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Leachable c¢alismasi i¢in genel bir metot bulunmamakta olup, bu tez calismasi ile ilag
endiistrisinde 6l¢iilii doz inhalasyonu olan bir ilagta safsizlik olabilecek yag asitleri analizi
icin yeni bir HPLC/CAD yontemi gelistirilmesi ve gelistirilen bu metodun valide edilmesi
amagclanmaktadir.

Bu ¢alismada iiriiniin valf kismindan sizabilecek yag asitlerininin (miristik asit, linoleik asit,
palmitik asit, oleik asit, elaidik asit, stearik asit, arakidik asit) leachable calismalari
HPLC/CAD sisteminde yapilmis olup metot gelistirme asamasinda metot parametrelerinde,
cihaz ve dedektor parametrelerinde degisimler yapilarak validasyona baslanacak tiim
parametreler belirlenmistir. Gelistirilen metodun validasyonunda; secicilik (spesifiklik),
dogrusallik (linearite) ve ¢aligma araligi, LOD (Tespit Limiti) ve LOQ (Tayin Alt Limiti),
dogruluk (geri kazanim), kesinlik (tekrarlanabilirlik-ara kesinlik), saglamlik, stabilite
parametreleri uygulanmustir.

Gelistirilen analitik metotla kromatografik ayrimda sabit faz olarak C18 kolon, hareketli faz
olarak ise mobil faz A (1000.0 mL saf su igerisine 0.5 mL formik asit) ve mobil faz B (1000.0
mL asetonitril igerisine 0.5 mL formik asit)’ den olusan gradient sistem kullanilmistir.
Validasyonda ise se¢icilik parametresi ile metodun segiciligi dogrulanmistir, LOD ve LOQ
degerleri belirlenmistir; dogrusallik parametresiyle LOQ ile % 150 konsantrasyonlari
arasinda sonuclarin dogrusal oldugu gosterilmistir; dogruluk parametresiyle geri kazanim
elde edilmistir; kesinlik parametresiyle tekrarlanabilir sonuclar elde edilmistir. Laboratvar
i¢i kesinlik caligmasiyla bagka bir analist tarafindan analiz tekrarlandiginda benzer sonuglar
bulunmustur. Saglamlik parametresiyle formik asit miktar1 0.5 mL/L + % 5 ve kolon
sicakligt 50°C + 2°C ayarlandiginda sistem uygunluk sartlart saglanmistir. Stabilite
parametresi 10°C’ de standart ¢6zeltisi 48 saat; numune ¢ozeltisi i¢in 3 saat belirlenmistir.

Sonug olarak bu ¢aligmayla leachable olan yag asitlerinin analizi i¢in valide edilmis bir metot
elde edilmistir.

ANAHTAR KELIMELER: Olgiilii doz inhalasyon, sizabilen safsizlik, yag asitleri,
validasyon.
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ABSTRACT

DETERMINATION OF LEACHABLE FATTY ACIDS IN METERED DOSE
INHALATION PRODUCTS BY HIGH PERFORMANCE LIQUID
CHROMATOGRAPHY EQUIPPED WITH CHARGED AEROSOL DETECTOR
PH. D THESIS
SINEM GORUR
BALIKESIR UNIVERSITY INSTITUTE OF SCIENCE

CHEMISTRY
(SUPERVISOR: PROF. DR. TURGUT KILIC )

BALIKESIR, JANUARY - 2025

There is no universal method for leachable studies, and this thesis aims to develop a new
HPLC/CAD method for the analysis of fatty acids, which could be potential impurities in a
metered-dose inhalation drug in the pharmaceutical industry, and to validate the developed
method.

In this study, the leachable analysis of fatty acids (myristic acid, linoleic acid, palmitic acid,
oleic acid, elaidic acid, stearic acid, arachidic acid) that might leak from the valve part of the
product was carried out using an HPLC/CAD system. During the method development
phase, changes were made to method parameters, device and detector settings to determine
all parameters required for validation. For the validation of the developed method, the
following parameters were applied: selectivity (specificity), linearity and working range,
LOD (limit of detection) and LOQ (limit of quantitation), accuracy (recovery), precision
(repeatability-intermediate precision), robustness, and stability.

For the chromatographic separation with the developed analytical method, a C18 column
was used as the stationary phase, and a gradient system consisting of mobile phase A (0.5
mL formic acid in 1000.0 mL of purified water) and mobile phase B (0.5 mL formic acid in
1000.0 mL of acetonitrile) was used as the mobile phase. During validation, the selectivity
parameter confirmed the method’ s specificity, LOD and LOQ values were determined, and
the linearity parameter demonstrated that the results were linear between LOQ and 150%
concentrations. The accuracy parameter achieved recovery results, and the precision
parameter ensured repeatable results. An intra-laboratory precision study showed that similar
results were obtained when another analyst performed the analysis. With the robustness
parameter, the system suitability conditions were met when the formic acid amount was
adjusted to 0.5 mL/L + 5% and the column temperature to 50°C + 2°C. The stability
parameter results showed that the standard solution was stable for 48 hours at 10°C, and the
sample solution was stable for 3 hours at 10°C.

In conclusion, a validated method was obtained for the analysis of leachable fatty acids
through this study.

KEYWORDS: Metered dose inhalation, leachable, fatty acids, validation.
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1. GIRiS

Farmasotik iirtinler hasta tizerinde yararl olacak sekilde tasarlanmistir. Bu {iriinler i¢in ideal
olan1 kimyasal olarak saf olmalaridir. Fakat farmasétik preparatlarin tiretimi ve stoklanmasi
siirecinde birtakim safsizliklar olusabilir. Olusan bu safsizliklar hastaya hi¢bir fayda
saglamamaktadir hatta hastanin sagligi acisindan ciddi riskler dogurabilirler. Bulunan
safsizliklara ait miktarlari, 6zellikleri ve olusum mekanizmalari ile ilgili bilgiler bilinmelidir.
Bilinen bilgiler dogrultusunda bu safsizliklarin olusumu en uygun sekilde kontrol altina
alinmal1 ya da onlenmelidir. Boylece safsizliklardan kaynaklanan olumsuzluklar tamamen

ortadan kalkmis ya da en aza indirgenmis olacaktir [1-2].

Sizan sizintilar ilag triiniiniin etkinligini, glivenligini ve kalitesini etkileyebileceklerinden,
farmasotik paketleme, sevkiyat sistemlerinin uygun kosullarda belirlemede, hem iireticiler
hem tedarikgiler i¢in bilimsel olarak saglam bir sizint1 degerlendirme ¢alismalari 6nemlidir.
Bir sizint1 degerlendirme caligsmasi tasarlama siireci; bilim, kaynak temini, hasta saglig1 ve
iiriin kalitesini vurgulayarak etkin risk yonetimi arasinda denge kuran bir siirectir. Bu
dengeyi saglamak, ila¢ iirlinii lireticisinin yiikiimliligidiir ve gegerli yasal, diizenleyici

gerekliliklerin dikkate alinmasini gerektirir [3].

Safsizliklarin nasil kontrol edilebilecegine dair elde edilen yeni bilgilerin dikkate
alinmasiyla, uluslararasi otoriteler tarafindan olusturulan belirleyici ilkeler, yillar igerisinde

giincellenmistir [4].

Amerika Birlesik Devletleri Gida ve ilag Dairesi (US, FDA) ve Avrupa Ilag Ajans1 (EMEA)
gibi kurumlarin yayinladiklar1 rehberlere gore medikal cihazlar ve ilag ambalaj sistemleri
i¢cin yapilan basvurularda extractable (ekstrakte edilebilir) ve leachable (sizabilir) safsizlik

bilgileri mutlaka bulunmalidir [5].

1.1 Exractables, Leachables

Exractables, laboratuvar kosullar1 altinda, (yiiksek sicaklik, basing, organik ¢éziiciiler, vb.)
paketleme sistemi sirasinda, sevkiyat sistemi sirasinda, proses ekipmaninda, dagitim
sisteminden {iretim ylizeylerinden gibi bir¢ok sebepten dolayr ekstrakte edilebilen ve

farmasotik tirlinlerin kontaminasyonuna yol acan organik ve inorganik kimyasal bilesiklerdir

[6]



Ekstrakte edilebilir maddeler, ekstrakte edilebilir maddelerden tiiretilmis olan maddeler ya
da zorlu kosullarda yapilan ekstraksiyon esnasinda olusan kimyasal tiirlerin {iretim,
depolama ve paketleme bilesenlerinden salinma potansiyeline sahiptir. Yaygin ekstraksiyon
tekniklerinden (sonikasyon, refleks, soxhlet, otoklav, mikrodalga vb.) bazilarina 6rnektir.
[7-8-9].

Leachable, ila¢ formiilasyonunda, direk temas halinde oldugu ambalajindan veya paketleme
sisteminde, sevkiyat sisteminde, proses ekipmanindan ilaca gecen ve hastaya etki edebilen
sizabilen safsizliklardir. Sizabilen ambalaj safsizliklar1 olarak da tanimlanabilir. [9].

Asagidaki Sekil 1.1” de bu tanimlara gorsel olarak 6rnek verilmistir. [10].

EXTRACTABLE LEACHABLE

Materyaller test edilir Uriin test edilir

Sekil 1. 1: Exractable ve leachable tanimlarina 6rnek

Extractables ve Leachables iliskisinde; Extractables islemleri leachables islemlerini de

kapsamaktadir [9]. Asagidaki Sekil 1.2 de gosterilmistir.

ideal olan durum Gercekte var olan durum

Sekil 1. 2: Exractable ve leachable iliskisi



Paketleme sistemleri, dozaj formunu igeren ve koruyan paketleme bilesenlerinin tamamini
olusturur. Paketleme sistemleri birincil, ikincil ve ti¢iinciil paketleme sistemleridir. Birincil
paketleme bileseni, iiriinle (6rnek olarak serum torbasi) direkt temas halindedir. Ikincil
paketleme bileseni, birincil paketleme bileseniyle direkt temas halindedir ve iiriin igin ek
koruma olusturabilir. (6rnek olarak serum torbasinin iist kese veya toz ortiisii). Ugiinciil
paketleme bileseni ise, ikincil bir paketleme bileseni ile direkt temas halindedir ve nakliye
ya da depolama sirasinda triine ek koruma olusturabilir. (6rnek olarak fazla torbalanmis

serum torbasi i¢in nakliye kartonu) [11]. Asagidaki Sekil 1.3 de 6rnek verilmistir. [12].

Dozaj Formu Birincil Paketleme Ikincil Paketleme Ugiinciil Paketleme

Sekil 1. 3: Tablet paketleme sistemi

Kap ve kapak; farmasotik bilesen, yardime1 madde veya dozaj formu igeren bir ara bilesikler
olup iiriinle dogrudan temas igindedirler. Kap (6rnegin, ampuller, siringalar, siseler),

kapaklar (6rnegin vidali kapaklar, tipalar) paketleme bilesenleridir [3].

[lag ambalajlarinda kullanilan plastik, polimer, kaucuk ve cam malzeme karisimlari, baskili
yluzeyler ve kaplamalar secilirken ilaglarin 6zellikleri dikkate alinarak secilmelidir.
Extractables ve leachables ilag iriinlerinde kontaminasyonuna yol agabilecek yabanci
maddeleri tanimlamada yardimc1 olsa da bunlarin karakterizasyonunu ve ikisi arasindaki

farki anlamak agisindan 6nem tasimaktadir [7-8].

[ag iiriinleri i¢in hem extractables hem de leachables yonetimi, 6zellikle paketleme sistemi
ile dozaj formu etkilesimi agisindan bir¢cok dozaj formu tiirli i¢cin farmasotik gelistirme ve
diizenleyici bagvurularin 6nemli bir parcast haline geldi, uygulama yoluna goére de asagidaki

Tablo 1.1° de verilmistir [3].



Tablo 1. 1 : Ambalaj bileseni ve dozaj form etkilesim olasilig

Uygulama Ambalaj Bileseni- Dozaj Form Etkilesim Olasihig:
Yontemiyle
Ilgili Endise ,,
Oram Yiiksek Orta Diisiik
Enjeksiyonlar ve .
) Inhalasyon Aerosolleri Enjekte Edilebilir : Ste_rll T(.)Z.I ar ve _
En Yiiksek . - . Enjeksiyon I¢in Tozlar;
ve Spreyleri Siispansiyonlar; :
. - Inhalasyon Tozlar1
Inhalasyon Soliisyonlar1
sl | G
Yiiksek Merhemler ve pansty . -
Aerosolleri
Yamalar
ve Spreyler
TOp;ﬁ;igg;Zﬁg ;r Ve Oral Tabletler ve Oral
Topikal ve eY m(Sth Jelatin)
Diisiik Lingual Aerosoller; - vert us..
Oral Kapsiiller;
Soliisyonlar ve Topikal Tozlar; Oral
Siispansiyonlar Tozlar

Asagida en yliksek ambalaj bileseni ve dozaj form etkilesim olasiligi olan inhalasyon

aerosolleri ve spreylerine ait gorsel asagidadir. [13].

Kutu

Atomize edici
nozul

Aktliator Govdesi

Kafa Boglugu

Conta

llag Stispansiyonu

Olgiim Vanasi

Sahte

"""" pargalanma

sonucu olugan
damlaciklar

Agizuk

Sekil 1. 4: Calisilan inhalasyon tiriiniiniin hem paketi hem igerik goriiniimii

lag iiriinii sizintilar1 i¢in &zel olarak dnerilen esikler ya hasta giivenligi hususlarma ya da

analitik teknolojinin mevcut yeteneklerine dayanmaktadir. Gilivenlik esikleri, bir sizinti

degerlendirmesinde 6zellikle dnemlidir ¢linkli mevcut analitik teknoloji, son derece diisiik

seviyelerde (yani, ng/mL; ng/g) yani eser miktarda organik ve inorganik kimyasal




maddelerin saptanmasina izin verir. Analitik Degerlendirme Esigi (AET), bir sizintinin
karakterize edilmesi ve toksikolojik degerlendirme i¢in rapor edilmesi gereken veya bu
degerin lizerindeki esik degeridir. Giivenlik Endise Esigi (SCT), altinda bir s1zintinin thmal
edilebilir glivenlik sunacak kadar diisiik bir doza sahip olacag esik degeridir. AET, ilag
tirtiniiniin dozlama parametrelerini iceren faktorlere dayali olarak SCT’ den (veya diger esik

kavramlarindan) matematiksel olarak tiiretilebilir [3].

PQRI, diistik riskli SCT’ nin 0.15 pg / giin, yiiksek riskli SCT’ nin ise 1,5 pg/giin olarak
belirlenmesini tavsiye etmistir bunun yani sira her iki esikte de toksikolojik ve giivenlik
acisindan gerekgelendirilmistir. Belirli sartlar altinda kisa iireli maruz kalma ya da hayati
tehdit eden bir durumun tedavisi gibi durumlarda, SCT’ nin 1,5 pg/giin’ iin {izerine
c¢ikarilabilir [9-14].

flag gelistirmede giivenlik esigi kavramma oOrnek olarak, Oral Inhaler Nasal ilag
Uriinlerindeki (OINDP) bireysel organik sizintilar igin 6nerilen Uriin Kalite Arastirma
Enstitlisii (PQRI) Giivenlik Endise Esigi (SCT) ve Nitelik Esigi (QT) bulunur. SCT 0,15
ng/giin TDI” dir ve QT, tek bir organik sizma i¢in 5 pg/giin TDI olarak 6nerilmektedir [3].

SCT’ yi (0,15 pg/giin) AET’ ye doniistiirmek i¢in:

AET( ug ) - ( 0.15ug/gﬁn) X (etiket doz)

ambalaj doz/gin ambalaj

Likit dozlar igin; ~ AET () = (—==—) + ( mk

ambalaj ambalaj
Solid dozlar i¢in; ~ AET (%g) = (am;‘i la}_) - (ambgamj) (1.1)

Genel olarak, extractable ve leachable analizlerinde 3 gruba ayrilabilirler;
e Ucucu olmayan maddeler.
e Ucucu ve yar1 ugucu maddeler.

e Inorganik / elementel safsizlik.

Tiim bu numuneleri analiz etmek icin valide edilmis analitik yontemler kullanilmalidir.

Asagidaki Sekil 1. 5 de gosterilmistir [15].



Exractable
numuneleri

Leachable
numuneleri

Inorganik
elementel safsizlik

Sekil 1. 5: Extractable ve leachable i¢in analiz yontemleri

flag sektoriinde extractables ve leachables riskini degerlendirmede iyi planlanmis bir
extractables ve leachables ¢alismasi cok dnemlidir. Bu sebeple ilag sektorii, extractables ve
leachables bilesenlerini nitel ve nicel olarak tanimlamay1 saglayacak hassas ve dogru analitik

yontemleri gelistirmek bir anlamda zorunluluktur [16].

Extractables ve leachables calismasi i¢in genel bir metot bulunmamaktadir, organik ve
inorganik numunenin fiziksel ve kimyasal 6zelligine gore yeni bir metodun gelistirilmesi
gerekmektedir. Iyi planlanmis bir extractables, leachables galigmasi dért kademeden
olusmaktadir [17-18].

1. Tlacin iiretim siirecinde kullanilan sistemlerin malzeme 6zelligi ve ambalaj icin

kullanilan malzeme hakkinda bilgi toplanmasi,

2. Numune alimi, numune hazirlamak i¢in ekstraksiyon ve analizler i¢in uygun olan

analitik degerlendirmeleri igeren bir ¢caligma protokoliiniin belirlenmesi,

3. Yapilan analizlerin sonucunda tayin edilen, bilinen veya yeni bilesiklerin

degerlendirilmesinin yapilmasi,

4. Leachables’ in tespiti, tanimlanmasi, miktarinin tayini ve toksikolojik smir

degerinin belirlenmesi.



1.2 Yag Asitleri
Yag asitlerinin tamami bir ucunda metil grubu (-CHs) bulunduran, diger bir ucunda ise suda
¢oziinebilen karboksil grubu (-COOH) bulunduran uzun bir hidrokarbon zincirlerinden

olusan organik asitlerdir. Sekil 1.6 de gosterilmektedir [19-20].

@)
I
CH, (CHZ) C OH
|
Hidrofilik Alifatik zincir Karboksﬂ Hidrofobik

grubu

Sekil 1. 6: Yag Asitlerinin Yapisi

Yag asitleri lipit sinifindadirlar ve biyomolekiillerin hidrofobik ailesini olustururlar,
trigliseritlerin yapi taglaridir, bitkisel ya da hayvansal kaynakli olabilirler. Bitki yapisinda,
mikroorganizmalar ve hayvanlarda yiizden fazla gesitli yag asitleri bulunmaktadir. Yag
asitleri, kompleks lipitler halinde organizmada hiicrenin yapisinda, az bir kismi1 da serbest

halde hiicre ve dokularda bulunurlar [19-21].

Yag asitlerinin birbirinden farkli olmasi, yapilarinda bulundurduklar1 karbon zincirinin
uzunlugu, yapilarindaki baglarin tek ya da ¢ift olusundan kaynaklanmaktadir. Yag asitleri
yapilarinda bir veya daha fazla ¢ift bag bulundurabilirler. Yapisinda ¢ift bag bulunduran yag
asitleri, doyurularak doymus hale getirilebilirler. Yag asitlerinde zincir uzunlugu arttikca,
ucuculuk ve suda eriyebilme 6zellikleri azalirken, karbon sayilar arttikca yag asidi sertlesir
ve erime noktalari artar. Dogada bulunan yag asitlerinin cogunlugu diiz zincirlidir, genellikle
cift sayida karbon atomuna sahiptirler. Ama tek sayida karbon atomuna sahip yag asitleri de
bulunur. Genel olarak karbon sayilar1 2 ile 34 arasinda degismekte olup bunlarin biiytik bir
cogunlugu ilk ¢ift bag dokuzuncu ile onuncu karbonlar arasinda bulunurken geriye kalan ¢ift
baglar ise 12. ile 13. karbon arasinda ya da 15. ve 16. karbonlar arasinda bulunurlar. Ikili

baglar bu yiizden konjuge degildir. Uglii baglara ise nadiren rastlanmaktadir [19-22].

1.2.1 Yag Asitlerinin Adlandirilmasi

IUPAC (International Union of Pure and Applied Chemist)’ a gore sistematik olarak
isimlendirmede delta (A) ve omega (o) isimlendirilmesi gosterilmektedir [20].

Delta (A) isimlendirilmede, karbon atomlarmin sayilma sirasina karboksil grubundan

baglanir.



Omega (w) isimlendirmede ise karbon atomlar1 sayilma sirasina en sonda bulunan metil

grubundan baglanir. Bazi yag asitlerinin isimlendirilmesi Tablo 1.2° de verilmistir.

Asagidaki Sekil 1.7° de ise o—Linolenik asit agik yapida gosterilmistir [21-28].

Tablo 1. 2: Yag asitlerinin adlandirilmasina dair 6rnekler

isim Delta isimlendirilmesi ., Omeg.a . .
Isimlendirilmesi
Palmitik asit C16:0 C16:0
Stearik asit C18:0 C18:0
Linoleik asit C18:249 12 C18:2w6:°
o—Linoleik asit C18:349.12.15 C18:3w36.9

Arachidonik asit

CZO:4A5, 8,11,14

C20:4 wb, 9,12, 15

Ekosapentanoik asit

C20:5A5’ 8,11, 14,17

0205 w3, 6,9,12, 15

Dokosaheksaenoik asit

C20:6A4' 7,10, 13, 16, 19

C20:6 w3, 6,9, 12, 15,18

Sekil 1. 7: a—Linolenik asit

Sistematik adlandirmada ise karbon sayisinin sonuna doymus yag asitlerinde —anoik

doymamus yag asitlerinde -enoik eki getirilir. Ornek olarak, 18 karbonlu (C18) doymus bir

yag asidi olan stearik asit, oktadekanoik asit olarak adlandirilmasi, 18 karbonlu bir ¢ifte bag

iceren oleik asit ise, oktadekenoik asit olarak adlandirilmasi, 18 karbonlu iki ¢ifte bag iceren

linoleik asit ise, oktadekadienoik asit olarak adlandirilmasi verilebilir. Asagidaki Sekil 1.8’

de agik yapisi gosterilmistir.

H H H H
||
H—C—C—C—C—
18] |
H H H H

H I-ll H H H
| | |

C—C—C=C5—C—
12 |11 qp |
H H

Sekil 1. 8: 9,12-Otadekadienoik (linoleik) asit



1.2.1.1 Doymus Yag Asitleri

Doymus yag asitlerinin hidrokarbon zincirleri ¢ift bag icermezler, tiim karbonlar hidrojenle
doyurulmustur. Asetik asit, bu tiir asitlerin ilk tyesidir. Asagidaki Tablo 1.3’ de 6rnekler
verilmistir. Hayvansal ve bitkisel yapilarda en fazla rastlananlar1 palmitik ve stearik asittir.
Diger doymus yag asitlerine drnek olarak ise miristik asit ve arakidik asitin asagidaki Sekil
1.9’ da yapilar verilmistir. Karbon sayis1 10’ dan az olanlar oda sicakliginda sivi, 10” dan
daha fazla olanlar ise kat1 halde bulunurlar. Yag asitlerindeki karbon sayilar1 arttik¢a yag

asitleri sertlesmeye baglar ve erime noktalari artar [22-29].

Tablo 1. 3: Doymus yag asitlerinin isimlendirilmesi

Yag Asidinin Adi Karbon iskeleti Yap1 Formiilii
Asetik Asit 2:0 CHsCOOH

Propiyonik Asit 3:0 CH3CH.COOH
Biitirik Asit 4:0 CH3(CH2).COOH
Kaproik Asit 6:0 CHs(CH2)4COOH
Kaprilik Asit 8:0 CH3(CH2)sCOOH
Kaprik Asit 10:0 CH3(CH2)sCOOH
Laurik Asit 12:0 CH3(CH2)10COOH
Miristik Asit 14:0 CH3(CH2)1.COOH
Palmitik Asit 16:0 CH3(CH2)14COOH
Stearik Asit 18:0 CH3(CH2)16COOH
Arakidik Asit 20:0 CHs(CH2)1sCOOH
Behinik Asit 22:0 CH3(CH2)20COOH
Lingoserik Asit 24:0 CH3(CH2)2.COOH
Serotik Asit 26:0 CH3(CH2)24COOH

O

Miristik Asit /\/\/\/\/\/\)I\OH

O

Palmitik Asit /\/\/\/\/\/\/\)LOH

o)

Stearik Asit /\N\/\/\/\M)\{JH



Sekil 1. 9 (devam)

Arakidik Asit /\/W\/\/\/\/\/\)J\DH

Sekil 1. 9: Miristik asit, palmitik asit, stearik asit ve arakidik asit yapilari

1.2.1.2 Doymamis Yag Asitleri
Doymamis yag asitleri yapilarinda bir veya daha fazla ¢ift bag bulundururlar, 6zellikleri ¢ift
bagin sayisina, baglarin yerlesme durumlarina ve geometrik dizilimlerine gore degisim

gostermektedir [23-30].

Yag asitleri yapisinda igerdigi ¢ift bag sayisina gore gruplandirilirlar. Eger bir adet ¢ift bag
mevcutsa tekli doymamis yag asidi, birden fazla ise ¢oklu doymamis yag asidi olarak
adlandirtlir. Cift bagin yeri “n”, “delta” ya da “omega” sembolleriyle gosterilebilir. Dogal
yaglarin yapisindaki ¢ift bagin konumu metil grubu ile baslanarak genellikle 3. veya 6.
karbon atomunun ardindan gelmektedir. Bunlar omega-3 ya da omega-6 olarak
adlandirtlirlar. Asagidaki Tablo 1.4’ de 6rnekler verilmistir [24].
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Tablo 1. 4: Doymamis yag asitlerinin isimlendirilmesi

KARBON

SAYISI ADI YAPISAL FORMULU
Trans -MUFA, Tekli Doymamis Yag Asitleri
C16:1 n7t Palmitelaidik asit CH3(CH2)sCH=CH(CH2)7COOH
C18:1 n9t Elaidik asit CH3(CH2)7CH=CH(CH2)7COOH
Cis -MUFA, Tekli Doymamis Yag Asitleri
Cl14:1n5 Miristoleik asit CH3(CH2)sCH=CH(CH2)sCOOH
C16:1 n7 Palmitoleik asit CH3(CH2)sCH=CH(CH2)sCOOH
Ci7:1n7 Heptdesenoik asit CH3(CH2)7CH=CH(CH2)sCOOH
C18:1n9 Oleik asit CH3(CH2)7CH=CH(CH2)7COOH
C18:1 n7 Vaksenik asit CH3(CH2)sCH=CH(CH2)eCOOH
C20:1n9 Ekosanoik asit CH3(CH2)7CH=CH(CH2)eCOOH
C22:1n9 Erusik asit CH3(CH2)7CH=CH(CH2)1:COOH
C24:1n9 Nervonik asit CH3(CH2)7CH=CH(CH2)13COOH
n -6 PUFA, Coklu Doymamis Yag Asitleri
C18:2 néc Linoleik asit CHs(CH2)4(CH=CH-CH:),(CH2)sCOOH
C18:3n6 y-Linolenik asit CH3(CH2)4(CH=CH-CH: )s(CH2)sCOOH
C20:2n6 Ekosadienoik asit CH3(CH2)4(CH=CH-CH2),(CH2)sCOOH
C20:3n6 Ekosatrienoik asit CH3(CH2)4(CH=CH-CH: )s(CH2)sCOOH
C20:4 n6 Arahidonik asit CH3(CH2)4(CH=CH-CH2)4(CH2)sCOOH
C22:4n6 Dokosatetraenoik asit | CH3(CHz2)4(CH=CH-CH2)4(CH2)a4COOH
n-3 PUFA, Coklu Doymamis Yag Asitleri

C18:3n3 a-Linolenik asit CH3CH2(CH=CH-CH2 )3(CH2)sCOOH
C20:3n3 Ekosatrienoik asit CH3CH2(CH=CH-CH2)3(CH2)sCOOH
C20:5n3 Ekosapentaenoik asit CH3CH2(CH=CH-CH2)3(CH2)2COOH
C22:5n3 Dokosapentaenoik asit | CHsCH2(CH=CH-CH>)s(CH2)aCOOH
C22:6 n3 Dokosaheksaenoik asit | CH3CH2(CH=CH-CH3 )s(CH2)2COOH
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Doymamuis yag asitleri yapilarindaki ¢ift baglarin yanlarinda bulunan karbon atomlari cis ya
da trans konumda bulunabilirler. Cift bagla birbirine bagli atomlar bu bagin ekseni etrafinda
donemezler. Bu ylizden cis izomeri durumunda yag asidinin zinciri bu noktada biikiilerek
zincirin hareket serbestligi azalir. Zincir yapisinda ne kadar ¢ok cis konumlu ¢ift bag olursa,
zincir esnekligini o derece kaybederek egri bir bicim alir. Ornek verilirse, bir adet ¢ift baga
sahip olan oleik asitte "kdse" bulunmakta; linoleik asit, sahip oldugu iki ¢ift bag ile, seklinde
"biikiim" meydana gelmektedir; a-linolenik asitin sahip oldugu ii¢ cis bagiyla seklinde

"gengel" bir gériiniime sahiptir. Asagidaki Sekil 1.10” da {i¢ boyutlu yapilar1 verilmistir [25].

oleik linoleik linolenik

Sekil 1. 10: Oleik, linoleik ve linolenik asit {i¢ boyutlu yapilar

Trans konumda ¢ift bagli karbonlara komsu iki hidrojen ¢ift bagin kars: taraflarinda yer
aldigindan dolay1 zincir fazla egilmez ve bu tiir yag asitlerinin sekilleri doymus yag asitlerine

benzerler [25].

Cifte bag iceren yag asitleri geometrik izomeri gosterebilirler ve daha ¢ok "cis" sekillerinde
goriiliir. Cifte bagin yerine ve etrafindaki radikallerin durumuna gore farkli izomerler
meydana gelebilir. Ornegin oleik asitin trans hali elaidik asittir. Asagidaki Sekil 1.11° de
yapilar verilmistir [25].
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T P
CH;(CH,);7— C=C—(CH,);— C—OH g -
9

10
Cis 9 - Oktadekenoik Asit (oleik)

I P

|
CHz(CH: )7 C= IC_ (CH: )7 C—OH

. AR

Trans 9 - Oktadekenoik Asit (elaidik asit)

Sekil 1. 11: Oleik, oleik ve elaidik asit cis, trans gosterimi

1.3 HPLC (Yiiksek Performansh Sivi Kromatografisi)

Bir karisimda bulunan bilesenlerin, hareketli (tasiyici) faz ile, sabit (durgun) faz tizerinden
fakli hizlarla siiriiklenmeleri agisindan birbirlerinden ayrilma olayina kromatografi denir.
Kromatografik yontemler, kKimyasal ya da fiziksel 6zellikler bakimindan benzer karisimlari,
tamamiyle ve ¢ok kisa siirelerde birbirlerinden ayirmak igin kullanilir. Hareketli fazin sivi
oldugu ¢esidine sivi kromatografisi denir. Sivi kromatografisi ayirma teknikleri arasinda en

yaygin kullanilanidir [26].

Yiiksek hizda ayirmalarin yapildigi sivi kromatografi sistemlerine, Yiiksek Basingli Sivi
Kromatografisi (High Pressure Liquid Chromatography) denir ve kisaca HPLC olarak
adlandirilmaktadir. Duyarlilii, dogru kantitatif tayinlere kolaylikla uyarlanabilir olmasi,
ucucu olmayan yapilarin veya sicaklikla kolayca bozunabilen yapilarin ayrilmasina uygun
olmasi, kolonunun ist iiste pek cok kez kullamilabilmesi, yiiksek tekrarlanabilirliginin
olmasi, nitel ve nicel analizlerde kullanilabiliyor olmasit ve Ozellikle yeni nesil ultra
performans likit kromatografiler i¢in analiz siirelerinin ¢ok kisa olmasi sebebiyle HPLC’
lerin kullanim alanmi arttirmistir. HPLC kullanim alanina ise bir¢ok Ornek verilecek
olunursa, proteinler, niikleik asitler, hidrokarbonlar, karbonhidratlar, ilaclar, terpenoidler,

antibiyotikler, steroidler, ¢esitli inorganik bilesikler 6rnek verilebilirler [11].

Normal faz ve ters faz olarak kullanimi1 vardir;
Normal faz sivi kromatografisinde: hareketli faz apolar, sabit faz polardir. Ters faz sivi
kromatografisinde ise: hareketli faz polar, sabit faz apolardir. Bu sistemde metanol,

asetonitril ve su gibi kullanilan polar ¢oziiciiler, hareketli fazdir, kolon ise apolardir. Ters

13



faz s1v1 kromatografisinde kullanilan kolon ¢esitlerine 6rnek olarak C18, C8, C4, C2, fenil
gibi kolonlar verilebilir [27].

1.3.1 HPLC Cihaz1 ve HPLC Donanimi

HPLC temel olarak; pompa, enjektor, hareketli faz, kolon, dedektdr ve kaydediciden olusur.
HPLC'nin ¢alisma prensibi, bilesenlerin kolon igerisindeki sabit faz ile etkileserek farkli
hizlarla ilerlemeleri {izerine kuruludur. Sabit faz ve hareketli faz arasindaki etkilesimler,
bilesenlerin ayrilmasina yol agar. Karisim sabit faz etkilesimi karisimi olusturan maddelerin
degisik hizlarda ilerlemesine neden olur ve bu nedenle maddeler farkli zamanlarda sabit faz1
terk ederek ayrilmis olurlar. Yiiksek akig hizinda kolona pompalanan sivi tasiyici faz
ayrilmanin daha kisa siirede ve tam olarak gergeklesmesini saglar. Kolon ¢ikigina bagli olan

dedektor sayesinde ayrilan madde belirlenip kaydedilir [11].

1.3.1.1 Pompa (Coziicii Dagitma Sistemi)

HPLC’ de en 6nemli kisimlardan biri ¢ozilicii pompalama sistemidir. Mobil fazi1 olusturan
c¢oziiciilerin, enjektor, kolon ve dedektdr igerisinden belirli, sabit ya da degisken hizda belirli
basing altinda gecmesini saglar. Pompanin performansi, analitik sonuclarin
tekrarlanabilirligi, nicel degeri, gozlenebilme sinirt gibi degerleri 6nemli olgiide etkiler.
Pompalama sistemleri, akis hizina gore, yapimindaki malzemeye gore, pompanin mobil fazi

iletme mekanizmasina gore kategorize edilebilir [26].

1.3.1.2 Kolonlar

HPLC donaniminin yap1 taslarindan birisi olan kolon, karmagik 6rneklerdeki bilesenlerin
birbirinden 1yi ¢Oziiniirliikte ayrimindan sorumlu sabit fazdir. Kolon imalatinda yap:
materyali olarak en sik tercih edilenler; 326 paslanmaz gelik, teflon, cam veya peek’ dir.
Kolonun ayirim giicli ve performansi yapildigi materyaldan ¢ok i¢ ylizeyinde kullanilan
malzemenin kimyasal ve fiziksel 6zelliginden etkilenmektedir. I¢ yiizeyde kullanilan bu
kaplama malzemeleri ¢ok ¢esitlidir, analizin metoduna, mobil fazina analiz edilecek yapinin
ozelliklerine gore secilmelidir. Analitik kolonun i¢ ¢ap1 2-5 mm arali§inda, boylar1 ise ¢ok

cesitli olup 30-300 mm araliginda degismektedir [11-31].

1.3.1.3 Dedektorler
HPLC temel pargalarindan biri ise dedektorlerdir. Kolondan ¢ikan maddeler, kolonun

cikisina yerlestirilen uygun bir dedektdr ile dlgiiliir. Dedektor se¢cimi dogru ve hassas bir
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analiz yapabilmek icin son derece dnemli bir etkiye sahiptir. Iyi bir dedektdriin duyarls,
dogrusal, secici, kosullardan ve degisimlerden etkilenmeyen, numuneyi tahrip etmeyen,
ucuz ve kolay kullanima uygun olmalidir [27].

Dedektorler, 6rnek bilesenlerini tayin ederken olgtiikleri fiziksel 6zelliklere gore 8 gesittir.
Ultraviole/goriiniir bolge dedektorii (UV/VIS), fotodiyot array dedektorii (DAD), fluoresans
dedektorii (FLD), refraktif indeks dedektorti (RID), elektrokimyasal dedektor (ECD), kiitle
dedektorii (MS), iletkenlik dedektorii (CAD) [32].

1) Ultraviole / Goriiniir Bolge Dedektorii;
Lambert-Beer yasasi uygulanir, absorbans o6lgiiliir. Spektrum taramasi yapilabilir, farkli

dalga boylarinda galisilabilir veya dalga boyu zamana karsi programlama yapilabilir.

2) Fotodiyot Array Dedektorii (DAD);

Her elementin ayr1 bir dalga boyundaki absorbansi es zamanli olarak Glgebilme 6zelligi
vardir. Bu sayede 3 boyutlu kromatogramlar elde edilebilir ve istenilen her pikin ¢ok hizli
spektrum taramasim gorebilir. Istenilen dalga boyu araliginda calisilabilmesi bu dedektoriin

sagladig1 onemli avantajlardan biridir.

3) Fluoresans Dedektorii (FLD);
Organik bilesiklerin yaklasik %15 i fluoresans olusturma yetenegine sahiptir ve Olusan
fluoresans olgiilmektedir. Olgiim duyarlihg UV/VIS dedektdre gore yaklasik 103 kat

fazladir.

4) Refraktif indeks Dedektorii (RID);
Sicakliga kars1 duyarlidirlar ve bu nedenden dolay1 da yogunluk artabilir. Ortama gelen 151k

kirtlir ve hiicreden ayrilir boylece 15181 (kirtlma indisi) kantitatif olarak tayini yapilmis olur.

5) Elektrokimyasal Dedektorii (ECD);
Yiikseltgenebilen ya da indirgenebilen maddeler olan elektroaktif maddeler kullanilir.

Elektrik akimi1 6lgiimiine dayanir.

6) Kiitle Dedektor (MS);
Analizi yapilan bilesenin, o bilesenlere 6zgii yani spesifik kromatogramlar: tespit edilir.
Kalitatif tayinler i¢in ciddi bir 6neme sahiptir.
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7) Tletkenlik Dedektorii (CAD)
CA (Charged Aerosol) dedektor, yiliksek performansli sivi kromatografisi (HPLC) ve ultra
ylksek performansli sivi kromatografisi (UHPLC) ile birlikte kullanilabilen bir dedektordiir

ve numunedeki yiiklii aerosol par¢aciklariin miktarini 6lger [33].

Kromofor igermemeleri nedeniyle UV/Vis detektorleri kullanilarak tespit edilemeyen
bilesiklerin analizinde yaygin olarak kullanilir ayrica yiliksek hassasiyetle iyi ayirim
sagladig1 i¢in tercih edilir. Calisma prensibi olarak incelendiginde UV dedektorler
konsantrasyona bagliyken, CA dedektorler ise kiitleye baglidir. CAD, antibiyotikler, iyonlar,
lipidler, dogal iiriinler, biyoyakitlar, sekerler ve yiizey aktif maddeler dahil ancak bunlarla

siirl olmamak {izere tiim ugucu olmayan ve bir¢ok yari ugucu analiti 6lgebilir [33-34].

1.3.2 HPLC’ de Temel Parametreler
1.3.2.1 Ahkonma Zamam (Retention time)
Numunenin kolona enjeksiyonu ile pikin dedektére ulagmasi arasinda gecen siireye

alikonma zamani ayn1 zamanda tutunma stiresi olarak tanimlanir. tR olarak gosterilir. Birimi

genellikle dakika olarak tercih edilir. [28-35].

tR=VR/F (1.2)

VR : Kolondan gecen ¢6ziicli hacmi

F :Akis hiz1

1.3.2.2 Bagil Alikonma (Relative Retention)
Bagil alikonma ‘Ayirma faktorii” de denilebilir. Bagil alikonma, tutunma siireleri bilinen iki

maddenin birbirine oran1 olarak agiklanabilir [35].
1.3.2.3 Kapasite Faktorii (k’)

Kapasite faktorii, ayn1 zamanda alikonma faktorii ya da kapasite oran1 olarak ifade edilir, ve

numunenin kolon i¢inde kalis siiresini ifade eder [28].

kK= (tr—t0) /10 (1.3)

k’: Kapasite faktorii
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t0: Alikonmamis madde kolondan ¢ikis siiresi

tr : Alikonmus madde kolonu terk etme siiresi

1.3.2.4 Kolon Etkinligini Belirleme

Teorik plaka sayisindan yararlanilir. Teorik plaka sayisi ya da teorik tabaka sayisi da
denilebilir. N ile gosterilir. Tutunma siiresiyle dogru orantili, analiz siiresiyle de ters orantili
bir iliski mevcuttur [28-35].

N = 16 (tr / W)? (1.4)

N: Teorik plaka sayis1
W: Analiz i¢in gecen zaman

tr: Tutunma stiresi

1.3.2.5 Kuyruklanma Faktorii (T)

Kromatogramda elde edilen pike ait, pik simetri 6l¢iimiinde kullanilmaktadir. [28].

T=W/2f (1.5)

W: Pike ait yiikseklik 6zeliginin %5 kadarina ait pikin genisligidir.

f : Pike ait uzakligin 6niinden maksimum dikeye olan uzakligidir.

1.3.2.6 Kromatografik Rezoliisyon
Kromatografi, karisim igindeki bilesenleri ayirma yontemi olarak tanimlanirken rezoliisyon
da ayirma yonteminin 6lgiisii olarak tanimlanir. Kromatografik rezoliisyon; bilesenlere ait

alikonma zamanlar arasindaki fark ile pik genisligi arasindaki oran olarak hesaplanir. [28].

R=(tr2-trl)/[1/2x (W1+W2)] (1.6)

R : Kromatografik Rezoliisyon

trl : Ilk pike ait alikonma zamani

tr2 : Ikinci pike ait alikonma zamani
W1 : ilk pike ait baseline genisligi
W?2 : Ikinci pike ait baseline genisligi
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1.4 Analitik Metot Validasyon

Bir numunenin, spesifik analizleri i¢in uygulanan islem veya islem basamaklar1 metot
(yontem) olarak adlandirilir. Bu metodun kabul gormesi i¢in resmi test prosediirleri ile (ICH:
(Uluslararas1 Harmonizasyon Toplulugu); EMA: (Avrupa Ila¢ Ajansi); USP (Amerika
Birlesik Devletleri Farmakopesi), FDA: (Birlesik Devletler Gida ve ilag Dairesi)) gerekli
sartlar belirlenir. Yine bu resmi test prosediirlerine uyarak metot gelistirme yapilir. Metot
gelistirmede ise metodun amaci, kapsami, uygulanabilirligini, kabul kriterlerinin
belirlenmesi,  kullanilan  cihazlarin  performanslarini,  kullanilan ~ materyallerin

nitelendirilmesi yapilir. Gelistirilen yontem dokiimante edilmelidir [36-37-38].

Validasyon, ila¢ endiistrisinde ilacin, cihazin, metodun ve {riin parametrelerinin
gelistirilmesi, iiretim ve kontroliinde kullanilan temel islemlerin ve cihazlarin sistematik
olarak gozden gegirilmesi, Onerilen iiretim ve kontrol ydntemleri kullanildiginda
tekrarlanabilir sonuc¢larin alinacagindan ve istenilen kalitenin saglanacagindan emin

olunmasi i¢in yapilan bir dizi siire¢ gelistirme islemleridir [39-40].

Analitik metot validasyonu ise kullanilan bir analitik metodun valide oldugunun kanitlamasi
ve dokiimante edilmesidir. Amaci ise analitik islemin deneysel ¢aligmalarla raporlandirilmis

ilgilenilen amag¢ dogrultusunda uygun oldugunun kanitlanmasidir [41].

Analitik Metot validasyonunda; GMP-GLP- ¢cGMP (iyi Laboratuvar Uygulamalari-lyi
Uretim Uygulamalari- Giincel Iyi Uretim Uygulamalar1), USP (Amerika Birlesik Devletleri
Farmakopesi) / ICH (Uluslararast Harmonizasyon Toplulugu), FDA (Birlesik Devletler Gida

ve Ilag Dairesi) gibi uluslararasi kabul gérmiis kuruluslarin kriterleri kullanilir. Validasyon;

e Analitik metodun, daha 6nce calisilmayan laboratuvarda analizi yapilacagi zaman

e Analitik metodun ilk defa gelistirildiginde

e Rutinde analizi yapilan metodun igeriginde farklilik yapildiginda

e Validasyonu olan metodun diger laboratuvarda kullanildiginda

e Metodun kullanim sartlarina gore degisiklik yapildiginda

e ki farkli metodun arasindaki farkliliklar: belirlerken

e Laboratuvar iginde gerceklestirilen farkliliklar ve bu farkliliklarin analiz degerlerini
etkiledigi durumlarda
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e Validasyonu yapilmis ama uzun siiredir kullanilmayan metotlarin yeniden

kullanimina baglanmasinda, gibi durumlarda yapilmaktadir [38].

Analitik metot validasyon, 3 ana grup olarak yapilmakta olup diger analiz yontemi olarak da
yapilmaktadir.
e Miktar Tayini Analizinde: Bitmis tiriin ya da hammadde igerigindeki etken madde
miktar1 tayin etmede kullanilmaktadir.
e Impurite (Safsizlik) Analizinde: Bitmis iiriin ya da hammadde icerigindeki
safsizliklari tayin etmede kullanilmaktadir.
e (ozinme Analizide: Bitmis irin ya da hammadde icerigindeki dissoliisyon
miktarini tayin etmede kullanilmaktadir.
e Diger Analiz Yontemlerinde: Bitmis {irlin ya da hammadde tayininde

yukaridakilerden farkli analizlerde kullanilmaktadir.
1.4.1 Analitik Metot Validasyon Parametreleri

Metot validasyonu i¢in resmi kurumlarin hangi Kkriterleri istedigi asagidaki Tablo 1.5° de

verilmistir [42].
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Tablo 1. 5: Metot validasyonunda gerekli kriterler

Secicilik (Selectivity) FDA, USP, ICH

Dogruluk (Accuracy) FDA, USP, ICH

Kesinlik (Precision) FDA, USP, ICH
Tekrarlanabilirlik (Repeatability) ICH

Ara kesinlik (Intermediate precision) ICH

Yenilebilirlik (Reproducibility) ICH (Mutlak gereklilik degildir)
Tespit limiti (LOD) USP, ICH

Miktar Tayini Limiti (LOQ) FDA, USP, ICH

Dogrusallik (Linearity) FDA, USP, ICH

Aralik (Range) USP, ICH

Tutarhlik (Ruggedness) USP

Saglamlik (Robustness) FDA, USP, ICH (Mutlak gereklilik degildir)
Stabilite (Stability) FDA

Gerikazamim (Recovery) FDA

Analitik metot validasyonun kimyasal analizlerin sonuglarin dogrulugunu kanitlayan

parametrelerin sirasiyla yapilmasi gerekmektedir [43].

e Secicilik (Spesifiklik)

e LOD (Tespit Limiti) ve LOQ (Tayin Alt Limiti)
e Dogrusallik (Linearite) ve Calisma Aralig1

e Dogruluk (Geri Kazanim)

o Kesinlik

e Tekrarlanabilirlik

e Ara Kesinlik

e Saglamhik

e Stabilite
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1.4.1.1 Secicilik
Validasyon parametrelerindeki mutlaka yapilmasi gereken bir parametredir ve metot

gelistirme ¢alismalarina bu parametreyle baslanmalidir [44].

Analitik metodun segiciligi, numune igerisindeki diger matrikslerden ayirabilmesidir.
Gelistirilen metodun etken maddeye 6zgiin oldugu kanitlanmalidir. Etken maddenin,
icerdigi yardimc1 maddeler ve diger safsizliklarla etkilesmedigi ayr1 ayri

tanimlandirilmalidir [45].

1.4.1.2 LOD (Tespit Limiti) ve LOQ (Tayin Limiti)

Tespit limiti LOD, zemin (baseline) giiriiltiisiinden farkli tespit edilen fakat miktari
belirlenemeyen en kiigiik analit konsantrasyonu olarak tanimlanir. Sisteme igerisinde etken
olmayan blank ¢ozeltisi enjeksiyon edilir ve bu enjeksiyonla giiriiltii hesaplanir. Sonra
sinyal/giiriiltii oranlanir. Bu orandan faydalanilarak sinyal/giiriiltiiniin 3 oldugunda LOD’ dir
denir. Fakat bulunan deger kullanilan cihazlarla farklilik gosterir. ICH kriterlerine gore LOD

ise standart sapmanin, egime oraninin 3.3 katidir [44-46].

LOD = 3.3 SD/S (1.7)

SD : Standart sapma
S :Egim

Tayin Limiti (LOQ), hem dogruluk hem kesinlik caligmalarinin belirleyici faktorleri
icerisinde kantitatif olarak hesaplanan en diisik madde miktaridir. LOQ degerini
hesaplamada da teshis limiti (LOD) hesaplamasindaki gibi sinyal/giiriiltii” den yararlanilir.
Her ne kadar sinyal/giiriiltii oran1 kullanilip LOQ degeri hesaplansa da bu konsantrasyon
dogruluk ve kesinlik smirlariyla uyumlu olmalidir. Bu dogrultuda LOQ konsantrasyonu
azalirsa kesinlik degeri de azalir. Sinyal/giiriiltii oran1 10 oldugunda LOQ’ dur denir. ICH

kriterlerinde LOQ, standart sapmanin, egimine oraninin 10 katidir [44].

LOQ = 10 SD/S (1.8)

SD : Standart sapma
S :Egim
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1.4.1.3 Cahsma (Olg¢iim) Arahigi ve Dogrusallik (Linearite)
Caligma araligmin belirlenmesi, yontemin uygulama araliginin belirlenmesi icin yapilir.
Kalibrasyon egrisinde, dlgiilen analitin konsantrasyon ve detektérden elde edilen yanitin

dogru orantili olarak goriildiigti araliktir [47].

Kalibrasyon egrisi, liriiniin yontemine bagli belirli sayida 6l¢iim noktalari ile belirlenir. Egri
analitin bilinen derisimi ile olusturulur. FDA’ e gore en az 6 nokta, kor ¢ozelti de eklenerek
toplam 7 nokta olarak belirlenmistir [48]. Grafik olarak sonuglar verilir ve ‘regresyon
esitligi’ ile ‘korelasyon katsayisi’ belirlenir. Regresyon hesabi i¢in excel formiillerden
yararlanilabilir. Bu degerlere gore calisma araliginin dogrusal olup olmadig: tespit edilir
[47].

1.4.1.4 Dogruluk
Dogruluk, ¢ok sayidaki Ol¢iim sonuglarimin ortalamasinin gercek degere yakinligiyla
oOlciiliir. Gergek deger ise sertifikali referans materyalleri ile valide edilmis yontemin Sl¢iimii

sonucunda elde edilebilir. Dogruluk ¢alismasi en az 3 farkli konsantrasyonda yapilmalidir

[47].

Konsantrasyonlar (yiliksek, orta, diisiik) olmak iizere her birinden iicer hazirlik yapilir.

Plasebo igerisine miktarini bildigimiz etken madde spike yapilir ve sonuglar % geri kazanim

olarak ifade edilir [43-49].

. Bulunan miktar—Numunedeki miktar
% Geri Kazanim = Spike edilon miktar x100 (1.9)

Hesaplanan sistematik hatanin gercek degerle arasinda onemli bir farkinin bulunup

bulunmadig t-testi yapilarak kontrol edilebilir.

__ |Xortalama—y|

SD/vVn (1.10)

Xortalama= Tekrarlanabilirlik veya tekrar elde edilebilirlik kosullari altinda yapilan 6l¢iimlerin
ortalamasi

p=Bilinen deger (zenginlestirme miktar1)
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SD= Tekrarlanabilirlik veya tekrar elde edilebilirlik kosullar1 altinda yapilan Slglimlerin
standart sapmast

n= Tekrarlanabilirlik veya tekrar elde edilebilirlik kosullar1 altinda yapilan 6lgiimlerin sayisi

1.4.1.5 Kesinlik (Tekrarlanabilirlik)

Analiz yonteminin kesinligi, spesifik analiz kosullar1 altinda bir numunenin c¢oklu
numunelerine tekrar tekrar uygulandiginda, bireysel test sonuclari ile arasindaki uyumun
derecesidir. ICH kriterleri, tekrarlanabilirlik parametresinin prosediir aralig1 kapsaminda en
az dokuz caligma (ii¢ adet konsantrasyonun her biri ve her birinin {i¢ tekrar1) veya test %100

konsantrasyonunda en az alt1 ¢aligma ile degerlendirilmesini istemektedir [50].

e Sistem Kesinligi
Metotdaki konsantrasyonu bilinen standardin ardisik alinan 6l¢iim sonuglarinin relatif

standard sapmasi (RSD) degerlendirilerek sistemin kesinligi 6l¢iilmiis olur [51].

e Ara Hassasiyet
Ayni analiz numunesinin farkli zamanlarda analizi yapildiginda elde edilen sonuglarin
tekrarlanabilir olmas1 ve yapilan iki analiz sonucunun hassasliginin dl¢iistidiir seklinde
tanimlanabilir. 6 adet numunenin farkli glinlerde yapilan analiz sonuglar1 ve relatif standart

sapmalar1 (RSD) degerlendirilir [51].

e Tekrar Elde Edilebilirlik
Farkli zamanlarda, farkli laboratuvarlarda farkli analistlerin, yaptiklari analiz sonucunda

bulunan sonuglarin tekrarlanabilir olmasidir. Laboratuvarlar arasindaki hassasiyeti agiklar

[51].

1.4.1.6 Saglamhk

Analiz yontemini uygularken kendi kosullardaki bazi1 kiiciik degisikliklerin analiz sonuglari
tizerindeki etkisini inceler. Metot, kendi kosullarindaki ufak degisikliklerden ne kadar az
etkileniyorsa o kadar saglamdir. Saglamlik ¢alismas1 yapilirken, pH, sicaklik, dalga boyu,
basing gibi analiz sonucuna etki edebilecek faktorler belirlendikten sonra bu faktorler

tizerinde kiigiik degisiklikler uygulanarak, analiz sonucuna etkisi belirlenir [47].
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1.4.1.7 Stabilite
Stabilite (kararlilik), metotdaki gibi hazirlanan numunelerin analiz siiresince zamana ve

ortam kosullarina kars1 bozunmadan sabit kaldigindan emin olmak i¢in yapilir [52].
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2. DENEYSEL BOLUM
Calisma Vem Ila¢ Sanayi ve Ticaret A. S. arastirma gelistirme laboratuvarinda 2022-2024

yillar1 arasinda yapildi.

2.1 Materyal ve Yontem

Olgiilii doz inhalasyon iiriinlerinde sizabilen safsizlik olarak yag asitlerinin analizinde ters
faz HPLC ile metot gelistirme ¢alismalar1 yapilarak validasyonu yapildi. Metot validasyon
parametrelerini uygulamak icin gereken (GMP, USP, ICH, FDA gibi) uluslararasi

kuruluglarca belirlenen kriterler uygulandi.

2.1.1 Materyal
HPLC sisteminde Thermo markali CA (lletkenlik) dedektdr kullanilarak Tablo 2.1° de

verilen parametreler uygulandi. Kullanilan cihaz Sekil 2.1° de goriilmektedir.

Pump
Bolmesi

Autosampler
Bolmesi

CA
Dedektor

Kolon
Bolmesi

Degisken
Dalga boyu
Dedektor

Sekil 2. 1: Thermo markali CA dedektorlic HPLC
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Tablo 2. 1: Ekipman parametreleri

Cihaz Thermo Scientific Dionex Ultimate 3000
Kolon Adi Poroshell 120 EC-C18

Kolon Ozellikleri 150 mm x 3,0 mm, 2.7 um

Kolon Sicakligi 50°C

Numune B6lme Sicakligi 10°C

Dedektor

Yiiklii Aerosol Dedektor (CAD)

Akis Hizi 1.0 mL/dakika
Enjeksiyon Hacmi 20 uL

Coziicu %100 Asetonitril
Enjeksiyon Siiresi 30 dk

Mobil Faz Gradient Sistem

Kullanilan dedektor parametreleri Tablo 2.2° de verilmistir.

Tablo 2. 2: Dedektor parametreleri

Evaparator Temperature

On

Evaparator Temperature Nominal

Low (35.0°C)

Evaparator Wait For Temperature Ready Yes

Evaparator Wait For Temperature Ready Delta 5.0 [K]

CAD Data Collection Rate 2 [Hz]

CAD Filter Constant 1.0 [s]

CAD Power Function 1.00

Gain 100 pA Akis Hizi

Mobil faz ise mobil faz A ve mobil faz B olarak hazirlandi. Kullanilan gradient sistem Tablo

2.3’ de verilmistir.

Mobil Faz A: 1000.0 mL saf su icerisine 0.5 mL formik asit ilave edildi.
Mobil Faz B: 1000.0 mL asetonitril igerisine 0.5 mL formik asit ilave edildi.

Tablo 2. 3: Gradient Sistem

Zaman(dakika) Mobil Faz A (%) Mobil Faz A (%)
0.0 37.0 63.0
28.0 15.0 85.0
40.0 15.0 85.0
40.01 37.0 63.0
45.0 37.0 63.0
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2.1.2 Kullanilan Cozeltiler
2.1.2.1 Standart Cozelti Hazirhg

30.0 mg stearik asit tartildi ve 100.0 mL’ lik balon jojeye aktarildi. 60.0 mL ¢6ziicii ve 20.0
mL metanol eklendi, 10 dakika ultrasonik banyoda bekletilerek hacmi tamamlandi.

Hazirlanan ¢ozeltiden 2.5 mL alindi ve 100.0 mL balon jojeye aktarildi, 100.0 mL’ ye

tamamlandi. (Standart konsantrasyonu: 7.5 pg/mL)

2.1.2.2 Numune Cozelti Hazirhgi

Uriine ait kanisterin iizeri temizlendi ve kurutuldu. Kurutulan kanister tartildi1 (W1). Kanister
-80 °C 1 saat donduruldu. 1 saatin sonunda kanister kesildi ve soliisyon 10.0 mL’ lik balon
jojeye transfer edilerek HFA (Norfloran, hfa 134a) gazinin tamamen ugmasi beklendi.
Kanisterin i¢i ¢oziicli ile yikanarak ayni balon jojeye aktarildi. Coziicii ile 10.0 mL’ ye

tamamlandi. Bos kanister kurutuldu ve tartim1 yapildi (W2). Filtrelenmeden kullanildi.

2.1.3 Hesaplama

Astd 100.0 100.0 100  Wnum

Anum _ Wstd 2.5 P 10.0
X X

X % x 100 x DF = pg/kanister

Anum : Numune ¢6zeltisindeki sizabilen safsizlik pik alan

Astd : Standart ¢ozelisindeki stearik asit ortalama alan

Wstd : Standart tartimi (mg)

Wnum : Numune tartimi1 (W1- W2) (mg)

P : Standart potensi (%)
L : Etiket degeri (ug/ kanister)
DF  : Diizeltme faktorii

2.1.4 Limitler

Limitler Tablo 2.4’ de verilmistir.

Tablo 2. 4: Limitler

Miristik Asit

Maksimum 75 pg/kanister

Linoleik Asit

Maksimum 75 pg/kanister

Palmitik Asit

Maksimum 75 pg/kanister

Oleik Asit

Maksimum 75 pg/kanister

Elaidik Asit

Maksimum 75 pg/kanister

Stearik Asit

Maksimum 75 pg/kanister

Arakidik Asit

Maksimum 75 pg/kanister
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Yapilan ¢aligmalara ait elde edilen sonuglar asagida gosterilmistir; tiim asitlere ait piklerin

bagil alikonma zamanlari, hesap ¢ubugunda kullanilan diizeltme faktorleri (DF), nicelik

sinir1 (LOQ), belirleme sinir (LOD) degerleri belirlenmistir.

Tablo 2. 5: Sonuglarin Raporlandirilmasi

Bagil Diizeltme Nicelik Sinir1 Belirleme Sinir1
Pik Adx Ahkonma | Faktorii (ng/kanister) (ug/kanister)
Zamani (DF) (LOQ) (LOD)

Miristik Asit 0.37 8.3 3.3 pg/kanister 1.089 ug/kanister
Linoleik Asit 0.51 4.0 3.45 ug/kanister 1.139 ug/kanister
Palmitik Asit 0.65 1.5 1.2 ug/kanister 0.396 ug/kanister
Oleik Asit 0.72 1.5 7.5 pg/kanister 2.475 pg/kanister
Elaidik Asit 0.77 1.3 7.5 pg/kanister 2.475 pg/kanister
Stearik Asit 1.00 - 8.25 ug/kanister 2.723 pg/kanister
Arakidik Asit 1.31 1.0 7.5 pg/kanister 2.475 pg/kanister

2.1.5 Sistem Uygunluk Sartlar

e Sistem mobil faz ile sartlandirilir.

e (oziciiden 1 enjeksiyon sisteme verilir.

e Standart ¢ozeltisinden 6 ardisik enjeksiyon yapilir. Enjeksiyonlar aras1 % RSD < %
5.0 olmalidir.

e 2 adet numune ¢ozeltisi hazirlanarak her birinden 1 enjeksiyon verilir.

e Standart ¢ozeltideki etkin madde pikinin kuyruklanma foktorii 2.0’den fazla

olmamalidir.

e Standart ¢ozeltideki etkin madde pikinin teorik plaka sayis1 > 2000 olmalidir.

2.1.6 Standart ve Reaktif Bilgileri

Tablo 2.6 ve Tablo 2.7 analizde kullanilan standart ve reaktiflerin; lot numaralari, potensleri,

hangi firmadan alindiklar1 ve son kullanma tarihleri gibi bilgileri igermektedir.

Tablo 2. 6: Standart Bilgileri

Standart Adi Lot Numarasi Potens Firma | Son Kullanma Tarihi
Miristik Asit R14500 % 100 USP USP Online
Linoleik Asit 2-XZL-5-1 % 98 TRC 19/03/2023
Palmitik Asit P0090000/5 % 100 EP EP Online
Oleik Asit Y0001479/2 % 98.8 EP EP Online
Elaidik Asit 14-MWC-133-1 % 95 TRC 11/03/2023
Stearik Asit S1340000/4 % 100 EP EP Online
Arakidik Asit 1-KOP-22-1 % 98 TRC 04/12/2025
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Tablo 2. 7: Reaktif Bilgileri

Reaktif Ad1 Lot Numarasi Firma Son Kullanma Tarihi
Asetonitril 11232830236 Supelco 31/08/2025
Metanol 2229705856 | J.T.Baker 10/2024
Formik Asit K50073264813 Merck 28/02/2023

2.2 Yontemin Validasyonu
Yag asitlerinin yapilart incelendi, DMF’ lerine (Drug Master File FDA) bakildi,
farmakopeler (EP; European Pharmacopoeia, BP; British Pharmacopoeia, USP; United

States Pharmacopeia) ve yayinlar incelenerek gerekli dokiiman arastirmalar1 yapildi.

Metot gelistirmede, kullanilacak olan metoda karar verildikten sonra standart ve numune

konsantrasyonlari belirlendi. Limitler ise USP’ ye gore temel alind1.

Calismalara baslamadan 6nce gerekli standart, kolon, reaktifler temin edildi. Hplc sistemi,
gelistirdigimiz metodun oOzelliklerine (mobil faz, kolon, standart ve numune
konsantrasyonu) uygun olarak hazirlandi. Deneme enjeksiyonlar1 goriildii. Kabul kriterlerine

ve limitlere uygun bir pik elde edene kadar denemelere devam edildi.

Tiim sartlar saglandiginda validasyona baslandi ve validasyon parametreleri tek tek
uygulandi. Validasyon bittiginde yag asitlerine 6zgii sizabilen safsizlik analizi i¢in valide

edilmis bir metot elde edildi.

2.2.1 Metot Gelistirme
2.2.1.1 Sistemde i1k Deneme Enjeksiyonu
HPLC sisteminde Thermo markali CA (Iletkenlik) dedektdr kullanilarak Tablo 2.8 de

verilen ekipman parametreleri ve Tablo 2.9’ da verilen dedektor parametreleri uygulandi.
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Tablo 2. 8: Ekipman parametreleri

Cihaz Thermo Scientific Dionex Ultimate 3000
Kolon Ad1 Poroshell 120 EC-C18

Kolon Ozellikleri 150 mm % 3,0 mm, 2.7 um

Kolon Sicakhig: 50°C

Numune Bolme Sicakhig: 10°C

Dedektor

Yiiklii Aerosol Dedektor (CAD)

Akis Hiza 1.0 mL/dakika
Enjeksiyon Hacmi 20 uL
Coziicii %100 Asetonitril
Enjeksiyon Siiresi 30 dk
Mobil Faz Izokratik Sistem

Tablo 2. 9: Dedektor parametreleri
Evaparator Temperature On
Evaparator Temperature Nominal Low (35.0°C)
Evaparator Wait For Temperature Ready Yes
Evaparator Wait For Temperature Ready Delta 5.0 [K]
CAD Data Collection Rate 10.0 [Hz]
CAD Filter Constant 1.0 [s]
CAD Power Function 1.00
Gain 100 pA Akis Hizi

Mobil Faz: Mobil faz A ve mobil faz B’ nin (25:75) oranlarinda karistirilmasiyla

olusturuldu.

Mobil Faz A: 1000 mL saf suda 1 mL %0.85 fosforik asit (h:h)
Mobil Faz B: Asetonitril: Saf su (90:10) (h:h)

Kullanilan Standartlar: Miristik Asit, Palmitik Asit, Elaidik Asit, Stearik Asit, Arakidik
Asit, Linoleik Asit, Oleik Asit.

Miristik Asit, Palmitik Asit, Elaidik Asit, Stearik Asit, Arakidik Asit Hazirhg:

3.0 mg miristik asit, palmitik asit, elaidik asit, stearik asit, arakidik asit tartildiktan sonra
100.0 mL’ lik balon jojeye alindi. Céziiciisiinden 60.0 mL ve 20 mL metanol eklendi, 10 dk
ultrasonic banyoda bekletildi. Coziicii ile hacmine tamamlandi. Bu ¢6zeltiden 2.5 mL alindi,

100 mL balon jojeye aktarildi ve hacmine ¢oziicii ile tamamlandi. (Miristik Asit, Palmitik
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Asit, Elaidik Asit, Stearik Asit, Arakidik Asit, Linoleik Asit, Oleik Asit konsantrasyonlari:
0.75 ug/mL)

Bes adet (miristik asit, palmitic asit, elaidik asit, stearik asit, arakidik asit) standart tartilip
bu sartlarda sisteme ilk standart enjeksiyonu verildi. Standart kromatogrami 3. boliimde

Sekil 3.1 de verilmistir.

2.2.1.2 Standart Konsantrasyonu ve Mobil Faz Degisimi

Sistemdeki diger kosullar ayni kalarak standart konsantrasyonu ve mobil faz degisimi
yapild.

Standartlar, konsantrasyon (0.3 mg/mL) artirilacak sekilde hazirlandi.

Miristik Asit Hazirhgi
1.5 mg miristik asit tartildi. 5.0 mL’ lik balon jojede iizerine ¢oziicii ve metanolden 2’ser mL
eklenip, 10 dakika ultrasonik banyo igerisinde bekletildi. Coziicii ile hacmine tamamlandi.

(Miristik asit konsantrasyonu: 0.3 mg/mL)

Palmitik Asit Hazirhg
1.5 mg palmitik asit tartildi. 5.0 mL’ lik balon jojede iizerine ¢dziiciisiinden ve metanolden
2’ser mL eklenip, 10 dakika ultrasonik banyo igerisinde bekletildi. Coziicli ile hacmine

tamamlandi. (Palmitik asit konsantrasyonu: 0.3 mg/mL)

Elaidik Asit Hazirhg:
1.5 mg elaidik asit tartilarak 5.0 mL’ lik balon jojeye transfer edildi. Coziiciisiinden ve
metanolden 2’ser mL eklendi. 10 dakika ultrasonik banyo icerisinde bekletildikten sonar 5.0

mL’ lik hacmine tamamlandi. (Elaidik asit konsantrasyonu: 0.3 mg/mL)

Stearik Asit Hazirhg:
1.5 mg stearik asit tartilarak 5.0 mL’ lik balon jojeye transfer edildi. Coziiciisiinden ve
metanolden 2’ser mL eklendi. 10 dakika ultrasonik banyo igerisinde bekletildikten sonar 5.0

mL’ lik hacmine tamamlandi. (Stearik asit konsantrasyonu: 0.3 mg/mL)

31



Arakidik Asit Hazirhg:
1.5 mg arakidik asit tartildi. 5.0 mL’ lik balon jojede tizerine ¢oziiciisiinden ve metanolden
2’ser mL eklenip, 10 dakika ultrasonik banyo icerisinde bekletildi. Coziicli ile hacmine

tamamlandi. (Arakidik asit konsantrasyonu: 0.3 mg/mL)

Stok Linoleik Asit Hazirhg:
Yaklasik 20.0 mg linoleik asit 10.0 mL’ lik balon joje igerisine tartilip ¢6ziictisiinden 4.0 mL

metanolden 2.0 mL eklenerek hacmi tamamlandi.

Linoleik Asit Hazirhg:
Stok linoleik asit ¢ozeltisinden 0.7 mL alindi, 5.0 mL balon jojeye aktarildi ve hacmine

¢oziicli ile tamamlandi. (Linoleik asit konsantrasyonu: 0.3 mg/mL)

Stok Oleik Asit Hazirh@
Yaklasik 20.0 mg oleik asit 10.0 mL’ lik balon joje igerisine tartilip ¢6ziiciisiinden 4.0 mL

metanolden 2.0 mL eklenerek hacmi tamamlandi.

Oleik Asit Hazirhg:
Stok oleik asit ¢ozeltisinden 0.7 mL alindi, 5.0 mL balon jojeye aktarildi ve hacmine ¢oziicii

ile tamamlandi. (Oleik asit konsantrasyonu: 0.3 mg/mL)

Karnisim Standart Hazirhg:

1.5 mg miristik asit, palmitik asit, elaidik asit, stearik asit, arakidik asit 5.0 mL’lik balon joje
icerisine tartildi. 1.0 mL ¢dziicii ve 1.0mL metanol eklendi, 10 dk ultrasonik banyoda
bekletildi. Stok linoleik asit ve stok oleik asit ¢ozeltilerinden 0.7 mL alinarak ayni balon
jojeye aktarildi ve hacmine ¢6ziicii ile tamamlandi. (Miristik Asit, Palmitik Asit, Elaidik
Asit, Stearik Asit, Arakidik Asit, Linoleik Asit, Oleik Asit konsantrasyonlari: 0.3 mg/mL).

e Mobil Faz: Mobil faz A ve mobil faz B’ nin (25:75) oranlarinda karistirilmasiyla
elde edildi.
Mobil Faz A: 100 mL saf suda % 0.5 formik asit (h:h)
Mobil Faz B: %100 asetonitrilde % 0.5 formik asit (h:h)
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Sisteme blank (¢6ziicii) enjeksiyonu, standart karisim enjeksiyonu ve standartlarin yerlerini
(retention time) belirlemek icin tek tek enjeksiyonlar sisteme verildi. Kromatogramlar 3.
Boliimde sirasiyla Sekil 3.2 ve Sekil 3.3, Sekil 3.4, Sekil 3.5 Sekil 3.6, Sekil 3.7, Sekil 3.8,
Sekil 3.9, Sekil 3.10° da verilmistir.

2.2.1.3 Standart Konsantrasyonu, Mobil Faz Oran ve Enjeksiyon Hacmi Denemesi

Standart konsantrasyonu 1.5 pg/ml hazirlandi.

Stok Miristik Asit, Palmitik Asit, Elaidik Asit, Stearik Asit, Arakidik Asit Hazirhg

3.0 mg miristik asit, palmitik asit, elaidik asit, stearik asit, arakidik asit 50.0 mL’ lik balon
jojeye tartild1 ve igerisine 30.0 mL ¢6ziictisiinden, 10 mL metanolden eklendi, 10 dk boyunca

ultrasonik banyo igerisinde bekletildikten sonra hacmi tamamlandi.

Stok Linoleik Asit ve Oleik Asit Hazirhg:

Yaklasik 37.5 mg linoleik asit, oleik asit tartildi ve 25.0 mL’ lik balon jojeye aktarildi. 20.0
mL ¢oziicli ve 2.0 mL metanol eklendi. Coziicii ile hacmine tamamlandi. Bu ¢ozeltiden 1

mL alindi, 10 mL balon jojeye aktarildi ve hacmine ¢6ziicii ile tamamlandi.

Standart Hazirhg:

Stok miristik asit, palmitik asit, elaidik asit, stearik asit, arakidik asit ¢ézeltisinden 2.5 mL
alindi, 100 mL balon jojeye aktarildi iizerine Stok linoleik asit ve oleik asit ¢ozeltisinden 1
mL eklendi ve hacmine ¢6ziicii ile tamamlandi. (Miristik Asit, Palmitik Asit, Elaidik Asit,

Stearik Asit, Arakidik Asit, Linoleik Asit, Oleik Asit konsantrasyonlari: 1.5 pg/ml).

Mobil faz oranlar1 ve enjeksiyon siirelerinin denemesi ve enjeksiyon hacmi denemeleri

yapildi. Gradient sistem asagidaki Tablo 2.10” da gosterilmistir.
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Tablo 2. 10: Gradient Sistemi

Zaman (dakika) | Mobil Faz A (%) | Mobil Faz B (%)
0 37 63
28 35 65
55 25 75
70 25 75
70.01 37 63
75 37 63

Standart kromatogrami Sekil 3.11” da verilmistir.

2.2.1.4 Standart Konsantrasyon ve Enjeksiyon Hacim Deneme

Standart konsantrasyonu hesaplanmasi, USP’ ye gore yapildi [3].

AET Analitik Degerlendirme Esigi Hesaplandi;
AET = (QT/maksimum giinliikk alim dozu) * (kanister doz sayisi) (2.2)
AET = (5/8) x 120 = 75 ng/kanister

Nitelik Esigi (QT: Qualification Threshold); Bilinen safsizliklarda 5, bilinmeyen
safsizliklarda 0.15 sabit degerini alindu.

LOQ (Tayin Limiti) = AET ya da LOQ<AET olmalidir. (2.3)

s/n degeri bunun i¢in 6nemlidir.

Standart konsantrasyonu : (1 kanister/10 mL)*limit (2.4)
17,5 pg/mL olarak hazirlandi.

Stok Miristik Asit, Palmitik Asit, Elaidik Asit, Stearik Asit, Arakidik Asit Hazirhg:
3.0 mg miristik asit, palmitik asit, elaidik asit, stearik asit, arakidik asit 10.0 mL’ lik balon
joje icerisine tartild1. Uzerine 6.0 mL ¢dziicii ve 2.0 mL metanol eklendi, 10 dk boyunca

ultrasonik banyo igerisinde bekletilip hacmi tamamlandi.
Stok Linoleik Asit ve Oleik Asit Hazirhg

Yaklasik 37.5 mg linoleik asit, oleik asit 50.0 mL’ lik balon joje igerisine tartild1 ve 20.0 mL

¢oziiclistinden 2.0 mL metanolden eklendi. Coziicii ile hacmine tamamlandi.
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Standart Hazirhg:

Stok miristik asit, palmitik asit, elaidik asit, stearik asit, arakidik asit ¢dzeltisinden 2.5 mL
alindi, 100 mL balon jojeye aktarildi lizerine Stok linoleik asit ve oleik asit ¢ozeltisinden 1
mL eklendi ve hacmine ¢6ziicii ile tamamlandi. (Miristik Asit, Palmitik Asit, Elaidik Asit,
Stearik Asit, Arakidik Asit, Linoleik Asit, Oleik Asit konsantrasyonlari: 7.5 pg/ml).

Enjeksiyon hacmi denemeleri yapildi. Standart karisim kromatogrami Sekil 3.12° de

verilmistir.

2.2.1.5 S/N Denemeleri

Kromatogram sonuglarina gore s/n degerleri kontrol edildi;

Standart enjeksiyonun pik kesimlerini cihazda blank’ e gore otomatik hesaplattirdigimizdaki
kromatogram Sekil 3.13’ de verilmistir, cihazda manuel olarak dakika araligi secip

hesaplattirdigimizdaki kromatogram Sekil 3.14’ de verilmistir.

Cihazin dedektor parametrelerindeki degerlerin de s/n oranina etkisi vardir. Bu degerler:
e CAD Power Function :1.00
e CAD Filter Constant : 1.0 [s]
e CAD Data Collection Rate: 10.0 [Hz]

Bu degerler degistirilerek denemeler yapildi.

Kromatogram pik kesim sartlarinda ‘smooting type’ degerleri (5-31) var bu degerlerin de s/n

oranina etkisi vardir.

Tiim denemeler sonucunda en iyi sartlar sisteme verildeginde kromatogram Sekil 3.15° de

verilmistir.
2.2.1.6 Gradient Sistem Denemeleri

Enjeksiyon siiremizi kisaltmak i¢in gradient sistem denemeleri yapildi. Gradient sistem

asagidaki Tablo 2.11° de gdsterilmistir.
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Tablo 2. 11: Gradient Sistemi

Zaman (dakika) Mobil Faz A (%) | Mobil Faz B (%)
0.0 37 63
28 15 85
40 15 85
40.01 37 63
45 37 63

Bu gardient sistemle standart kromatogrami Sekil 3.16’da verilmistir.

2.2.2 Yontem Validasyon Parametreleri
2.2.2.1 Secicilik
Kabul Kriterleri
e (oziicii ve placebo (etkin madde disindaki kisim) kromatogramlarinda etkin madde
ve bilinen sizabilen safsizliklarin alikonma zamanlarinda bagka bir safsizliga ya da
etkin maddeye ait pik gézlenmemelidir.
e Safsizliga ait pikler etkin madde piki veya birbiriyle ¢akismamalidir.
e Filtre calismasinda farkl filtre tipleri kullanilarak aralarindaki alan farklarindan en

uygun filtre segilir.
%Fark Hesaplama : Mutlak (Filtreli alan —Filtresiz Alan) / Filtresiz Alan *100
Farkl1 filtre tipleri arasindaki alan farka;
standart i¢in < % 5.0, safsizlik limiti < % 0.50 ise fark < % 5.0,

safsizlik limiti > % 0.50 ise fark < % 3.0 olmas1 gerekmektedir.

Stok Miristik Asit Hazirh@:

10.0 mg miristik asit 100.0 mL’ lik balon jojeye tartild1. 60.0 mL ¢oziicii ve 20.0 mL metanol
eklendi. 10 dakika ultrasonik banyo igerisinde bekletildi. Coziicii ile hacmine tamamlandi.
(Miristik Asit Konsantrasyonu: 100.0 ug/mL)

Miristik Asit Hazirh@

Stok miristik asit ¢ozeltisinin 7.5 mL’si 100.0 mL’ lik balon jojeye aktarildi. Coziicii ile

hacmine tamamlandi. (Miristik Asit Konsantrasyonu: 7.5 pg/mL)
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Stok Palmitik Asit Hazirh@:

10.0 mg palmitik asit tartilip 100.0 mL’ lik balon joje igerisine transfer edildi. 60.0 mL
¢oziicii ve 20.0 mL metanol eklendi. 10 dakika ultrasonik banyo igerisinde bekletilerek
hacmi tamamlandi. (Palmitik Asit Konsantrasyonu: 100.0 ug/mL)

Palmitik Asit Hazirh@
Stok palmitik asit ¢6zeltisinin 7.5 mL’ si 100.0 mL’ lik balon jojeye aktarildi. Coziicii ile

hacmine tamamlandi. (Palmitik Asit Konsantrasyonu: 7.5 pg/mL)

Stok Elaidik Asit Hazirhg:
10.0 mg elaidik asit tartildi ve 100.0 mL’ lik balon jojeye aktarildi. 60.0 mL ¢6ziicti ve 20.0
mL metanol eklendi. 10 dakika ultrasonik banyoda bekletildi. Coziicii ile hacmine

tamamlandi. (Elaidik Asit Konsantrasyonu: 100.0 ug/mL)

Elaidik Asit Hazirhg:
Stok elaidik asit ¢ozeltisinin 7.5 mL’ si 100.0 mL’ lik balon jojeye aktarildi. Coziicii ile

hacmine tamamlandi. (Elaidik Asit Konsantrasyonu: 7.5 pg/mL)

Stok Stearik Asit Hazirhg:

10.0 mg stearik asit 100.0 mL’ lik balon jojeye tartildi iizerine ¢oziiciisiinden 60.0 mL ve
metanolden 20.0 mL eklendi. 10 dakika boyunca ultrasonik banyo igerisinde bekletildi.
Sonra hacmi tamamlandi. (Stearik Asit Konsantrasyonu: 100.0 pg/mL)

Stearik Asit Hazirhg:
Stok stearik asit ¢ozeltisinin 7.5 mL’ si 100.0 mL’ lik balon jojeye aktarildi. Coziicii ile
hacmine tamamlandi. (Stearik Asit Konsantrasyonu: 7.5 pg/mL)

Stok Arakidik Asit Hazirhg

10.0 mg arakidik asit 100.0 mL’ lik balon joje igerisine tartilip ve 60.0 mL ¢oziicii ve 20.0
mL metanol eklendi. 10 dakika siireyle ultrasonik banyo igerisinde bekletilerek 100.0 mL’
lik hacmi tamamlandi. (Arakidik Asit Konsantrasyonu: 100.0 pg/mL)
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Arakidik Asit Hazirhg:
Stok arakidik asit ¢ozeltisinin 7.5 mL’si 100.0 mL’ lik balon jojeye aktarildi. Coziicli ile

hacmine tamamlandi. (Arakidik Asit Konsantrasyonu: 7.5 ug/mL)

Stok Linoleik Asit Hazirhg:
10.0 mg linoleik asit 100.0 mL’ lik balon jojeye tartilarak transfer edildi. Coziiciisiinden 60.0
mL metanolden 20.0 mL tiizerine eklendi. 10 dakika ultrasonik banyo ig¢inde bekletilerek

hacmi tamamlandi. (Linoleik Asit Konsantrasyonu: 100.0 ug/mL)

Linoleik Asit Hazirhg:
Stok linoleik asit ¢ozeltisinin 7.5 mL’ si 100.0 mL’ lik balon jojeye aktarildi. Coziicii ile

hacmine tamamlandi. (Linoleik Asit Konsantrasyonu: 7.5 pg/mL)

Stok Oleik Asit Hazirh@

10.0 mg oleik asit 100.0 mL’ lik balon joje igine tartildi. 60.0 mL ¢oziicii ve 20.0 mL metanol
eklendi. 10 dakika siireyle ultrasonik banyo igerisinde bekletildi. 100.0 mL’ lik hacmi
tamamlandi. (Oleik Asit Konsantrasyonu: 100.0 pg/mL)

Oleik Asit Hazirhg:
Stok oleik asit ¢ozeltisinin 7.5 mL’ si 100.0 mL’ lik balon jojeye aktarildi. Coziicii ile
hacmine tamamlandi. (Oleik Asit Konsantrasyonu: 7.5 pg/mL)

Karisim Standart Hazirhg:
0.75 mL stok miristik asit, 0.75 mL stok palmitik asit, 0.75 mL stok elaidik asit, 0.75 mL
stok stearik asit, 0.75 mL stok arakidik asit, 0.75 mL stok linoleik asit ve 0.75 mL stok oleik

asit ¢ozeltileri 10.0 mL’ lik balon jojeye aktarildi. Coziicii ile hacmine tamamlandi.

Ekim Yapilmamis Numune Cozeltisi Hazirh@

Uriine ait kanisterin iizeri temizlendi ve kurutuldu. Kurutulan kanister tartildi1 (W1). Kanister
-80 °C 1 saat donduruldu. 1 saatin sonunda kanister kesildi ve soliisyon 10.0 mL’ lik balon
jojeye transfer edilerek HFA gazinin tamamen u¢masi beklendi. Kanisterin i¢i ¢oziicii ile
yikanarak ayni balon jojeye aktarildi. Coziicii ile 10.0 mL’ ye tamamlandi. Bog kanister

kurutuldu ve tartim1 yapildi (W2). Filtrelenmeden kullanild:.
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Ekim Yapilmis Numune Cozeltisi Hazirhg:

Uriine ait kanisterin iizeri temizlendi ve kurutuldu. Kurutulan kanister tartildi1 (W1). Kanister
-80 °C 1 saat donduruldu. 1 saatin sonunda kanister kesildi ve soliisyon 10.0 mL’ lik balon
jojeye transfer edildi ve HFA gazinin tamamen ugmasi beklendi. 0.75 mL stok miristik asit,
0.75 mL stok palmitik asit, 0.75 mL stok elaidik asit, 0.75 mL stok stearik asit, 0.75 mL stok
arakidik asit, 0.75 mL stok linoleik asit ve 0.75 mL stok oleik asit ¢ozeltileri 10.0 mL’ lik
balon jojeye aktarildi. Kanisterin i¢i ¢6ziicii ile yikanarak ayni balon jojeye aktarildi. Coziicti
ile 10.0 mL’ ye tamamlandi. Bos kanister kurutuldu ve tartimi yapildi (W2). Filtrelenmeden
kullanildi.

Sisteme ilk filtre ¢alismasi verildigindeki sonuglar Tablo 3.1’ de verilmistir.

Segicilik sonuglar1 Tablo 3.2° de verilmistir.

Sisteme blank (¢Oziicli) enjeksiyonu, standart karigim enjeksiyonu ve standartlarin yerlerini
(retention time) belirlemek igin tek tek enjeksiyonlar sisteme verildi. Kromatogramlar 3.
Boliimde sirastyla Sekil 3.17 ve Sekil 3.18, Sekil 3.19, Sekil 3.20 Sekil 3.21, Sekil 3.22,
Sekil 3.23, Sekil 3.24, Sekil 3.25, Sekil 3.26, Sekil 3.27’ de verilmistir.

2.2.2.2 Dogrusalik
Bu parametrede konsantrasyona gore alanlarla grafik ¢izildi. En kii¢iik kareler yontemiyle

regresyon dogru denklemi ve korelasyon katsayisi belirlendi ve yorumlandi.

LOQ ve % 150 konsantrasyonlar: arasinda en az 6 farkli konsantrasyonda etkin madde ve
bilinen safsizliklar iceren ¢dzeltiler hazirlandi. Diisiik konsantrasyondan baslayarak sira ile
sisteme enjekte edildi. LOQ seviyesinden, en yiiksek konsantrasyon seviyesinden ve %100’

lik konsantrasyon seviyesinden sisteme 6 defa, diger konsantrasyonlar 3 defa enjekte edildi.

Kabul Kriterleri
e R>0.990
e R?>0.990

y—kesim noktast

x100 < %10.0 (2.5)

%100 Seviyesindeki Alan
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Dogrusallik ¢ozletilerinin hazirlanisi; Standartlarin stok hallerinin hazirlanislar secicilik

parametresinde verildi.

LOQ Seviyesi

0.44 mL miristik asit, 0.16 mL palmitic asit, 1.0 mL elaidik asit, 1.1 mL stearik asit, 1.0 mL
arakidik asit, 0.46 mL linoleik asit ve 1.0 mL oleik asit ¢dzeltileri 10.0 mL’ lik balon joje
igerisine transfer edilerek hacmi tamamlandi. (Konsantrasyonlar: Miristik Asit: 0.33 pg/mL,
Palmitik Asit: 0.12 pg/mL, Elaidik Asit: 0.75 pg/mL, Stearik Asit: 0.825 ug/mL, Arakidik
Asit: 0.75 pg/mL, Linoleik Asit: 0.345 pg/mL, Oleik Asit: 0.75 pg/mL)

% 50 Seviyesi

0.375 mL stok miristik asit, 0.375 mL stok palmitik asit, 0.375 mL stok elaidik asit, 0.375
mL stok stearik asit, 0.375 mL stok arakidik asit, 0.375 mL stok linoleik asit ve 0.375 mL
stok oleik asit ¢ozeltileri 10.0 mL’ lik balon jojeye aktarildi. Coziicii ile hacmine
tamamlandi. (Konsantrasyonlar: Miristik Asit, Palmitik Asit, Elaidik Asit, Stearik Asit,
Arakidik Asit, Linoleik Asit, Oleik Asit: 3.75 ug/mL)

% 80 Seviyesi

0.6 mL stok miristik asit, 0.6 mL stok palmitik asit, 0.6 mL stok elaidik asit, 0.6 mL stok
stearik asit, 0.6 mL stok arakidik asit, 0.6 mL stok linoleik asit ve 0.6 mL stok oleik asit
cozeltileri 10.0 mL’ lik balon jojeye aktarildi. Coziicii ile hacmine tamamlandi.
(Konsantrasyonlar: Miristik Asit, Palmitik Asit, Elaidik Asit, Stearik Asit, Arakidik Asit,
Linoleik Asit, Oleik Asit: 6.0 ug/mL)

% 100 Seviyesi

0.75 mL stok miristik asit, 0.75 mL stok palmitik asit, 0.75 mL stok elaidik asit, 0.75 mL
stok stearik asit, 0.75 mL stok arakidik asit, 0.75 mL stok linoleik asit ve 0.75 mL stok oleik
asit ¢ozeltileri 10.0 mL’ lik balon jojeye aktarildi. Coziicli ile hacmine tamamlandi.
(Konsantrasyonlar: Miristik Asit, Palmitik Asit, Elaidik Asit, Stearik Asit, Arakidik Asit,
Linoleik Asit, Oleik Asit: 7.5 pg/mL)

% 120 Seviyesi
0.9 mL stok miristik asit, 0.9 mL stok palmitik asit, 0.9 mL stok elaidik asit, 0.9 mL stok

stearik asit, 0.9 mL stok arakidik asit, 0.9 mL stok linoleik asit ve 0.9 mL stok oleik asit
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cozeltileri 10.0 mL’ lik balon jojeye aktarildi. Coziicii ile hacmine tamamlandi.
(Konsantrasyonlar: Miristik Asit, Palmitik Asit, Elaidik Asit, Stearik Asit, Arakidik Asit,
Linoleik Asit, Oleik Asit: 9.0 ug/mL)

% 150 Seviyesi

1.125 mL stok miristik asit, 1.125 mL stok palmitik asit, 1.125 mL stok elaidik asit, 1.125
mL stok stearik asit, 1.125 mL stok arakidik asit, 1.125 mL stok linoleik asit ve 1.125 mL
stok oleik asit ¢ozeltileri 10.0 mL’lik balon jojeye aktarildi. Coziicii ile hacmine tamamlandi.
(Konsantrasyonlar: Miristik Asit, Palmitik Asit, Elaidik Asit, Stearik Asit, Arakidik Asit,
Linoleik Asit, Oleik Asit: 11.25 pg/mL)

Sirastyla dogrusallik ¢alismalar1 ve grafikleri bolim 3’ de Tablo 3.3-Tablo 3.9 arasinda ve
Sekil 3.28- Sekil 3.34 arasinda gosterilmistir.

2.2.2.3 Cahisma Arahg
Dogrusallik parametresinde ¢alisilan minimum ve maksimum konsantrasyonlarinin % RSD’

sine bakildu.

Kabul Kriterleri
e LOQ seviyesi i¢in standart enjeksiyonlart aras1 % RSD < % 15.0 olmalidir.
e Maksimum seviyesi i¢in standart enjeksiyonlari arast % RSD < % 5.0 olmalidur.
Bu parametreyi test etmek i¢in dogrusallik parametresinde hazirlanan LOQ ve % 150

konsantrasyondaki ¢ozeltiler kullanildi.

Miristik asit, linoleik asit, palmitik asit, oleik asit ¢alisma araligi sonuglar1 boliim 3° de Tablo
3.10° da verilmistir. Elaidik asit, stearik asit, arakidik asit ¢alisma aralig1 sonuglari boliim 3’
de Tablo 3.11° de verilmistir.

2.2.2.4 LOD (Tespit Limiti)
Sinyal/Giiriiltii (Signal to noise (S/N)) oram1 hesaplanarak ya da cihazdan hesaplatilarak
dedeksiyon limiti (LOD) degeri belirlendi.

Kabul Kriterleri
e Sinyal/Gliriiltii oran1 > 3 olmalidir.

3.3
¢ Belirleme Sinir1 (LOD) = Sxo

(2.6)
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o: Standart sapma (regrasyon dogrusunda artiklarinin standart sapma veya y-kesim noktasi
standart sapma)

S: Regrasyon dogrusunun egimi

Dogrusallik ¢alismasi yapilirken hazirlanan ¢ozeltilere gére uygun S/N orani belirlenerek

LOD c¢ozeltileri hazirlanarak sisteme verildi.

LOD sonuglar1 boliim 3 de Tablo 3.12” de verilmistir. Kromatogrami ise boliim 3 de Sekil
3.35’ de verilmistir.

2.2.2.5 LOQ (Nicelik Sinir1)
Sinyal/Giiriiltii (Signal to noise (S/N)) orami1 hesaplanarak ya da cihazdan hesaplatilarak
nicelik limiti (LOQ) degeri belirlendi.

Kabul Kriterleri
e Nicelik sinir1 (LOQ) safsizlik / raporlama seviyesindeki degerden biiyiik olmamali.

e Sinyal/Gliriiltii orant > 10 olmalidir.

10xo
S

Nicelik Sinir1 (LOQ) = (2.7)

o: Standart sapma
Regrasyon dogrusu artiklarinin standart sapma veya y-kesim noktasi standart sapma.

S: Regrasyon dogrusu egim

Dogrusallik ¢alismasi yapilirken hazirlanan ¢ozeltilere gore uygun S/N oranmi belirlenerek

LOQ c¢ozeltileri hazirlanarak sisteme verildi.

LOD sonuglar1 boliim 3 de Tablo 3.13” de verilmistir. Kromatogrami ise boliim 3° de Sekil
3.36’° da verilmistir.

2.2.2.6 Dogruluk

Teorik miktar ve deneysel bulunan miktar arasinda karsilastirma yapildi.
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Kabul Kriterleri
e Her bir geri kazanim degeri % 90.0 - % 110.0 arasinda olmali, % RSD <% 5.0
e LOQ seviyesi geri kazanim1 degeri % 70.0 ila % 130.0 degerleri arasinda olmali, %

RSD <% 15.0

Deneysel (tespitedilen) Safsizlik

e % Geri Kazanim = x100 (2.8)

Teorik (ilave edilen) Safsizlik

* % 95 Giiven aralig1 hesaplanir.

Tim dogruluk seviyelerinden 3’ er hazirlik yapildi. Tiim numunelerden sisteme enjekte
edildi. Numunelerin geri kazanimlar1 hesaplandi.

Standartlarin stok hallerinin hazirlanislart segicilik parametresinde verildi.

LOQ Numune Hazirhgi

Uriine ait kanisterin {izeri temizlendi ve kurutuldu. Kurutulan kanister tartildi1 (W1). Kanister
-80 °C 1 saat donduruldu. 1 saatin sonunda kanister kesildi ve soliisyon 10.0 mL’ lik balon
jojeye transferi yapildi ve HFA gazinin tamamen ugmasi beklendi. 0.44 mL miristik asit,
0.16 mL palmitic asit, 1.0 mL elaidik asit, 1.1 mL stearik asit, 1.0 mL arakidik asit, 0.46 mL
linoleik asit ve 1.0 mL oleik asit ¢ozeltileri 10.0 mL’ lik balon jojeye aktarildi. Kanisterin
i¢i ¢oziicii ile yikanarak ayni balon jojeye aktarildi. Coziicii ile 10.0 mL’ ye tamamlandi. Bos
kanister kurutuldu ve tartimi yapildi (W2). Filtrelenmeden kullanildi. (Konsantrasyonlar:
Miristik Asit: 0.33 pg/mL, Palmitik Asit: 0.12 pg/mL, Elaidik Asit: 0.75 pg/mL, Stearik
Asit: 0.825 pg/mL, Arakidik Asit: 0.75 pg/mL, Linoleik Asit: 0.345 pug/mL, Oleik Asit: 0.75

pg/mL)

% 100 Numune Hazirhg:

Uriine ait kanisterin iizeri temizlendi ve kurutuldu. Kurutulan kanister tartildi (W1).
Kanister -80 °C 1 saat donduruldu. 1 saatin sonunda kanister kesildi ve soliisyon 10.0 mL’
lik balon jojeye transferi yapildi ve HFA gazinin tamamen u¢masi beklendi. 0.75 mL stok
miristik asit, 0.75 mL stok palmitik asit, 0.75 mL stok elaidik asit, 0.75 mL stok stearik asit,
0.75 mL stok arakidik asit, 0.75 mL stok linoleik asit ve 0.75 mL stok oleik asit ¢ozeltileri
10.0 mL’ lik balon jojeye aktarildi. Kanisterin i¢i ¢6ziicii ile yikanarak ayni balon jojeye

aktarildi. Coziicii ile 10.0 mL’ ye tamamlandi. Bos kanister kurutuldu ve tartimi yapildi
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(W2). Filtrelenmeden kullanildi. (Konsantrasyonlar: Miristik Asit, Palmitik Asit, Elaidik
Asit, Stearik Asit, Arakidik Asit, Linoleik Asit, Oleik Asit: 7.5 ng/mL)

% 150 Numune Hazirhg

1.125 mL stok miristik asit, 1.125 mL stok palmitik asit, 1.125 mL stok elaidik asit, 1.125
mL stok stearik asit, 1.125 mL stok arakidik asit, 1.125 mL stok linoleik asit ve 1.125 mL
stok oleik asit cozeltileri 10.0 mL’ lik balon jojeye aktarildi. Coziicii ile hacmine
tamamlandi. (Konsantrasyonlar: Miristik Asit, Palmitik Asit, Elaidik Asit, Stearik Asit,
Arakidik Asit, Linoleik Asit, Oleik Asit: 11.25 pg/mL)

Sirastyla dogruluk sonuglari sirasiyla boliim 3° de Tablo 3.14, Tablo 3.15, Tablo 3.16, Tablo
3.17, Tablo 3.18, Tablo 3.19, Tablo 3.20° de verilmistir.

2.2.2.7 Kesinlik
Sistem Kesinligi

Valide edilen metottaki standardin 6 ardisik enjeksiyonlar arasindaki RSD’ ye bakildi.

Kabul Kriterleri
e 6 ardisik standart enjeksiyonu arasindaki % RSD < %5.0 olmalidir.

Bu parametreyi test etmek icin tekrarlanabilirlik ¢alismasindaki standart enjeksiyonlari
kullanildi.

Sistem Kesinligi sonuglari boliim 3’ de Tablo 3.21° de verilmistir.

2.2.2.8 Tekrarlanabilirlik

Ayn1 analistin birbiri ardina yaptig1 analiz tekrarlarinin kararliligina bakildi.

Kabul Kriterleri

e % Sonug % RSD
Sonu¢ <% 0.1 Degerlendirilmez
% 0.10 < Sonu¢ < % 0.5 <% 10.0
Sonu¢ > % 0.5 <%35.0

* % 95 Giiven aralig1 hesaplanir.
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Segicilik parametresinde hazirlanan standarttan 6 ardisik enjeksiyon ve her bir ekim yapilmis

6 adet numuneden 1 enjeksiyon yapildi.

Tekrarlanabilirlik sonuglar1 boliim 3’ de Tablo 3.22” de verilmistir.

2.2.29 Ara Kesinlik

Laboratuvardaki farkli degisimlerin analitik metodun kesinlige farklilik yarattigini

belirlemek i¢in analiz, baska bir giinde, ayn1 laboratuvarda, baska bir analistle 1 adet standart

¢oOzeltisi, 1 adet ekim yapilmamis numune ¢6zeltisi, 6 adet ekim yapilmis numune ¢ozeltisi

hazirlanarak analiz yapildi. Standarttan 6 ardisik enjeksiyon ve her bir numuneden 1 ardisik

enjeksiyon yapildu.

Kabul Kriterleri

% Sonug
Sonug <% 0.1

% 0.10 < Sonug¢ <% 0.5
Sonug > % 0.5

% Sonug
Sonug < % 0.10

% 0.10 < Sonug < % 0.50
% 0.50 < Sonu¢ <%1.0
Sonug > % 1.0

Mutlak Fark

%Fark

% RSD
Degerlendirilmez
<% 10.0
<%35.0

Fark
Degerlendirilmez
Mutlak fark <0.10
Mutlak fark < 0.20
% Fark < % 20

= |Analiz 2 Sonucu — Analiz 1 Sonucul]| (2.9)

Analiz 2 Sonucu — Analiz 1 Sonucu
= : | % 100 (2.10)
Analiz 1 Sonucu

% 95 Giiven aralig1 hesaplanir.

Tekrarlanabilirlik ve ara kesinlik parametresi i¢in t test tablosu verilmelidir. t testi

Microsoft Excel veri ¢oziimlenme kullanilarak en az 6 sonucla yapilir. Hesaplanan t

testi sonucu t-std degerinden kiigiikse t testi uygundur.

Ara kesinlik sonuglart boliim 3 de Tablo 3.23” de verilmistir.

t test sonuglar ise sirastyla Tablo 3.24, Tablo 3.25, Tablo 3.26, Tablo 3.27° de verilmistir.
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2.2.2.10 Saglamhk

Analiz parametreleri degistirilerek sistem uygunluk sartlari kontrol edildi.

Kabul Kriterleri

e Sistem uygunluk kriterleri saglanmalidir.

Standart ve numune ¢ozeltisi metotta belirtildigi gibi hazirlandi. Standarttan 6 ardisik
enjeksiyon ve her bir ekim yapilmis numuneden 1 enjeksiyon yapildi. Sistem uygunluk

kriterleri kontrol edildi.

Iki parametre degistirildi:
1) Formik asit miktar1 0.5 mL/L + % 5 olarak ayarlandh.
2) Kolon sicakligi 50°C + 2°C ayarlandi.

Saglamlik sonuglar sirastyla boliim 3 de Tablo 3.28, Tablo 3.29, Tablo 3.30, Tablo 3.31,
Tablo 3.32, Tablo 3.33, Tablo 3.34’ de verilmistir.

2.2.2.11 Stabilite

Cozeltilerin zaman ya da ortam sartlarindaki farklilikla bir degisim olup olmadigi belirlendi.

Cozelti Stabilitesi
Standart ve ekim yapilmis numune ¢6zeltisi ayni kosullarda bekletilerek analiz edildi.

Kabul Kriterleri
e Standart alanlar1 arasindaki % fark < % 5.0 olmalidir.

e Safsizlik alanlar arasindaki % fark < % 10.0 olmalidir.

Hazirlanan standart ve numuneden 48 saat boyunca enjeksiyonlar verilerek stabilite kontrol
edildi.
Cozelti stabilitesi sonuglart sirasiyla ve ekim yapilmis numune sonuglart sirasiyla, Tablo

3.35, Tablo 3.36, Tablo 3.37, Tablo 3.38, Tablo 3.39, Tablo 3.40° da verilmistir.
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2.2.2.12 Sistem Uygunluk
Kabul Kriterleri
e Standart ¢ozeltisinden 6 ardisik enjeksiyon yapilir. Enjeksiyonlar aras1 % RSD < %
5.0 olmalidir.
e Standart ¢ozeltideki etkin madde pikine ait kuyruklanma foktorii 2.0 den fazla
olmamali.

e Standart ¢ozeltideki etkin madde pikinin teorik plaka sayis1 > 2000 olmalidir.

Bu parametreyi test etmek icin tekrarlanabilirlik ¢alismasindaki standart enjeksiyonlari
kullanildi.
Sistem uygunluk sonuglari sirasiyla bolim 3’ de Tablo 3.41-Tablo 3.47 arasinda

gosterilmistir.
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3. BULGULAR

3.1 Metot Gelistirme Sonuclari

3.1.1 Sistemde ilk Enjeksiyon

Sekil 3.1’ de verilen standart kromatograminda bes adet (miristik asit, palmitic asit, elaidik
asit, stearik asit, arakidik asit) standart piklerinin hangi dakikalarda geldigi RT’leri

(Retention Time) belirlendi.
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@ b
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10.00] @ i ; 3 &
] [&] I '
s 2 % é | o
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T T T T T T T T T T T T T LI S I B i e LN S AL S s T
0.00 200 4.00 8.00 8.00 10.00 1200 14.00 8.00 18.00 2000 200 .00 2600 28.00 30,00
Minutes
Peak RT Area % Area | EP Plate Count | Resolution Sy Ty
Name Factor
BLANK_1 0853
BLAMK_2 1265
MYRISTIC 3333 | 41842248 4.10 4020 1.58
Peak _ Symmetry
Mame RT Area % Area| EP Plate Count | Resolution Factor
PALMITIC £.145 | 187624065 18.80 5063 1065 167
ELADIC 7524 | 18716232 21.91 8701 408 175
STEARIC 11.764 | 305340052 | 3058 2500 10.00 188
ARACHIDIC | 23.135 | 244818850 | 2452 12001 1757 1085

Sekil 3. 1: ilk standart kromatografi

3.1.2 Standart Konsantrasyonu ve Mobil Faz Degisimi

Standart konsantrasyonu ve mobil faz degisiminde sisteme verilen enjeksiyonlarla, blank’ e
ait (¢coziicii) RT, standartlarin hem tek tek hallerdeki hem de karisim halindeki RT’leri ve
alanlar1 belirlendi. Sekil 3.2” deki kromatogramda Blank 1 ve Blank 2 ¢oziicii piklerine ait
RT’ ler ve alanlar belirlendi, Sekil 3.3 deki kromatogramda hem ¢oziiciiye ait hem karisim
standardindaki tiim standartlarin piklerine ait RT’ ler ve alanlar1 belirlendi. Sekil 3.4, Sekil
3.5 Sekil 3.6, Sekil 3.7, Sekil 3.8, Sekil 3.9, Sekil 3.10° da ise sirasiyla miristik asit, linoleik
asit, palmitik asit, oleik asit, elaidik asit, stearik asit, arakidik asitin RT’ leri ve alanlar1

belirlendi.
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BLANK 2 -1.319

BLANK_1 -0.658

.

800

T
10.00

1
12.{II

I
16.00

1
1800 2000 2200 2400 2600

000 400 6.00 14 00 2800 3000
Minutes
Peak Name RT Area | % Area| Height | EP Plate Count| Resalution
1| BLANK_1 0.858 | 50373016 | 5727 | 3430044 ;2
2| BLANK_2 1.318 | 37577923 | 4273 | 2888802 300 | 2.976132e+000
3| MYRISTIC 3.361
4 | UNOLEC 4366
5| PALMITIC 6.186
& | OLEIC 8.050
7| ELAIDIC 7.555
2| STEARIC 11.018
9| ARACHIDIC | 23.288
Sekil 3. 2: Blank (¢oziicii) kromatografi
20.0 -
1 I
E [= =]
J v o
sooH 8 q
la~ il
g 184 1
400H 9o
1-2
J xli'n‘
00
1<
{ @
u-m- = 4 -] e = OJ = - { [
LI e e e B B B e B e e B B B S B
0.00 200 400 6.00 800 10,00 }ZW 1400 1800 1800 2000 220.'! 2400 2600 2800 2000
Minutes
PeakMName | RT Area % Area| Height | SymmetryFactor | EP Plate Count| Resolution
1| BLANK_1 0.852 40040045 041 | 735774 138 ™
2| BLANK_2 1.365| 162538365 165 | 19108320 140 677 | 46062354000
3| MYRISTIC 3326 | S03538473 5.10 | 50001444 153 3004 | 0.355270e+000
4 | LINOLEIC 4.3656 | 1087833655 11.11 | 35382744 173 3322 | 4.060733e+000
5| PALMITIC 8.122 | 120215318 13.08 | 91813754 183 S051 | 5.570442e+000
@ | OLEIC 6.834 | 1220280450 13.08 | 80302183 5362 | 2.0835625e+000
7| ELAIDIC 7.504 | 1330008834 13,98 | Te052303 5533 | 1.730287e+000
STEARIC 11.783 | 1883116668 | 20.07 | 81244785 187 TT37 | 8.135418e+000
9| ARACHIDIC | 23.146 | 2128602018 | 21.54 | 509a29a1 180 10373 | 1.577174e+001

Sekil 3. 3: Standart karigim kromatografi
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50,00
50.00
40.00
< 3000 %
1o
2000 *
B 1
1=
o F
4 <
4@
D.ED:—%-E-—EL
T B T B S T B e B e B e e S T e T T e
0.00 200 400 8.00 B0O0 10.00 1200 14.00 16.00 13.00 20.00 2200 2400 26.00 28.00 30.00
Minutes
Peak Name RT Area % Area | Height | SymmetryFactor | EP Plate Count Resoluton
1| sLanK_1 oes2| t1essi20e| 281| 27oexse 128 )
2 | BLANK_2 1.385
a| myRISTIC | 2.341| soareraoe | ce.3o | sreseass 138 4005 | 1.702857e+001
4| UNOLEC 4.365
5| PALMITIC 8.188
8| o=ic 8.050
7| ELAIDIC 7.555
8| STEARIC 11.018
o| ARACHDIC | 23388
Sekil 3. 4: Miristik asit kromatografi
20,00+
gooH =
T «
1o’
E 00 F ;.
1=
L=<
1-3
2000+ w 2
1=z |
T }N (=]
15 o
1212 & ]|
[
0.001 ===
—_———
0.00 200 400 .00 80O 10,00 1200 14.00 16.00 18.00 20.00 200 2400 25,00 2800
Minutes
PeakName | RT Area | % Area| Height | SymmetryFactor | EPPiste Count| Resolution
1 | BLANK_1 0625| 2mmes21| 155] 3116047 181 &0
2 | BLANK_2 1377 | 166323430 1283 | 18668175 138 541 | 4503081e+000
3 1923 | 32125148| 244| 2190273 125 708 | 2236744e+000
4 3020 G0E5364 026 325404 073 5212 | 5035831e+000
5 [myrisTic | 3281
& | UNOLEIC 4.207 | 1001537721 |  e202 | s3si<ron 1.50 3186 | 5702831e+000
7 |PaLmimc | 6128
BEEE 6.850
2 | ELAIDIC 7555

Sekil 3. 5: Linoleik asit kromatografi
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80,004
80,00
=]
1<
4 0
17
2000 =
1=
1=
12 \
D002 =
CCIC T O O ey B B o B I B B B oy R B By B
0.00 200 400 &8.00 10.00 1200 14.00 16.00 18.00 20.00 200 24.00 26.00 25.00 30.00
Mirwnes
Faak N ame RT Area % Area | Height | Symmetry Factor | EF Plate Count Resolution
1] BLANK_1 0.850 HOM4E1S 111 1008203 153 257
2| BLANK_2 1.365
3| MYRISTIC 3.361
4| LNOLEXC 4.368
5| PALMITIC B.140 | 1251051041 08 80 | BEIDGAB4 162 5807 | 2284308+001
G| OLEIKC §.009
7| ELADIC 7.555
8| STEARIC 1ee
9| ARACHIDIC | 23.386
Sekil 3. 6: Palmitik asit kromatografi
80.00+
6000
1o
& s 3
le
2000 '
1 = l
1= \
—
4 m ll\-
0.00—#= 2— =
L L T I T B T B e S B By T Ry B R R
0.00 200 4.00 .00 -1 1000 1200 1400 16.00 1800 2000 2200 2400 2600 2800 3000
Mirutes
Peak Name RT Area % Area Height | Symmetry Factor | EF Plate Count Resolution
1| BLANK_1 0.850 18175228 134 | 2530628 141 328
2| BLANK_Z 1.385
3 | MYRISTIC 3.361
4 | LINOLEXIC 4.366
5 | PALMITIC 6.186
6| OLEIC 8.855 | 1333543081 98.65 | 20320511 1.80 5381 | 2.402622e+001
7 | ELAIDIC 7.5585
8 | STEARIC 11.018
9 | ARACHIDIC | 23.386

Sekil 3. 7: Oleik asit kromatografi
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0.0
50,004
40 004
1s
% 200m] ©
1<
1
2000 =, l
1x
1= [
1000 <C
14
1o |
000} N
O L L U U L L B L L L T L L N
0.00 200 400 8.00 8100 10.00 1200 14.00 16.00 1800 2000 2200 24.00 2500 2800 30.00
Minutes
Peak Name RT Area % Area | Height | Symmetry Factor | EP Plate Count Resolution
1| BLANE_1 0.652 2482TEE2 220 3245580 1482 GeT
2| BLANK_2 1.365
3| MYRISTIC 3.361
4| LINOLEIC 4.365
5| PALMIMIC 6.186
6| OLEIC 68.950
7 | ELAIDIC 7.512 | 1082821125 o7 80 | G2500743 182 573 | 2783651e+001
8 | STEARIC 11.018
9 | ARACHIDIC | 23.386
Sekil 3. 8: Elaidik asit kromatografi
60.00+H
] 3
1w =
& 20004 B -
1s o
1- \ S
I
200 x 2
1= |
1= w0 <
la « J g
o]
0.00 .ﬂim - p-1 = E [
N D L L S L e L e T T I
0.00 2100 400 .00 B8.00 10.00 1200 14.00 16.00 18.00 2000 2200 24.00 26.00 2800 3000
Minutes.
Peak Name RT Area %e Area | Height | SymmetryFactor | EP Plate Count Resalution
1 | BLANKE_1 0856 18621616 020 | 2878105 1.50 ]
2 | BLANK_2 1385
3 | MYRISTIC 3241
4 3815 18044245 [0} .} 445104 173 | 4.0820632+000
5 | LUNOLEIC 4356
& | PALMITIC 6.186
7 | OEIC 650
8 | ELAIDIC T555
2 | STEARIC 11.776 | 2030147024 D8.97 | B0OTa112 185 T483 | 20407 11e+000

Sekil 3. 9:

Stearik asit kromatografi
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1400 i
12005 \
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10.004 8
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0.00 200 400 6.00 B.00 10.00 1200 14.00 16.00 18.00 2000 2200 2400 26.00 28.00 30.00

Minutes

Peak Name RT Area T Area Height Symmetry F actor | EF Flate Count Resoluton
1| BLANK_1 0853 | 18610340 284 | 2201453 143 7
2| BLANK_2 1.365
3| MYRISTIC 3381
4 | UNOLEIC 4,358
5| PALMITIC 8188
& | OLEIC 6.950
7 | ELaDIC 7.555
8| STEARIC 11.818
9| ARACHIDIC | 23.142 | 815056403 o7.05 | 15721826 1.92 11602 | £.482561e+001

Sekil 3. 10: Arakidik asit kromatografi

3.1.2.1 Standart Konsantrasyonu ve Mobil Faz Oran Denemesi

Standart konsantrasyonu diisiiriilerek 1.5 pg/ml hazirlandiginda ve mobil faz oram
degistirilip enjeksiyon siiresi 75 dk’ya ¢ikartildiginda, standart karisim kromatogrami
asagidaki Sekil 3.11” de belirtilmistir. Sirasiyla miristik asit, linoleik asit, palmitik asit, oleik

asit, elaidik asit, stearik asit, arakidik asitin RT’ leri belirlendi.
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000 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1200 2000 2200 2400 2600 2000 3000 3200 3400 300 3800 4000 4200 4400 4600 4800 000 €200 £400 600 S600 6000 6200 G400 6500 €300 7000 7200 7400 7600 7800 |
70329 Minctes, 10784 A nutes
S |

Sekil 3. 11: Standard karisim kromatografi

3.1.2.2 Standart Konsantrasyon ve Enjeksiyon Hacim Deneme
Sekil 3.12° de verilen standart konsantrasyonu 7.5 ug/ml hazirlandi ve enjeksiyon hacmi 30

uL olarak standart karigim kromatogrami asagida gdsterilmistir.
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Sekil 3. 12: Standard karisim kromatografi
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1% 1e0 E] £ S o i
2 = = = =
o 3 & ©
160 2 S ES 5 2 @
2 E & s 3
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5
040 Z
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040
Ces L a
0003 A To—
| om
000 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000 2200 2400 2600 2500 3000 200 3400 3600 3600 4000 4200 4400 4600 4600 5000 5200 5400 5600 5800 6000 6200 6400 €600 6800 7000 7200 7400
721508 Minutes, 17252 pA Winutes
‘ o
Relention
E Tir Int Type | Amount |Units [ Peak Type. Peak Codes. SubtractedArea | - Resolution Start piv USPTaiing | Symmetry Factor |USP Plate Count | EP Plate Count
(i
0 0
z|otee | ia22| 7riscase| 1031451431 |88 Found 29553020 C02 71140245 3 6413682+000  52.084978 9.821365-001| 9.8213656-001 | 18356892+003 | 1.7547302+003]
a[panmc | 16533 | ss0as2e0| 12951444504 BV Found 28 G20 C02 85043240 | 4.0885076+000 | 51649172 70242050 | 1.0764652-000 | _1.078465¢+000 | 1.413560e+003 | 2.4172606+003)
4 [ocec 10,857 | o4168020| 1434 1418080 [W Found 26505 507 506 G20 C02 54168920 |1.9207512+000 | 50865557 [68.634723 | 7840804 T 642544003 2.
5 [ecamic 22,244 1040053831584 1242644 | VB Found 29505507 S0SS06020C02 | 104005385 | 1.3608436-000 | 48 106172 | 7.42%652 179619224003 | 23266062003
6[stearc | as.060 125000152 19181554232 8B Found 528553 Q20 G2 126003152 [6.6791962+000 | 55.844811 1.0019412-000|_1.0019415+000 | 4 4579480+003 | 4 6966280003
7|ARAcHDC | ssest [ rasisisen| 2215 |1ee300 8B Found sssssaz0 2 145451593 [1.0486482+001 | 70260847 1.2275866-000 | 1.2075860-000 | 1 5320180-004 | 15033586004

Deneme sonucu kromatogramda piklerin RT’ leri daha net belli oldugu icin enjeksiyon

hacminin 30 puL olmasina ve standart konsantrasyonunun 7.5 pg/ml olmasina karar verildi.

3.1.2.3 S/N Denemeleri

Standart enjeksiyonun pik kesimlerini cihazda blank’ e gore otomatik hesaplattirdigimizda

s/n degerleri Sekil 3.13° deki gibidir.

~
ARACHIDIC - 54111

@
LINOLEIC - 11.509
PALMITIC - 16.482
OLEIC - 19.278
ELAIDIC - 21.626
STEARIC - 34.227

"
MYRISTIC - 7 673

.00

TR

000 200 400 600 B.00 10.00 12.00 14.00 16.00 18.00 20.00 22.00 24.00 26.00 28.00 30.00 32.00 34.00 36.00 38.00 40.00 42.00 44.00 46.00 48.00 50.00 52.00 54.00 56.00 58.00 60.00 62.00 64.00 66.00 68.00 70.00 72.00 74.00

Sekil 3. 13: Standard karisim kromatografi
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Hinutes
Kl ] 2
. Retenfion | eq Height
| Name Time | |%ara Mt | int Type [Amount [unts | PeakType Peak Codes Standart_Control |Subtractedarea | EPsin
(min} (WV*sec) wV)
l irvrsTic 9 1300416 F E 65 020 C02 67394062 ]
2| LinoLere 11.500 | 147347321 | 10.18 | 2336883 | B8 Found 529 53 020 €02 147347321 | 0.745511
3| paLumc 16.462 | 166126236 | 11.47 | 2019186 | BV, Found 28 S05 SU7 SUB S06 020 02 166128236 | 13.811162
4JoLec 19278 | 185002742 | 1284 | 2241813 [Wv Found 526 505 507 508 509 506 020 C02 185902742 | 13.937080
5 | ELanic 21625 |246721459 | 17.04| 2160240 | VB Found 526 505 507 508 509 508 020 C02 246721459 | 20.003587
6 [STEARE 34207 272791150 1884 | 2282062 | BB Found 526 553 020 002 272791150 | 110.792738
7[arachDic|  s4111|381543400| 24973188054 BB Found 526553 020 C02 351543400 | 170.132084



Standart enjeksiyonun kesimlerini cihazda manuel olarak dakika araligi secip

hesaplattirdigimizda s/n degerleri Sekil 3.14” deki gibidir.
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0.00-pl
000 200 400 600 BO0 1000 1200 100 1800 1800 3000 3200 5400 5600 2800 3000 3200 3400 500 3800 000 200 4400 4500 4800 000 5200 SH00 S600 S800 6000 6200 €200 8500 8800 7000 7200 7400
Minutes
K| =] |
R Area Height
N %Area (9 It Type | Amount [units | Peak Type. Peak Codes. SubtractedArea| EPsin  |Startpiv | Endpiv

LINOLEIC 1.5 70154 B8 E c0z 503

T Fou
B Found =

3 [PaLumc 16.570| sezsses| 113¢| 718967 BV Found 529 505 507 506 Q20 C0Z 56267598 | 32.11845¢ 7983488
«oLec 19.350 | 63ce7008 | 1281 790983 | WV Found S20S05507508506 020 C2 | 63587009 36.426857 |8.800758 | 3756216
s [eLapic 21685 | sa3s0650| 1679| 75811 | VB Found 526 505 507 505 506 020 €02 62359650 | 33.622610 | 3600113

6 [sTEAR 54278 | s6201317| 1927 815294 B8 Found 529 553 Q20 C0z 96201317 | 6741018

7|ARACHDIC| _sa103 | 124390652 25.05| 1178034 6B Found 529 553 Q20 C0Z 124390652 | 53266501

Sekil 3. 14: Standard karisim kromatografi

Bu denemeler sonucunda manuel kesime karar verildi ama hala s/n degerleri disiiktir
dedektdr parametrelerindeki degerlere denemeler yapildi.

e CAD Power Function :1.00 di : 0.8-1.2-1.4 degerleri denendi.

e CAD Filter Constant : 1.0 [s] di : 0.2-5.0 degerleri denendi.

e CAD Data Collection Rate :10.0 [Hz] di: 2.0-5.0-20.0 degerleri denendi.

Denemeler sonucunda en iyi sartlar :

Power Function :1.0

Filter : 1.0

Data Collection Rate :2.0 olarak elde edildi.

‘smooting type’ degerlerindeki (5-31) arasinda denemeler yapildi.

Bu denemelerle verilen standart enjeksiyonu asagidaki Sekil 3.15” de verilmistir.
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ELAIDIC - 25.401

LINOLEIC - 13.541

MYRISTIC - 8.861

0 200 400 600 600 1000 1200 1400 1600 1800 2000 2200 2400 2500 2800 3000 3200 3400 3600 3600 4000 4200 4400 4600 4500 5000 5200 5400 56.00 5500 6000 6200 6400 6600 6800 7000 7200 7400
Winutes

Jal ol o]

Peak Codes | Standart_Gontrol |SublractedArea USP Tailng |Symmetry Factor |USP Plate Count

T
2|notec 42097915 | 1064 | 1603944 529 553 Q20 C02 47997915 | 761.1689% | 093235 53| ss73.696463 | s316667462
3 [PaLnmc 10268 [G0194576 | 14892039404 BB Founa 520 553 020 C02 60104576 | 068118022 | 0.956842 0958842 | 9375373049 9099316827
«oveic 22,750 [S8672655 | 1451 | 1737862 8B Found 520 553 020 €02 Se72656 | 824826215 | 0953133 0953133 | 10071 685580 | 821 515780
s [eLamic 25201 60709835 | 15.02 | 1707238 8B Found 26 553 020 C02 60709535 | G10.274283 | 0.847856 0547665 | _11126.346438 | 10963 906592
& |sTearc 368765 | 76565194 | 16.94 2262043 B8 Found 529 553 020 G2 76565194 1073917723 | 0968837 0986537 | 26967.033505 | 29399 412175
7|ARACHDIC| 58730 | 78276077 | 19.36 |26423%5 |68 Found 529 553 020 C02 76276077 | 1159.599183 | 1016684 1015684 | 75772035771 | 16618446756

Sekil 3. 15: Standart karisim kromatografi

Elde edilen kromatogramda piklerin RT’ leri ve s/n degerleri uygun bulundu. Tim

denemeler sonucunda; kromatogramda “smoot” degeri en yiiksek deger 31 olmasina ve

dedektor parametreleri yukaridaki en iyi sartlarla uygulanmasina karar verildi.

3.1.2.4 Gradient Sistem Denemeleri

Sekil 3.16 en son belirtilen gradient sistem denendigindeki standart kromatogramini

icermektedir. Bu kromatogramda piklerin RT’ leri birbirinden net olarak ayrilmistir, s/n

degerleri ve kolon parametreleri uygun bulundu.

OLEIC - 14,857
ELAIDIC - 15,837

LINOLEIC - 10.525
PALMITIC - 13.479

MYRISTIC - 7.752

0 200 400 6.00 800 10.00 12:00 1400 16.00 1800 2000 2200 2400 2600 28,00 3000 3200 3400 36.00 3800 40.00 4200 4400
Minutes

Heignt
wvy

nt Type | Amount [Units. kType | PeakCodes |Standart_Control |SubtractedArea USP Taiing | Symmetry Factor |USP Plate Count [EP Plate Count

1 3 Found
Z|notec | 10.525[z283612| 1083 |2¢59430| BB Found 529 553 20 C0Z 42283612 | 1069.322813| 1.001089 1.001089 | 7801838402 | 7867 870645
S[PALMMC | 13.79 [4c0156se | 1153 2831045 BV Found 520 020002 45015565 | 112147058 | 1014858 1014854 | 8243 046951 | 12801 367657
«oLec 14857 searasae| 1523 [a42saT7 | W Found sz az0c02 50474638 | 1517.548648 | 1002620 1.002620 | 10658 462076 | 15762757908
s [eLanic s sas0z| 1521 3415693 | VB Found 526 az0c02 ssae8s03 | 1513345293 | 1.003773 1003773 12025 583900 | 17527 258244
o|steArc | z0ssz|aTeseeat 95368 Found 529 553 Q20 GOZ G7656241 | 2262983863 | 1003075 1003075 | 32960236058 | 31090.230570
7|ARachDC|  27.625| 79477785 | 2036 4706182 BB Found 529 553 020 COZ 79477785 | 2085360804 | 1001228 1001224 | 62305089758 | 57814637791

Sekil 3. 16: Standard karisim kromatografi
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Tiim metot gelistirme sonucunda; en son elde edilen bu sartlarda validasyona baslanilma

karan verildi.

3.1.3 Yontem Validasyon Parametreleri
3.1.3.1 Secicilik

Sisteme verilen ilk filtre galigsmasi sonuglari asagidaki Tablo 3.1’ de verilmistir.

Tablo 3. 1: Filtre deneme

Filtre RC 0.45 pm NY 0.45 pm PTFE 0.45 pm

Denemeleri Filtresiz
Alan Alan % Fark Alan % Fark Alan

%
Fark

Standart

Miristik Asit | 8377520 | 10141090 | 21,1 9290044 10,9 9939523 18,6
Linoleik Asit | 29628067 | 26062781 | 12,0 | 25344362 14,5 26283876 | 11,3
Palmitik Asit | 44026455 | 46614327 | 5,9 48228956 9,5 46391047 54

Oleik Asit | 55755075 | 58945249 | 5,7 57189312 2,6 57487815 3,1
Elaidik Asit | 56854722 | 54912544 | 3,4 52812310 7,1 54929434 3,4
Stearik Asit | 82074836 | 81596325| 0,6 81018044 1,3 80998866 1,3
Arakidik Asit | 90372203 | 88363159 | 2,2 86806981 3,9 86742070 4,0

Numune
Miristik Asit | 9491284 | 9670230 19 9602521 1,2 9860246 3,9
Linoleik Asit | 29884980 | 26344015 11,8 26499212 11,3 26433624 | 11,5
Palmitik Asit | 48140984 | 49487992 2,8 48805563 14 47461967 14

Oleik Asit 57025663 | 59180214 3,8 58328012 2,3 56842962 0,3
Elaidik Asit | 57584502 | 55180699 4,2 54999309 45 54366426 5,6
Stearik Asit | 86486672 | 86744354 0,3 83414076 3,6 82375831 4,8
Arakidik Asit | 96321263 | 88197636 8,4 88179286 8,5 86251668 10,5

Tablodaki sonuglara bakilarak hem standartlar icin hem numune i¢in ii¢ farkl filtre
calismasina (RC 0.45 um, NY 0.45 um, PTFE 0.45 pum) ait elde edilen alanlar ve bu alanlar

aras1 farklar hesaplandi. Bu farklara gore filtresiz kullanima karar verildi.

57



Sisteme verilen segicilik sonuglart asagidaki Tablo 3.2 de verilmistir.

Tablo 3. 2: Segicilik sonuglari

Numune Adi Alikkonma Zamanm Bagil Alikonma Zamani
Coziici - -
Miristik Asit 7.4 0.37
Linoleik Asit 10.1 0.51
Palmitik Asit 12.9 0.65

Oleik Asit 14.3 0.72
Elaidik Asit 15.3 0.77
Stearik Asit 19.9 1.00

Arakidik Asit 26.0 1.31
Karisim Standart

Miristik Asit 7.4 0.37

Linoleik Asit 10.1 0.51

Palmitik Asit 12.9 0.65

Oleik Asit 14.3 0.72
Elaidik Asit 15.2 0.76
Stearik Asit 19.9 1.00

Arakidik Asit 27.1 1.36

Numune
Miristik Asit - -
Linoleik Asit - -

Palmitik Asit - -

Oleik Asit - -
Elaidik Asit - -
Stearik Asit - -

Arakidik Asit - -
Ekim Yapilmis Numune

Miristik Asit 7.4 0.37

Linoleik Asit 10.1 0.51

Palmitik Asit 12.9 0.65

Oleik Asit 14.3 0.72
Elaidik Asit 15.2 0.76
Stearik Asit 19.9 1.00

Arakidik Asit 27.1 1.36

Bu tabloda ise sisteme tek tek verilen ¢oziicli ve tiim asitlerin alikonma zamanlar1 ve bagil
alikonma zamanlari, karisim halinde sisteme verilen tiim yag asitlerinin alikonma zamanlari
ve bagil alikonma zamanlari, sisteme verilen ekim yapilmis ve ekim yapilmamis

numunedeki tiim yag asitlerinin alikonma zamanlar1 ve bagil alikonma zamanlart aynidir ve
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tiim pikler birbirlerinden ayrilmig durumdadir. Tek tek sisteme verilen blank kromatogrami

asagida Sekil 3.17” de verilmistir.

100
080]
% 060
o4o]

0.204

u.Dﬂ-Ea kwmwnm.‘,_/—ﬂ—_—.—ﬂ—f/ll“xjﬂ\jﬁk\

Peak Mame
MYRISTIC ACD
LINOLBC ACID
PALMTIC ACID
aLBac ACID
B_AIDIC ACID
STEARIC ACID
ARACHDIC ACID

N @ W kW N =

10000 15.00 20.00 25.00 30,00 35.00 40.00 45.00

Sekil 3. 17: Blank kromatografi

Sisteme tek tek verilen miristik asit, linoleik asit, palmitik asit, oleik asit, elaidik asit, stearik

asit, arakidik asit kromatogramlari sirasi ile Sekil 3.18- Sekil 3.24 arasinda gosterilmistir.

0.50

0.40

0.30

[l
K ! ||
| ‘ W\’\M// xux“—’""‘}l I\
0.00- |H~_MMW \'\u

f
|rk"-
II

Peak Name
MYRBTICACD
LINOLBC ACID
PALMTIC ACID
OLBC ACD
ELAIDIC ACD
STEARIC ACD
ARACHDIC ACD

=@ | R -

0.00

RT

e B e e e e e e e e L B e m S e B e e e S S e B e S B R
10.00 15.00 20.00 25.00 30.00 35.00 40.00 45.00

Minutes

Area % Area | Height | USP Pate Count USPTailing BPsin

7.385 | 8436178 | 100.00 | 508385 4044 10 225

100014
12.859
14.319
15271
19872
26.692

Sekil 3. 18: Miristik asit kromatografi
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2 LINOLBC ACID 10.085 | 20671451 | 100,00 | 1758787 7576 10 869
3 PALMIMC ACD | 12659
4 OLBCACD 14.319
5 ELADIC ACD 15.271
6 STEARIC ACD 19.872
T ARACHDIC ACD | 26.602
Sekil 3. 19: Linoleik asit kromatografi
200+
1.50+
i
1.00
10.50
ﬂ‘m-"l'n'—‘ N -__J'j‘\\“————j(kM
e — — .
0.00 5.00 10,00 15,00 20.00 25.00 30.00 35.00 40,00
Minutes
Peak Mame RT Area % Area Height | USPPate Count | USP Taling
1| MYRETICACD 7410
2 LNOLBC ACID | 10.0n4
3| PALMMIC ACID | 12942 38092709 10000 2306764 12282 1.0
4| OLBCACD 14319
5 BLAIDICACD 15.271
6 | STEARIC ACD 19872
T ARACHDIC ACD  26.682

1.50

1.00+
&

10.50+
000+

—T—TT —T T T —

0.00 5.00 10.00 15.00 20.00 25.00 30.00 35.00 40.00

Minutes
Peak Name RT Area % Area | Height | USPPRate Count  USP Taling EPs/n

1 MYRISTICACD 7410

Sekil 3. 20: Palmitik asit kromatografi
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3.
250+
2001
< 1507
1.00
0.50
0.004- A A J\————‘“M
SR —— e e et S — —— .
0.00 5.00 10.00 15.00 20.00 25.00 30.00 35.00 40.00
Minutes
Peak Name RT | Area | %Area| Height USPPateCount| USPTaling EPs/n
1 MYRSTICACD | 7.410
2 LNOLECACD | 10014
3 PALMINICACD | 12959
4 OLBCACD 14.309 | 49351687 | 100.00 | 2889062 15670 10 1209
5 BADICACD | 15271
6 STEARCACD | 19.872
7 ARACHDICACD | 26.692
Sekil 3. 21: Oleik asit kromatografi
2501
2,00
1.50
i 4
1.004
050
0004\ e ,/\_—‘___k_‘
e — — -
0.00 5.00 10.00 15.00 20.00 25.00 30.00 35.00 40.00
Mnutes
Peak Name RT Area % Area | Height USPPate Count  USP Taling EPs/n
1| MYRSTICACD = 7.410
2 LNOLECACD 10014
3 PALMTICACD  12.959
4 OLBCACD 14.319
5 BLADICACD 15268 48195309 100.00 2816134 17408 10| 119
6 STEARCACD  10.872
7 ARACHDICACD 26692

Sekil 3. 22: Elaidik asit kromatografi
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3.00

2,001
i 4
1,001
0.00--" i S
—— —————————————————————————— — —————
0.00 5.00 10,00 15.00 20.00 25.00 30.00 36.00 40.00 45.00
Minutes
Peak Narme RT | Area | %Area Height | USPPate Cout USPTaling EPsin
1| MYRETICACD | 7.410
2 | LNOLBC ACID 100014
3| PALMTICACD | 12.950
4| OLBCACD 14.319
5| BADICACD | 15271
6 STEARCACD | 19.879 | 62132140 | 100.00 3637137 20587 10 1475
7| ARACHDICACD | 26692
Sekil 3. 23: Stearik asit kromatografi
3.00]
2 501
200+
2 150
1.00]
0.501
Qw_‘ﬂ,/\ AN _f\___‘___
T T L3 T T T T T T £l T T T L T T T [] T T T T T T T £ T T T L] T T T T 13 T
0.00 500 10.00 15.00 20.00 25.00 30.00 35.00 40.00 45.00
Minutes
Peak Name RT | Area |%Area Height  USPPlate Count | USP Taling
1 MYRSTICACD | 7.410
2 LNOLECACD | 10.014
3 PALMMCACD | 12950
4 OLBCACD 14.319
5 BLADICACD | 15271
6 STEARGACD | 19.872
7 ARACHDICACD | 26.042 | 58460334 | 100,00 | 3272114 46369 10

Sekil 3. 24: Arakidik asit kromatografi
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Sisteme tek verilen standart karisim kromatogrami asagida Sekil 3.25” de verilmistir.

5.00- (i
<
o
\ rd
4.00 :
N~ Q9
@ O
~ <
’
3.00 a %
(&} s |
i ] < g
2.00 (&) =
= 2=
@a
o
1.00 b=t
=
0.00 ‘ A N
T T —T T —T T
0.00 5.00 10.00 15.00 20.00 25.00 30.00 35.00 40.00 45.00
Minutes
Peak Name RT Area % Area | Height # Amount USP Rate Count USP Tailing EPs/n
1 MYRISTICACD 7.374 9553107 272| 581222 0.008 4015 1.0 383
2 LINOLBCACD | 10.058 28193087 8.04 | 1674314 0.007 7650 1.0 1105
3| PALMIMCACD | 12906 45032971 12.84 2674254  0.008 12534 1.0 | 1766
4 OLBCACD 14.260 53189091 15.16 3130991 | 0.007 15624 1.0 | 2068
5| HADICACD 15.219 54020567  15.40 3162341 | 0.007 17566 1.0 2088
6 STEARCACD | 19.846 77584814 2212 | 4604723  0.007 30938 1.0 | 3041
7 | ARACHDICACD 27.094 | 83177985  23.71 4972289 0.007 50642 1.0 3284

Sekil 3. 25: Standart karisim kromatografi

Sisteme tek verilen ekim yapilmamis numune kromatogrami asagida Sekil 3.26° da

verilmistir.
160 00
14000
120 00+
100 00
< 80004
60 00
4000
mwiJL
oo J L
S — U e SO
000 500 10.00 15.00 2000 2500 30.00 3500 20.00 4500
Mnutes
Fuak Name Rr Area  WAres Heght Amount Calc Amount USPRste Court USP Talng EPsin
1 MYRSTICAGD 7410
2 LNOLBCACD 10014
3 PALMMCACD 12889
4 QBACACD 4319
5 HADCAGD 15271
6 STEARCACD 19814
7 ARACHOCACD 26692

Sekil 3. 26: Ekim yapilmamis numune kromatografi
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Sisteme tek verilen ekim yapilmis numune kromatogrami asagida Sekil 3.27° de verilmistir.

180.004
160.00
140.00-:‘ §
120,004 - w ¥ m ‘
] o 8 > N @ N
4 o . o DO ~y g o~
100.00 ra (=] -85 L] '
a 1 ' % ' s - ' o
3 ‘ gl
80.007 8 g Q< o) 3]
1 O O o2 O <
60.007 < < < Q0 < Q
E O o 0 O« &) S}
40,00 E m EZQ [4 T
] ® 8 =88 = <
20,007 |’| ‘ & = NS — @
I S S oo o =
0.00" “— 53 55 T -y - 5
e — e TG — e - -
0.00 5.00 10.00 15.00 20.00 25.00 30.00 35.00 40.00 45.00
Mnutes
Peak Name RT Area % Area | Height Amount Caic Amount USPPate Count USPTaling BPsin
1| MYRSTICACD 7.381 9491284 247 558452 0.000 71.730 3809 1.0 9
2 LNOLBC ACD 10.085 29884980 7.76 1753493 0.000 79.027 7400 1.0 313
3 | PALMIMC ACD 12914 48140084 12.51 2808551 0.000 80.247 11909 1.0 502
4| OLBCACD 14268 57025663 14.81 3282207 0.000 79.348 14842 1.0 587
5 BADICACD 15.227 57584502 14.96 | 3326147 0.000 77.490 16491 1.0 564
6 STEARCACD 19.853 86486672 2247 | 5083693 0.000 80.538 30353 1.0 909
7| ARACHDICACD 27.099 96321263 25.02 | 5725929 0.000 79.761 58463 10 1024

Sekil 3. 27: Ekim yapilmis numune kromatografi

Numune c¢ozeltisi kromatogramlarinda sizabilen safsizlik piklerinin tutunma zamaninda
¢oziiciiden kaynakli olusan bir pik gézlenmedi. Metot hem etken madde hem safsizliklar

icin segicidir. Piklerin saflig1 kabul kriterlerine uygundur. Filtresiz kullanim uygun bulundu.

3.1.3.2 Dogrusallik

Dogrusallik sonuglari, miristik asit, linoleik asit, palmitik asit, oleik asit, elaidik asit, stearik
asit, arakidik asit i¢in asagidaki Tablo 3.3- Tablo 3.9 ve Sekil 3.28- Sekil 3.34 arasinda
gosterilmistir. Konsantrasyona gore alanlarla grafik ¢izildi, en kiigiik kareler yontemiyle
regresyon dogru denklemi ve korelasyon katsayisi belirlendi, stearik asit standart segilerek

(referans alinarak) tiim asitlerin DF degerleri belirlendi.
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Tablo 3. 3: Miristik asit i¢in dogruallik Sonuglart

Ortalama Alanlar
Sta:l(cj)art Seviye | Cstandart | Astandart | Astandart H:F’:r?l(i(n;)n Farka Ar(tg(lﬁg)gler
(Y1) (Y1-Y2)
675633
681414
648611
1 LOQ | 0.0003304 679544 674616 1073368 39752 159003157504
665122
697369
5567639
2 50% | 0.0037610 | 5759085 5717088 5404766 312322 97545031684
5824541
8445116
3 80% | 0.0060176 | 8842597 8583778 8253898 329880 108820814400
8463622
10343010
10787787
4 100% | 0.0075220 10617506 10454527 10153319 | 301208 90726259264
10261196
10267666
10449998
11571383
6 120% | 0.0090264 | 11636340 11675309 12052741 | 377432 142454914624
11818203
14900219
14935456
14989248
7 150% | 0.0112830 14734647 14901879 | 167226 27964535076
14729228
14330646
14523086
y = 1262577435.8433x + 656212.0089
16000000 - R?=0.9948
¥ 14000000 -
2 12000000 -
£ 10000000 -
= 8000000 -
j—“:‘ 6000000 -
4000000 -
2000000 -
0 T T 1
0,0000000  0,0050000 0,0100000 0,0150000

Konsantrasyon (pg/ml)

Sekil 3. 28: Miristik asit i¢in dogrusallik sonuglart
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y =1262577435.8433x + 656212.0089

R (Korelasyon Katsayisi) = 0.9974

R? (Determinasyon Katsayis1) = 0.9948

RSS (Artik Kareler Toplami) = 626514712552

—kesim noktast
Y x100= % 6.3
%100 Seviyesindeki Alan

safsizlik regresyon dogrusunun egimi

RRF (Rolatif Cevap Faktorleri)

etkin madde std regresyon dogrusunun egimi

1262577435.8433

RRF wmiristik Asit = =0.12
Miristik Asit = 4 5546725.3598

DF (Diizeltme Faktorii): F%F
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Tablo 3. 4: Linoleik asit i¢in dogrusallik sonuglart

Ortalama Alanlar
Sta’imlgart Seviye | Cstandart | Astandart | Astandart H}:f:r?l(?;)n Farki Ar(t::(lﬁgzler
(Y1) (Y1-Y2)
1186184
1281414
872203
1 LOQ | 0.0003560 [~ 17167083 1108312 2195435 | 1087123 | 1181836417129
980198
1162788
11799368
2 50% | 0.0038612 | 11842762 | 11805848 | 11169489 | 636359 | 404952776881
11775415
17748560
3 80% | 0.0061779 | 17839174 | 17821966 | 17100732 | 721234 | 520178482756
17878163
22488110
21832437
4 100% | 0.0077224 21878132 21998267 | 21054979 | 943288 | 889792250944
22074044
22015078
21701802
24801874
6 120% | 0.0092669 | 24883211 | 24901559 | 25009229 | 107667 11592182889
25019591
29301794
29933192
29996724
7 150% | 0.0115836 29834378 | 30910469 | 1106091 | 1223437300281
29886760
29859459
30028339
y = 2560211765.2258x + 1283999.6554
35000000 - R2=10.9920
2 30000000 -
O 25000000 -
< 20000000 -
= 15000000 -
18]
< 10000000 -
5000000 -
0 T T 1
0,0000000 0,0050000 0,0100000 0,0150000

Konsantrasyon pg/ml)

Sekil 3. 29: Linoleik asit i¢in dogrusallik sonuglart
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y = 2560211765.2258x + 1283999.6554

R (Korelasyon Katsayisi) = 0.9960

R? (Determinasyon Katsayis1) = 0.9920

RSS (Artik Kareler Toplami) = 4231789410880

y—kesim noktast

x100=% 5.8

%100 Seviyesindeki Alan

2560211765.2258
RRF Linoleik Asit = = 0.25
10445546725.3598
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Tablo 3. 5: Palmitik asit i¢in dogrusallik sonuglart

d Ortalama Hesaplanan Alanlar Artik Kareler
Sta&oart Seviye | Cstandart | Astandart | Astandart AIar?(YZ) Farka (Y1-Y2)?
(Y1) (Y1-Y2)
1628545
1363729
1548971
LOQ | 0.0001203 [~j493g71 | 1542605 | 1417581 125024 15631000576
1588301
1632265
26957404
50% | 0.0037550 | 26389675 | 26481217 | 26209179 272038 74004673444
26096571
41086411
80% | 0.0060080 | 41616511 | 41472691 | 41576464 103773 10768835529
41715152
52184335
52898343
100% | 0.0075100 | 23427524 | 53048934 | 51821320 | 1227614 | 1507036132996
53796877
53674324
52312201
58193103
120% | 0.0090120 | 59376830 | 58737054 | 62066177 | 3329123 | 11083059949129
58641229
78177132
79400563
150% | 0.0112650 12895328 | 79541682 | 77433462 | 1808220 | 3269659568400
79759205
79104755
79113109
y = 6820809942.9622x + 597037.7009
R2=0.9956
90000000 -
80000000
;v? 70000000
> 60000000
< 50000000
£ 40000000
c 30000000
< 20000000
10000000
0 T T 1
0,0000000 0,0050000 0,0100000 0,0150000

Konsantrasyon (pg/mL)

Sekil 3. 30: Palmitik asit i¢in dogrusallik sonuglar
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y = 6820809942.9622x + 597037.7009

R (Korelasyon Katsayis1) = 0.9978

R? (Determinasyon Katsayis1) = 0.9956

RSS (Artik Kareler Toplami) = 15960160160074

y—kesim noktast
%100 Seviyesindeki Alan

x100=% 1.1

6820809942.9622
RRF paimitik Asit = 0.65
10445546725.3598
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Tablo 3. 6: Oleik asit i¢in dogrusallik sonuglari

Standart
No

Seviye

Cstandart

Astandart

Ortalama
Astandart
(Y1)

Hesaplanan

Alan (Y2)

Alanlar
Farki
(Y1-Y2)

Artik Kareler
(Y1-Y2)?

LOQ

0.0007840

1133048

1363729

1440269

1319854

1408024

1274458

1323230

2214495

891265

794353300225

50%

0.0039700

25006845

24838947

24047454

24631082

24866015

234933

55193514489

80%

0.0063520

42227126

42008635

42928075

42387945

41801332

586613

344114811769

100%

0.0079400

55935785

53091501

56386072

53616290

56351012

54188089

54928125

53091544

1836581

3373029769561

120%

0.0095280

64475515

64858922

65359895

64898111

64381756

516355

266622486025

150%

0.0119100

79953299

79715396

78431241

81072685

78466433

79383279

79503722

81317073

1813351

3288241849201

100000000

Alan (mAU%*s)

80000000
60000000
40000000
20000000

0

y = 7109705075.0544x - 3359514.2098
R?=10.9980

v

0,0000000

0,0050000

0,0100000

Konsantrasyon (pg/ml)

0,0150000

Sekil 3. 31: Oleik asit i¢in dogrusallik sonuglari
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y = 7109705075.0544x — 3359514.2098

R (Korelasyon Katsayist) = 0.9997

R? (Determinasyon Katsayis1) = 0.9994

RSS (Artik Kareler Toplami) = 8121555731270

y—kesim noktast
%100 Seviyesindeki Alan

x100=%6.1

7109705075.0544

RRF oleik Asit = = 0.68
Oleik Asit = 4 45546725.3598

DF=—=1.5
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Tablo 3. 7: Elaidik asit igin dogrusallik sonuglari

Ortalama Hesaplanan Alanlar Artik Kareler
Standart No | Seviye | Cstandart | Astandart | Astandart AIar?(YZ) Farki (Y1-Y2)?
(Y1) (Y1-Y2)
1044437
1168025
1062827
1 LOQ | 0.0007494 [~gopno7 | 1094164 | 3850073 | 2755909 | 7595034416281
1169963
1197526
28072977
2 50% | 0.0035644 | 28524726 | 27931542 | 25950552 | 1980990 | 3924321380100
27196923
44492581
3 80% | 0.0057030 | 45355580 | 44874913 | 42740635 | 2134278 | 4555142581284
44776577
55533229
55936389
4 100% | 0.0071288 |-22410339 | 55760864 | 53934547 | 1835317 | 3368388490489
55875528
56304105
55559594
63120392
6 120% | 0.0085546 | g3276102 | 63300090 | 65128450 | 1828369 | 3342933200161
63503776
78009028
79532049
81000564
7 150% | 0.0106932 [gos1gz77 | 80552235 | 81918542 | 1366307 | 1866794818249
81392095
82869394
= 7850969313.3773x - 2033443.1016
100000000 - y R 00037
£ 80000000 - '
< 60000000 -
£ 40000000 -
S 20000000 -
< O v T T 1
0,0000000 0,0050000 0,0100000 0,0150000

Konsantrasyon (pg/ml)

Sekil 3. 32: Elaidik asit i¢in dogrusallik sonuglari
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y = 7850969313.3773x— 2033443.1016

R (Korelasyon Katsayist) = 0.9968

R? (Determinasyon Katsayis1) = 0.9937

RSS (Artik Kareler Toplami) = 24652614886564

y—kesim noktast

—— . x100=% 3.6
%100 Seviyesindeki Alan

7850969313.3773
RRF Elaidik Asit = 0.75
10445546725.3598

DF=—=1.3
0.75

74
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Tablo 3. 8: Stearik asit i¢in dogrusallik sonuglart

Standart
No

Seviye

Cstandart

Astandart

Ortalama
Astandart
(Y1)

Hesaplanan
Alan (Y2)

Alanlar
Farka
(Y1-Y2)

Artik Kareler
(Y1-Y2)?

LOQ

0.0008259

1029871

1051463

1038164

916825

1115018

1028973

1030052

5503868

4473816

20015029601856

50%

0.0037410

39485598

39108731

38614644

39069658

35953681

3115977

9709312664529

80%

0.0059856

61949769

61770633

61730857

61817086

59399755

2417331

5843489162561

100%

0.0074820

78702228

78632326

78152813

78816638

78572844

78672821

78591612

75030471

3561141

12681725221881

120%

0.0089784

89581471

89173427

89510686

89421861

90661187

1236326

1535928934276

150%

0.0112230

110126356

109570086

110393434

110480788

111545288

112239772

110725954

114107261

3381307

11433237028249

120000000
100000000
80000000

40000000
20000000

2
£ 60000000
kS
<

0

y = 10445546725.3598x - 3123109.5060
R2=0.9920

0,0000000

Sekil 3. 33: Stearik asit igin dogrusallik sonuglari

0,0050000

0,0100000

Konsantrasyon (pg/ml)
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y = 10445546725.3598x — 3123109.5060 (3.13)
R (Korelasyon Katsayisi) = 0.9960

R? (Determinasyon Katsayis1) = 0.9920

RSS (Artik Kareler Toplami) = 61218722614352

y—kesim noktast
%100 Seviyesindeki Alan

x100= % 4.0 (3.14)
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Tablo 3. 9: Arakidik asit i¢in dogrusallik sonuglari

Ortalama Alanlar
Sta’r\}gart Seviye | Cstandart | Astandart | Astandart H:f;ﬁl(?;)n Farki Ar(t\l:(lﬁ;lzr)iler
(Y1) (Y1-Y2)
995044
1131110
1251520
1 LOQ | 0.0007492 [josq459 | 1121091 | 2788961 | 1667870 | 2781790336900
1135631
1161781
37613617
2 50% | 0.0036927 | 37637812 | 37533816 | 34465564 | 3068252 | 9414170335504
37350018
58083826
3 80% | 0.0059082 | 57310204 | 57617747 | 57537265 | 80483 6477513289
57459210
68892914
68160596
4 100% | 0.0073853 | 068610434 | 58349405 | 72919440 | 4570035 | 20885219901225
638288436
68125078
68018969
89983567
6 120% | 0.0088624 | goge0sgs | 90281003 | 88301615 | 1979388 | 3917976854544
90998548
111418944
111379438
7 | 150% | 0.0110780 112289960 | 111041151 | 111374357 | 466794 | 217896638436
111043858
112072036
112842672
120000000 - Yy =10548647371.5791x - 5114085.9404
:c:n\ 100000000 R2=10.9948
D 80000000 -
T 60000000 -
= 40000000 -
= 20000000 -
<
0 a T T 1
0,0000000 0,0050000 0,0100000 0,0150000

Sekil 3. 34: Arakidik asit igin dogrusallik sonuglari

Konsantrasyon (pug/ml)
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y =10548647371.5791x — 5114085.9404

R (Korelasyon Katsayisi) = 0.9974
R? (Determinasyon Katsayis1) = 0.9948
RSS (Artik Kareler Toplami) = 39980042984802

y—kesim noktast

%100 Seviyesindeki Alan

RRF Elaidik Asit

"~ 1.00

x100=% 7.5

10548647371.5791

= 1.00

10445546725.3598

DF=— =10

(3.15)

(3.16)

Metodun LOQ ile % 150 konsantrasyon araliginda dogrusal oldugu goriildii, sonuglar kabul

kriterlerine uygun bulundu.

3.1.3.3 Calisma Arahg

Miristik asit, linoleik asit, palmitik asit, oleik asit ¢aligma aralig1 sonuglari asagidaki Tablo

3.10° da verilmistir.

Tablo 3. 10: Miristik asit, linoleik asit, palmitik asit, oleik asit ¢calisma aralig1 sonuglari

Miristik Asit Linoleik Asit Palmitik Asit
Enjeksiyon Alan Alan Alan
LOQ %150 LOQ %150 LOQ %150
1 675633 14900219 | 1186184 | 29301794 | 675633 | 14900219
2 681414 14935456 | 1281414 | 29933192 | 681414 | 14935456
3 648611 14989248 872203 | 29996724 | 648611 | 14989248
4 679544 14729228 | 1167083 | 29886760 | 679544 | 14729228
5 665122 14330646 980198 | 29859459 | 665122 | 14330646
6 697369 14523086 | 1162788 | 30028339 | 697369 | 14523086
Ortalama | 674616 14734647 | 1108312 | 29834378 | 674616 | 14734647
SD 16465.888 | 260984.383 {151400.576|268611.224|16465.888|260984.383
% RSD 2.4 1.8 13.7 0.9 2.4 1.8

Elaidik asit, stearik asit, arakidik asit ¢alisma araligi sonuglar1 asagidaki Tablo 3.11” de

verilmistir.
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Tablo 3. 11: Elaidik asit, stearik asit, arakidik asit ¢aligma aralig1 sonuglari

Elaidik Asit Stearik Asit Arakidik Asit
Enjeksiyon Alan Alan Alan
LOQ % 150 LOQ % 150 LOQ % 150
1 1044437 78009028 | 1029871 | 110126356 | 995044 |111418944
2 1168025 79532049 | 1051463 | 109570086 | 1131110 | 111379438
3 1062827 81000564 | 1038164 | 110393434 | 1251520 | 112289960
4 922207 80510277 916825 | 110480788 | 1051459 | 111043858
5 1169963 81392095 | 1115018 |111545288 | 1135631 |112072036
6 1197526 82869394 | 1028973 | 112239772 | 1161781 | 112842672
Ortalama | 1094164 80552235 | 1030052 | 110725954 | 1121091 |111841151
SD 104793.731 | 1660483.745 [64132.686|982769.317|89124.243(676002.291
% RSD 9.6 2.1 6.2 0.9 7.9 0.6

Tablodaki alanlara gore hesaplanan RSD degerleri kabul kriterlerine uygun bulundu.

LOQ ve % 150 konsantrasyonlari safsizliklarin alt ve iist seviyeleri olarak belirlendi.

3.1.3.4 LOD (Tespit Limiti)
LOD sonuglar1 Tablo 3.12° de verilmistir. Kromatogrami ise Sekil 3.35 de verilmistir.

g

b
i
X

%MYHISTIC ACID - 7.404

- 14.261

PALMITIC ACID - 12,935
ELAIDICACID - 15,225

LINOLEIC ACID - 10.058

OLEIC ACID

STEARIC ACID - 19.845

I5"&;—-J“'.R'QA'E.!HIDIC ACID - 27.113

A i _,a\._/*‘\'*
M { |
=030 I )
0.00 " os00 0 1000 © 4sp0 0 2000 00 2800 00 3000 3500 4000 45.00
MMinutes
Poak RT Aren % Area USSP Pale Court USSP Tailr EFsir
; - w3 | EPsin
1 MYRSTICACD & 7.404 263060  9.00 7123 10 3
2 LNOLECACD  10.058 321598 11.11 a1z 10 4
3 PALMTICACD | 12835 515293 17.80 12818 10 4
4 OLBECACD 14261 332426 1148 19261 13 3
5 ELADICACD | 15225 433851 1458 166874 08 4
6 STEARCACD | 19.845 540040 1868 30402 10 5
7 ARACHOCACD | 27.113 488058 1686 6324 ) &

Sekil 3. 35: LOD sonuglari
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Tablo 3. 12: LOD sonuglari

Konsantrasyon (ng/mL) pg/kanister SIN
Miristik Asit 0.1089 pg/mL 1.089 ug/kanister 4
Linoleik Asit 0.1139 pg/mL 1.139 ug/kanister 4
Palmitik Asit 0.0396 pg/mL 0.396 pg/kanister 5
Oleik Asit 0.2475 pg/mL 2.475 pglkanister 5
Elaidik Asit 0.2475 pg/mL 2.475 pglkanister 4
Stearik Asit 0.2723 pg/mL 2.723 pglkanister 5
Arakidik Asit 0.2475 pg/mL 2.475 pglkanister 4

Kromatogramda ve tabloda goriildiigii gibi elde edilen S/N degerleri kabul kriterlerine uygun

bul

unmustur.

3.1.3.5 LOQ (Nicelik Sinir1)

LOQ sonuglar1 Tablo 3.13” de verilmistir. Kromatogrami ise Sekil 3.36° da verilmistir.

pA

w

~ @ ;s

025+ |
| b 2
< b o
020 el 8 o
a S :_s =
0.15] 5 . 928 N |
=< ] Q o o o h
o s 3 '
Q o =T ] A
0.104 [ < = . (=] = |
© 2 Eag ; 9
x r o o< o O |
0.05 E o] =2 <O 5 2 ||
= o 05 < = |
000 ™S, |II| 7 |l Eﬁ 2 S \
L | B | p—r
SN g "t
; WI\ I|| i| [ Ii I.'l_.l <<
0.05 - Il f v i
[ | Il' || |
-0.10 [l M |
\ e’
-0, 15 -~
UL I T - 1 v v 7T 1 T 1 T
0,00 5,00 10000 15.00 20,00 25.00 30.00 35.00 40,00 45,00
Minutes
:::; RT Area | % Area  USP Pale Count | USP Tailing | BPs/n
MY RISTIC ACD 7402 1031848 13486 4952 1.0 14
LMNOLEC ACID 10.063 1186184 1547 6536 1.0 10
PALMTICACID | 12930 1452220 1894 13815 1.0 11
oLaCACD 14.310 1038062 1354 15316 1.0 10
BLAIDC ACD 15255 1044437 1362 19119 1.0 1
STEARIC ACD 19883 944810 12.32 36057 10 10
ARACHIDIC ACD 27110  S69288 1264 60STY 10 10

Sekil 3. 36: LOQ sonuglar1
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Tablo 3. 13: LOQ sonuglari

Konsantrasyon (ng/mL) ng/kanister SIN

Miristik Asit 0.33 ug/mL 3.3 pg/kanister 10
Linoleik Asit 0.345 pg/mL 3.45 pg/kanister 12
Palmitik Asit 0.12 ug/mL 1.2 ug/kanister 10
Oleik Asit 0.75 pug/mL 7.5 ng/kanister 11
Elaidik Asit 0.75 pug/mL 7.5 pg/kanister 11
Stearik Asit 0.825 pg/mL 8.25 pg/kanister 10
Arakidik Asit 0.75 pug/mL 7.5 ng/kanister 11

Kromatogramda ve tabloda goriildiigii gibi elde edilen S/N degerleri kabul kriterlerine uygun

bulunmustur.

3.1.3.6 Dogruluk
Miristik asit, linoleik asit, palmitik asit, oleik asit, elaidik asit, stearik asit, arakidik asit igin

sirastyla dogruluk sonuglar1 Tablo 3.14- Tablo 3.20 arasinda verilmistir.

Tablo 3. 14: Miristik asit i¢in dogruluk sonuglari

Deneysel . o Geri
Seviye Degir Teorll; Deger Kazamm Ortglama sp ROSD
(ng/mL) (ng/mL) (%) (%) (%)
0.000331 0.000328 99.1
LOQ 0.000327 0.000331 101.2 99.8 1.2 1.2
0.000332 0.000329 99.1
0.007516 0.007536 100.3
100 0.007430 0.007551 101.6 100.3 1.3 1.3
0.007556 0.007481 99.0
0.011274 0.011299 100.2
150 0.011145 0.011569 103.8 101.1 2.4 2.4
0.011334 0.011251 99.3
Ortalama 100.4
SD 1.6
% RSD 1.6
%95 Guyen 19
Arahg
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Tablo 3. 15: Linoleik asit i¢in dogruluk sonuglari

Deneysel . < Geri
Seviye Deg)(/er Teorik Deger Kazamm Ortz:lama sD ROSD
(ng/mL) (ng/mL) (%) (%0) (%)
0.000343 0.000352 102.6
LOQ 0.000343 0.000359 104.7 103.5 1.1 1.1
0.000344 0.000355 103.2
0.007453 0.007515 100.8
100 0.007454 0.007610 102.1 101.4 0.7 0.7
0.007470 0.007574 101.4
0.011179 0.011054 98.9
150 0.011179 0.011021 98.6 100.3 2.6 2.6
0.011179 0.011544 103.3
Ortalama 101.7
SD 2.0
% RSD 2.0
%95 Giivven 15
Arahg
Tablo 3. 16: Palmitik asit i¢in dogruluk sonuglari
Deneysel . < Geri
Seviye Deg{r Teorik Deger Kazamm Ortz(n)llama sp ROSD
(ng/mL) (ng/mL) (%) (%) (%)
0.000121 0.000120 99.2
LOQ 0.000121 0.000120 99.2 99.5 0.5 0.5
0.000120 0.000120 100.0
0.007536 0.007596 100.8
100 0.007536 0.007499 99.5 100.0 0.7 0.7
0.007536 0.007515 99.7
0.011304 0.011256 99.6
150 0.011304 0.011245 99.5 100.7 2.1 2.1
0.011304 0.011652 103.1
Ortalama 100.1
SD 1.2
% RSD 1.2
%95 Giiven
Arahig 0.9
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Tablo 3. 17: Oleik asit i¢in dogruluk sonuglari

Deneysel . < Geri
Seviye Degf/er Teorik Deger Kazanim Ortglama sD RoSD
(ng/mL) (ng/mL) (%) (%) (%)
0.000751 0.000781 104.0
LOQ 0.000753 0.000784 104.1 104.4 0.6 0.6
0.000745 0.000783 105.1
0.007512 0.007572 100.8
100 0.007525 0.007612 101.2 101.3 0.5 0.5
0.007451 0.007588 101.8
0.011269 0.011263 99.9
150 0.011269 0.011314 100.4 100.3 0.4 0.4
0.011269 0.011333 100.6
Ortalama 102.0
SD 1.9
% RSD 1.9
%95 Giiven
Arahg 15
Tablo 3. 18: Elaidik asit i¢in dogruluk sonuglari
Seviye D]e)r;eg);iel Teorik Deger Geri . Ortalama sD RSD
(ng/mL) (ug/mL) | Kazanim (%) (%) (%)
0.000733 0.000741 101.1
LOQ 0.000731 0.000749 102.5 101.7 0.7 0.7
0.000744 0.000755 101.5
0.007330 0.007415 101.2
100 0.007330 0.007503 102.4 102.3 1.0 1.0
0.007330 0.007562 103.2
0.010995 0.011263 102.4
150 0.010995 0.011412 103.8 104.0 1.7 1.6
0.010995 0.011632 105.8
Ortalama 102.7
SD 1.5
% RSD 1.5
%95 Giiven 12

Araligi
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Tablo 3. 19: Stearik asit i¢in dogruluk sonuglari

Deneysel . o Geri
Seviye Deg)(/er Teorik Deger Kazamm Ortz:lama sD ROSD
(ng/mL) (ng/mL) (%) (%) (%)
0.000820 0.000816 99.5
LOQ 0.000821 0.000822 100.1 100.1 0.6 0.6
0.000820 0.000825 100.6
0.007450 0.007510 100.8
100 0.007450 0.007485 100.5 100.7 0.2 0.2
0.007450 0.007512 100.8
0.011175 0.011624 104.0
150 0.011175 0.011630 104.1 103.8 0.4 0.4
0.011175 0.011560 103.4
Ortalama 101.5
SD 1.8
% RSD 1.8
%95 Giiven
Arahgi 1.9
Tablo 3. 20: Arakidik asit i¢in dogruluk sonuglari
Deneysel . - Geri
Seviye Deg};r Teorll; Deger Kazanim Ortglama sD RoSD
(ng/mL) (ng/mL) (%) (%0) (%)
0.000735 0.000751 102.2
LOQ 0.000737 0.000766 103.9 103.1 0.9 0.9
0.000737 0.000761 103.3
0.007354 0.007415 100.8
100 0.007354 0.007462 101.5 101.5 0.7 0.7
0.007354 0.007510 102.1
0.011031 0.011290 102.3
150 0.011031 0.011312 102.5 102.5 0.2 0.2
0.011031 0.011333 102.7
Ortalama 102.4
SD 0.9
% RSD 0.9
%95 Giiven
Arahg 0.7

Dogruluk parametresinde yapilan enjeksiyonlar sonucunda % 100 ve % 150 seviyeleri igin

geri kazanim sonuglart % 90.0 — % 110.0, LOQ i¢in % 70.0 — % 130.0 arasindadir ve kabul

kriterlerine uygun bulundu.
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3.1.3.7 Kesinlik
Sistem kesinligine ait sonuglar Tablo 3.21” de gosterilmistir.

Tablo 3. 21: Sistem kesinligi sonuglari

Standart Alan

Enjeksiyon Miisttic | Linolelkc | Palmit | oreik Asit | Elaidik Asit | Stearik Asit | Arakidik Asit
1 0553107 | 28193087 | 45032971 | 53189091 | 54020567 | 77584814 | 83177985
2 10137153 | 28371880 | 45906244 | 53780315 | 54398230 | 77777546 | 82740078
3 10000192 | 28163971 | 45637203 | 52750579 | 54312650 | 77243482 | 82772337
4 10064987 | 28194796 | 45860620 | 53147252 | 54640361 | 77255286 | 82163166
5 10271771 | 28396653 | 45860066 | 53426963 | 54385438 | 77511556 | 82760113
6 10206732 | 28170135 | 45979076 | 52880597 | 54396163 | 77623355 | 82701476
Ortalama | 10038990 | 28248420 | 45712847 | 53195800 | 54358902 | 77499340 | 82719193
SD 256992 | 106219 | 352139 | 372846 | 199734 212254 324008
% RSD 26 0.4 08 07 0.4 03 0.4

6 ardisik standart enjeksiyonu arasindaki % RSD degerlerine bakild1 ve kabul kriterlerine

uygun bulundu.

3.1.3.8 Tekrarlanabilirlik

Tablo 3.22’ de tekrarlanabilirlik sonuglar1 verilmistir.

Tablo 3. 22: Tekrarlanabilirlik sonuglari

Sonug (pg/kanister)
Enjeksiyon Miristik Linoleik | Palmitik Oleik Elaidik Stearik Arakidik
Asit Asit Asit Asit Asit Asit Asit
1 71.730 79.023 80.242 79.348 77.486 80.538 79.758
2 67.825 79.422 82.342 79.374 77.400 81.088 78.842
3 69.222 78.010 79.627 78.316 76.590 79.436 76.247
4 68.511 77.830 79.150 78.546 75.791 79.553 77.408
5 68.065 80.649 81.460 80.982 77.957 81.227 79.191
6 68.294 79.971 81.964 80.596 78.249 81.400 79.282
Ortalama 68.941 79.151 80.798 79.527 77.246 80.540 78.455
SD 1.447 1.100 1.310 1.072 0.910 0.861 1.345
% RSD 2.1 14 1.6 1.3 1.2 1.1 1.7
% Giiven 1519 1.155 1.375 1.125 0.955 0.904 1.412
Aralig1

Tekrarlanabilirlik parametresinde elde edilen sonuglarin % RSD degerleri kabul kriterlerine

uygun bulundu ve sonuglara gére metot tekrarlanabilir bulundu.
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3.1.3.9 Ara Kesinlik
Ara kesinlik sonuglar1 asagidaki Tablo 3.23” de belirtildigi gibidir.

Tablo 3. 23: Ara kesinlige ait sonuglar

Sonug¢ (ug/kanister)
Enjeksiyon Miristik Linoleik | Palmitik | Oleik Elaidik Stearik Arakidik
Asit Asit Asit Asit Asit Asit Asit
1 81.917 75.868 79.464 76.809 75.402 79.371 76.962
2 75.734 75.340 81.171 76.427 74.273 78.454 79.416
3 75.457 73.254 75.447 71.807 70.349 75.690 72.608
4 75.933 71.712 74.810 71.756 70.463 74.319 73.547
5 80.113 76.023 80.483 76.858 74.994 79.705 75.065
6 80.226 75.812 80.829 77.022 75.391 79.092 74.580
Ortalama 78.230 74.668 78.701 75.113 73.5 77.8 75.4
SD 2.840 1.776 2.833 2.588 2.415 2.225 2.473
% RSD 3.6 2.4 3.6 3.4 3.3 2.9 3.3
%695 Gitven 2.981 1.864 2974 | 2716 | 2535 2.335 2.596
Arahgi
Mutlak Fark 9.3 45 2.1 4.4 3.8 2.8 3.1

Tabloda elde edilen sonuglara gore sonuglar kabul kriterlerine uygun bulundu ve
tekrarlanabilirlik sonuglarina gére hesaplanan mutlak fark sonuglari da kabul kriterlerine

uygun bulundu.

Miristik asit, linoleik asit, palmitik asit, oleik asit, elaidik asit, stearik asit, arakidik asit igin

sirasiyla t test sonuglar1 Tablo 3.24- Tablo 3.27 aralarinda gosterilmistir.
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Tablo 3. 24: Miristik asit, linoleik asit t test sonuglari

Miristik Asit Linoleik Asit
Myristic Acid Linoleic Acid
Tekrarlanabilirlik| Ara Kesinlik |Tekrarlanabilirlik| Ara Kesinlik
Test Sonuclari Sonuclari Sonuclari Sonuclari
(ng/kanister) (ng/kanister) (ng/kanister) (ng/kanister)
1 71.730 81.917 79.023 75.868
2 67.825 75.734 79.422 75.340
3 69.222 75.457 78.010 73.254
4 68.511 75.933 77.830 71.712
5 68.065 80.113 80.649 76.023
6 68.294 80.226 79.971 75.812
Ortalama 68.941 78.230 79.151 74.668
Hesaplanan t 3.15E-05 3.71E-04
Test
t std 2.23
Tablo 3. 25: Palmitik asit, oleik asit t Test sonuglari
Palmitik Asit Oleik Asit
Tekrarlanabilirlik| Ara Kesinlik |Tekrarlanabilirlik| Ara Kesinlik
Test Sonuclari Sonuclari Sonuglar Sonuglar
(ng/kanister) (ng/kanister) (ng/kanister) (ng/kanister)
1 80.242 79.464 79.348 76.809
2 82.342 81.171 79.374 76.427
3 79.627 75.447 78.316 71.807
4 79.150 74.810 78.546 71.756
5 81.460 80.483 80.982 76.858
6 81.964 80.829 80.596 77.022
Ortalama 80.798 78.701 79.527 75.113
Hesaplanan t 1.31E-01 3.16E-03
Test
t std 2.23
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Tablo 3. 26: Elaidik asit ve stearik asit t test sonuglari

Elaidik Asit Stearik Asit
Tekrarlanabilirlik | Ara Kesinlik |Tekrarlanabilirlik | Ara Kesinlik
Test Sonuclan Sonuclan Sonuclar Sonuclar
(ng/kanister) (ng/kanister) (ng/kanister) (ng/kanister)
1 77.486 75.402 80.538 79.371
2 77.400 74.273 0.000 78.454
3 76.590 70.349 79.436 75.690
4 75.791 70.463 79.553 74.319
5 77.957 74.994 81.227 79.705
6 78.249 75.391 81.400 79.092
Ortalama 77.246 73.500 80.540 77.800
Hesaplanan t 5.06E-03 4.43E-01
Test
tstd 2.23
Tablo 3. 27: Arakidik asit t Test sonuglari
Arakidik Asit
Test Tekrarlanabilirlik Ara Kesinlik Sonuclan
Sonuclar: (pg/kanister) (ng/kanister)
1 79.758 76.962
2 78.842 79.416
3 76.247 72.608
4 77.408 73.547
5 79.191 75.065
6 79.282 74.580
Ortalama 78.455 75.400
Hesaplanan t Test 2.27E-02
t std 2.23

Tablodaki sonuglara gore hesaplanan t testi sonucu tstd degerinden kiiciiktiir ve t testi uygun

bulundu. Sonuglar metodun ara kesinlik parametresinin kabul kriterlerine gore uygun

bulundu.

3.1.3.10 Saglamhk

Saglamlik sonuglart miristik asit, linoleik asit, palmitik asit, oleik asit, elaidik asit, stearik

asit, arakidik asit i¢in sirasiyla Tablo 3.28- Tablo 3.34 aralarinda belirtilmistir.
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Tablo 3. 28: Miristik asit saglamlik sonuglari

Forn.uk Asit Standart % RSD | Teorik Plaka Sayis1 | Kuyruklanma Faktorii
Miktan
0.45 mL/L 1.7 3552 1.0
0.5 mL/L 2.6 3617 1.0
0.55 mL/L 1.9 3688 1.0
Sicaklik (°C) | Standart % RSD | Teorik Plaka Sayis1 | Kuyruklanma Faktorii
48°C 3.0 3840 1.0
50°C 2.6 3617 1.0
52°C 2.0 3394 1.0
Tablo 3. 29: Linoleik asit saglamlik sonuglari
Formlk Asit Standart % RSD | Teorik Plaka Sayis1 | Kuyruklanma Faktorii
Miktan
0.45 mL/L 1.6 6166 1.0
0.5 mL/L 0.4 6678 1.0
0.55 mL/L 0.7 6379 1.0
Sicaklik (°C) | Standart % RSD | Teorik Plaka Sayis1 | Kuyruklanma Faktorii
48°C 0.6 6741 1.0
50°C 0.4 6678 1.0
52°C 0.8 5785 1.0
Tablo 3. 30: Palmitik asit saglamlik sonuglari
Fom.“k Asit Standart % RSD | Teorik Plaka Sayis1 | Kuyruklanma Faktorii
Miktari
0.45 mL/L 1.9 10964 1.0
0.5 mL/L 0.8 11398 1.0
0.55 mL/L 0.8 11140 1.0
Sicaklik (°C) | Standart % RSD | Teorik Plaka Sayis1 | Kuyruklanma Faktorii
48°C 0.9 11767 1.0
50°C 0.8 11398 1.0
52°C 0.9 10202 1.0

89




Tablo 3. 31: Oleik asit saglamlik sonuglari

Forr[uk Asit Standart % RSD | Teorik Plaka Sayis1 | Kuyruklanma Faktorii
Miktan
0.45 mL/L 1.1 13070 1.0
0.5mL/L 0.7 14214 1.0
0.55 mL/L 3.1 13308 1.0
Sicaklik (°C) | Standart % RSD | Teorik Plaka Sayis1 | Kuyruklanma Faktorii
48°C 0.3 13710 1.0
50°C 0.7 14214 1.0
52°C 0.6 12193 1.0
Tablo 3. 32: Elaidik asit saglamlik sonuglart
Formlk Asit Standart % RSD | Teorik Plaka Sayis1 | Kuyruklanma Faktorii
Miktan
0.45 mL/L 1.2 14810 1.0
0.5mL/L 0.4 16030 1.0
0.55 mL/L 0.3 15220 1.0
Sicaklik (°C) | Standart % RSD | Teorik Plaka Sayis1 | Kuyruklanma Faktorii
48°C 0.6 15666 1.1
50°C 0.4 16030 1.0
52°C 0.6 14044 1.0
Tablo 3. 33: Stearik asit saglamlik sonuglari
Fo”‘f"k Asit Standart % RSD | Teorik Plaka Sayis1 | Kuyruklanma Faktorii
Miktan
0.45 mL/L 0.8 27026 1.0
0.5 mL/L 0.3 29295 1.0
0.55 mL/L 0.5 27445 1.0
Sicaklik (°C) | Standart % RSD | Teorik Plaka Sayis1 | Kuyruklanma Faktorii
48°C 0.6 28883 1.0
50°C 0.3 29295 1.0
52°C 0.3 25373 1.0
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Tablo 3. 34: Arakidik asit saglamlik sonuglari

Formlk Asit Standart % RSD | Teorik Plaka Sayis1 | Kuyruklanma Faktorii
Miktar:

0.45 mL/L 0.6 54873 1.0
0.5 mL/L 0.4 57627 1.0
0.55 mL/L 0.9 54801 1.0

Sicaklik (°C) | Standart % RSD | Teorik Plaka Sayis1 | Kuyruklanma Faktorii
48°C 0.8 56831 1.0
50°C 0.4 57627 1.0
52°C 0.4 49780 1.0

Sistem uygunluk degerleri degistirilen her bir parametre i¢in (% RSD, teorik plaka sayisi ve
kuyruklanma faktorii) degerlendirildi. Buna gére metot formik asit miktari ve kolon sicakligi

degisimlerine gore saglam bulundu.

3.1.3.11 Stabilite
Miristik asit, linoleik asit ve palmitik asit ¢ozelti stabilitesi sonuglari agagidaki Tablo 3.35’

de verilmistir.

Tablo 3. 35: Miristik asit, linoleik asit ve palmitik asit ¢6zelti stabilitesi sonuglari

Siire, Miristik Asit Linoleik Asit Palmitik Asit
saat Alan % Fark Alan % Fark Alan % Fark
Baslangic | 5757450 - 25208991 - 32234147 -
3 5845924 1.5 24905557 1.2 32359534 0.4
6 5769886 0.2 25596500 15 32735367 1.6
12 6063174 5.3 25052303 0.6 32070022 0.5
18 7145110 24.1 25242290 0.1 33553676 4.1
24 6552628 13.8 25066516 0.6 32402428 0.5
30 7196649 25.0 24885770 1.3 32755423 1.6
36 7360436 27.8 25193425 0.1 33985346 54
48 6826081 18.6 25707022 2.0 34263997 6.3
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Oleik asit, elaidik asit ve stearik asit ¢ozelti stabilitesi sonuglar1 agagidaki Tablo 3.36” da

verilmisgtir.

Tablo 3. 36: Oleik asit, elaidik asit ve stearik asit ¢ozelti stabilitesi sonuglari

Oleik Asit Elaidik Asit Stearik Asit
Siire, saat
Alan % Fark Alan % Fark Alan % Fark
Baslangic | 56500034 - 49887497 - 73807567 -
3 56507605 0.0 49992849 0.2 76176283 3.2
6 57214722 1.3 50392422 1.0 74658997 1.2
12 55082914 2.5 49370003 1.0 73822231 0.0
18 55973807 0.9 50031007 0.3 74028631 0.3
24 56146772 0.6 50005484 0.2 74128135 0.4
30 54494140 3.6 48487151 2.8 72486389 1.8
36 55733136 1.4 50040157 0.3 72975626 1.1
48 56946890 0.8 51021040 2.3 74449607 0.9

Arakidik asit ¢ozelti stabilitesi sonuglar1 asagidaki Tablo 3.37° de verilmistir.

Tablo 3. 37: Arakidik asit ¢ozelti stabilitesi sonuglari

Arakidik Asit
Siire, saat
Alan % Fark
Baslangic 83949628 -
3 86117846 2.6
6 85599491 2.0
12 82618513 1.6
18 82407748 1.8
24 82319651 1.9
30 79750267 5.0
36 78829949 6.1
48 81340591 3.1
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Miristik asit, linoleik asit ve palmitik asit ekim yapilmis numune ¢ozelti stabilitesi sonuglari

asagidaki Tablo 3.38’ de verilmistir.

Tablo 3. 38: Miristik asit, linoleik asit ve palmitik asit ekim yapilmis numune ¢6zelti
stabilitesi sonuglari

Siire, Miristik Asit Linoleik Asit Palmitik Asit
saat Alan % Fark Alan % Fark Alan % Fark
Baslangic | 5778777 - 24312293 - 31882191 -
3 5644358 2.3 24987732 0.9 33230964 3.1
6 5973622 3.8 25212040 0.0 33903080 5.2
12 6533500 13.5 24937153 1.1 33832221 5.0
18 6815737 18.4 24985004 0.9 33777036 4.8
24 6843054 18.9 24824152 15 33541500 4.1
30 7067289 22.8 24176986 4.1 33139581 2.8
36 7575953 31.6 24609408 2.4 34162294 6.0
48 6670453 15.9 25871439 2.6 35213829 9.2

Oleik asit, elaidik asit ve stearik asit ekim yapilmis numune ¢6zelti stabilitesi sonuglari

asagidaki Tablo 3.39” da verilmistir.

Tablo 3. 39: Oleik asit, elaidik asit ve stearik asit ekim yapilmis numune ¢ozelti stabilitesi

sonuglar1
Oleik Asit Elaidik Asit Stearik Asit
Siire, saat
Alan % Fark Alan % Fark Alan % Fark
Baslangi¢ | 55417918 - 49859073 - 75965164 -
3 56314805 0.3 51211210 2.7 77347101 4.8
6 56722304 0.4 50606068 1.4 76715410 3.9

12 55784290 1.3 50378030 1.0 75998436 3.0
18 56678198 0.3 50051500 0.3 76074283 3.1
24 54780252 3.0 49780011 0.2 74974804 1.6
30 53375465 5.5 47712995 4.4 73543042 0.4
36 54424539 3.7 49055793 1.7 73906689 0.1
48 57618732 2.0 51532601 3.3 78178047 5.9
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Arakidik asit ekim yapilmig numune ¢ozelti stabilitesi sonuglar1 asagidaki Tablo 3.40° da

verilmisgtir.

Tablo 3. 40: Arakidik asit ekim yapilmis numune ¢ozelti stabilitesi sonuglari

Arakidik Asit
Siire, saat
Alan % Fark
Baslangic 85401495 -
3 86756436 3.3
6 86932905 3.6
12 85629496 2.0
18 84645300 0.8
24 83019232 1.1
30 80895829 3.6
36 80461012 4.2
48 85785249 2.2

Tablolardaki alanlar ve % fark hesaplarina gore;

Standart ¢6zeltisi 10°C’ de 48 saat stabil bulundu.

Numune ¢6zeltisi 10°C” de 3 saat stabil bulundu.

3.1.3.12 Sistem Uygunluk

Miristik asit sistem uygunluk sonuglari asagidaki Tablo 3.41” da verilmistir.

Tablo 3. 41: Miristik asit sistem uygunluk sonuglari

Enjeksiyon Standart Alam Ku%;llitéi?ima Teorik Plaka Sayisi
1 9553107 1.0 4015
2 10137153 1.0 3581
3 10000192 1.0 3443
4 10064987 1.0 3535
5 10271771 1.0 3583
6 10206732 1.0 3544
Ortalama 10038990 1.0 3617
SD 256991.737 0.000 201.586
% RSD 2.6 0.0 5.6

Linoleik asit sistem uygunluk sonuclar1 agagidaki Tablo 3.42” de verilmistir.
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Tablo 3. 42: Linoleik asit sistem uygunluk sonuglari

Enjeksiyon Standart Alani Kui;;iﬁ??ima Teorik Plaka Sayisi
1 28193087 1.0 7650
2 28371880 1.0 6527
3 28163971 1.0 6440
4 28194796 1.0 6388
5 28396653 1.0 6589
6 28170135 1.0 6471
Ortalama 28248420 1.0 6678
SD 106219.436 0.000 481.476
% RSD 0.4 0.0 7.2

Palmitik asit sistem uygunluk sonuglari asagidaki Tablo 3.43’ de verilmistir.

Tablo 3. 43: Palmitik asit sistem uygunluk sonuglar1

Enjeksiyon Standart Alanm1 Ku%;t:{l:é&;gma Teorik Plaka Sayis1
1 45032971 1.0 12534
2 45906244 1.0 11280
3 45637203 1.0 10994
4 45860620 1.0 11196
5 45860966 1.0 11204
6 45979076 1.0 11179
Ortalama 45712847 1.0 11398
SD 352139.111 0.000 564.630
% RSD 0.8 0.0 5.0

Oleik asit sistem uygunluk sonuglari asagidaki Tablo 3.44” de verilmistir.

Tablo 3. 44: Oleik asit sistem uygunluk sonuglari

Enjeksiyon Standart Alani Ku%:lilt(ili?gma Teorik Plaka Sayisi
1 53189091 1.0 15624
2 53780315 1.0 14120
3 52750579 1.0 13780
4 53147252 1.0 13705
5 53426963 1.0 14085
6 52880597 1.0 13972
Ortalama 53195800 1.0 14214
SD 372846.002 0.000 709.870
% RSD 0.7 0.0 5.0
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Elaidik asit sistem uygunluk sonuglari asagidaki Tablo 3.45 de verilmistir.

Tablo 3. 45: Elaidik asit sistem uygunluk sonuglari

Enjeksiyon Standart Alani Ku%;llj{lt(;;gma Teorik Plaka Sayisi
1 54020567 1.0 17566
2 54398230 1.0 15897
3 54312650 1.0 15909
4 54640361 1.0 16073
5 54385438 1.0 15524
6 54396163 1.0 15209
Ortalama 54358902 1.0 16030
SD 199733.934 0.000 815.298
% RSD 0.4 0.0 5.1
Stearik asit sistem uygunluk sonuglari asagidaki Tablo 3.46” da verilmistir.
Tablo 3. 46: Stearik asit sistem uygunluk sonuglari
Enjeksiyon Standart Alani Kuyruk.l.arjma Teorik Plaka Sayisi
Faktori
1 77584814 1.0 30938
2 77777546 1.0 28930
3 77243482 1.0 29395
4 77255286 1.0 29336
5 77511556 1.0 28153
6 77623355 1.0 29016
Ortalama 77499340 1.0 29295
SD 212254.095 0.000 919.387
% RSD 0.3 0.0 3.1

Arakidik asit sistem uygunluk sonuglar1 asagidaki Tablo 3.47° de verilmistir.
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Tablo 3. 47: Arakidik asit sistem uygunluk sonuglari

Enjeksiyon Standart Alani Kui;glj(l:iliiri]ima Teorik Plaka Sayisi
1 83177985 1.0 59642
2 82740078 1.0 58098
3 82772337 1.0 58202
4 82163166 1.0 57179
5 82760113 1.0 56146
6 82701476 1.0 56493
Ortalama 82719193 1.0 57627
SD 324007.694 0.000 1287.844
% RSD 0.4 0.0 2.2

Tablolardaki 6 standart enjeksiyonu arasindaki % RSD degerleri, kuyruklanma faktorii ve

teorik plaka sayis1 kabul kriterlerine uygun bulundu.
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4. SONUC VE ONERILER

Leachable (sizabilir) analizleri, farmasdtik Ttriinlerin gilivenliginin saglanmasinda ve
diizenleyici gerekliliklere uygunlugunun degerlendirilmesinde hayati bir role sahiptir.
Ambalaj materyalleri veya liretim siirecinden kaynaklanan yag asitleri gibi potansiyel
safsizliklar, farmasotik iirtinlerin etkinligini, stabilitesini ve hasta giivenligini dogrudan
etkileyebilir. Bu nedenle, bu c¢alismada, farmasoétik {riinlerdeki sizabilen (leachable)
safsizliklarin analizine yonelik yenilikgi bir yaklasim sunarak, yiiksek hassasiyet ve
dogrulukta bir HPLC/CAD yéntemi gelistirildi ve valide edildi. Olgiilii doz inhalasyonu
tiriinlerinde valf kaynakli sizabilen yag asitlerinin (miristik asit, linoleik asit, palmitik asit,
oleik asit, elaidik asit, stearik asit ve arakidik asit) tespiti i¢in tasarlanan bu metot,

endiistrinin ihtiya¢ duydugu giivenilir ve tekrarlanabilir bir analiz siireci sagladi.

Gelistirilen analitik metotda; cihaz ve dedektdr parametreleri degistirilerek yapilan
denemeler sonucunda, kromatografik ayrimda sabit faz olarak C18 kolon, hareketli faz
olarak ise mobil faz A (1000.0 mL saf su igerisine 0.5 mL formik asit) ve mobil faz B (1000.0

mL asetonitrilde 0.5 mL formik asit) den olusan gradient sistem kullanildi.

Validasyonda ise tiim parametreler uygulandi. Bo6lim 2 ve boliim 3’ de tiim yontem
denemeleri ve sonuglari verildi. Tim verilere gore uygun sonuglar elde edildi. Secicilik
parametresi ile metodun segiciligi dogrulandi, LOD ve LOQ degerleri belirlendi; dogrusallik
parametresiyle LOQ ile %150 konsantrasyonlari arasinda sonucglarin dogrusal oldugu
gosterildi; dogruluk parametresiyle geri kazanim elde edildi; kesinlik parametresiyle
tekrarlanabilir sonuglar elde edildi. Laboratuvar i¢i kesinlik ¢alismasiyla baska bir analist
tarafindan  analiz  tekrarlandiginda  benzer  sonuglar  bulundu.  Saglamlik
parametresiyle formik asit miktart 0.5 mL/L + %5 ve kolon sicakligi 50°C + 2°C
ayarlandiginda sistem uygunluk sartlari saglandi. Stabilite parametresiyle standart
¢ozeltisinin 10°C’ de 48 saat; numune ¢ozeltisinin ise 10°C’ de 3 saat stabil denildigi

sonugclar elde edildi.

Metodun gelistirilmesi ve validasyonu siirecinde, ICH, USP ve FDA gibi uluslararasi
standartlara uygunluk saglandi. Kullanilan yontem, diisik LOD ve LOQ degerleri ile
sizabilir yag asitlerini eser seviyelerde bile tespit edebildi; dogruluk, kesinlik, secicilik ve

saglamlik gibi validasyon parametrelerinde basarili sonuglar elde edildi. Ayrica, bu metodun
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gradient sistem kullanan bir mobil faz ile birlestirilmesi, kromatografik ayrimin dogrulugunu
artirdi. Validasyon sonuglari, metodun tekrar edilebilir ve endiistriyel dlgekte uygulanabilir

oldugunu kanitlandi.

Bu ¢alisma, farmasotik iirtinlerin kalite giivence siireglerinde, hasta giivenligi ve diizenleyici
gereklilikler acgisindan Onemli bir boslugu doldurmus oldu. Gelistirilen metodun
uygulamalari, ila¢ endiistrisinde sizabilirlik c¢alismalarimin giivenilirligini artirarak,
farmasotik ambalajlama ve depolama sistemlerinin etkinligini degerlendirme ag¢isindan

biiyiik bir katk1 sunuldu.

Sonug olarak, bu ¢alisma, farmasoétik tirtinlerdeki sizabilir yag asitlerinin analizi i¢in yiiksek
hassasiyetli bir yontem gelistirmis ve endiistrideki kalite kontrol siireglerine degerli bir katk1
sundu. Gelistirilen yontem, yalnizca hasta giivenligini artirmakla kalmayip, farmasotik
tirtinlerin diizenleyici uyum siireglerine de destek olabilecek sekilde optimize edildi.
Gelecekte, metodun farkli farmasotik iirlin gruplarinda uygulanabilirliginin artirilmast,
metot gelistirmelerinde kiitle spektrometresi (MS) gibi daha ileri teknoloji dedektorlerle
entegre edilmesi degerlendirilebilir ve yeni analitik teknolojilerle desteklenmesi, endiistriyel
inovasyonu giiclendirecektir. Ayrica endiistriyel uygulayicilarin, leachable analizlerinin

O6nemi ve metodun uygulanmasi konusunda egitilmesi, siirecin verimliligini artiracaktir.
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