Hidrokortizonun HPLC cihazi ile tayininde teorik plaka sayisi tizerine kolon
sicaklig1 ve mobil faz organik madde yiizdesinin etkisi

Akis hiz1 ve mobil faz organik madde yiizdesinin teorik plaka sayisina etkisi: Regresyon
analizi sonucu hidrokortizonun HPLC cihazi ile tayininde akis hizi ve mobil faz organik
madde ylizdesi anlamli parametrelerin birlikte etkisi (Sekil 4.17) teorik plaka sayisi iizerine

istatistiksel olarak énemli bulunmustur (P= 5,18 x 10°, P<0,05).

Akis hiz1 ve mobil faz organik madde yiizdesine ait katsayinin (34) sifirdan biiyiik olmasi,
bu ikili etkilesimin etkisinin hidrokortizon analitinin HPLC cihazi ile tayinindeki alan degeri
izerine etkisinin pozitif oldugunu ifade etmektedir. Sekil 4.17°deki akis hiz1 ve akis hizina
bagl yiizey grafiginden, en yiiksek pik alaninin 0,7 mL/min’da %77 oldugu kosullarda
1723x10* olarak elde edilmistir.
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Sekil 4.17. Hidrokortizonun HPLC cihazi ile tayininde teorik plaka sayisi lizerine akis hizi
ve mobil faz organik madde yiizdesinin etkisi

Hidrokortizonun HPLC cihaz: ile tayini i¢in dort bagimsiz degiskenle CCD modeline gore

parametrelerin optimum degerleri Sekil 4.18’de yer almaktadir.
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Optimal pH Kolon Si Akis Hiz Mobil Fa

D- 1000 High 4,0 400 1,10 80,0
o Cur [3,0707] [40,0] [0,70] [76,9697]

Predict  Low 20 20,0 0,70 60,0

Teorik P
Maximum
y = 1,723E+04
d = 1,0000

Sekil 4.18. Hidrokortizonun HPLC cihazi ile tayininde teorik plaka degerlendirmelerine gore
belirlenen optimum analiz kosullar

Su ana kadar yapilan tiim ¢alismalar i¢in pik alani ve teorik plaka sayisi igin ayr1 ayri
optimum degerler bulunmustur. Caligmanin devaminda pik alani, teorik plaka sayisi ve ayri

ayr1 ve her iki cevabin ortak yer aldig1 3 farkli optimizasyon tasarlanmaistir.

1. Pik alani i¢in 4 parametreden optimizasyon
2. Teorik plaka sayis1 i¢in 4 parametreden optimizasyon

3. Pik alan1 + Teorik plaka sayisi1 i¢in 4 parametreden optimizasyon

Hidrokortizonun HPLC cihazi ile tayini i¢in dort bagimsiz degiskenle CCD modeline gore
pik alanina gore saptanan optimum kosullar Sekil 4.9°da, teorik plaka sayisina gére saptanan
optimum Sekil 4.18’de ve pik alani-teorik plaka sayisina gore saptanan optimum degerler

Sekil 4.19°da yer almaktadir.
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Mew pH K. Sicak Akis Hiz Mobil Fa

, High 40 40,0 110 80,0
D:1.000 oy [4.0] [37.50] [0.70] [80,0]
Predit  Low 20 20,0 0,70 60,0

B -~

Composite
Desirability
D: 1,000

Fik Alan
Maximum
y = 5861E+06
d = 1,0000

Teorik P
Maximum
y = 1,524E+04
d = 1,0000

Sekil 4.19. Hidrokortizonun HPLC cihazi ile tayini i¢in dort bagimsiz degiskenle CCD modeline
gore parametrelerin optimum degerleri (Pik Alan1 ve Teorik Plaka Sayisi)

Gelinen son noktada pik alani, sadece teorik plaka sayis1 ve mix (Pik alan1 + Teorik plaka
sayisi) i¢in bulunan optimum noktalardan 2 farkli giinde 3’er paralel olmak iizere deneme

analizleri yapildi. Bu deneme sonuglari;

Cizelge 4.7. Optimizasyon ¢aligsmasi analiz sonuglari

Mobil Faz Sali Carsamba
DeNn:y p Sigllg?gl ﬁllef Organik Pik Teorik Plaka Pik Teorik Plaka

Yiizdesi Alani Sayisi Alani Sayisi
1 2 27,3 0,7 60 5687610 11498
2 2 27,3 0,7 60 5706616 11502
3 2 27,3 0,7 60 5661447 11506
4 2 27,3 0,7 60 5691257 11508
5 2 27,3 0,7 60 5725015 11502
6 2 27,3 0,7 60 565205 11254
7 3,1 40 0,7 77 5265906 14033
8 3,1 40 0,7 77 5350425 13535
9 3,1 40 0,7 77 5403459 13546
10 3,1 40 0,7 77 5201278 13725
11 3,1 40 0,7 77 5190157 13727
12 3,1 40 0,7 77 5207761 13647
13 4,0 37,5 0,7 80 5117905 14493
14 4,0 37,5 0,7 80 5149234 13405
15 4,0 37,5 0,7 80 5167472 13411
16 4,0 37,5 0,7 80 5448763 13518
17 4,0 37,5 0,7 80 5556896 13462

18 4,0 37,5 0,7 80 5525583 13400
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Minitabdan elde edilen sayisal verilerle sadece pik alani agisindan, teork plaka sayisi
acisindan ve mix (Pik alan1 + Teorik plaka sayis1) agisindan optimum noktalar belirlenmistir.
Son gelinen degerlendirme asamasinda HPLC sisteminden elde edilen hidrokortizon piki
icin simetri faktori, rezoliisyon, pikin omuz verip vermemesi ve alikonma siiresi gibi

kriterlerde dikkate alinarak degerlendirmeler de tamamlanmigtir.

Bu sonuglar dogrultusunda kromatografik sartlar hareketli faz oran1 80/20 metanol /su, pH
4,0 akis hiz1 0,7 mL/min, ve kolon sicaklig1 37,5 olarak belirlenmistir. Bu kosullarda 254
nm’de UV-Vis dedektor ile elde edilen kromatogram Sekil 4.27°de verilmistir. Alikonma

stiresi 5,1 dakika olarak bulunmustur.

4.2. Validasyon

4.2.1. Secicilik

Secicilik, numune ortaminda bulunan bilesenlerin varliginda ilgilenilen analitin dogru ve

spesifik sekilde ol¢iilebilmesini saglar.

Kabul kriteri

Calisma neticesinde elde edilen kromatogramlar incelendiginde tiim ilgili analit pikleri
birbirinden tam olarak ayrilabilmelidir. Ana pik, seyreltme ¢ozeltisi ve plasebo c¢ozeltileri
gibi ¢ozeltilerden gelen pikler ile girisim yapmamalidir. Hidrokortizon piki i¢in, “Pik safligi

acist degeri “Pik saflig1 esigi” degerinden kii¢iik olmalidir.

0015 |

001t/

AU

0,005

Gog(y:‘,_.- — M~ |

0005

0.00 100 200 3.00 4.00 5.00 6.00 7.04

Component Results
Name RT | IntType

1 HIDROKORTIZON | 5129 Missing

Sekil 4.20 .Kor ¢ozelti kromatogrami
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Sekil 4.22. Plasebo ¢ozeltisi kromatogrami

Sekil 4.23. Plasebo ¢6zeltisi 3D kromatogrami
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Sekil 4.24. Standart ¢ozeltisi kromatogrami

Purity Plot
Py Co
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Sekil 4.25. Standart ¢ozeltisi purity plot kromatogrami
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Sekil 4.26. Standart ¢ozeltisi 3D kromatogrami
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Sekil 4.27. Numune ¢ozeltisi kromatogrami
Purity Plot
TPurity
1 Auto ‘Threshold \
06+ | /T
\ | ff A
4 ‘.. | M
o 040y i /
< o /
i
4 :. ! /
020 WA /
000]— \ = I
e e —— T T
500 510 520 530
Minutes
PA: 0.263 TH: 0.292
— Peak: HDROKORTIZON
—— Purity
———— Auto Threshold

Sekil 4.28. Numune ¢ozeltisi purity plot kromatogrami

ooo 020 oee 080 o

Sekil 4.29. Numune ¢ozeltisi 3D kromatogrami
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Cizelge 4.8. Segicilik analiz sonuglari

Enjeksiyon Pik Saflig1 A¢ist Pik Saflig1 Esigi
Cozici - -
Plasebo - -

Standart Cozeltisi 0,259 0,292
Numune Cozeltisi 0,263 0,292

Sonuclarin degerlendirilmesi

Plasebo ve seyreltme cozeltilerinden girisim gozlenmemis olup sonuglar kabul kriterini

karsilamstir.

Her enjeksiyonda pik saflig1 agis1 pik saflig1 esiginden kii¢iik olup, sonuglar kabul kriterine

uygun bulunmustur.

4.2.2. Sistem uygunlugu

Sistem uygunlugu parametresi analitik sistemin uygun sekilde calistigini, dogru ve kesin
sonuclar verdigini dogrulamak amaciyla uygulanir. Sistemin uygunlugu standart ¢ézeltinin
alt1 tekrarli enjeksiyonuyla ile belirlenir. Sistem uygunlugu her validasyon parametresi

analizinin basinda uygulanir.

Kabul Kkriteri

Standart ¢ozelti ile elde edilen kromotogramlarda hidrokortizon pikinin simetri faktorii

2’den fazla olmamalidir.

Standart ¢o6zelti ile elde edilen kromotogramlarda hidrokortizon pikinin teorik plaka sayisi

2000’°den fazla olmalidir.

Hidrokortizon pik alanlarinin RSD degeri 6 tekrarli enjeksiyon sonucunda %2,0’den fazla

olmamalidir.
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Cizelge 4.9. Sistem uygunlugu analiz sonuglar1

Simetri

Enjeksiyon Sayis1 Alan Alikonma Siiresi Faktor Teorik Plaka Sayisi
1 5543402 5,07 1,34 9301
2 5536679 5,07 1,34 9355
3 5540477 5,06 1,34 9341
4 5544268 5,07 1,34 9377
5 5541927 5,07 1,34 9372
6 5538869 5,07 1,34 9410
Ortalama 5540937
%RSD 0,05

Sonuclarin degerlendirilmesi

Simetri faktorleri 1,34 olup kabul kriterine uygun bulunmustur.
Teorik plaka sayis1 2000 degerden biiyiik olup kabul kriterine uygun bulunmustur.
6 enjeksiyona ait % RSD 0,05 olup kabul kriterine uygun bulunmustur.

Sistem uygunluk kriterleri karsilanmistir.

4.2.3. Dogrusallik

%20, %40, %60, %80, %100, %120 ve %140 derisim diizeyinde kalibrasyon numuneleri

hazirlanmistir ve her derisimden 2’ser enjeksiyon verilmistir.

Kabul Kriteri

Regresyonun korelasyon katsayis1 0,997 den fazla olmalidir.

Egim (m) ve kesisim raporlanir.

Cizelge 4.10. Dogrusallik analiz sonuglari

% Derisim Seviyesi (%3;33 Alan-1 Alan-2 Ortalama Alan % RSD
20 0,020 1159713 1161260 1160487 0,09
40 0,040 2221257 2212662 2216960 0,27
60 0,060 3343561 3311928 3327745 0,67
80 0,080 4613274 4608418 4610846 0,07
100 0,100 5630459 5648781 5639620 0,23
120 0,120 6790730 6755704 6773217 0,36

140 0,140 7795096 7799009 7797053 0,04
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Cizelge 4.11. Kalibrasyon egrisi degerleri

Egim 55953729,464X
Kesigim 27405,357
R? 0,999
5000000
2000000
7000000
6000000
5000000
< 4000000
= -
2000000 y = 55853725,464x + 27405,357
R*=0,999
2000000
1000000
0
0,000 0020 0040 0060 0080 0100 0120 0140 0,160
Konsantrasyon (mg/mL)

Sekil 4.30. Kalibrasyon Egrisi

Sonuclarin degerlendirilmesi

Regresyon katsayist 0,9997 olarak bulunmus olup, sonuglar kabul kriterini kargilamigtir.

4.2.4 Gozlenebilme ve tayin sinir1

LOD ve LOQ degerleri sinyal/gliriiltii’ye dayandirilarak hesaplanmistir.

Kabul Kriteri

LOD sinirt igin ilgili kromatogramdan elde edlen sinyalin giiriiltiiye oraninin 3’ten biiyiik

olmasi gerekir.

LOQ sinir1 i¢in ilgili kromatogramdan elde edlen sinyalin giiriiltilye oraninin 10’dan biiyiik

olmasi gerekir.
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Cizelge 4.12. LOD ve LOQ analiz sonuglari

Smyals/ /Sﬁrﬁlta Konsantrasyon (mg/mL)
LOD 2,9 0,00004
LOQ 10,4 0,00010

Sonuclarin degerlendirilmesi

S/N oranina goére LOD ve LOQ degeleri belirlenmistir.

4.2.5. Calisma arahgi

Dogrusallik analizi sonuglari, ¢alisma araliginin minimum 0,02 mg/mL ve maksimum

0,14 mg/mL derisim diizeylerinde oldugunu gostermistir.

4.2.6. Dogruluk (Geri kazanim)

Metodun dogrulugu; dogrusallik araliginda belirtilen seviyeler i¢in gosterilir. Her bir seviye
icin 3’er adet olmak iizere toplam 9 adet numune hazirlanmis ve % geri kazanimlari

hesaplanmustir.

Kabul kriteri

Geri kazanimlar %95-105 kriterini saglamalidir.

Ayn1 derisimdeki 3 numunenin RSD’si %2’den fazla olmamalidir.

Cizelge 4.13. Dogruluk analiz sonuglari

% Derigim Seviyesi (rPn e;;ri:ril) Alan-1 Alan-2 Ortalama
%80-1 0,080 4635469 4639365 4637417
%80-2 0,080 4617962 4639531 4628747
%80-3 0,080 4647645 4598271 4622958

%100-1 0,100 5570661 5539000 5554831
%100-2 0,100 5601022 5563588 5582305
%100-3 0,100 5615709 5617315 5616512
%120-1 0,120 6745060 6751413 6748237
%120-2 0,120 6691292 6751689 6721491

%120-3 0,120 6765490 6743245 6754368
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Cizelge 4.14. Dogruluk saptanan igerik

% Derigim Seviyesi Del-igrlr?i I(Er?lg/errrllL) % Geri Kazanim %02?52%2:1 % RSD
%80-1 0,084 104,62
%80-2 0,084 104,42 104,44 0,16
%80-3 0,083 104,29
%100-1 0,100 100,25
%100-2 0,101 100,75 100,79 0,55
%100-3 0,101 101,36
%120-1 0,122 101,49
%120-2 0,121 101,09 101,39 0,26
%120-3 0,122 101,58

Sonuclarin degerlendirilmesi

Dogruluk numunelerinin % geri kazanimlar1 %80, %100 ve %120 seviyeleri i¢in sirasiyla
RSD degerleri %80, %100 ve %120 seviyeleri i¢in sirastyla %0,38, %0,57 ve %0,87 olarak

bulunmus olup, sonuglar kabul kriterini karsilamistir.

Dogruluk numunelerinde ortalama geri kazanim %104,44, %100,79 ve %101,39 olarak

hesaplanmis olup, sonuglar kabul kriterini karsilamistir.

4.2.7. Kesinlik

Kesinlik; sistem kesinligi, tekrarlanabilirlik ve ara kesinlik ¢aligsmalar ile belirlenmistir

Sistem Kesinligi

Sistem Kesinligi analizleri i¢in standart ¢dzeltinin 6 tekrarli enjeksiyonu gergeklestirilmistir.

Kabul Kkriteri

RSD degeri %2’den fazla olmamalidir.

Cizelge 4.15. Sistem kesinligi analiz sonuglari

Enjeksiyon Sayisi Alan Degeri
5605821
5669099
5604105
5626465
5667119
5638201
Ortalama 5635135
%RSD 0,51

OO~ WN P
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Sonuclarin degerlendirilmesi

% RSD degeri 0,51 olup kabul kriterine uygun bulunmustur.

Yontem kesinligi (tekrarlanabilirlik)

6 adet bitmis {iriin numunesinin ¢ozeltilerinin metoda gore ¢alisilmasi ile alinan sonuglarin

birbirlerine yakinlik derecesinin dlgiilmesi prensibine dayanir.

Kabul kriteri

6 adet bitmis {lirlin numune sonucunun RSD degeri %2’den fazla olmamalidir.

Caligilan numunelerin her birinin sonucu spesifikasyon limitleri i¢inde olmalidir.

Cizelge 4.16. Tekrarlanabilirlik analiz sonuglari

Numune Alan-1 Alan-2 Ortalama Alan % Sonug

1 5519744 5517341 5518543 99,6

2 5539714 5538095 5538905 99,9

3 5530480 5526030 5528255 99,7

4 5535627 5524527 5530077 99,8

5 5531911 5533038 5532475 99,8

6 5530199 5530327 5530263 99,8
Ortalama 99,8

RSD 0,12

Sonuclarin degerlendirilmesi

Tekrarlanabilirlik numuneleri i¢in RSD degerleri %0,12 olarak bulunmus olup, numune

sonugclar spesifikasyon limitleri igerisinde yer almaktadir.

Sonuglar kabul kriterini karsilamistir.

Ara kesinlik (Laboratuvar ici kesinlik)

Sonuglar, farkli giin ve farkli analist analizlerinden elde edilen sonuglardir. Alt1 adet bitmis
iriin numunesi hazirlanmis ve bu numunelerden ikiser enjeksiyon verilmistir. Ara kesinlik

parametresi kabul kriterlerini karsilamistir.
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Kabul kriteri
6 adet bitmis {lirlin numune sonucunun RSD degeri %2’den fazla olmamalidir.

Tekrarlanabilirlik analiz sonuglar1 ile birlikte elde edilen 12 adet miktar tayini sonucu

arasindaki RSD degeri %2’den fazla olmamalidir.

Calisilan numunelerin her birinin sonucu spesifikasyon sinirlar1 i¢inde olmalidir.

Cizelge 4.17. Ara kesinlik analiz sonuglari

Numune Alan-1 Alan-2 Ortalama Alan % Sonug

1 5670681 5623479 5647080 100,2

2 5646290 5659136 5652713 100,3

3 5668720 5640105 5654413 100,3

4 5658575 5670682 5664629 100,5

5 5678108 5676011 5677060 100,7

6 5634162 5660970 5647566 100,2
Ortalama 100,4

RSD 0,21

Cizelge 4.18. Tekrarlanabilirlik ve ara kesinlik analiz sonug kiyaslamasi

Analiz Numune % Sonug
99,6 99,6
100,0 100,0
A 99,8 99,8
Tekrarlanabilirlik 998 99,8
99,8 99,8
99,8 99,8
100,2 100,2
100,3 100,3
- 100,3 100,3
Ara Kesinlik 1005 100.5
100,7 100,7
100,2 100,2
Ortalama 100,1
% RSD 0,35

Sonuclarin degerlendirilmesi

Ara kesinlik numuneleri icin RSD degerleri %0,21 olarak bulunmus olup, numune sonuglar

spesifikasyon limitleri icerisinde yer almaktadir.
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Tekrarlanabilirlik ve arakesinlik numuneleri igin RSD degerleri %1,15 olarak bulunmusg

olup, sonuglar kabul kriterini karsilamistir.

Sonuglar kabul kriterini karsilamistir.

4.2.8. Saglamhk

Analitik bir prosediiriin saglamligi, prosediir parametrelerindeki kiiciik degisikliklerden
etkilenmeden kalma kapasitesinin bir Ol¢iistidiir. Saglamlik, normal kullanim sirasinda
yontemin veya prosediiriin uygunlugunu ve giivenilirligini gosterir. Bir yontemin saglamligi,
sicaklik, akis hizi, gibi parametre degisiklikleri ve bunlarin yontem iizerindeki etkileri ile

degerlendirilir.

Kabul kriteri

Degisim baslangi¢ degerinin %2’sinden fazla olmamalidir.

Cizelge 4.19. Saglamlik analiz sonuglar1

Parametre % Analiz Sonucu %Degisim
Normal Analiz Kosulu 99,75 -
Akis Hiz1 (0,60 mL/min) 99,26 0,50
Akis Hiz1 (0,80 mL/min) 100,01 0,26
Kolon Sicakligi (35°C) 100,09 0,34
Kolon Sicakligi (40°C) 99,83 0,08

Sonuclarin degerlendirilmesi

Sonuglar kabul kriterini karsilamistir.

4.2.9. Stabilite

Cozelti stabilitesi icin oda sicakliginda ve buzdolabinda bekletilen standart ve test ¢ozeltileri,

ilk (t=0) hazirlanmis standart ve test ¢ozeltisine karsi analiz edilmistir.

Kabul kriteri

Elde edilen degerler, baslangic degerinin %2'sinden farkli olmamalidir.
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Kosul / % Degisim Basglangig 24. saat 48.Saat
2-8°C 5511318 5611819
% Degisim 0,58 1,23
25°C 5543402 5526895 5524852
% Degigim 0,30 0,33
Cizelge 4.21. Numune ¢dzelti stabilitesi analiz sonuglari
Kosul / % Degisim Baslangi¢ 24. saat 48.Saat
2-8°C 5660229 5742218
% Degisim 0,36 1,82
25°C 5639744 5585214 5587416
% Degisim 0,97 0,93

Sonuclarin degerlendirilmesi

Standart ¢ozelti ve numune c¢ozeltisi, oda sicaklifi ve buzdolabi kosullarinda 48 saat

stabildir.

4.3. Ornek Analizi

Hidrokortizon 100 mg/mL intravendz enjeksiyon ve intravondz infiizyon igin liyofilize toz

iceren flakon i¢in bolim 3.4.3’de anlatildigi sekilde yapilan ¢aligmalar sonucunda

Hidrokortizon etkin maddesi i¢in Cizelge 4.22’deki veriler elde edilmistir. Elde edilen

hidrokortizon miktar tayini analiz sonuglarinin ilacin etiket degeri ile karsilastirilmasi

Cizelge 4.23’te yer almaktadir.

Cizelge 4.22. Hidrokortizon miktar tayini analiz sonuglari

Standart Tartimi Standart Hidrokortizon Hidrokortizon
(mg) Alan Degeri (Alan Degeri) (mg)
5583402 5525843 99,4
5539479 5552805 99,9
100.1 5495477 5536955 99,6
' 5612568 5530250 99,5
5556327 5542275 99,7
5608869 5532586 99,5
Ortalama 5566020 5536786 99,6
Standart Sapma 40987 8821 0,16
% RSD 0,74 0,16 0,16
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Cizelge 4.23. Miktar tayini analiz sonuglarmin etiket degeri kiyaslamalari

Deney Sayist Bulunan Deger (mg) Etiket Degeri (mg) % Geri Kazanim

1 99,4 100 99,4
2 99,9 100 99,9
3 99,6 100 99,6
4 99,5 100 99,5
5 99,7 100 99,7
6 99,5 100 99,5

Ortalama 99,6

Standart Sapma 0,2

% RSD 0,2
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5. SONUC

Bu calismada, hidrokortizon miktar tayini analizi i¢in gelistirilen HPLC yoOntemi igin
hareketli faz bilesenleri, kolon sicakligi, pH ve akis hiz1 klasik yontem ile yaklasik olarak
tespit edildikten sonra deneysel tasarimdan yontemi ile optimum kosullar belirlenmistir.
Hidrokortizon etkin maddesi UV dedektdr ile 254 nm’de saptanmustir. Izokratik akis
programinda 7 dakikada gerceklestirilen analizde 5,1 dakikada hidrokortizon pik eldesi

saglandi.

Gelistirilen yontemin dogrusalliginin incelenmesinde, maddelerin Ornekler igindeki
miktarlar1 g6z Oniine alinarak belirlenen derisim araliginda, pik alani ile derisim arasindaki
iligkiden yararlanilmigtir. Hazirlanan 3 ayr1 6l¢ii egrisi sonuglarinin birbirleri ile tutarli

oldugu ve regresyon katsayilarinin uygun oldugu goriilmiistiir.

Gelistirilen yontemin tekrarlanabilirlik parametrelerinin incelenmesi i¢in belirlenen derisim
araligr icinde olacak sekilde farkli derisimde sentetik karigimlar hazirlanmis ve analiz
edilmistir. Kabul edilebilirlik i¢in iist limit olan % 2’nin altinda RSD degerleri elde

edilmistir.

Gelistirilen yéntemin dogruluk parametresinin incelemesi icin Ornek icersine farkli
derisimlerde maddelerden eklenerek hazirlanan ¢ozeltiler analiz edildiginde analitik agidan

kabul edilebilir sinirlar iginde (95-105) geri kazanim degerleri elde edilmistir.
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