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ONSOZ

Tez ¢aligmasi1 kapsaminda Naftifin HCI etken maddesinin analizi i¢in duyarli,
hizli ve kolay uygulanabilir yontemlerin gelistirilmesi amaclanmigtir. Naftifin
HClI’nin Ultraviyole-Gértiniir Bolge (UV-GB) spektrofotometrik ve ters faz Yiiksek
Performansli Sivi Kromatografisi (HPLC) yontemleriyle analizi ve optimizasyonu
gerceklestirilmistir. ' Yontem gegerlilik ve HPLC igin sistem uygunluk testleri
neticesinde gelistirilen yontemlerin secici, duyarli ve etken maddenin farmasotik

dozaj sekillerinden analizi i¢in uygun oldugu goriilmiistiir.

Oncelikle tecriibeleriyle tez siirecimi aydinlatan ve her zaman yanimda olan
¢ok kiymetli tez danismanim Dr. Ogr. Uyesi Saadet DERMIS’e sonsuz tesekkiir ve

saygilarimi sunarim.

Yiiksek lisans egitimim siiresince bilgi, deneyim ve bilimsel desteklerini
esirgemeyen Analitik Kimya Anabilim Dali 6gretim iiyelerine tesekkiirlerimi

sunarim.

Sonsuz sevgi, sabir ve anlayisla beni bu tezi yazabilecek giinlere getiren

canim aileme tesekkiir ederim.
Her zaman yanimda olan, her daim destegini esirgemeyen, beni siirekli

motive eden hayat arkadasim ve canim esim Ramazan CIVELEK e sonsuz tesekkiir

ederim.
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1. GIRIS

Naftifin, siklikla dermatofit olarak bilinen yiizeyel mantar enfeksiyonlarinin
tedavisinde kullanilan bir antifungaldir. Naftifin HCI, allilamin sinifinda yer alir ve
skualen epoksidaz enzimini inhibe ederek etki gosterir. Terapdtik dozlarda viicut
stvilarinda ¢ok diislik miktarda bulunmasindan dolayi naftifinin kantitatif analizi i¢in
duyarli analiz yontemlerine ihtiya¢ duyulmaktadir ve bu grup ilaglar iizerindeki

arastirmalar devam etmektedir.

Farmakopede naftifinin miktar tayini analizleri normal faz HPLC ydntemi ile
yapilmistir (USP 36, 2013, s:4436-4437). Schatz ve Haberl’in c¢aligmasinda insan
plazma Orneklerinde HPLC yontemi ile naftifin miktar tayini analizleri yapilmistir.
Naftifinin spektrofotometrik kantitatif analizi igin ise herhangi bir c¢alisma

bulunmamaktadir.

Naftifin HCI etken maddesinin ters faz HPLC ve spektrofotometrik yontemler
kullanilarak miktar tayini analizi yOniinde calisma bulunmamasi nedeniyle

gelistirilen yontemler orjinal olup ilacin miktar tayini agisindan olduk¢a 6nemlidir.

Bu caligmada, Naftifin HCl etken maddesinin ters faz HPLC ve UV-GB
spektrofotometrik yontemlerle analiz edilmesi, analizler i¢in optimum kosullarin

saptanabilmesi ve analiz sonuglarinin nitel ve nicel degerlendirilmesi amaglanmistir.



1.1. Naftifin HC1 Kimysal Yapisi ve Fizikokimyasal Ozellikleri

e
CH2 NCH H
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| ]
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Sekil 1.1. Naftifin HCI Kimyasal Yapisi

Naftifin HCI, naftifinin hidrokloroid tuz formudur, sentetik bir allilamin
tirevi genis spektrumlu antifungaldir. Naftifin HCl’nin kimyasal formiilii
Cy1HN.HCI (Sekil 1.1); ITUPAC isimlendirmesi ‘““(E)-N-methyl-N-(naphthalen-1-
ylmethyl)-3-phenylprop-2-en-1-amine;hydrochloride” dir (USP 36, 2013, s:4436-
4437). Molekiil agriligi 323,86 g/mol’diir. Beyaz ya da beyaza yakin renkte kristal
bir tozdur. Erime noktasi 175-179 °C’dir. Kurutulmus bazda %99.0’dan fazla
ve %101.0’dan az C,;H,N.HCI igerir. 4 saat siireyle 105 °C’de fosfor pentoksitte
kurutuldugunda agirliginin %0,5’inden fazla kaybetmez. Tutusmada kalint1 %0.1’den
daha fazla degildir. 25 ©°C’nin altindaki oda sicakliginda ve siki kaplarda

saklanmalidir.

Naftifin HCI, inert bir gazla temizlenmesi gereken etanol, dimetil siilfoksit
(DMSO) ve dimetilformamid (DMF) gibi organik coziiciilerde ¢oziiniir. Etanol ve
DMSO’teki ¢oziiniirliigii yaklagik 5 mg/mL, DMF’deki ¢oziiniirliigii yaklasik 10
mg/mL’dir.

Naftifin HCI sulu tamponlarda az ¢oziiniir. Sulu tamponlarda maksimum
¢Oziiniirliik i¢in, genellikle dnce DMF ig¢inde ¢oziilmeli ve daha sonra secilen sulu
tampon ile seyreltilmelidir. Bu yontemle hazirlanan 1:5 DMF:PBS (Phosphate
Buffered Saline) (pH 7,2) cozeltisinde naftifinin ¢oziintirliigii yaklasik 0,16
mg/mL’dir.



1.2. Naftifin HCI Farmakolojik Etkisi

Naftifin HCI, allilamin smifinda ilk kesfedilen antifungaldir, 1974 yilinda
kesfedilmistir (Berney ve Schuh, 1978). Naftifin sadece topikal aktiviteye sahiptir.
Naftifin HCI, skualen epoksidaz enzim inhibisyonu yaparak ergesterol sentezini
engeller. Naftifin fungistatik ve fungisidal etkiye sahiptir. Ayrica naftifinin lokal
bakterisidal, vazokonstruktif, antihistaminik, kortikosteroidal ve antiinflamatuar

etkileri de bulunmaktadir (Jung, 1987 ve Tronnier, 1987).

Mantarlar morfolojik o6zelliklerine gore maya ve kiif olarak gruplanan
Okaryotik canli mikroorganizmalardir. Klorofil tasimazlar. Parazit veya saprofit
olarak yasabilen mantarlar eseyli veya eseysiz iireyebilirler. Mantar hiicre duvarinda
kitin, mannan ve glukan bulunur. Mantar hiicre zarinda ise ergesterol ve zimesterol
gibi steroller bulunur. Hiicre duvarinda bulunan kitin antibiyotiklerden
etkilenmezken, hiicre zarinda bulunan steroller ise ¢ogu antifungalin etkili oldugu

bolgedir.

Mantarlarin organizmaya yerleserek hasar vermesi sonucunda meydana
getirdigi semptom ve bulgular fungal enfeksiyon olarak ifade edilmektedir.
Dermatofitik, mukokiitandz, sistemik ve firsat¢1 fungal enfeksiyonlar goriilebilir. Son
yillarda kronik hastaliklar ve immmun supresyona neden olan durumlarin artisi

nedeniyle fungal enfeksiyonlar sik goriilmektedir.

Antifungaller mantar enfeksiyonlarina karsi etkili ilaglardir, antibakteriyel
etkileri zayiftir veya yoktur. Memeli hiicrelerinin de mantar hiicreleri gibi 6karyotik
olmas1 nedeniyle antifungal ilaglarin toksik etkileri antibakteriyel ilaglara gore daha
fazladir. Mantar enfeksiyonlarinin  tedavisinde c¢esitli  antifungal ilaglar
kullanilmaktadir. Mantarlarin tiir ve cins dagiliminin degiskenlik gostermesi, ilaglara
kars1 direng ve/veya c¢apraz direng gelisimi tedaviyi zorlastiran etmenlerdendir.
Antifungal ilaclar kimyasal yapilarina, etki mekanizmalarina ve tedavi uygulama

sekillerine gore siniflandirilabilir (Cizelge 1.1).



Cizelge 1.1. Antifungal flaclarin Siniflandiriimasi

Tedavi Sekline Gore

Topikal

Mikonazol, Ketokonazol, Sulkonazol, Tiokonazol, Klotrimazol, Ekonazol,
Efikonazol, Lulikonazol, Klotrimazol, Oksikonazol, Sertakonazol,

Naftifin, Terbinafin, Butenafin.

Sistemik

Amfoterisin B, Lipozomal Amfoterisin B, Flusitozin, Kaspofungin,
Mikafungin, Andulafungin, Flukonazol, Vorikonazol, Posakonazol,

Ketokonazol, ftrakonazol, Terbinafin, Griseofulvin.

Kimyasal Yapilarina Gore

Poliyenler
Ekinokandinler
Heterosiklik Benzofuran
Antimetabolit

Azoller

Allilaminler

Amfoterisin B, Nistatin, Hamycin

Kaspofungin, Mikafungin, Andulafungin

Griseofulvin

Flusitozin

Imidazoller (Klotrimazol, Mikonazol, Ketokonazol, Oksikonazol,
Bifonazol, Butokonazol, Ekonazol, Fentikonazol, izokonazol, Klimbazol,
Lanokonazol, Lulikonazol, Omokonazol, Oksikonazol, Sertokonazol,
Tiyokonazol, Terkonazol, Triazoller Flukonazol, Itrakonazol, Vorikonazol,
Posakonazol, Albakonazol, Efikonazol, Izavukonazol, Ravukonazol.

Naftifin, Terbinafin, Butenafin

Etki Mekanizmasina Gore

Hiicre zar1 gegirgenligini degistirenler Azoller, Poliyenler, Allilaminler (Naftifin, Terbinafin)
Beta-glukan sentezini bloke edenler ~ Ekinokandinler
Niikleik asit sentezini bloke edenler ~ Flusitozin

Mikrotiibiil islevlerini bozanlar Griseofulvin

Allilaminler, skualen epoksidaz enzimi seviyesinde mantar hiicre zarinin
onemli bir 06g8esi olan ergesteroliin sentezini inhibe eden antifungallerdir.
Allilaminler, skualen epoksidaz enzimini inhibe ederek hiicre i¢inde skualen
birikimine neden olurlar ve bdylece mantar hiicre membran fonksiyonunu ve hiicre
duvar sentezini bozarlar. Allilamin sinifindaki tiim antifungallerde tersiyer allilamin
fonksiyonunun molekiiler yapisinda komsu ¢ift baga sahip azot atomu bulunur.
Naftifin, Terbinafin ve Butenafin allilamin sinifinda bulunan antifungallerdir

(Kayaalp, 2002, s:306 ve Petranyi ve ark., 1984).



Allilaminler dar etki spektrumuna sahiptirler, terapotik doz diizeyinde
dermatofit enfeksiyonlarmma karst etkileri oldukc¢a yiiksektir. Allilaminler
dermatofitlere karsi gravimetrik etki giicii en fazla olan ve fungisidal etkili

antifungallerdir (Georgopoulos ve ark., 1981 ve Kayaalp, 2002, s:306).

Naftifin HCI Farmakodinamik Ozellikleri: Naftifin HCI topikal etkili bir
antifungaldir. Dermatofitlere (Trichophyton, Microsporum, Epidermophyton) karsi
oldukga etkilidir. Maya (Candida, Ptyriasis versicolor), kiif (Aspergillus) ve diger
funguslara (Sporothrix schenkii gibi) kars1 orta derecede etkilidir (Gupta ve ark.,
2008).

In vitro ortamda dermatofitler ve kiiflere karsi fungisidal etki gdsterir.
Mayalara karsi, susa bagh olarak, fungistatik (esas olarak) veya fungisidal etkilidir.
Georgopoulos ve ark.’nin yaptigi bir c¢aligmada in vitro ortamda naftifinin
dermatofitlere kars: fungisidal (Minimum inhibitér Konsantrasyon (MIC) araligi 0.1-
0.2 pg/mL); Candida parapsilosis ve Candida albicans dahil Candida tiirlerine kars1
fungisidal (MIC aralig1 1,5-100 ug/mL); Aspergillus (MIC araligi 0,1-12,5 pg/mL)
ve Sporothrix schenckii (MIC araligi 0,8-1,5 pg/mL)’ye karst iyi etki profili
gosterdigi tespit edilmistir (Georgopoulos ve ark., 1981).

Ayrica naftifin, %0.04-1.25 minimum bakterisidal konsantrasyonlarinda
gram-pozitif ve gram-negatif bakterilere karsi lokal antibakteriyel etki gosterir
(Muhlbacher, 1991).

Naftifin HCI Farmakokinetik Ozellikleri: Deriye transdermal yoldan
kolayca penetre olur, cildin gegirgenligi emilim tizerinde etkilidir. Epidermisin

stratum corneum tabakasina penetre olur.

Derinin gesitli katmanlarinda uzun siire antifungal konsantrasyonda bulunur.
Derinin tiim katmanlarina niifuz eder, maksimum konsantrasyon yiizeysel

tabakalarda gozlenir. Stiittgen ve ark.’nin yaptig1 bir ¢calismada, in vitro ortamda C-



14 isaretli naftifinin, transdermal penetrasyonu sonrasinda, farkli deri tabakalarinda
farkli konsantrasyonlarda (stratum korneumda 1300 pg/mL, epidermisin diger
katmanlarinda 38 pg/mL, koriumda 13,5 pg/mL ve subkutiste 0,5 pg/mL) bulundugu
gosterilmistir (Stiittgen, 1987).

Saglikli goniillillerde *H isaretli Naftifin HCl %1 krem uygulamasi sonrasi,
uygulanan naftifin dozunun %4,2’sinin emildigi ve %6’sinin sistemik dolasima
gectigi  gosterilmistir. Saglikli goniilliilerde H isaretli Naftifin HCl %1 krem
uygulanmasindan 5-10 giin sonra bile epidermiste Tricpophyton mentogrophytes i¢in
belirlenen MIC’dan 3-5 kat daha yiiksek konsantrasyonda naftifin saptanmistir
(Muhlbacher, 1991).

Naftifin HCI neredeyse tamamen metabolize olur. Miihlbacher’in yaptig1 bir
caligmada, C-14 isaretli naftifinin intravenoz olarak verilen dozunun kopeklerde
%357’sinin ve ratlarda ise %70’inin safrada elimine edildigi gosterilmistir
(Muhlbacher, 1991). Naftifin HCI antifungal etkisi olmayan metabolitlere

dontistiirtilerek disk: ve idrarla atilir. Yar1 dmrii yaklasik 2-3 giindiir.

Naftifin etkisi pH bagimlidir, nétr pH araliginda en yiiksek aktivite derecesini
gosterir.  Naftifinin  ¢oziniirliigli ~ siklodekstrinlerle kompleks olusturularak

arttirilabilir (Uzqueda ve ark., 2006).

Naftifin HCl Endikasyonlari: Naftifin HCI Trichophyton, Microsporum ve
Epidermopyton floccosum 'un neden oldugu ¢esitli dermatomikozlara; Onikomikoza;
Inflamatuvar dermatomikoza (kasintili veya kagintisiz); Kutandz kandidiyazisa;

Pitriyazis versicolor’a kars1 etkilidir (Rx Media Pharma® 2020).

Naftifin HC1 Pozoloji ve Uygulama Sekli: Enfeksiyonlu bdlgeye aksam
yatmadan Once, hedef bolge pamuk ve 1lik suyla iyice temizlenip kurulandiktan sonra
hafifce ovusturularak uygulanmalidir. Enfeksiyonlu bolge ve etrafindaki 2 cm’lik

hastaliksiz bolgeye ince bir katman seklinde uygulanmalidir. Giinde bir kez



uygulanir. Dermatomikozlarda 2-4 hafta (ciddi vakalarda 4-8 hafta), kutanoz
kandidiyaziste 4 hafta, onikomikozda 6 aya kadar ve pitriyazis versicolor tedavisinde
2 hafta siireyle kullanilmahdir (Rx Media Pharma® 2020).

1.3. Naftifin HCl ile Yapilms Literatiirdeki Analitik Calismalar

Literatiirde, bilindigi kadariyla, Naftifin HCI’nin krem ve jel dozaj
sekillerinden Yiiksek Performansli Sivi Kromatografi (HPLC) ile analizi i¢in sadece
iki adet ¢aligma bulunmaktadir, spektrofotometrik kantitatif analizi i¢in ise herhangi

bir calisma bulunmamaktadir (Cizelge 1.2) (Schatz ve Haberl, 1986 ve USP 36,

2013).

Cizelge 1.2. Naftifin HCl ile Yapilmis Analitik Calismalar

Calisma-1
(USP 36, 2013, 5:4436-4437)

Calisma-2
(Schatz ve Haberl, 1986)

Yontem Yiiksek Performansli Sivi Kromatografisi Yiiksek Performansli S1vi Kromatografisi
(HPLC) (HPLC) (Plazma analizlerinde).
Gaz Kromatografisi (GC) (Idrar
analizlerinde).

Ornek 10 mg Naftifin HCI, 50 mL mobil fazda Hekzan ile ekstrakte edilerck elde edilmis
¢oziliip diliie edilerek alinmig plazma naftifin ve demetil tiirevi.
kromatogramlar

Mobil Faz N-hekzan; alkol; dimetilformamid; formik Asetonitril/su (80/20, h/h) + %0,5
asit (200:60:40:2, h/h/h/h) Trimetilamin (h/h); %40 sulu ¢ozelti
Kolon 4,6 mm x 25 cm; 5 pm; L3 kolon 4,6 mm x 25 cm; 7 um; RP kolon
Akis Hizi 2.0 mL/dk 1.5 mL/dk
Dalga Boyu 270 nm 254 nm
Dedektor Ultraviyole (UV) dedektor UV dedektor (HPLC).
Alev iyonizasyon dedektor (GC).
USP 36 Farmakopesi’nde Naftifin HCl analizi icin HPLC yontemi

onerilmistir. Kromatografik kosullar; 270 nm dalga boyu, 2,0 mL/dk akis hizi, N-
hekzan; alkol; dimetilformamid; formik asit (200:60:40:2, h/h/h/h)), L3 (4,6 mm x 25
cm; 5 um) kolonu ve UV dedektor olarak belirlenmistir. 10 mg Naftifin HC1 50 mL

mobil fazda ¢oziiliip kromatogramlar alinmistir.



Schatz ve Haberl’in yaptig1 calismada; Exoderil® kremin naftifin bilesen
kismi1 ve demetil tiirevinin kan plazmasinda ve naftifin metabolitlerinin (naftoik asit,
p-hidroksifenil, 3,4-dihidrodiol naftifin ve 7,8-dihydrodiol-naftifin) idrarda miktar
tayini i¢in analitik yontemler uygulanmistir. Plazma analizi i¢in, 6rneklerin hekzan
ile ekstraksiyonundan sonra UV dedektérlii bir HPLC yontemi uygulanmistir. idrar
analizi i¢in metabolitler dekonjuge edilmis, koloroformla ekstrakte edilmis,
silislenmis ve alev iyonizasyon dedektorlii gaz kromatografi yontemi uygulanmustir.
Validasyon c¢alismalarinda, ilacin ana bilesen ve metabolitler icin standart
kalibrasyon egirilerinin dogrusal oldugu goézlenmistir. Validasyon calismalarinda
teshis sinir1 (LOD); naftifin ve demetil tiirevinde 5 ng/mL, naftoik asitte 1pg/mL ve

diger metabolitlerde 2pg/mL saptanmistir.

1.4. Tezin Amaci

Ilaglarin farmasétik preperatlardan duyarli, hizli ve kolay analizi igin
yontemler gelistirilmesi ve bu yontemlerin diger organik ve dolgu maddelerinden
etkilenmeden direkt analize olanak saglamasi olduk¢a Onemlidir. Tedavi edici
dozlarda ilaglarin viicut stvilarindaki konsantrasyonlarinin oldukga diisiik diizeylerde

olmasi, kantitatif analizlerin ¢ok hassas yontemlerle yapilmasini gerektirmektedir.

Kromatografik ve spektrofotometrik yontemler, ila¢ analizleri ve klinik
caligmalarda kisa stlirede ve basit sekilde analiz yapilmasini miimkiin kilmaktadir. Bu
yontemlerde ortamdaki katki maddeleri ve safsizliklar analiz sonucunu
etkilememektedir. Ayrica ¢ok az miktardaki ilaglarin analizleri yapilabilmektedir. Bu
yontemler farmasotik kalite kontroliinde etkin ila¢ maddeleri i¢in oldukca spesifik

olarak kullanim olanag1 saglamaktadir.

Literatiirde Naftifin HCI miktar tayini i¢in normal faz HPLC kullanilmstir.
Normal faz HPLC, ters faz HPLC’ye gore daha az kullanilmakta ve cihaz
gecislerinde hatlarin temizligi zaman almaktadir. Ayn1 zamanda normal faz HPLC’de

n-hekzan gibi kanserojenlerin kullanilmas1 ayr1 bir sorundur. Naftifin HCI’nin HPLC



ile analizi icin sadece iki adet ¢alisma bulunmaktadir (Schatz ve Haberl, 1986 ve
USP 36, 2013). Bu calismalarda analizler plazma ve idrar orneklerinde yapilmustir,
dogrudan etken madde iizerinde yapilmis bir ¢alisma bulunmamaktadir. Literatiirde
Naftifin HCI'nin spektrofotometrik kantitatif analizi i¢in ise herhangi bir ¢alisma
bulunmamaktadir. Bu tez kapsaminda Naftifin HCI analizi i¢in orijinal ters faz HPLC
ve Ultraviyole-Goriiniir Bolge (UV-GB) spektrofotometrik yontemler gelistirilmesi

amaglanmaktadir.

Bu tez kapsaminda Naftifin HCl’nin ters faz HPLC ve UV-GB
spektrofotometrik yontemlerle miktar tayini analizinin yapilmasi, yoOntemlerin
optimizasyonu ve valide edilmesi amaglanmistir. Gelistirilen HPLC yontemi ile
yapilan kantitatif tayinin dogrulugunun, UV-GB spektrofotometrik analiz yontemiyle
istatistiksel olarak karsilastirilmasi amacglanmaktadir. Gelistirilen yontemler Naftifin
HCl krem farmasotik preparatlara da uygulanarak elde edilen sonuglarin
karsilastirilmast amaglanmaktadir. Gelistirilen yontemlerle az miktarda etken madde
ile analiz yapilmasi; basit, ekonomik ve zaman kaybina neden olmadan kisa siirede

sonu¢ elde edilebilmesi amag¢lanmistir.



2.1. Gerecler

2. GEREC VE YONTEM

2.1.1. Tez Kapsaminda Kullanilan Etken Madde ve Piyasa Preparatlar

Tez kapsaminda kullanilan etken madde, farmasotik preparat ve piyasa

preparatlar1 ¢izelge 2.1, cizelge 2.2 ve cizelge 2.3’te belirtilmistir. Calisilan tiim

kimyasal maddeler, analitik veya kromatografik saflikta kullanilmistir.

Cizelge 2.1. Calisilan Etken Madde

Etken Madde
Naftifin HC1

Firma

Global Calcium Pvt. Ltd. (Hindistan)

Kimyasal Yapisi

C,,H, N'HCI (323,86 g/mol)

Cizelge 2.2. Calisilan Farmasotik Preparat

Farmasotik Preparat Firma

Exoderil® %1 30 g Krem

Sandoz flag San. ve Tic. A.S.

Cizelge 2.3. Tiirkiye ilag Piyasasinda Bulunan Naftifin HCI Farmasétik Preparatlar (Rx Media Pharma® 2020)

Miistahzan Firma Farmasotik Sekli Birim Doz i¢erigi
Exoderil® Sandoz Ilag San. ve Tic. A.S. Krem % 1’1k 30 g
Exoderil® Sandoz ilag San. ve Tic. A.S. Sprey Cozelti % 1°1ik 20 mL
Dermifin® Farma-Tek Ilag San. ve Tic. Ltd. Sti. Krem % 1’1ik30 g
Dermifin® Farma-Tek ilag San. ve Tic. Ltd. Sti. Sprey Cozelti % 1’lik 20 mL
Exelderm® Abdi Ibrahim ilag Sa. ve Tic. A.S. Krem % 1’1ik 30 g
Exelderm® Abdi Ibrahim ilag Sa. ve Tic. A.S. Sprey Cozelti % 1°lik 20 mL
Funderyl® Solebio Ilag San. ith. Thr. A.S. Krem % 1°1ik 30 g
Funderyl® Solebio Ilag San. Ith. Thr. A.S. Sprey Cézelti % 1°lik 20 mL
Nafderilex® Dingsa ila¢ San. ve Tic. A.S. Krem % 1’1k 30 g
Naxoder® Vefa Ilag San. ve Tic. Ltd. Sti. Krem % 1’lik30 g
Naxoder® Vefa Ila¢ San. ve Tic. Ltd. Sti. Sprey Cozelti % 1°1ik 20 mL
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2.1.2. Kullanilan Cihazlar

Tez kapsaminda kullanilan cihazlar ¢izelge 2.4’te belirtilmistir.

Cizelge 2.4. Kullanilan Cihazlar

HPLC Cihaz Agilent 1100 serisi (UV-GB Dedektor)

HPLC Kolonu Supelco C-18 (15 cm x 4,6 mm; 5 pum)

UV Spektrofotometresi Agilent Cary 60 UV-Vis

Hassas Terazi Radwag ve Ohaus

Manyetik Karistirica Ikamag RH Jonke & Kunkel IKA-Labortechnik
Ultrasonik Su Banyosu Selecta

IR Spektrometresi Diamond ATR Agilent Cary 630 FTIR

Erime Noktasi Tayin Cihaz Biichi Melting Point B-540

2.1.3. Kullamilan Kimyasal Maddeler

Tez kapsaminda kullanilan kimyasal maddeler ¢izelge 2.5’de belirtilmistir.

Cizelge 2.5. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Asetonitril CH;CN, Sigma-Aldrich (>99.9% saflikta)
Trietilamin CgH 5N, Sigma-Aldrich (>99.5% saflikta)
Metanol CH;0H, Sigma-Aldrich (>99.9% saflikta)
Ultra Saf Su

2.1.4. Kullanmilan Cam ve Diger Malzemeler

Tez kapsaminda kullanilan cam ve diger malzameler ¢izelge 2.6’da

belirtilmistir.
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Cizelge 2.6. Kullanilan Cam ve Diger Malzemeler

Balon Joje 25 mL, 50 mL, 100 mL, 1000 mL (isolab)
Beher 30 mL, 50 mL, 100 mL, 500 mL (isolab)
Mezur 1000 mL (isolab)

Cam Pipet 1mL, 2 mL, 5mL, 10 mL (Schott)

Vial 2 mL (Agilent)

Enjektor 5 mL (Ayset)

PTFE Filtre 0,20 um (Sartorius)

Kuvartz Kiivet (Isolab)

Tartim Kabi (isolab)

2.2. Yontemler

2.2.1. Spektroskopi

Spektroskopi, elektromanyetik 1sinlarin  maddeyle olan etkilesiminin
incelenmesdir. Spektroskopi yonteminde atom, iyon veya molekiillerin enerji
diizeyleri arasinda gegerken (bir enerji diizeyinden digerine) absorplanan
elektromanyetik spektrumdaki 1s1ma 6lgiiliir. Spektroskopinin ana unsurlari titresim,
donme ve elektronik enerjilerde gozlenen degisikliklerdir. Spektroskopik yontemler,
kalitatif ve kantitatif analiz, asit-baz dengesi sabitlerinin belirlenmesi ve saflik
kontrolii gibi birgok calismada kullanilmaktadir. Genellikle elektromanyetik 1s1maya

dayanan spektroskopik yontemler kullanilir (Cizelge 2.7).

Cizelge 2.7. Elektromanyetik Isimaya Dayanan Yaygin Spektroskopik Ydntemler

e Gama-15m1 emisyonu

e  X-151n1 absorpsiyonu, emisyonu, floresansi ve kirmimi

e  Vakum ultraviole absorpsiyonu

o  Ultraviole-goriiniir absorpsiyonu, emisyonu ve floresansi
e Infrared absorpsiyon ve Raman sagilmasi

e  Mikrodalga absorpsiyonu

e  Elektron spin rezonansi

® Niikleer manyetik rezonans
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Elektromanyetik 151ma, ¢ok yiiksek hizli bir enerji ¢esitidir. En sik rastlanan
cesitleri goriiniir 151k ve kizilotesi (infrared) isimalardir; X-iginlari, mikrodalga,

ultraviyole ve radyo 1sinlar1 diger 1s1ma gesitleridir.

Elektromanyetik spektrum, oldukca genis bir dalga boyunu ve enerji araligini
kapsamaktadir. Elektromanyetik 1simimlar, dalga boyu ve frekansina gore
siiflandirilabilir. Ultraviyole, goriiniir bolge ve infrared i1sinlarinin kullanildig:
spektroskopik yontemler optik yontemler olarak adlandirilir (Skoog ve ark., 1998,
5.:116-140 ve Tunal1 ve Ozkar, 2011).

Insan gbzii, 390-780 nm dalga boyu araliginda 1siklar1 algilayabilir.
Spektroskopik olarak daha diisiik dalga boylarinda ve biiyiik dalga boylarinda 6l¢iim
yapabilmektedir. Bu durum g6z 6niinde bulundurularak belirli dalga boylar1 arasinda
calisan cihazlar gelistirilmisti. UV-GB spektroskopi 110-1000 nm dalga boylar
arasinda, IR spektroskopi 2500-30000 nm dalga boylari arasinda ve NMR
spektroskopi ise ylizlerce metre dalga boylarina ulasabilen radyo dalgalar ile

calisabilen cihazlardir.

2.2.1.1. Spektrofotometri

Spektrofotometrik yontemler, atomik ve molekiiler spektroskopiyi temel alan,
organik ve inorganik bilesiklerin kalitatif ve kantitatif analizlerinde siklikla
kullanilan analitik yontemlerdir. Spektrofotometrik yontemlerle ¢ozeltideki atom,
molekiil veya iyonlarin enerji diizeyleri arasinda gegisi esnasinda absorplanan
elektormanyetik 151ma 6l¢iiliir ve yorumlanmasi yapilir. Spektrofotometri, ¢ozeltideki
madde miktarinin, bir fotoelektrik transuder veya baska tiirden elektroanalitik arac ile
¢ozeltinin i¢inen gecen ya da ¢oOzelti tarafindan tutulan 151k miktarindan
yararlanilarak = Olcililmesidir. Spektrofotometrik yontemlerle madde tarafindan
absorplanan 1sinimlarin dalga boylar1 da saptanir (Skoog ve ark., 1998, s.:116-140 ve
Tunal1 ve Ozkar, 2011).
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2.2.1.2. Isigin Absorpsiyonu

Isigin absorpsiyonu, cesitli dalga boyundaki 1sik demetinin saydam bir
ortamdan gecirilmesi sirasinda, 151k demeti i¢indeki bazi dalga boylariin

alikonmasidir.

Absorbans, absorplanan 1s18in miktaridir. Molekiiliin yapisi, 1518in dalga
boyu, 15181n ¢ozelti icinde aldigr yolun uzunlugu ve ¢ozelti derisimi absorbansi
belirleyen faktorlerdir. Absorbans 6l¢iimii ile analitlerin kalitatif analizi yapilarken
uyulmasi gereken kurallar vardir. Bunlar; uygun konsantrasyon, tanecik ve ¢oziicli
arasinda etkilesim olmamasi, gelen 1sinin monometrik (tek dalga boyu) ozellikte

olmasi ve sacilmalar1 en aza indirgeyecek tanecik biiyiikliigiidiir.

Atom, molekiil veya iyonlar, belirli enerji diizeylerinde bulunabilirler. Uyarict
foton enerjisi, temel ve uyarilmig enerji seviyeleri arasinda olusan farka esit
oldugunda 151 absorplanir. Temel ve uyarilmis enerji seviyeleri arasindaki fark
herbir maddenin kendine 6zgiidiir, yani her maddenin kendine has absorpsiyon
spektrumu vardir. Bundan dolayi, maddenin 15181 absorplama 6zelliginden
yararlanilarak kantitatif analizler yapilabilir. Is18in  absorpsiyonu, molekiildeki
atomlarin tiirtine, biiylikliigline, molekiillerin sekillerine ve diizenlenmesine gore

siniflandirilabilir.

2.2.1.3. Absorpsiyon Yasalari

Beer Yasasi, Lambert Yasas1 ve Lambert-Beer Yasasi, absorpsiyon yasalaridir.

Lambert-Beer Yasasi, spektrofotometrik ve kolorometrik analizlerde kullanilir.

Beer Yasasi: Py siddetinde monokromatik bir 151n demeti ¢ozeltiden gegerken
absorbsiyon meydana gelir ve 15in demetinin siddetinde bir miktar azalma meydana

gelir. Isin demetinin siddetindeki azalma, ¢Ozeltide tamamen ¢6ziinmeyen
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maddelerin derisimiyle iliskilidir. Absorbans, 1g1nin absorblayici ortamda aldig1 yol

ve absorblayici tiirlin derisimi ile dogru orantilidir.
Po

log— =K
ogp C

Lambert Yasasi: Saydam ¢ozeltiden gegerken monokromatik 1s1n demetinin
baslangi¢ siddeti (Py), ¢6zelti iginde aldig1 yola/absorplayici ortamin kalinligina bagh
logaritmik veya iistel veya geometrik olarak azalmaktadir.

Po

log— =Kk
ogp b

Lambert-Beer Yasasi: Beer yasasi ve Lambert yasasinin tek bir esitlikte
birlestirilmesi ile elde edilir. Lambert-Beer yasasi ile molekiillerin ¢alisilan dalga boyundaki
151n1 absorplamasi sonucu ortaya ¢ikan azalma belirlenir.

Lambert—Beer yasasina gore;

1. Cozeltiye gelen ve ¢ozeltiden ayrilan 151k arasinda matematiksel bir iliski vardir.

2. Absorbans, absorblayan maddenin konsantrasyonu ve ¢ozeltiden gegen 15181 aldigi

yolun uzunlugu ile dogru orantilidir.

3. Olgiilen maddenin konsantrasyonu arttik¢a absorbans artar.
Lambert-Beer yasasimin  gegerli olabilmesi i¢in, analiz esnasinda maddenin
ozelliklerinidegistiren olaylar (disosiasyon, asosiasyon, polimerlesme, kompleks olusumu
gibi) ve parazit olaylar (kirilma, yansima ve difiizyon gibi) meydana gelmemeli ve kullanilan
151k monokromatik (tek dalga boyunda) olmalidir (Giindiiz, 2002).

A=Z.b.C

log 2 = ab
og - = abc

P:Cozeltiden ge¢mis monokromatik 1s181n giicii, Po:Gelen 1s1in demetinin baslangic giicii, a:Spesifik
absorpsiyon katsayis1 veya absorptivite(g/L), b:Absorplayici ortamin kalinligi (1s18in numune
igerisinde aldig1 yol) (cm), k:Monokromatik 1s1mmin dalga boyuna bagl sabit bir katsayi, X:Molar
absorptivite katsayisi (mol/L), A:Absorbans, C:Cozeltinin konsantrasyonu ( g/mL veya mol/L).

Lambert-Beer Yasasi, sadece ¢ok seyreltik ¢ozeltilere uygulanabilir. Analizi
yapilan ¢ozeltideki iyonlarin konsantrasyonu yiiksek oldugunda ve ortamda yabanci
bilesik varliginda yasadan sapmalar olmaktadir. Taneciklerin birbirlerinin yiik

dagilimini degistirmesiyle absorbansta biiyiik degisimler gézlenebilir. Ortamda yiiklii
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tanecikler ne kadar fazla olursa sapmalar da o oranda biiylik olur. Boyle durumlarda
maddenin absorpsiyon-konsantrasyon grafiginde bir dogru elde edilemez ve
dogruluktan sapmalar gozlenir. Lambert-Beer Yasasi’ndan sapma nedenleri ¢izelge

2.8°de belirtilmistir (Giindiiz, 2002).

Cizelge 2.8. Lambert - Beer Yasasindan Sapma Nedenleri

Cihaz kaynakh sapmalar e  Cihaza diizgilin potansiyel gelmemesi
e lyi caligmayan 151n kaynag:
e lyi caligmayan detektdr sistemi
e  Kacak 151n varligt
e  Hatali monokromat6r varligt

e lyi ayarlanamayan slit arahk

Kimyasal madde kaynakl sapmalar e Disosiyasyon
e Asosiyasyon
e Iyonlasma
e pH ayarlamasi
e  Fosforesans ve floresans
e  (Coziicli degigmesi

o  Sicaklik

Analizci hatas1 kaynakh sapmalar

2.2.1.4. Ultraviyole ve Goriiniir Bolge (UV-GB) Spektroskopisi

UV-GB spektroskopisi, maddenin molekiiler baglar1 ile 15181in etkilesimi
neticesinde elektronlarin uyarilmasinda, fonksiyonel gruplarin tanimlanmasinda ve
bu gruplar1 bulunduran bilesiklerin analizinde kullanilir. Isin demetinin, 6rnek
icerisinden gegmesi ya da ornegin yiizeyinden yansitilmasi sonrasi, azalmasi olgiiliir.
Siklikla ¢ozelti igeriseindeki molekiiler, inorganik iyon ve komplekslerin

Ol¢iilmesinde yararlanilir.

UV-GB spektroskopisi, elektronik gec¢is spektrumuna sahiptir, 200-400 nm
araliginda UV ve 400-700 nm araliginda GB’yi kapsar. GB’de absorpsiyon yapan
bilesik absorpladigi rengin tamamlayic1 renginde olacak sekilde renklidir. UV-GB

yonteminde absorpsiyon pikleri, uyarilan elektronlar bir elektronik seviyeden
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digerine gegerken, elektronlarin bir yoriingeden daha yiliksek bir yoriingeye ¢ikmasi
ile meydana gelir. Absorpsiyon piklerinin keskinligi, molekiillerde elektronik
hareketin yaninda donme ve titresme hareketlerinin olmasi nedeniyle azalir.
Molekiiliin absorpsiyon yapan fonksiyonel grubu (kromofor grubu), hep aym
bolgede absorpsiyon yaparken molekiiliin geri kalani absorpsiyon yapmaz. Ayni
molekiilde iki veya daha fazla kromofor bulundugunda ve bu gruplar en az ikili bag
icerdiklerinde, absorpsiyon degeri bu gruplarin absorpsiyonlarinin toplamina esittir
ve bu durum toplanabilirlik kurali olarak ifade edilir. Toplanabilirlik kurals,

karigimlara ait bilesenlerle yapilan ¢aligmalarda da kullanilir (Erdik ve ark., 2001).

2.2.1.5. Spektrofotometre

Spektrofotometre, elektromanyetik 1sinin dalga boyunun fonksiyonu olarak
analitin absorbans veya gecirgenligini 6l¢gmede kullanilir. Spektrofotometre, ¢ozelti
icerinden gegen veya c¢ozelti tarafindan tutulan 151k miktarini tespit ederek ¢ozeltide
bulunan madde miktarin1 6lgebilir. Spektrofotometre, ¢ozeltinin igerisinden gectigi
halde absorplanmayan 1518in yogunlugunu saptayarak cozelti iceriginde calisilan

maddenin miktarina yonelik kantitatif veriler elde edilmesini saglar.

Isik kaynagi, dalga boyu segicisi, 6rnek kabi, dedektor ve kaydedici olmak

lizere bes temel kisimdan olusur (Sekil 2.1).

Dedektor Kaydedici

Isik Kaynaga =" ’IO I /

\ s CT— R 0250
PAEERREY |
/ \—\(")mek Kab
Monokromatér

Sekil 2.1. Spektrofotometrenin Temel Yapisi
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Isik Kaynagi: Cozelti iizerine disiiriilecek 15181in tretildigi siirekli 151k
kaynaklaridir, 20-700 nm dalga boylar1 arasinda 1sik iiretebilirler. Déteryum (D),
Hidrojen (H;), Ksenon (Xe), Tungsten (W) flaman lambas1 ve civa buhar lambasi,
UV ve GB i¢in kullanilabilen siirekli 151k kaynaklaridir. Déteryum (D;) ve Hidrojen
(Hy) elektriksel bosalim lambalari, UV bélge i¢in en sik kullanilan 11k kaynaklaridir,
180-380 nm dalga boylar1 arasinda 151k yayarlar. Ksenon (Xe) ve civa buhar
lambalari, UV-GB boélgenin tamaminda (150-700 nm) kullanilabilir. Tungsten (W)
flaman lambasi; yakin IR bolge (320-3000 nm) ve GB’de kullanilir.

Monokramator (Dalga boyu seciciler): Isik kaynagindan gelen beyaz
1siktan sadece belli dalga boyundaki 1s18in ¢ozelti lizerine disiiriilmesini ve
polikromatik 1siktan monokromatik (tek dalga boyu) 1s1ik elde edilmesini saglarlar.
Genellikle prizma ya da optik ag gibi pargalar, monokromatér olarak
kullanilmaktadir. Filtreli fotometrelerde 151k filtresi, spektrofotometrelerdeyse 11k
prizmast monokromator olarak kullanilir. Cozelti iizerine disiiriilecek 1518 daha
monokromatik hale gelmesini saglamak amaciyla ¢ift monokromatorlii

spektrofotometreler kullanilabilir.

Isik filtreleri; uygun boyayla boyanan cam yapida filtredir. Portatiftirler,
istenildiginde uygun dalga boyundaki 1s1ik filtresi cihaza takilarak kullanilir.
Gegirdikleri dalga boylar1 1s1k filtrelerinin iizerinde yazihidir. Isik filtresinin rengi
¢ozeltinin rengi dikkate almarak segilir. Ornegin madde mavi 15181 tutuyorsa sadece

mavi 1518a gegirgen 151k filtresi secilir.

Isik giris aralig (Slit, Girig yarigi); sadece istenen dalga boyunda elde edilen
15181in monokromatdr konumunun ayarlanarak sisteme ince hiizme seklinde girisini
saglayan kiigiik gecis araligim1 ifade eder. FElde edilecek spektrumun sekli, pik

yapist,keskinligi, dl¢ctim duyarlilig1 ve sinyal/gliriiltii gibi parametreleri etkiler.

Prizma; cam ya da kuartz yapidadir. Cam prizmalar, diisiikk UV 1simlarini iyi

gecirmezler, GB icin uygundurlar. Kuartz prizmalarsa, UV ve GB ismlarimi iyi
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gecirirler ve IR’e yakin bolgeler i¢in uygundurlar. Kuartz pirizmalar daha pahali

spektrofotometrelerde bulunur.

Isik ¢ikis araligi (Slit, Giris yarigi), istenen dalga boyu disinda kalan 15181n

kiivete ulasmasini engel olan gecis araligidir.

Ornek Kabi1 (Numune veya Céziicii kism): Cozelti ve ¢oziicii konulan
seffaf kap ve yerlestirildikleri bolmelerdir. Calisilan spektrum bolgesinde 1sin1
geciren maddelerden yapilirlar. UV bolgesinde (200-400 nm dalga boyu araliginda)
calisiliyorsa kuartz veya erimis silis kiivetler, GB (400-800 nm dalga boyu
araliginda)’de ¢alisiliyorsa cam ve kuvartz kiivetler kullanilir. Kuartz hiicreler, yakin

IR caligmalari i¢in de kullanilir.

Dedektor: Isigin madde tarafindan absorplanip absorplamadigini saptamak
amaciyla kaynaktan gelen 151k siddetini dlgcmeye yarayan diizenektir.Optik sinyali
(1s1ma enerjisini) elektrik enerjisine doniistiiriir ve boylece optik sinyalin kaydediciye
ulagmasini saglar. Fototiipler, fotogogaltici tiipler, silisyumlu fotodiodlar, fotovoltaik
hiicreler, fotoiletken hiicreler ve yiik aktarim diizenekleri siklikla kullanilan
dedektorlerdir. Fotovoltaik hiicreler, fototiipler ve fotogogaltic tiipler UV-GB’de
kullanilabilen dedektdrlerdir. Isina duyarli olma, 151n siddetiyle dogru orantili sinyal
uretilmesi, kararli olma ve iizerine disiiriilen 1518a yanit zamaninin kisa olmasi tiim

dedektorlerde bulunmasi gereken 6zelliklerdir.

Kaydedici: Dedektorden gelen elektrik sinyalini 6lgen, burada elde edilen
degerleri (dalga boyu, 15181n siddeti) rakamsal olarak ifade eden ve gelen sinyalleri

bilgisayar ekrani ve kagit {izerine aktaran kisimdir.

Ayna; cift 151 yollu spektrofotometrelerde, gelen 15181 ikiye bolerek numune

ve referans hiicreye esit 151k gonderilmesini saglayan diizeneklerdir.
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Metre; 0lgiilen 151k miktar1 sayisal olarak ifade eden kisimdir.

Referans hiicresi; kor olarak kullanilan ¢oziiciilerin bulundugu boliimdiir.

Hiicre yapilar1 numune hiicresi ile aynidir.

Koér; Cihazin optik ayarlariin yapilmasi amaciyla kullanilan ¢6zeltidir. En
yaygin kullanilan1t distile su koriidiir ve her zaman absorbans degerinin
stfirlanmasinda yararlanilir. Reaktif korii, analizde gerekli reaktif i¢in hazirlanir.
Numune korii, analizdeki reaktif/numune orani dikkate alinarak distile su ya da

serum fizyolojikle numunenin karistirilmasi ile hazirlanan kordiir.

Standart; analiz edilecek maddenin bilinen konsantrasyondaki c¢dzeltisini

ifade eder.

Numune, icerinde bulunan madde miktar1 belirlenmek istenen ¢ozeltiyi ifade

eder.

2.2.1.5.1. Tek Isik Yollu Spektrofotometreler

Tek 151k yollu spektrofotometrelerde bilesenlerin tamami ayni 151k yolu
tizerine yerlestirilir. Tek bir 151n demeti kullanir ve sifir ayari ile dl¢lim islemleri ayri
ayr1 yapilir. Absorpsiyon ve ylizde gecirgenlik Ol¢limlerinde kullanilirlar. Kantitatif
analizler i¢cin uygun, basit, ucuz ve bakimlar1 kolay cihazlardir. Isin kaynag,

monokramator, dedektor ve kaydedici kisimlarindan olusur (Sekil 2.2).
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Monokromatir Dedelktor Kaydedici

Isik Kaynag 5
sik Kaynagi Ornek Kabi

Sekil 2.2. Tek Isik Yollu Spektrofotometre Yapisi

2.2.1.5.2. Cift Isik Yollu Spektrofotometreler

Cift 151k yollu spektrofotometrelerde, monokromatérden gonderilen 11k
numuneye ve ¢oziicliye siddetleri esit olacak sekilde iki demete ayrilarak gonderilir.
Boylece her dalga boyunda “sifir” ve “yiiz” ayarlarinin yapilmasi gerekmez, zaman
kayiplar1 yasanmaz, ayni anda numune ile ¢dOziiciiniin gegirgenlik degeri
karsilagtirilir. Isigin ikiyi ayrilmasiyla, iki ayr1 dedektor (birbiri ile uyumlu, esit
siddette 1s1kla ayni sinyali iireten) kullanilarak iiretilen sinyallerin orani dlgiiliir. Bu
tir cihazlara ¢ift 1sin yollu spektrofotometre denilir ve 190-800 nm araliginda
caligirlar (Sekil 2.3).

Cift 151k yollu spektrofotometre, tungsten ve doteryum lambalari, yansitmali
granting monokromatorii ve bir foto ¢ogaltict dedektér komponetlerini bulundurur.
Motorla dénen ve “gopi” olarak adlandirilan 151n boliiciisii, birincisi saydam, ikincisi
yansitici, ligiinclisii ise opak olan li¢ bolmeli disk yapisindadir. Detektor her doniiste
ilki Py’a, ikincisi P’ye, tiglinciisii de karanlik akima karsilik gelen ii¢ ayr sinyal alir.

Bu sinyallerden yaralanilrak numunenin geg¢irgenligi veya absorbansi tespit edilir.

Cift 151k yollu spektrofotometrelerde, numune ve ¢oziicli igerisinden gegen
151k 151nlar1, dedektoriin Oniine yerlestirilen doner bir 151k ayiricist araciligiyla ve pes
pese tek bir dedektore gonderilerek de Olglim yapilabilir. Burada meydana gelen
alternatif (periyodik) sinyal, 151k béliiciinlin frekansina ayarlanmis bir elektronik

cogaltic1 yardimriyla kaydedilir.
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Cift 151k yollu spektrofotometreler, voltaj degisikliklerinden etkilenmezler ve
zaman kaybina neden olmazlar. Isik kaynagindaki dalgalanmalari, kacak 1sinlar1 ve
sacilan 1s1n kaynakli sapmalar giderebilirler. Tek 1s1ik yollu spektrofotometrelere

gore karmasgiktirlar ve daha az hassasiyete sahiptirler.

Coziicii
| [
\ / J
/ I AN [
Monoktomatér Numune Dedektor Kaydedici
Isik Kaynag
Ornek Kah

Sekil 2.3. Cift Isik Yollu Spektrofotometre Yapisi

2.2.1.6. UV-GB Absorpsiyon Spektrofotometreleri

UV-GB absorpsiyon spektrofotometreleri, nitel ve nicel spektrofotometrik
analizlerde  siklikla ~ kullanilan  cihazlardandir.  UV-GB  absorpsiyon
spektrofotometreleri, 110-1000 nm dalga boyu araliginda ¢aligirlar. 110-200 nm
dalga boylar1 arasinda ¢alisan UV-GB spektrofotometreler, vakum tertibathidir ve
olduk¢a pahalidirlar. Laboratuvar ortamlarinda yaygin olarak 200-800 nm dalga
boyu araliginda c¢alisan UV-GB spektrofotometre cihazlart kullanilir. UV-GB
spektrofotometrelerde 160-375 nm dalga boyu nda 1s1n iiretmek amaciyla déteryum
lambas1 ve 350-2500 nm dalga boyunda 1s1n liretmek amaciyla ise tungsten lambasi
kullanilir. UV-GB spektrofotometrelerin ¢alisma prensibi, Lambert-Beer yasasina
gore, molekiiller tarafindan monokromatik 1sinlarin absorplanmasi esasina dayanir.
UV-GB absorbsiyon spektrofotometreleri; tek ve ¢ift 151k yollu spektrofotometreler
olmak iizere ikiye ayrilirlar. UV-GB absorpsiyon spektrofotometreler molekiil

yapisini aydinlatma, kalitatif ve kantitatif analiz yapma amaciyla kullanilabilirler

(Skoog ve ark, 1998, s:300-325).

22



2.2.2. Kromatografi

Kromatografi, birbirine karismayan iki fazli (bir hareketli faz ve bir sabit faz)
bir sistem kullanilarak, fiziksel-kimyasal 6zellikleri benzer maddelerin veya karigim
halindeki bilesenlerin ayrilmasini, saflastirilmasini, tespit edilmesini ve analizini
saglayan analitik bir yontemdir (Skoog ve ark., 1998, s.:674-696 ve USP 40, 2017).
Kromatografi, yunanca chromatus (renk) ve graphein (yazma) kelimelerinden

tliremistir.

IIk olarak, 1906 yilinda, Tsvett tarafindan CaCO; kolon ve petrol eteri
kullanilarak bitki pigmentlerinin (klorofil) renklerine ayrildiktan sonra renk (chroma)
verici komponentlerin tayin edilmesinde kullanilmistir, bu c¢alismada renkli
maddelerin ayr1 bandllar1 elde edilmistir. Sonrasinda, sirastyla, 1938 yilinda Ismailov
ve Shraiber tarafindan ince tabaka kromatografi ve 1941 yilinda Martin ve Synge

tarafindan gaz ve sivi kromatografi ¢alismalar1 yapilmaistir.

Kromatografi analizi, karisimdaki bilesenlerin hareketli faz yardimiyla sabit
faz iizerinden tasinarak ayrilmasi prensibine dayanir. Adsorpsiyon (kati-siv1), ayrilma
(kati-s1v1) ve molekiil agriligindaki farkliliklar ayirma iglemini etkileyen faktorlerdir.
Sabit faz tarafindan daha kuvvetli tutulan bilesikler daha yavas hareket eder, sabit faz
tarafindan daha zayif tutulan bilesenler ise daha hizli hareket eder, boylece ayrim
gerceklesir. Bu prensip, yani bilesenlerin farkli go¢ oranina sahip olmasi, ayrimin

temelini olusturur.

Sabit faz, hareketli faz ve analit kromatografi yonteminin ve molekiillerin
birbirlerinden ayrilmasinin 3 temel bilesenidir. Kromatografi yontemlerinin hepsinde
bir sabit faz ve bir hareketli faz bulunur. Sabit faz, kat1 bir faz veya ylizeyinde kati
bir destek adsorbe edilmis sivi bir fazdir. Hareketli faz, sivi veya gaz halinde bir
fazdir, analiti iceren fazdir. Kromatografik ayrimlarda bilesenler hareketli faz
tizerinden sistemde taginir. Hareketli faz kendisiyle karigmayan sabit faz icerisinden

gecirilir ve bdylece bilesenlerin go¢ hizlarma bagli olarak kromatografik ayrilma
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gerceklesir (Sekil 2.4). Madde, sabit faza ilgisi yiiksekse daha yavas hareket ederken
hareketli faza ilgisi yiiksekse daha hizli hareket eder. Kolondan ayrilan bilesenin
derisim profilini gosteren piklerin olusturdugu tabloya kromatogram denir. Sabit
fazla bilesen arasinda fiziksel veya kimyasal etkilesim meydana gelebilir.
Bilesenlerin alitkonma zamani (tg), sabit veya hareketli faza olan ilgisine gore
degisim gosterir. Kromatografide kolon (tiir ve boyut), hareketli faz (tiir, bilesim ve
akis hiz1), dedektor (tiir ve dalga boyu) ve 6rnek (hacim ve derisim) gibi parametreler

ayirmayi etkileyebilir (Hamilton ve Sewell, 1982 ve Skoog ve ark., 1998, s:674-696).

INwmune kansom Harelcetli faz ilavesi

. bﬂég;e;rﬂa’ L
Sabit fa=
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Kolondan ayvrnlmms

olan bilesen

Sekil 2.4. Kromatografik Ayrimin Temel Goriiniimii

2.2.2.1. Kromatografik Yontemler

Kromatografik yontemler hareketli faz (gaz veya sivi), sabit faz (kat1 veya
stv1) ve ayirma (mekanizma ve teknik) 6zelliklerine gore siniflandirilabilir (Sekil 2.5)
(Adamovics, 1997 ve Sewell ve ark, 1987). Kromatografik simiflandirmalarda
hareketli faz ile sabit fazin polarlik ve fiziksel durumu, ortamdaki fiziksel kosullar,
Oornegin ortama verilme sekli ve ayirma mekanizmast gibi kriterler temel
alinmaktadir. Uygun bir zaman araliginda tatmin edici bir ayrim elde etmek amaciyla

kantitatif analiz yontemi olarak kullanilan kromatografi yontemleri (kolon, ince
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tabaka, iyon degisim, afinite, gaz, jel gecirgenlik, kagit ve yiiksek basingli sivi
kromatografisi gibi) gelistirilmistir.

Kromatografik yontemler hareketli fazin s1vi veya gaz olmasina bagli olarak
sivl veya gaz kromatografisi olarak isimlendirilir. Kromatografik yontemler ayrilma
mekanizmalarina gore adsorpsiyon, dagilma (partisyon), boyutlandirma (eleme: jel
filtrasyon ve jel gecirgenlik), iyon degistirme ve afinite olmak {izere bese ayrilir.
Kromatografik yontemler uygulama sekline gore kolon ve diizlemsel olarak ikiye

ayrilir (Bidlingmeyer, 1992, s:2-25ve Skoog ve Leary, 1992).

Kolon kromatografisinde sabit faz kolona yerlestirilir, hareketli fazin yer
¢ekim/basing altinda sabit faz iizerinden hareket etmesi saglanir. Sabit faz, diizlemsel
kromatografide diizgiin bir yiizey ya da kagit arasina yerlestirilir. Diizlemsel
kromatografide yer c¢ekimi, kapiler ve elektriksel potansiyel etkisiyle hareketli faz

sabit faz lizerinden hareket eder.

Gaz kromatografisi gaz, ucucu sivi ve kati maddelerin, sivi kromatografisi ise
1s11 karasiz ve ugucu olmayan maddelerin karisimlarinin analizinde kullanilir.
Partisyona dayali kromatografi kii¢clik molekiillerin ayrilmasinda ve amino asitler,
karbonhidratlar ve yag asitleri olarak tanimlanmasinda; afinite kromatografileri
makromolekiillerin niikleik asitler ve proteinler olarak ayrilmasinda; kagit
kromatografisi proteinlerin ayrilmasinda ve protein sentezi ile ilgili ¢alismalarda;
gaz-sivi kromatografisi alkol, ester, lipid ve amino gruplarmin ayrilmasinda ve
enzimatik etkilesimlerin  g6zlemlenmesinde; molekiiler elek kromatografisi
proteinlerin molekiil agirliklarinin belirlenmesinde; agaroz-jel kromatografisi RNA,

DNA pargaciklari ve viriislerin saflagtirilmasinda kullanilir.
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Hareketli Sabit Ayirma Ayirma Kromatografi

Faz Faz Mekanizmasi Teknigi Yontemi
Sivi = Dagilma e Kolon )— Gaz-Sivi
| Gaz
Kromotografisi -[ i
Kati = AdSOrpSiyon Kolon F Gaz-Kati
Kolon )— S1vi-Sivi
— | Swy/Siiper |__| Dasilma
= Kritik Akigskan g
= Tabaka F TLC
o
o)
B -
= Sivi-Kati
o
(.
X HPLC
Adsorpsiyon TLC
Sivi
Kromotografisi Tabaka +[ HPTLC
—( Kat1 )— Kagit
= Iyon Degisimi —‘ Kolon )—Iyon Degistirme
— Eleme — Kolon F Eleme
Kolon F HPLC
—{ Bagli Sivi }— Dagilma
Tabaka F HPTLC

Sekil 2.5. Kromatografik Yontemlerin Siniflandirilmasi (Sewell ve ark., 1987)

TLC: ince Tabaka Kromatografisi, HPLC: Yiiksek Performansh Sivi Kromatografisi, HPTLC: Yiiksek Performansh ince
Tabaka Sivi Kromatografisi.

2.2.2.2. Yiiksek Performansh Sivi Kromatografisi (HPLC)

HPLC, yiiksek duyarliligi, dogru kantitatif analizlere kolay uygulanabilmesi,
ucucu olmayan/sicaklikla kolay bozulabilen maddelerin ayrimina imkan tanimasi ve
genis kullanim yelpazesine sahip olmasi nedeniyle analitik ayirma yontemleri
arasinda en yaygin kullanilan yontemdir. Ilk uygulanan sivi kromatografileri, uygun
akiz hizlar1 elde etmek igin, ¢ap1 genellikle 150-200 um olan sabit fazi olusturan
taneciklerle, 1-5 cm g¢apli ve 50-500 cm uzunluga sahip cam kolonlarda
uygulanmistir, bu durumda akis hizlarmin diisiik ve ayirma zamaninin ¢ok uzun

oldugu gozlenmistir. Gelisen teknoloji ile sabit fazda kolon gapi ve kolon dolgu
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maddesi tanecik boyutu azaltilarak, kolon veriminin arttig1 farkedilmistir. Akis hizi,
cok daha kiiclik tanecikli kolonlar hazirlanip tabaka sayilar iyilestirilerek ve kolona
yiiksek basinglar uygulanarak arttirilmistir. HPLC, 2-10 um boyutlu kolon dolgu
maddesi kullanilarak uygun akis hizi elde etmek i¢in gerekli yiiksek pompa
basinglarinda (100-400 atm) uygulanan modern bir sivi kromatografi yontemidir.
Diger kromatografi sistemlerine gore daha pahalidir ve daha detayli bir isgilige
gereksinim duymaktadir. Ayrica, ¢izelge 2.9°da gosterildigi lizere diger
kromatografik yontemlere gore bazi avantajlar1 vardir (Skoog ve ark., 1998, s.:725-
765).

Cizelge 2.9. HPLC’nin Avantajlari

e Dedektdr se¢me olanagina sahip olmasi

e  Maddenin geri kazaniminin kolay olmasi

e  Diisiik sicakliklarda uygulanabilir olmast

e  Genis derisim araliklarinda ¢alisma olanagina sahip olmasi

e  Analiz siirelerinin kisa olmasi, hizli sonu¢ verebilmesi

e Nitel ve nicel analize uygun olmasi

e  Kullaniciya daha az bagimli olmasi

e  Tekrarlanabilirliginin yiiksek olmasi

e  Cok yiliksek duyarliliga sahip olmasi

e Az miktarda 6rnekle analiz yapilabilmesi

e  Cok kiigiik partikiil boyutuna sahip maddeler i¢in uygulanabilmesi
e  Ucucu olmayan/ sicaklikla bozulabilen maddelerin ayrimina imkan tanimasi
e Rejenerasyon olmaksizin defalarca kullanilabilir olmasi

2.2.2.2.1. Normal Faz Sivi Kromatografisi

Sabit faz polardir (daha yiiksek polariteli). Hareketli faz apolardir (daha
diisiik polariteli). Baska bir ifadeyle sabit faz hareketli faza gére daha polardir.
Hareketli fazda siklikla apolar ¢oziiciiler (hekzan, metilen kloriir, dietil eter,

kloroform, vd.) kullanilir. Silika ve aliimina en ¢ok tercih edilen sabit fazlardir.
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2.2.2.2.2. Ters Faz Sivi Kromatografisi

Sabit faz apolardir (daha diisiik polariteli). Hareketli faz polardir (daha
yiiksek polariteli). Baska bir ifadeyle hareketli faz sabit faza kiyasla daha polardir.
Apolar materyaller kolonda tutulur. Cok sayida organik bilesigi ayirabilmesi

nedeniyle siklikla kullanilir.

Genellikle kimyasal olarak baglanmis fonksiyonel gruplar tasiyan sabit fazlar
(oktadesilsilan) kullanilir. Kisa zincirli (C2, C8 vb.) fonksiyonel gruplar tasiyan,
fenil baghh veya siyano bagli sabit fazlar da kullanilabilir. Hareketli faz bileseni
tampon cozeltiler olduk¢a 6nemlidir, tampon ¢ozeltiler saf su ile hazirlanmalidir. Su,
metanol veya asetonitril gibi c¢doziiciiler hareketli fazlarda kullanilan organik

¢oOziiclilerden bazilaridir.

Siklikla apolar maddelerin ayriminda kullanilir. Polar maddeler uzun alkil
zincirli sabit fazlarda daha az tutunurlar. Apolar maddelerse kisa alkil zincirlerli sabit
fazlarda daha az tutunurlar. Bundan dolayr uzun alkil zincirli sabit fazlar (C18)
apolar maddelerin ayriminda, kisa alkil zincirli sabit fazlarsa (C8, C2) polar
maddelerin ayriminda kullamlir. laglarin  genellikle apolar yapida olmas,
kromatografik ayrimda oOnemli olan solvofobik etkiler, hareketli faz organik
¢oziiclilerinin ucuza maliyeti ve sulu tampon ¢oOzeltisi oraninin yiiksek
ayarlanabilmesi gibi faktorlerden dolay: ilag analizlerinde ters faz kromatografisi
daha fazla tercih edilmektedir. Ters faz ve normal faz sivi kromatografilerinin

karsilastirilmasi ¢izelge 2.10°da ve kullanilan fazlar ise ¢izelge 2.11°de belirtilmistir.

Cizelge 2.10. Normal ve Ters Faz Sivi Kromatografilerinin Kargilastirilmasi

Ters Faz Normal Faz
Hareketli Fazin Polaritesi Ortadan Yiiksege Diistikten Ortaya
Hareketli Faz Polaritesinin Eliisyon zaman artar Eliisyon zamani azalir
Artmasinin Etkisi
Sabit Fazin Polaritesi Diisiik Yiiksek
Alikonma Sirasi En polar 6nce En az polar 6nce
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Cizelge 2.11. Normal ve Ters Faz Sivi Kromatografilerinde Kullanilan Fazlar

Ters Faz Sivi Kromatografisi

Sabit Faz Dimetilpolisiloksan, CN, ODS, Fenil, NH2, C2, Hidrokarbonlar.
Hareketli Faz Asetonitril/Metanol/su, Metanol/su, Asetonitril/su.

Normal Faz Sivi Kromatografisi

Sabit Faz Dimetilsiilfoksit, Su-etilen glikol, B,p’-oksidipropionitril, Su, 1,2,3-Tris (2-
siyanoetoksi) propan (Fraktonitril), Etilendiamin, Nitrometan.
Hareketli Faz Hekzan, Butanol, Karbon tetrakloriir, Izooktan, Dioksan, Pentan, Siklopentan,

Kloroform, Tetra hidro furan.

Normal faz kromatografisinde sivi fazin kontrolii giictlir, hareketli faz
bilesimindeki ufak degisiklikler analizde belirgin farkliliklara sebep olabilir. Normal
faz kromatografisinde dengeye ulagma ters faz kromatografiye gore cok daha
yavastir. Normal faz kromatografide polar maddelerin eliisyonunun ¢ok yavas olmasi
yayvan pik olusmasina sebep olmaktadir. Ayrica apolar ¢oziiciiler olduk¢a pahalidir
ve nemden korumak olduk¢a zahmetlidir. Bu durumlar, ters faz kromatografinin
normal faz kromatografiye karsi avantajli olmasini saglamaktadir (Skoog ve ark.,

1998, s.:725-765).

2.2.2.3. HPLC Cihaz Bilesenleri

HPLC cihazinin temel bilesenleri sekil 2.6’da sema ile gosterilmektedir.
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2.2.2.3.1. Hareketli Faz Hazneleri ve Coziicii Sistemleri

HPLC sistemleri, herbiri 200-1000 mL araliginda ¢oziicii bulundurabilen
paslanmaz ¢elik veya camdan yapilmis, bir veya birden fazla hazne igerir. Hazneler,
genellikle, gaz olusturarak kolon ve dedektorlerde bozucu etki gosteren ¢oziicl
gazlarin etkilerini gidermek icin bir cihazla donatilir. Band genislemesi ve dedektor
performasinda azalma bu gazlarin bozucu etkilerindendir. Gaz giderme diizenegi
basit bir lifleyici olabilecegi gibi; damitma sistemi, vakum pompa sistemi ve ¢oziicli
1sitan ve karistiran bir kisitmdan da olusabilir. Ayrica, bu sistemler ¢oziiciide bulunan
partikiil ve tozlar1 siizme 6zelligine sahiptir. Boylece pompa ve enjektor sisteminin
zarar gOrmemesi, sistemde korozyon gelisiminin Onlenmesi, oksitlenmenin
engellenmesi ve kolonun tikanmamasi saglanir. Gaz gidericiler ve silizme

diizeneginin HPLC cihaznin ana bileseni olmasi zorunlu degildir.

Eliisyon, maddenin fazlar (sabit ve hareketli faz) arasindaki dagilim
farliliklarindan yararlanilarak baska maddelerden kromatografik olarak ayriminin
saglanmasidir. Izokratik eliisyon, sabit bilesimde tek bir ¢oziicii kullanilarak yapilan
ayrimdir. Gradiyent eliisyon ise polaritesi ayn1 olmayan iki veya {i¢ ¢oziicli sistem
kullanilirak yapilan ayrimdir. Gradiyent eliisyonla ayrim esnasinda verimlilik biiyiik
Olctlide artirnilir. Gradiyent eliisyonda, eliisyon basladiktan sonra, zamana bagh olarak,
belli bir program dahilinde (slirekli veya seri basamak seklinde), ¢6ziicli oranlar
degistirilir. HPLC cihazlar1, giinlimiizde, ¢oziici hacim oranlarini lineer olarak
degistirebilen ve >2 hazneden alinan ¢oziiciileri bir karistirma ortaminda degisken

hizlarla bir araya getirebilen sistemler ile dizayn edilmistir.

HPLC’de analizin basarili olabilmesi ¢oziicliniin uzaklastirilabilmesi i¢in
kaynama noktasinin yiiksek olmamasina, kolon basincinin yiiksek olmamasi igin
viskozitesinin diisiik olmasina, dedektdr ile uyumlu olmasina, analizi yapilacak

analitin sinyalini engellememesine, giivenli ve toksisitesinin diisiik olmasina baghdir.
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2.2.2.3.2. Pompalama Sistemleri

HPLC pompalama sisteminde ¢izelge 2.12°de belirtilen o6zellikler

bulunmalidir.

Cizelge 2.12. HPLC Pompalama Sisteminde Bulunmas1 Gereken Ozellikler

Yeterli basing (400 atm’e kadar) tiretmelidr.

Pulssuz basing ¢ikist olmalidir.

Akis hiz1 0,1 mL/dk araliginda olmalidir.

Bagil tekrarlanabilir akis kontrolii %0,5 veya daha iyi olmalidir.
Korozyona dayanikli olmalidir (sizdirmaz, paslanmaz gelik veya teflon).

Pistonlu, siirgiilii (siringa) ve pnomotik (sabit basing) olmak {izere ii¢ tip

HPLC pompalama sistemi bulunmaktadir (Skoog ve ark., 1998, s.:729-730).

Pistonlu pompalar, siklikla kullanilan pompa sistemidir (piyasadaki HPLC
cihazlarimin %90’1inda). Motorlu bir piston ileri ve geri hareket ettirilerek ¢oziicii
pompalanmasimin gergeklestirildigi kiiclik bir silindir yapidan olusur. Coziicliniin
silindire giris ve ¢ikis akisi iki adet kontrol muslugu tarafindan kontrole edilir ve
¢oziicli piston ile dogrudan temas halindedir. Kii¢iik i¢ hacmine sahip olmasi (35-400
uL), yiiksek c¢ikis basincina sahip olmasi (~700 atm), kolon geri basincit ve
¢oziiclinlin vizkositesinden bagimsiz sabit akis hizina sahip olmasi ve gradiyent

eliisyona uyarlanabilmesi pistonlu pompalarin stiinliikleridir.

Siirgiilii pompalar, vidali giidiim mekanizmasiyla kontrol edilir, gereken gii¢
kademeli motordan saglanir. Sizdirmaz siirgiilii, siringaya benzeyen silindir seklinde
bir kaptir. Vizkosite ve geri basing bagimsiz bir akis tretilir. Pulssuz ¢ikis akimina
sahiptirler. Coziicii  kapasitesinin  smirli  olmasit  (~250 mL) ve ¢oziici

degistirilmesinde yasanan giigliikkler dezavantajlaridir.

Pnomotik pompalarda sivi; hareketli ve sikistirllmis  bir gazla
basinglandirilabilen bir kaba yerlestirilen tasinilabilir bir kabin igirisine

konulmaktadir. Pahali olmayan, pulssuz, kapasitesi sinirli, ¢ikis basinci diisiik, ¢ikis
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hiz1 vizkosite ve geri basing bagimli, gradiyent eliisyona uygun olmayan ve

basinglar1 genelde 135 atm’den diisiik olan pompalama sistemleridir.

Giiniimiizde bircok HPLC cihazi, pompalama sisteminin bir pargasi olarak
bilgisayar kontrollii, pompa ¢ikisinda bulunan bir geri tepme tikact boyunca basing
azalmasii belirleyerek akis hizi Ol¢limii yapan bir sisteme sahiptir. Ayrica,
¢Oziiclinlin bilesimini siirekli olarak veya basamakli olarak degistiren bir sisteme de
sahiptir. Sinyalin 6nceden belirlenen degerindeki herhangi bir degisim, pompa motor

hizin1 artirmak veya azaltmak i¢in kullanilir.

2.2.2.3.3. Numune Enjeksiyon Sistemleri

Numunenin kolon dolgu maddesine gonderilmesinin tekrarlanabilirligi
HPLC’de dl¢timlerin kesinligini etkileyen faktordiir. Asir1 6rnek verilmesi sonucunda
goriilen bant genislemesi kesinligi etkiler. Sisteme verilen numune enjeksiyon hacmi,
pL’nin birka¢ ondaligindan 500 pl’ye kadar degisebilen miktarlarda olmalidir.
Sistem basinci diigmeden, hareketli faz akist durmadan veya akis hizi degismeden
ornegin sisteme verilmesi saglanmalidir. Numune giris sarimlarinin kullanilmasi, sivi
kromatografisinde numune vermek i¢in en yaygin kullanilan yontemdir. Numune
giris sarimlar1 degistirebilme 6zelligine sahiptir, 5-500 pL arasinda degisen
hacimlerde 6rnek hacmi se¢imine olanak saglar, 7000 psi basinca kadar minimal hata
orania sahip kesinlikte numunenin kolona verilebilmesini saglar (Skoog ve ark.,

1998, 5.:730-731).

2.2.2.3.4. Kolon

Kolonlar, HPLC cihazinin en 6nemli pargasidir, analiz veya maddelerin
ayrimi kolonda gerceklesir. Kolonlar, genellikle, yiiksek basinca, diigiik pH’ya ve
kimyasal asinmaya dayanikli, diizgiin i¢ ¢apli, paslanmaz ¢elikten yapilir. Cogu

analitik kolonun gap1 2-5 um, uzunlugu 5-25 cm ve tanecik ¢aplariysa 2,5-10 um
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araliginda degisir. Kolon uzunlugu ve i¢ ¢apt kolonun etkinligini ve hassasiyetini,
analiz siiresini ve basinci etkileyen faktdrlerdendir. Daha uzun kolonlar daha iyi
ayirim yapilmasini saglamaktadir. Kolonlar ¢izelge 2.13’de belirtildigi gibi

siiflandirilabilir.

Cizelge 2.13. Kolonlarin Siniflandirilmast

Uretim Materyaline Gore Paslanmaz Celik, PEEK, Titanyum

Kromatografi Tiiriine Gore Normal Faz, Ters Faz, Iyon Degistirme, Molekiiler Eleme
Destek Fazlarina Gore Silika, Polimer, Zirkonyum, Hibrid

Boyutlarina Gore Preparatif, Analitik, Mikro, Nano

HPLC’de iki ¢esit dolgu maddesi kullanilir. Bu dolgu maddeleri film ve
gozenekli dolgular olarak ikiye ayrilir. Silis, HPLC’de en yaygin kullanilan dolgu
maddesidir (Skoog ve ark., 1998, s.:732-733). Film dolgular kiiresel, gbzeneksiz, 30-
40 pum ¢apinda, cam veya polimer yapidadir. Yiizeylerine silis, alumina, polistiren-
divinil benzen sentetik rec¢inesi yada iyon degistirici re¢ine kaplanmis ince gdzenekli
film tanelerden olusur. Baz1 uygulamalarda sabit faz olarak, yiizeylere absorpsiyonla
tutunabilen uygun bir sivi ek bir tabaka seklinde kaplanabilir. Organik bir tabaka
yiizeyi elde etmek i¢in kimyasal islem uygulanabilir. Giiniimiizde film dolgular,
emniyet kolonlarinda kullanilmakta iken analitik kolonlarda kullanilmamaktadir.
HPLC’de 3-10 um capli gozenekli partikiiller kullanilmaktadir. Partikiil yapis1 “silis,
allimina, polistiren-divinil benzen sentetik re¢inesi ya da bir iyon degistirici regine”

olabilir.

Kolonlar oda sicakliginda kullanilirlar, bir¢ok wuygulama i¢in kolon
sicakliginin takip edilmesi gerekli degildir. Kolon sicakligi minimal hata ile sabit
tutularak analiz yapildiginda daha 1yi kromatogramlar elde edilir. Giliniimiizdeki cogu
HPLC cihazlari, kolondaki sicakligi oda sicakligi seviyesinden 100-150 °C’ye tiim

sicakliklarda minimal hata payiyla sabitleyebilen kolon termostatlarina sahiptir.
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Analitik Kolonlar: HPLC’de kolon uzunlugu siklikla 10-30 cm
araligindadir. Genellikle diiz kolon kullanilir ama bazen sarmal kolon da
kullanilabilir. Kolon i¢ ¢ap1 siklikla 4-10 mm arasindadir. Kolon dolgu maddesi
tanecik biiylkligii genellikle 5-10 um araliginda olanlar kullanilir. Gliniimiizde
siklikla 25 cm uzunluga ve 4,6 mm i¢ ¢apa sahip ve tanecik biiyiikliigii 5 um kolon
dolgu maddesi ile doldurulan kolonlar kullanilir ve 40000-60000 tabaka/metre
igerirler (Skoog ve ark., 1998, s.:732).

Son yillarda, 1-4,6 mm i¢ ¢apli ve 3-5 um tanecik biiyiikligiindeki dolgu
maddesiyle doldurulan, siklikla boyu 3-7,5 cm’den daha kiigiik boyutlu, yiiksek hiz
ve performansa sahip kolonlar iiretilmektedir. Bu tiir kolonlar 100000 tabaka/metre
icerirler, hiz ve minimum ¢dziicii sarfiyati avantajlar1 vardir. Bu tiir kolonlarda
bulunan minimum ¢6ziicii sarfiyati avantaji oldukca 6nemlidir. Ciinkii HPLC’de

kullanilan ¢oziictilerin temini zordur ve maliyeti fazladir.

Emniyet Kolonlari: HPLC cihazlarinda, analitik kolondan once kisa bir
kolon yerlestirilerek analitik kolonun kulanim siiresinin uzatilmasi1 amaglanir.
Emniyet kolonu olarak adlandirilan bu kisa kolonlar yabanci madde ve bilesenleri
tutar. Emniyet kolonlari, hareketli fazi sabit fazla doyurarak ¢oziicii kaybimi
minimuma indirir. Dolgu maddesi bilesiminin emniyet kolonu ve analitik kolonda
oldukca benzer olmasi saglanmalidir. Tanecik boyutu basing azalmasini minimalize
etmek i¢in siklikla daha biiytiktiir. Emniyet kolonlar kirlendiginde yeni bir emniyet
kolonuyla degistirilmeli veya yeniden dolgu maddesiyle doldurulmalidir. Boylece

daha pahali olan analitik kolon korunabilir.

2.2.2.3.5. Dedektorler

Dedektorler, HPLC cihazinin en 6nemli kisimlarindandir, kolondan ¢ikan
maddelerin derisiminin dl¢iilmesinde kullanilirlar, elektromanyetik dalga formundaki
enerji akigini Olciilebilir niceliklere c¢evirirler ve kayit ederler. HPLC ig¢in

dedektorlerde olmasi gereken temel 6zellikler cizelge 2.14’te belirtilmistir. Maddeye
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ve ¢Ozeltiye yonelik dedektorler olmak iizere iki temel gruba ayrilirlar. Dedektor

tipleri ve 6zellikleri ¢izelge 2.15’de belirtilmistir.

Cizelge 2.14. Dedektorlerde Olmasi Gereken Temel Ozellikler

e  Yeterli duyarliliga sahip olmali
e  Yiiksek kararlilik ve tekrarlanabilirlik oranina sahip olmali

e  Dogrusal ¢alisma aralig1 genis olmali

e Akis hizindan bagimsiz kii¢iik cevap zamanina sahip olmali

e  Yiiksek giivenilirlik ve kullanim kolayligina sahip olmali

e  Band genislemesini azaltmak i¢in minimal i¢ hacmine sahip olmali.

e Her tiirlii analite karsi benzer cevap alinabilmeli

e  Numuneyi pargalamamali

Cizelge 2.15. Dedektor Tipleri ve Ozellikleri

Maddeye Yonelik Dedektorler
(Y1gin Ozelligi Dedektorleri)

Hareketli fazdaki maddenin 6zelliklerini tayin etmek i¢in kullanilir.
Numunenin degistirilen madde 6zelligine (hareketli faz kirma indisi,
yogunluk, dielektrik sabiti vb) cevap verirler.

Alt tipleri: Fotometrik (UV-GB, Floresans, Foto diyot dizi (FDD),
Infrared Absorbans) dedektorler, Ayrim sonrasi tepkime dedektdrleri,
Elektrokimyasal dedektorler, Kiitle spektrometreleri, Radyoaktivite
dedektorleri.

Cozeltiye Yonelik Dedektorler
(Analit Ozelligi Dedektorleri)

Numune 6zelliklerinin 6l¢iilmesi igin kullanilirlar.

Hareketli fazin sahip olmadigi baz1 Ozelliklere (Numune UV
absorbans, difiizyon akim, floresans siddet vb.) cevap verirler.

Alt Tipleri: Dielektrik sabiti dedektorleri, Refraktif indeks
dedektorleri, Yogunluk detektorleri, Iletkenlik dedektorleri.

HPLC sisteminde siklikla UV-GB dedektér, FDD, Floresans dedektor ve

elektrokimyasal dedektorler kullanilmaktadir.

UV-GB Dedektorler: UV-GB dedektorler, 15181 absorblanmasi ilkesini baz

alan dedektorlerdir, 15181 180-350 nm arasinda absorbe eden maddelere cevap

verirler. UV-GB dedektdrlerde 4 veya 8 pL hacim, 1 mm ¢ap ve 10 mm uzunlugunda

silindirik akis hiicresi kullanilir. Sekil 2.7°de sematik olarak gosterildigi tizere UV-

GB dedektérlerin cogu ¢ift 151k yolludur. iki 15min siddetinin karsilastirilmasi igin

fotoelektrik dedektorler kullanilir. Akis hiicrelerinin hacimleri miimkiin oldugunca en

aza indirilerek kolon dis1 bant genislemesi en aza indirilmeye calisilir (Skoog ve ark.,

1998, 5.:733-739).
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UV 1s1n belirli bosluklardan gegirilerek calisilmasi planlanan dalga boyuna
ayarlandiktan sonra UV 1s1min odaklamasi lens ile yapilir ve bdylece 1s1nin hiicreye
paralel gecisi saglanir. Akis hiicresinden gegerek fotoelektrik dedektore gelir. Daha
sonra sinyal degistirici bir amplifikatore gider. Son olarak, sinyaller 1s1nin siddeti ile
orantili olarak kayit edilmek {izere kayit cihazi ya da veri toplama sistemine

gonderilir.

Lambert-Beer Yasasi’na uygun olarak, absorbans degeri derisimle dogru
orantili bir sekilde artar. Baglanmamis elektron igeren bilesikler, tek veya daha fazla
cift bag (m elektron) bilesikler ve tiirevlendirme ile absorbsiyon yapabilen maddeler

UV-GB dedektorle saptanabilir.

Genellikle kuartz-iyot/tungsten (350-700 nm dalga araligi), doteryum (190-
400 nm dalga aralig1) ve civa lambasi (254, 280, 313, 334 ve 365 nm dalga
boylarinda) olmak {izere farkli dalga boylarinda 151n yayan 3 tip lamba kullanilir.
Degisken dalga boyunda 15in yayabilen lamba kullanilmasi ile; es zamanli olarak
bircok madde i¢in yliksek absorbans degerleri saptanarak duyarlilik artirilir, yliksek
secicilik elde edilir ve gradiyent eliisyon i¢in kullanim kolayligi saglanir. UV-GB
dedektorler niikleik asitler, proteinler, toksik ve terapdtik ilag diizeylerini analiz

etmek i¢in kullanilabilir.

Delik-15n
Detektér Filtre Pencere donigtiriici
Pencere  Filtre
\ \r — Lens .( f Detektor
\ LS

Sekil 2.7. Cift Isik Yollu UV-GB Dedektorii (Scott, 1996)
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2.2.2.3.6. Kayit Cihaz1

Karmagik integratorler, tek kalemli yazicilar, mikroislemciler veya
bilgisayarlar dedektorlerden gelen sinyallerin kaydedilmesinde kullanilir. Merkezi
veri kayit cihazi ile hareketli faz akis hizi, kolon, 6rnek alma sistemi, enjektor,
dedektor ve veri kayit sistemi kontrol edilir. Mikroislemci ve bilgisayar kullanimai ile
tekrarlanabilirlik artirilmis ve sistem validasyon parametrelerinde daha dogru

sonuclar elde edilmistir.

2.2.2.4. Temel Kromatografi Parametreleri ve Sistem Uygunluk Testleri

Kromatogram; analiz edilen numunenin bilesenleri i¢in belirli zaman
dilimlerinde konsantrasyon degerine karsi saptanan yanitin ideal dedektorler
kullanilarak elde edilen piklerini gosteren grafiktir HPLC kromatogramini
yorumlamada kullanilan ana parametreler alikonma zamani, kapasite faktori,
secicilik, kolon etkinligi, ayirma giicli ve pik simetri oranidir. Kromatogramda ideal

pik sekli keskin, dar ve iki tarafi esit olmalidir (Sekil 2.8) (USP 40, 2017).

- =
_ s
= |"“1
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. TR1 |".
=] | - Pik Al
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A — e -
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Sekil 2.8. HPLC Ornek Kromatogram
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Alikonma Zamani (tg), numunenin kolona enjekte edilmesinden sonra cevap
sinyali olarak goriilen pikin dedektorlere gelmesine kadar gegen siiredir. Numunede
bulunan her bir analit i¢in farklidir. Nitel analizlerin belirleyici faktoriidiir. Ayni
zamanda alikonma hacmi olarak da ifade edilebilir. Alikonma hacmi, ayrimi yapilan
maddenin sabit fazdan eliie olabilmesi i¢in gereken hareketli faz hacmini ifade eder;

alikonma zamaniyla hareketli faz akis hizinin ¢arpimi yapilarak elde edilebilir.

Olii Zaman veya Olii Hacim (tg), sabit faz ile etkilesmeyen veya hareketli
fazdan kaynaklanan piklerin ¢ikti§i zamani ifade eder, ters faz sivi kromatografik
yontemlerde urasil, potasyum bromiir gibi polarligi ¢ok yiiksek olan bilesikler

kullanilarak saptanir.

Kapasite Faktorii (Allkonma Faktorii) (k), kolondaki maddenin ilerleme
hizidir ve maddenin 6zelliklerine (fiziksel ve kimyasal) ve uygulanan yonteme gore
farlilik gosterir. Kapasite faktorii biiyiikse bilesen sabit fazda iyi tutulur ve kolonda
yavas ilerler; kiiclikse analit ¢dziicii pikinden ayrilamaz ve ¢ok biiylik olursa analiz
siiresi uzar. lyi bir ayrim igin kapasite faktorii 1-10 arasinda olmalidir. Hareketli ve
sabit faz bilesimleri degistirilerek kapasite faktorii degerlerinin 1-10 arasinda olmasi

saglanir.

Secicilik Fakorii (o), esas olarak sabit fazin ve kismen de olsa hareketli fazin
ozelliklerine gore degiskenlik gosterir. Kolon igerisinde kalis siiresi daha uzun olan
maddenin kapasite faktorliniin, kalig siiresi daha kisa olan maddenin kapasite

faktoriine orani elde edilerek saptanir ve daima birden biiyiiktiir.

Kolon Etkinligi (Etkin Tabaka Sayis1) (N), kolondan ¢ikan piklerin sivri,
dar ve birbirlerinden iyi ayrilmasi ile iligkilidir. Kolonun en dnemli 6zelliklerindedir.
Analiz sonucunun verimi hakkinda bilgi verir. Kolon tiirii, sabit fazin tiirii ve boyutu,
hareketli fazin bilesimi ve akis hiz1 kolon verimliligini etkileyebilir. Analiz edilen
maddenin cinsi ve deney kosullar1 (akis hizi, kolon sicaklik kalitesi, tek bi¢imli
dolum varlig1) gibi parametrelerden etkilenebilir. Etkin tabaka sayisiin >2000

olmasit Onerilmektedir.
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Kuyruklanma Faktorii (T), kromatogramda elde edilen piklerin simetrisiyle
ilgilidir. Her zaman simetrik olan pikler tercih edilmelidir. Pik taban yiiksekliginin
%S5’1lik kismindan Olgiilerek hesaplanir. Simetrik olmayan pikler segilirse; yanlis
tabaka sayis1 ve ayrim giicli sonuclari, unstabil miktar tayini, tespit edilemeyen pik
kuyruklanmalar1 ve alikonma tekrarlanabilirliginin diistikliigi gibi sorunlar
gozlenebilir. Kolonlar uzun siire kullanildiginda kuyruklanma sik goriiliir ve dogru

sonuclar alinamaz.

Ayirma Giicii (Rs), kolon ve ¢oziicii etkinliginin ortak etkisini ifade eder.
Kapasite faktorii, tabaka sayisi ve segicilik kullanilarak hesaplanir. Ard arda gelen iki
pikin Rs degerinin > 1,5 olmasi ayrimin tam olarak gergeklestigini gosterir. Segicilik
faktorii arttikca ayirma giicii belli bir degere kadar artiktan sonra sabitlenir, segicilik
faktorii=1 olunca bilesenler arasinda ayrim gerceklesmez. Kapasite faktorii=0 iken
ayrim ger¢eklesmez, ideal kapasite faktorii degerine (1-10 arasi) ulasildiginda
istenilen ayirim gergeklesir, kapasite faktorii 10 degerine ulasana kadar ayrim giicii

artar ve daha sonra sabit kalir.

Pik Asimetrisi (Pik Simetri Oram) (As), kuyruklanma faktorii ile beraber
analit pikinin egiriligini, pikin saga veya sola dayali olup olmadigmi ve pikin
kesinligini belirlemede kullanilir. Pik taban yiiksekliginin %10’luk kismindan

Olciilerek hesaplanir.

Pik Alani Tekrar Edilebilirligi (% BSS), analit sisteme en az 5-6 defa ard
arda verildikten sonra elde edilen pik alan ve yiiksekliklerinin bagil standart
sapmasidir. Pik alanmin, belirlenen kosullarda tekrar edilebilirligi yontemin

kesinligini gosterir.

Amerikan Farmakopesi (USP), Uluslararast Uyum Konseyi (The
International Council for Harmonisation, ICH), Amerikan Gida ve Ilac Birligi (FDA)
ve diger farmakopelerce tavsiye edilen sistem uygunluk testleri yontemin dogruluk

ve kesinliginin yeterli olup olmadiginin belirlenmesi ic¢in yapilir ve bdylece
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kromatografik bir sistemin analize uygun olup olmadig: saptanir. Sistemdeki en ufak

bir degisiklikte sistem uygunluk testleri yeni sistem i¢in tekrar gézden gegirilmelidir.

Alikonma zamani ve pik genisligi, kromatogram ve sistem uygunluk
testlerinin degerlendirilmesinde temel parametrelerdir. Cizelge 2.16’da Amerikan
Farmakopesi tarafindan tanimlanan SUT parametreleri ile ilgili detayli bilgiler

belirtilmistir (USP 40, 2017).

41



Cizelge 2.16. Sistem Uygunluk Testleri Parametreleri

Parametre / Sembol

Kapasite Faktorii (k)

Secicilik Faktorii ()

Kolon Etkinligi (N)

Kuyruklanma Faktorii (T)

Ayirma Giicii (Rs)

Pik Asimetrisi (Ag)

Pik Alam Tekrar Edilebilirligi (%
BSS)

Formiil

k= (tR-tO)/tO

a = ky/k; = (tra — to)/(tr1 — to)

N = 16(t/W)*

T= WO,OS /2f

Rg =118 x (tpa — tr1) / (W2 + Wapp)]

As=(Wo.10 - fo.10/f0.10

% BSS = (8S/X) x 100

Limit

(USP 40, 2017).

1<k<10

o>1

N>2000

Rg> 1.5

095<Ag<2

% BSS <1,5
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2.2.3. Analitik Yontemin Validasyonu (Yontem Gecerlilik Testleri)

Analitik yontem gecerliligi (validasyon), yapilan analiz, yontem ve
uygulamalarin dogru, tekrarlanabilir ve belirli parametreler bazinda 6l¢iilebilirlik gibi

Ozelliklerinin uluslararasi standartlara uygun oldugunu ifade eder.

Analitik yontemler, ilag etken maddesi ve katkisiz halinin farmasotik dozaj
formu ve biyolojik 6rneklerden analizinde yararlanilan yontemlerdir. Yontemlerin
kullanilabilmesi i¢in iyi karakterize edilen, glivenilir sonuglar veren ve tamamiyla
gecerli yontemler gelistirilmelidir. Cizelge 2.17°de yapilmasi gereken validasyon

parametreleri belirtilmistir (ICH, 2005a; ICH, 2005b ve USP 40, 2017).

Cizelge 2.17. Validasyon Parametreleri

Parametre ICH Klavuzu USP Klavuzu
Segicilik + +
Dogrusallik + +
Aralik + +

Teshis Smir1 (LOD) + Sinir testleri igin
Tayin At Siir1 (LOQ) + Kantitatif testler i¢in

Tekrarlanabilirlik + +
Kesinlik Giin iginde tekrar edilebilirlik + -

Giinler arasinda tekrar edilebilirlik + -
Dogruluk + +
Saglamlik Tavsiye edilir +
Tutarlilik Tavsiye edilir +

Cozelti Stabilitesi + Tavsiye edilir
Duyarliklik Tavsiye edilir +

Validasyon, analitik yOntemlerin ve laboratuvarin analitik verilerinin
giivenilirligini ortaya koymak ve ne kadar giivenilir oldugununun gosterilmesi igin
gereklidir. Cizelge 2.18’de validasyonun gecerliligi icin yapilmasi gerekenler

belirtilmistir.
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Cizelge 2.18. Validasyon Gegerliligi Icin Yapilmasi Gerekenler

e  Cihaz/Ekipman Kalite Kontrolii ve Validasyonu: Tiim cihazlarin donanimsal ve yazilimsal
kontrollerinin yapilmast.

e  Gelistirilen bir yontemin gegerlilik durumunu gostermek icin veya gelistirilmekte olan bir ydontemin
parametrelerinde yapilan herhangi bir degisiklik sonras1 metodun validasyonu

e  Ayirma yontemleri i¢in yapilan sistem uygunluk testleri ve ilgili parametrelerinin saptanmasi

2.2.3.1. Karakteristik Validasyon Parametreleri

ICH ve Farmakopeler tarafindan yeni analitik yontemler i¢in gerekli
validasyon parametreleri (yontem gegerlilik parametreleri) ve bu parametrelerde
bulunmasi1 gereken degerler belirlenmistir. Validasyon, tek basina bir yontemin
uygulanmasinda diisiiniilmemeli, yontem kullanildig1 siirece her zaman ve her
ortamda gegerli olmalidir. Analiz yontemi, cesitli kilavuzlar ve farmakopelerde

belirtilen etkinlik parametrelerini saglamalidir.

2.2.3.1.1. Secicilik

Secicilik, numune bilesiminde bulunan diger bilesenlerden (safsizlik,
bozunma iirlinleri veya ortamdan gelebilecek) etkilenmeden analizi yapilacak olan
maddenin tayin edilmesidir, validasyonun en 6nemli parametresidir. Segicilik yeterli
diizeyde olmadiginda yontemin dogrusalligi, dogrulugu ve kesinligi hakkinda yanlis
sonuclar saptanabilir. Seciciligin belirlenmesine yonelik yontemler ¢izelge 2.19°da

belirtilmistir.
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Cizelge 2.19. Seciciligin Belirlenmesine Yo6nelik Yontemler

1.Yontem Ayirma giicli (Rg) degerlerine bakilabilir. Bu yontemdeki iglemler igin;

1. Analizi yapilan bilesik ile dozaj formu i¢indeki yardimer maddeler ve bilinen veya
girisim yapmasindan siiphe edilen benzer maddeler birlikte kolona verilir.
Gelistirilen yontemle analiz yapilir, cevaptaki degisim incelenir. Rg >2,0 olmalidir.

2. Gelistirilen yontemin kosullarinda (¢ozelti bilesimi, tampon ¢dzelti pH’s1, sicaklik
vb) minimal degisiklikler yapilir. Yapilan degisikliklerin pik performansina olan
etkiler arastirilir (cevapta farkliklik, ek pik olusumu ve madde pikinin etkilenme
durumu).

3. FDD dedektorii ve yazilim kullanilarak pik safliklari kontrol edilir, mevcut pikin
disinda herhangi bir ilave pik olup olmadig: kontrol edilir.

2.Yontem Duyarli dedektorler secilir. Analizi yapilacak bilesige yanit 6zelligi bulunan dedektorler
(elektrokimyasal veya radyoaktivite dedektorleri) belrlii maddelere duyarhidirlar ve baska

maddelerin giris yapma olasiligini ortadan kaldirirlar.

2.2.3.1.2. Dogrusallik

Dogrusallik, konsantrasyona karsi cevabin dogru orantili olarak artmasini
ifade eden analit derisiminin bir fonksiyonudur. Piklerin grafiksel olarak
yorumlanmast ile belirlenir, ¢izilen grafiklerde noktalar diiz bir ¢izgi iizerinde yer
alir. Analit konsantrasyonunun 6dl¢iilen sinyallere karsi regresyon analizi kullanilarak
hesaplanan “egim (m), kesisim (n) ve korelasyon katsayist (r)” parametrelerinden
yaralanilarak dogrusallik elde edilir. Korelasyon katsayisinin (r) 0,999 ve iizerinde

olmas1 dogrusallik saglandigini gosterir.

Dogrusallik belirlenirken, stok ¢ozeltiden en az 5 farkli derisim (alt sinir
hedefin %50’sinden diisiik, iist sinir %150’sinden yiiksek) hazirlanir,analiz edilir.
Islem en az 3 defa tekrarlanir. Analiz sonuglar1 ¢ozelti derisimlerine gdre nokta
seklinde grafige isaretlenir. Noktalar, egim ¢izgisinin {izerinden ya da ¢ok yakinindan
gecmelidir. Béylece korelasyon katsayisi (r) veya determinasyon katsayisi (R?)
degerleri 1’e yaklasir. Dogrusallikla ilgili sonuglarla birlikte e§im ve kesisim

degeri %BSS’si veya standart hatasi da hesaplanmalidir.

45



Kalibrasyon Dogrusu (Grafigi): Analitin bilinen derisimleriyle gelistirilen
yontemde saptanan degerler arasindaki iligkiyi gosterir. Daha Onceden yapilan
caligmalarda belirlenen derisimler belirlenerek kalibrasyon egrisi hazirlanir. Sonuglar
dogrusal olabilir veya olmayabilir. Gelistirlen yontemde, analiz yapilmasi planlanan
aralikta en az 5 derisimle (kor harig) (alt ve iist sinir konsantrasyonlart dahil)
saptanan degerler baz alinarak hazirlanir. Dogrusal olmayan egrilerde standart

derisim orani1 fazla olanlar sec¢ilmelidir.

2.2.3.1.3. Aralik

Aralik, dogru ve duyarh olarak degerlendirilen bir yontemin gegerli kabul
edildigi alt ve st sinirlar arasinda bulunan derigim araligidir. Nicel yontemlerde
mutlaka belirlenmelidir. En iyi sonuglar elde edilen aralik genellikle hedef

seviyelerin %50-150’si arasindadir.

2.2.3.1.4. Teshis Simir1 (LOD)

Teshis Sinir1, analitin goriildigli ama kantitatif sinirlar igerisinde olmayan en
diisiik konsantrasyonu ifade eder. LOD, hesaplanarak veya dogrudan yapilan
deneylerle tespit edilebilir. Sinyal/Giiriiltii (signal/noise) orani, deneylerden
gozlenerek yapilan hesaplamalarda genelde {i¢ olarak alinir. Hesaplama yoluyla
LOD = 3.3 x SS / m esitligi kullanilarak saptanir (SS: Yontemde kor ¢ozeltilerle (en
az 5 adet) saptanan sonuglarin yada ilgili y eksenindeki kesisim degerinin standart

sapmast, m: ilgili kalibrasyon dogrusunun egim degeri).
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2.2.3.1.5. Tayin Alt Simir1 (LOQ)

Tayin Alt Sinir1, kabul edilebilir seviyede kesinlik ve dogrulukta analitteki
miktar tayininin yapilabildigi, dogrusallik sinirlarinda olmayan ya da kalibrasyon
egrisindeki en alt konsantrasyondur. Biyolojik sivilarda LOQ saptanmasinda yerine
getirilmesi gereken sartlar ¢izelge 2.20°de belirtilmistir. LOQ, hesapla veya dogrudan
yapilan deneylerden bulunabilir.Sinyal/Giiriiltii (signal/noise) orani, deneylerden
gbzlenerek yapilan hesaplamalarda genelde on olarak alinir. Hesaplama yolu ile
LOQ = 10 x SS / m esitligi kullanilarak hesaplama yapilir (SS: Yontemde kor
cozeltilerle (en az 5 adet) saptanan sonuglarin yada ilgili y eksenindeki kesigim

degerinin standart sapmasi, m: ilgili kalibrasyon dogrusunun egim degeri).

Cizelge 2.20. Biyolojik Sivilarda LOQ Saptanmasinda Yerine Getirilmesi Gereken Sartlar

e  Analitin LOQ derisiminde saptanan yanit korde saptanan yanitin k tatindan fazla olmali.
e Analitle yapilan analizde saptanan pik ya da alinan yanit tanimlanabilmeli ve girisim yapabilme
olasilig1 olan diger maddelerden ayri olmali.

e %20 kesinlik ve %80-120 arasinda dogrulukla tekrar edilebilebilmeli.

2.2.3.1.6. Kesinlik

Kesinlik, yontemin calisilan kosullar altinda tekrarlanabilirligidir. %BSS
(Bagil Standart Sapma) ya da %VK (Varyasyon Katsayis1) seklinde belirtilir. Analite
ayni yontem bir¢ok defa uygulandiginda bulunan sonuglarin birbirine yakinlig
gosterir. Analizler calisilan tiim derisimlerde en az 5-6 analiz yapilmali, bu
derisimlerden ii¢ ve licten fazlas1 %BSS acisindan %15’inden daha fazla sapma

gostermemeli ve LOQ i¢in saptanan sapma % BSS 20’yi gegcmemelidir.

Orta-Kesinlik: Orta-kesinlik, laboratuvar i¢i deneysel farkliliklar1 gosteren
kesinlik Olgiisiidiir. Farkli gilinlerde ve/veya farkli cihazlarla ve/veya farkh
analizcilerce gerceklestirilerek saptanabilir. Deneyler, ¢alismalar veya gilinler arasi
kesinligi ifade eder, yontemin tam olarak kesinligini gosterir. Orta-kesinligi

karsilayan yontem diger kesinlik 6l¢iitlerini de saglar. Analitin ¢aligma ortamindaki
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cozeltisi ayr1 ayr1 hazirlanir, farkli giinlerde ve/veya farkli cihazlarla ve/veya farkli
analizcilerce, ¢ozeltilerin her biri en az liger defa analiz edilir. Orta kesinlik, %BSS
olarak verilir ve < 2.0 olmalidir. Biyolojik numunelerde yapilan ¢aligmalarda %BSS

10-15’¢ kadar ¢ikabilir.

Tekrarlanabilirlik: Kisa bir zaman araliginda ayni islem kosullar altindaki
kesinlik Olgiistidiir. Giin i¢i veya caligma esnasindaki kesinlik olarak da bilinir.
Analitin ¢alisma ortamindaki ¢6zeltisi hazirlanirak en az 10 (tercihen 30-40) Glgiim

yapilir. Tekrarlanabilirlik, %BSS olarak verilir ve %BSS < 1.0 olmalidur.

Tekrar Elde Edilebilirlik: Tekrar clde edilebilirlik, ortak c¢alismalarda
bulunan farkli laboratuvarlarca tespit edilen ve deneysel farkliliklar1 gosteren
kesinlik Ol¢iistidiir. Yontem standardizasyon ¢alismalarinda kullanilir. Gelistirilecek
yontem farkli laboratuvarlarca es zamanli olarak uygulanacaksa bu kesinlik degeri
mutlaka hesaplanmalidir. Numune ¢ozeltileri ayr1 laboratuvarlarda, farkh
analizcilerle ve farkli zamanlarda (bir kag¢ giin arayla) analize hazir hale getirilir.
Cozeltilerinin  tamamindan en az iiger defa Olglim almir. Tekrar elde
edilebilirlik, %BSS olarak verilir ve < 2.0 olmalidir. Biyolojik numunelerde yapilan

calismalarda %BSS 10-15’¢ kadar ¢ikabilir.

2.2.3.1.7. Saglamhk (Kararhhk)

Saglamlik, gelistirilen yOntemin analiz parametrelerindeki (organik
¢Oziiciinlin yiizde orami, pH, iyonik gii¢, sicaklik vb) minimal degisimlerden
etkilenmeden uygulanabilmesidir. Kararlilik, gelistirilen yontemin normal

kullanimdaki giivenirliginin bir 6l¢iistidiir.
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2.2.3.1.8. Tutarhhk

Tutarlihik, gelistirilen yOntemin gercek uygulama kosullarinda tekrar
edilebilirligidir. Tekrar edilebilirlik ve tekrar elde edilebilirlik degerleriyle iliskilidir.
Tutarlilik degerlendirmesi i¢in calisma ayni laboratuvarda farkli analizciler veya
farkli cihazlar tarafindan yapilmali, standart test kosullar (reaktif ve ¢ziicii markasi
degisimi, farkli giin, farli sicaklik, vb) degistirilmeli ve ayirmada ayni model ve
markada yeni bir kolon kullanilarak analizler tekrarlanmalidir. Yontem farkl bir
laboratuvarda gerceklestirildiginde, tutarlilik olduk¢a 6nemlidir ve sonuglar %BSS

olarak ifade edilir.

2.2.3.1.9. Dogruluk (Geri Kazanim)

Dogruluk, analizde edilen degerin referans degere yakinliginin 6Sl¢isiidiir,
numunenin analiz ortamindan ne oranda geri alinabildigi hakkinda bilgi verir,
ortalama % geri kazamim olarak ifade edilir. Dogruluk analizleri, algak
(konsantrasyon aralig1 alt sinir1 veya alt sinirina yakin), orta (konsantrasyon araligi
ortas1) ve yiiksek (konsantrasyon araligi list sinir1 veya st sinirina yakin) olmak
izere en az Ui¢ farkli konsantrasyonda yapilir. Herbir konsantrasyon icin en az ii¢
analiz yapilir. Sonuglar %100’e ne kadar yakinsa, yontem o kadar dogrudur. Elde
edilen degerler, ortalamanin %15’inden fazla sapmamali ve algak konsantrasyondaki
sapmaysa % 20’yi asmamalidir. Dogruluk ii¢ farkli yaklasimla saptanabilir (Cizelge
2.21).
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Cizelge 2.21. Dogruluk Saptama Yaklagimlari

Referans Standart ile
Karsilastirma

3 farkli derisimde (genellikle hedef degerin %25, %50 ve %100’iine
esdeger), en az liger dl¢tim yapilir.

Degerler % geri kazanim degerlerine ¢evrilerek bir arada toplanir.

Sonuglar referans sonuglarla istatistiksel olarak karsilastirilir

Kor Matriks Ortamina
Analiz Edilen Maddeyi
Ekleme

Matriks etkisi olan numunelerle ¢alisildiginda kullanilir.

Analit bos matrikse farkli derisimlerde ilave edilir. Matriks ilag dozaj
formlarin i¢in (etken madde icermeyen) yardimci maddeler igerir.

Siklikla %50, %75, %100, %125 ve %150 oraninda numune ilave edilir,
herkonsantrasyonda en az {i¢ kez 6l¢iim alinir.

Sonuglar % geri kazanim olarak ve %BSS ve/veya %Bias ile birlikte verilir.

Standart Ekleme
Yontemiyle Saf Madde
ilavesi

Bos bir matriks bulunmamasi durumunda kullanilir.

Katki maddeleri ve yardimci maddeler hakkinda bilgi olmadiginda
uygulanir.

Analitin bilinen ve farkli oranlari, matriksde bulunan ve miktar1 bilinmeyen
veya daha 6nce saptanmis aynt maddeye eklenir.

Asil numunedeki etken madde konsantrasyonu analizlerle elde edilen veriler
matematiksel olarak hesap edilir.

Siklikla %25, %50, %100 oraninda madde eklenir. Analit eklenmis ve
eklenmemis tiim 6rneklerde en az {i¢ defa dl¢lim yapilir.

Sonuglar eklenen ve 6lgiilen madde miktarlari belirtilerek verilir.

Sonug ortalamalari, %BSS ve/veya % Bias ile beraber verilir.

2.2.3.1.10. Stabilite

Stabilite, analitlerin kararlilig1 ile iliskilidir, analitin farkli kosullarda ne kadar

kararli kalabildigi hakkinda bilgi verir. Zorunlu bir validasyon parametresi degildir,

yapilmasi tavsiye edilir. Olusan bozunma iiriinlerinin etken madde yaninda tayin

edilebildigini gosterir. Stabilite g¢alismalari, yontemin tekrar edilebilirliginin ve

sonuglarin giivenilirliginin degerlendirilmesine olanak saglar. Numune, standart

madde ve ¢Oziiciilerin stabilitesinin korunmasi tekrarlanabilir ve giivenilir sonuglar

elde etmek icin olduk¢a Onemlidir. Stabilite calismalar1 4 farkli sekilde yapilabilir

(Cizelge 2.22).
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Cizelge 2.22. Stabilite Calismalari

Kisa siireli stabilite calismalari

Farkli  konsantrasyonlardaki  orneklerin oda  sicakliginda
¢Oziinmesi saglanir.

Calisilan ortamda 4-24 saat siireyle kalmasi ayarlanir.

Elde edilen verilerin, taze ¢6zeltiye ait sonuglarla karsilagtirmast
yapilir.

Uzun siireli stabilite cahiymalari

Etken maddenin kararli kaldig1 toplam zaman tespit edilir.
Olciimler 3, 6 ve 12 aylik periyotlarla tekrarlamr.

Elde edilen verilerin, taze ¢6zeltiye ait sonuglarla karsilagtirmasi
yapilir.

Dondurma-¢oézme stabilitesi
calismalari

Ug dongiide gergeklesir.

Cozeltilerin (ii¢ farkli konsantrasyonda) belirlenen sicaklikta 24
saat siireyle dondurulmasi saglanir.

Donmus ¢ozeltilerin  daha sonra kendiliginden ¢6ziinmesi
beklenir.

Islem 2 kez daha tekrarlanir, analizler tamamlanir ve elde edilen
verilerin karsilastirmasi yapilir.

Hizlandirilmis bozundurma
calismalar:

Etken madde hizlica bozundurulur.
Safsizlik veya bozunmayla meydana gelen tiriinlerin analize etkisi
arastirilir.

2.2.3.1.11. Duyarhhk

Duyarlilik, “dogrusalligin gegerli oldugu aralikta dogru denkleminin egimidir,

ayni zamanda tayin alt sinir1 olarak da tanimlanir ve tayin alt sinir1 ne kadar kiigiikse

yontem o derece duyarhidir” (ICH, 2005a ve ICH, 2005b).
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3. BULGULAR

3.1. Naftifin HCI] Saflik Kontrolii

Deneylere baslamadan oOnce Naftifin HCl’'nin saflik kontrolii i¢in IR

spektrumu ile UV spektrumu alinmis ve erime noktasi tayini yapilmistir. Elde edilen

veriler etken maddenin galismayi yiiriitebilecek saflikta oldugunu géstermistir.

3.1.1. IR Spektroskopisi

Naftifin HCl saflik kontrolii i¢in IR spektrometresinden yararlanilmistir

(Sekil 3.1).

3.1.2. Erime Noktasi Tayini

Naftifin HCI’nin saflik kontrolii i¢in erime noktasi tayini yapilmistir. Erime

noktasi tayini 174 °C — 184 °C sicakliklar1 arasinda yapilmistir. Erime 178,3 °C’de

baslamis ve 179,4 °C’de berraklasarak son bulmustur. Bu degerlerin farmakope

referansiyla uyumlu oldugu goriilmiustiir.

3.1.3. UV Spektrumu

Naftifin HCI’nin metanol igerisinde 230-350 nm dalga boylar1 arasindaki
dogrudan UV spektrumu alinmistir (Sekil 3.2).
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Sekil 3.1. Naftifin HCI’nin IR spektrumu
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Sekil 3.2. Naftifin HCI’nin 32,38 pg/mL Konsantrasyonundaki UV Spektrumu

3.2. Spektrofotometri

Naftifin HCI’nin spektrofotometrik analizi yapilirken 230 ile 350 nm dalga

boylar1 arasinda tarama gergeklestirilmis ve maksimum absorbans 255 nm dalga

boyunda tespit edilmistir.

3.2.1. Analitik Sartlar

Spektrofotometrik analizler, 10 mm kuvartz hiicreli Agilent Cary 60 UV-Vis

spektrofotometre cihazi ile gerceklestirilmistir.

3.2.2. Cozeltilerin Hazirlanmasi

Standart Madde Stok Cozeltisi: 32,38 mg Naftifin HCI tartim alinip 100
mL’lik balon jojeye aktarilmistir. Metanol ile hacmine tamamlanmis ve siirekli
calkalanarak ¢6ziinmesi saglanmistir. Boylece 323,8 ug/mL Naftifin HCI igeren stok

¢Ozelti hazirlanmustur.
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Farmasotik Preparat Cozeltisi (Exoderil® %1 Krem): 1 graminda 10 mg
Naftifin HCI igeren Exoderil® kremden 50 mL’lik balon jojeye 0,12 g tartim alinarak
metanol ile hacmine tamamlanmstir. 15 dakika ultrasonik su banyosunda ¢ozlinmesi
saglanmis ve sik sik ¢alkalanmistir. Siire sonunda ¢6zelti ultrasonik su banyosundan
cikartilarak oda sicakligina getirilmistir. Hazirlanan ¢ozelti 0.20 pm PTFE siringa
filtresinden gegirilerek siiziilmesi saglanmigtir. Boylece 24 pg/mL Naftifin HCI

konsantrasyonuna sahip farmasotik preparat ¢ozeltisi hazirlanmastir.

3.2.3. Yontemin Validasyonu

Naftifin HCL i¢in gelistirilen spektrofotometrik yontemin kanitlanabilir ve
giivenilir olmas1 amaciyla yontem valide edilmistir. Yontemin validasyonunda
gerekli yontem gecerlilik testleri icin ICH parametreleri se¢ilmis ve parametrelerin
gecerlilik kriterleri dikkate alinmistir. Validasyon calismalarinda dogrusallik,
dogrusal aralik, LOD, LOQ, duyarlilik ve dogruluk (geri kazanim) incelenmis ve

istatistiksel olarak degerlendirilmistir.

3.2.3.1. Dogrusallik ve Kalibrasyon Grafiginin Hazirlanmasi

Dogrusalligin belirlenebilmesi i¢in 323,8 pg/mL Naftifin HCI iceren standart
madde stok c¢ozeltisinden faydalanarak 6,476-32,380 pg/mL konsantrasyon

araliginda ¢ozeltiler asagidaki sekilde hazirlanmistir:

- 6,476 pg/mL’lik konsantrasyon ¢ozeltisi: Stok ¢ozeltiden 0.5 mL alimip 25
mL’lik balon jojeye aktarilarak metanol ile hacmine tamamlanmis ve
calkalanmustir.

- 12,952 pg/mLl’lik konsantrasyon cozeltisi: Stok ¢ozeltiden 1 mL alinip 25
mL’lik balon jojeye aktarilarak metanol ile hacmine tamamlanmis ve

calkalanmustir.
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- 19,428 pg/mL’lik konsantrasyon ¢ozeltisi: Stok ¢ozeltiden 1,5 mL alinip 25
mL’lik balon jojeye aktarilarak metanol ile hacmine tamamlanmis ve
calkalanmustr.

- 25,904 pg/mL’lik konsantrasyon ¢ozeltisi: Stok ¢ozeltiden 2 mL alinip 25
mL’lik balon jojeye aktarilarak metanol ile hacmine tamamlanmig ve
calkalanmustir.

- 32,380 pg/mL’lik konsantrasyon ¢ozeltisi: Stok ¢ozeltiden 2,5 mL alinip 25
mL’lik balon jojeye aktarilarak metanol ile hacmine tamamlanmis ve

calkalanmustir.

Gelistirilen =~ UV-GB  spektrofotometri ~ yonteminde  dogrusalligin
degerlendirilmesi ve kalibrasyon egrisinin belirlenmesi i¢in 6,476 pg/mL, 12,952
pg/mL, 19,428 ng/mL, 25,904 pg/mL ve 32,380 pg/mL konsantrasyonda 5 farkli
Naftifin HCI ¢ozeltisinin UV spektrumlar: alinmig ve maksimum absorbans 255

nm’de kaydedilmistir (Sekil 3.3). Islem her konsantrasyon igin 3 tekrarli yapilmustir.

Her c¢ozelti i¢in kaydedilen absorbans degerlerine karsi konsantrasyon
dogrusallik grafigi olusturulmus ve dogrusallik parametresi gergeklestirilmistir (Sekil
3.4). Kalibrasyon hesaplamalar1 ile saptanan Naftifin HCl’'nin UV-GB
spektrofotometri yontemiyle analizine ait kalibrasyon egrisinin Ozellikleri ¢izelge

3.1°de verilmistir.

Gelistirilen yontemin, Naftifin HCI i¢in 6,476-32,380 pg/mL konsantrasyon

araliginda dogrusal oldugu gézlenmistir.
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Sekil 3.4. Naftifin HCI Kalibrasyon Grafigi (UV-GB Spektrofotometri)
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Cizelge 3.1. Naftifin HCI Kalibrasyon Egrisi Ozellikleri (UV-GB Spektrofotometrisi)

Regresyon Parametreleri

Sonug

Konsantrasyon Araligi (ng/mL)
Kalibrasyon Denklemi

6,476 — 32,380 pg/mL
A=0,0671.C - 0,0561

Egim (m) 0,0671
Kesisim (n) -0,0561
Egimin Standart Hatas1 0,0006
Kesisimin Standart Hatas1 0,01188
Regresyon (R?) 0,9998
Korelasyon Katsayist (1) 0,9999

LOD (pg/mL) 1,307

LOQ (ng/mL) 3,959

Bagil Standart Sapma (%BSS) % 0,91 (< %2)

3.2.3.2. Teshis Sinir1 (LOD) ve Tayin Alt Simir1 (LOQ)

UV-GB spektrofotometrik yontemle LOD ve LOQ belirlenirken, dogrusallik
parametresi altinda hazirlanan minimum konsantrasyondaki standart madde
cozeltilerinin 255 nm dalga boyunda okunan absorbans degerlerinin standart sapmast
ve kalibrasyon egrilerinin egim degeri asagida yer alan formiilde yerine konularak
LOD ve LOQ degerleri hesaplanmistir.

LOD=3,3xSS/m

LOQ=10xSS/m

SS : En diisiik konsantrasyon i¢in 6l¢iilen degerlerin standart sapmasi
m : Kalibrasyon egrisinin egim degeri

Naftifin HCI’'nin UV-GB spektrofotometri yonteminde LOD 1,307 pg/mL,
LOQ 3,959 pg/mL ve BSS % 0,91 olarak saptanmistir (Cizelge 3.2). Elde edilen
bulgular gelistirilen UV-GB spektrofotometri yonteminin Naftifin HCI i¢in duyarli

oldugunu gostermektedir.

Cizelge 3.2. LOD ve LOQ (UV-GB Spektrofotometrisi)

Kalibrasyon Denklemi SS m LOD (ng/mL) LOQ (ng/mL)

A =0,0671.C - 0,0561 0,026 0,0671 1,307 3,959
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3.2.3.3. Dogruluk (Geri Kazanim)

Gelistirilen UV-GB spektrofotometrik yontemin dogrulugunu degerlendirmek
amactyla % geri kazanim degerleri hesaplanmistir. Elde edilen sonuglar cizelge

3.3’de yer almaktadir.

Cizelge 3.3. Naftifin HCI Geri Kazanim Sonuglar1 (UV-GB Spektrofotometrisi)

Standart Madde Cozeltisi Bulunan Konsantrasyon % Geri Kazamim
Konsantrasyonu (ng/mL) (ng/mL)
6,476 6,646 102,62
12,952 12,783 98,70
19,428 19,294 99,31
25,904 25,998 100,36
32,380 32,419 100,12
Xort 100,22
SS 1,492
% BSS 1,492
Xowt : Ortalama
SS : Standart sapma

BSS : Bagil standart sapma

3.2.4. Farmasotik Preparata Uygulama

Exoderil® kremden 50 mL’lik balon jojeye 0,12 g hassas tartim alinarak
metanol ile hacmine tamamlanmistir. Bu ¢ozelti hazirlama isleminde yaklasik 24
ng/mL  konsantrasyonunda Naftifin HCl igerecek sekilde farmasotik preparat
cozeltisi hazirlanmistir. Gelistirilen UV-GB spektrofotometrik yontemle 255 nm
dalga boyunda absorbanslar okunarak kalibrasyon denkleminden etken madde miktar

tayini hesaplanmistir. Sonuglar cizelge 3.4°te yer almaktadir.
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Cizelge 3.4. Naftifin HCI Farmasotik Preparat Sonuglar1 (UV-GB Spektrofotometrisi)

Exoderil® Kremde Etken Madde Miktar Tayini (% Naftifin HCI)

Numune No % Naftifin HCI1

1 98,94 Kort, % 99,22
2 100,02 SS 0,526
3 99,38 % BSS 0,530
4 99,13
5 98,62

Kot : Ortalama

SS : Standart sapma

BSS : Bagil standart sapma

3.3. Yiiksek Performansh Sivi Kromatografisi (HPLC)

Naftifin HCI’nin kromatografik davraniglarinin incelenmesinde Agilent 1100
marka HPLC cihazi kullanilmigtir. HPLC sistemi, ters faz sivi kromatografisidir.
Ters faz HPLC cihazi, normal faz HPLC ile meydana gelebilecek zaman
kayiplarindan kag¢inmak ve kolay kullanilabilir olmasi nedeniyle kullanilmistir.
Sistemde; sistem kontrol initesi, pompa, dedektér (UV-GB), kolon firmi ve gaz
giderme tnitesi bulunmaktadir. Kromatografik ayirma isleminde Supelco C-18 (15

cm x 4,6 mm; 5 um) kolonu kullanilmistir.

3.3.1. Analitik Sartlar
HPLC analizleri, dortlii gradyan pompasi, 100 uL halkali enjeksiyon vanasi,

100 vial kapasiteli otomatik numune alma alan1 ve UV-GB dedektérden olusan

Agilent 1100 HPLC cihazi ile yapilmustir.

60



3.3.1.1. Hareketli Fazin Hazirlanmasi

Hareketli fazin hazirlanmasinda kromatografik ve analitik saflikta organik
coziiciiler kullanilmistir. Kanserojen olmayan ve kolay temin edilebilen asetonitril

kullantlmistir.

Literatiir ¢aligmalarindan yola ¢ikilarak Asetonitril:Su:Trietilamin hareketli
faz cozeltisi kullanilmistir. Hareketli faz, Asetonitril:Su:Trietilamin (800:200:0,2;
h/h/h) oranlarinda karistirilip ultrasonik su banyosunda 15 dakika degaze edildikten

sonra oda sicakligina getirilerek hazirlanmistir.

3.3.1.2. Cozeltilerin Hazirlanmasi

Standart Madde Stok Cozeltisi: 3,238 mg Naftifin HCI tartim alinip 100
mL’lik balon jojeye aktarilmis ve metanol ile hacmine tamamlanmistir. Stirekli
calkalanarak ¢6ziinmesi saglanmis ve boylece 323,8 pg/mL Naftifin HCI iceren stok

¢Ozeltisi hazirlanmastir.

Farmasotik Preparat Cozeltisi (Exoderil® %1 Krem): 1 graminda 10 mg
Naftifin HCI igeren Exoderil® kremden 50 mL’lik balon jojeye 0,12 g tartim alinarak
metanol ile hacmine tamamlanmigtir. 15 dakika boyunca ultrasonik su banyosunda
¢Oziinmesi saglanmis ve sik sik calkalanmistir. Siire sonunda ¢ozelti ultrasonik su
banyosundan ¢ikartilarak oda sicakligina getirilmistir. Hazirlanan ¢6zeltinin 0.20 pm
Politetrafloroetilen (PTFE) siringa filtresinden gecirilerek siiziilmesi saglanmistir.
Boylece 24 pg/mL’lik Naftifin HCl konsantrasyonuna sahip farmasotik preparat

¢Ozeltisi hazirlanmistir.

Plasebo Cozeltisi: Exoderil® %1 Krem plasebosu “sodyum hidroksit, benzil
alkol, sorbitan stearat, setil palmitat, setil alkol, stearil alkol, polietilen glikol-60-

sorbitan stearat, isopropil miristat ve saf su yardimci maddelerini” i¢cermektedir.
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Plasebo ¢ozeltisi hazirlanirken 0,12 g numune plasebosu tartim almip 50 mL’lik
balon jojeye aktarilmistir. 15 dakika boyunca bir miktar metanol ile ultrasonik su
banyosunda c¢oziindiiriildiikten sonra oda sicakligima getirilmis ve metanol ile
hacmine tamamlanmistir. Hazirlanan ¢ozelti 0.20 um PTFE siringa filtresinden

gecirilip sliziilmesi saglanmis ve boylece plasebo ¢ozeltisi hazirlanmaistir.

Cozeltiler, analiz ¢aligmalarinda taze ve giinliik olarak hazirlanmistr.

3.3.2. Yontemin Optimizasyonu

HPLC sistemine c¢ozeltiler enjekte edilmeden Once kanallardaki havanin
giderilmesi ve sistemin dengelenmesini saglamak igin hazirlanan hareketli faz
kanallardan gegirilmistir. Boylece kolon sartlandirilmig ve sistem basinct uygun hale
getirilmistir. Naftifin HCI’nin gelistirilen ters faz HPLC yontemiyle analizi i¢in en
uygun kromatografik kosullar belirlenmistir. Bu amagla kolon sicakligi, hareketli faz

akis hiz1 ve dalga boyunun etkileri incelenmistir.

3.3.2.1. Kolon Sicakhigimin Belirlenmesi

Gelistirilen HPLC yonteminde, kolon sicakliginin analiz sonuglarma etkisi
incelenmistir. Islem sirasinda deneysel diger tiim parametreler sabit tutulmustur.
Kolon sicakligi 23 °C, 25 °C ve 27 °C olarak denenmistir. Elde edilen
kromatogramlar degerlendirilmis ve en uygun kolon sicakligi 25 °C olarak

belirlenmistir (Sekil 3.5, Sekil 3.6, Sekil 3.7).
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Sekil 3.5. 23 °C’de, 254 nm’de, Asetonitril:Su:Trietilamin (800:200:0,2; h/h/h), Supelco C-18 (15 cm x 4,6 mm;
5 um) kolonu, 1,5 mL dk akis hizt ve 10,0 pL enjeksiyon hacmi ile yapilan 32,38 pg/mL’lik Naftifin HCI
analizine ait kromatogram
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Sekil 3.6. 25 °C’de, 254 nm’de, Asetonitril:Su:Trietilamin (800:200:0,2; h/h/h), Supelco C-18 (15 cm x 4,6 mm;
5 um) kolonu, 1,5 mL dk akis hizt ve 10,0 pL enjeksiyon hacmi ile yapilan 32,38 pg/mL’lik Naftifin HCI
analizine ait kromatogram
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Sekil 3.7. 27 °C’de, 254 nm’de, Asetonitril:Su:Trietilamin (800:200:0,2; h/h/h), Supelco C-18 (15 cm x 4,6 mm;
5 um) kolonu, 1,5 mL dk akis hiz1 ve 10,0 pL enjeksiyon hacmi ile yapilan 32,38 pg/mL’lik Naftifin HCI
analizine ait kromatogram

3.3.2.2. Hareketli Faz Akis Hizinin Belirlenmesi

Gelistirilen HPLC yonteminde, hareketli faz akis hizinin analiz sonuglarina
etkisi incelenmistir. Islem sirasinda deneysel diger tiim parametreler sabit
tutulmustur. Akis hiz1 1,45 mL/dk, 1,50 mL/dk ve 1,55 mL/dk olarak denenmistir.
Elde edilenkromatogramlar degerlendirilmis ve en uygun akis hiz1 1,50 mL/dk olarak

belirlenmistir (Sekil 3.8, Sekil 3.9, Sekil 3.10).
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mal

Naftifin HCI - 5,448

Dedelktdr Cevah

Zaman (dk)

Sekil 3.8. 1,45 mL/dk akis hizinda, 254 nm’de, Asetonitril:Su:Trietilamin (800:200:0,2; h/h/h), Supelco C-18
(15 cm x 4,6 mm; 5 pm) kolonu, 25 °C kolon sicakhigi ve 10,0 pL enjeksiyon hacmi ile yapilan 32,38
png/mL’lik Naftifin HCI analizine ait kromatogram

Naftifin HCI - 5,445 | |

Dedektir Cevaba
-]

5 1 2 El 4 3 -] ?

Zaman (dk)

Sekil 3.9.1,50 mL/dk akis hizinda, 254 nm’de, Asetonitril:Su:Trietilamin (800:200:0,2; h/h/h), Supelco C-18
(15 cm x 4,6 mm; 5 pum) kolonu, 25 °C kolon sicakligt ve 10,0 uL enjeksiyon hacmi ile yapilan 32,38
pg/mL’lik Naftifin HCI analizine ait kromatogram
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Dedektir Cevaba
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Zaman (dk)

Sekil 3.10. 1,55 mL/dk akig hizinda, 254 nm’de, Asetonitril:Su:Trietilamin (800:200:0,2; h/h/h), Supelco C-18
(15 cm x 4,6 mm; 5 pm) kolonu, 25 °C kolon sicakligr ve 10,0 pL enjeksiyon hacmi ile yapilan 32,38 pg/mL’lik
Naftifin HCI analizine ait kromatogram

3.3.2.3. Dalga Boyunun Belirlenmesi

Gelistirilen HPLC yonteminde, dalga boyunun analiz sonuglarina etkisi
incelenmistir. Islem sirasinda deneysel diger tiim parametreler sabit tutulmustur.
Dalga boyu 250 nm, 254 nm ve 258 nm olarak denenmistir. Elde edilen
kromatogramlar degerlendirilmis ve en uygun dalga boyu 254 nm olarak

belirlenmistir (Sekil 3.11, Sekil 3.12, Sekil 3.13).
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Sekil 3.11. 250 nm dalga boyunda, 1,50 mL/dk akis hizinda, Asetonitril:Su:Trietilamin (800:200:0,2; h/h/h),
Supelco C-18 (15 cm x 4,6 mm; 5 um) kolonu, 25 °C kolon sicakligi ve 10,0 uL enjeksiyon hacmi ile yapilan

32,38 pg/mL’lik Naftifin HCI analizine ait kromatogram

N Naftifin HCI - 5,445 |

Dedektor Cevaba
H

=
P
e
-
o

7

Zaman (dk)

Sekil 3.12.254 nm dalga boyunda, 1,50 mL/dk akis hizinda, Asetonitril:Su:Trietilamin (800:200:0,2; h/h/h),
Supelco C-18 (15 cm x 4,6 mm; 5 um) kolonu, 25 °C kolon sicakligi ve 10,0 uL enjeksiyon hacmi ile yapilan

32,38 pg/mL’lik Naftifin HCI analizine ait kromatogram
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Sekil 3.13. 258 nm dalga boyunda, 1,50 mL/dk akis hizinda, Asetonitril:Su:Trietilamin (800:200:0,2; h/h/h),
Supelco C-18 (15 cm x 4,6 mm; 5 um) kolonu, 25 °C kolon sicakligi ve 10,0 pL enjeksiyon hacmi ile yapilan
32,38 png/mL’lik Naftifin HCI analizine ait kromatogram

Optimize edilen son kosullar gizelge 3.5’te gosterilmistir.

Cizelge 3.5. Naftifin HCI Analizi i¢in Optimize Edilmis Kromatografik Kogsullar

Parametre Optimize Edilen Kosullar
Kolon Supelco C-18 (15 cm x 4,6 mm; 5 pm)
Kolon Sicakligi (°C) 25°C
Hareketli Faz Bilesimi Asetonitril:Su:Trietilamin (800:200:0,2; h/h/h)
Hareketli Faz Akim Hizi (mL/dk) 1,50 mL/dk
Dalga Boyu (nm) 254 nm
Enjeksiyon Hacmi (uL) 10,0 L

3.3.2.4. Sistem Uygunluk Testlerinin Sonuc¢lari
Gelistirilen HPLC yontemi ig¢in sistem uygunluk testleri yapilmigtir. SUT

parametreleri  gelistirilen HPLC yontemi igin optimize edilen kromatografik
kosullarda hesaplanmistir (Cizelge 3.6, Sekil 3.14).
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Cizelge 3.6. SUT Parametreleri

Parametreler Sonug Kabul Kriteri

Alikonma zamam (tg) (dk) 5,445

Kapasite Faktorii (k) 4,445 1<k<10

Kolon Etkinligi (N) 15005 N > 2000

Kuyruklanma Faktorii (T) 1,16 <2

Pik Asimetrisi (Ag) 1,32 0,95<Ag<2
N !

Naftifin HCI - 5,445 { \

Dedelktdr Cevaln
H

Zaman (dk)

Sekil 3.14. 32,38 pg/mLNaftifin HClkonsantrasyonundaSUT’a ait kromatogram

3.3.3. Yontemin Validasyonu

Geligtirilen HPLC yontemi, gegerliliginin kanitlanmasi amaciyla valide
edilmistir. Yontemin validasyonunda gerekli yontem gecerlilik testleri icin ICH
parametreleri segilmistir ve parametrelerin gegerlilik kriterleri dikkate alinmustir.
Validasyon ¢alismalarinda segicilik ve spesifiklik, dogrusallik, dogrusal aralik, LOD,
LOQ, duyarlilik, dogruluk (geri kazanim) ve kesinlik parametreleri incelenmis ve

istatistiksel degerlendirmeler yapilmstir.
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3.3.3.1. Segicilik ve Spesifiklik

Gelistirilen HPLC yonteminin Naftifin HCI i¢in spesifik olup olmadiginin
belirlenebilmesi amaciyla segicilik ve spesifiklik degerlendirilmistir. YOntemin
spesifik ve secici olarak degerlendirilmesi icin etken madde pikinin alikonma
zamaninda plasebo ¢ozeltisinin ve ¢oziiciiniin herhangi bir pik vermemesi beklenir.
Secicilik ve spesifiklik degerlendirmesinde; standart madde ¢ozeltisi, farmasotik
preparat ¢ozeltisi, plasebo ¢ozeltisi ve ¢oziicii olarak kullanilan metanol belirlenen
kromatografik kosullarda sisteme verilmistir. Standart madde ¢ozeltisi ve farmasdtik
preparat ¢ozeltisi ile 254 nm’de pik olusumu gdézlenmistir. Ayni alikonma zamaninda,
plasebo ¢ozeltisi ve metanolde pik olusumu gozlenmemistir. Naftifin HCl igeren
cozeltilerde pik gozlenirken Naftifin HCI i¢cermeyen cozeltilerde pik gozlenmemesi
gelistirilen yontemin Naftifin HCI i¢in secici ve spesifik oldugunu gdstermektedir

(Sekil 3.15).
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Sekil 3.15. Secicilik ve Spesifiklik Kromatogramlari

A: Standar Cozelti, B: Farmasotik Preparart Cozeltisi, C: Plasebo, D: Coziicil.
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3.3.3.2. Dogrusallik ve Kalibrasyon Grafiklerinin Hazirlanmasi

HPLC yonteminde kalibrasyon i¢in 5 ayr1 konsantrasyonda ¢ozelti asagidaki

sekilde hazirlanmustir:

- 16,19 pg/mLl’lik (%50’lik) konsantrasyon ¢ozeltisi: 0,8095 mg Naftifin HCI1
tarttm alimip 50 mL’lik balon jojeye aktarilmis ve metanol ile hacmine
tamamlanmustir. Stirekli ¢alkalanarak ¢ozlinmesi saglanmaistir.

- 24,28 pg/mL’lik (%75°lik) konsantrasyon ¢ozeltisi: 1,214 mg Naftifin HCI
tarttm alimip 50 mL’lik balon jojeye aktarilmis ve metanol ile hacmine
tamamlanmistir. Stirekli ¢alkalanarak ¢ozlinmesi saglanmistir.

- 32,38 pg/mL’lik (%100°lik) konsantrasyon ¢ozeltisi: 1,619 mg Naftifin HCI
tartim almip 50 mL’lik balon jojeye aktarilmis ve metanol ile hacmine
tamamlanmistir. Stirekli ¢alkalanarak ¢6zlinmesi saglanmaistir.

- 40,46 ng/mL’lik (%125°lik) konsantrasyon ¢ozeltisi: 2,023 mg Naftifin HCI1
tartim almip 50 mL’lik balon jojeye aktarilmis ve metanol ile hacmine
tamamlanmustir. Stirekli ¢alkalanarak ¢6zlinmesi saglanmaistir.

- 48,26 ng/mL’lik (%150’lik) konsantrasyon ¢ozeltisi: 2,413 mg Naftifin HCI
tartim alimip 50 mL’lik balon jojeye aktarilmis ve metanol ile hacmine

tamamlanmistir. Stirekli ¢alkalanarak ¢ozlinmesi saglanmistir.

Hazirlanan kalibrasyon ¢ozeltileri viallere konularak cihazin otosampler
vasitastyla HPLC sistemine enjekte edilmistir. Tez ¢alismasi kapsaminda belirlenen
HPLC kosullarinda kromatogramlar elde edilerek pik alanlari ol¢lilmiistiir (Sekil
3.16, Sekil 3.17, Sekil 3.18, Sekil 3.19, Sekil 3.20). Islemler 6 tekrarli yapilmustir.

Elde edilensonuglar dogrultusunda kalibrasyon grafigi hazirlanmastir.

Artan konsantrasyonlara ait alanlarin ortalamasi alinarak kalibrasyon grafigi
olusturulmus ve dogrusallik parametresi gerceklestirilmistir (Sekil 3.21). Kalibrasyon
hesaplamalar1 ile saptanan, Naftifin HCI’'nin HPLC yontemiyle analizine ait

kalibrasyonsonuglarigizelge 3.7’ de verilmistir.
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Gelistirilen HPLC yonteminin, Naftifin HCI i¢in 16,19-48,26 pg/mL

konsantrasyon araliginda dogrusal oldugu gozlenmistir.

o Naftifin HCl - 5,441 |]

Dedektdr Cevaba
&

Sekil 3.16. 16,19 pg/mL’lik Naftifin HCI ¢ozeltisinin kromatogrami

Bt

S Naftifin HCI - 5,442 } \

Dedeltor Cevalba
B

Sekil 3.17. 24,28 pg/mL’lik Naftifin HCI ¢6zeltisinin kromatogrami
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Naftifin HC1 - 5,443

Dedektdr Cevaba

ik

Sekil 3.18. 32,38 ng/mL’lik Naftifin HCI ¢6zeltisinin kromatogrami

Zaman (dk)

Naftifin HCI - 5,448

Dedektsr Cevabt

Sekil 3.19. 40,46 pg/mL’lik Naftifin HCI ¢ozeltisinin kromatogrami

Zeman (dk)
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Naftifin HCI - 5,442 I'

Dedelidr Cevab
E

H

Sekil 3.20. 48,26 pg/mL’lik Naftifin HCI ¢ozeltisinin kromatogrami
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10000 - R*=10,99%4

BOOD -+
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600D

4000 -

2000
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a 10 20 30 40 50
Konsantrasyon {(ug/mL)

Sekil 3.21. Naftifin HCI Kalibrasyon Grafigi (HPLC)

a0
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Cizelge 3.7. Naftifin HC1 Kalibrasyon Egrisinin Ozellikleri (HPLC)

Regresyon Parametreleri Sonug
Konsantrasyon Araligi (ug/mL) 16,19 — 48,26 pg/mL
Kalibrasyon Denklemi y =239,43x + 51,455 (x:Konsantrasyon; y:Alan)
Egim (m) 239,43

Kesigim (n) 51,455

Egimin Standart Hatas1 3,507

Kesigimin Standart Hatasi 120,155

Regresyon (R?) 0,999

Korelasyon Katsayist (r) 0,999

LOD (pg/mL) 3,703

LOQ (pg/mL) 11,221

Bagil Standart Sapma (%BSS) % 1,16 (< %2)

3.3.3.3. Teshis Simir1 (LOD) ve Tayin Alt Simir1 (LOQ)

Artan konsantrasyonlarda hazirlanan Naftifin HCI ¢ozeltileri ile ydntemin
dogrusallig1 degerlendirilmis, kalibrasyon grafigi olusturulmus ve kalibrasyon egrisi
belirlenmistir. Kalibrasyon egrisinin egim degeri ve standart sapma degeri ile LOD
ve LOQ hesaplamalar1 yapilmstir.

LOD =3,3xSS/m

LOQ=10xSS/m

SS : En diistik konsantrasyon i¢in Ol¢iilen degerlerin standart sapmast
m : Kalibrasyon egrisinin egim degeri

Naftifin HCI’nin HPLC yonteminde LOD 3,703 pg/mL ve LOQ 11,221

pg/mL ve BSS %1,16 olarak saptanmistir (Cizelge 3.8). Elde edilen bulgular
gelistirilen HPLC yonteminin Naftifin HCI i¢in duyarli oldugunu gostermektedir.

Cizelge 3.8. LOD ve LOQ (HPLC)

Kalibrasyon Denklemi SS m LOD (pg/mL) LOQ (png/mL)

y =239,43x + 51,455 268,675 239,43 3,703 11,221
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3.3.3.4. Dogruluk (Geri Kazanim)

Kullanilan miistahzar1 olusturan plasebo maddelerinin varlifinda Naftifin
HClI’nin tayininin, hangi oranda geri kazanildiginin tespiti i¢in yontemin dogrulugu
arastirilmistir. Bu dogrultuda 50 mL’lik ii¢ ayr1 balon jojedeki 0,12 g’lik plasebo
karigiminin tizerine 0,55 mg (%50’lik), 1,1 mg (%100’lik) ve 1,65 mg (% 150°’lik)
Naftifin HCI eklenmis; balon jojeler metanol ile hacmine tamamlanmistir. Her biri
ultrasonik su banyosunda bekletilip oda sicakligina getirilmistir. Her birinin 0.20 pm
PTFE siringa filtresinden gegirilerek siiziilmesi saglanmistir. Her biri belirlenen

kromatografik kosullarda sisteme verilmistir. Islemler 3 tekrarli yapilmistar.
Calisma konsantrasyonu %50, %100 ve %150’lik derisimde olacak sekilde
etken madde ve plasebo tartilip analiz edilmistir. Sonuclar c¢izelge 3.9’da yer

almaktadir.

Cizelge 3.9. Naftifin HC1 Geri Kazanim Sonuglar1 (HPLC)

% Konsantrasyon Gergek Bulunan % Geri Kazamim % Ortalama
Konsantrasyon Konsantrasyon Geri Kazamim
(ng/mL) (ng/mL)
11 10,9 98,93
% 50 11 10,9 99,01 98,94
11 10,9 98,86
22 22,2 101,07
% 100 22 22,2 101,05 101,06
22 22,2 101,07
33 32,9 99,63
% 150 33 32,9 99,67 99,65
33 32,9 99,63
Xort 98,94
SS 0,939
% BSS 0,940
Kot : Ortalama
SS : Standart sapma

BSS : Bagil standart sapma
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3.3.3.5. Kesinlik

Gelistirilen HPLC yonteminin kesinliginin belirlenebilmesi i¢in orta-kesinlik

ve tekrarlanabilirlik degerlendirilmistir.

Orta-kesinlik (Giinler arasi kesinlik), yontem i¢in hazirlanan standart madde

¢ozeltisinin li¢ ayr1 glinde licer defa 6l¢iimii yapilarak degerlendirilmistir.

Tekrarlanabilirlik (Giin i¢i kesinlik), yontem i¢in hazirlanan standart madde
¢ozeltisinin ayn1 giin icerisinde ve ayni islem kosullar1 altinda Ol¢limii yapilarak

degerlendirilmistir. Sonuglar ¢izelge 3.10°da yer almaktadir.

Cizelge 3.10. Naftifin HCI Kesinlik Sonuglar1 (HPLC)

Tekrarlanabilirlik (Giin ici kesinlik) Orta-kesinlik (Giinler arasi kesinlik)
Zaman Naftifin HCI, % Zaman Naftifin HCI, %
0. saat 100,08 100,08
1. saat 100,08 1. Gin 100,08
2. saat 100,08 100,08
4. saat 99,95 99,78
8. saat 99,96 2. Gin 99,40
12. saat 99,99 99,56
Kot 100,02 99,30
SS 0,062 3. Giin 100,74
% BSS 0,062 100,32
Xon 99,93
SS 0,462
% BSS 0,463
Kont : Ortalama
SS : Standart sapma

BSS : Bagil standart sapma
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3.3.4. Farmasotik Preparata Uygulama

HPLC yontemi icin, Exoderil® kremden 50 mL’lik balon jojeye 0,12 g hassas
tartim alinarak metanol ile hacmine tamamlanmistir. Bu ¢ozelti hazirlama isleminde
yaklagik 24 pg/mL konsantrasyonunda Naftifin HCl igerecek sekilde farmasotik
preparat ¢ozeltisi hazirlanmistir. Kalibrasyonun kromatografik sartlarinda farmasdétik
preparat ¢ozeltileri HPLC sistemine enjekte edilmistir. Kromatogramlarin alanlari
okunarak kalibrasyon denkleminde yerine konularak Naftifin HCI’lin miktar

hesaplanmustir. Islem 6 tekrarl yapilmistir. Sonuglar gizelge 3.11°de sunulmustur.

Cizelge 3.11. Naftifin HCI Farmasotik Preparat Sonuglart (HPLC)

Exoderil® Kremde Etken Madde Miktar Tayini (% Naftifin HCI)

Numune No % Naftifin HCI

1 98,38 Xort, Yo 99,50
2 98,92 SS 0,822
3 99,05 % BSS 0,826
4 100,09
5 100,24
6 100,33

Xont : Ortalama

SS : Standart sapma

BSS : Bagil standart sapma

3.4. Naftifin HC1 Analizi I¢in Gelistirilen HPLC ve UV-GB Spektrofotometri

Yontemlerinin Karsilastirilmasi

Naftifin HCI analizi i¢in gelistirilen ve optimize edilen kromatografik ve
spektrofotometrik yontemlerin kosullar1 cizelge 3.12°de verilmistir. Naftifin HCI
analizi i¢in gelistirilen ve optimize edilen kromatografik ve spektrofotometrik
yontemlerle yapilan analizler neticesinde elde edilen kalibrasyon egrilerinin

ozellikleri cizelge 3.13’de verilmistir.
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Cizelge 3.12. Naftifin HCI Analizi i¢in Gelistirilen HPLC ve UV-GB Spektrofotometri Yontemlerinin
Calisma Kosullar1

HPLC Metodu
Cihaz Agilent 1100 serisi
Dedektor UV-GB
Kolon Supelco C-18 (15 cm x 4,6 mm; 5 pum)

Dalga Boyu 254 nm

Akis Hiz 1,5 mL/dk
Enjeksiyon Hacmi 10,0 uL

Kolon Sicakhigi 25°C
Hareketli Faz Asetonitril:Su:Trietilamin (800:200:0,2; h/h/h)
Coziicii Metanol
Standart Madde Stok Cozeltisi 323,38 pg/mL
Farmasotik Preparat Cozeltisi 24 pug/mL

UV-GB Spektrofotometri Metodu

Cihaz
Dedektor
Dalga Boyu

Coziicii

Standart Madde Stok Cozeltisi

Farmasotik Preparat Cozeltisi

Agilent C

2

ary 60 UV-Vis
uv

55 nm

Metanol
323,8 ug/mL
24 pg/mL

Cizelge 3.13. Naftifin HCI Analizi I¢in Gelistirilen HPLC ve UV-GB Spektrofotometri Yontemlerinin
Kalibrasyon Egrisi Ozelliklerinin Karsilastiriimasi

Regresyon Parametreleri

HPLC

UV-GB Spektrofotometrisi

Konsantrasyon Arahg: (ng/mL)
Kalibrasyon Denklemi

Egim (m)

Kesisim (n)

Egimin Standart Hatas:
Kesisimin Standart Hatasi
Regresyon (R?)

Korelasyon Katsayisi (r)

LOD (ug/mL)

LOQ (ug/mL)

Bagil Standart Sapma (%BSS)

16,19 — 48,26 pg/mL
y =239,43x + 51,455
239,43
51,455
3,507
120,155
0,999
0,999
3,703
11,221
% 1,16 (< %2)

6,476 — 32,380 pg/mL
A =0,0671.C - 0,0561
0,0671
-0,0561
0,0006
0,01188
0,9998
0,9999
1,307
3,959
% 0,91 (< %2)
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Gelistirilen HPLC ve UV-GB spektrofotometri yontemleri Naftifin HCI’nin
farmasétik preparatt Exoderil® kreme uygulanmis ve her iki yontemde elde edilen
sonuglar karsilastirllmistir (Cizelge 3.14). Yontemler arasinda anlamli bir farklilik

olmadig t-testi yapilarak degerlendirilmistir (Student’s t-test, 0,51; p=0,05).

Cizelge 3.14. Exoderil® Kremde Miktar Tayini Yéntemlerinin Karsilagtiriimas:

Numune No HPLC (% Naftifin HCI) UV-GB Spektrofotometri
(% Naftifin HCI)
1 98,38 98,94
2 98,92 100,02
3 100,32 99,38
4 100,09 99,13
5 100,24 98,62
Xort, %o 99,59 99,22
SS 0,885 0,526
% BSS 0,889 0,530
Giiven Aralig: (%) 99,59 +0,77 99,22 +0,46
Teorik Deger 100 100
t-testi (n=5, p=0,05) 0,51 (tiapio = 2,78)
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4. TARTISMA

Naftifin HCI, naftifinin hidrokloroid tuz formudur, allilamin tiirevi topikal
etkili bir antifungaldir. Naftifin HCI’nin terapdtik dozlarda viicut sivilarinda ¢ok
diisiik miktarlarda bulunmasindan dolayr kantitatif analizi i¢in duyarli analiz
yontemlerine ihtiya¢ duyulmaktadir. Literatiirde, Naftifin HCI’nin HPLC ile analizi
icin sadece iki adet ¢alisma bulunmaktadir, spektrofotometrik kantitatif analizi igin

ise herhangi bir ¢alisma bulunmamaktadir.

Tez kapsaminda Naftifin HCl’'nin ters faz HPLC ve UV-GB
spektrofotometrik yontemlerle miktar tayini analizi, yontem optimizasyonu ve
validasyonu yapilmaya ¢alisilmistir. Naftifin HCI’nin analizi i¢in, spektrofotometrik
yonteme rastlanmamasi nedeniyle hizli, basit, ekonomik ve rutin kullanima uygun bir
spektofotometrik yontem gelistirilmesi amacglanmisti. UV-GB spektrofotometri
yontemi ile yapilan kantitatif tayinin dogrulugu, HPLC yontemiyle istatistiksel

olarak karsilastirilmistir.

Uygulanacak yontemlere ait ¢alismalara baslamadan once Naftifin HCI etken
maddesinin saflik kontrolii i¢in, IR spektrumu ile UV spektrumu alinmis ve erime
noktas1 tayin edilmistir. Elde edilen bulgular etken maddenin yeterli saflikta

oldugunu ve caligmalarin bu maddeyle yliriitiilebilecegini gostermistir.

4.1. UV-GB Spektofotometri Analizleri
Naftifin HCI’nin spektrofotometrik analizlerinde, 230 - 350 nm dalga boylar1

arasinda tarama yapilmis ve maksimum absorbans 255 nm dalga boyunda tespit

edilmistir.
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Yontemin gecerliliginin kanitlanabilmesinde gerekli yontem gecerlilik testleri
icin ICH parametreleri se¢ilmis ve parametrelerin gecerlilik kriterleri dikkate
alinmistir. Bu amagla, validasyon ¢alismalarinda dogrusallik, dogrusal aralik, LOD,
LOQ ve dogruluk (geri kazanim) parametreleri incelenmis ve istatiksel

degerlendirmeleri yapilmistir (Cizelge 3.1, Cizelge 3.2, Cizelge 3.3).

Dogrusallik icin UV-GB spektrumlarindaki absorbans degerlerinden
hareketle kalibrasyon grafigi elde edilmistir. Dogrusallik 6,476-32,380 pg/mL
konsantrasyon araliginda, dogrusallik dogru denklemi A=0,0671.C-0,0561 olarak ve
bu denklemin determinasyon katsayisi (R*) 0,999 saptanmustir (Sekil 3.3, Sekil 3.4,
Cizelge 3.1). Elde edilen korelasyon katsayisinin (r) 0,999 olmasi gelistirilen yontem

kullanilarak yapilacak analizlerde iyi sonuglar elde edilebilecegini gostermektedir.

UV-GB spektrofotometrik analizlerde, Naftifin HCl etken maddesinin LOD
1,307 pg/mL, LOQ 3,959 pg/mL ve BSS %0,91 saptanmistir (Cizelge 3.2).

Gelistirilen UV-GB spektrofotometrik yontemin dogrulugunu degerlendirmek
amaciyla % geri kazanim degerleri hesaplanmistir. En diistik geri kazanim %98,7, en
yiiksek geri kazanim %102,62, ortalama geri kazanim %100,22 ve BSS ise %1,492
saptanmistir (Cizelge 3.3).

Yo6ntemden yararlanilarak Naftifin HCI igeren Exoderil® kremde etken madde
miktar tayini yapilmistir ve bulunan BSS degerlerinin yontemin dogrulugunu ve

duyarliligini gosterdigi gézlenmistir (Cizelge 3.4).

Sonu¢ olarak Naftifin HCl etken maddesinin UV-GB spektrofotometri
yontemi ile analiz ¢aligmalarinda, spektrofotometrik tarama 230 - 350 nm dalga
boylar1 arasinda yapilmis ve maksimum absorbans 255 nm dalga boyunda tespit
edilmistir. Gelistirilen yontemde, Naftifin HCI i¢in dogrusallik 6,476-32,380 pg/mL
konsantrasyon araliginda, LOD 1,307 pg/mL ve LOQ ise 3,959 ug/mL olarak

bulunmustur.
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Elde edilen sonuglar neticesinde, gelistirilen yontemin hizli, basit, ucuz ve
zaman kaybina neden olmadan analizler i¢in kullanilabilecek bir yontem oldugu

gbzlenmistir.

4.2. HPLC Analizleri

Naftifin HCI’nin HPLC analizleri ic¢in ters faz sivi kromatografisi
kullanilmigtir. HPLC yontemi ile yapilan ¢aligmalarda UV-GB dedektor
kullanilmisti. HPLC analizleri i¢in; sabit faz (kolon) olarak ters faz sivi
kromatografilerinde sik¢a kullanilan ve kimyasal olarak bagli fonksiyonel gruplar

iceren Supelco C-18 (15 cm x 4,6 mm; 5 pm) kolon kullanilmstir.

Naftifin HCI’'nin HPLC yontemiyle analizine yonelik kromatografik
kosullarin belirlenmesinde hareketli faz (kolon sicakligi, dalga boyu, akis hizi)

Ozellikleri incelenmistir.

Hareketli faz organik diizenleyicisi olarak asetonitril kullanilmistir. Literatiir
calismalarindan yola ¢ikilarak hazirlanan hareketli faz, Asetonitril:Su:Trietilamin
(800:200:0,2; h/h/h) oranlarinda karistirilip ultrasonik su banyosunda 15 dakika
degaze edildikten sonra oda sicakligina getirilerek hazirlanmistir. Asetonitrilin
asiditesinin  diislik olmas1 bircok kimyasal maddenin analizinin kolayca
gerceklestirilmesini saglar. Ayrica diisiik toksisiteye sahip olmas1 asetonitrilin siklikla

tercih edilmesini saglamaktadir.

Kolon sicakliginin analize etkisini incelemek igin 23 °C ve 27 °C kolon
sicakligi test edilmis, analizler baglangigta kullanilan 25 °C kolon sicakligi ile
karsilagtirilmistir. Kolon sicakligr degisiminin analize 6nemli bir katki saglamadig
tespit edilmis ve analizlere kolon sicakligi 25 °C olacak sekilde devam edilmistir

(Sekil 3.5, Sekil 3.6, Sekil 3.7).
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Hareketli faz akis hizinin analize etkisini incelemek icin 1,45 mL/dk ve 1,55
mL/dk akis hizlar test edilmis, analizler baslangi¢ta kullanilan 1,50 mL/dk akis
hiziyla karsilastirilmistir. Akis hiz1 degisiminin analize ¢ok biiytlik katki saglamadigi
tespit edilmis ve analizlere 1,50 mL/dk akis hiziyla devam edilmistir (Sekil 3.8, Sekil
3.9, Sekil 3.10).

Dalga boyu degisiminin analize etkisini incelemek i¢in 250 ve 258 nm dalga
boyu test edilmis, analizler baslangicta kullanilan 254 nm dalga boyu ile
karsilastirilmistir. Dalga boyu degisiminin analize 6nemli bir katki saglamadigi tespit
edilmis ve analizlere 254 nm dalga boyunda devam edilmistir (Sekil 3.11, Sekil 3.12,
Sekil 3.13).

Sonug olarak Naftifin HCI’nin HPLC analiz sartlar1 25 °C kolon sicakligi,
1,50 mL/dk akis hizi, 254 nm dalga boyu, Asetonitril:Su:Trietilamin (800:200:0,2;
h/h/h) karisimi hareketli faz, Supelco C-18 (15 cm X 4,6 mm; 5 um) kolonu ve
enjeksiyon hacmi 10 pL olarak belirlenmistir (Cizelge 3.5).

HPLC yonteminin optimizasyon caligmalari tamamlandiktan sonra sistem
uygunluk testleri yapilmistir. SUT parametreleri dogrultusunda ydntemin

uygulanabilir oldugu tespit edilmistir (Cizelge 3.6).

HPLC yonteminin optimizasyon ¢alismalart tamamlandiktan sonra
validasyon asamasima gec¢ilmistir. Yontemin gecerliliginin kanitlanabilmesinde
gerekli yontem gecerlilik testleri icin ICH parametreleri se¢ilmis ve parametrelerin
gecerlilik kriterleri dikkate alinmistir. Bu amagla, validasyon ¢aligmalarinda segicilik
ve spesifiklik, dogrusallik, dogrusal aralik, LOD, LOQ, duyarlilik, dogruluk (geri
kazanim) ve kesinlik parametreleri incelenmis ve istatistiksel olarak

degerlendirilmistir (Cizelge 3.7, Cizelge 3.8, Cizelge 3.9, Cizelge 3.10, Sekil 3.21).
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Secicilik ve spesifiklik icin plasebo ¢ozeltisi, standart ¢ozelti, farmasotik
preparat ¢Ozeltisi ve ¢Oziicii olarak kullanilan metanol enjekte edilmis, Naftifin
HCI’nin alikonma siiresince yardimci madde ve/veya ¢oziicliye dair girisim yapan

herhangi bir madde tespit edilmemistir. (Sekil 3.15).

Dogrusallik i¢in dis kalibrasyon teknigi kullanilmistir, dogrusallik 16,19—
48,26 pg/mL araliginda elde edilmistir. Naftifin HCI analizi i¢in gelistirilen HPLC
yonteminin dogrusal aralik dogru denklemi y=239,43x+51,455 ve bu denklemin
determinasyon katsayist (R?) ise 0,999 olarak saptanmistir (Sekil 3.21, Cizelge 3.7).

Naftifin HCI etken maddesinin HPLC analizinde LOD 3,703 pg/mL, LOQ
11,221 pg/mL ve BSS %1,16 saptanmistir (Cizelge 3.8).

HPLC yonteminin dogrulugunun bulunmasi i¢in geri kazanim caligsmalari
yapilmis ve gerekli parametreler hesaplanmisti. Dogruluk ve duyarlilik
parametreleri %100’liik Naftifin HCl konsantrasyonunun %350, %100 ve %150’si
konsantrasyonlarinda (11; 22; 33 pg/mL) {iger adet 6rnek hazirlanip test edilmistir.
En diisik geri kazanim %98,86, en yiiksek geri kazanim %101,07, ortalama geri
kazanim %98,88 ve BSS ise % 0,94 saptanmistir (Cizelge 3.9).

Validasyon parametrelerinden kesinlik parametresi orta-kesinlik  ve
tekrarlanabilirlik  degerlendirilerek incelenmistir. Orta-kesinlik (Glinler arasi
kesinlik) yontem i¢in hazirlanan standart madde c¢ozeltisinin {i¢ ayr1 giinde altisar
defa 6l¢limii yapilarak saptanmistir. Tekrarlanabilirlik (Giin igi kesinlik) yontem igin
hazirlanan standart madde ¢ozeltisinin ayni1 giin igerisinde ve ayni islem kosullari
altinda Olclimii  yapilarak saptanmistir. Orta-kesinlik BSS’s1  %0,463 ve
tekrarlanabilirlik BSS’s1 %0,062 bulunmustur (Cizelge 3.10).

Ayrica, gelistirilen yontemde Naftifin HCI igeren Exoderil® kremde etken
madde miktar tayini yapilmistir ve bulunan BSS degerlerinin yontemin dogrulugunu

ve duyarliligini gosterdigi gozlenmistir (Cizelge 3.11).
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Sonu¢ olarak Naftifin HCl etken maddesinin HPLC ydntemi ile analiz
calismalari, Supelco C-18 (5 um, 15 cm x 4,6 mm) kolonda, 25 °C sicaklik ve 1,50
mL/dk akis hizinda yapilmistir. Analiz yapilan dalga boyu 254 nm olarak
belirlenmistir  ve enjeksiyon hacmi 10 pLl’dir. Hareketli faz bilesimi,
Asetonitril:Su:Trietilamin  (800:200:0,2; h/h/h) oranlarinda hazirlanmisti.  Bu
kosullarda Naftifin HCI’'nin alikonma zamani 5,445 dk olarak saptanmigtir.
Gelistirilen yontemde Naftifin HCI i¢in dogrusallik 16,19 — 48,26 ug/mL araliinda,
LOD 3,703 pg/mL, LOQ 11,221 ug/mL olarak bulunmustur.

Elde edilen sonuglar neticesinde, gelistirdigimiz yOntemin gerekli
optimizasyon ve validasyon islemleri gerceklestirilmis ve iyi bir geri kazanim, teshis
sinirt ve tayin alt smir1 degerlerine ulasilmistir. Validasyon parametreleri

incelendiginde ise yontemin dogru ve duyarli bir yontem oldugu goriilmiistiir.

Gelistirilen HPLC ve UV-GB spektrofotometri yontemleri Naftifin HCI’nin
farmasotik preparatt Exoderil® kreme uygulanmis ve her iki yontemde elde edilen
sonuclar karsilastirilmistir. Yapilan t-testi sonucunda yontemler arasinda anlamli bir

farklilik olmadig: goriilmiistiir (Cizelge 3.14).
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5. SONUC VE ONERILER

Naftifin HCI, naftifinin hidrokloroid tuz formudur, allilamin tiirevi, fungisidal
ve fungistatik etkili, topikal bir antifungaldir. IR spektrumu ile UV spektrumu ve
erime noktasi tayini ile Naftifin HCI’nin safsizlik kontrolii yapilmis ve yeterli saflikta

oldugunu gozlenmistir.

Bu tezin ilk kisminda Naftifin HCI analizi i¢in bir UV-GB spektrofotometri
yontemi gelistirilmistir. 230 - 350 nm dalga boylar1 arasinda tarama yapilmis ve
maksimum absorbans 255 nm dalga boyunda tespit edilmistir. YoOntemin
gecerliliginin kanitlanabilmesi i¢in validasyon calismalar1 yapilmistir. Validasyon
caligmalarinda dogrusallik, dogrusal aralik, LOD, LOQ ve dogruluk (geri kazanim)

parametreleri incelenmis ve istatistiksel olarak degerlendirilmistir.

UV-GB spektrofotometrik analizlerde, Naftifin HCI i¢in dogrusallik 6,476-
32,380 pg/mL  konsantrasyon araliginda, dogrusallik dogru denklemi
A=0,0671.C-0,0561 olarak ve bu denklemin determinasyon katsayisi (Rz) 0,999
saptanmistir. UV-GB spektrofotometrik analizlerde, Naftifin HCI i¢in LOD 1,307
pg/mL, LOQ 3,959 pg/mL ve BSS % 0,91 saptanmistir. Gelistirilen UV-GB
spektrofotometrik  yontemin dogrulugunu degerlendirmek amaciyla yapilan
analizlerde en diisiikk geri kazanim %98,7, en yiiksek geri kazanim %102,62,
ortalama geri kazanim %100,22 ve BSS ise %1,492 saptanmustir. Ayrica gelistirilen
UV-GB spektrofotometrik yontemle Exoderil® kremde Naftifin HCI etken madde
miktar tayini yapilmistir. Elde edilen sonuglar neticesinde, gelistirdigimiz UV-GB
spektrofotometri yonteminin Naftifin HCl analizleri i¢in hizli, basit, ucuz ve zaman

kaybina neden olmadan kullanilabilecek bir yontem oldugu sonucuna varilmistir.

Calismanin ikinci asamasinda Naftifin HCl analizi i¢in bir HPLC ydntemi
gelistirilmistir. HPLC analizlerinde UV-GB dedektorlii ters faz sivi kromatografisi
kullanilmisti. HPLC yontemine yonelik kromatografik kosullarin belirlenmesinde

hareketli faz (kolon sicakligi, dalga boyu, akis hizinin etkileri) 06zellikleri
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incelenmistir. HPLC yontemi i¢in en uygun kromatografik kosullar; 25 °C kolon
sicakligl, 1,50 mL/dk akis hizi, 254 nm dalga boyu, Asetonitril:Su:Trietilamin
(800:200:0,2; h/h/h) karigimi hareketli faz, C-18 (15 cm x 4,6 mm; 5 um) kolonu ve

enjeksiyon hacmi 10 pL olarak belirlenmistir.

Geligtirilen HPLC yonteminin sistem uygunluk testleri yapilmis ve elde
edilen SUT parametreleri dogrultusunda yontemin uygulanabilir oldugu tespit
edilmistir.  HPLC yoOnteminin gecerliliginin kanitlanabilmesi ig¢in validasyon
caligmalar1  yapilmistir.  Validasyon c¢alismalarinda segicilik  ve spesifiklik,
dogrusallik, dogrusal aralik, LOD, LOQ, duyarlilik, dogruluk (geri kazanim) ve
kesinlik parametreleri incelenmis ve istatistiksel olarak degerlendirilmistir. Naftifin
HCl’nin alikonma siiresince yardimci madde ve/veya ¢oziicliye dair girisim yapan
herhangi bir madde tespit edilmemistir. Dogrusallik 16,19 — 48,26 pg/mL araliginda,
dogrusal aralik dogru denklemi y=239,43x+51,455 ve bu denklemin determinasyon
katsayist (R?) 0,999 saptanmisti. LOD 3,703 pg/mL, LOQ 11,221 pg/mL ve
BSS %1,16 saptanmistir. Dogruluk ve duyarlilik degerlendirmesinde en diisiik geri
kazanim %98,86, en yiiksek geri kazanim %101,07, ortalama geri kazanim %99,88
ve BSS %0,94 saptanmistir. Kesinlik; orta-kesinlik ve tekrarlanilabilirlik
degerlendirilerek incelenmis, orta-kesinlik BSS’s1 %0,463 ve tekrarlanabilirlik
BSS’s1 %0,062 bulunmustur. Ayrica gelistirilen HPLC yontemi ile Exoderil® kremde
Naftifin HCI etken madde miktar tayini yapilmistir. Elde edilen sonuclar neticesinde,
gelistirdigimiz HPLC yonteminin Naftifin HCl analizleri igin segici ve duyarl bir

yontem oldugu sonucuna varilmastir.

Yapilan t-test sonucunda, farmasotik preparat analizleri ig¢in, gelistirilen

yontemler arasinda anlamli bir fark olmadig1 goriilmustiir.
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Naftifin HCI analizi i¢in kabul edilmis resmi farmakope yontemi normal faz
HPLC olup mobil faz iceriginde kanserojen ve kokulu bir kimyasal olan n-hekzan
kullanilmaktadir. Normal faz kromatografi yonteminde nonpolar ¢oziiciiden polar
coOziiciilere arada farkli kimyasallar kullanilarak kademeli gegisler yapilmasi zaman
kaybina neden olmaktadir. Tez ¢alismamizda gelistirilen yontemin ters faz HPLC
olmasi ayr1 bir istiinliiktlir, analizlerde zamandan tasarruf edilmistir. Gelistirilen
yontemde kalite kontrol laboratuvarlarinda siklikla kullanilan ve bulunmasi kolay
olan C-18 kolonunun kullanilmistir. Mobil faz olarak ise n-hekzan yerine kanserojen
olmayan kolay elde edilebilen asetonitril kullanilmig ve bdylece basit, kolay, hizli
sonu¢ elde edilebilir bir yontem gelistirilirken kanserojen madde maruziyetinden

kac¢inilmustir.

Naftifin icin spektrofotometri yontemi ile yapilmis kalitatif ya da kantitatif
analiz olmadig i¢in gelistirilen analiz yontemi orijinal bir yontem olup miktar tayini
icin oldukca onemlidir. Gelistirilen yontemlerde diisiik miktarda madde kullanilmig
ve analiz kisa siirede tamamlanmistir. Gelistirilen her iki yontemin de kalite kontrol

laboratuvarlarinda rahatlikla uygulanabilir yontem oldugu kararia varilmastir.
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OZET

Antifungal Etkili Naftifin Hidrokloriir’iin Spektrofotometrik ve HPLC Yontemleriyle
Kantitatif Analizi

Bu tez kapsaminda antifungal etkili Naftifin HCI’nin analitik incelenmesinde
kromatografi ve spektrofotometri analiz yontemleri gelistirilmistir. IR spektrumu, UV
spektrumu ve erime noktasi tayini ile Naftifin HCI’nin safsizlik kontrolii yapilarak yeterli
saflikta oldugu gozlenmistir.

UV-GB spektrofotometrede 230 - 350 nm dalga boylar arasinda tarama yapilarak
maksimum absorbans 255 nm dalga boyunda Olciilmiistiir. Dogrusallik, dogrusal aralik,
LOD, LOQ ve dogruluk (geri kazanim) parametreleri incelenerek gelistirilen
spektrofotometri yontemi valide edildi. Spektrofotometri yonteminde dogrusal regresyon
kalibrasyon egrisi 6,476-32,380 pg/mL Naftifin HCl konsantrasyon araliginda dogrusal
oldugu saptanmistir. Dogrusal regresyon denklemi A=0,0671.C-0,0561, determinasyon
katsayis1 (R®) 0,999, LOD 1,307 pug/mL ve LOQ 3,959 pg/mL saptanmustir. Dogruluk ve
duyarhilik degerlendirmesinde en diisik geri kazamim 9%98,7, en yiiksek geri
kazanim %102,62, ortalama geri kazanim %100,22 ve BSS ise %1,492 saptanmustir.

HPLC analizleri UV-GB dedektorlii ters faz sivi kromatografisi kullanilarak
yapilmigtir. Optimal kromatografik kosullar; 25 °C kolon sicakligi, 1,50 mL/dk akis hizi, 254
nm dalga boyu, Asetonitril:Su:Trietilamin (800:200:0,2; h/h/h) karisimi hareketli faz,
Supelco C-18 (5 um, 15 cm x 4,6 mm) kolonu ve 10 pL enjeksiyon hacmi olarak belirlendi.
Alikonma zamani, kapasite faktorii, kolon etkinligi, kuyruklanma faktorii ve pik asimetrisi
parametreleri incelenerek sistem uygunluk testleri yapildi. Secicilik ve spesifiklik,
dogrusallik, dogrusal aralik, LOD, LOQ, duyarlilik, dogruluk (geri kazanim) ve kesinlik
parametreleri incelenerek gelistirilen HPLC yontemi valide edildi. HPLC ydnteminde
dogrusal regresyon kalibrasyon egrisi 16,19 — 48,26 ug/mL Naftifin HCI konsantrasyon
araliginda dogrusaldi. Dogrusal regresyon denklemi y=239,43x+51,455, determinasyon
katsayis1 (R%) 0,999, LOD 3,703 pg/mL, ve LOQ 11,221 pg/mL saptandi. Dogruluk ve
duyarlilik degerlendirmesinde en dusiik geri kazanim % 98,86, en yiiksek geri
kazanim %101,07, ortalama geri kazanim %99,88 ve BSS ise %0,94 saptanmistir. Kesinlik
degerlendirmesinde orta-kesinlik BSS 90,463 ve tekrarlanabilirlik BSS 90,062
saptanmistir.

Gelistirilen HPLC ve UV-GB spektrofotometre yontemleriyle Exoderil® kremde
Naftifin HCl etken madde miktar tayini yapilmustir. Yiiksek orandaki geri kazanim,
yontemlerin ilag formiilasyonunda bulunan katki maddelerinden ve yardimci maddelerden
etkilenmedigini ve gelistirilen yontemlerin gecerli ve uygulanabilir oldugunu gostermistir.

Gelistirilen ve valide edilen yontemler etken madde ve farmasdtik preparatta Naftifin
HCI miktar tayininde basarili olmustur. Naftifin HCl etken maddesinin ters faz HPLC ve
spektrofotometrik  yontemler kullanilarak miktar tayini analizi yoOniinde c¢alisma
bulunmamasi nedeniyle gelistirilen yontemler orijinaldir. Ayrica gelistirilen bu yontemler
basit, ekonomik ve zaman kaybina neden olmadig: i¢in kalite kontrol laboratuvarlarinda
kullanilabilir.

Anahtar Sozciikler: Antifungal, HPLC, Kantitatif Analiz, Naftifin HCI, UV-GB
Spektrofotometri, Validasyon.
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SUMMARY

Quantitative Analysis of Antifungal Naftifine Hydrochloride by Spectrophotometric
and HPLC Methods.

With the scope of this thesis, chromatography and spectrophotometry analysis
methods have been developed for analytical investigation of antifungal Naftifine HCI. IR
spectrum, UV spectrum and melting point were determined and it was observed that naftifine
HCI was of sufficient purity.

The maximum absorbance was measured at 255 nm wavelength by UV-Vis
spectrophotometry scanning at 230 - 350 nm. The developed spectrophotometry method has
been validated by examining linearity, linear range, LOD, LOQ and accuracy (recovery). At
spectrophotometry method, linear regression calibrations curve was linear 6,476-32,380
ug/mL  Naftifine HCI concentration range. The linear regression equation was
A=0,0671.C-0,0561, the determination coefficient (RZ) was 0.999, the LOD was 1,307 pg /
mL, and the LOQ was 3,959 ug / mL. In the accuracy and sensitivity evaluation, the lowest
recovery was 98.7%, the highest recovery was 102.62%, the average recovery was 100.22%
and the BSS was 1.492%.

HPLC analyzes were performed using reverse phase liquid chromatography with
UV-Vis detector. Optimal chromatographic conditions were determined as 25 °C column
temperature, 1.50 mL / min flow rate, 254 nm wavelength, Acetonitrile: Water:
Triethylamine (800: 200: 0.2; v/ v / v) mixed mobile phase, Supelco C-18 (5 pm, 15 ¢cm x
4.6 mm) column and 10 pL injection volume. System compatibility tests (retention time,
capacity factor, column efficiency, tailing factor and peak asymmetry) were performed. The
developed HPLC method has been validated by examining selectivity and specificity,
linearity, linear range, LOD, LOQ, sensitivity, accuracy (recovery) and precision. At HPLC
method, linear regression calibrations curve was linear at 16,19 — 48,26 ug/mL Naftifine HCI
concentration range. The linear regression equation was Yy=239,43x+51.455, the
determination coefficient (R?) was 0.999, the LOD was 3.703 pg / mL, and the LOQ was
11.221 pg / mL. In the accuracy and sensitivity evaluation, the lowest recovery was 98.86%,
the highest recovery was 101.07%, the average recovery was 99.88% and the BSS was
0.940%. In the precision evaluation, the medium-precision BSS was 0.463% and the
repeatability BSS was 0.062%.

Quantification analysis of Naftifin HCI was performed in Exoderil® cream with the
developed HPLC and UV-Vis spectrophotometry methods. The high rate of recovery
showed that the methods were not affected by the additives and excipients contained in the
drug formulation and that the methods were valid and feasible.

The developed and validated methods were succesful in finding the quantity of
Naftifine HCI in the pharmaceutical products and active ingredient. The methods developed
are original, since there is no study for the quantitation analysis of the active substance of
naftifine HCI using reverse phase HPLC and spectrophotometric methods. In addition, these
developed methods can be used in quality control laboratories as they are simple, economical
and do not waste time.

Keywords: Antifungal, HPLC, Naftifine HCI, Quantitative Analysis, UV-GB
Spectrophotometry, Validation.
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