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OZET

FARMASOTIK PREPARATLARDAKI DEKSKETOPROFENIN TAYINI ICIN YENI
BIR SIVI KROMATOGRAFIiSI YONTEMININ GELISTIRILMESI

Aylin Ece ZITOUNI
Analitik Kimya Anabilim Dali
Anadolu Universitesi, Saglik Bilimleri Enstitiisii, Ocak 2018
Danisman: Dog. Dr. Nafiz Oncii CAN

Piyasada ¢esitli farmasotik formlar1 bulunan ve nonsteroidal antienflamatuvar
ilaglar grubuna ait olan deksketoprofen agri kesici olarak kullanilan bir maddedir.
Antienflamatuvar etkisi disinda analjezik, antipiretik ve antiplatelet etkileri de
bulunmaktadir. Bu ¢alismada amag; deksketoprofenin farmasétik jel formundaki
ilaclardan miktar tayini i¢in, az maliyetli, hizli, giivenilir bir analitik yOntem
gelistirmektir. Bu deneysel caligmada ultra yiiksek performansli sivi kromatografisi
teknigi kullanilmistir. Gelistirilen analizde Phenomenex® marka Kinetex® model 1.3 um
partikiil capli 50x2,1 mm ebatlarinda Cig kolon kullanilmistir. Analizler 6 dakikada
tamamlanmis ve maddeler 256 nm dalgaboyuna ayarli fotodiyot dizisi dedektor ile
izlenmistir. Gelistirilen yontem uluslararasi validasyon uygulamalar1 kapsaminda

degerlendirilmistir.

Anahtar Sézciikler: Deksketoprofen, Ultra yiiksek performansli sivi kromatografisi, ilag

analizi

11



ABSTRACT

DEVELOPMENT OF A NEW LIQUID CHROMATOGRAPHY METHOD FOR THE
DETERMINATION OF DEXKETOPROFEN IN PHARMACEUTICAL
PREPARATIONS

Aylin Ece ZITOUNI
Departmant of Analytical Chemistry
Anadolu University, Graduate School of Health Sciences, January 2018

Supervisor: Assoc.Prof.Dr Nafiz Oncii CAN

Dexketoprofen which belongs to the non-streoidal anti-inflammatory drugs group
and also can be found in different pharmaceutical forms in the market, is a compound
that is used as anti-inflammatory. Aside from being used as an anti-inflammatory, it is
also used as an analgesic, anti-pyretic and anti-platelet. In this study, we propose to find
a low-cost, fast and reliable analytic methodology for quantitative determination of
dexketoprofen in the form of pharmaceutical gel. In this experimental study, we used an
ultra high performance liquid chromatography technique. For the implemented analysis,
we utilized a Phenomenex® Kinetex® Cis column with 1,3 um particles. The analysis
was completed in 6 minutes, and the compounds were traced with photodiode array
detector set at 256 nm. The implemented methodology is evaluated according
to international validation application.

Keywords: Dexketoprofen, Ultra high performance liquid chromatography, Drug

analysis

v



TESEKKUR

Oncelikle tezimin her aninda yanimda olan, benimle birlikte itina ve dzveri ile

calisan, bilgisini esirmeyen Uzm. Kim. Murat KOZANLI‘ya

Yiiksek lisans tez calismamin her asamasinda engin bilgi ve tecriibeleriyle beni
yonlendiren, yeni bilgiler edinmemi saglayan Sayin Danisman Hocam Dog. Dr. Nafiz

Oncii CAN’a

Almis oldugum dersler siiresince, bilgi birikimini sabirla aktarmaya ¢abalayan

Sayi Hocalarim Dog. Dr. Erol SENER e, Prof. Dr. Dilek AK’a, Do¢.Dr. Arin Giil DAL’a

Hayatimin her aninda yanimda oldugu gibi yiiksek lisans tezimde de
bilgisini,ilgisini ve sevgisini eksik etmeyen canim annem ve Saym Hocam Prof. Dr.

Giilhan TURAN a,

Sonsuz tesekkiirlerimi sunarim...



ETIiK iLKE VE KURALLARA UYGUNLUK BEYANNAMESI

Bu tezin bana ait, 6zgiin bir ¢calisma oldugunu; calismamin hazirlik, veri toplama,
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uygun davrandigimi, bu ¢alisma kapsaminda elde edilen tiim veri ve bilgiler i¢in kaynak
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hicbir sekilde “intihal icermedigini” beyan ederim. Herhangi bir zamanda, ¢aligmamla
ilgili yaptigim bu beyana aykir1 bir durumun saptanmasi durumunda, ortaya ¢ikacak tiim
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1. GIRIS VE AMAC

Biitiin diinyada yaygin olarak tiiketilen nonsteroidal antienflamatuvar ilaglar
(NSAII); romatizmal hastaliklar, kas iskelet sistemi agrilar1 ve bas agrilar1 nedeniyle
kullanilmalarinin yan1 sira, bel agrisi, dis agrisi, artrit ve gut hastaligi gibi durumlarda da
endikedirler (Oner 2010). Bu ilaglar, enflamasyonu baskilayan narkotik olmayan
analjezikler olarak da adlandirilmaktadirlar. Ancak hem farmakolojik etkileri hem de
yapilart agisindan steroid yapida olmamalari nedeniyle daha c¢ok nonsteroidal
antienflamatuvar ilaglar olarak bilinmektedirler. NSAII antienflamatuvar etkilerinden

baska analjezik, antipiretik ve antiplatelet etkileri de bulunmaktadar.

Cogu NSAIl, siklooksijenaz-1 (COX-1) ve siklooksijenaz-2 (COX-2)
izoenzimlerinin her ikisini de inhibe ederek etkirler. COX, arasidonik asitten tromboksan
ve prostoglandin yapiminda gdrev alan bir enzimdir. Prostaglandinler, inflamasyon
olusum siirecinde diger gorevli maddelerle birlikte iletim molekiilii olarak rol oynar.
NSAIl kullanmimi ile COX enzimlerinin inhibisyonu gerceklesir ve agriyr olusturan
prostoglandinlerin sentezi bloke edilir. Boylece agr1 olusumu engellenmis olur (Demirhan

2008, Aykac 2010, ).

NSAIl’lerin COX-1 ve COX-2 izoenzimleri iizerine olan selektiviteleri ayn
degildir ve belirgin farkliliklar gostermektedir. Bu farkliliklar, NSAIi’lerin bu iki
1izoenzime kars1 selektivite derecelerinin incelenmesine ve COX-2’yi inhibe eden ve
COX-1’e olumsuz etki etmeyen, dolayisiyla COX—1 inhibisyonuna bagl {ilserasyon gibi
yan etkilerin ortaya ¢ikmasina izin vermeyen yeni ilaglarin gelistirilmesi agisindan 6nem
tasimaktadir. Son yillarda yapilan arastirmalarda COX-2 selektivitesi olan ilaglar
tizerinde durulmaktadir. Bu yeni ajanlarin giiclii antienflamatuvar etki géstermelerine
karsin daha az gastrointestinal yan etki gosterdikleri ileri siiriilmektedir (Zegpi, 2009, s.

291-297).

NSAIl’ler santral etkili analjeziklerden farkli olarak bagimlilik olusturmama,
tolerans gelistirmeme, solunum depresyonu ve sedasyona yol agmama gibi avantajlara

sahiptirler.

Bu calismada, bir NSAII etken maddesi olan deksketoprofen trometamoliin s1vi
kromatografik miktar tayini i¢in yeni gelistirilen bir yontemden bahsedilecektir.

Deksketoprofen trometamol (DKP) (Sekil 1.1) non-steroidal antienflamatuvar bir madde

1



olan, ketoprofenin aktif S (+) enansiyomeridir ve onun analjezik ve antiinflamatuvar
aktivitesinden sorumludur; aril-propionik asit grubundan olup, iilkemizde son yillarda

kullanima sunulan bir ila¢ etken maddesidir.

Sekil 1.1 DKP (listte) ve etil esterinin (altta) kimyasal yapist

Ketoprofen ((RS)-2-(3-benzoilfenil)propiyonikasit), S(+) ile R(-)
enansiyomerlerinin esit miktarlarindan olusan rasemik bir karigimdir. Ketoprofende R(-)
ve S(+) enansiyomerlerini olusturan bir tane asimetrik karbon atomu vardir (Sekil 1.2).
Ketoprofenin her iki enansiyomeri de farkli biyolojik aktivitelere sahiptir. Inaktif R(-)
enansiyomeri ketoprofenin terapotik ozelliklerine katkida bulunmaz, fakat metabolizma
siirecine katilir (Barbonaj, 2001, s. 245-262; Tuncer, 2006, s. 30-34; Duman, 2007, s.
145-149; Serrano-Rodriguez, 2014, s. 523-525; Willams, 2011, s. 130-138).

0]

Sekil 1.2 Ketoprofenin sterokimyasal yapisi.



Yapilan literatiir incelemelerine gore gegmis yillarda yapilan ¢aligmalarda DKP
tayini igin gelistirilmis mordtesi ve gorlinlir bolge spektrofotometrisi (UV), yiiksek
performansli s1ivi kromatografisi (YPSK) ve ince tabaka kromatografisi (ITK) teknikleri
ile yapilan analiz yontemleri mevcuttur. Bu tezin amaci DKP’nin jel formundaki
farmasotik preparattan tayini i¢in hizli, glivenilir ve ucuz bir ultra yiiksek performansh
stvi kromatografisi (UYPSK) yonteminin gelistirilmesi, gecerliliginin saglanmasi ve

gercek orneklere uygulanabilirliginin gosterilmesidir.



2. KAYNAK BILGISI
2.1. Deksketoprofen Trometamol’iin Fiziksel ve Kimyasal Ozellikleri

CAS numarasit 156604-79-4 olan DKP’nin CAS adlandirmasi 2-amino-2-
(hidroksimetil)-1,3-propandiol(S)-3benzoil alfa metil benzen asetat olup molekiil

formiilii C20H25NOg’dir. Molekiil agirligt 375,43 g/mol’diir (http-1).

DKP kokusuz beyaz renkli kat1 toz halinde bulunur. Su ve metanolde kolaylikla
¢Oziiniir, etil eterde ¢oziinmez. Isiktan etkilendigi bilinmektedir. 0.01 mg/mL derisimdeki
sudaki ¢ozeltisinin pH degeri 5,5-7,0 araligindadir. Log P degeri yaklasik olarak 3,88
olarak belirtilmistir (http-1).

2.2. Deksketoprofen Trometamol’iin Farmakolojik Ozellikleri

Deksketoprofen antienflamatuvar etkilerini prostoglandin sentezini inhibe ederek
gosterir. Prostoglandin sentezinde yaptig1 inhibasyon siklooksijenaz enzimlerini (COX-1
ve COX-2) inhibe etmesine baglidir. Deksketoprofenin analjezik etkisinin de
prostoglandin sentezini inhibe etmesine bagli oldugu diisiiniilmektedir. Deksketoprofenin
hem periferik ve hem de santral etkileri vardir. Antipiretik etkilerini santral sinir
sisteminde (SSS) hipotalamusu etkilemesine bagli vazodilatasyon yaparak gosterirler.
Ketoprofenin R(-) enansiyomerinin iilserojenik aktivitesi bulunur. Bu da COX-1 enzimini
inhibe ediyor olmasindan kaynaklanir. Deksketoprofenin tek basina kullanimi ¢ift doz
ketoprofenin analjezik etkisine esittir. Deksketoprofen ameliyat sonrasi agrilarda da

kullanilir (Kesimei, 2011, s. 153-159).

Deksketoprofen santral etkili analjeziklerden farkli olarak bagimlilik olusturmama,
tolerans gelistirmeme, solunum depresyonu ve sedasyona yol agmama gibi avantajlara

sahiptir.

2.3. Deksketoprofen Trometamol’iin Farmakokinetik Ozellikleri

Oral yolla verildiginde 15-45 dakika sonra maksimum kan degerine ulasir.
Analjezik etki 4-6 saat siirer. Plazma proteinlerine baglanma orant %99 dur.
Deksketoprofen trometamol tuzunun ¢oziiniirliigii fazla oldugu i¢in oral emilim daha
hizlidir. Eliminasyonunun hizli olusu nedeniyle tekrarlanan dozlarda birikim s6z konusu
olmaz. Yiyeceklerle birlikte alinirsa absorbsiyon hizi azalir. Deksketoprofen karacigerde

biyotransformasyona ugrar. Dozun %1°’i idrarla de§ismeden atilir. Ana metabolit



gliikronit konjugatidir. Metabolit farmakolojik olarak etkisizdir. Uygulanan dozun %70-
80 kadar ilk 12 saat i¢inde bobreklerden atilir (Chandrasekharan, 2007; Moore, 2008;
Barbonaj, 2001, s. 245-262).

DKP aymi zamanda topikal kullanima da sahiptir. Topikal kullanilan DKP az
miktarlarda perkiitandz absorpsiyon gosterir. Diisiik sistematik biyoyararlanim nedeniyle
sistematik etki beklenmez. DKP’nin dagilim yarilanma 6mrii 0,35 saat olup eliminasyon

yar1 dmrii 1,65 saattir (http-2).

2.4. Deksketoprofen Trometamol Analizleri ile Ilgili Calismalar

DKP’nin farmasétik alanda ¢okga kullanilan bir madde olmasi, birgok farmasétik
preparatta yer almast ve viicudun farkli dokularina gegisinin yiliksek olmasi nedeniyle
tizerinde bir¢ok analitik calisma yapilmistir. Son yillarda yayinlanmis olan miktar tayini

odakli calismalar Tablo 2.1°de listelenmistir.

Tablo 2.1 DKP ile ilgili yapilmis olan ¢aligmalar

Dedektor, LOD,

o Hareketli faz,  palea LOQ,
Bilesik/ Analitik  selon, Akis hizi bo 8 Dogrusallik
) yontem Kolon Allkonm; Y Referans
Ornek & A g
sicakhigi zamani Enjeksiyon Arahg
hacmi
KROMASIL
Cis MeOH: Su
PDA,
RP (250mm % (60:40) 2’5/' 01’4 Dhaneshwar
DKP-TCS . 4,6mm) " 254 nm, Hgrm vd., 2013,
HPLC <o 0,7 ml dk'!, oo §.604-608
i 10,0 dk R
35°C
ACN: Sodium 100,0-225,0
Dihydrogen mg.mL"!
C18 mOdlﬁed E’hI?ISA‘.paitg O 1M) DAD’ 200 O_ Salmerén_
DKP-TMD- sol—gel pH:4,10 0. R Garcia vd.,
HLP Le (50:50), 2100m, 4000 2008, 5.767-
mg.mL™, 772
1 ml k!,
2,0-4,0
9,0 dk mg.mL"!




MeOH: Acetate

Thermo Buffer (pH: 4
I;Iy)psefgg with Glacial UV, 2,0 pg/ml,
RP- Acetic Acid) 4,0 ug/ml, ~ Bhusari vd.,
DKP HPLC (250mm % (65:35) 255nm 5.0-10.0 igéZ, s.321
4,6 mm) 1,0 ml dk ! 20 uL pg/ml
> pm 12,0 dk
DKP RP- Cis MeOH: ACN UV, 0,01298 Archana vd.,
HPLC (250mm X (75:25) 262 nm, pg/ml , 2013, s.395-
4,6mm) 0,9 ml dk'!, 20,0ul 0,05544 400
25°C pg/ml,
30,0-70,0
png/ml
DKP-THC RP- Cis MeOH: Sodium UV 4,0156- Patel vd.,
HPLC (250mm X Phosphate 280 nm, 12,1686 2016, s.178-
4,6mm) Buffer (pH: 4,5) pg/ml, 195
5 um (70:30) 30-240
1,0 ml dk™! ng/ml
8,40 dk
DKP-THC RP- Purosphere = MeOH: uv, 1,5 pg/ml, Harde vd.,
HPLC Star RP-18¢  Phosphate 260 nm 5,0 pg/ml, 2012,
(250mm X Buffer (pH: 4,5 20 uL 5,0-30,0 s.1797-1802
4,0mmid) ~ with pg/ml
5 um Orthophosphoric
Acid; 0.035M)
(65:35)
1,0 ml dk™!
8,91 dk
DKP-PCM RP- Thermo MeOH: UV/VIS, 2,0 pg/ml, Mulla vd.,
HPLC Hypersil Amoniuum 256 nm, 4,0 ug/ml, 2011, s.1-4
ODS-Ci3 Acetate Buffer 20 uL 5,0-
(250mm X (65:35) 10,0pg/ml
4,6mm) 1,0 ml dk'!,
5 um 5,94 dk
DKP RP- MeOH: UV/VIS 2,0-12,0 Krunal vd.,
HPLC Luna Cig Phosphate 260 nm, png/ml 2011, s.78-
(250mm X Buffer (pH: 6.8) 85
4,6mm) (70:30)
5um,100A 1,0 mldk’
25°C 4,31 dk
DKP-PCM RP- Hypersil ACN: Potassium PDA, 0,4-2,3 Pokharkar
HPLC BDS-Cis Dihydrogen 254 nm pg/ml, vd., 2011,
(250mm X Phosphate 1,3-7,0 $.49-57
4,5mm) Buffer (pH: 6,0 ug/ml,
5 um with 50,0-150,0
40°C Triethyladke; pg/ml
0,01M) (25:75)
1,0 ml dk™!
6,732 dk




DKP RP- Nucleodur ACN: MEOH UV, 0,5613 Oztiirk vd.,
HPLC Cis (25:75) 258 nm pg/ml, 2017, s.33-
(250mm X 1,0 ml dk! 25 ulL 1,7010 41
4,5 mm) pg/ml,
5 um 10,0-80,0
pg/ml
DKP-SA- UPLC ACN (%100), PDA, 0,00325 Tamer,
DIC Inertsil MEOH: Water DKP: 254  pg/ml, 2017, s.1-8
ODS-C4 (1:1) nm 0,00985
(50mm X 0,734 dk SA: 292 pg/ml,
2,1mm) nm 0,39-20,0
2 pm DIC: 254 pg/ml
nm
20 uL
DKP-PCM RP- Hypersil Sodium PDA, 0,4 pg/ml, Khambe vd.,
HPLC BDS- Cg Dihydrogen 256 nm 2,3pg/ml, 2015, .279-
(250mm X Phosphate (0,05 25 uL 50,0- 292
4,5mm) M): ACN: 150,0pg/ml
5 um MEOH
(60:20:20)
1,0 ml dk™!
DKP: 8,51 dk
DKP-PCM uv - - uv, 0,14 pg/ml,  Chaudhari
284,64-368 0,42 pg/ml, vd., 2012,
nm, 2,0-24,0 s.179-183
png/ml
DKP-PCM HPTLC  SilicaGel G Tolune: Ethyl 256 nm, 15,0 ng Rao vd.,
60F2s4 Acetate: Acetic spot™!, 2011, s.32-
Acid (6:4:0.2), 25,0 ng 38
spot’!,
100,0-600,0
ng spot!
DKP-THC RP- Thermo ACN: Potassium UV, 50,0-150,0 Vyavahare
HPLC Hypersil Dihydrogen 260nm, pg/ml vd., 2014
BDS -Cis Phosphate 20 uL
(250mm X Buffer (pH: 6.0
4,6 mm) with
5 um Triethyladke;
30C 0,05M) (25:75)
1,0 ml dk !,
8,732 dk

Tablo 2.1’de goriildiigi iizere; DKP analizleri i¢in agirlikli olarak yliksek

performansli s1vi kromatografisi teknigi kullanilmistir. Bu teknikle yapilan analizlerde

ise genellikle ila¢ kalite-kontrol uygulamalarinda sik¢a tercih edilen 250x4,6 mm



ebatlarinda Cis kolon kullanilmistir; dedektor olarak genellikle absorpsiyon bazli

dedektorler tercih edilmistir.



3. GERECLER ve YONTEMLER
3.1. Kullanilan Kimyasallar

Standart madde olarak kullanilan DKP 9%99,2 saflikta Huangshi Shixing
Pharmaceutical Co., Ltd. (Cin Halk Cumhuriyeti) firmasindan satin alinmistir. YPSK
safliktaki asetonitril J. T. Baker (ABD) firmasindan, asetat tamponu hazirlamak igin
kullanilan %99,0 safliktaki amonyum asetat Sigma-Aldrich (ABD) firmasindan, HCI1
Merck (Almanya) firmasindan, tip 1 safliktaki su (>18 MOhm direngte) Millipore
(Fransa) firmasinin iiriinii olan ultra saf su cihazindan temin edilmistir. Tiyokas® Jel (30

g) ilag 6rnegi ise Nobel ilag A.S. (Diizce) firmasindan tedarik edilmistir.

3.2. Kullanilan Cihazlar ve Malzemeler

UYPSK analizlerinin tamaminda Shimadzu (Japonya) firmasinin {iriinii olan
Nexera-1 LC-2040C DAD (3D) dedektorlii kompakt model bir s1vi kromatografisi sistemi
kullanilmistir. Kullanilan UYPSK cihazinin yaninda Intel(R) Core(TM) i13-4170 CPU @
3.70 GHz islemcili bilgisayar ve Shimadzu LabSolution Version 5.81 veri analiz

programi kullanilmustir.

Analiz cihazlarimin yani sira analizler oncesi hazirlik asamalarinda kimyasal
maddelerin tartiminda Mettler-Toledo (Isvigre) marka TLE204 model analitik terazi,
¢ozeltilerin hazirlanmasinda 20-100 pL ve 100-1000 pL araliginda ¢alisabilen Eppendorf
(Almanya) marka Research model pipetorler, ¢cozeltilerde homojenligi saglamak icin
ISOLAB Laborgeraete GmbH (Almanya) Advanced model vorteks karistirici, ¢ozeltileri
icinde barindirdig1 ¢oziinmiis gazlardan arindirmak i¢in Jeiotech Lab Companion (Kore)
marka UCS-20 model ultrasonik banyo ve c¢ozeltilerin pH’1n1 ayarlanmasinda Thermo
Scientific (ABD) marka Orion Versa Star Advanced Electrochemistry Meter model pH
metre kullanilmistir. Analiz kolonu olarak Phenomenex® (ABD) marka Kinetex® model

1,3 um partikiil capli Cig (50%2,1 mm) analitik kolon kullanilmgtir.

3.3. Standart Cozeltilerin Hazirlanisi

DKP standart stok c¢ozeltisi i¢in 23,0 mg standart madde tartilip 250 mL balon
jojede hareketli faz A ¢ozeltisi i¢inde ¢oziilmiistiir. Ilerleyen asamalarda gerceklestirilen
yontem gegerliligi ¢alismalarinda kullanilan kalite kontrol ¢ozeltileri bu stok ¢ozeltinin

Hareketli faz A ¢ozeltisi ile seyreltilmesi yoluyla hazirlanmistir. Elde edilen ¢ozeltiler



0,22 pum politetrafloroetilen (PTFE) filtreden siiziilerek analize tabi tutulmustur.

Hazirlanan ¢ozeltilere iliskin seyreltme hesaplamalar1 Tablo 3.1°de sunulmustur.

Tablo 3.1 Analizlerde kullanilan ¢ozeltilere iliskin hesaplamalar

DKP Hareketli faz A Son hacim Cokp

(nL) (uL) (nL) (mg.mL™)
20 9.980 10.000 1,25x104
50 9.950 10.000 3,12x104
80 9.920 10.000 4,99x10*
100 9.900 10.000 6,24x10*
120 9.880 10.000 7,48%104
250 9.750 10.000 1,56x107
400 9.600 10.000 2,49x1073
500 9.500 10.000 3,12x10°73
600 9.400 10.000 3,74x107

3.4. Hareketli Fazin Hazirlanisi

Analizler boyunca bilesimi siirekli degisen bir hareketli faz kullanilmistir. Hareketli
faz A i¢in Asetonitril: Su: Tampon (3 M, pH: 3,5 asetat tamponu) (28:70:2, h/h/h)’dan
olusan bir ¢ozelti hazirlanmistir. Asetat tamponu hazirlamak icin %99,0 safliktaki kati
amonyum asetattan 25,0 g tartilip 100 mL’lik balon jojeye aktarilmis, lizerine 25,0 mL
saf su eklenerek ¢ozlindiriilmistiir. Bu ¢ozeltiye 38,0 mL 7 M HCI eklenmis ve son
cozeltinin pH’1 2 M HCI c¢ozeltisi ile pH 3,5’a ayarlanarak su ile 100 mL’ye
tamamlanmistir. Daha sonra ¢ozelti 0,22 pum filtreden siiziilerek kati partikiillerden
arindirilmistir. Hareketli faz B ¢0Ozeltisi i¢in Asetonitril:Su (70:30, A/h) karisimi
kullanilmistir. Tim ¢o6ziiciiler, yaklasik 10 dakika ultrasonik banyoda bekletilerek
¢coziinmils gazlarin uzaklastirilmasi saglanmistir. Son agsamada YPSK cihazinin pompa
tinitesinde bulunan karistirici valf kullanilarak ¢oziiciilerin istenilen oranda karistirilarak

hareketli fazin olusturulmasi ve sisteme gonderilmesi saglanmstir.

3.5. Ornek Cozeltilerinin Hazirlanis:

Analizler icin Nobel Ila¢ A.S. firmasinin iiriinii olan Tiyokas Jel 30 g adli ilag
numunesi kullanilmigtir. Numune hazirlaniginda yaklagik 6,25 mg DKP i¢erdigi beyan
edilen 500 mg jel dogrudan 10 mL’lik balon jojeye tartilmis, hareketli faz A ile

¢Oziindiiriilmiis ve hacmine tamamlanmistir. Elde edilen ¢6zeltiden 500 pL alinmis, 10
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mL’lik balon jojeye aktarilmis ve hacmine hareketli faz A ¢ozeltisi ile tamamlanmistir.
Elde edilen son ¢ozelti 0,22 um gozenek capli PTFE filtreden siiziilerek sisteme enjekte
edilmistir. Son ¢ozeltideki beklenen DKP derisimi 3,12x10° mgmL"' olarak

hesaplanmustir.

3.6. Analiz Parametreleri

Analizler boyunca kullanilan degisken bilesimli hareketli fazin icerigi Tablo 3.2’de
verilen programa gore diizenlenmistir. Akis hiz1 tiim analizlerde 0,25 mL.dk™! olacak
sekilde ayarlanmistir. Degisken hareketli faz bilesiminin Hareketli Faz B bilesimi

yoniinden grafiksel gosterimi Sekil 3.1.’de verilmistir.

Tablo 3.2. Analizler boyunca uygulanan degisken bilesimli hareketli faz

Zaman Hareketli Faz A Hareketli Faz B
(dakika) (yiizde) (yiizde)
0 70 30
0,50 70 30
0,51 20 80
2,00 20 80
2,01 70 30
6,00 70 30

- achizasty: 0%
h i,

Sekil 3.1. Degisken hareketli faz sistemi B bileseninin zamana karst degigimi
Enjeksiyon hacmi 1 pL, kolon sicakligi 40 °C ve numune bekleme sicakligi 10 °C
olarak uygulanmistir. Analitlerin dedektor yanitlart 256 nm dalga boyunda izlenmistir.

Dedektdriin sinyal toplama frekansi 40 Hz ve slit genisligi 8 nm olarak ayarlanmistir.

3.7. Yontem Gecgerliliginin Tespiti
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Yontem gecerliligi uygulamalari, gelistirilen yonteme Uluslararas1 Harmonizasyon
Konferansi’nin (ICH) tavsiye ettigi sekilde uygulanmig ve yontemin analitik agidan kabul
edilebilir veriler sagladigi test edilmistir. Yontemin validasyonu i¢in ICH kilavuzunda da
belirtildigi sekilde spesifiklik, kesinlik, dogruluk, dogrusallik, LOD, LOQ, sistem

uygunluk ve kararlilik testleri yapilmistir.

3.7.1. Sistem uygunluk testleri

Analizler sirasinda kullanilan UYPSK cihazinin ve metodun analitik agidan
degerlendirmeye uygun sinyal iirettiginin dogrulanmasi amaciyla sistem uygunluk testleri
gerceklestirilmistir. Bu amagla, ayirim giicti (Rs), kuyruklanma (7)) ve asimetri faktorii
(4s), teorik tabaka sayisi (N), kapasite faktorii (k') ve secicilik faktori (a) gibi
parametreler sistem uygunluk parametrelerini olusturur. Yontem gelistirme sirasinda bu
parametrelerin her biri DKP i¢in Amerika Birlesik Devletleri Farmakopesi (USP)
metoduna gore hesaplanmistir. Hesaplamalarda kullanilan formiiller Tablo 3.3’te

verilmistir.

Tablo 3.3. USP ye gore sistem uygunluk testleri hesaplama esitlikleri

Parametre Esitlik

N: teorik tabaka sayisi
Teorik tabaka sayisi N =16 X (t_R) tg: alikonma zamani

W: pik genisligi

T: kuyruklanma faktorii

w. Wo.0s: pikin %S5 yiiksekligindeki
Kuyruklanma faktorii =208 pik genisligi

ao.05: pikin %5 yiiksekligindeki
ilk yarisinin genisligi
As: asimetri faktori

Bo.10: pikin %10 yiiksekligindeki
ikinci yarisinin genisligi

Simetri faktorii As =
ay.10: pikin %10 yiiksekligindeki
ilk yarisinin genisligi
R: aymrim giicii

tg: alikonma zamani

to — t o ..
Rs = 2 xR __"Rp trp: Onceki pikin alikonma

Ayirim giicii Wt Wp Jamani

W: pik genisligi

W,: dneeki pikin pik genisligi
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k' = kapasite faktorii
Kapasite faktorii kK'=—-1 t: alikonma zamani

to: 6lii zaman
a: bagil alikonma zaman
k’1: birinci pikin kapasite faktorii

B ks =t k’>: ikinci pikin kapasite faktorii

Bagil alikonma zamani =—= o
ki ti—to #;: birinci pikin alikonma zamani

t2: ikinci pikin alikonma zamani

to: 6lii zaman

3.7.2. Dogrusallik

Gelistirilen yontemde analit cevabinin konsantrasyona karsi dogru orantili olarak
degismesi ve kalibrasyon grafiginde noktalarin diiz bir ¢izgi ilizerinde yer almasi
dogrusalligin bir gostergesidir; egim, kesim ve korelasyon katsayisi (1) ile ifade edilen bir
parametredir. Dogrusallig1 belirleyebilmek i¢in en az 5 degisik derisimde olmak {izere bir
seri ¢ozeltinin analiz edilmesi uygun goriilmektedir; bu derisim seviyelerinin alt siniri
ornek analizlerinde beklenen hedef seviyenin %50 sinden diisiik ve iist sinir1 ise
%120’sinden yiiksek olacak sekilde sec¢ilmelidir. Bu amagcla, 9 farkli derisimde hazirlanan
DKP ¢ozeltileri (1,25%10%, 3,12x10%, 4,99x104, 6,24x104, 7.48x10*, 1,56x107,
2,49x1073, 3,12x107 ve 3,74x10° mg.mL") gelistirilmis olan yontem ile analiz edilerek
derisime kars1 analit cevabinin yer aldig1 kalibrasyon grafikleri elde edilmistir. Dogrusal
regresyon analiziyle egim, kesim, korelasyon katsayisi, egim ve kesim degerlerinin %95

giiven seviyesindeki olas1 sinirlar1 hesaplanmistir.

3.7.3. Dogruluk

Analizler sonucu elde edilen degerlerin gercek degere yakinligi olarak tanimlanan
dogruluk icin elde edilen sonuglar ortalama yiizde geri kazanim olarak verilmistir.
Onceden analiz edilen plasebo ¢ozeltisi icerisine diisiik, orta ve yiiksek seviyelere denk
gelecek sekilde DKP standart maddesi ilave edilmistir. Her derisim seviyesi i¢in liger set

hazirlanip analiz edilmis ve geri kazanim degerleri hesaplanmistir.

3.7.4. Kesinlik

Gelistirilen yontemle yapilan tekrarli analizlerin birbirine yakinligmin olctisti

kesinlik olarak kabul edilmektedir. Kesinlik ¢alismalar1 giinler i¢i ve giinler arasi
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deneyleri igermektedir. Dogrusallik calismalarinda kullanilan 3,12x103 mg.mL"!
derisimdeki DKP standart ¢ozeltisinin 6 ardisik enjeksiyonu ile kesinlik c¢aligmasi
yapilmistir. Sonuglarin istatistiksel degerlendirmesinde ortalama, standart sapma, bagil

standart sapma ve ortalamanin %95 giiven seviyesindeki olasi sinirlari verilmistir.

3.7.5. Saptama sinir1 (LOD) ve tayin alt simir1 (LOQ)

LOD, analizi yapilan 6rnegin kromatogramdaki pikinin ve yerinin belirdigi, ancak
miktar tayini sinirlar igerisine girmeyen en alt derisim olarak degerlendirilmektedir.
LOQ ise analizi yapilan maddenin kabul edilebilir diizeyde kesin ve dogru olarak
miktarinin tayin edilebilecegi, dogrusallik aralig1 disinda olan veya araligin en alt sinirimi
olusturan derisim diizeyi olarak bilinir. LOD ve LOQ degerleri, ICH 1n tavsiyeleri baz
alinarak hesaplanmistir. Sinyal/gliriiltii oraninin kullanildig1 hesaplamalarda elde edilen

oran degeri saptama sinir1 i¢in 3,3, tayin sinir1 i¢in ise 10 ile carpilmaistir.

3.7.6. Spesifiklik

Yontemin segicilik parametresi, hedef bilesikle girisim yapabilecek 6zellikte olan
ve Orneklerde var olma olasilig1 olan safsizliklarin yaninda hedef bilesigin dlciilebilme
yetenegi olarak degerlendirilir. DKP safsizliklarinin ve bozunma iiriinlerinin muhtemel
etkisini ve Uriinlerdeki katki maddelerinin olusturabilecegi girisimleri incelemek i¢in
cesitli incelemeler yapilmistir. Bu amagla; derisimi bilinen DKP ¢ozeltisi ¢esitli
bozundurma islemlerine tabi tutularak bozunma {irlinleri yoniinden incelenmistir. Elde
edilen kromatogramlar standart ¢ozeltilerinkilerle karsilastirilmis ve olasi pozitif ve
negatif girisimler aragtirllmistir. Ayrica analit piklerinin safliklar1 diyot dizisi dedektor

(DAD) ile kontrol edilmistir.

3.7.7. Kararhhk

Kararlilik; yontemin analiz parametrelerindeki kiigiik degisimlerden etkilenmeden
kalabilme kapasitesidir ve normal kullanimindaki glivenirliginin bir 6l¢iistidiir. Kararlilik
calismalarinda kullamlan 3,12x10 mg.mL! derisimdeki DKP ¢ozeltileri; gelistirilen
yontemdeki rutin analiz parametrelerinin disinda farkli akis hizlari, kolon sicakliklari ve
¢cOziicii yiizdeleri kullanilarak analiz edilmistir. Elde edilen sonucglarin baslangic

kosullarina oranla ylizde simetri faktorii degisimi hesaplanmustir.
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4. BULGULAR ve TARTISMA
4.1. Yontem Gelistirme

Gelistirilen bu yontemde DKP’nin fiziksel ve kimyasal yapisi ile gegmisten
giinimiize DKP ile ilgili yapilan ¢alismalar g6z Oniinde bulundurularak uygun bir
hareketli faz ve sabit faz se¢imi yapilmistir. Analitik yontemlerin sahip olmasi gereken
genel ozelliklerin yani1 sira analiz siiresini kisa tutabilmek ve hizli sonug elde edebilmek

adina yontem gelistirme ¢alismalar1 gerceklestirilmistir.

Glinlimiizde hizli ve giivenilir analiz yontemleri gelistirmenin en tercih edilen
yollarindan biri, yeni ve gelismis analitik cihazlar ve donanim kullanimidir. Sivi
kromatografisinde ise etkili ayirimi gelistirmek i¢in en temel yollarindan biri, kiiciik
partikiillere sahip kolonlar1 kullanmaktir. UYPSK tekniginde 6zellikle 2 pm’nin altinda
partikiilleri ve dar bosluklari olan kolonlar kullanilarak diisiik ¢oziicii tiikketimi, ytiksek
kolon verimi ve kisa analiz siiresi elde etmek miimkiindiir. (Badulla, 2017; Ozdemirhan,
2013). Bu caligmada da yukarida belirtilen gerekcelere uygun olarak ¢ekirdek-kabuk veya
solid-core yapist olarak da nitelendirilen “Core-Shell” teknolojisi ile iiretilmis olan
Phenomenex® (ABD) marka Kinetex® model kolon ve kompakt bir UYPSK sistemi

kullanilmistir. Yontemde kullanilan kolonun 6zellikleri Tablo 4.1° de verilmistir.

Tablo 4.1. UYPSK analizlerinde kullanilan kolonun ozellikleri

Parametre Deger
Partikiil boyutu 1,3 pm
Kolon uzunlugu 50 mm
Kolon i¢ capr 2,1 mm
Yiizey alam (m2.g™) 200
Karbon yiizdesi (%) 12
Por capi 100 A

Cahsilabilir pH arahigi  1,5-8,5

Cekirdek-kabuk parcacik yapisina sahip kolonlar ticari olarak “Core-Shell”,
“Fused-Core”, “Solid-Core” vb adlar altinda pazarlanmaktadir. Bu tip partikiiller
merkezde kat1 bir ¢ekirdek etrafinda diizgiin bir sekilde yerlesmis por6z yapili bir kabuk
kismindan olusmaktadir. Merkezdeki ¢ekirdek kismi bir taraftan kabuk kismini

desteklerken diger taraftan maddelerin pargacik i¢ine gereginden fazla difiize olmasini
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engeller. Kabuk kismi ise alikonmada gereken ana etmen olarak ¢alisir ve az bir difiizyon
mesafesi ile maddelerin ayrilmasini saglar. Sonugta sivri piklere sahip analit sinyalleri
elde edilir. Ayrim kalitesi ayni1 ebatli, klasik poréz pargacikli dolgu maddeleri ile
doldurulmus kolonlara gére daha iyidir ve sistem basinci beklenenden daha diistiktiir.
Sonugta 400 bar seviyesinde klasik sivi kromatografisi cihazlari ile yapilabilen ama
UYPSK seviyesinde verime sahip analizlere olanak saglanmis olur. Dogal olarak,
parcacik boyutu daha da diisiirtildiigiinde (bu tez calismasinda kullanilan kolonda oldugu
gibi) basing artar, fakat buna ragmen 500 bar seviyesindeki orta diizeyde UYPSK
cihazlar ile ¢cok daha yiiksek verimli ve segiciligi yiiksek analizler yapilabilir. Diflizyin
mesafesi kisa oldugu icin hem sivri pikler elde edilir, hem de analizler kisa siirede
tamamlanabilir. Kisa siirede analiz yapilabilmesi toplam analiz maliyetleri ve kolon 6mrii

acisindan da avantajlar saglar.

Bu tez calismasinda da yukarida sayilan temeller dogrultusunda yiiksek verimli
analizler elde edebilmek adina ticari olarak piyasada bulunan en kii¢iik parcacikli
¢ekirdek-kabuk dolgulu kolon olan Phenomenex firmasinin iiriinii Kinetex serisi 1,3

mikron pargacik ¢apli Cis kolon sabit faz olarak kullanilmistir.

Literatiirde yer alan ¢aligmalar ve sivi kromatografisindeki genel uygulamalar goz
oniinde bulundurularak, hareketli faz bilesenlerinin se¢iminde baslangic asamasinda
asetonitril, metanol, su ¢oziiciileri ve ¢esitli tampon tiirleri denenmistir. Bu asamada,
analitik yontemlerin en 6nemli parametrelerinden olan spesifiklik de eszamanli olarak
degerlendirilmistir. DKP sinyali, izokratik kosullar altinda ve gorece daha basit hareketli
faz bilesimleri ile gozlenebilmis olmakla birlikte, analizlerde DKP’nin en Onemli
safs1zl1g1 ve bozunma {irlinli olan DKP etil esterinin de gozlenebilmesi ve spesifikligin
bu sekilde kuvvetlendirilebilmesi amaciyla analiz boyunca bilesimi degisen (gradient) bir
hareketli faz kullanilmas1 uygun goriilmiistiir. Yapilan 6n denemeler sonucunda pH’1 3,5
olan asetat tamponunun DKP’nin alikonulma, pik kalitesi ve diger analitik 6zellikler

yoniinden optimum sonuglart verdigi gozlenmistir.

Hareketli faz se¢imi sirasinda analiz ¢6zeltisi olarak DKP ve etil esterini igeren yer
belirleme ¢ozeltisi kullanilmistir. Etil ester yer belirleme ¢ozeltisi DKP’nin metanolli
kuvvetli asidik ortamda bozundurulmasi sonucu elde edilmistir. Asagida, yOontem

gelistirme sirasinda yapilan seri incelemelerde kullanilan hareketli faz bilesimleri (Tablo
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4.2., 43, 44. ve 4.5.) ve ilgili kromatogramlar (Sekil 4.1., 4.2., 4.3 ve 4.4.) yer

almaktadir.

Tablo 4.2. Degisken hareketli faz sistemi- 1

Zaman (dk)

Hareketli Faz A (%)

Hareketli Faz B (%) Akis hiz1 (mL/dk)

0-1
2,5-3,8
4,5-8

90
90—30
30—90

10 0,25
70 0,25
10 0,25

mAU

50&: 56nm,4n
4o0]
30(%?
ZO(kf

100

deksketoprofen/3,222
etil esteri/5,329

i

-100F————

0,0

1,0 2,0 3,0

T T T T T T T
4,0 5,0 6,0 7,0 min

Sekil 4.1. DKP ve DKP-EE iceren ¢ozeltinin degisken hareketli faz sistemi I ile elde edilen

kromatogrami
Tablo 4.3. Degisken hareketli faz sistemi- II
Zaman (dk) Hareketli Faz A (%) Hareketli Faz B (%) Akis hizi (mL/dk)
0-0,5 90 10 0,25
2,5-3,8 90—30 70 0,25
4,5-8 30—90 10 0,25
mAU .
£56nm,4n 8
500 2
] 3 N
400 ) =
20(%? ¢
10(%?
Oi—/\ 7 0
‘1007\““\‘“‘\“"\““\““\““\“H\““_\
0,0 1,0 2,0 3,0 4,0 5,0 6,0 7,0 min

Sekil 4.2. DKP ve DKP-EFE iceren ¢ozeltinin degisken hareketli faz sistemi Il ile elde edilen

kromatograma.
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Tablo 4.4. Degisken hareketli faz sistemi- 111

Zaman (dk) Hareketli Faz A (%) Hareketli Faz B (%) Akis hizi (mL/dk)
0-0,5 80 20 0,25
2,5-3,8 80—30 70 0,25
4,5-8 30—80 20 0,25
mAU ~
P56nm,4n '9
1 N
400 k5 &
] 9] <
] g 3
300 g g
4 ~ (0]
] S i
] 3 =
200
100-]
O{_/\ T 7
O,‘O““1l0““210““3,‘0““410““510““6,‘0““7,‘0“‘r‘nin‘

Sekil 4.3. DKP ve DKP-EE iceren ¢ozeltinin degisken hareketli faz sistemi Il ile elde edilen

kromatogrami
Tablo 4.5. Degisken hareketli faz sistemi- IV
Zaman (dk) Hareketli Faz A (%) Hareketli Faz B (%) Akis hizi (mL/dk)
0-1 80 20 0,25
1,01-3,0 80—30 70 0,25
3,01-6 30—80 20 0,25
mAU ~
500@56nm,4n )
400% g 3
300% % %
200% :
1ooé
0,: J\ N2 A
] Q 7
(;10‘ a0 2o so 0 a0 T s0 min

Sekil 4.4. DKP ve DKP-EE iceren ¢ozeltinin degisken hareketli faz sistemi 1V ile elde edilen
kromatogrami

Yontemde kullanilan degisken bilesimli hareketli faz akis programi, temel ¢izgi

dalgalanmalarina yol ac¢tigindan diisiik dalga boylarinda diiz bir temel ¢izgi elde
18



edilememistir. Es zamanl yliriitiilen deneyler sonucunda Sekil 4.5, Sekil 4.6 ve Sekil

4.7°de swrastyla 205, 210 ve 233 nm dalga boylarinda kaydedilen kromatogramlar

gorilmektedir.
11
3]0—_" i &
] [
200 g
1003 g
- 1‘['&. i
] T —|
_mg—;
_|||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||
0.0 0.5 1,0 15 20 25 3,0 35 40 45 5.0 55  min
Sekil 4.5. 205 nm dalga boyunda goriilen kromatogram
Ll
210om<nm
200
] o
200 g
100 g
0 J\ e
7004
e \
- ———
00 05 1.0 15 20 25 3,0 35 40 45 50 55  min
Sekil 4.6. 210 nm dalga boyunda gériilen kromatogram
Ll
{2330m 4nml
2007
] £
] 2
100 &
] 8
7 " j d’ \//
100
-200]
T
0.0 0.5 1,0 1.5 20 25 20 35 40 45 50 55  min

Sekil 4.7. 233 nm dalga boyunda gériilen kromatogram.
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Hareketli faz se¢imine paralel olarak yiiriitiilen caligmalardan hedef bilesenlerin en
yiiksek verimle izlenebilmesi i¢in yapilan dalga boyu taramasinda; en yiiksek absorbans
veren dalga boyu Sekil 4.8’de goriildiigii tizere 256 nm olarak tespit edilmistir. Fotodiyot
dizisi dedektor kullanildigindan gézlenen temel ¢izgi giiriiltiisii, klasik mor 6tesi-goriiniir
alan dedektorlerine oranla biraz fazladir; bu sebeple en uygun dalga boyu secimi
kromatogramin netligi agisindan onemlidir. Yiiksek absorptivite elde edilen dalga
boyunun tercih edilmesi, bu eksikligi bir 6l¢iide gidermektedir.

mAl =
[TSTI0 -

[ -

[|I||I|IIII||III|III||II|I|IIII['III'III"

2000 250 2500 210 3000 N0 3500 3 nm

Sekil 4.8. DKP icin dalga boyu taramasi

256 nm dalgaboyunda kaydedilen kromatogram ise Sekil 4.9.’da goriilmektedir.

gl

<00

00
200

100

1,55 11486 14

Sekil 4.9. 256 nm dalga boyunda gériilen kromatogram
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Aletsel parametrelerden akis hizinin incelenmesi sirasinda kolon dolgu maddesinin
cok kiicilik parcaciklara sahip olmasi nedeniyle klasik yontem gelistirme calismalarinda
oldugu gibi genis bir aralikta akis hiz1 incelemesi yapilamamistir. Bununla birlikte, ¢cok
diisiik akis hizlarinda piklerin yayvanlastigi ve maddelerin kolondan ¢ok geg ¢iktigi, buna
bagl olarak “hizli ayirma” hedefinden uzaklasildigi ortaya ¢iktigindan kromatografik
sistemin izin verdigi 6l¢iide kabul edilebilir basing altinda kullanilabilecek en yiiksek akis
hiz1 tercih edilmistir. 1,3 mikron ¢apl partikiiller ve 2,1 mikron ¢apli kolon dolayisiyla
dakikada 0,25 mL hacimle pompalanan hareketli fazin optimum ayirma i¢in en hizh
sonucu verdigi tespit edilmistir. Bu akis hizinda sistem basinc1 480 -500 bar civarinda

gozlenmistir.

Kolon sicakligi ile ilgili incelemelerde ise sicaklik artiginin sistem basincinda
diismeye neden oldugu ve bu nedenle yiiksek hizli analizlere olanak sagladigi icin yine

analiz kolonunun giivenli ¢alisma sicaklig olarak 40°C sicaklik tercih edilmistir.

4.2. Yontem Gegerliliginin Dogrulanmasi

Jel formundaki DKP tayini i¢in gelistirilmis olan UYPSK y6nteminin dogrulanmasi
icin ICH, USP, EP gibi otoritelerin goriisleri ile baz1 degerlendirmeler yapilmis olup,
gelistirilmis olan analiz yonteminin ne derece kesin, giivenilir, tekrar edilebilir, dogru ve

secicilikte oldugu belirlenmistir.

Oncelikle UYPSK cihazinin ve yéntemin performansini gdsteren sistem uygunluk
testleri yapilmistir. Bu testlerde teorik tabaka sayisi (N), ayirim giicii (Ry), kuyruklanma
(T) ve asimetri faktorii (4s), secicilik faktorii (a) ve kapasite faktorii (k) gibi parametreler
hesaplanmistir. Analizler sirasinda elde edilen kromatogram hesaplamalart UYPSK
cthazinin bagli oldugu bilgisayara yiiklii olan LabSolution LCsolution Version 5.81 veri

analiz programi kullanilarak elde edilmistir. Sonuglar Tablo 4.6’da verilmistir.

Tablo 4.6. Sistem uygunluk testlerinin sonuglar

Yontem Tavsiye Edilen
Parametre o . o
Degeri Deger
RT (dk) 1,561
N 5982 >2000
T 1,392 <2
As 1,12 0.95<A<1.2
k 2,417 2<k<10
RT %BSS 0,332 <1
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Hareketli faz se¢imi ¢alismalarinda sistem 6lii hacmi, maddelerin kolondan ¢ikis
stireleri ve sistem basincit goz Oniine alinarak Tablo 3.2.°de verilen programa gore

yiiriitiilen analizlerde Sekil 4.10.’da goriilen temsili kromatogram elde edilmistir.

B
1
1,56 48815

Sekil 4.10. DKP standart ¢ozeltisinin optimize edilen kosullar altinda kaydedilen kromatogrami

Dogruluk, analizler sonucu elde edilen degerlerin gercek degere yakinligi olarak
tanimlanmaktadir. Sonuglar genellikle yiizde ortalama geri kazanim olarak verilir. Bu
amacla, dnceden analiz edilen ve analit igermedigi dogrulanan plasebo ¢6zeltisi igerisine
diisiik, orta ve yiiksek seviyelerine denk gelecek sekilde DKP standart maddesi ilave
edilmistir. Her derisim seviyesi icin licer set hazirlanip analiz edilmis ve geri kazanim

degerleri hesaplanmistir.

Geri kazanim verileri %LOQ, %80, %100 ve %120’lik konsantrasyonlarda
hammadde iceren plasebo ¢ozeltileri ile hesaplanmistir. Her bir konsantrasyon igin
hazirlanan plasebo ¢ozeltilerine, hazirlanan 3 ayr1 standart ¢dzeltiden (3,12x107° mg.mL-
1) sirasiyla yaklasik 1,25x10% mgmL?, 2,49x10° mgmL™!, 3,12x10° mg.mL've
3,74x107 mg.mL! derisimlerde olacak sekilde eklenmistir. Her bir &rnek tipi 3’er adet
hazirlanmis ve 3’er kez analiz edilmistir. Bu analizler sonucunda elde edilen veriler
dogrusallik ¢alismalar1 sonucu elde edilen kalibrasyon denklemi kullanilarak
degerlendirilmistir. Yapilan analizler sonucu elde edilen degerler, numune bilesenlerinin

DKP tayinine kabul edilenden daha olumsuz bir etki yapmadigint gostermektedir.
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Yontemin dogrulugu ile ilgili veriler Tablo 4.7°te verilmektedir. Geri kazanim

kromatogramlari Sekil 4.11, Sekil 4., Sekil 4., Sekil 4.14’ de gosterilmistir.

Tablo 4.7. Dogruluk ¢calismalarinin sonuglart

Ortalama Geri

Geri Kazamm Eklenen Bulunan Yiizde Geri
Kazamim
Seviyesi (mg.mL") (mg.mL") Kazanim
Yiizdesi
%LOQ 1,28x10* 1,38x10* 108,24
%80 2,50x1073 2,41x103 96,59
101,65
%100 3,19x10° 3,32x107 103,84
%120 3,76x1073 3,68x1073 97,95
1 —
25:._': CiT Sy
207
15
10 -
1 a
5] 5
1 ]
{"_—‘I Jr"E i CEE
=
: T I T I T I I T I T T I T I T I T T I T T I T T T I T
0.0 [1 K 1.0 1.5 20 25 3.0 3.5 40 45 5.0 5.5 min

Sekil 4.11. DKP’nin LOQ (1,25x107 mg.mL™") seviyesindeki geri kazanim kromatogrami
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{256nmahn

T
1510077

0.0 0.5 1.0 1.5 20 25 20 35 40 45 5.0 5.5 min

Sekil 4.12. DKP 'nin %80 geri kazamm (2,49x107 (mg.mL") kromatogram

30-4258a0m4nimn

181261215

Sekil 4.13. DKP’ nin %100 geri kazanim (3,12x10-3 (mg.mL"') kromotogrami

255nim 4

17,57

15,07

157557231

12,57

10,0

=
N

m
[=]
prar i

o M

F h—’“ WL&U———“—

0.5 1.0 1.5 20 25 3.0 3.5 40 45 50 5.5 min

B2
[=)

Sekil 4.14. DKP’ nin %120 geri kazanim (3,74x10-3 (mg.mL™") kromotogrami

24




Yontem ve cihaz kesinligi, enjeksiyon tekrarlanabilirligi calismalar1 yardimiyla
tayin edilmistir. Dogrusallik calismalarinda kullamlan 3.12x10° mg.mL"! DKP igeren
standart ¢ozeltinin 6 ardisik enjeksiyonu ile elde edilen pik alani ve alikonma zamani
sonuclar1 ele alinarak SS, BSS, giiven smir1 ve %95 giiven aralifi parametreleri
istatistiksel olarak degerlendirilmistir. Gelistirilen yontemin kesinlik yoniinden analitik
acidan yeterli diizeyde oldugu goriilmiistiir. Kesinlik sonuglart standart ¢ozeltiler i¢in

Tablo 4.8’te verilmistir.

Tablo 4.8. Kesinlik ¢calismalarinin istatistiksel degerlendirmesi (n=6)

Alikonulma Pik Pik T N

Parametre Zamani Alam Yiiksekligi

Ortalama 1,551 49027 15042 1,390 5838
Standart Sapma 0,005154 249,9 134,9 0,01447 116,9
Ortalamanin Standart Hatasi 0,002104 102,0 55,09 0,005907 47,71
Medyan 1,551 49065 14985 1,390 5857
Varyasyon Katsayisi %0,33 %0,51 20,90 %1,04 %2,00
Giiven Alt Sinir1 1,546 48765 14901 1,375 5715
Giiven Ust Sinir1 1,557 49289 15184 1,405 5960

Yontemin dogrusalligini incelemek amaciyla 1,25x10* mg.mL™!, 3,12x10* mg.mL"
1 499x10* mg.mL'l, 6,24x10™ mg.mL'l, 7,48x10™ mg.mL'l, 1,56x10* mg.mL'l,
2,49x10° mg.mL™, 3,12x103 mg.mL"! ve 3,74x10~ mg.mL"! sabit derisimlerinde olmak
tizere 9 noktali kalibrasyon seti hazirlanmistir. Dogrusallik ¢caligmalarinda her bir derisim
seviyesinde hazirlanan ¢ozelti 3’er defa analiz edilmistir. Elde edilen veriler en kiigiik
kareler metoduyla degerlendirilmis, buna gore egim ve kesim ile bu degerlerin SS’lar1,
ayrica korelasyon katsayis1 degerleri hesaplanmistir. DKP i¢in bu yontemin belirtilen
derisim araliginda dogrusal sonuclar verdigi ve Lambert — Beer Yasasi’na uydugu
goriilmiistiir. Yontemin dogrusalligina iliskin istatistiksel veriler Tablo 4.9°da,

dogrusallik grafigi Sekil 4.15° de verilmistir.

Tablo 4.9. Dogrusallik ¢calismalarinin istatistiksel degerlendirmesi

Giin ici Giinler aras1
Parametre
1.Giin 2.Giin 3.Gin
Esi 1,568x107 + 1,558x107 + 1,568x107 + 1,564 x107 +
gim 132646 116872 144218 70384
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Kesim -642,7 +257.3 -488.4 +226,7 -595,8 +279,7 -575,6 + 136,5
R? 0,9995 0,9996 0,9994 0,9995
ESim GA 1,536x107- 1,530x107 - 1,533x107 - 1,550x107-
Sim LrA %95 1,599x107 1,585x107 1,602x107 1,579x107
Kesim GA %95 1251 - -34,17 -1025 - 47,79 -1257 - 65,79 -856,9 - -294.4
LOQ (mg.mL™") 1,25x10*
LOD (mg.mL") 0,38x104
80000
€ 1.Giin
= 2 Gin
60000 =& 3.Giin
=¥— Giinlerarasy

40000 -

Alan

20000 -

0

0.000

T
0.001

T
0.002

Derisim (mg.m L")

0.004

Sekil 4.15. DKP’ nin dogrusallik ¢alismast grafigi

Yontemin kararliligini test etmek amaciyla, yontemde kiigiik fakat sonuglara etki

edebilecek olciide etkili degisiklikler yapilmis ve standart ¢ozeltiler degistirilmis sartlar

altinda tekrar analiz edilmistir. 3,12x107 mg.mL"! derisimde hazirlanmis olan standart

cozelti oncelikle farkli 2 hareketli faz orani, 2 kolon sicakligi ve 2 akis hizi ile analiz

edilmistir. Bu analiz sonucunda elde edilen kromatogramlarda DKP piklerinin simetri

faktorleri baslangic kosullarindaki DKP pikinin simetri faktorii ile karsilastirilmis ve

yiizde degisim hesaplanmistir. ICH validasyon kriterlerine gore yilizde degisim baslangi¢

degerinin %?2’sinden fazlas1 olmamalidir. Farkli 2 hareketli faz orani, gradient akis-A ve

gradient akis-B olarak adlandirilmistir. Gradient akis-A ve gradient akis-B Tablo 4.10 ve

Tablo 4.11’de gosterildigi bigimde uygulanmistir; karsilik gelen kromatogramlar ise

Sekil 4. ve Sekil 4.17°de sunulmustur.
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Tablo 4.10. Gradient akis-A

Zaman (dakika) Hareketli Faz A Hareketli Faz B
0 70 30
0,50 70 30
0,51 22 78
2,00 22 78
2,01 70 30
6,00 70 30
] T
; ¢
207 <
h i
: "ﬂ.
15 -
10
5]
0 ‘ﬂ/‘ ¥ T e ——
-5
T T T I T 0 I 0 I T I T 1 T 1 T 1 T 1T 1 T T 1 T T 1 T
0.0 0.5 1,0 1,5 20 25 3,0 35 40 45 5,0 55  min

Sekil 4.16. DKP’ nin kararlilik calismas: (gradient akis-A) kromotogrami

Tablo 4.11. Gradient akis-B

Zaman (dakika) Hareketli Faz A Hareketli Faz B
0 70 30
0,50 70 30
0,51 18 82
2,00 18 82
2,01 70 30
6,00 70 30
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1
1537140156

Sekil 4.17. DKP 'nin kararlilik ¢alismas: (gradient akis-B) kromatogrami

Kararlilik ¢alismalart, farkli 2 kolon sicakligi ve farkli 2 akis hizi ile devam etmistir.
Degistirilen kosullar altinda elde edilen kromatogramlar Sekil 4.18, Sekil 4.19, Sekil
4.20, Sekil 4.” de sunulmustur.

1,572M48288

0,0 0.5 1.0 1.5 20 25 3.0 3.5 40 45 5.0 55 min

Sekil 4.18. DKP’ nin kararlilik ¢calismast (38°C kolon sicakligr) kromotogrami
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Sekil 4.19. DKP’ nin kararlilik ¢alismasi (40°C kolon sicakligi) kromotogrami

J2FAnm 2nm

B
1
1545653838

B
L1
1,4280457 48

Sekil 4.21. DKP’ nin kararhilik ¢calismasi (0,27 mL/dk akig) kromotogrami
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Yontemin kararlilik ¢caligsmalar1 sonucu elde edilen verilere gore ICH kriterlerine

uyulmaktadir. Simetri faktorii degisimi % 2’den fazla degildir. Veriler Tablo 4.12°de

sunulmustur.

Tablo 4.12. Kararhilik calismalar

Baslangic simetri Degisim sonrasi simetri

%Simetri faktori

faktorii ortalamasi faktorii ortalamasi degisimi
(n=2) (n=2) (n=2)
Gradient akig-a 1,395 1,408 0,932
Gradient akis-b 1,395 1,400 0,323
Akis (0,23 mL/dk) 1,395 1,393 -0,143
Akis (0,27 mL/dk) 1,395 1,414 1,326
Kolon sicaklig1 38°C 1,395 1,385 -0,717
Kolon sicaklig1 48°C 1,395 1,420 1,792

Gelistirilen UYPSK yonteminin LOD ve LOQ degerleri, kromatogramlardaki

sinyal ve en yakin giriiltii oranlar1 kullanilarak hesaplanmistir. Sinyal siddetinin

giiriiltiiye oraninin kullanildig1 hesaplamalar sonucu elde edilen oran degeri LOD igin

3,3, LOQ i¢in ise 10 ile ¢arpilmistir. Bu sekilde hesaplanan LOD ve LOQ degerleri DKP

standart ¢ozeltisi i¢in yukaridaki dogrusallik sonuglarinin verildigi Tablo 4.9.’da yer

almaktadir. DKP’nin LOD ve LOQ derisimlerinde elde edilen kromatogramlari sirastyla

Sekil 4.22 ve Sekil 4.23°de verilmistir.

Sekil 4.22. DKP’ nin %LOD kromatogram: (4,16x107 mg.mL™)
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Sekil 4.23. DKP’ nin %LOQ kromatogramu (1,25x10* mg.mL™)

Analizi yapilacak numunenin yapisindaki ve bu maddeyle fiziksel veya kimyasal
girisim yapabilecek safsizliklarin varliginda analiz edilmek istenen maddenin dogru
sekilde 6lciilebilme yetenegi olan spesifiklik de incelenen parametreler arasindadir. Elde
edilen kromatogramlarda herhangi bir girisim gozlenmemistir. Bununla birlikte
kromatogramlardaki DKP piklerinin safliklar1 fotodiyot dizisi dedektor ile kontrol
edilmis ve girisime sebebiyet veren bir madde gézlenmemistir. Bu sonuglar goz dniinde
bulunduruldugunda analitik yontemin yeterli spesifiklige sahip oldugu Tablo 4.13°de
gosterilmistir. kabul edilmistir. Elde edilen kromatogramlar ve spesifiklik degerleri
standart, numune, standart katilmis plasebo olmak {izere asagida belirtilen Sekil 4.24 ve

Sekil 4.25° de gosterilmistir.
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Sekil 4.24. DKP 'nin standart (a), numune (b) ve standart katilmis plasebo (c) igin 256 nm
dalga boyunda kromatogramlar
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Sekil 4.25. Standart (@), numune (b) ve standart katilmis plasebo (c) ¢ozeltileri

kromatogramlarindaki DKP sinyallerinin pik safligini gésteren grafikler
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Tablo 4.13. Spesifilik ¢calismalarinin sonuglari.

Parametre RT Pik safhigr acis1  Pik safligi esigi
Standart 1,76 0,176 1,000
Numune 1,83 0,409 1,000

Standart katilmis plasebo 1,65 0,204 1,000
Plasebo - - -

4.3. Gelistirilen Yontemin Orneklere Uygulanmasi

Bu calismada, gelistirilen yontemin gercek numunelere uygulanabilirliginin
gosterilebilmesi amaciyla piyasada ticari olarak bulunan ve Nobel Ilag A.S nin bir iiriinii

olan Tiyokas Jel® 30 g adl1 ilag gelistirilen yontemle analize tabi tutulmustur.

Bu amaca yénelik olarak firmadan tedarik edilen Tiyokas Jel® 30 g numunesi daha
once deneysel kisimda bahsedildigi sekilde 6n islemlerden gegirilmis ve analiz edilmistir.

Analizler sonucunda elde edilen temsili bir kromatogram Sekil 4.26’da verilmistir.

1,587 44544

Sekil 4.26. Tiyokas Jel® 30 g (Nobel llag A.S.) ilag jel ¢ozeltisinin analizinden elde edilen kromatogram
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Tablo 4.14. Belirlenen kosullar altinda gerceklestirilen Tiyokas Jel® 30 g (Nobel Ila¢ AS) analizlerinin
sonuglart (n=6)

Parametre Sonuc¢
Ortalama 18,50
Minimum 18,41
Maksimum 18,56
Medyan 18,53
Standart sapma 0,07342
SEM 0,02998

En diisiik ortalama GA s 18,42
En yiiksek ortalama GA 95 18,58
Varyasyon katsayisi 0,40%

Analizler sonucunda yontemin gergek drneklere uygulanabilirligi de gosterilmistir.
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5. SONUC VE ONERILER

Daha once yapilmis olan c¢alismalarda belirtildigi gibi YPSK analizleri ilag
sektoriinde sik¢a kullanilmaktadir. Bunun yani sira gida, tarim, biyoteknoloji, tip ve daha
birgok alanda nitelik ve nicelik tespitleri yapmak i¢in yogun bir sekilde kullanilir. Ancak
giinlimiizde YPSK analizlerinde kullanilan kolonlar {izerindeki yaris; dolgu maddesinin
yarigaplarinin olabildigince kiigiiltiiliip, daha ¢ok ayirim giicii elde etmek iizerinedir. Bu
yarigin sebebi ¢evreci ve ekonomik anlamda kazang saglama yaklagimidir. Daha diigiik
maliyetle; daha hizli, daha etkili, daha kolay ve yorucu olmayan analizlerin yapilmasi
saglanmaktadir. Bu amagla gelistirilen kolonlarin c¢ogaltilmast YPSK yontemlerinin
yerini UYPSK yontemlerine birakmaktadir. UYPSK sistemleri YPSK sistemlerine oranla

daha kisa stirede daha iyi ayirim giiciine sahiptir ve daha uzun odmiirliidiir.

Bu calisma kapsaminda gerceklestirilen analizlerde Phenomenex® marka Kinetex®
model kolon kullanilmistir. Onceki béliimlerde de belirtildigi iizere, bu kolon piyasada
ticari olarak bulunan en kii¢iik ¢ekirdek-kabuk partikiillii kolondur. Bu 6zellik sayesinde
cok yiiksek verimle analiz yapilmis ve yaklasik 1.5 dk siirede keskin madde piki
gbzlenmistir. Bu siire, literatiirde olan bir¢cok calismada yer alan yontemlere gore ¢ok
daha kisadir. Daha oOnce yapilan analizlerde izokratik sisteme dayali yoOntemler
kullanilmistir. Bu ¢alismada iki ayr1 mobil faz ve gradient akis yontemi gelistirilmistir.
Bu acidan diger ¢alismalara oranla fazla maliyetli ve karmasik hale gelmis olmakla
birlikte diisiik akis hiziyla daha kisa siirede analiz yapilabilmesi bu ac¢ig1 kapatmigtir. Kisa
siireli yontemler zaman ve analiz giderlerinde ciddi tasarruf saglar. Ornegin analizlerde
kullanilan zaman kisalacagindan daha az ¢6zgen kullanimi, daha fazla enerji tasarrufu ve
daha az atik ¢ozgen ortaya cikisi saglanir. Bu durum daha gevreci bir yaklasim
sergileyecektir. Az sayida analizde bu durum ¢ok dnemli olmasa da ¢ok sayida 6rnek s6z
konusu oldugunda 6nemlidir. Ayrica az zamanda ¢ok analiz yapilabilmesi de yukarida
sayilan nedenlerle saglanmus olur. Ozellikle ilag sektoriinde yogun is temposu gz dniinde

bulundurulursa bu 6zellik ¢ok kullanishdir.

Sunulan bu analiz yonteminin, ila¢ endiistiirisinde kolaylikla ve kisa zamanda
uygulanabilme avantajlarini tagiyan, dogru ve kesin sonuglar veren 6zellikte bir yontem

oldugu degerlendirmesi yapilabilir.
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EKLER

EK 1 Core-Shell Technology Phenomenex® Kinetex® 1.3 pm C-18e 100A (50%2.1

mm) kolon analiz sertifikast

PHASE: Kinetex 1.3um C18
BATCH NO.: 5626-0022
SILICA ANALYSIS
PARAMETER: SPECIFICATION BATCH RESULT
Pore Diameter(A) 80-95 88
Particle Size (um) 1.25-1.40 1.34
Particle Size Distribution: dp90/10 <=12 1.2
BONDED PHASE ANALYSIS
PARAMETER SPECIFICATION BATCH RESULT
Surface Coverage(umole/m2) 27-32 29

CHROMATOGRAPHIC RESULTS

1200
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PHENOMENEX QC MIX 8

CONDITION:

Column dimensions: 50 x 2.1 mm

Mobile Phase: 20 mM KH2PO4 pH7.0/ MeOH (20:80)
Flow Rate: 0.4 mL/min

Injection Volume: 1uL

Temperature: 30 °C

Detector: UV @ 254 nm
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Sample: 1. uracil
2. toluene
3. ethyl benzene
4. amitriptyline
PARAMETER: SPECIFICATION: BATCH RESULT:
USP taliling ( <=2.20 1.84
a23 1.32-1.40 1.38
k3 1.34-1.52 1.41
0
ABN6
CONDITIONS

Column Dimensions: 50 x 2.1 mm

Mobile Phase: A=0.1%FA in 5:95 ACN/Water

Mobile Phase: B=0.1%FA in 95:5 ACN/Water

Gradient: 0-100%B in 3.0 min, Re-equilibrate at 0%B for 2.0 min
Flow Rate: 0.5 mL/min

Injection Volume: 1 uL

Temperature: 30 °C

Detector: UV @ 254 nm

Sample: 1. uracil 5. 2-hydroxy, 5-methylbenzaldehyd:
2. pindolol 6. hexanophenone
3. chlorpheniramine
4. 3-methyl, 4-nitrobenzoic acid
PARAMETER: SPECIFICATION: BATCH RESULT:
- a26 3.80-4.30 3.80
s ; ; - 24,6 1.70-1.92 1.79
000 050 ) 150 200 250 3
ASSURANCE
Approved By: Date Approved:
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EK 3Deksketoprofen trometamol standart maddesinin analiz sertifikas1

#E AL F A 2GR ARG

Huangshi Shixing Pharihsiéntical Co., Ltd.

Add : No.73 East Jinsha Ekuudl!dgﬁgunsh:m Development Zone,Huangshi,Hubei,China.
Tel:  0086-714-3 iSdﬂQ Eax: ",OWG*?M 3184000

CERﬁMCATE OF ANALYSIS

| PRODUCT ' Dexket{)prnﬁéfrfl‘rome;xmo] j
| PRODUCT CODE 10001222 PACKAGING 25kg
I BATCH/LOT NO C05-201511007 QUANTITY Zbﬂkg

MANU DATE Nov. 06,2015 EXPIRY DATE Nov. 05,2017

| ANALYSISDATE * Now 11,2015 RETEST DATE Nov. 05,2017

| OTHER INFORMATION:  Email:sxpharma8@]63.com

STORAGE CONDITIONS: Preserve in tight containers, protected from light.

TEST SPECIFICATIONS RESULTS
Description | White crystalline pawder, having a biling odor. Conforms
Selubility 1 Freely soluble in water and in methano, insoluble in ethyl ether. Caonforms

{12 A orange precipitate develops. Conforms
|dentification : 2) A black color develops. Conforms

- EJ R ~ Conforms |

Spacnf“c rotalion | +56.0%+60.0° s
LA Absorpticn Laelﬁr:lem | 42%5-a50 430
} pH ;3_3 - 70 L . 6.3 ]
| Loss on drying NMT  0.5% _ 001% |
\ ResldUL orignition |\ NMT 0.1% L 0.07%
;_Hfﬂ.%i‘f,m*-:l%sﬂ,ﬁ, e L NMT AOppm < 10ppm
; Particle size o D 50)1 o Conforms
Tssay | 98sn%--101 O% 01 CmHzﬁNO;, (On the dried basis ) o _“9'_9_43_‘1’2_“___
N-octyl-D-Glucamine TLC: NMT  0.2% ND
| L-ketoprofer NMT 2.40% L 1.0% L

Any single impurity : NMT 0.1%. 0.05%
Lﬂalﬂjfjbsmmes Total impurities : NMT 1.0% .09% ]
;rl_?._qclcrial encotoxin | N ]__iFU/mu ) <4 EU/mg
; t1} Ethanol: NMT  0.5% (3000ppm) 0.02%
yfedualolvenls (2} Ethyl acetate: NMT 0.5% ¢ 5000ppm) 0.003% ;
IM o (1) Tm_a_l_ l;ac;—ewria count: NMT 10 cfurg <210 cfwmg_ ;
! Microbial Test {2)Total fungi count: NMT 16 cfug <I10cfuig |
- ] (J)‘jpecﬂ'ed microorganism :Absence of Escherichia coli (1g). ND o 4
CONCLUSION Conformed (o the requlremcnt of enlcrpnsu s standard, :
CANALMST/(DATE » “"'C'dﬁEELLER; DATE | APPRQVAL/DATE !
___sz?r-}fz_ég_ﬁ e aildh SUIN
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