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OZET

HPLC iLE ENOKSOLON-BENZOKAIN-KLORHEKSIDIN’IN AYRILMASI VE
TAYINI

Cumhur OKCELIK
Diizce Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii, Kimya Anabilim Dali
Yiiksek Lisans Tezi
Danisman: Dog. Dr. Umit ERGUN
Temmuz 2018, 59 sayfa

Antiseptik etkili klorheksidini, antienflamatuar etkili enoksolonu ve lokal etkili
benzokaini bir arada igeren ve bu igerigiyle agiz-bogaz bolgesindeki lokal irritasyonlara
bagl rahatsizliklar1 ortadan kaldirmaya yardimci olarak kullanilan Anzibel pastillerin
maliyet, is yiikii ve zaman ag¢isindan daha ekonomik olmasi nedeniyle miktar tayini
analizinin tek bir HPLC yontemi gelistirilerek, gerekli validasyon c¢aligmalar
tamamlanmistir. Analizlerde 25°C ‘de ACE 5 C18 4.6 x 150 mm, 5mm kolon,
250nm’de dalga boyunda 0.01 M KH:POs4 ‘in fosforik asit ile pH 3.0+ 0.05’e
ayarlanmig tampon ¢ozeltisi ve asetonitril kullanilmistir. Piklerin safliklar1 PDA cihazda
ac1 ve esik degerleri kontrol edilerek kanitlanmistir. Cihazda olusabilecek kiiciik captaki
kolon sicakligi degisimi, akis hizi degisimi ve gradient program degisikliklerinin
yontemi etkilemedigi glivenilirlik ¢alismasi ile kontrol edilmistir. Yapilan ¢aligmalarda
test ve standart ¢ozeltisinin 48 saat boyunca stabil oldugu gézlemlenmistir.

Anahtar sozciikler: Benzokain, Enoksolon, HLPC, Klorheksidin, Validasyon.
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ABSTRACT

DETERMINATION AND DETERMINATION OF ENOXOLON-BENZOKAIN-
CHLORHEXIIDINE BY HPLC

Cumhur OKCELIK
Diizce University
Graduate School of Natural and Applied Sciences, Department of Chemistry
Master’s Thesis
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Umit ERGUN
July 2018, 59 pages

Anzibel pastilles are used in the treatment of the diseases related to the local irritation in
oropharyngeal area with the antiseptic effect of a chlorhexidine, antiinflammatory effect
of an enoxolone and locally anesthetizing effect of benzocaine. Because of economic
reasons such as cost, workload and time, a new simultaneous HPLC method has been
developed for the quantitative analysis of anzibel pastilles and the validation studies
have been completed. Analysis were performed at 25°C by using ACE 5 C18 4.6 x 150
mm, 5 mm column, mobile phase consisted of a mixture of 0.01 M KH>PO4 / H3PO4
buffer (pH = 3.0+ 0.05) and acetonitrile and PDA dedector set at 250 nm. The purities
of the peaks were proved with the control of the angle and threshold values at PDA
dedector. Small changes at column temperature, rate flow and gradient programme did
not effect the method and this was controlled with the help of the reliability studies. Test
and standard solutions were observed to be stabil for 48 hours.

Keywords: Benzocaine, Chlorhexidine, Enoxolone, HPLC, Validation.



1. GIRIS

Klorheksidin, bakteri hiicre membraninin stabilizasyonunu bozar ve membrandan
penetre olur. Bakteri hiicre sitoplazmasiin presipite olmasina yol agar. Hiicrenin
oksijen kullanimini engelleyerek hiicrede ATP diizeylerini diisiiriir ve sonugta hiicre
membraninin islevini bozar. Gram-negatif bakterilerin dig membranlarini etkileyerek
periplazmik enzimlerin saliverilmesine neden olur. Bu bakterilerin i¢ membranlari
yirtilmaz, fakat kiiclik molekiilleri uptake etme yetenegi zayiflar. Klorheksidin diistik

konsantrasyonda bakteriostatik, yliksek konsantrasyonda ise bakterisid etki gosterir [1].

Klorheksidin'in ~ antibakteriyel — spektrumu  gram-pozitif = ve  gram-negatif
mikroorganizmalari, HIV dahil bazi viriisleri ve mantarlar1 kapsar, fakat sporlara karsi
sadece yiiksek sicaklikta sporisid etki gosterir. Klorheksidin nétr veya hafif asidik
pH’da daha etkilidir. Klorheksidin hidrokloriir suda ve propilen glikolde kismen

¢Oziiniir, alkolde ¢ok az ¢oziiniir [1].

Timo Pesonen ve arkadaslart 1994 yilinda klorhekzidin i¢in ters fazli bir HPLC sistemi
yapmiglardir. Bu c¢alismalarinda % 95.2°lik bir geri kazanim elde etmislerdir.

Calismalarinda gerekli validasyon ¢aligsmalarini sunmuslardir [2].

L. Havlikova ve arkadaglar1 2006 yilinda klorheksidin ve onun par¢alanma iiriinii olan
p-kloroanilinin es zamanli saptanmasi i¢in yeni bir hizli izokratik ters fazli HPLC
yontemi gelistirmislerdir. Bu c¢alismalarinda % 99.72°lik bir geri kazanim elde

etmiglerdir. Calismalarinda gerekli validasyon ¢alismalarin1 sunmuslardir [3].

Yvette Ha ve arkadaslar1 1995 yilinda stabilite gostergeli bir HPLC metodu
gelistirmislerdir ve stabilite gostergeli metot bakimindan gerekli ¢alismalarim

sunmuslardir [4].

Flavia Angelica Masquio Fiorentino ve arkadaglari 2010 yilinda klorhekzidinin
spektrometri, kromatografi, kolorimetrik, kat1 faz ekstraksiyonu ve kapiler elektroforez
gibi cesitli tekniklerle analiz yontemlerini karsilastirarak biyolojik sivilarda ve

formiilasyonlardaki klorhekzidin miktarlar tayini tartismistir [5].



Benzokain kisa etki siireli, Para-Amino Benzoik Asit (PABA) tiirevi, ester tipte bir lokal
anesteziktir. Beyaz renkli kristal yapili toz veya renksiz kristaller halinde bulunur.
Benzokain hiicre membraninda sinirsel uyarilarin olusum ve iletimini inhibe eder. Sinir
hiicresi zarim1 geri doniisiimlii olarak stabilize ederek sodyum iyonlarina yonelik
gecirgenligini azaltir. Boylece sinir hiicresi zarinin depolarizasyonu inhibe olur; bu da
sinir uyaranlarinin baslatilmasin1 ve iletilmesini gegici olarak bloke eder. Benzokain

suda ¢ok az ¢oziiniir, eter ve alkolde serbest¢e ¢oziiniir [1].

Paschoal ve arkadaslar1 2000 yilinda benzokain ve setilpiridinyumu bir arada analiz
ettikleri spektrofotometrik bir yontem gelistirmiglerdir. Bu yontemde 231 nm’de %
97.50 310 nm’de % 96.50 geri kazanim elde etmislerdir. Benzokain i¢in yapilan
lineerlik ¢alismalarinda korelasyon katsayis1 0.9999 olarak bulunmustur. Calismalarinda

gerekli validasyon ¢alismalarini sunmuslardir [6].

P’erez-Lozano ve arkadaglar1 2005 yilinda benzokain, propilparaben ve benzil alkoliin
tek bir yontemle analiz edildigi bir HPLC metodu gelistirmislerdir. Benzokain i¢in
yapilan lineerlik calismalarinda korelasyon katsayis1 0.9997 bulunmustur. Bu yontemde
99.64 + 1.63 geri kazanim elde edilmistir. Calismalarinda gerekli validasyon

caligsmalarin1 sunmuglardir [7].

Hanan A. Merey 2016 yilinda yapmis oldugu calismada farkli teknikler kullanarak
spektrofotometrik yontem ile benzokain i¢in yontem gelistirmistir. Tiim teknikler i¢in

geri kazanim calismalar1 yapmistir [8].

Hanan A. Merey ve arkadaslar1 2014 yilinda benzokain bozunma iirlinii varliginda
antipirin ve benzokain i¢in bir HPLC metodu ¢alismislardir. Bu ¢aligmada benzokain
icin % 99.77 geri kazanim elde edilmistir. Calismalarinda gerekli validasyon

calismalarin1 sunmuslardir [9].

Enoksolon glisiretinik asit beta-amirin tipi pentasiklik bir triterpenoit tiirevidir. Beyaz
veya beyazimst kristal tozdur. Enoksolon ekspektoran ve antitussif aktivite gosterir.
Glisiretinik asitin antienflamatuvar etkisi de bildirilmistir. Enoksolon etanolde ¢6ziiniir,

metilen kloriirde kismen ¢6ziiniir, suda pratik olarak ¢oziinmez.

Somayeh Esmaeili ve arkadaglar1 2006 yilinda enoksolon i¢in bir HPLC metodu
yapmiglardir. Benzokain i¢in yapilan lineerlik ¢aligmalarinda korelasyon katsayisi
0.9995 olarak bulunmustur. Caligmalarinda gerekli validasyon ¢alismalarini

sunmuslardir [10].



V.Andrisano ve arkadaglar1 1992 yilinda dis macunlarindaki enoksolon i¢in bir HPLC
yontemi gelistirmisglerdir. Farkli mobil fazlar ile elde ettikleri kromatogramlari

calismalarinda sunmuslardir [11].

Antiseptik etkili klorheksidini, antienflamatuar etkili enoksolonu ve lokal etkili
benzokaini bir arada iceren ve bu icerigiyle agiz-bogaz bdlgesindeki lokal irritasyonlara
bagli rahatsizliklar1 ortadan kaldirmaya yardimci olarak kullanilan Anzibel Pastillerin
maliyet, is yiikii ve zaman acisindan daha ekonomik olmasi nedeniyle tek bir yontemde

miktar tayini analizini yapilmas1 planlanmaktadir.

Tez c¢aligmast kapsaminda etkenlerin yapilarina uygun ortak bir HPLC ydntemi
gelistirilerek, yontemin gegerli oldugunu kanitlayacak gerekli validasyon c¢aligsmalari
tamamlanacaktir. Validasyon kapsaminda lineerlik, geri kazanim, enjeksiyon
tekrarlanabilirligi, gilivenilirlik, ara kesinlik ve ¢Ozelti stabilitesi parametreleri

calisilacaktir.

Litaratiirlerde 3 etkenin bir arada miktarlandirilmasini saglayacak bir ¢aligma yoktur.
Yapilan caligmalar ve analizler sonucunda {i¢ etken iceren anzibel pastillerin tek bir
HPLC yontemi ile miktar tayini analizleri gerceklestirilerek alternatif bir {iriin olarak

kullanilmas1 diisiiniilmektedir.
o HPLC (Yiiksek Basing S1vi Kromatogrami)

HPLC analitik ayirma teknikleri amact ile en yaygin kullanilan cihazdir. Yaygin
kullanilma sebepleri duyarliligi, kantitatif tayinlere kolaylikla uyarlanabilir olmasi,
ucucu olmayan veya sicaklikla kolayca bozunabilen bilesiklerin ayrilmasina
uygunlugudur. En O6nemlisi ise sanayinin bir¢ok bilim dalinin ve toplumun birinci
derecede ilgilendigi maddelere genis bir sekilde uygulanabilirligidir. Bu tip bilesiklere
ornek olarak amino asitler, proteinler, niikleik asitler, karbonhidratlar, ilaglar ve
pestisitler verilebilir. HPLC tinitesi: Degasser, pompa, autosampler, kolon ve dedektor
olmak tizere dort kisimdan olugmaktadir. Degasser; mobil fazlarda mevcut ¢oziinmiis

gazlarin giderilmesini saglar [12].

1970’lerden giintimiize, Yiiksek Performans Sivi Kromatografisi (HPLC) teknigi,
laboratuvarlarda organik maddeler i¢in ayirma, analiz ve saflastirmanin vazgegilmez
secenegi olmustur. HPLC kolonu neredeyse ¢oziinemeyen tiim karigimlar1 ayirabilir.

HPLC giinlimiizde genis ¢apli molekiil analiz ve saflastirmalarinda 6ncii teknik olarak
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tam yer edinmistir. HPLC 06zellikle de peptit ve proteinlerin karakterizasyonunda
merkezi teknik olmus ve biyolojik ve biyomedikal bilimlerde son on yildir ¢ok hizl

saglanan ilerlemede kritik roller iistlenmistir.

Modern kromatografi teknigini gelistiren Martin ve Synge 1941 yilinda, hareketli fazin
kolon boyunca yiiksek basingla itilmesi gerekliligini diistinmiiglerdir. Buradan hareketle

HPLC’ye bazen de yiiksek basing s1vi kromatografisi denilmektedir.
o Normal Faz Kromatografi

Sabit faz polar (Silikajel-Polimer ve {izerine baglanmis —CN, -NO2 veya NH2 dolgu

maddeleri)

Mobil faz non-polar yada diisiik polariteye sahip (Etil eter, Kloroform, Hekzan vb.

coziicliler ve karigimlari)

Diisiik polariteye sahip analit kolondan ilk ¢ikar. Benzer 6zelliklere sahip maddelerin
birbiri i¢inde dagilma 6zelligi yiiksek oldugu i¢in diisiik polariteye sahip analit mobil
fazda cok iyi ¢oziinlir ve kolondan ilk once ¢ikar. Ayrica yine ayni 6zellik sebebiyle

apolar analit polar sabit fazla az etkilestiginden dolay1 kolonda kisa siire tutunabilir.

Alikonma zamanini kisaltmak i¢in mobil fazin polaritesi azaltilir. Alikonma zamanini
arttirmak i¢in mobil fazin polaritesi artirilir. Diislik polariteye sahip mobil fazda

alikonma zamanlar1 uzun, polaritesi arttirilmis mobil fazda alikonma zamanlar1 kisadir.
o Ters Faz Kromatografi

Sabit faz apolar ( Silikajel-Polimer ve iizerine baglanmis C18, oktil veya fenil gruplari,
metil, etil ve -NH2 gruplu dolgu maddeleri) Mobilfaz polar (Metanol, Asetonitril,
Tetrahidrofuran gibi giiglii organik ¢oziiciilerin zayif c¢oziici olan sulu veya

tamponlanmis, pH ayar1 yapilmis karigimlari).

Yiiksek polariteye sahip analit kolondan ilk ¢ikar. Benzer 6zelliklere sahip maddelerin
birbiri i¢inde dagilma 6zelligi oldugu icin yiiksek polariteye sahip analit mobil fazda
cok iyi ¢oziinilir ve kolondan ilk once ¢ikar. Ayrica yine ayni 6zellik sebebiyle polar

analit apolar sabit fazla az etkilestiginden dolay1 kolonda kisa siire tutunabilir.

Alikonma zamanini kisaltmak i¢in mobil fazin polaritesi azaltilir. Alikonma zamanini
arttirmak icin mobil fazin polaritesi artirilir. Yiiksek polariteye sahip mobil fazda

alikonma zamanlar1 uzun, polaritesi azaltilmig mobil fazda alikonma zamanlar kisadir.



o lyon Degistirme (Ion Exchange) HPLC

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

konulmasiyla giderilebilir [13].

Sekil 1.1°de iyon degistirme kromatografisi sekil olarak anlatilmistir.

Positively Charged
Analyte [Cation]

Attracted to
Negative Surface

MNegatively Charged
Analyte [Anion]

Altracted to
Positive Surface

Sekil 1.1. Iyon degistirme kromatografisi.

o Chiral Ayirma

Fiziksel 6zellikleri ayni olan izomerlerin sabit fazla etkilesime girip izomer ¢ifti olan

diastereomere doniistiiriilerek 6zel chiral kolonlar kullanilarak yapilan bir tekniktir.



2. MATERYAL VE YONTEM

Sekil 2.1°de Etken maddelerin yapilar1 gosterilmistir.

. 2HCI

HN

Benzokain Enoksolon Klorheksidin

Sekil 2.1. Etken maddelerin acik yapilari.

Sekil 2.2. HPLC cihazlar1.

Kullandigimiz cihazlarin resimleri yukardadir. Calismalarimizda Waters €2695
numarali ayirma modiiliinii, Waters 2998 numarali Photodiode Array Dedector (PDA)
Waters 2489 UV/Visible dedektor kullanilmistir. Sekil 2.2°de Kullanilan cihazin resmi

sunulmustur.

Amacimizin maliyet, is yikii ve zamandan tasarruf etmek oldugunu diislinerek



yapacagimiz yontemin de siiresinin kisa olmasina calistigimizdan 150 cm’lik Kolon
kullanilarak  gerekli ayrimlart saglarsak daha kisa siirede tamamlanmasi
planlanmaktadir. Cesitli gradient programlar deneyerek 3 etken pikinin de istenilen RT
getirilerek saf bir sekilde istenilen absorbanslarda elde edilmesi planlanmistir. Sistem

uygunluk sartlari olarak her bir etken igin,

e Alikonma zamanm ve alanlarin Bagil standart sapmasi % 0.85’ten kiigiik
olmaldir.

o Simetri faktorii Klorhekzidin i¢in 0.8-1.8 arasinda, Benzokain ve Enoksolon i¢in
0.8-1.5 arasinda olmalidir.

e Teorik plaka sayis1 5000’den biiyiik olmalidir.

e Klorhekzidin ile Benzokain’in RT’ lerinin birbirine yakin olmasindan dolay1

arasindaki ayrigma 5’ten biiyiik olmalidir.

Seklinde ayarlanarak ilerde yonteme sorun olusturabilecek parametreler ortadan
kaldirilmistir.  Yontem istenilen seviyeye geldikten sonra gerekli validasyon
parametreleri calisilmistir. Bu kapsamda yapilan validasyon parametreleri ve her

parametrede istenilen sartlar kararlastirilmistir. Bu sartlar,
a) Secicilik parametresi i¢in;

Klorhekzidin, Benzokain, Enoksolon ve safsizliklarinin alikonma zamaninda baska bir

pike rastlanmamalidir.

Klorhekzidin, Benzokain, Enoksolon ve safsizliklar1 i¢in pik safligi agis1 pik safligi

esiginden kii¢iik olmalidir.
b) Dogruluk parametresi igin;

Cizelge 2.1°de Kabul edilebilir geri kazanim oranlar1 gosterilmistir.

Cizelge 2.1. Etkenlerin kabul edilebilir geri kazanim oranlari.

% Aktif icerik Kabul Edilebilir Geri Kazanim
% 100 % 98-102
> %10 % 98-102
> %1 % 97-103
> %0.1 % 95-105

Klorhekzidin HCI 1% 95 < Geri Kazanim <% 105



Benzokain 1% 95 < Geri Kazanim < % 105
Enoksolon 1% 95 < Geri Kazanim < % 105
¢) Kesinlik parametresi i¢in;

e Enjeksiyon Tekrarlanabilirligi: Bagil Standart Sapma 9%0.85’ten fazla

olmamalidir
e Ara Kesinlik:

A - Analiz 1 ve cihaz I’den elde edilen sonuc¢larin ve Analiz 2 ve cihaz II’ den elde
edilen sonuglarin kendi icindeki bagil standart sapma degeri % 2’den biiyiik

olmamalidir.
B - 12 analiz sonucunun bagil standart sapma degeri % 2’den biiyiik olmamalidir.
d) Dogrusallik parametresi i¢in;

Korelasyon katsayist ( r) minimum 0.995 ve 2 minimum 0.99 olmalidir. y-kesisim %

100 seviyesindeki analit i¢in elde edilen alanin % 2’sinden az olmalidir.
e) Glivenilirlik parametresi i¢in;
e (oOzelti stabilitesi: Baglangi¢c degerinden degisim % 2.0’den fazla olmamalidir.

e Kiiciik Degisiklikler: Simetri faktorii ve alandaki degisim Baslangic degerinin
% 2’den fazla olmamalidir.
2.1. ANALITIK YONTEM VALIDASYONU

2.1.1. Amag

Amac Anzibel Pastil analizlerinde kullanilan test yontemlerinin gegerli oldugunu

gostermektir.

2.1.2. Miktar Tayini Yontemi

e Yontem : HPLC

e Kolon : ACE 5 C18 4.6 x 150 mm, 5Smm (veya esdegeri)
e Akis Hiza : 1.5 ml/dk

e Dalga Boyu : 250 nm

e Enjeksiyon Hacmi :20 pl



e Kolon Sicaklig1 :25°C

e Numune Sicakligi :25°C
e Akis siiresi : 12 dakika
e Tampon ¢ozelti : 0.01 M Potasyum dihidrojen fosfat c¢ozeltisi

hazirlanir. Bu ¢ozeltinin pH’s1 % 85°lik fosforik asit ile 3.0 + 0.05’e ayarlanir.

Hareketli faz A : Tampon ¢ozelti
Hareketli faz B : Su : Asetonitril (10:90)
Seyreltme Cozeltisi : Su : Asetonitril (50:50)

o Gradient Program

Cizelge 2.2°de Gradient program sunulmustur.

Cizelge 2.2. Gradient program.

Zaman (dakika) Hareketli Faz A (%) Hareketli Faz B (%)
0 70 30
3 15 85
8 15 85
9 70 30
12 70 30

o Standart Cozeltisi

100 ml’lik balon jojeye 50 mg Klorhekzidin HCI, 40 mg Benzokain ve 30 mg
Enoksolon standardi tartilir. Bir miktar seyreltme ¢ozeltisi eklenip ultrasonik banyoda
10 dakika bekletilir. Tamamen ¢oziindiikten sonra hacmine seyreltme c¢ozeltisi ile
tamamlanir. Bu ¢ozeltiden 50 ml’lik balon jojeye 5.0 ml alinir ve hacmine seyreltme
cozeltisi ile tamamlanir. Bu ¢ozelti 2-3 ml ile doyurulmus 0.45 mm PTFE filtreden
stizliliir ve viallenir. (CKlorhekzidin HCl = 0.05 mg/ml CBenzokain = 0.04 mg/ml
CEnoksolon =0.03 mg/ml).

o Test Cozeltisi
20 adet pastil tartilir, ortalama pastil agirlig1 belirlenir. 5 adet pastile esdeger pastil tozu

500 ml’lik balon jojeye tartilir. Bir miktar seyreltme ¢ozeltisi ilave edilip ultrasonik

banyoda 15 dakika bekletilir. Tamamen ¢oziindiikten sonra hacmine seyreltme ¢ozeltisi



ile tamamlanir Bu ¢6zelti 2-3 ml ile doyurulmus 0.45 mm PTFE filtreden siiziiliir ve
viallenir. (CKlorhekzidin HCIl= 0.05 mg/ml CBenzokain= 0.04 mg/ml CEnoksolon=
0.03 mg/ml).

o Sistem Uygunluk Parametreleri

e Sistem uygunlugu standart ¢ézeltinin 6 ardisik enjeksiyonu ile kontrol edilir.

e Alikonma zamani ve alanlarin Bagil standart sapmast %0.85’ten kiiclik
olmalidir.

e Simetri faktorii Klorhekzidin i¢in 0.8-1.8 arasinda, Benzokain ve Enoksolon i¢in
0.8-1.5 arasinda olmalidir.

e Teorik plaka sayis1 5000’den biiyilik olmalidir.

e Klorhekzidin ve Benzokain arasindaki ayrisma 5’ten biiyiik olmalidir.

o Alikonma Zamani

Klorhekzidin : = 2.5 dakika
Benzokain :~ 3.2 dakika
Enoksolon 1~ 6.5 dakika

o (Cozelti Stabilitesi

Standart ve test ¢ozelti oda ve buzdolabi kosullarinda 48 saat stabildir.

o Islem

Yontemde belirtildigi gibi standart ¢ozelti ve test ¢ozeltileri hazirlanip enjekte edilir.
Sistem uygunluk parametreleri kontrol edilir. Kromatogramlar kaydedilir. Hesaplama
boliimiinde gosterilen formiil ile Klorhekzidin HCI, Benzokain ve Enoksolon miktarlar

hesaplanir.
o Hesaplama

Klorhekzidin HCI Igin:

/8 ><5><P><(100—Si)>< M,, x500

100x50x100 Wt 21

mg Klorhekzidin HCV/ pastil= % X
At : Test ¢ozeltisinden elde edilen Klorhekzidin alan1
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As
Wi
P
Si
My

Wi

: Standart ¢ozeltisinden elde edilen Klorhekzidin alan1
: Standart tartimi (mg)

: Standardin potensi

: Standardin su igerigi

: Ortalama pastil agirligl (mg)

: Numunenin agirlig1 (mg)

Benzokain I¢in:

mg Benzokain/ pastil= A X

At

As

Wt

/4 ><5><P><(100—Si)>< M, x500

100x50%x100 Wt

: Test ¢ozeltisinden elde edilen Benzokain alani

: Standart ¢ozeltisinden elde edilen Benzokain alani
: Standart tartimi (mg)

: Standardin potensi

: Standardin su igerigi

: Ortalama pastil agirligl (mg)

: Numunenin agirlig1 (mg)

Enoksolon I¢in:

mg Enoksolon / pastil= % X

At

As

w. ><5><P><(100—Si)>< M,, x500

100x 50100 Wt

s

: Test ¢ozeltisinden elde edilen Enoksolon alani

: Standart ¢ozeltisinden elde edilen Enoksolon alani
: Standart tartimi (mg)

: Standardin potensi

: Standardin su igerigi

: Ortalama pastil agirligl (mg)

11
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Wt: Numunenin agirligi (mg)

2.1.3. Reaktifler

Cizelge 2.3’te kullanilan reaktifler gosterilmektedir.

Cizelge 2.3. Gradient kullanilan reaktifler.

Reaktif ve Standartlar Firma Seri Numarasi Son Kullanma
Tarihi
Klorhekzidin HCI EP 2.0 -
Benzokain EP 1.0 -
Enoksolon EP 1.0 -
Asetonitril JT Baker 1403711002 03/2016
Fosforik Asit Merck K43584173 229 06/2017
KH,PO4 Merck AMO0453073 342 08/2017
18 a~glycyrrhetinic acid Sigma-Aldrich SLBD9388V 10/2016

2.1.4. Miktar Tayini Testi Validasyon Parametreleri
a) Spesifiklik
b) Dogruluk
c) Kesinlik
Ara Kesinlik
Tekrarlanabilirlik
d) Dogrusallik ve Calisma Aralig

e) Giivenilirlik

2.1.5. Miktar Tayini Yontem Validasyonu
2.1.5.1. Spesifiklik

Spesifiklik var olmas1 beklenen diger bilesenlerin varliginda analitin acgik bir sekilde
belirlenmesi yetenegidir. Genellikle bu bir analitin safsizliklarin1 kapsar, 6rnegin ilgili

bilesikler testi, agir metaller, artik ¢oziiciiler igerigi vs.

o Prosedir

e Hareketli faz-A enjekte edilir.
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e Hareketli faz-B enjekte edilir.

e Seyreltme ¢ozeltisi enjekte edilir.

e Plasebo cozeltisi enjekte edilir.

o Test ¢cozeltisi enjekte edilir.

e Standart + plasebo ¢ozeltisi enjekte edilir.

e Standart + plasebo + safsizliklar ¢zeltisi enjekte edilir.
e Standart ¢ozeltisi enjekte edilir.

e 18 a-glycyrrhetinic acid ¢ozeltisi enjekte edilir.

e Sistem uygunluk ¢ozeltisi enjekte edilir.

Plasebo ¢ozeltisi, sistem uygunlugu ve diger ¢ozeltiler miktar tayini kosullarinda

hazirlanir. Cozeltiler siiziiliip enjekte edilir.

o Kuiter

Klorhekzidin, Benzokain, Enoksolon ve safsizliklarinin alikonma zamaninda bagka bir

pike rastlanmamalidir.

Klorhekzidin, Benzokain, Enoksolon ve safsizliklar1 i¢in pik saflig1 agis1 pik safligi

esiginden kii¢iik olmalidir.

o Plasebo Cozeltisinin Hazirlanisi

500 ml’lik balon jojeye formulasyon birimine hazirlattirilan plasebodan 5 pastile
esdeger plasebo tartilir. Bir miktar seyreltme ¢ozeltisi ilave edilip ultrasonik banyoda 15
dakika bekletilir. Tamamen c¢oziindiikten sonra hacmine seyreltme c¢ozeltisi ile
tamamlanir. Bu ¢ozelti 2-3 ml ile doyurulmus 0.45 mm PTFE filtreden siiziiliir ve

viallenir.

o Test Cozeltisinin Hazirlanisi

20 adet pastil tartilir, ortalama pastil agirhigi belirlenir. 5 adet pastile esdeger pastil tozu
500 ml’lik balon jojeye tartilir. Bir miktar seyreltme ¢ozeltisi ilave edilip ultrasonik
banyoda 15 dakika bekletilir. Tamamen ¢6ziindiikten sonra hacmine seyreltme ¢ozeltisi
ile tamamlanir Bu ¢6zelti 2-3 ml ile doyurulmus 0.45 mm PTFE filtreden siiziiliir ve

viallenir.
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o Standart + Plasebo Cozeltisinin Hazirlanisi

500 ml’lik balon jojeye formulasyon birimine hazirlattirilan plasebodan 5 pastile
esdeger plasebo ile 25 mg Klorhekzidin HCI, 20 mg Benzokain ve 15 mg Enoksolon
standardi tartilir. Bir miktar seyreltme ¢o6zeltisi ilave edilip ultrasonik banyoda 15
dakika bekletilir. Tamamen ¢oziindiikten sonra hacmine seyreltme ¢ozeltisi ile
tamamlanir. Bu ¢ozelti 2-3 ml ile doyurulmus 0.45 mm PTFE filtreden siiziiliir ve

viallenir.

o Standart + Plasebo+ Safsizliklar C6zeltisinin Hazirlanisi

10 ml’lik balon jojeye 2.1 mg 18 a-glycyrrhetinic acid safsizligi tartilir, bir miktar
seyreltme c¢ozeltisi ilave edilip ultrasonik banyoda 5 dakika bekletilir. Tamamen
¢cOziindiikten sonra hacmine seyreltme ¢ozeltisi ile tamamlanir. Bu ¢ozeltinin 1.0 ml’si

10 ml’ye seyreltme ¢ozeltisi ile seyreltilir (stok 18 a-glycyrrhetinic acid).

500 ml’lik balon jojeye formulasyon birimine hazirlattirilan plasebodan 5 pastile
esdeger plasebo ile 25 mg Klorhekzidin HCI, 20 mg Benzokain ve 15 mg Enoksolon
standardi tartilir. Bir miktar seyreltme ¢o6zeltisi ilave edilip ultrasonik banyoda 15
dakika bekletilir. Oda sicakligina sogutulduktan sonra bu ¢dzeltinin {izerine 5.0 ml
stok 18 a-glycyrrhetinic acid ¢ozeltisinden alinir ve hacmine seyreltme ¢ozeltisi ile
tamamlanir ve calkalanir. Bu ¢ozelti 2-3 ml ile doyurulmus 0.45 mm PTFE filtreden

suzulir ve viallenir.

o Standart Cozeltisinin Hazirlanisi

100 ml’lik balon jojeye 50 mg Klorhekzidin HCl , 40 mg Benzokain ve 30 mg
Enoksolon standardi tartilir. Bir miktar seyreltme ¢ozeltisi eklenip ultrasonik banyoda
10 dakika bekletilir. Tamamen ¢oziindiikten sonra hacmine seyreltme c¢ozeltisi ile
tamamlanir. Bu ¢6zeltiden 50 ml’lik balon jojeye 5.0 ml alinir ve hacmine seyreltme
coOzeltisi ile tamamlanir. Bu ¢ozelti 2-3 ml ile doyurulmus 0.45 mm PTFE filtreden

stizuliir ve viallenir.

o 18 a-glycyrrhetinic acid Cozeltisinin Hazirlanist

10 ml’lik balon jojeye 2.1 mg 18 a-glycyrrhetinic acid safsizligi tartilir, bir miktar
seyreltme c¢ozeltisi ilave edilip ultrasonik banyoda 5 dakika bekletilir. Tamamen

¢oziindiikten sonra hacmine seyreltme ¢ozeltisi ile tamamlanir. Bu ¢6zeltinin 1 ml’si 10
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ml’ye seyreltme c¢ozeltisi ile seyreltilir. Bu ¢ozeltinin 1 ml’si 100 ml’ye seyreltme
cozeltisi ile seyreltilir. Bu ¢ozelti 2-3 ml ile doyurulmus 0.45 mm PTFE filtreden

suzulir ve viallenir.

o Sistem Uygunluk Cozeltisinin Hazirlanis

100 ml’lik balon jojeye 50 mg Klorhekzidin HCl , 40 mg Benzokain ve 30 mg
Enoksolon standardi tartilir. Bir miktar seyreltme ¢ozeltisi eklenip ultrasonik banyoda
10 dakika bekletilir. Tamamen ¢oziindiikten sonra hacmine seyreltme c¢ozeltisi ile
tamamlanir. Bu ¢6zeltiden 50 ml’lik balon jojeye 5.0 ml alinir ve hacmine seyreltme
cozeltisi ile tamamlanir. Bu ¢ozelti 2-3 ml ile doyurulmus 0.45 mm PTFE filtreden

suzilir ve viallenir.
2.1.5.2. Dogruluk

Plasebo ile tartilarak Klorhekzidin HCI, Benzokain ve Enoksolon’un % 80, % 100 ve %

120 konsantrasyonlarinda 9 adet ¢dzelti hazirlanir. Miktar tayini testindeki gibi caligilir.
Numunelerin hazirlanislari su sekildedir:

o % 80 Konsantrasyonunda Numune Cozeltisinin Hazirlanisi

500 ml’lik balon jojeye formulasyon birimine hazirlattirilan plasebodan 5 pastile
esdeger plasebo ile 20 mg Klorhekzidin HCI, 16 mg Benzokain ve 12 mg Enoksolon
standard1 tartilir. Bir miktar seyreltme ¢ozeltisi ilave edilip ultrasonik banyoda 15
dakika bekletilir. Tamamen c¢oziindiikten sonra hacmine seyreltme c¢ozeltisi ile
tamamlanir. Bu ¢ozelti 2-3 ml ile doyurulmus 0.45 mm PTFE filtreden siiziiliir ve
viallenir.  (CKlorhekzidin HCl =0.040 mg/ml, CBenzokain=0.032 mg/ml,
CEnoksolon=0.024 mg/ml).

o % 100 Konsantrasyonunda Numune Cozeltisinin Hazirlanisi

500 ml’lik balon jojeye formulasyon birimine hazirlattirilan plasebodan 5 pastile
esdeger plasebo ile 25 mg Klorhekzidin HCI, 20 mg Benzokain ve 15 mg Enoksolon
standard1 tartilir. Bir miktar seyreltme c¢ozeltisi ilave edilip ultrasonik banyoda 15
dakika bekletilir. Tamamen ¢oziindiikten sonra hacmine seyreltme ¢ozeltisi ile
tamamlanir. Bu ¢ozelti 2-3 ml ile doyurulmus 0.45 mm PTFE filtreden siiziiliir ve
viallenir ~ (CKlorhekzidin  HCI =0.050 mg/ml, CBenzokain=0.040 mg/ml,
CEnoksolon=0.030 mg/ml).
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o % 120 Konsantrasyonunda Numune C6zeltisinin Hazirlanist

500 ml’lik balon jojeye formulasyon birimine hazirlattirilan plasebodan 5 pastile

esdeger plasebo ile 30 mg Klorhekzidin HCI, 24 mg Benzokain ve 18 mg Enoksolon

standardi tartilir. Bir miktar seyreltme ¢ozeltisi ilave edilip ultrasonik banyoda 15

dakika bekletilir. Tamamen ¢oziindiikten sonra hacmine seyreltme ¢ozeltisi ile

tamamlanir. Bu ¢ozelti 2-3 ml ile doyurulmus 0.45 mm PTFE filtreden siiziiliir ve

viallenir  (CKlorhekzidin HClI =0.060 mg/ml,

CEnoksolon=0.036 mg/ml).

Kriter:

Cizelge 2.4’te etkenlerin kabul edilebilir geri kazanim degerleri gosterilmektedir.

Cizelge 2.4. Etkenlerin kabul edilebilir geri kazanim degerleri.

CBenzokain=0.048

% Aktif icerik Kabul Edilebilir Geri Kazanim
% 100 % 98-102
> %10 % 98-102
> %l % 97-103
> %0.1 % 95-105

Klorhekzidin HCI 1% 95 < Geri Kazanim <% 105

Benzokain 1% 95 < Geri Kazanim <% 105

Enoksolon 1% 95 < Geri Kazanim <% 105

Bulunan konsantrasyon

% Geri kazanim =
Bulunan konsantrasyon

2.1.5.3. Keskinlik

100

mg/ml,

(2.4)

Bir analitik yontemin kesinligi homojen numunenin tekrarlanan analizlerinden elde

edilen sonuglarinin dagilma miktaridir.

1. Cihaz Kesinligi ya da Enjeksiyon Tekrarlanabilirligi

Test, standart ¢ozeltisinin 6 ardisik enjeksiyon ile yapilir.

Kriter: Bagil Standart Sapma % 0.85’ten fazla olmamalidir.
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2. Ara Kesinlik

Ara kesinlik laboratuvar i¢indeki degisikliklerin; farkli giinlerde, farkli analistler, farkl

cihazlar vs. kesinligini ifade eder.

Ara kesinlik parametresi bitmis iiriinden elde edilen sonuglarla hesaplanir. Or: Basilan
tabletler havanda toz edilir, yontemde belirtildigi gibi numune hazirlanir. Boylece

yontemin ¢alisilabilirligi iiriin bazinda tespit edilmis olur.

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

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

Biitlin sonuglar kiyaslanip bagil standart sapma hesaplanir.

Kriter:

1- Analiz 1 ve cihaz I’ den elde edilen sonuglarin ve Analiz 2 ve cihaz II’ den elde
edilen sonuglarin kendi icindeki bagil standart sapma degeri % 2’den biiyiik

olmamalidir.
2- 12 analiz sonucunun bagil standart sapma degeri % 2’den biiyiik olmamalidir.
2.1.5.4. Dogrusallik ve Calisma Aralig

Dogrusallik ¢alismasi bir konsantrasyon araligindaki numune c¢ozeltilerindeki analit

cevabinin konsantrasyonla dogru orantili oldugunun gosterilmesidir.

Asagidaki Cizelgeda belirtilen konsantrasyon araliginda standart ¢ozeltiler hazirlanir.

Egim, kesisim, korelasyon katsayisi elde edilir.
Kriter:

Korelasyon katsayist ( ) minimum 0.995 ve 2 minimum 0.99 olmalidir. y-kesisim %

100 seviyesindeki analit i¢in elde edilen alanin % 2’sinden az olmalidir.
2.1.5.5. Giivenilirlik

Bir analitik prosediiriin giivenilirligi, analitik prosediiriin kii¢iik fakat dikkatli yontem
parametreleri degistirildiginde etkilenmeden kalma kapasitesinin bir 6l¢iisiidiir. Ayrica

normal kullanimda kararliligin1 gosterir.

1. Cozelti Stabilitesi
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Yontemde belirtildigi gibi standart ve test ¢ozeltisi hazirlanir. Bu ¢ozeltilerden;
baslangigta, 6 saat sonra, 24 saat sonra ve 48 saat sonra enjeksiyonlar yapilip, analiz
edilir. Cozeltiler bu siire zarfinda oda ve buzdolabi sicakliginda korunur. Sonuglar

baslangi¢ degeri ile kiyaslanir ve % degisim hesaplanir.

(Dt—Di)

%Degisim = 100 (2.5)

Dt : Herhangi bir t aninda bulunan deger

Di : Baslangigta bulunan deger

Kiriter: Baslangi¢ degerinden degisim % 2.0’den fazla olmamalidir.
2. Kiigiik Degisiklikler

Bu boliimde metoda 6zel parametrelerden 3 tanesi secilir. Klorhekzidin, Benzokain ve
Enoksolon alan ve simetri faktorii i¢in segilen parametrelerin etkisi % degisim olarak

hesaplanur.
A) Farkli Gradient Program

Yontemde belirtildigi gibi standart c¢ozeltisi hazirlanir. Bu ¢0zeltiden ydntemde
belirtilen gradient program ile ve gradient program-1 ve gradient program-2‘e
degistirildikten sonra enjeksiyonlar yapilir. Sonuclar baslangi¢ degeri ile kiyaslanir ve

% degisim hesaplanir. Cizelge 2.5’te Gradient program—1 gosterilmistir.

Cizelge 2.5. Gradient program 1.

Zaman Hareketli Faz A Hareketli Faz B
(dakika) (%) (%)

0 72 28

3 16 84

8 16 84

9 72 28

12 72 28

Cizelge 2.6’da Gradient program — 2 gdsterilmistir.
Cizelge 2.6. Gradient program 2.
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Zaman Hareketli Faz A Hareketli Faz B
(dakika) (%) (%)

0 68 32

3 14 86

8 14 86

9 68 32

12 68 32

Kiriter: Baslangi¢ degerinden degisim % 2’den fazla olmamalidir.

B) Farkli Akis Hiz1

Yontemde belirtildigi gibi standart c¢ozeltisi hazirlanir. Bu ¢ozeltiden ydntemde
belirtilen akis hizi ile ve akig hiz1 1.51 ml/dk ve 1.49 ml/dk’ye degistirildikten sonra

enjeksiyonlar yapilir. Sonuglar baslangi¢ degeri ile kiyaslanir ve % degisim hesaplanir.

Kriter: Baslangi¢ degerinden degisim % 2’den fazla olmamalidir.

C) Farkli Kolon Sicakligi

Yontemde belirtildigi gibi standart ¢o6zeltisi hazirlanir. Bu ¢ozeltiden yontemde

belirtilen kolon sicakligi ile ve T=27 °C ve T=23 °C kolon sicakliklari ile enjeksiyonlar

yapilir. Sonuglar baslangi¢ degeri ile kiyaslanir ve % degisim hesaplanir.

Kriter: Baslangi¢ degerinden degisim % 2’den fazla olmamalidir.
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3. BULGULAR VE TARTISMA

Yapilan caligmalar sonucu 12 dakikalik enjeksiyon siiresinde 3 etkeninde ¢ikartildig: bir

HPLC yontemi yapilmis ve valide edilebilmistir.

3.1. SPESIFIKLIK
Sonug: Klorheksidin, Benzokain, Enoksolon ve safsizliklarinin alikonma zamaninda
bagka bir pike rastlanmamustir.

Klorheksidin, Benzokain, Enoksolon ve safsizliklar1 i¢in pik saflig1 agis1 pik safligi

esiginden kiigiiktiir.

Cizelge 3.1°de ¢ozeltilerin HPLC kromatogram degerleri gosterilmistir.

Cizelge 3.1. Cozeltilerin HPLC kromatogram degerleri.

. Alikonma Bagil Pik safhig1 | Pik safhg:
Bilesenler alikonma e.
Zamani acisl1 esigi
zamani
Hareketli Faz — A - - - -
Hareketli Faz — B - - - -
Seyreltme Cozeltisi - - - -
Plasebo - - - -
Klorhekzidin 2.498 1.00 0.476 0.609
Test Cozeltisi | Benzokain 3.267 1.31 0.089 0.368
Enoksolon 6.486 2.60 0.580 0.987
Standart + Klorhekzidin 2.507 1.00 0.507 0.622
Plasebo Benzokain 3.272 1.31 0.243 0.453
Enoksolon 6.490 2.59 0.163 0.312
Standart + Klorhekzidin 2.507 1.00 0.501 0.612
Plasebo + Benzokain 3.272 1.31 0.250 0.462
Safsizhiklar Enoksolon 6.488 2.59 0.161 0.313
Klorhekzidin 2.497 1.00 0.493 0.541
Standart Benzokain 3.263 1.31 0.243 0.425
Enoksolon 6.477 2.59 0.167 0.329
18 a-glycyrrhetinic acid - - - -
Sistem Klorhek;idin 2.497 1.00
Uygunluk Benzokain 3.263 1.31
Enoksolon 6.477 2.59
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Sekil 3.1. Hareketli faz-A kromatograma.

Sekil 3.1’de Hareketli faz-A kromatografi gosterilmektedir.
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Sekil 3.2. Hareketli faz-B kromatograma.

Sekil 3.2’de Hareketli faz-B kromatografi gosterilmektedir.
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Sekil 3.3. Seyreltme ¢6zeltisi kromatograma.

Sekil 3.3’te Seyreltme ¢ozeltisi kromatografi gosterilmektedir.
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Sekil 3.4. Plasebo ¢ozeltisi kromatogrami.

Sekil 3.4’te Plasebo kromatografi gosterilmektedir.
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Minutes
Pik Ad1 | Pik Siiresi| Alan Saflik Saflik
Acisli Esigi
1 Klorhekzidin 2.498 1945929 0.476 0.609
Benzokain 3.267 446471 0.089 0.368
3 Enoksolon 6.486 592612 0.58 0.987

Sekil 3.5. Test cozeltisi kromatogrami.

Sekil 3.5’te gosterilen test c¢ozeltisi kromatografi i¢in kullanilan degerler,
CKlorhekzidin  HCI=0.05 mg/ml, CBenzokain=0.04 mg/ml CEnoksolon=0.03

mg/ml’dir.
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Sekil 3.6. Test ¢cozeltisi pik safligi kromatograma.
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Sekil 3.6°da test ¢ozeltisi pik safligi gosterilmektedir.
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Minutes
Pik Adi | Pik Siiresi| Alan Saf Saflik
Acis1 Esigi
1 Klorhekzidin 2.507 2076975 0.507 0.622
Benzokain 3.272 513737 0.243 0.453
3 Enoksolon 6.490 603689 0.163 0.312

Sekil 3.7. Standart + plasebo ¢ozeltisi kromatogram.

12.00

Sekil 3.7°de gosterilen standart+plasebo ¢ozeltisi kromatografi i¢in kullanilan degerler;

CKlorhekzidin HC=0.05 mg/ml, CBenzokain =0.04 mg/ml CEnoksolon =0.03

mg/ml’dir.
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Sekil 3.8. Standart + plasebo ¢ozeltisi pik safligi kromatograma.
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Sekil 3.8’de Standart + plasebo ¢ozeltisi pik saflig1 gosterilmektedir.
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Pik Adi | Pik Siiresi| Alan f:‘g;'l‘ %‘;};‘l‘

1 |Klorhekzidin| 2.507 [2072251] 0.501 0.612
Benzokain | 3.272 | 518703 | 0.250 0.462

3 Enoksolon | 6488 | 619403 | 0.161 0.313

Sekil 3.9. Standart + plasebo + safsizliklar ¢ozeltisi kromatogram.

Sekil 3.9°da gosterilen standart+plasebo+safsizliklar ¢ozeltisi kromatografi igin
kullanilan degerler; CKlorhekzidin HCl = 0.05 mg/ml, CBenzokain=0.04 mg/ml,
CEnoksolon=0.03 mg/ml, C18 a-glycyrrhetinic acid= 0.00021 mg/ml’dir.
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Sekil 3.10. Standart + plasebo + safsizliklar ¢ozeltisi pik safligi kromatogram.
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Sekil 3.10°da Standart + plasebo +safsizliklar ¢ozeltisi pik saflig1 gosterilmektedir.
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Pik Adi | Pik Siiresi| Alan iag;'l‘ SE*‘;:;‘

1 |Klorhekzidin| 2.597 |[2030141| 0.493 0.541
Benzokain 3.272 510204 0.243 0.425

3 Enoksolon | 6.488 | 591465 | 0.167 0.329

Sekil 3.11. Standart + plasebo + safsizliklar ¢cozeltisi pik saflig1 kromatogram.

Sekil 3.11°de gosterilen standart+plasebo ¢ozeltisi kromatografi i¢in kullanilan degerler;
CKlorhekzidin  HCI=0.05 mg/ml, CBenzokain=0.04 mg/ml, CEnoksolon=0.03
mg/ml’dir.
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Sekil 3.12. Standart ¢6zeltisi pik safligi kromatograma.
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Sekil 3.12°de Standart ¢ozeltisi pik saflig1 gosterilmektedir.
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Sekil 3.13. 18 a-glycyrrhetinic acid ¢ozeltisi pik safligi kromatogrami.
Sekil 3.13’te a-glycyrrhetinic acid ¢ozeltisi pik safligr gosterilmektedir.
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. Pik Safhik | Simetri Plaka Ayirma
PikAdL | Giipesi | Alan | SafikAgst) posi | Faktorii | sayist Giicii
1 | Klorhekzidin | 2.497 |2030141 0.493 0.541 1.41036 |2.81e+004
2| Benzokain 3.263 510204 0.243 0.425 1.15366 | 4.67¢+004 | 1.28e+001
3| Enoksolon 6.477 | 591465 0.167 0.329 1.01879 |3.08¢+004 | 3.11e+001

Sekil 3.14. Sistem uygunluk ¢6zeltisi kromatogrami.

Sekil 3.14’te gosterilen sistem uygunluk ¢ozeltisi kromatografi i¢in kullanilan degerler;

CKlorhekzidin  HCI=0.05 mg/ml,

mg/ml’dir.

Sekil 3.15°te Sistem uygunluk ¢6zeltisi pik saflifi gosterilmektedir.
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CBenzokain=0.04 mg/ml,

CEnoks

olon=0.03
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Sekil 3.15. Sistem uygunluk ¢ozeltisi pik saflig1 kromatogramau.
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3.2. DOGRULUK

o Sonug

Miktar tayini yontemi i¢in dogruluk kriteri gegerlidir. Bu yontem i¢in dogruluk kriteri
belirlenmistir. Bu sonuca gore, % 80, % 100 ve % 120 geri kazanim yeterlidir.
Ortalama geri kazanim degeri Klorheksidin HCI i¢in % 98.79, Benzokain i¢in % 99.75
ve Enoksolon i¢in % 100.08°dir. Bu degerler sinirlar i¢inde oldugu i¢in Anzibel Pastil

Miktar Tayini yontemi dogruluk parametresine gére uygundur.

Cizelge 3.2’de Klorhekzidin HCI ¢6zeltisinin konsantrasyon ve geri kazanim degerleri

gosterilmektedir.

Cizelge 3.2. Klorhekzidin HCI ¢6zeltisinin konsantrasyon ve geri kazanim.

Hazirlanan Bulunan
Klorhekzidin HCI1 Konsantrasyon Konsantrasyon Geri Iiazanlm
(mg/ml) (mg/ml) 7
0.0403 0.0398 98.76
% 80 0.0407 0.0400 98.28
0.0415 0.0409 98.55
0.0543 0.0534 98.34
% 100 0.0502 0.0497 99.00
0.0501 0.0496 99.00
0.0609 0.0603 99.01
% 120 0.0599 0.0592 98.83
0.0599 0.0595 99.33
Ortalama % Geri Kazanim : 98.79
Geri Kazanim %’1in 95% Giiven Araligi Sinirlari : | 98.526-99.057

Cizelge 3.3’te Benzokain ¢d6zeltisinin konsantrasyon ve geri kazanim degerleri

gosterilmektedir.
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Cizelge 3.3. Benzokain ¢6zeltisinin konsantrasyon ve geri kazanim degerleri.

Hazirlanan Bulunan
Benzokain Konsantrasyon Konsantrasyon Geri Iiazamm
(mg/ml) (mg/ml) &
0.0334 0.0333 99.70
% 80 0.0322 0.0321 99.69
0.0324 0.0322 99.38
0.0397 0.0396 99.75
% 100 0.0401 0.0398 99.25
0.0403 0.0402 99.75
0.0483 0.0482 99.79
% 120 0.0481 0.0482 100.21
0.0481 0.0482 100.21
Ortalama % Geri Kazanim : 99.75
Geri Kazanim %’m 95% Giiven Araligi Smirlari : | 99.504-99.993

Cizelge 3.4’te Enoksolon ¢ozeltisinin konsantrasyon ve geri kazanim degerleri

gosterilmektedir.

Cizelge 3.4. Enoksolon ¢6zeltisinin konsantrasyon ve geri kazanim degerleri.

Hazirlanan Bulunan Geri Kazamm
Enoksolon konsantrasyon konsantrasyon o
(mg/ml) (mg/ml) ¢
0.0238 0.0239 100.42
% 80 0.0238 0.0236 99.16
0.0238 0.0240 100.84
0.0306 0.0304 99.35
% 100 0.0302 0.0301 99.67
0.0305 0.0308 100.98
0.0362 0.0361 99.72
% 120 0.0372 0.0373 100.27
0.0372 0.0373 100.27
Ortalama % Geri Kazanim : | 100.08
Geri Kazanim %’1n % 95 Giiven Aralig1 Sinirlari : | 99.585-100.566
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Sekil 3.16’da gosterilen dogruluk kromatografi i¢in kullanilan degerler, CKlorhekzidin
HCI =0.040 mg/ml, CBenzokain =0.032 mg/ml, CEnoksolon =0.024 mg/ml’dir.

1.207
1.001
0.8 o
] % 5
2 050 - p
0.40H : 3 2
] : N o
] @ )
0.20- @ g
5 5 | ;
0.00] ra—a A
D.[.'IDI o I1.I[JDI o I2.ID[.'II o I3.E:IDI o I4.I[JOI o I5.IDCII o IE.ID[JI o IT.bDI o I&!.::JCII o IQ.IDOI o 50!06 o ‘Il1?[]CIJ o %Z.DD
Minutes
Pik Adx Pik Siiresi Alan
Klorhekzidin 2.506 1658756
2 Benzokain 3.272 428151
3 Enoksolon 6.492 478222

Sekil 3.16. Dogruluk kromatogrami (% 80).

Sekil 3.17°de gosterilen dogruluk kromatogrami (%100). i¢in kullanilan degerler;

CKlorhekzidin HCI =0.050 mg/ml, CBenzokain=0.040 mg/ml, CEnoksolon=0.030
mg/ml’dir.

1.2[}_
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0.4+ § é’
: L3 E
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O.JDI I I1.I[JOI o I2.IDDI o I3.IOD o I4.}]0I o I5.IDCII o Il3.=J[JI o IT.TIJIDI o IEa.l[.'lOI o IQ.IDOI o ;0!06 o ‘II1![]CI) o ‘I12.DD
Minutes
Pik Adr Pik Siiresi Alan
1 | Klorhekzidin 2.510 2075342
2 Benzokain 3.274 513309
3 Enoksolon 6.493 603130

Sekil 3.17. Dogruluk kromatogrami (% 100).
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Sekil 3.18’de gosterilen dogruluk kromatogrami (% 120) i¢in kullanilan degerler,

CKlorhekzidin HCI=0.060 mg/ml, CBenzokain=0.048 mg/ml,

CEnoksolon=0.036

mg/ml’dir.
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Minutes
Pik Ad1 Pik Siiresi Alan
1 | Klorhekzidin 2.503 2517674
2 Benzokain 3.271 620425
3 Enoksolon 6.488 722775

Sekil 3.18. Dogruluk kromatogrami (% 120).

3.3. KESINLIK

3.3.1. Cihaz Kesinligi ya da Enjeksiyon Tekrarlanabilirligi

o Sonug

Bagil Standart Sapma % 0.85’ten fazla degildir. Y6ntem uygundur.

Cizelge 3.5’te

gosterilmektedir.

Klorhekzidin HCI

standart  ¢oOzeltisi

kromatogram degerleri

Cizelge 3.5. Klorhekzidin HCI standart ¢6zeltisi kromatogram degerleri.

Enjeksiyon Sayisi Alikkonma Zamanm Alan
1 2.500 2029098
2 2.500 2029945
3 2.497 2029779
4 2.496 2030115
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Cizelge 3.5. (devam). Klorhekzidin HCI standart ¢ozeltisi kromatogram degerleri.

5 2.513 2028886

6 2.496 2019749

Ortalama 2.500 2027929
Standart Sapma 0.006 4036
Bagil Standart Sapma 0.259 0.199

%95 Giiven Arahigi
2.494-2.507 2023693-2032165
Sinirlar

Cizelge 3.6’da Benzokain standart ¢ozeltisi kromatogram degerleri gosterilmektedir.

Cizelge 3.6. Benzokain standart ¢ozeltisi kromatogram degerleri.

Enjeksiyon Sayisi Allkonma Zamam Alan
1 3.265 509161
2 3.265 509309
3 3.265 509579
4 3.262 509921
5 3.276 509677
6 3.266 507574
Ortalama 3.267 509204
Standart Sapma 0.005 842
Bagl Standart Sapma 0.148 0.165
%95 Giiven Arahgi
Sumrlar 3.261-3.272 508319-510088

Cizelge 3.7°de Benzokain standart ¢ozeltisi kromatogram degerleri gosterilmektedir.

Cizelge 3.7. Enoksolon standart ¢ozeltisi kromatogram degerleri.

Enjeksiyon Sayisi Allkonma Zamam Alan
1 6.480 590518
2 6.480 591540
3 6.478 590881
4 6.476 590188
5 6.492 590378
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Cizelge 3.7. (devam). Enoksolon standart ¢ozeltisi kromatogram degerleri.

6 6.481 588578
Ortalama 6.481 590347
Standart Sapma 0.006 989
Bagil Standart Sapma 0.086 0.168
%95 Giiven Arahgi
6.475-6.487 589309-591385
Sinirlan

Cizelge 3.8’de Klorhekzidin HCI test ¢ozeltisi kromatogram degerleri gosterilmektedir.

Cizelge 3.8. Klorhekzidin HCI test ¢ozeltisi kromatogram degerleri.

Enjeksiyon Sayisi Allkonma Zamam Alan

1 2.500 1960426

2 2.501 1959821

3 2.500 1960058

4 2.504 1962887

5 2.505 1966325

6 2.502 1966150

Ortalama 2.502 1962611
Standart Sapma 0.002 3016
Bagl Standart Sapma 0.084 0.154

%95 Giiven Arahgi
Sumrlar 2.500-2.504 1959446-1965776

Cizelge 3.9°da Benzokain test ¢cozeltisi kromatogram degerleri gosterilmektedir.

Cizelge 3.9. Benzokain test ¢ozeltisi kromatogram degerleri.

Enjeksiyon Sayisi Allkonma Zamam Alan
1 3.266 449871
2 3.265 449779
3 3.264 449964
4 3.269 450295
5 3.269 451216

38



Cizelge 3.9. (devam). Benzokain test ¢ozeltisi kromatogram degerleri.

6 3.267 451035
Ortalama 3.267 450360
Standart Sapma 0.002 621
Bagl Standart Sapma 0.063 0.138
%95 Giiven Arahgi
3.264-3.269 449709-451011
Sinirlar

Cizelge 3.10°da Enoksolon test ¢ozeltisi kromatogram degerleri gosterilmektedir.

Cizelge 3.10. Enoksolon Test ¢ozeltisi kromatogram degerleri.

Enjeksiyon Sayisi Alikonma Zamani Alan

1 6.480 595364

2 6.479 595432

3 6.478 596018

4 6.485 596173

5 6.485 597940

6 6.483 597397

Ortalama 6.482 596387
Standart Sapma 0.003 1056
Bagl Standart Sapma 0.047 0.177

%95 Giiven Arahgi
Sunrlar 6.478-6.485 595279-597495

Sekil 3.19’da gosterilen kesinlik kromatogrami (standart) icin kullanilan degerler;

CKlorhekzidin  HCI=0.05 mg/ml,

mg/ml’dir.
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CBenzokain=0.04 mg/ml, CEnoksolon=0.03
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Pik Ad1 Pik Siiresi Alan
1 | Klorhekzidin 2.500 2029098
2 Benzokain 3.265 509161
3 Enoksolon 6.480 590518

Sekil 3.19. Kesinlik kromatogrami (standart).

Sekil 3.20’de gosterilen kesinlik kromatogrami (standart) i¢in kullanilan degerler;

CKlorhekzidin  HCI=0.05 mg/ml, CBenzokain=0.04 mg/ml, CEnoksolon=0.03

mg/ml’dir.
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Pik Ad1 Pik Siiresi Alan
1 | Klorhekzidin 2.500 1960058
2 Benzokain 3.264 449964
3 Enoksolon 6.478 596018

Sekil 3.20. Kesinlik kromatogrami (test).
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3.3.2. Ara Kesinlik
Sonug:

1 - Analiz 1 ve cihaz I’ den elde edilen sonuglarin ve Analiz 2 ve cihaz II’ den elde

edilen sonuclarin kendi i¢indeki bagil standart sapma degeri %?2’den kiiciiktiir.
2 - 12 analiz sonucunun bagil standart sapma degeri %2’den kiiciiktiir.

Cizelge 3.11°de Klorhekzidin HCI enjeksiyon sonucu degerleri gosterilmektedir.

Cizelge 3.11. Klorhekzidin HCI enjeksiyon sonucu degerleri.

Analist 1 Analist 2
Ara Kesinlik L.Cihaz ILCihaz
(mg/pastil) (mg/pastil)
Numune 1 5.10 5.03
Numune 2 5.15 5.02
Numune 3 5.13 4.94
Numune 4 5.17 4.91
Numune $ 5.10 4.94
Numune 6 5.11 4.92
Ortalama (mg\pastil) 5.13 4.96
Bagil standart sapma (%) 0.561 1.043
12 analiz sonucunun Bagil standart sapma 1.899
(“o)
%95 giiven arahigi sinirlari 4.983-5.104

Cizelge 3.12°de Klorhekzidin HCI enjeksiyon sonucu degerleri gosterilmektedir.

Cizelge 3.12. Benzokain enjeksiyon sonucu degerleri.

Analist 1 Analist 2
Ara Kesinlik I. Cihaz II. Cihaz
(mg/pastil) (mg/pastil)

Numune 1 3.93 3.93
Numune 2 4.08 4.00
Numune 3 3.92 391
Numune 4 3.89 3.93
Numune 5 4.01 4.01
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Cizelge 3.12. (devam). Benzokain enjeksiyon sonucu degerleri.

Numune 6 3.95 3.94
Ortalama (mg\pastil) 3.96 3.95
Bagil standart sapma (%) 1.759 1.042

12 analiz sonucunun Bagil

standart sapma (%)

1.385

%95 giiven aralig sinirlari

3.924-3.993

Cizelge 3.13’te Enoksolon enjeksiyon sonucu degerleri gosterilmektedir.

Cizelge 3.13. Enoksolon enjeksiyon sonucu degerleri.

Analist 1 Analist 2
Ara Kesinlik 1.Cihaz I1.Cihaz
(mg/pastil) (mg/pastil)
Numune 1 3.07 3.02
Numune 2 2.96 2.96
Numune 3 2.99 2.97
Numune 4 3.03 3.02
Numune 5 3.03 2.97
Numune 6 3.01 2.97
Ortalama (mg\pastil) 3.01 2.99
Bagil Standart Sapma (%) 1.252 0.914
12 Analiz Sonucunun Bagil Standart 1160
Sapma (%)
%95 Giiven Araligi Simirlar: 2.978-3.022

3.4. DOGRUSALLIK VE CALISMA ARALIGI

Sonug

Yontem miktar tayini testi i¢in dogrusallik kriterine uyar. y-kesisimi, % 100

seviyesindeki analit i¢in elde edilen; Klorheksidin alanmmin % 1.60’1 , Benzokain

alaninin % 0.25°1 ve Enoksolon alaninin % 0.28’idir.

Cizelge 3.14’te Klorhekzidin HCI konsantrasyona bagli kromatogram degerleri

gosterilmektedir.
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Cizelge 3.14. Klorhekzidin HCI konsantrasyona bagli kromatogram degerleri.

Klorhekzidin HC1
Enjeksiyonlarin
Cozelti Seviyesi Konsantrasyonu Hesaplanan Alan
Alan Ortalamasi
(mg/ml)
% 50 0.0248 1008428 1010330
% 60 0.0297 1216714 1239588
% 80 0.0396 1633286 1661161
% 100 0.0495 2049858 2065301
% 120 0.0594 2466429 2498812
% 150 0.0743 3091287 3126114
Egim : | 42552348.8718
Kesisim : | -33000.9486
R :{0.9999
R?:{0.9999
y=mx+n:|y=42552348.8718 x - 33000.9486

Sekil 3.21°de Klorhekzidin HCI dogrusallik grafigi cizilir;

Klorheksidin HC1 Dogrusallik Caligmasi

3500000
3000000

2500000

2000000

alan

1500000

1000000

500000

0

v =42552348.8718x - 330009486
R*=00000

0,0000

0.0100 0,0200 00300 0,0400 0,0500 00600 00700 0,0800

konsantrasyon

Sekil 3.21. Klorhekzidin HCI dogrusallik grafigi.

Cizelge 3.15°te

gosterilmektedir.

Benzokain  konsantrasyona  bagl
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Cizelge 3.15. Benzokain konsantrasyona bagli kromatogram degerleri.

Benzokain
3 Enjeksiyonun
Cozelti Seviyesi Konsantrasyonu Hesaplanan Alan
Alan Ortalamasi
(mg/ml)
% 50 0.0197 260696 259432
% 60 0.0237 309590 311065
% 80 0.0316 415333 414331
% 100 0.0395 516387 517598
% 120 0.0474 620758 620864
% 150 0.0592 776291 775764
Egim : | 13082896.7756
Kesisim : | 1265.5911
R :{0.9999
R2:|1.000
y=mx+n:|y=13082896.7756 x + 1265.5911

Sekil 3.22°de Benzokain dogrusallik grafigi ¢izilir;

Benzokain Dogrusallik Caligmasi

900000

800000 -
y =13082896,7756x + 1265,5911
700000 - R?=1,0000

600000 -
500000 -

alan

400000 -
300000 -
200000 ~
100000 +

0

0,0000 0,0100 0,0200 0,0300 0,0400 0,0500 0,0600

konsantrasyon

0,0700

Sekil 3.22. Benzokain dogrusallik grafigi.

Cizelge 3.16’da  Enoksolon konsantrasyona bagli kromatogram
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gosterilmektedir.

Cizelge 3.16. Enoksolon konsantrasyona bagli kromatogram degerleri.

Enoksolon
3 Enjeksiyonun
Cozelti Seviyesi Konsantrasyonu Hesaplanan Alan
Alan Ortalamasi
(mg/ml)
% 50 0.0148 302796 300829
% 60 0.0177 359392 361334
% 80 0.0236 483295 482343
% 100 0.0296 601743 603353
% 120 0.0355 724093 724362
% 150 0.0443 906779 905877
Egim : 20469800.4824
Kesisim : -1695.0514
R: 0.9999
R%: 1.000
y=mx+n: y =20469800.4824 x - 1695.0514

Sekil 3.23’te Enoksolon dogrusallik grafigi cizilir;

Enoksolon Dogrusallik Calismasi

1000000
900000 -

y =20469800,4824x - 1695,0514

700000 -
600000 -
500000 -
400000 -
300000 -
200000 ~
100000 +

0 T T T T T T T T T
0,0000 0,0050 0,0100 0,0150 0,0200 0,0250 0,0300 0,0350 0,0400 0,0450 0,0500

alan

konsantrasyon

Sekil 3.23. Enoksolon dogrusallik grafigi.

Sekil 3.24’te gosterilen dogrusallik kromatogrami i¢in kullanilan degerler;
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CKlorhekzidin  HCI=0.05 mg/ml,

CBenzokain=0.04 mg/ml,

CEnoksolon=0.03

mg/ml’dir.
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Pik Adi Pik Siiresi Alan
Klorhekzidin 2.499 2064482
2 Benzokain 3.266 516492
3 Enoksolon 6.485 602105

Sekil 3.24. Dogrusallik kromatogrami.

3.5. GUVENILIRLIK

3.5.1. Cozelti Stabilitesi

Sonug: Standart ve test ¢Ozeltisi oda ve buzdolabi kosullarinda 48 saat boyunca

stabildir.

Cizelge 3.17°de Etkenlerin standart c¢ozeltilerinin 5 °C’deki kromatogram degerleri

gosterilmistir.

Cizelge 3.17. Etkenlerin standart ¢ozeltilerinin 5 °C’deki kromatogram degerleri.

% % %
Baslangi¢ 6. saat 24, saat 48.saat
Degisim Degisim Degisim
Klorhekzidin 2013661 2043706 1.492 2024488 0.538 2045103 1.561
Benzokain 504163 507395 0.641 505444 0.254 508539 0.868
Enoksolon 588461 597357 1.512 589606 0.195 596869 1.429
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Cizelge 3.18’de Etkenlerin standart ¢ozeltilerinin 25 °C’deki kromatogram degerleri

gosterilmistir.

Cizelge 3.18. Etkenlerin standart ¢6zeltilerinin 25 °C’deki kromatogram degerleri.

% % %
Baslangi¢ 6. saat Degisim 24, saat Degisim 48.saat Degisim
Klorhekzidin 2013661 2043256 1.470 2029781 0.801 2049892 1.799
Benzokain 504163 510778 1.312 507649 0.691 513950 1.941
Enoksolon 588461 590090 0.277 589197 0.125 596503 1.367

Cizelge 3.19°da Etkenlerin test c¢ozeltilerinin 5 °C’deki kromatogram degerleri

gosterilmistir.

Cizelge 3.19. Etkenlerin test ¢ozeltilerinin 5 °C’deki kromatogram degerleri.

% % %
Baslangi¢ 6. saat Depidim 24, saat Degisim 48.saat Degisim
Klorhekzidin 1942864 1953255 0.535 1970166 1.405 1970944 1.445
Benzokain 445658 446031 0.084 454462 1.975 453856 1.839
Enoksolon 592569 596624 0.684 601914 1.577 603581 1.858

Cizelge 3.20’de Etkenlerin test c¢ozeltilerinin 25 °C’deki kromatogram degerleri

gosterilmistir.

Cizelge 3.20. Etkenlerin test ¢cozeltilerinin 25 °C’deki kromatogram degerleri.

% % %
Baslangic 6. saat Degisim 24, saat Degisim 48.saat Degisim
Klorhekzidin 1942864 1980475 1.936 1924025 -0.970 1975799 1.695
Benzokain 445658 450934 1.184 450946 1.186 450704 1.132
Enoksolon 592569 603300 1.811 598906 1.069 603047 1.768

Sekil 3.25°te gbsterilen ¢ozelti stabilitesi standart ¢ozelti kromatogrami (Baglangic) i¢in
kullanilan degerler; CKlorhekzidin HCI=0.05 mg/ml, CBenzokain=0.04 mg/ml,
CEnoksolon =0.03 mg/ml’dir.
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Minutes
Pik Ad1 Pik Siiresi Alan
1 | Klorhekzidin 2.497 2010094
2 Benzokain 3.264 502659
3 Enoksolon 6.482 586437

Sekil 3.25. Cozelti stabilitesi standart ¢ozelti kromatogrami (Baslangic).

T
12.00

Sekil 3.26’da gosterilen Cozelti stabilitesi standart ¢ozelti kromatogrami (48 saat — 5

°C). icin kullanilan degerler; CKlorhekzidin HCI=0.05 mg/ml, CBenzokain=0.04

mg/ml, CEnoksolon=0.03 mg/ml’dir.
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Minutes
Pik Ad1 Pik Siiresi Alan
1 | Klorhekzidin 2.488 2045103
2 Benzokain 3.257 508539
3 Enoksolon 6.467 596869

Sekil 3.26. Cozelti stabilitesi standart ¢ozelti kromatogrami (48 saat — 5 °C).

12.00

Sekil 3.27°de gosterilen Cozelti stabilitesi standart ¢ozelti kromatogrami (48 saat — 25

°C). i¢in kullanilan degerler; CKlorhekzidin HCl =0.05 mg/ml, CBenzokain =0.04
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mg/ml, CEnoksolon =0.03 mg/ml’dir.
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Minutes
Pik Adr Pik Siiresi Alan
1 | Klorhekzidin 2.520 2049892
2 Benzokain 3.282 513950
3 Enoksolon 6.490 596503

Sekil 3.27. Cozelti stabilitesi standart ¢ozelti kromatogrami (48 saat — 25 °C).

Sekil 3.28’de gosterilen Cozelti stabilitesi test ¢ozeltisi kromatogrami (Baslangig).icin

kullanilan degerler;

CEnoksolon=0.03 mg/ml’dir.

CKlorhekzidin HCI=0.05 mg/ml, CBenzokain=0.04 mg/ml,

1.2[}_
1.0
0.80] 8
2 D.SD—; _EI g
0.20H =
1 I n
0.00 —A i A
O.JDI o I‘I.I[JOI I«_‘.IDDI ?'.EJDI o 4.|[.'IOI 5.IDOI I IB.ID[.'II I IT.fIJIDI o IS.}]OI ' IQ.IDOI o ;D!O&I o ‘II1!DCI) o ;2.0[)
Minutes
Pik Ad1 Pik Siiresi Alan
1 | Klorhekzidin 2.522 1939437
2 Benzokain 3.283 445102
3 Enoksolon 6.499 592804

Sekil 3.28. Cozelti stabilitesi test ¢ozeltisi kromatogrami (Baglangic).
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Sekil 3.29°da gosterilen Cozelti stabilitesi test ¢ozeltisi kromatogrami (48 saat -
5°C).i¢in kullanilan degerler; CKlorhekzidin HCI=0.05 mg/ml, CBenzokain=0.04
mg/ml, CEnoksolon =0.03 mg/ml’dir.
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Minutes
Pik Ad1 Pik Siiresi Alan
1 | Klorhekzidin 2.500 1970944
2 Benzokain 3.269 453856
3 Enoksolon 6.486 603581

Sekil 3.29. Cozelti stabilitesi test ¢ozeltisi kromatogrami (48 saat — 5 °C).

3.5.2. Kiigiik Degisiklikler
3.5.2.1. Farkli Gradient Program
Sonug: Baslangi¢ degerinden degisim % 2’den fazla degildir. Yontem uygundur.

Cizelge 3.21°de Etkenlerin gradient program % 1 degisim degerleri gosterilmistir.

Cizelge 3.21. Etkenlerin gradient program % 1 degisim degerleri.

Baslangic Gradient program-1 % Degisim
Simetri Simetri Simetri
Alan Alan Alan
faktorii faktorii faktorii
Klorhekzidin 2083744 1.408 2083869 1.429 0.006 1.491
Benzokain 518450 1.155 518989 1.146 0.104 -0.779
Enoksolon 603711 1.086 604872 1.087 0.192 0.092
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Cizelge 3.22°de Etkenlerin gradient program % 2 degisim degerleri gosterilmistir.

Cizelge 3.22. Etkenlerin gradient program % 2 degisim degerleri.

Baslangic Gradient program-2 % Degisim
Simetri Simetri Simetri
Alan Alan Alan
faktorii faktorii faktorii
Klorhekzidin 2083744 1.408 2089505 1.406 0.276 -0.142
Benzokain 518450 1.155 518016 1.149 -0.084 -0.519
Enoksolon 603711 1.086 605674 1.086 0.325 0.000

Sekil 3.30°da gosterilen Giivenilirlik kromatogrami (Baglangig).i¢in kullanilan degerler;

CKlorhekzidin HCI=0.05 mg/ml, CBenzokain=0.04 mg/ml, CEnoksolon=0.03

mg/ml’dir.
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Minutes
Pik Adi PIk 1 Alan | Simetri Faktori
Siiresi
1 | Klorhekzidin | 2.509 | 2082500 1.41e+000
2| Benzokain 3276 | 518268 1.52e+000
3| Enoksolon 6.498 603577 1.09¢e+000

Sekil 3.30. Giivenilirlik kromatogrami (Baslangic).

Sekil 3.31’de gosterilen Giivenilirlik kromatogrami (Gradient Program-1) igin

kullanilan degerler; CKlorhekzidin HCl =0.05 mg/ml, CBenzokain =0.04 mg/ml,

CEnoksolon =0.03 mg/ml’dir.
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Minutes
Pik Adi PIk | Alan | Simetri Faktorii
Siiresi
1 | Klorhekzidin | 2.414 2084240 1.43e+000
2| Benzokain 3.204 519216 1.14e+000
3| Enoksolon 6.468 604790 1.09¢+000

Sekil 3.31. Giivenilirlik kromatogrami (Gradient Program-1).

Sekil 3.32°de gosterilen Giivenilirlik  kromatogrami (Gradient Program-2).icin
kullanilan degerler; CKlorhekzidin HCl =0.05 mg/ml, CBenzokain =0.04 mg/ml,
CEnoksolon =0.03 mg/ml’dir.
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obo 100 200 300  abo  sbo 600 7.0  ebo | @bo 10000 1100 1200
Minutes
Pik Adr Pik Siiresi Alan Simetri Faktorii
1| Klorhekzidin 2.609 2087471 1.41e+000
2 Benzokain 3.360 517374 1.15e+000
3 Enoksolon 6.541 605398 1.09e+000

Sekil 3.32. Giivenilirlik kromatogrami (Gradient Program-2).
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3.5.2.2. Farkl Akig Hizi

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

Cizelge 3.23’te Etkenlerin akis hiz1 1,51 ml/dk % degisim degerleri gosterilmistir.

Cizelge 3.23. Etkenlerin akis hiz1 1,51 ml/dk % degisim degerleri.

Baslangic F=1.51 ml/dk % Degisim
Simetri Simetri Simetri
Alan Alan Alan
faktori faktori faktori
Klorhekzidin 2083744 1.408 2067953 1.423 -0.758 1.065
Benzokain 518450 1.155 514382 1.151 -0.785 -0.346
Enoksolon 603711 1.086 600304 1.087 -0.564 0.092

Cizelge 3.24°te Etkenlerin akis hiz1 1,49 ml/dk % degisim degerleri gosterilmistir.

Cizelge 3.24. Etkenlerin akis hiz1 1,49 ml/dk % degisim degerleri.

Baslangic F=1.49 ml/dk % Degisim
Simetri Simetri Simetri
Alan Alan Alan
faktora faktora faktori
Klorhekzidin 2083744 1.408 2100634 1.420 0.811 0.852
Benzokain 518450 1.155 522095 1.148 0.703 -0.606
Enoksolon 603711 1.086 608661 1.088 0.820 0.184

Sekil 3.33’te gosterilen Gilivenilirlik kromatogrami (F=1.51 ml/dk).i¢in kullanilan

degerler; CKlorhekzidin HCl =0.05 mg/ml, CBenzokain =0.04 mg/ml, CEnoksolon

=0.03 mg/ml’dir.
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Minutes
Pik Ad1 ?lk . Alan Simetri Faktori
Siiresi
1 | Klorhekzidin | 2.463 2068451 1.42e+000
2| Benzokain 3.232 514673 1.15e+000
3| Enoksolon 6.438 600150 1.09¢+000

Sekil 3.33. Giivenilirlik kromatogrami (F=1.51 ml/dk).

Sekil 3.34°te gosterilen Gilivenilirlik kromatogrami (F=1.49 ml/dk).i¢in kullanilan

degerler; CKlorhekzidin HC1 =0.05 mg/ml, CBenzokain =0.04 mg/ml, CEnoksolon

=0.03 mg/ml’dir.
1.2[3_
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0.20H 2
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Minutes
Pik Ad1 .l.)lk . Alan Simetri Faktori
Siiresi
1 | Klorhekzidin | 2.522 2100972 1.42e+000
2| Benzokain 3.300 522340 1.14e+000
3| Enoksolon 6.548 608592 1.09¢e+000

Sekil 3.34. Giivenilirlik kromatogrami (F=1.49 ml/dk).
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3.5.2.3. Farkli Kolon Sicaklig

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

Cizelge 3.25’te Etkenlerin 23 °C sicakliktaki % degisim degerleri gosterilmistir.

Cizelge 3.25. Etkenlerin 23 °C sicakliktaki % degisim degerleri.

Baslangic T=23°C % Degisim
Simetri Simetri Simetri
Alan Alan Alan
faktora faktora faktora
Klorhekzidin 2083744 1.408 2084617 1.413 0.042 0.355
Benzokain 518450 1.155 518053 1.165 -0.077 0.866
Enoksolon 603711 1.086 603632 1.098 -0.013 1.105

Cizelge 3.26°da Etkenlerin 27 oC sicakliktaki % degisim degerleri gosterilmistir.

Cizelge 3.26. Etkenlerin 27 °C sicakliktaki % degisim degerleri.

Baslangi¢ T=27°C % Degisim
Simetri Simetri Simetri
Alan Alan Alan
faktora faktora faktori
Klorhekzidin 2083744 1.408 2085504 1.420 0.084 0.852
Benzokain 518450 1.155 520804 1.134 0.454 -1.818
Enoksolon 603711 1.086 604877 1.072 0.193 -1.289

Sekil 3.35’te gosterilen Giivenilirlik kromatogrami (T=23 °C) i¢in kullanilan degerler;

CKlorhekzidin  HCI=0.05 mg/ml,

mg/ml’dir.
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CBenzokain=0.04 mg/ml,

CEnoksolon=0.03
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Pik Ad1 ?lk . Alan Simetri Faktori
Siiresi
1| Klorhekzidin | 2.510 2084038 1.41e+000
2| Benzokain 3.287 518396 1.16e+000
3| Enoksolon 6.565 602850 1.09¢+000

Sekil 3.35. Giivenilirlik kromatogrami (T=23 °C).

T
12.00

Sekil 3.36’da gosterilen Giivenilirlik kromatogrami (T=27 °C) i¢in kullanilan degerler;

CKlorhekzidin  HCI=0.05 mg/ml,

CBenzokain=0.04 mg/ml,

CEnoksolon=0.03

mg/ml’dir.
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Minutes
Pik Ad1 !.)lk . Alan Simetri Faktori
Siiresi
1 | Klorhekzidin | 2.500 2084746 1.42e+000
2| Benzokain 3.237 524550 1.11e+000
3| Enoksolon 6.327 605553 1.073+000

Sekil 3.36. Giivenilirlik kromatogrami (T=27 °C)
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4. SONUC VE ONERILER

Yapilan ¢aligmalar sonucu 12 dakikalik enjeksiyon siiresinde 3 etkeninde ¢ikartildigi bir

HPLC yontemi yapilmis ve valide edilebilmistir. Etkenlerin alikonma zamanlari,

Klorhekzidin : = 2.5 dakika
Benzokain :~ 3.2 dakika
Enoksolon 1~ 6.5 dakika

Olarak ayarlanmistir.
Sistem uygunluk sartlar1, her bir etken i¢in ;
e Alikkonma zamanm ve alanlarin Bagil standart sapmasi % 0.85’ten kiigiik
bulunmustur
e Simetri faktorii Klorhekzidin i¢in 0.8-1.8 arasinda, Benzokain ve Enoksolon i¢in
0.8-1.5 arasinda bulunmustur.
e Teorik plaka saylar1 5000°den biiyiik bulunmustur.

e Klorhekzidin ile Benzokain’in arasindaki ayrisma 5’ten biiyiiktir.

Validasyon ¢aligsmalar1 sonucunda,
a) Secicilik parametresi i¢in;

Klorheksidin, Benzokain, Enoksolon ve safsizliklarinin alikonma zamaninda baska bir

pike rastlanmamustir.

Klorheksidin, Benzokain, Enoksolon ve safsizliklar1 i¢in pik saflig1 agis1 pik safligi
esiginden kiigiiktiir.

b) Dogruluk parametresi i¢in;

Miktar tayini yontemi ic¢in dogruluk kriteri gecerlidir. Bu yontem i¢in dogruluk kriteri
belirlenmigstir. Bu sonuca gore, % 80, % 100 ve % 120 geri kazanim yeterlidir.
Ortalama geri kazanim degeri Klorheksidin HCI i¢in % 98.79, Benzokain i¢in % 99.75
ve Enoksolon i¢in % 100.08°dir. Bu degerler sinirlar i¢cinde oldugu i¢in Anzibel Pastil

Miktar Tayini yontemi dogruluk parametresine gore uygundur.
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c¢) Kesinlik parametresi i¢in;

Enjeksiyon Tekrarlanabilirligi: Bagil Standart Sapma % 0.85’ten fazla degildir. Yontem

uygundur.
Ara Kesinlik

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

edilen sonuglarin kendi i¢indeki bagil standart sapma degeri % 2’den kiiciiktiir.
B- 12 analiz sonucunun bagil standart sapma degeri % 2’den kiiciiktir.
d) Dogrusallik parametresi i¢in;

Yontem miktar tayini testi i¢in dogrusallik kriterine uyar. y-kesisimi, % 100
seviyesindeki analit i¢in elde edilen; Klorheksidin alaninin % 1.60°1, Benzokain alaninin

% 0.25°1 ve Enoksolon alaninin % 0.28’1dir.
e) Giivenilirlik parametresi i¢in;

Cozelti stabilitesi: Baglangi¢ degerinden degisim % 2.0°den fazla degildir. Yontem

uygundur.

Kiicilik Degisiklikler; Simetri faktorii ve alandaki degisim Baslangi¢c degerinin % 2’den

fazla degildir. Yontem uygundur.
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