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I11. KISALTMALAR VE SIMGELER

ACN : Asetonitril

API : {lag Etken Maddesi (Active Pharmaceutical Ingredient)

Ar-Ge : Arastirma Gelistirme

DAD : Diyot Dizi Dedektorii (Diode array detector)

EP : Avrupa Farmakopesi (European Pharmacopoeia)

FDA  : Amerikan Gida ve ilag¢ Dairesi (Food and Drug Administration)

HPLC : Yiiksek Basin¢li S1vi Kromatografisi (High Pressure Liquid
Chromatography)

ICH : Uluslararasi Harmonizasyon Komitesi (International Committee of

Harmonization)

K’ : Kapasite faktorii

LOD : Tayin alt sinir1 (Limit of Detection)

LOQ :Kantitatif alt sinir (Limit of Quantification)
N : Teorik plaka sayis1

R : Rezoliisyon

RSD  : Bagil standart sapma (Relative Standard Deviation)

RT : Tutulma zamani (Retention Time)
SD . Standart sapma (Standard Deviation)
T : Kuyruklanma (Tailing)

T.E. : Tespit Edilemedi

UPLC : Ultra Performansli Sivi Kromatografisi (Ultra Performance Liquid
Chromatography)

USP  : Birlesik Devletler Farmakopesi (United States Pharmacopeia)

uv - Ultraviyole
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Rikobendazol hidrokloriir’iin stabilite gostergeli ilgili bilesikler ve miktar tayini

icin ultra performansh sivi kromotografisi ile yontem gelistirme ve validasyonu

Yiiksek Lisans Ogrencisi: Cagan AGTAS
I.Damisman: Dog¢.Dr. Dilek Bilgic ALKAYA
IL.Damgman: Ogretim Gorevlisi Dr. Serap Ayaz SEYHAN

Anabilim Dah: Analitik Kimya

1. OZET

Amag: Bu tez calismasinda rikobendazol hidrokloriir ilag etken maddesi tayini i¢in
ilgili bilesikler ve miktar tayini icin gelistirilecek yontemin gecerliliginin
kanitlanmas1 amaciyla yontem validasyonu uygulanacak, yapilan analizlerin

sonuglari istatistiksel olarak degerlendirilecektir.

Gereg¢ ve yontem: Bu yontemde Waters Acquity BEH C18 (50 mm x 2.1 mm, 1.7
um) kolonda; potasyum dihidrojen fosfat tamponu (pH=3,2) - asetonitril (50:50, h/h)
hareketli faz1 ve gradient eliisyon ile 0,4 mL dk? akis hizinda ayarlanarak maddelerin
ayrilmasi gerceklestirilmis ve dedeksiyon dalga boyu 220 nm’ye ayarlanmistir. Coziicii

olarak saf su ve metanol 60:40 (h:h) karisimi kullanilmigtir

Bulgular: Metot gelistirme denemelerinde izokratik akis ile saglikli bir ayrim

saglanamadi bu ylizden gradient denemeleri ile gerekli ayrim saglanmustir.

Sonuclar: Rikobendazol hidrokloriir aktif maddesinin ilgili bilesikler ve miktar
tayinlerinde kullanilabilecek stres calismalar1 ile kanitlanmig stabilite gostergeli
dogru, tekrarlanabilir, duyarl, ve diisiik mobil faz tiiketimi ile hizli bir ultra

performansl s1vi kromotografisi yontemi gelistirilmis ve valide edilmistir.

Anahtar Sozciikler: Rikobendazol hidrokloriir ilgili bilesikler, stres ¢alismasi, ultra

performansl sivi kromotografisi, analitik yontem gelistirme, validasyon.



Method development and validation by using ultra performance liquid
chromotography for the related substance with stability indicator and assay for

ricobendazole hydrochloride.

Student Name: Cagan AGTAS
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II.Advisor: Instructor Dr. Serap Ayaz SEYHAN
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2. SUMMARY

Objective: In this thesis, method validation will be applied in order to prove the
validity of the method for ricobendazole hydrochloride drug active substance

determination and the results of the analyzes will be evaluated statistically.

Material and Methods: In this method Waters Acquity BEH C18 (50 mm x 2.1
mm, 1.7 Hm) in the column; potassium dihydrogen phosphate buffer (pH = 3.2) -
acetonitrile (50:50, v:v) with gradient elution with mobile phase at a flow rate of 0.4
mL min. separation of substances was carried out and the detection wavelength was
adjusted to 220nm. A mixture of pure water and methanol 60 : 40 (v:v) was used as
the solvent.

Findings: Isocratic flow in method development experiments could not be provided

a good separation, so the necessary separation is provided by gradient experiments.

Results: A rapid Ultra-performance liquid chromatography method has been
developed and validated with accurate, repeatable, sensitive, and low mobile phase
consumption with proven stability indicators with stress studies that can be used in

the related compounds and assay of ricobendazole hydrochloride active ingredient.

Key Words: Rikobendazole HCI related compounds, force degradation study, ultra

performance liquid chromatography, analytical method development, validation.



3. GIRIS VE AMAC

Albendazol siilfoksit diger adiyla rikobendazol, benzimidazol tiirevi genis
aktivite spektrumu olan karaciger ve akciger solucani enfeksiyonlar: dahil olmak
lizere gastrointestinal helmintizim tedavisinde yaygin olarak kullanilan antiparaziter

ilaglardandir (Dilek ve ark., 2015; Zimei ve ark.,2009).

Balik ciftligi endiistirisi i¢in dnemli bir yer tutar. Benzimidazol antihelmentikler
balik cifliklerinde antiparasitik tedavisinde kullanilan diisiik yan etkili yaygin
ilaglardir ( Zaijian ve ark., 2012).

Rikobendazol aktivite spektrumuna giren parazitlerin mikrotubiilinlerinin
polimerizasyonunu inhibe etmek sureti ile enerji metabolizmasini bozar ve parazitin
acliktan Oliimiine neden olur. Parazit, mikrotubiilinlerinin olmamasindan dolay1
bagirsak hiicrelerinde gida absorbsiyonunu yapamaz. Glikojenin azalmasi sonucu

uygulamadan 24 saat sonra agliktan 6liir (Dilek ve ark., 2015).

Rikobendazol karacigerde mikrozomal enzim ile metobolize olur.
Metobolitlerden Albendazol tedavi edici etkiye sahipken albendazol siilfon tedavi

edici etkiye sahip degildir (Reeman ve ark., 2004).

Literatiir arastirmalarinda rikobendazol’ e ait yapilmis caligmalar incelendiginde
cogunlukla hayvan ve insan plazmalarindaki metabolitlerin tayini i¢in yapilan

caligmalar oldugu goriilmektedir.

Vera Lucia Lanchate ve arkadaslarinin HPLC-Floresans dedektor kullanilarak
yaptig1 caligmada insan plazmasindaki albendazol siilfoksit enantiyomerleri ve
albendazol siilfon tayini i¢in yontem gelistirilmis ve valide edilmistir. Chiralpak AD
250 mm & 4,6mm 10um’ lik kolon kullanilmistir. Mobil faz bilesimi Hegzan:
Izopropanol : Etanol (81 : 14,25 : 14,75) (h/h/h), Dalga boyu %exc 280 nm ve Zem
320nm akis hiz1 1,2ml/dk olarak analiz gerceklesmistir.



Dilek Aksit ve ark. ise HPLC-PDA dedektor kullanilarak Rikobendazol iin
koyun ve kecilerde doza bagli plazma biyoyaralinimlar1 incelemek {izere metot
gelistirilmistir. C18 150 mm & 4,6mm 3um’ lik kolon kullanmiglardir. Mobil faz
bilesimi Asetonitril : %0,5’ lik asetik asit ¢ozeltisi gradient modda verilmistir.
Baslangigta (10 : 90) asetonitril : %0,5” lik asetik asit ¢ozeltisi 11.dakikada (85 : 15)
olur ve 12. Dakikada baslangi¢ sartlarina doniip 5 dk bu sekilde devam etmistir. Akis
hiz1 ImL/dk ve dalga boyu 292 nm olarak analiz yapilmstir.

Zaijian Li ve ark. tarafindan HPLC-UV/VIS dedektorii  kullanilarak
Rikobendazol ve metabolitlerinin havuz baligi plazmasi ve dokularindaki miktarini
belirlemeye iliskin metot gelistirilmistir. Agilent SB-C18 250 mm & 4,6mm 5Sum’
lik kolon kullanilmistir. Mobil faz bilesimi pH=4,8 amonyum asetat 0,02 M :
asetonitril (76 : 24) (h/h) akis hiz1 1.0 mL/dk kolon sicakligi 32 °C dalga boyu 292

nm olarak ayarlanmistir.

Reema Sarin ve ark. tarafindan HPLC-UV/VIS dedektér kullanilarak
albendazol’ niin ve plazmada ki metabolitleri olan rikobendazol ve albendazol siilfon
icin bir yontem gelistirilmistir ve valide edilmistir. C16 Sum kolon kullanilmstir.
Mobil faz bilesimi ise asetonitril : Su: %70’lik perklorik asit (30 : 110 : 006) (h/h/h),
290 nm dalga boyunda, 0.8 ml/dk akis hizinda analiz ger¢eklestirilmistir.

Zimei Wu ve ark. Tarafindan HPLC-UV/VIS dedektoér kullnilarak koyun
plazmasindaki rikobendazol ve onun ana metaboliti olan albendazol siilfonun
eszamanli tayini i¢in yontem gelistirilmis ve valide edilmistir. C18 250 mm & 4,6
mm 5 um’ lik kolon kullanilmigtir. Mobil faz bilesimi metanol : asetonitril : fosfat
tampon(pH=6,8 — 20 mM) (22 : 22 : 56) (h/h/h), Dalga boyu 292 nm, akis hiz1 1
ml/dk ve kolon sicakligi 30 °C olarak analiz ger¢eklesmistir.

Juan Jose Garcia ve ark. tarafindan HPLC-UV/VIS dedektor kullanilarak fare
plazmasindaki albendazol ve onun ana metaboliti olan albendazol siilfoksit ve
albendazol siilfon tayini ig¢in 2 tane HPLC yontem gelistirilmis ve valide edilmistir.
Birinci yontemde albendazol kontrol edilmistir ODS2 C18 250 mm &4,6 mm 5 um’
lik kolon kullanilmigtir. Mobil faz bilesimi metanol : su (60 : 40) (h/h), dalga boyu

290 nm olarak analiz gerceklesmistir. Ikinci yontemde albendazol siilfoksit ve



albendazol siilfon metabolitleri control edilmistir. ODS2 C18 250 mm & 4,6 mm 5
um’ lik kolon kullanilmigtir. Mobil faz bilesimi Su : %85’lik Fosforik asit :
asetonitril (800 mL : 185 pL : 200 mL) dalga boyu 290 nm olarak analiz
gerceklesmistir

Albendazol iin European Pharmacopoeia 8.0 da ki metodunda HPLC-UV./VIS
dedektor kullanilarak hammaddenin ve safsizliklarinin analizi {izerine yontem
gelistirilmis. C18 250 mm & 4,6 mm 5 um’ lik kolon kullanilmistir. Mobil faz
bilesimi 1,67 g/L de amonyum dihidrojen fosfat : metanol (300 : 700) (h/h) akis hiz1
0,7 mL/dk ve dalga boyu 254 nm olarak yapilmistir

Renata Galva™o de Lima ve ark. Tarafindan Albendazoliin Elektro-Oksidasyon
mekanizmasint  aydinlatmak i¢in LC-MS/MS dedektér kullanilarak metot
gelistirilimistir. Lichrospher CN 125 mm & 4,6 mm 5 pm’ lik kolon kullanilmistir.
Mobil faz bilesimi metanol : su igerisinde %1 lik asetik asit (4:5) (h/h). Akis hizi
Iml/dk, enjeksiyon hacmi 20 pL ve pozitif iyon modunda MRM c¢alisilarak analiz
yapilmistir.

Pierina Sueli Bonato ve ark. Tarafindan albendazoliin plazmadaki
metabolitlerinin es zamanlh tayini i¢in LC-MS/MS dedektor kullanilarak metot
gelistirilimistir. Plazma numunesi diklorometan ile sivi — sivi ekstraksiyonu
yapilarak hazirlanmistir.. Lichrospher CN 125 mm & 4,6 mm 5Sum’ lik kolon
kullanilmistir. Mobil faz bilesimi metanol : su igerisinde %0,5” lik asetik asit (3:7)
(h/h). Akis hiz1 1 ml/dk, ve pozitif iyon modunda MRM caligilarak analiz yapilmistir.

Giiniimiizde yaymlar da rikobendazol HCI molekiilii i¢in herhangi bir safsizlik
ve miktar tayini analiz yontemi mevcut olmadigindan UPLC sistemi kullanilarak
rikobendazol HCI i¢in miktar tayini ve ilgili bilesikler analitik metotdu gelistirilip

validasyonunun yapilmasi amaglanmistir.



4. GENEL BIiLGILER

4.1.Rikobendazol Hidrokloriir

Rikobendazol HCI, karbamik asit, [5-(propilsiilfinil)-1H-benzimidazol-2-il]-,
metil ester, hidrokloriir olarak adlandirilan, Ci2H1sN3O3S.HCI kapali formiiliine
sahip bir ila¢ etken maddesidir. Molekiil formiilii Sekil 1’de verilen Rikobendazol
HCI’nin molekiil agirlig1 317.83 g/mol ve CAS numaras1 74759-06-1"dir.

.HCI
o) Q

\
@) N S\/\
Y
N
H

Sekil 1. Rikobendazole HCI molekiil yapist

4.2. Rikobendazol Hidrokloriir Sentez Yontemi

Rikobendazol HCI dretimi albendazol tiretimi ile baslar, sonrasinda
albendazol’iin oksitlenmesi ile rikobendazol elde edilir. Elde edilen rikobendazol baz

daha sonra HCI ile muamele ettirilerek rikobendazol HCI elde edilir.

HoN Cl ~\_SH HoN SNGFN SnCly.2H,0 H2N:©/S\/\ j)]\ NILO/
[ T Eon *
ouN KaCOIMeCN ¢ EtOH HoN o N s~
o) N
HCI o v R S °
. o O 5 N S~ O‘/< N ~ N
H,0 ¢
o—{ N S~ _ He AI.:(N%/ -0 N
HN— N g
Ricobendazole HCI Ricobendazole Albendacore

Sekil 2. Rikobendazol HCI molekiiliiniin sentez yontemi



Rikobendazol HCI, Sekil 2’de wverilen yontem ile

sentezlendikten

sonra

karakterizasyon ¢alismalari (NMR, MS, FT-IR ve UV) yapilmistir ve ¢aligsmalara ait

spektrumlar asagida verilmistir.
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Tablo 1. FTIR spektrumunun yorumlanmasi

v (cm™) Titregim Tiirii

3318 NH gerilme titresimi

2783 Alifatik CHs, CH2 gerilme titregimi
1751 C=0 ester gerilme titresimi

1622 C=0 amit gerilme titresimi

1605 NH egilme titresimi

1462 Aromatik gerilme titresimi

1260 C-O gerilme titresimi

1217 C—N gerilme titresimi

1200 C—O—C ester simetrik gerilme titresimi
1067 C—-N-H gerilme titresimi

1022, 1011 C—O-C ester simetrik gerilme titresimi
814 Aromatik C—H diizlem dig1 deformasyon titresimi
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Sekil 5. Rikobendazole HCI *H NMR spektrumu (DMSO-D6, 400 MHz)
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Sekil 6. Rikobendazole HCI *.C NMR spektrumu (DMSO-D6, 400 MHz)



Sekil 7. 'H NMR ¢alismast ile yapisi aydinlatilan Rikobendazol HCI yapist

Tablo 2. *H NMR spektrumunun yorumlanmasi

Kimyasal Kayma

B o) Yarilma Proton Sayisi Pozisyon
0.88 t 3 C19
1.41 m 2 C18
2.45 t 2 C16
3.64 S 3 Cl4
7.74 dd 1 C2
7.71 d 1 C3
7.51 S 1 C6

Tablo 3. *C NMR spektrumunun yorumlanmasi
Klm)(lgfil)lpl;a;yma Karbon Sayisi Pozisyon
13.43 1 C19
15.74 1 C18
54.14 1 Cl4
58.35 1 C16
110.01 1 C6
114.62 1 C2
120.03 1 C3
131.61 1 Cl
132.96 1 C4
140.16 1 C5
146.26 1 C8
153.47 1 Cl1

12
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Sekil 8. Rikobendazole HCI kiitle spektrumu

282,26 [M*]

:m/z (%)

Sonug (ESI+)
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4.3.

Rikobendazole HCI Tlgili Bilesikleri

Kimyasal Yapisi Kimyasal Ismi Kap%.l.h.. M?lekyl Safﬁlz.l.lk
Formiilu Agirhgi Tiru
o Albendazol
(0] N S\/\ Metil (6-
HN4</N]©/ gpropilt(iy_o)_-lH- C12H15N30, ;/GITE](;?]S Ara iiriin
H benzo[d]imidazol-2-
yl)karbamat)
N 0 Albendazol siilfon
o N .
HN—( j@(&sw (Metil (8- cohNOg 29733 Oksitatif
N (propilsiilfonil)-1H- 1HSTSEES - g/mol degredasyon
H benzo[d]imidazol-2-
yl)karbamat)
Rikobendazol amin
o
N é\/\ (6-(Propilsilfinil)- 223.29
H2N4NI>/ 1H- C10H13N30S - Degredasyon
H

benzo[d]imidazol-2-
amin)

14
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Sekil 9. Albendazol IR spektrumu
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Tablo 4. FTIR spektrumunun yorumlanmasi

v (cm™) Titregim Tiirii

3325 NH gerilme titresimi

2878 Alifatik CHs, CH2 gerilme titregimi
1699 C=0 ester gerilme titresimi

1643 C=0 amit gerilme titresimi

1593 NH egilme titresimi

1466 Aromatik titresim

1269 C-O gerilme titresimi

1229 C—N gerilme titresimi

1057 C—N-H gerilme titresimi

1013 C—O-C ester simetrik gerilme titresimi

16



urm
00L 009 00§ 007 00¢ 00T
L . C ] | | AP TRTRR A s
I
| r._i.f:.:.,/ | | _ _ _ L
6759, ,isjfl{r..L}_rfsi..lﬂll}j%%ikf\s}liéis_ﬁ;?{_é 0
cyzs O PTISTI | m [
| L
/ 1'5L r
_ S
_ i
L6'P6T H .
_,,, —01
71
\ ,
/ A
| 81l
,/; :-2
\
I !/
06°507
yw
uoy ! uonesadq wnipedg
[ozepuaqTy : aureN punodmo)
U CETST Sy, uonu3ay
£ #di
wrugoadg AN

Sekil 10. Albendazol UV spektrum

294.97 nm
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Tablo 5. FTIR spektrumunun yorumlanmasi

v (cm™) Titregim Tiirii

3323 NH gerilme titresimi

2878 Alifatik CHs, CH2 gerilme titregimi
1699 C=0 ester gerilme titresimi

1643 C=0 amit gerilme titresimi

1593 NH gerilme titresimi

1466 Aromatik titresim

1267 C-O gerilme titresimi

1229 C—N gerilme titresimi

1196 C—O-C ester ters simetrik gerilme titresimi
1055 C—-N-H gerilme titresimi

1010 C—O-C ester simetrik gerilme titresimi
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Sekil 13. Rikobendazol Amin IR spektrumu
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Tablo 6. FTIR spektrumunun yorumlanmasi

v (cm™) Titregim Tiirii

3433 NH gerilme titresimi

2961 Aliphatic CHs, CH2 gerilme titresimi
1557 NH egilme titresimi

1456 Aromatik titresim

1273 C—O gerilme titresimi

1225 C—N gerilme titresimi

1061 C—-N-H gerilme titresimi

1014 C—O-C ester simetrik gerilme titresimi

22
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Sekil 18. 'H ve ¥C NMR calismasi ile yapisi aydinlatilan Rikobendazol Aminin
yapisi

Tablo 7. *H NMR spektrumunun yorumlanmas1 (DMSO-ds, 400 Hz)

Kimyasal Kayma

5, ) Yarilma Proton Sayisi Pozisyon
0.88 t 3 C10
1.45 m 2 C9
2.72 t 2 C8
6.75 s 2 NH2
7.12 d 1 C4
7.22 d 1 C3
7.37 S 1 Cé6

Tablo 8. C NMR spektrumunun yorumlanmasi (DMSO-ds, 400 Hz)

Kimyasal Kayma

5, ) Karbon Sayis1 Pozisyon
13.52 1 C10
16.04 1 C9
58.78 1 C8

107.71 1 C6
112.19 1 C4
116.38 1 C3
134.81 1 Cl
138.35 1 C2
140.49 1 C5
156.61 1 C12
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4.4. Validasyonda Kullanilan Standartlarin Sertifikalar

EK 4. REFERANS STANDART ANALIZ SERTIFIKASI

BLYS

CERTIFICATE OF ANALYSIS OF REFERENCE STANDARD

INAME : RICOBENDAZOLE MCI RS R&D REPORT NG : RD 312
REFERENCE STD. NO RE/RIK/15/04/05 DATE OF STANDARDISATION : 03.05.2016
MANUFACTURING DATE : 21.10.2014 VALID UPTO : 02.05,2017
STORAGE: 2-8%c CONFORMS : Deva Standards.
TESTS RESULTS

1. DESCRIPTION
2, IDENTIFICATION {1H-NMR, 13C-NMR, FTIR)
3. WATER (KF}
4. HEAVY METALS
5. SULPHATED ASH
8. RESIDUAL SOLVENT
Methanot
Acstone
7. RELATED SURSTANCES
Ricobendazole Amine
Albendazole
Albendazole Sulphone
Unknewrn Impurity
Total Impurity

8. CHROMATOGRAPHIC PURITY

9. PURITY {as is)

White crystalline powder

identical with the expacted specirum

5.6%

Confirm

0.04%

ND.
3463 ppm

0.06%

N.D.

< 0.05% (DL)
0.20%

0.31%

98.69%

93.7%

Prepared By

Checked and Approved By

YUCEL YAZAR

NURTEN RIDVANOGLU

Bu form elektronik olarak dolduruiacakir

bl

Sekil 19. Rikobendazol HCI analiz sertifikas1
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EK 4. REFERANS STANDART ANALIZ SERTIFIKAS!
. b
R,
CERTIFICATE OF ANALYSIS OF REFERENCE STANDARD
NAME : RICOBENDAZOLE AMINE HCIRS  R&D REPORT NO:RD 271
REFERENCE STD. NO: RS/RIKA/5/04/06 DATE OF STANDARDISATION : 06.04.2015
MANUFACTURING DATE :  23.03.2015 VALID UPTO : 05.04.2020
STORAGE: 28 CONFORMS ; Deva Standards
TESTS RESULTS
1. DESCRIPTION Cf-White crystalline powder
2. IDENTIFICATION {1H-NMR, 13C-NMR, FTIR) Identical with the expecied spectrum
3. PURITY {as is) 98.3%
Prepared By Checked and Approved By
CAGAN AGTAS NURTEN RIDVANOGLU
Bu form elektronik ofarak doldurilacakbr

Sekil 20. Rikobendazol Amin HCI analiz sertifikasi

29



Setting standards
ir analytical science

CERTIFICATE

Reference Substance

Albendazole

L

4—NH
Catalogue Number. MM0382.00
Lot Number: 17172
Molecular Formufa: CagHisNg0.5 ¥ . .
Molecular Weight 265,33 Long-term Storage: 2 to 8 °C, dark
CAS Number: [ 54965-21-8 ] Appearance: white sofid
Melting Point: 207 °C
Azsay as s 986 %

Date of shipment; 2014-June-24

This certificate is valid for two years from the date of shipment provided
the substance is stored under the recommended conditions.

analysis « tonsuitanty « validation » research

5 pages 160 GmbA, Im Bi fey TGZ I D 14843 Germany
Tek: +49 3371 £8 15 80 Far +49 3371 68 16 4% Web: www lge.ca.uk

Sekil 21. Albendazol analiz sertifikasi
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Australian Government NATA

National Memsmemem Institute

Fegmatay,
etz e

REFERENCE MATERIAL ANALYSIS REPORT
Report ID: P1793.2014.91

Compound Name: Albendazole Sulfone Description: Off white powder
Collection Number: P1793 Batch Number: 03-AV-08
Chemical Forrmula; CiaHisNO,8 Molecular Weight: 2973
CAS Numper: 75184.71-3 Release Date: 13" November 2003
Struciure;g'
; N)ﬁ

. -NH
sy oo

oo o)

Synonyms: [5-(Propy£sul_fony§)-iH‘-henzimidazol~2-yl}carbamic acid methy ester; Methyl S-{propylsulfony!)-
2-benzimidazolecarbamate; 5-(PropyisuEfonyl)-2~carbome:ho,\;y~a;n§nobenzin1idazoie

Purity {mass fraction): 99.7+1.3%(95% coverage interval}

Purity estimate obtained by subtraction from 100% of total impurities by HPLC with UV detection at 280 i,
thetmogravimetric analysis and 'H NMR. Supporting evidence provided by quantitative NMR agalnst an
internal standard of trioxane, and elemental microanalysis.

QNMR: [nstrument: Bruker DMX-400
Field strength: 400 MHz Solvent: d-DMS0
Internal standard:  Trioxane
Purity estimate; 99.8% {mass fraction %, mean of five sub samples, s = 1.01%, March 2009)

HPLC! insttument: Waters HPLC 1525 binary pump, W77 autosampler
Column; Alltech C-18, 5 um (4.6 rom = 150 ™)
Mgbile Phase: AB ()
AMITEQ H.O (0.1% TFA)

B:Methanol
Fiow Rate: 1 mL/min
Detector; Waters 2998 PDA at 225 nm

Relative peak area response of main component:
Initial analysis: Mean = 99.8%, s = 0.02% (7 sub samples in duplicate, July 2003)

Re-analysis: Mean = 99.5%, s = 0.05% (5 sub samples in duplicate, July 2006)
HPLC: Instrument; Shimadzu Binary pump LC-20AB, SIL-20 A HT autosampler
or Waters HPLC 1525 binary pump, W717 autasampler
Columm; X-Bridge C-18, 5 gm (4.6 mm x 150 mm)
Coturan temp: 70°C

Mobite Phase: A:Mill Q H20 (0.1% Formic acid)
BiAcetonitrile
0 min: 20% B (0 min)
{8 min: 38% B (0 min)
19 min: 99% B {6 min)
Flow Rate: i mL/min
Detector: Shimadzu SPD-M20A PDIA or Waters 2998 PDA operating at 280 nm
Relative peak area sesponse of main component:
Initial anajysis: Mean = 99.7%, 5 = 0.02% (5 sub samples in duplicate, Augast 2009)

Re-analysis: Mean = 99.8%, 5 = 0.01% (5 sub samples in duplicate, July 2014)
Thermogravimetric analysis: Volatile content < 0.1% mass fraction (July 2006 and June 2009)
Karl Fisher anatysis: Kar! Fischer analysis not conducted duc to the properties of the matetial

Actredited for oompliance with 150 Guide 3,
103 Delhi Road North Ryde NSW 21 13, PO Box 138 North Ryde NSW 1670 Tel +61 2 9449 0171 Wi measurement.gov.au ABN: 74 599 608 295

National Measurement Institute
Page 103

Sekil 22. Albendazol Siilfon analiz sertifikasi
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4.5. Validasyon Tanimi
4.5.1.Validasyon

Analitik laboratuvarlarda validasyon uluslararas1 bir gerekliliktir. Valide
metotlarin kullanimi analitik bir laboratuvarin yeterli ve kalifiye oldugu gostermesi
nedeniyle 6nemlidir. Bir metodu valide etmek metodun analitik amacinin yani kabul
edilebilir belirsizlik seviyesinde analitik sonuglar elde etmenin basarilip
basarilmadiginin arastirilmas: anlamima gelmektedir. Analitik metot validasyonu
laboratuvarda kalite giivencenin ilk basamagii olusturmaktadir. Analitik kalite
giivence bir laboratuarin her zaman yiiksek kalitede veri elde ettigini garantilemek

icin gerceklestirmesi gereken 6l¢iimlemeler biitlintidiir.

Validasyonun amaci, metodun kullanim amaci i¢in uygun oldugunu
gostermektir. Biitin HPLC metotlarinin validasyonu, temsili homojen bir numune
tizerinden uygulanmalidir. Metot validasyonu siiresince kullanilan tiim referans
maddelerin ve kimyasallarin kaynaklari1 ve safliklari biliniyor olmalidir. Herhangi bir
analitik validasyon baglatilmadan Once validasyonun kapsami, analitik sistem ve

gereklilikleri ihtiva edecek sekilde belirlenmelidir.

Validasyonu kesinlik, dogruluk, kesinlik, secicilik, algilama sinir1, kantitasyon
smir, dogrusallik, c¢aligma araligt ve saglamhik gibi metot performans
karakteristiklerinin degerlendirilmesi ile yapilir. Hangi performans kriterinin

degerlendirilecegi metodun ¢esidine baglidir (Taverniers ve ark. 2004).

Safsizliklarin test edilmesi, bir numunedeki safsizlik i¢in kantitatif bir test veya bir
sinir testi olabilir. Her iki test de numunenin saflik 6zelliklerini dogru bir sekilde
yansitmak i¢indir. Bir kantitatif test i¢in bir limit testinden farkli validasyon

ozellikleri gereklidir;

-Miktar tayini test prosediirleri, belirli bir Ornekte bulunan analiti dlgmeyi
amaclamaktadir. Bu baglamda analiz, ilagc maddesindeki ana bilesen(ler)in niceliksel

bir dl¢iimiinii temsil eder. Ilag {iriinii i¢in, benzer validasyon o6zellikleri, aktif veya
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diger secilmis bilesen(ler) i¢in tahlil yapilirken de gecerlidir ( U.S. Department of
Health and Human Services, 2015).

4.5.2. Validasyon parametrelerinin belirlenmesi

Metot validasyonuna baslamadan o©nce, validasyonu yapacak olan kisinin
validasyon parametrelerini, gereklilikleri, amact ve kabul kriterlerini belirlemis
olmasi gerekmektedir. Tim bu gereklilikler ¢cok agik bir sekilde ICH kurallarina

uygun olarak protokol de yazilmalidir.

45.2.1. Dogruluk

Bir analitik prosediiriin dogrulugu, bir ger¢ek deger ya da kabul edilen bir
referans degeri ile bulunan deger olarak kabul edilen deger arasindaki uyumu ve

yakinligini ifade eder.
Dogruluk bir takim yaklasimlarla saptanip, gosterilebilir. Bunlar;

v Segicilik, Kesinlik ve Dogrusallik

v' Elde edilen sonuglarin, baska bir gecerli ve farkli analiz yontemi ile
karsilastirilmasi,

v' Her bir safsizhigin, ila¢ numunesine veya etken maddeye disaridan ekleme ile
geri kazaniminin bulunmasi,

v' llag preparatina veya etken maddeye disaridan ekleme yapilarak geri
kazaniminin bulunmasi,

v' Tlag numunesine veya matris ortamina etken maddeyi standart ekleme ile ilave
edip, geri kazaniminin bulunmasi,

v Analizi yapilacak ger¢ek numuneye uygulanmasi ile saptanabilir.

Dikkat edilmesi gereken bir nokta ise dogruluk ve geri kazanim hesaplamasinda
kullanilan kalibrasyon esitliginin, esas analizde standart madde ile elde edilen,
dogrusallik olarak verilen dogru denklemine ait esitlikle ayni olmasi gerekliligidir

(ICH Harmonised Tripartite Guidline, 1994).
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45.2.2. Kaesinlik

Bir yontemin kesinligi art arda enjeksiyon yapildiginda elde edilen sonuglarin
birbirine yakinlik derecesidir. Yani homojen bir karisimdan, birden fazla 6rnek
alindiginda elde edilen sonuglarin birbiriyle uyumlu olmasidir. Bir analitik
prosediiriin kesinligi genellikle bir dizi dl¢iimiin varyansi, standart sapmasi veya
varyasyon katsayis1 olarak ifade edilir. Kesinlik i¢in kabul kriteri yapilan analizin
tiiriine baghdir. ilag analizlerinde safsizlik galismalarinda kabul edilebilirlik siniri

%10’lar da iken, miktar tayinin de %2’ler arasinda degismektedir.

Tekrarlanabilirlik giin i¢i, glinler aras1 ve laboratuvarlar aras1 olmak iizere 3 grupta

incelenir (ICH Harmonised Tripartite Guidline, 1994).
45.2.2.1. Giin ici tekrarlanabilirlik

Bir analistin laboratuvarda bir cihaz ile bir analizi ger¢eklestirdiginde elde edilen
sonuclarin uyumlulugudur. 2 ya da 3 farkli derisimde ayni standartlar kullanilarak
hazirlanan ¢dzeltiler, ayn1 giin icerisinde, ayni cihazlarla, ayn1 analist tarafindan 3 ya

da 4 kez analiz edilir ve % RSD hesaplanir.
4.5.2.2.2. Arakesinlik

Ara kesinlik, farkli giinler, farkli analistler, farkli cihaz gibi laboratuvar igi

degisimleri ifade eder.
4.5.2.2.3. Laboratuvarlar aras1 kesinlik

Laboratuvarlar arasi tekrarlanabilirlik, farkli laboratuvarlardan elde edilen
sonuclarin birbiri ile uyumlulugudur. Farkli laboratuvarlarda, farkli analistlerle ve
farkli marka kolon ve g¢evresel sartlar altinda ama ayn1 yontem ile analiz tekrarlanir.
Eger yontem farkli laboratuvarlarda kullanilacaksa bu parametre Onemlidir. Bir
yontemin laboratuvarlar arasi tekrarlanabilirligini, oda sicakligi ve nem farkliliklari,
farkli tecriibe ve farkli nitelikteki analistler, farkli 6zellikteki donanim, malzeme ve

ekipman kosullarin varyasyonlari etkiler.
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4.5.2.3. Secicilik

Analitin, olmas1 beklenen diger bilesenlerin (safsizliklar, bozunma {iriinleri,
ortam vb. Gibi) varliginda kesin olarak tespit edilip degerlendirilmesini ifade eder
(ICH Harmonised Tripartite Guidline, 1994).

4.5.2.4. Algilama sinr1

Analitik metot tarafindan gbzlemsel olarak tespit edilebilen ancak mutlak kesin
bir deger olarak nicelendirilemeyen, analit sinyalinin geri plan giriiltiiden
ayrilabilmesi i¢in gereken en az analit miktaridir (ICH Harmonised Tripartite
Guidline, 1994).

Farkli yollar ile saptanabilir;

a) Gozleme Dayalh Belirleme; Hazirlanan bir dizi seyreltik ¢ozelti analiz edilir ve

maddenin gézlemlenebildigi en diisiik derisim teshis sinir1 olarak kaydedilir.

b) Sinyal / Giiriiltii (S/N) Oranmina Dayanarak Belirleme; Elde edilen S/N oranlari
incelenir; En kii¢iik konsantrasyon maddenin cevap sinyalinin, baseline daki
gliriiltilye oraninin matematiksel olarak 3’e esit oldugu konsantrasyon gézlenebilme

sinir1 olarak alinabilir.

¢) Hesaplamaya Dayal Belirleme; Standart sapma ve kalibrasyon dogrusuna ait

denklemdeki egim degeri kullanilarak, asagidaki esitlik yardimiyla hesaplanir;
LOD=33x0/m
4.5.2.5. Kantitasyon simir1

Uygun dogruluk ve kesinlik ile niceliksel olarak belirlenebilen numune
icerisindeki en kiigiik analit miktaridir. Kantitasyon sinir1, genellikle numune matrisi
igerisinde diisiik miktarlarda bulunan bilesiklerin kantitiatif analizlerinin bir
parametresidir. Ozellikler safsziliklarin ve bozunma iiriinlerinin belirlenmesi i¢in

kullanilir (ICH Harmonised Tripartite Guidline, 1994).
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4.5.2.6. Dogrusalik

Bir analitik metodun dogrusalligi, numunedeki analitin konsantrasyonu (miktar1)
ile cihazin verdigi sinyal degeri arasinda ne derece orantili oldugu ile tespit edilir

(ICH Harmonised Tripartite Guidline, 1994).

Kabul Kriteri: Safsizlik ¢alismasinda Tim pikler i¢in korelasyon katsayisi
() 0,99°dan az olmamalidir. Miktar tayini ¢alismalarinda ise (r) 0,999°dan az

olmamalidir.

Kalibrasyon denklemi “y=mx-+n" seklindedir.

4.5.2.7. Cahsma arahg

Analitik metodun uygun kesinlik, dogruluk ve dogrusallik sonuglari verdigi
numunedeki analit konsantrasyonunun en alt ve en iist noktalart (bu noktalar dahil)

arasini ifade eder (ICH Harmonised Tripartite Guidline, 1994).

4.5.2.8. Saglamhk

Analitik metot parametreleri {lizerinde yapilan kiigiik degisikliklerden (kolon
sicakligi, akis hizi, mobil faz bileseni degisikligi, pH degisikligi ve kolon degisikligi)
yontemin etkilenmemesi ve normal kullanim sirasinda metodun giivenirligini saglar
(U.S. Department of Health and Human Services, 2015; ICH Harmonised Tripartite
Guidline, 1994).

4.5.2.9. Cozelti stabilitesi

Standart ve numune ¢ozeltilerinin oda sicakliginda zaman iginde stabil olarak
kaldig1 stirenin tespit edilmesi analiz sonucunun dogruluguna etki eden bir durum
oldugundan incelenmelidir. Bu amagla standart ve numune ¢ozeltileri baslangigta ve
48. saatin sonuna kadar degisik zaman araliklarinda analiz edilerek zamana kars1 alan

degisimleri izlenir (ICH Harmonised Tripartite Guidline, 1994).
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4.6. Kromatogram Uygunluk Terimleri ve Aciklamalari
4.6.1. Kapasite faktorii (k')

Alikonma faktorii’de denir ve K' ile sembolize edilir. Kolonda ¢6ziinen 6rnegin
go¢ hizin1 agiklamada sik¢a kullanilan 6nemli bir terimdir. Kapasite faktoriiniin
sayisal degeri 1’den ¢ok kiiciik olursa eliisyon c¢ok hizli olacagindan alikonma
zamaninin tayini zorlasir. Tersi durumda, Kapasite faktoriiniin 20-30’dan biiyiik
olmas1 durumundaysa eliisyon zamani asir1 uzun olur. Idealde, kromatografik
analizler kapasite faktoriiniin 2 < k' < 10 oldugu durumlarda gergeklestirilir (Center

for Drug Evaluation and Research, 1994).
k'= (t-to) / to

k' : Kapasite faktorii

to: Olii zaman (dk)

tr: Tutulma zamani (dk)

4.6.2. Teorik plaka sayisi (N)

N ile sembolize edilir. Kolonun dolgu maddesinin o6zellikleri ve kiitle
transferinin basarisi ile ilgili bir 6l¢lidiir. N ne kadar biiyiik olursa, o kadar komplike
ornekler, o kolon ile basariyla ayristirilabilir (Center for Drug Evaluation and
Research, 1994).

=16/ )?
tr: Etken maddenin tutulma zamani ( dk)

tw: Pikin baseline tizerindeki iki kenarinin arasindaki genislik
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4.6.3. Ayirma faktorii (a)

Ayirma faktorii birbiri ile iligkili iki pikin bagil tutulmalarina denir. Mobil ve
sabit fazin 6zellikleri ile sicakliktan etkilenir. Iki pikin kapasite faktorleri oranidir

(Ergeng ve ark., 1999).

a=kalks

k2: Sonraki pikin kapasite faktorii
ki: Onceki pikin kapasite faktorii
4.6.4. Kuyruklanma faktorii (T)

Kuyruklanma faktorii kromatografik yontemde pikin asimetrisini 6lgmek igin

kullanilan degerdir ( James ve ark., 2001).

T=W/2f

W: Pik yiiksekliginin karesinin %5’1 kadar olan pik genisligi
f: Pikin 6n kenarindan maksimum dikeyine olan uzaklig1
4.6.5.Pik simetrisi

Pikin simetrisi yiiksekliginin %10’lik kismindan 6lgiiliir Ideal simetrinin degeri

1 olup, eger;
<1 ise pik saga dogru yatik (fronting)
>1 ise pik sola dogru yatik (tailing)

sekilde asimetrik olur. ( James ve ark., 2001)
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4.6.6. Ayirma giicii (R)

R ile sembolize edilir. Birbirini takip eden iki adet bilesene ait piklerin
birbirinden ayirimlarinin basarisin1 gosterir. Takip eden piklere ait maksimumlar

aras1 mesafenin iki pik’e ait genisliklerin toplamina bdliinmesiyle hesaplanir (James

ve ark., 2001).

R=(Vr2-VRr1)/[(W1tw2)/2]

VR2: Ikinci pikin tepe noktasindan baslangi¢ noktasina olan uzaklik
VRr1: Birinci pikin tepe noktasi baslangi¢ noktasina olan uzaklik

wy: Birinci pikin baseline iizerindeki genisligi

W;: ikinci pikin baseline iizerindeki genisligi

4.6.7. Tutulma zamani (tr)

Mobil faz igerisinde gelen, analizi yapilacak maddeye ait bilesenlerin sabit faz
ile etkilesime girerek belirli oranda tutulmasi daha dogrusu yavaslatilmasi ve boylece
daha ge¢ olarak sabit fazi terketmesi olayidir. Bu 6zellikten yola ¢ikilarak, belirli
sabit analitik kosullar altinda,her kimyasal madde i¢in parmakizi niteligi tasiyan
alikonma zamani(retentiontime-tr) tanimi tiiretilmistir. Bu kavram belirli sabit
deneysel kosullarda analizi yapilan maddenin sabit fazi terketmesi ve dedektore

ulagmasi i¢in gecen siireyi gostermektedir.
tr= VI/F
Vr: Cozeltiyi elue etmek icin kolondan gegen ¢oziicli hacmi

F: Akis hiza
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4.7. Iistatistiksel Terimlerin Tanimlari
4.7.1.Standart sapma (SS)

Standart sapma analizle ilgili sistematik hatanin ol¢iisiidiir. Her bir degerin
ortalamadan sapmasinin karelerinin toplaminin serbestlik derecesine boliimiiniin kare
koki ile ifade edilir. Serbestlik derecesi sayisi, bir standart sapma hesaplamasinda

kullanilan bagimsiz veri sayisini gosterir (Skoog, 1996; Gennaro, 1985).

=\/12 (- )?

i=1

Standart sapma genel olarak niceliksel 6l¢ekli sayilar icin en ¢ok kullanilan verilerin
ortalamaya goOre yayilmasini gosteren bir istatiksel Olgiidiir. Eger bircok veri
ortalamaya yakin ise, standart sapma degeri kiigiiktiir; eger bir¢ok veri ortalamadan
uzakta yayilmiglarsa standart sapma degeri biiyiik olur. Eger biitiin veri degerleri

tipatip ayni ise standart sapma degeri sifirdir.
4.7.2.Bagil standart sapma (RSD)

Bagil standart sapma, standart sapmanin numunelerin ortalamasina bolimii

olarak ifade edilir ( James ve ark., 2001).

106D
RSB

SD: Standart sapma
“X: Numune degerlerinin ortalamasi
4.7.3.Ortalamanin giiven arahg (p)

Ornegin yeterince bilyiik olmamasi veya bir 6rnekten elde edilen istatistigin bir
baska Ornekten saglanan istatistikle ayni1 olmayis1 yiiziinden anakiitle parametresini
bir noktada tahmin etmek yanlis sonuglar dogurabilir. Bu yilizden anakiitle

parametresi belirli bir hata seviyesi goz Oniine alinarak belirli bir aralikta aranir. Hata
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terimini a ile gosterirsek, 1-a giliven seviyesinde aralik tahmini yapabiliriz. Hata
terimi normal egrinin her iki ucunda esit olarak yer alir. Bu 0/2’lik hata terimine
karsilik gelen £ Z degerleri belirlenerek Ornek dagiliminin standart hatasi ile
carpildiginda hata payr elde edilir. Hata paymin Ornek istatistigine eklenip
cikarilmasi ile aralik tahmini yapilir. Bu sekilde, anakiitle parametresinin belirli
aralikta yer aldigini, 1-a giiven seviyesinde sdyleyebiliriz. Giiven sinirlarindan kiigiik
olanina alt giiven siniri1, biiyligiine ise list giiven sinir1 denir. Hata terimi kiictildiikce
gliven araligi genisler. Gliven sinirlarinin belirlenecegi olasilik seviyesine gore Z

degeri degisir (Skoog, 1996; Gennaro, 1985).

_% z.S D
H un

“X: Numune degerlerinin ortalamasi
SD: Standart sapma

n: Deger sayis1

4.7.4.En kiiciik kareler yontemi

Bir grafikteki noktalarin ¢izilen dogrudan olan diisey sapmasi artik olarak
adlandirilir. En kiiclik kareler yontemi ile elde edilen dogru, biitiin noktalarinin
karelerinin toplamini en aza indiren bir dogrudur. En kiigiik kareler yontemi,
birbirine bagli olarak degisen iki fiziksel biiyiiklilk arasindaki matematiksel
baglantiyl, miimkiin oldugunca gercege uygun bir denklem olarak yazmak ig¢in
kullanilan, standart bir regresyon yontemidir. Bir bagka deyisle bu yontem, 6l¢iim
sonucu elde edilmis veri noktalarina "miimkiin oldugu kadar yakin" gececek bir
fonksiyon egrisi bulmaya yarar. En kii¢lik kareler yontemi, bir dogru denkleminin
verdigi (teorik) y degerleri ile Olclimlerin verdigi (gergek) y degerleri arasindaki
farklarin karelerinin toplamini kii¢liltme fikrine dayanir. Bu yontem, denklemdeki a

ve b sayilarini, bahsedilen kareler toplamini en kii¢lik yapacak sekilde seger ve adini

da buradan alir (Skoog, 1996; Ergeng ve ark., 1999).
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4.7.5.Dogrunun egimi

Dogrunun egimi ya da gradyani o dogrunun dikligini, egimliligini belirtir. Daha
bliyiik egim, daha egimli bir dogru demektir. Egim, bir dogrunun herhangi iki noktas1
arasindaki dikey degisimin yatay degisime orani olarak tanimlanabilir. Bir dogru

tizerinde (x1,Y1) Ve (X2,y2) koordinatlarinda iki nokta verildiginde dogrunun egimi

m=———-—=

1)

(2- 1)
, =
formiilu ile bulunabilir.

4.7.6.Dogrunun kesme noktasi

y = ax + b denkleminde hesaplanan a ve b degerleri yerine konularak dogru
denklemi bulunur. y = ax + b denkleminde a egimi ve b de y eksenini kesim

noktasini gosterir. Cilinkii x = 0 oldugunda y = b olur.
4.7.7.Korelasyon katsayisi

Korelasyon katsayis1 iki degisken arasindaki birlesimin 6l¢iimiiniin derecesidir.
Korelasyon, olasilik kurami ve istatistikte iki rassal degisken arasindaki dogrusal
iligkinin yoniinii ve giiciinii belirtir. Genel istatistiksel kullanimda korelasyon,
bagimsizlik durumundan ne kadar uzaklasildigini gosterir. Farkli durumlar i¢in farkl
korelasyon katsayilar1 gelistirilmistir. Bunlardan en iyi bilineni Pearson carpim-
moment korelasyon katsayisidir. iki degiskenin kovaryansiin, yine bu degiskenlerin
standart sapmalarinin ¢arpimina bdlinmesiyle elde edilir. Pearson ismiyle
bilinmesine ragmen ilk olarak Francis Galton tarafindan bulunmustur (Mitakos ve

Panderi., 2002; Ergeng ve ark., 1999 ).

_ S sIC =0 =
J3 2y 2 V2 - A3 -7
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5. GEREC VE YONTEM

5.1. Kimyasal Maddeler

Rikobendazol HCI ve rikobendazol amin referans standartlar1t DEVA Holding
cerkezkOy API iiretim fabrikas1 Ar-Ge sentez laboratuvarinda sentezlenmis ve
standartize edilmistir. Albendazol referans standardi LGC firmasindan ve albendazol
siilfon referans standardi Australian Government National Measurement Institute

firmasindan satin alinmustir.

Potasyum dihidrojen fosfat (Merck)
Metanol Analitik Kalitede (J.T.Baker)
Fosforik Asit (Merck)

Asetonitril Analitik Kalitede (J.T.Baker)
HCI (J.T.Baker)

Hidrojen Peroksit (J.T.Baker)

Validasyon caligmasinda kullanilan ultra saf su Merck Milipore su sistemi tarafindan
saglanmigtir. Kullanilan rikobendazol HCI bitmis iiriinit DEVA Holding ilag firmasi

tarafindan saglanmigtir.

52. Gerecler

1) UPLC Cihazi (Shimadzu Nexera, Japonya):
e DGU-20A 5R Degasser gaz uzaklastirici
e LC-30AD pompa

e SIL-30AC auto sampler
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e SPD-M20A Diode Array Dedektor
e CTO-20 kolon firini
2) FTIR Spektrometre IR Prestige-21, Japonya
3) UV-VIS Spektrofotometre Shimadzu UV-160A, Japonya

4) NMR Spektrometre JEOL 400 MHz, ABD
5) Kiitle Spektrofotometre Waters ZQ 2000/4000 ESI, ABD

6) Yazilimlar
e MS Office 2010 Excel
e MS Office 2010 Word
e Cambridge ChemDraw programi (Cambridge, ABD)
7) UPLC Kolonlart:
e Waters Acquity Cig (2,1 x 100 mm 1.7um) (ABD)
e Waters Acquity Cig (2,1 x 50 mm 1.7um) (ABD)
8) Millipore Gradiyent Su Saflastirma Sistemi (Massachusetts, ABD)
9) Atlas Suntest CPS (+) Fotostabilite Kabini (Chicago, ABD)
e Atlas Suncool Sogutucu
10)  Mettler-Toledo seven easy pH metre (Greifensee, Isvigre)
11)  Karnstiricilar:
e Heidolph Manyetik Karistirict MR 3001 (Schwabach, Almanya)
12)  Analitik Teraziler
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e Sartorius LA 200 Terazi (Goettingen, Almanya)
13)  Eppendorf Otomatik Pipetler (Hamburg, Almanya)
e 100-1000 pl
e 500-5000 pl arasinda
14)  Elma Ultrasonik Banyo (Singen, Almanya)
15)  Agilent vida kapakli HPLC Vialleri 2 mL (Massachusetts, ABD)

Tiim analizler DEVA Holding ¢erkezkdy-2 API iiretim tesisi analitik laboratuvarinda
yapilmistir.

5.3. Ilgili Bilesikler Metot Validasyonunda incelenecek Parametreler.

Asagidaki parametreler rikobendazol HCI’in ilgili maddeler yontemi igin

analitik metod validasyonunda incelenecektir:

e Segcicilik

e  Dogrusallik

e Dedeksiyon Limiti (LOD)
e Kantitasyon Limiti (LOQ)

e Aralik

e Dogruluk

e Kesinlik
1. Tekrarlanabilirlik
2. Ara Kesinlik

e Saglamhik
1. Cozelti Stabilitesi
2. Metot Parametreleri Degisiklikleri

45



5.3.1. Spesifikasyonlar

Rikobendazol amin

Albendazol

Albendazol siilfon

Bilinmeyen safsizlik

Toplam safsizlik

5.3.2.Validasyon ¢cahsmasindaki kromatografik kosullar

: En fazla %0,5

: En fazla %1,0

: En fazla %2,0

: En fazla %0,5

: En fazla %3,0

Kolon : Waters Acquity Cig (2,1 x 50 mm 1.7 um)
Dalga Boyu 1220 nm

Sicaklik :30,0°C

Numune Sicaklign  : 25,0 °C

Akis Hizi 10,4 mL/dk

Enjeksiyon Hacmi  : 2,0 uL

Enjeksiyon Siiresi
Eliisyon

Gradient Tablosu

135 dk

: Gradient

Zaman (dk) Mobil Faz-A Mobil Faz-B
0 90 10
4 90 10
25 50 50
28 50 50
30 90 10
35 90 10
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5.3.3.Coziicii hazirlanmasi

Su ve Metanol karisimi (60:40) (h:h)
5.3.4.Mobil fazin hazirlanmasi
5.3.4.1. Tampon c¢ozeltisinin hazirlanmasi

6.8 g potasyum dihidrojen fosfat 1000 mL’lik balon jojeye tartilir ve hacmine saf
su ile seyreltilir. Bu ¢ozeltinin pH’1 3.2 £ 0.05”¢ % 10’luk fosforik asit ile ayarlanir.

5.3.4.2. Mobil faz-A
pH 3,2 Tampon ¢ozeltisi
5.3.4.3. Mobil faz-B
50:50 (h/h) pH 3,2 tampon ¢ozeltisi/asetonitril karistirilir, degaze edilir.

5.3.5. Validasyonda sirasinda kullamlacak standart ve numune ¢ozeltilerin

hazirlanmalar ve hesaplamalar

5.3.6. Blank ¢ozeltisinin hazirlanmasi
Coziicii HPLC vialine aktarilir.

5.3.7. Kabul kriterleri

e Albendazol siilfon piki ile rikobendazol piki arasindaki ayrisma faktorii
2.0°den biiyiik olmalidir.

e Standart ¢6zeltisinin 6 enjeksiyondan elde edilen rikobendazol pik alanlart
arasindaki % RSD 5.0’dan kiiclik olmalidir.
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5.3.8. Sistem uygunluk cozeltisi hazirlanmasi

250.0 mg rikobendazol HCI 50.0 mL’lik balon jojeye tartilir, 10 mL saf suda
¢oziilur ve 10 mL 1 N NaOH ilave edilir. 60 dakika, 60 °C’de bekletilir. Daha sonra
10 mL 1 N HCl ile nétralize edilir ve oda sicakligina getirilir. 10 mL %30’luk H20>
ilave edilir ve 2 saat oda sicakliginda manyetik karistiricida karistirilir. Saf Su ile

hacmine tamamlanir. Bu ¢6zeltinin 1.0 mL’si ¢6ziicii ile 10.0 mL’ye seyreltilir.

Not: Bozundurma esnasinda albendazol siilfon ve rikobendazol amin safsizhig

olusmaktadir.
5.3.9. Numune ¢ozeltisinin hazirlanmasi

25.0 mg numune 50 mL’lik balon jojeye tartilir. Coziicii ile ¢oziiliip hacmine

tamamlanir.
5.3.10. Standart ¢ozeltisinin hazirlanmasi

25.0 mg rikobendazol HCI referans standartt 100 mL’lik balon jojeye tartilir.
Coziicii ile ¢oziiliip hacmine tamamlanir. Bu ¢6zeltinin 1.0 mL’si 100 mL’lik balon

jojeye aktarilir ve ¢oziicii ile hacmine tamamlanur.
5.3.11. Hesaplamalar

% Her bir bilinmeyen safsizlik i¢in

1 50 100
100100 100

An: Numune ¢ozeltisinden elde edilen bilinmeyen impiirite pikinin alani

As: Standart ¢ozeltisinden elde edilen rikobendazol pikinin alani

Ws: Standart tartimi (mg)

Wn: Numune tartimi (mg)
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P : Potens

% Bilinen safsizlik i¢in

1 50 100
100100 100

An : Numune ¢ozeltisinden elde edilen bilinmeyen impiirite pikinin alani
As : Standart ¢6zeltisinden elde edilen rikobendazol pikinin alani

Ws : Standart tartimi (mg)

Wn : Numune tartimi (mg)

CREF : Alan Diizeltme Faktorii

P :Potens

5.4. Miktar Tayini Metot Validasyonunda incelenecek Parametreler.

Asagidaki parametreler rikobendazol HCIl’in miktar tayini yontemi igin

analitik metod validasyonunda incelenecektir:

e Secicilik
e  Dogrusallik
e Aralik
e Bagil Alan Faktorii (CRF)
e Dogruluk
o Kesinlik
1. Tekrarlanabilirlik
2. AraKesinlik

Saglamlik
1. Cozelti Stabilitesi
2. Metot Parametreleri Degisiklikleri
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5.4.1. Spesifikasyonlar
Rikobendazol HCI (susuz)= %98.0 — %102.0

5.4.2. Validasyon daki kromatografik kosullar

Kolon : Waters Acquity Cig (2,1 x 50 mm 1.7 um)
Dalga Boyu :290nm

Sicaklik : 30,0 °C

Numune Sicaklig1 : 25,0 °C

Akis Hizi : 0,3 mL/dk

Enjeksiyon Hacmi 22,0 uL

Enjeksiyon Siiresi : 15 dk

Eliisyon : Gradient

Gradient Tablosu

Zaman (dk) Mobil Faz-A Mobil Faz-B
0 70 30
3 70 30
5 40 60
7 40 60
9 70 30
15 70 30
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5.4.3. Coziicii hazirlanmasi

Su ve metanol karisimi (60 : 40; h:h)
5.4.4. Mobil fazin hazirlanmasi
5.4.4.1. Tampon ¢ozeltisinin hazirlanmasi

6.8 g potasyum dihidrojen fosfat 1000 mL’lik balon jojeye tartilir ve hacmine
Saf Su ile seyreltilir. Bu ¢ozeltinin pH’1 3.2 + 0.05” ¢ %10’luk fosforik asit ile

ayarlanir.
5.4.4.2. Mobil faz-A
pH 3,2 Tampon ¢ozeltisi
5.4.4.3. Mobil faz-B
50 : 50 (h/h) pH 3,2 tampon ¢6zeltisi/Asetonitril karigtirilir, degaze edilir.

5.4.5. Validasyonda sirasinda kullanilacak standart ve numune c¢ozeltilerin

hazirlanmalan
5.4.6. Kabul kriterleri
¢ Rikobendazol pikinin kuyruklanma faktorii 1.5°den biiyiik olmamalidir.

e Standart ¢ozelti -1’ in 6 enjeksiyondan elde edilen rikobendazol pik alanlari
arasindaki % RSD 2.0’den kii¢iik olmalidir.

5.4.7. Blank ¢ozeltisinin hazirlanmasi
Coziicii HPLC vialine aktarilir.
5.4.8. Numune ¢ozeltisinin hazirlanmasi

25.0 mg rikobendazol HCI numunesi 50.0 mL’lik balon jojeye tartilir ¢6ziicii ile
¢Oziiliir ve hacmine tamamlanir. Bu ¢ozeltiden 1.0 mL alinarak 10.0 mL’ye ¢oziicli

ile seyreltilir.
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5.4.9. Standart c¢ozeltisinin hazirlanmasi

25.0 mg rikobendazol HCI ¢alisma standardi 50.0 mL’lik balon jojeye tartilir
¢oziicli ile ¢Oziiliir ve hacmine tamamlanir. Bu ¢6zeltiden 1.0 mL alinarak 10.0

mL’ye ¢oziicii ile seyreltilir ( Crikobendazol Hcl = 0.05 mg/mL).
5.4.10. Hesaplamalar

Benzerlik Faktorii

Astd2  Wstd1
Astdl  Wstd2

Benzerlik faktorli/ Similarity factor=
Asgr  : Standart ¢ozelti-1 kromatogramlarinda, rikobendazol pikinin alan ortalamasi
Astd2  : Standart ¢6zelti-2 kromatogramindaki rikobendazol pikinin alan ortalamasi
Wi  : Standart ¢ozelti-1’in rikobendazol HCI standart tartimi (mg)

W>  : Standart ¢6zelti 2’nin rikobendazol standart tartimi (mQ)

Rikobendazol HCI Miktar: (%)

ANXWSX 100 “P
Ag Wy (100 - W)

Rikobendazol HCI (%)=

An  : Numune ¢ozeltisi kromatograminda, rikobendazol pik alani

As . Standart ¢ozeltisi-1 kromatogramlarinda, rikobendazol pikinin alan
ortalamasi

Wn  : Numune agirligi

Ws  : Rikobendazol HCI referans standart agirligi (mg)
P : Rikobendazol HCI referans standart potensi (%)

W : Su miktar1 (%)
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5.5.  Safsizhik Metot Validasyonu
5.5.1. Secicilik

Rikobendazol pikinin ¢6ziicii, bilinen safsizliklar ve bozundurmadan kaynakli
gelecek olan piklerden ayriligim1 gostermek i¢in sirasiyla blank enjeksiyonu, bilinen
safsizliklar tek tek ve bozundurma numuneleri enjeksiyonu yapilir. Boylelikle ana
etkenin ve safsizliklarin birbirinden ayrildig gosterilir. Safsizliklar arasinda herhangi
bir etkilesimin ve safsizliklarin ana etken ile etkilesip etkilesmedigini géstermek igin
de, safsizliklar tek tek ve karisim halinde ve numuneye spike edilerek enjeksiyon
yapilir ve alanlar1 karsilagtirilir. Spesifik bir metot olmasi i¢in alanlarda herhangi bir

degisim olmamasi gereklidir.

5.5.1.1. Safsizlik ¢ozeltilerinin hazirlanmasi

5.5.1.1.1. Rikobendazol amin stok cozeltisi

15,07 mg rikobendazol amin 10.0 mL’lik balon jojeye tartild1 ¢oziicii ile ¢oziildii

ve hacmine tamamlandi.
5.5.1.1.2. Albendazol stok cozeltisi

25,75 mg albendazol 10.0 mL’lik balon jojeye tartildi metanol ile ¢oziildi ve

hacmine tamamlandi.
5.5.1.1.3. Albendazol siilfon stok c¢ozeltisi

25,08 mg albendazol siilfon 25.0 mL’lik balon jojeye tartild1 metanol ile ¢oziildii

ve hacmine tamamlandi.
5.5.1.2. Spesifikasyon limitinde safsizlik ¢ozeltilerinin hazirlanmasi

1,0 mL rikobendazol amin, 1.0 mL albendazol ve 5.0 mL albendazol siilfon stok
standart ¢ozeltilerinden 10.0 mL’lik balon jojelere alind1 ve hacimlerine ¢oziicii ile

tamamlandilar.

53



5.5.1.2.1. Safsizhik stok ¢ozeltisi

1.0 mL albendazol, 5.0 mL albendazol siilfon ve 1.0 mL rikobendazol amin stok
standart ¢ozeltilerinden 10.0 mL’lik balon jojeye alindi ve hacmine ¢oziici ile

tamamlandi.
5.5.1.2.2. Spesifikasyon limitinde safsizlik karisimi ¢cézeltisinin hazirlanmasi

1.0 mL safsizlik stok ¢ozeltisinden, 50.0 mL’lik balon jojeye transfer edildi ve

¢Oziicii ile hacmine tamamlandi.

5.5.1.2.3. Spesifikasyon limitinde safsizhk ilaveli numune c¢ozeltisinin

hazirlanmasi

25.0 mg rikobendazol HCI numunesi 50.0 mL’lik balon jojeye tartildi, 20.0 mL
¢oziicli ile ¢Ozildii ve tizerine safsizlik stok ¢ozeltisinden 1.0 mL ilave edildi ve

¢Oziicii ile hacmine tamamlandi.

5.6. Dogrusalik

5.6.1. Stok standart c¢ozeltilerinin hazirlanmasi
5.6.1.1. Rikobendazole HCI stok ¢ozeltisi

26,55 mg rikobendazol HCI 10.0 mL’lik balon jojeye tartildi ¢oziicii ile ¢ozildii

ve hacmine tamamlandi.
5.6.1.2. Rikobendazole amin stok ¢ozeltisi

15,06 mg rikobendazol amin HCI 10.0 mL’lik balon jojeye tartild1 ¢oziicii ile

¢0Oziildii ve hacmine tamamlandi.
5.6.1.3. Albendazol stok cozeltisi

25,85 mg albendazol 10.0 mL’lik balon jojeye tartildi metanol ile ¢oziildi ve

hacmine tamamlandi.
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5.6.1.4. Albendazol siilfon stok ¢ozeltisi

25,20 mg albendazol siilfon 25.0 mL’lik balon jojeye tartildi metanol ile ¢oziildi

ve hacmine tamamlanda.
5.6.1.5. Stok standart ¢ozelti-1

100 uL albendazol, 250 pL albendazol siilfon, 200 uL rikobendazol amin ve 100
uL rikobendazol HCI stok standart ¢ozeltilerinden 10.0 mL’lik balon jojeye alind1 ve

hacmine ¢6ziicii ile tamamlandi.
5.6.1.6. Stok standart ¢ozelti-2

1.0 mL albendazol, 5.0 mL albendazol siilfon, 1.0 mL rikobendazol amin ve 0.5
mL rikobendazol HCI stok standart ¢6zeltilerinden 10.0 mL’lik balon jojeye alindi ve

hacmine ¢6ziicii ile tamamlandi.
5.6.2. Seviye - 1 (%0,05)

100.0 mL’1ik balon jojeye, 1.0 mL stok standart ¢6zelti-1’den alind1 ve hacmine
¢oziicii 1le tamamlandi (Crikobendazol Hel = 0,249 pg/mL, Crikobendazol Amin= 0,255 ng

/mL, Cabendazol = 0,255 pg/mL, Cabendazol siitfon= 0,251 pg/mL).
5.6.3. Seviye — 2 (%25)

0.25 mL Stok standart-2 ¢o6zeltisi 50 mL’lik balon jojeye alindi ve hacmine
¢oziicii ile tamamlandi (Crikobendazol HoI= 0,623 pug/mL, Crikobendazol Amin= 0,637 ug

ImL, Caibendazor= 1,274 pg/mL, Calbendazol siitfon= 2,515 pg/mL).
5.6.4. Seviye — 3 (%50)

0.50 mL Stok standart-2 ¢ozeltisi 50 mL’lik balon jojeye alindi ve hacmine
¢oziicli ile tamamlandi (Crikobendazol Hol = 1,247 pg/mL, Crikobendazol Amin= 1,273 pug

ImL, Caibendazol = 2,549 pug/mL, Calbendazol sitfon=5,030 pg/mL).
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5.6.5. Seviye -4 (%75)

0.75 mL Stok standart-2 ¢ozeltisi 50 mL’lik balon jojeye alindi ve hacmine
¢oziicii ile tamamland1 (Crikobendazol Hel = 1,870 pg/mL, Crikobendazol Amin = 1,910 pg

/mL, Calbendazol = 3,823 pg/mL, Caibendazol Siitfon =7,545 pg/mL).
5.6.6. Seviye - 5 (%6100)

1,0 mL Stok standart-2 ¢ozeltisi 50 mL’lik balon jojeye alindi ve hacmine
¢oziicii ile tamamland1 (Crikobendazol Hol = 2,493 pg/mL, Crikobendazol Amin = 2,546 pg

/m L, CAIbendaZOI = 5,098 Mg/mL, C Albendazol Siilfon = 10,060 Mg/mL)
5.6.7. Seviye - 6 (%125)

1,25 mL Stok standart-2 ¢ozeltisi 50 mL’lik balon jojeye alindi ve hacmine
¢oziicli ile tamamlandi (Crikobendazol Hol = 3,116 pg/mL, Crikobendazol Amin = 3,183 pg

/m L, CAIbendaZOI = 6,372 Mg/mL, C Albendazol Siilfon = 12,575 Mg/mL)
5.6.8. Seviye - 7 (%150)

1,50 mL Stok standart-2 ¢ozeltisi 50 mL’lik balon jojeye alindi ve hacmine
¢oziicli ile tamamlandi (Crikobendazol Hel = 3,740 pg/mL, Crikobendazol Amin = 3,819 ug

ImL, Caibendazol = 7,646 pg/mL, Cabendazol Sitfon=15,090 pg/mL).
5.7. LOQ Cozeltilerin Hazirlanmasi

e Rikobendazol HCI, rikobendazol amin, albendazol ve albendazole siilfon
karisim ¢ozeltisi limit konsantrasyonda 6 kez enjekte edildi. Sinyal- Giiriiltii oranlari

hesaplandi.

e Sinyal- Giiriiltii oran1 sonuglarina gore belirleme (LOD) ve nicelik (LOQ)

sinirlart hesaplandi.

56



5.7.1. Stok standart c¢ozeltilerinin hazirlanmasi
5.7.1.1. Rikobendazole HCI stok ¢ozeltisi

26,09 mg rikobendazol HCI ¢alisma standart1 hassas olarak tartilir, 10.0 mL’lik

balon jojeye aktarilir, ¢oziicii ile hacmine tamamlanir.
5.7.1.2. Rikobendazole amin stok ¢ozeltisi

15,01 mg rikobendazole amin HCI hassas olarak tartilir 10.0 mL’lik balon jojeye

aktarilir ¢oziicii ile hacmine tamamlanir.
5.7.1.3. Albendazol stok ¢ozeltisi

25,45 mg albendazol tatilir 10.0 mL’lik balon jojeye aktarilir metanol ile

hacmine tamamlanir.
5.7.1.4. Albendazol siilfon stok c¢ozeltisi

25,15 mg albendazol siilfon tartilir, 25.0 mL’lik balon jojeye akatarilir, metanol

ile hacmine tamamlanir.
5.7.1.5. LOQ stok ¢ozelti

1000 pL albendazol, 1500 pL albendazol siilfon, 990 uL rikobendazol amin ve
715 uL rikobendazol HCI stok standart ¢ozeltilerinden 25.0 mL’lik balon jojeye

alind1 ve hacmine ¢oziicii ile tamamlandi.

5.7.1.6. LOQ ¢ozeltisinin hazirlanmasi

LOQ stok ¢ozeltisinden 0,1 mL 100 mL’lik balon jojeye alindi ve hacmine
¢oziici ile tamamlandi. (Crikobendazol Hcl = 0,07 pg/mL, Crikobendazol Amin = 0,05 pg /mL,

Calbendazol = 0,10 pg/mL, Calbendazol sitfon=0,06 pg/mL).

5.7.1.7. LOD c¢ozeltisinin hazirlanmasi

LOQ Cozeltisinden 3,0 mL 10 mL’lik balon jojeye alind1 ve hacmine ¢oziicii ile

tamamlandi.
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5.7.2. Enjeksiyon siras1 (LOQ ve LOD i¢in)

Blank 2 enjeksiyon

Sistem uygunlugu 1 enjeksiyon

Standart Cozeltisi (sistem uygunlugu) 6 enjeksiyon

LOD Standart Cozeltisi 3 enjeksiyon

LOQ Standart Cozeltisi 6 enjeksiyon
5.8. Arahk

fhmal Limiti (%0,05) ve %150 konsantrasyonundaki standart ¢dzeltilerinin %

RSD’si 5,0’den kiigiik olmalidir.

5.8.1. Enjeksiyon Sirasi

Blank 3 enjeksiyon
Sistem uygunlugu 1 enjeksiyon
Standart Cozeltisi (sistem uygunlugu) 6 enjeksiyon
%0,05 ‘lik Standart Cozeltisi 6 enjeksiyon
% 25°1ik Standart Cozeltisi 3 enjeksiyon
% 50’11k Standart Cozeltisi 3 enjeksiyon
% 75,0’liik Standart Cozeltisi 3 enjeksiyon
% 100,0’luk Standart Cozeltisi 3 enjeksiyon
% 125,0’lik Standart Cozeltisi 3 enjeksiyon
% 150,0’lik Standart Cozeltisi 6 enjeksiyon

5.8.2. Dogrusallik, LOD, LOQ ve Aralik icin data degerlendirme

e Standart ¢6zeltinin ardisik 6 enjeksiyonunda rikobendazol, rikobendazol amin,
albendazol ve albendazol siilfon’a ait piklerin alanlarmim % RSD’ si 5,0’den kiigiik
olmalidir.

e  9%0,05 ve %150 seviyelerinde de rikobendazol, rikobendazol amin, albendazol
ve albendazol siilfon’a ait piklerinin alanlarinin %RSD’si %5,0’den kii¢lik olmalidir.

LOQ i¢in %RSD %10,0’dan kii¢iik olmalidir.
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e Rikobendazol, rikobendazol amin, albendazol ve albendazol siilfon igin
konsantrasyon ile elde edilen piklerin alanlar1 arasinda dogrusallik grafigi cizilir,

regrasyon ve kesme noktasi (Y-intersept) ve korelasyon katsayisi belirlenir.

Tablo 9. Dogrusallik raporlama limitleri

Korelasyon katsayist >0,99

%Y intersept <*5

Regresyon ¢izgisinin egimi Sadece raporlanacak
Artik karelerin toplami1 Sadece raporlanacak

5.9. Bagil Alan Faktorii (CRF)

Numunede var olabilecek bilinen safsizlik piklerin miktarlarinin hesaplanmasi
icin her defasinda bu safsizliklardan hazirlanmis standart kullanmak yerine
rikobendazol’ e ait kalibrasyon grafigi kullanilabilir. Bu amag igin rikobendazol HCI
pikine ait kalibrasyon grafiginden yararlanilir. Bu pik referans pik olarak seg¢ilmis
oldugundan albendazole, albendazole sulfon ve rikobendazol amin ile arasindaki
derisim alan iligkisinin belirlenmesi gereklidir. Bu sebeple ayni kromatografik
kosullar altinda spesifikasyon limitinde hazirlanan derisimde standartlar enjekte
edilerek bagil alan carpanlar1 asagidaki denkleme gore hesaplandi. Bu deger 0.8 ile
1,2 arasinda bulundugunda derisim alan iliskisi 1 olarak kabul edilir ve herhangi bir

bagil alan ¢arpani ile ¢arpilmaz (Pharmacopeial Forum, 2005).

< . A G
= _Zx L
Bagil alan faktori A G,

A;: Rikobendazol HCI ¢6zeltisindeki alan
Ai: Bilinen safsizlik ¢ozeltisindeki alan
Ci: Bilinen safsizlik ¢ozeltisinin derisimi (pg/mL)

C:: Rikobendazol HCI ¢ozeltisinin derigimi (pg/mL)
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5.10. Dogruluk

Metodun dogrulugunun kanitlanmasi amaci ile geri kazanim galismasi i¢in 9
tayin yapilarak incelenir. Her bir safsizligin limit konsantrasyonun %350, %100°’liik
ve %120’lik 3 konsantrasyon seviyesinde yapilan 3’er tayinlerinin verileri toparlanir.
Bilinen konsantrasyonda safsizliklar numuneye ilave edilir ve ayni prosediir ile
analiz edilir. Geri kazanilan safsizlik miktar1 hesaplanir ve sonuglar % geri kazanim

olarak raporlanir.

Not: Calisilan numunede LOQ seviyesinin iizerinde safsizliklar oldugundan dolay1

bu seviyede ekleme yapilmadi.
5.10.1. Dogruluk icin data degerlendirme

o Her Dbir m%90.0- %K @0zrasmda olmalidir.

5.10.2. Stok standart c¢ozeltilerinin hazirlanmasi
5.10.2.1. Rikobendazol HCI stok ¢ozeltisi

26,09 mg rikobendazol HCI ¢alisma standart1 hassas olarak tartilir, 10.0 mL’lik

balon jojeye aktarilir, ¢6ziicii ile hacmine tamamlanur.
5.10.2.2. Rikobendazol amin stok ¢ozeltisi

15,01 mg rikobendazole amin HCI hassas olarak tartilir 10.0 mL’lik balon jojeye

aktarilir ¢oziicii ile hacmine tamamlanir.
5.10.2.3. Albendazol stok cozeltisi

25,45 mg albendazol tatilir 10.0 mL’lik balon jojeye aktarilir metanol ile

hacmine tamamlanir.
5.10.2.4. Albendazol siilfon stok c¢ozeltisi

25,15 mg albendazol siilfon tartilir, 25.0 mL’lik balon jojeye akatarilir, metanol

ile hacmine tamamlanir.
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5.10.2.5. Safsizhik stok ¢ozeltisi

1,0 mL albendazol, 5.0 mL albendazol siilfon ve 1.0 mL rikobendazol amin stok
standart cozeltilerinden 10.0 mL’lik balon jojeye alindi ve hacmine c¢oziicii ile

tamamlandi.
5.10.3. Dogruluk numunelerinin hazirlanmasi
5.10.3.1. Seviye —1 (%50)

25.0 mg rikobendazol HCI numunesi 50.0 mL’lik balon jojeye tartildi, 20.0 mL
¢oziicli ile ¢Ozildii ve tizerine safsizlik stok ¢ozeltisinden 0.5 mL ilave edildi ve

¢Oziicii ile hacmine tamamlandi.
5.10.3.2. Seviye — 2 (%100)

25.0 mg rikobendazol HCI numunesi 50.0 mL’lik balon jojeye tartildi, 20.0 mL
¢oziicli ile ¢Ozildii ve tizerine safsizlik stok cozeltisinden 1.0 mL ilave edildi ve

¢Oziicii ile hacmine tamamlandi.
5.10.3.3. Seviye — 3 (%120)

25.0 mg rikobendazol HCI numunesi 50.0 mL’lik balon jojeye tartildi, 20.0 mL
¢oziicti ile ¢Oziildlii ve tizerine safsizlik stok cozeltisinden 1.2 mL ilave edildi ve

¢Oziicli ile hacmine tamamlandi.
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5.10.3.4. Enjeksiyon Sirasi

Blank 2 enjeksiyon
Sistem Uygunluk Cozeltisi 1 enjeksiyon
Standart Cozeltisi 6 enjeksiyon
Blank 1 enjeksiyon
%50°lik ilaveli Numune 1 1 enjeksiyon
%50°lik ilaveli Numune 2 1 enjeksiyon
%50°lik ilaveli Numune 3 1 enjeksiyon
%100’liik {laveli Numune 1 1 enjeksiyon
%100’liik {laveli Numune 2 1 enjeksiyon
%100’liik {laveli Numune 3 1 enjeksiyon
%120’lik Ilaveli Numune 1 1 enjeksiyon
%120°lik ilaveli Numune 2 1 enjeksiyon
%120°1ik flaveli Numune 3 1 enjeksiyon
5.11. Kesinlik

5.11.1. Tekrarlanabilirlik

Spesifikasyon limitinde, rikobendazol, rikobendazol amin, albendazol ve

albendazole siilfon karisim ¢ozeltisi 6 kez enjekte edildi.
5.11.2. Ara kesinlik

Laboratuar i¢i degisimlerin analiz yontemi {izerine olan etkisini gérmek
amaciyla, farkli kolon kullanilarak, farkli giinde, farkli bir analist tarafindan farkli bir
cihazda tekrarlanabilirlik c¢aligmasindaki islem uygulandi. Numuneler aym

rikobendazol HCI sarjindan hazirlandi.
5.11.3. Blank ¢ozeltisinin hazirlanmasi

Coziicii HPLC vialine aktarilir.

62



5.11.4. Stok standart c¢ozeltilerinin hazirlanmasi
5.11.4.1. Rikobendazole HCI stok ¢ozeltisi

26,55 mg rikobendazol HCI 10.0 mL’lik balon jojeye tartildi. Coziicii ile

¢0Oziildii ve hacmine tamamlandi.
5.11.4.2. Rikobendazole amin stok ¢ozeltisi

15,06 mg rikobendazol amin HCI 10.0 mL’lik balon jojeye tartildi. Coziicii ile

¢0Oziildli ve hacmine tamamlandi.
5.11.4.3. Albendazol stok ¢ozeltisi

25,85 mg albendazol 10.0 mL’lik balon jojeye tartildi. Metanol ile ¢6ziildii ve

hacmine tamamlandi.
5.11.4.4. Albendazol siilfon stok c¢ozeltisi

25,20 mg albendazol siilfon 25.0 mL’lik balon jojeye tartildi. Metanol ile

¢Oziildii ve hacmine tamamlandi.
5.11.4.5. Spesifikasyon limitinde stok standart ¢ozelti

1.0 mL albendazol, 5.0 mL albendazol siilfon ve 1.0 mL rikobendazol amin stok
standart ¢ozeltilerinden 10.0 mL’lik balon jojeye alindi ve hacmine ¢oziicii ile

tamamlandi.
5.11.4.6. Numune ¢ozeltilerinin hazirlanmasi

25,0 mg numune 50 mL’lik balon jojeye tartilir. Coziicii ile ¢oziiliip hacmine

tamamlandi.
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5.11.4.7. Spesifikasyon limitinde

hazirlanmasi (spike numune)

safsizhik

ilaveli

numune

¢ozeltisinin

25.0 mg rikobendazol HCI numunesi 50.0 mL’lik balon jojeye tartildi, 20.0

mL ¢oziicti ile ¢6zildii ve lizerine Stok standart ¢ozeltisinden 1.0 mL ilave edildi ve

¢Oziicii ile hacmine tamamlandi.

5.11.5. Enjeksiyon sirasi

Blank

2 enjeksiyon

Sistem uygunluk

1 enjeksiyon

Standart Cozeltisi (sistem uygunlugu)

6 enjeksiyon

Numune Cozeltisi 1

1 enjeksiyon

Numune Cozeltisi 2

1 enjeksiyon

Spike Numune Cozeltisi 1

1 enjeksiyon

Spike Numune Cozeltisi 2

1 enjeksiyon

Spike Numune Cozeltisi 3

1 enjeksiyon

Spike Numune Cozeltisi 4

1 enjeksiyon

Spike Numune Cozeltisi 5

1 enjeksiyon

Spike Numune Cozeltisi 6

1 enjeksiyon

5.11.6. Kesinlik data degerlendirme

e  Safsizliklar i¢in her bir geri kazanim %90.0 — %110.0 arasinda olmalidir.

e Safsizliklar i¢in geri kazanim sonuglarinin arasindaki relatif standart sapma

(RSD) <£9%10.0 olmalidir.

e %095 Giiven aralig1 raporlanir

5.11.7.  Arakesinlik data degerlendi

rme

e Her bir geri kazanim %90.0 — %110.0 arasinda olmalidir.

e Ayn laboratuvarda geri kazanim sonuclarinin arasindaki relatif standart sapma

(RSD) <% 10.0 olmaldir.

e  Geri kazanim sonug ortalamalarinin arasindaki fark 10.0° dan fazla olmamalidir.
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5.12. Saglamhk
5.12.1. Cozelti stabilitesi

Standart ve safsizlik ilaveli numune ¢06zeltileri hazirlandi ve farkli zaman

dilimlerinde 48 saat boyunca analiz edildi.
5.12.2. Cozelti stabilitesi data degerlendirme

e Standart alanlarindaki degisim baglangic alanlarma gore %5’den fazla

olmamalidir.

e Numunedeki safsizlik pik alanlarindaki degisim baglangic alanlarina gore

%10’dan fazla olmamalidir.
5.12.3. Metot parametrelerinde yapilan degisiklikler

Analiz parametreleri (akis hizi, mobil faz bilesimi, pH degisimi ve kolon
sicakligl, vb. ) degistirilir. 6 standart ¢6zeltisi enjeksiyonu ve 1 sistem uygunluk

¢ozeltisi enjeksiyonu yapilip system uygunluk parametreleri incelendi.

e  Mobil Faz akis hiz1 degisiminin etkisi: Mobil fazin akis hiz1 0.44 ve 0.36 mL /
dk.’ya ayarlandu.

¢ Kolon sicakhigr degisiminin etkisi: Kolon firininin sicakligi 27 °C ve 33°C ’ye

ayarlandi.

e Mobil faz A’ da pH degisiminin etkisi: Mobil fazda A pH’1 3.1 ve 3.3%¢

ayarlandi.

e Mobil faz B’de asetonitril+pH 3,2 tampon karisimin degisiminin etkisi:
Mobil fazda B’de asetonitril : pH 3,2 Tampon (525 : 475)- asetonitril : pH 3,2
tampon (475 : 525)-olarak ayarlandi.

65



5.13. Miktar tayini metot validasyonu

5.13.1. Secicilik

5.13.2. Kabul kriterleri

e Rikobendazol piki spektral olarak saf olmalidir.

e Rikobendazol pikinin alikonma zamaninda safsizlik pikleri ve ¢oziiciiden pik

gelmemelidir.

5.13.3. Islem

e  (oziicl enjekte edildi

Standart ¢ozeltisi enjekte edildi

Safsizlik karisim ¢ozeltisi enjekte edildi

Numune ¢ozeltisi enjekte edildi

Safsizlik ilaveli numune ¢6zeltisi enjekte edildi
5.13.4. Standart ¢ozeltisinin hazirlanmasi

25.0 mg rikobendazol HCI ¢alisma standardi 50.0 mL’lik balon jojeye tartilir
¢Oziicli ile ¢oziiliir ve hacmine tamamlanir. Bu ¢ozeltiden 1.0 mL alinarak 10.0

mL’ye ¢oziicii ile seyreltilip viallenir ( Crikobendazol Hct = 0.05 mg/mL).
5.13.5. Numune ¢ozeltisinin hazirlanmasi

25.0 mg rikobendazol HCI numunesi 50.0 mL’lik balon jojeye tartilir ¢6ziicii ile
¢oziiliir ve hacmine tamamlanir. Bu ¢6zeltiden 1.0 mL alinarak 10.0 mL’ye ¢oziicii

ile seyreltilip viallenir (Crikobendazol Hct = 0.05mg/mL).
5.13.6. Rikobendazol amin stok ¢ozeltisi

15.0 mg rikobendazole amin 10.0 mL’lik balon jojeye tartildi1 ¢oziicii ile ¢oziildii

ve hacmine tamamlandi.
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5.13.7. Albendazol stok ¢ozeltisi

25,0 mg albendazol 10.0 mL’lik balon jojeye tartildi metanol ile ¢oziildii ve

hacmine tamamlandi.
5.13.8. Albendazol siilfon stok ¢ozeltisi

25,0 mg albendazol siilfon 25.0 mL’lik balon jojeye tartildi metanol ile ¢oziildii

ve hacmine tamamlanda.
5.13.9. Safsizlik stok cozeltisi

1.0 mL albendazol, 5.0 mL albendazol siilfon ve 1.0 mL rikobendazole amin
stok standart ¢ozeltilerinden 10.0 mL’lik balon jojeye alind1 ve hacmine ¢dziicii ile

tamamlandi.

5.13.10. Safsizhk karisim ¢ozeltisi

Safsizlik stok ¢ozeltisinden 1.0 mL alinarak 10.0 mL’lik balon jojeye aktarildi

ve ¢oziicii ile hacmine tamamlanip viallendi.
5.13.11. Safsizlik ilaveli numune ¢ozeltisinin hazirlanmasi

25.0 mg rikobendazol HCI numunesi 50.0 mL’lik balon jojeye tartild1 ¢oziicii ile
¢ozildi ve hacmine tamamlandi. Bu ¢ozeltiden 1.0 mL alinarak 10.0 mL’lik balon
jojeye aktarildi ve lizerine 1.0 mL safsizlik stok cozeltisi eklendi ve c¢oziici ile

hacmine tamamlanip viallendi.
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5.14. Dogrusallik

5.14.1. Kabul kriterleri

¢ R Korelasyon kat sayis1 0.999°dan az olmamalidir

e Egim (m) raporlanir

e Kesim noktasi: % 100 derisime karsilik gelen alanin %2’sinden fazla

olmamalidir.

Y —kesim noktas1

- - x100 < %2
%100 seviyedeki alan

e  Karelerin farklar1 toplam1 (RSS) raporlandiriimali.

5.14.2. islem

Test ¢ozelti konsantrasyonunun (0.05 mg/mL) %80, %90, %100, %110 ve
%120’sine karsilik gelen derisimlerde standart ¢ozeltiler hazirlanidi. Her bir standart
¢ozeltiden 3’er enjeksiyon, minimum (%80) ve maksimum (%120°1ik) seviyelerde 6

kez enjeksiyon yapildi.
5.14.3. Dogrusallik ¢ozeltilerinin hazirlanmasi
5.14.3.1. Rikobendazol HCI stok standart ¢ozeltisi

26,53 mg rikobendazol HCI ¢alisma standardi 50.0 mL’lik balon jojeye tartild:

ve ¢oziicii ile ¢oziiliip hacmine tamamlandi.

5.14.3.2. Seviye 1 (%80)

Rikobendazol HCI1 Stok standart ¢ozeltisinden 0.8 mL alinarak 10.0 mL’ye
¢oziicii ile seyreltildi (Rikobendazol HCI = 0.03986 mg/mL).
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5.14.3.3. Seviye 2 (%90)

Rikobendazol HCI1 Stok standart ¢ozeltisinden 0.9 mL alinarak 10.0 mL’ye
¢ozicii ile seyreltildi (Rikobendazol HCI = 0.04484mg/mL).

5.14.3.4. Seviye 3 (%100)

Rikobendazol HCI1 Stok standart ¢ozeltisinden 1.0 mL alinarak 10.0 mL’ye
¢ozicii ile seyreltildi (Rikobendazol HCI = 0.04982mg/mL).

5.14.3.5. Seviye 4 (%110)

Rikobendazol HCl Stok standart ¢ozeltisinden 1.1 mL alinarak 10.0 mL’ye
¢oziicii ile seyreltildi (Rikobendazol HCI = 0.05480 mg/mL).

5.14.3.6. Seviye 5 (%120)

Rikobendazol HCl Stok standart ¢ozeltisinden 1.2 mL alinarak 10.0 mL’ye
¢oziicii ile seyreltildi (Rikobendazol HCI = 0.05978 mg/mL).

5.15. Cahsma Arahg
5.15.1. islem

Dogrusallik c¢alismasinda hazirlanan minimum ve maksimum derisimdeki

standart ¢ozeltiler kullanilir.
5.16. Dogruluk
5.16.1. Kabul Kriterleri
Her bir geri kazanim %98.0 — %102.0 arasinda olmalidir.
5.16.2. Islem

Analitik yontemin dogrulugunu sinamak i¢in rikobendazole HCI test derisiminin
%80, %100, %120’si olmak tizere 3 derisimde numune hazirlandi. Tiim seviyeler

i¢cin 3’er numune hazirlandi. Her numuneden 2’ser enjeksiyon yapildi.
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5.16.3. Dogruluk c¢ozeltilerinin hazirlanmasi
5.16.3.1. % 80 konsantrasyonda dogruluk ¢ozeltisi

20.0 mg rikobendazol HCI ¢alisma standardi 50.0 mL’lik balon jojeye tartild1 ve
¢Oziicii ile ¢oziiliip hacmine tamamlandi. Bu ¢6zeltinin 1.0 mL’si ¢oziicii ile 10.0

mL’ye seyreltildi (Crikobendazol Hot = 0.04 mg/mL).
5.16.3.2. % 100 konsantrasyonda dogruluk cozeltisi

25.0 mg rikobendazol HCI ¢alisma standardi 50.0 mL’lik balon jojeye tartildi ve
¢Oziicii ile ¢oziiliip hacmine tamamlandi. Bu ¢6zeltinin 1.0 mL’si ¢oziici ile 10.0

mL’ye seyreltildi (Crikobendazol Hot = 0.05 mg/mL).
5.16.3.3. % 120 konsantrasyonda dogruluk ¢ozeltisi

30.0 mg rikobendazol HCI caligsma standardi 50.0 mL’lik balon jojeye tartild1 ve
¢Oziicii ile ¢oziiliip hacmine tamamlandi. Bu ¢6zeltinin 1.0 mL’si ¢oziici ile 10.0

mL’ye seyreltildi (Crikobendazol Hot = 0.06 mg/mL).
5.17. Kesinlik

5.17.1. Sistem Kkesinligi

5.17.1.1. Kabul Kriterleri

Ardisik 6 standart ¢ozelti-1 enjeksiyonlarindan elde edilen rikobendazol pik

alanlarin relatif standart sapmasi (RSD) < 9%2.0 olmalidur.
5.17.1.2. islem

Sistem kesinligi icin %100°1likk standart c¢ozeltisinin ardisik alt1 enjeksiyon

verileri kullanilda.
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5.17.2. Tekrarlanabilirlik

5.17.2.1. Kabul Kriterleri

e Ardisik yapilan 6 adet numune enjeksiyonundan elde edilen sonuglarin relatif

standart sapmasi (RSD) < %2.0 olmalidir.
e %95 Giiven aralig1 hesaplanir.
5.17.2.2. Islem

Ayni metot sartlarinda, ayni sarjdan 6 ayri numune analiz edildi. Herbir numune
2 kez enjekte edildi

5.17.3. Laboratuvar ici kesinlik

5.17.3.1. Kabul kriterleri

e Herbir calisma icin 6 adet numuneden elde edilen sonuclarin relatif standart

sapmasi (RSD) < % 2.0 olmalidir.
e ki calismanin sonug ortalamalar arasindaki % fark < 2.0 olmalidir.

e %095 Giiven aralig1 hesaplanir.
5.17.3.2. Islem

Laboratuar i¢i degisimlerin analiz yontemi {izerine olan etkisini gdrmek
amaciyla, farkli giinde, farkli cihaz ve farkli kolon ile farkli analist tarafindan
tekrarlanabilirlik ¢aligmasindaki islem uygulandi. Numuneler ayni rikobendazol HCI

sarjindan hazirlandu.
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5.18. Saglamhk

5.18.1. Kabul kriterleri

e Sistem uygunluk sartlar1 saglanmalidir.
5.18.2. Islem

Metotta tanimlandig1 gibi standart ¢dzeltisi hazirlandi. Standart ¢ozeltisi 6 defa
enjekte edildi. Saglamlik i¢in asagidaki metot degisiklikleri incelendi.

Degistirilen parametreler

e  Mobil Faz akis hiz1 degisiminin etkisi: Mobil fazin akis hiz1 0.33 ve 0.27 mL /
dk.’ya ayarlandu.

e Kolon sicakhig degisiminin etkisi: Kolon firininin sicakligr 27 °C ve 33 °C’ye

ayarlandu.

e Mobil faz A’ da pH degisiminin etkisi: Mobil fazda A pH’1 3.1 ve 3.3%¢

ayarlandu.

e  Mobil faz B’ de asetonitril ve pH 3,2 Tampon degisiminin etkisi: Mobil fazda
B’de asetonitril : pH 3,2 tampon (525 : 475)- Asetonitril : pH 3,2 tampon (475 : 525)

olarak ayarlandi.
5.19. Cozelti Stabilitesi
5.19.1. Kabul kriterleri

Baslangic ve farkli zaman dilimlerindeki pik alan farklart %2.0’den fazla

olmamalidir.
5.19.2. Islem

Metotta tanimlandig1 gibi 2 numune ¢ozeltisi hazirlandi ve 25 °C’ de 48 saat

boyunca analiz edildi.
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5.20. Stres Caliymasi
5.20.1. UV 181 altinda bozundurma

Yeterli miktarda katt numune ICH guideline Q1B, opsiyon 2’ye gore 24 giin
boyunca, quinine absorbans farki en az 0.9 olana kadar numune fotostabiliti
kabininde bekletildi En az 200 watt saat/m? UV 1s18ina maruz birakildi. Daha sonra

numune hazirlama prosediiriine uygun numuneler hazirlanir.
Tlgili maddeler metodu

25.0 mg numune 50 mL’lik balon jojeye tartilir ve ilgili maddeler metodunda

verilen ¢6ziicii ile hacmine tamamlandi (0,5 mg/mL).
Miktar tayini metodu

Ilgili maddeler numunesinden 1000 uL 10 mL’lik balon jojeye aktarilir ve

miktar tayini metodunda verilen ¢6ziicti ile hacmine tamamlandi (0,05 mg/mL).
5.20.2. Giin 15181 altinda bozundurma

Yeterli miktarda kati numune ICH guideline Q1B, opsiyon 2’ye gore 24 giin
boyunca, quinine absorbans farki en az 0.9 olana kadar numune fotostabilite
kabininde bekletildi 1.2 million lux saat aydinlatmaya maruz birakildi. Daha sonra

numune hazirlama prosediiriine uygun numuneler hazirlandi.
flgili maddeler metodu

25.0 mg numune 50 mL’lik balon jojeye tartilir ve ilgili maddeler metodunda

verilen ¢6ziicii ile hacmine tamamlandi (0,5 mg/mL).
Miktar tayini metodu

Ilgili maddeler numunesinden 1000 pL 10 mL’lik balon jojeye aktarilir ve

miktar tayini metodunda verilen ¢6ziicii ile hacmine tamamlandi. (0,05 mg/mL).
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5.20.3. Is1ile bozundurma

Yeterli miktarda katt numune 85 °C’de etiivde 9 giin boyunca bekletildi. Daha

sonra numune hazirlama prosediiriine uygun numuneler hazirlandi.
Tlgili maddeler metodu

25.0 mg numune 50 mL’lik balon jojeye tartilir ve ilgili maddeler metodunda

verilen ¢oziicii ile hacmine tamamlandi (0,5 mg/mL).
Miktar tayini metodu

llgili maddeler numunesinden 1000 uL 10 mL’lik balon jojeye aktarilir ve

miktar tayini metodunda verilen ¢6ziicii ile hacmine tamamland1 (0,05 mg/mL).
5.20.4. Su + Is1 ile bozundurma
Tlgili maddeler metodu

250,0 mg rikobendazol HCI numunesi 50.0 mL’lik yuvarlak dipli balona tartildi,
tizerine 25 mL su eklendi ve 2 saat boyunca 100 °C’da geri sogutucu altinda
karigtirilarak kaynatildi. Bozundurmadan sonra bu ¢o6zeltt 50 mL’lik balon jojeye
alind1 ve su ile hacmine tamamlandi. Bu ¢ozeltiden 1000 L. 10 mL’lik balon jojeye
aktarildi ve ilgili maddeler metodunda verilen ¢6ziicii ile hacmine tamamlandi (0,5

mg/mL).
Miktar tayini metodu

Ilgili maddeler numunesinden 1000 pL 10 mL’lik balon jojeye aktarildi ve

miktar tayini metodunda verilen ¢oziicii ile hacmine tamamlandi (0,05 mg/mL).
5.20.5. Asitile bozundurma
Ilgili maddeler metodu

250,0 mg rikobendazol HCI numunesi 50.0 mL’lik balon jojeye tartildi, Uzerine
5 mL su ve 10 mL 1 N HCI ilave edildi ve 4 saat boyunca 75 °C’da karistirilarak

bekletildi. Bozundurmadan sonra 8 mL 1 N NaOH ilave edildi ve hacmine su ile
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tamamlandi. Bu c¢ozeltiden 1000 pL, 10 mL’lik balon jojeye aktarildi ve ilgili

maddeler metodunda verilen ¢oziicii ile hacmine tamamlandi (0,5 mg/mL).
Miktar tayini metodu

Ilgili maddeler numunesinden 1000 puL, 10 mL’lik balon jojeye aktarildi ve

miktar tayini metodunda verilen ¢6ziicii ile hacmine tamamlandi (0,05 mg/mL).
5.20.6. Bazile bozundurma
Tlgili maddeler metodu

2500,0 mg rikobendazol HCI numunesi 25.0 mL’lik balon jojeye tartildi, tizerine
5 mL suve 5 mL 2 N NaOH ilave edildi ve 3 saat boyunca karistirilarak oda
sicakliginda bekletildi. Bozundurmadan sonra 5 mL 2 N HCI ilave edildi ve hacmine
su ile tamamlandi. Bu ¢6zeltiden 1000 uL, 200 mL’lik balon jojeye aktarildi ve ilgili

maddeler metodunda verilen ¢6ziicii ile hacmine tamamlandi (0,5 mg/mL).
Miktar tayini metodu

Ilgili maddeler numunesinden 1000 ul 10 mL’lik balon jojeye aktarildi ve miktar

tayini metodunda verilen ¢oziicii ile hacmine tamamlandi (0,05 mg/mL).
5.20.7. Peroksit ile bozundurma
flgili maddeler metodu

250.0 mg rikobendazol HCI numunesi 50.0 mL’lik balon jojeye tartildi, {izerine
20 mL %10’luk H20, eklendi ve 24 saat boyunca karistirilarak bekletildi.
Bozundurmadan sonra ilgili maddeler metodunda verilen ¢oziicii ile hacmine
tamamlandi. Bu ¢ozeltiden 1000 pl 10 mL’lik balon jojeye aktarildi ve ilgili

maddeler metodunda verilen ¢6ziicii ile hacmine tamamlandi (0,5 mg/mL).
Miktar tayini metodu

flgili maddeler numunesinden 1000 pL, 10 mL’lik balon jojeye aktarildi ve

miktar tayini metodunda verilen ¢dziicii ile hacmine tamamlandi (0,05 mg/mL).
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5.20.8. Bozundurulan numunelerin blank ¢ézeltilerinin hazirlanmasi
5.20.8.1. UV s1g1 altinda bozundurma

Ilgili maddeler ve miktar tayini blank ¢dzeltisi ICH guideline Q1B, opsiyon 2’ye
gbre 24 giin boyunca, fotostabilite kabininde bekletildi. En az 200 watt saat /m? UV

1s181na maruz birakildi.
5.20.8.2. Giin 15181 altinda bozundurma

Ilgili maddeler ve miktar tayini blank ¢dzeltisi ICH guideline Q1B, opsiyon 2’ye
gore 24 giin boyunca, fotostabilite kabininde bekletildi 1.2 million lux saat

aydinlatmaya maruz birakildi.
5.20.8.3. Is1 altinda bozundurma

Ilgili maddeler ve miktar tayini blank ¢dzeltisi 85 °C’de etiivde 9 giin boyunca
bekletildi.

5.20.8.4. Asit ile bozundurma
flgili maddeler metotu

5 mL su ve 10 mL 1N HCI 50.0 mL’lik balon jojeye alind1 ve 4 saat boyunca 75
°C’da karistirilarak bekletildi. Sonra 10 mL 1 N NaOH ilave edildi ve hacmine su ile
tamamlandi. Bu ¢o6zeltiden 1000 plL, 10 mL’lik balon jojeye aktarildi ve ilgili

maddeler metodunda verilen ¢6ziicii ile hacmine tamamlandi.
Miktar tayini metodu

Tgili maddeler blank ¢dzeltisinin 1000 pL’si 10 mL’lik balon jojeye aktarildi ve

Miktar Tayini metodunda verilen ¢oziicii ile hacmine tamamlandi.
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5.20.8.5. Baz ile bozundurma
flgili maddeler metotu

5mL suve 5 mL 2 N NaOH 25.0 mL’lik balon jojeye alind1 ve 3 saat boyunca
karistirilarak oda sicakliginda bekletildi. Sonra 5 mL 2 N HCI ilave edildi ve
hacmine su ile tamamlandi. Bu ¢6zeltiden 1000 pL, 200 mL’lik balon jojeye aktarildi

ve Ilgili Maddeler metodunda verilen ¢éziicii ile hacmine tamamlandh.
Miktar tayini metodu

Ilgili maddeler blank ¢ozeltisinin 1000 pL’si 10 mL’lik balon jojeye aktarild: ve

miktar tayini metodunda verilen ¢dziicii ile hacmine tamamlandi.
5.20.8.6. Peroksit ile bozundurma
Ilgili maddeler metotu

20 mL %10’luk H202 50.0 mL’lik balon jojeye alindi ve 24 saat boyunca
karistirilarak bekletildi. Ilgili maddeler metodunda verilen ¢bziicii ile hacmine
tamamlandi. Bu c¢ozeltiden 1000 pL, 10 mL’lik balon jojeye aktarildi ve ilgili

maddeler metodunda verilen ¢oziicii ile hacmine tamamlandi.
Miktar tayini metodu

Tlgili maddeler blank ¢dzeltisinin 1000 puL’si 10 mL’lik balon jojeye aktarild: ve

miktar tayini metodunda verilen ¢oziicii ile hacmine tamamlandi.
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6. BULGULAR

6.1. Validasyon (ilgili Bilesikler)
6.1.1. Secicilik

Validasyonun UPLC tarafinda yapilan segicilik parametresine ait sonuglar
uygunluk kriterlerini saglamistir. Etken maddenin varliginda bilinen safsizliklarin
rezoliisyonu uygunluk kriterleri smirlari igerisinde bulunmustur. Etken maddeye

herhangi bir girisim olmadig1 saptanmistir. Caligmaya ait veriler ve kromatogramlar
asagidaki gibidir.

Tablo 10. Segicilik parametresine ait sonuglar

Allkkonma Zamani Pik Saflik Derecesi Ayrim Faktorii
Rikobendazol 13,188 1,000000
Rikobendazol Amin 2,597 0,999997
12,8
Albendazol Siilfon 16,182 0,999996
Albendazol 25,220 0,999990
UAI;UDOD 1 PDAW@OanATm‘
17500 :
15000 I\
|
1zsooj i
‘10000j i
7500 |
! |
50001 |
1
|
2500 il - i}
(o] j"q ‘H,__— S —— — — T T . - - |
o 5 10 15 20 25 30 mm[

Sekil 23. ilgili bilesikler blank kromotogrami
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Sekil 24. Tlgili bilesikler standart kromotogrami

uAU
20000

PDA Multi 1 7220nm.4nmi

17500

13,139/ Ricobendazol

2,553/ Ricobendazol amin

15000 | ‘

16,197 / Albendazol sulphone;

12500

10000 ‘

7500-] "

5000-|

122871

2500 || ’ |
'\x ) 1 | _!JL_H_'JLA R
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Sekil 25. Tlgili bilesikler sistem uygunluk kromotogrami

79



uAU
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10000
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Sekil 26. Tlgili bilesikler Albendazol kromotogrami

uAlU

sulphone:

16,178 / Albendazol

175001
150001
12500

1 ODODJ

20000 —— - —

PDA Multi 1 220i—im,4nr’ﬁ|

30

Sekil 27. ilgili bilesikler Albendazol Siilfon kromotogrami
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uAU
20000
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15000-|

2,598 / Ricobendazol amin
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2500

O
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Sekil 28. Ilgili bilesikler Rikobendazol Amin kromotogrami

|
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Sekil 29. Tlgili bilesikler safsizlik Karisimi1 Kromotogrami
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Sekil 30. Ilgili bilesikler numune kromotogrami
uAU
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Sekil 31. Tlgili bilesikler spesifikasyon limitinde safsizliklar eklenmis kromotogrami
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6.1.1.1. Sonugclarin degerlendirilmesi
Elde edilen sonuglar kabul kriterlerine uygun bulunmustur.
6.1.2. Dogrusalhik

Tablo 11. Rikobendazol HCl i¢in dogrusallik ¢alisma sonuglari

Teorik Alan Hesaplanan Farklarin
Standart cozelti Konsantrasyon E ) Karesi
(Gy/mL) (mAU)-Y1 Alan (mAU)-Y2 (Y1-Y2)?
%0,05 0,249 9378 9233 21069
%25 0,623 24328 23969 129008
%50 1,247 48487 48555 4630
%75 1,870 72612 73102 239973
%100 2,493 97268 97649 144927
%125 3,116 122085 122196 12214
%150 3,740 147325 146782 295131
RSS 846952
Rikobendazol HCI
200000
R2=0,9999
100000 -+
50000 -
0 T T T T T T T 1
0,00 0,50 1,00 1,50 2,00 2,50 3,00 3,50 4,00

Sekil 32. Rikobendazol HCI kalibrasyon egrisi

Denklem © y=mx+£n
R (Korelasyon katsayisi - 0,9999
m (Egim) - 39401

N (y-kesim noktasi) :-578
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Y —kesim noktasi

x100=0,6%

%100 seviyede standart alani

Tablo 12. Rikobendazol Amin igin dogrusallik ¢alisma sonuglari
Teorik Alan Hesaplanan Farklarm
Standart cozelti Konsantrasyon ) ) Karesi
(Gy/mL) (mAU)-Y1 Alan (mAU)-Y2 (Y1-Y2)?
%0,05 0,255 11838 11801 1377
%25 0,637 31578 30931 419015
%50 1,273 62742 62780 1466
%75 1,910 93593 94680 1181526
%100 2,546 126127 126530 162077
%125 3,183 159216 158429 618938
%150 3,819 190341 190279 3859
RSS 2388258
Rikobendazol Amin
200000 -~
2 _
160000 | R 09999
140000 -
120000 -
100000 -
80000 -
60000 -
40000 -
20000 -
0 T T T T 1
0,00 1,00 2,00 3,00 4,00 5,00
Sekil 33. Rikobendazol Amin kalibrasyon egrisi
Denklem . y=mx+n
R (Korelasyon katsayisi ) 20,9999
m (Egim) - 50078
n (y-kesim noktasi ) 1 -969

Y —kesim noktasi

x100=%0,8

%100 seviyede standart alani
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Tablo 13. Albendazol igin dogrusallik ¢alisma sonuglari

Teorik Alan Hesaplanan Alan Farklarmn
Standart c¢ozelti Konsantrasyon (MAU)-Y1  (m AS)-YZ Karesi
(Qy/mL) (Y1-Y2)?
%0,05 0,255 8774 8039 540034
%25 1,274 46193 46074 14084
%50 2,549 93661 93665 16
%75 3,823 139653 141218 2450158
%3100 5,098 188212 188809 356347
%125 6,372 237407 236362 1091457
%3150 7,646 284183 283916 71505
RSS 4523600
Albendazol
300000 -
y=37326x- 1479
250000 - R*=10,9999
200000 -
150000 -
100000 |
50000 -
0]
0,00 1,00 2,00 3,00 4,00 5,00 6,00 7,00 8,00 9,00

Sekil 34. Albendazol kalibrasyon egrisi

Denklem . y=mx+n
R (Korelasyon katsayisi) 20,9999
m (Egim) 1 37326

n (y-kesim noktasi ) :-1479

Y —kesim noktas1
%100 seviyedeki standart alan1

%100 = 0,8%
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Tablo 14. Albendazol Siilfon i¢in dogrusallik ¢alisma sonuglart

Standart cozelti Konl—;r?trri;syon Alan Hesaplanan Alan  Farklarin K?resi
(Gy/mL) (mAU)-Y1 (mAU)-Y2 (Y1-Y2)
%0,05 0,251 12452 11934 268615
%25 2,515 127000 126196 647164
%50 5,030 253557 253125 186564
%75 7,545 376994 380055 9367303
%100 10,060 505896 506984 1184049
%125 12,575 636490 633914 6637451
%150 15,090 760676 760843 27959
RSS 18319104
Albendazol Siilfon
800000 -
700000 - y =50469x - 734
R? =1,0000

600000 -

500000 -

400000 -

300000 -

200000 -

100000 -

0 - T T T T T T T )
0,00 2,00 4,00 6,00 8,00 10,00 12,00 14,00 16,00

Sekil 35. Albendazol Siilfon kalibrasyon egrisi

Denklem . y=mx+n
R (Korelasyon katsayisi) 11,0000
m (Egim) 1 50469
n (y-kesim noktasi ) 1-734

Y _ke3|m_ noktas1 «100 =0,1%
%100 seviyedeki standart alan1
6.1.2.1. Sonug¢larin degerlendirilmesi

Elde edilen sonuglar kabul kriterlerine uygun bulunmustur.
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6.1.3. Kantitasyon (LOQ) ve deteksiyon limiti (LOD)

Tablo 15. Spesifikasyon limitinde rikobendazol HCI ve safsizliklarin sinyal- giriiltii

oran sonuglari

Standartlar

Konsantrasyonlar pg/ml

Sinyal-giiriiltii oranlar:

Rikobendazol 2.45 361
Rikobendazol Amin 2.54 528
Albendazol 5.02 517
Albendazol Siilfon 10.04 1713
Tablo 16. LOQ alan sonuglar1
LOQ konsantrasyonun alam
Enicksiyonlar Rikobendazol Rikobendazol Amin Albendazol Albt'a.ndazol
Siilfon
1 4011 2724 5101 3310
2 4119 2577 5163 3398
3 3920 2691 5409 3365
4 3811 2511 5337 3544
5 3874 2549 5217 3349
6 3976 2576 5528 3229
Ortalama 3952 2605 5292 3366
SD 108 84 161 105
%RSD 2,7 3,2 3,0 3,1

Tablo 17. LOD ve LOQ sonuglart % (etken maddeye goére) ve ¢ozelti

konsantrasyonlari olarak
Standart SIN

pg/ml % pg/ml % LOD LOQ
Rikobendazol 0, 021 0,004 0, 068 0,014 5 15
Rikobendazol Amin 0,014 0,003 0, 048 0,010 4 12
Albendazol Siilfon 0,018 0,004 0, 059 0,012 4 11
Albendazol 0,029 0,006 0.097 0,019 5 14
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Sekil 36. Ilgili bilesikler LOD kromotogrami
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Sekil 37. Tlgili bilesikler LOQ kromotogrami
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6.1.3.1. Sonuglarin degerlendirilmesi
Elde edilen sonuglar kabul kriterlerine uygun bulunmustur.
6.1.4. Cahsma arahgi

Tablo 18. Rikobendazol HCI ¢alisma araligi Sonuglari

Enjeksiyon No Min. Derisim alanlari Max. Derisim alanlari

1 9581 147290
2 9316 147225
3 9259 147458
4 9547 147047
5 9352 147302
6 9214 147726

Ortalama 9378 147341
SS 151,9 230,6

%RSD 1,6 0,2

Tablo 19. Rikobendazol Amin ¢alisma araligi sonuglari

Enjeksiyon No Min. Derisim alanlar: Max. Derisim alanlari

1 11870 190493
2 11840 190318
3 11896 190212
4 11727 189991
5 11880 190083
6 11813 190357

Ortalama 11838 190242
SS 61,8 185,0

%RSD 0,5 0,1
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Tablo 20. Albendazol galisma araligi Sonuglari

Enjeksiyon No Min. Derisim alanlari Max. Derisim alanlari

1 9159 284345
2 8535 283977
3 8754 284205
4 8774 284186
5 8700 283671
6 8722 284713

Ortalama 8774 284183
SS 206,8 349,9

%RSD 2,4 0,1

Tablo 21. Albendazol Siilfon galisma araligi Ssonuglari

Enjeksiyon No Min. Derisim alanlar Max. Derisim alanlar

1 12349 761240
2 12205 761113
3 12442 759574
4 12748 760243
5 12464 761121
6 12504 760763

Ortalama 12452 760676
SS 180,1 650,6

%RSD 1,4 0,1

6.1.4.1. Sonuglarin degerlendirilmesi

Dogrusallik ¢alismalarindan elde edilen veriler dogrultusunda %0,05 ile limit

konsantrasyonunun %150 ‘si araligi ¢alisma araligi olarak uygun bulunmustur.
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6.1.5. Bagil alan faktorii (CRF)

Tablo 22. Albendazol, Albendazol Siilfon ve Rikobendazol Amin CRF sonuglari

Standartlar Konsantrasyonlar pg/ml CRF
Rikobendazol 2,488 -
Rikobendazol Amin 2,548 0.8
Albendazole 5,078 1,0
Albendazole Sulfon 10,012 0,8

6.1.6. Dogruluk

Tablo 23. Rikobendazol Amin geri kazanim sonuglari

Numune Derisim Numune Numune Teorik  Deneysel ka(zz‘:;im

(mg/mL)  Alam(mAU)  agirhgi(mg) (%) (%) (%)

81730 24,96 0,308 0,320 103,9

%50 0,001269 81797 25,00 0,308 0,320 103,9

81589 25,16 0,306 0,317 103,5

138511 25,00 0,562 0,542 96,4

%2100 0,002538 141794 25,12 0,559 0,552 98,7

145903 25,05 0,561 0,569 101,6

174539 25,10 0,661 0,680 102,9

%120 0,003046 174912 25,11 0,660 0,681 103,1

174630 25,07 0,661 0,681 103,0

Ortalama 1013
SD 3,1
%RSD 31

Standart Derisimi = 0,002538 mg/mL

Standart Alam1 = 129805 mAU

Numunedeki Var Olan Miktar = 90,054

91



Tablo 24. Albendazol geri kazanim sonuglari

NUMmUne Derisim Numune Numune Teorik  Deneysel ka(;:;ilm
(mg/mL) Alanmi(mAU) agirhgi(mg) (%) (%) (%)
108080 24,96 0,522 0,516 98,8
%50 0,002510 108200 25,00 0,521 0,515 99,0
107853 25,16 0,518 0,510 98,6
200168 25,00 1,023 0,953 93,2
%100 0,005019 202947 25,12 1,018 0,962 94,5
209529 25,05 1,021 0,996 97,6
257416 25,10 1,219 1,221 100,2
%120 0,006023 256697 2511 1,218 1,217 99,9
256618 25,07 1,220 1,219 99,9
Ortalama 96,9
SD 2,5
%RSD 2,6
Standart Derisimi = 0,005019 mg/mL
Standart Alam1 = 210755 mAU
Numunedeki Var Olan Miktar = 960,019
Tablo 25. Albendazol Siilfon geri kazanim sonuglari
Numune Derisim Numune Numune Teorik  Deneysel ka(;j:l:ilm
(mg/mL)  Alam(mAU) agirhgi(mg) (%) (%) (%)
274381 24,96 1,037 1,019 98,3
%50 0,005020 275166 25,00 1,035 1,020 98,6
274387 25,16 1,029 1,011 98,3
516832 25,00 2,039 1,916 94,0
%100 0,010040 521041 25,12 2,029 1,923 94,7
542159 25,05 2,035 2,006 98,6
660798 25,10 2,431 2,440 100,4
%120 0,012048 659843 25,11 2,430 2,436 100,2
660266 25,07 2,434 2,441 100,3
Ortalama 97,1
SD 2,1
%RSD 2,2

Standart Derisimi = 0,010040 mg/mL

Standart Alam = 541573 mAU

Numunedeki Var Olan Miktar = 960,031
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Sekil 38. Ilgili bilesikler dogruluk caligmasi standart kromotogrami
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Sekil 39. ilgili bilesikler dogruluk ¢alismas1 %50 seviyesi numune kromotogrami
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Sekil 41. ilgili bilesikler dogruluk ¢alismas1 %120 seviyesi numune kromotogrami
Hesaplama:

Teorik miktar (%) = Cspk x %x 100 + numunedekmiktar

Cspk : Eklenen safsizlik konsantrasyonu (mg/mL)

D : Seyreltme

Wt  : Numune tartimi (mg)
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6.1.7. Kesinlik

Tablo 26. Rikobendazol Amin kesinlik sonuglari

NUMmune Derisim  Numune Numune Teorik  Deneysel E;Zr;mm
(mg/mL) Alani(mAU) agirhgi(mg) (%) (%) (%)
1 138511 25,00 0,562 0,538 95,8
2 141794 25,12 0,559 0,548 98,0
3 145903 25,05 0,561 0,565 100,9
0,002538
4 144857 25,18 0,558 0,558 100,1
5 141032 25,07 0,560 0,546 97,5
6 145822 25,08 0,560 0,564 100,8
Ortalama 98,8
SS 2,1
%RSD 2,1
%95 Giiven arahg 96.6 - 101.0
Standart Derisimi = 0,0024499 mg/mL
Standart Alan1 = 100957
Numunedeki Var Olan Miktar = %0,054
Diizeltme Faktorii = 0,8
Tablo 27. Albendazol kesinlik sonuglari
- . Geri
Numune Derisim Numune Numune Teorik  Deneysel Kkazamm
(mg/mL) Alami(mAU) agirhgi(mg) (%) (%) (%)
1 200168 25,00 1,023 0,971 95,0
2 202947 25,12 1,018 0,980 96,3
3 209529 25,05 1,021 1,015 99,4
0,005019
4 208797 25,18 1,016 1,006 99,1
5 204470 25,07 1,020 0,990 97,0
6 209972 25,08 1,020 1,016 99,6
Ortalama 97,7
SS 1,9
%RSD 2,0
%95 Giiven arahgi 95.7-99.7

Standart Derisimi = 0,0024499 mg/mL

Standart Alam = 100957

Numunedeki Var Olan Miktar = 960,019

Diizeltme Faktorii = 1,0
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Tablo 28. Albendazol Siilfon kesinlik sonuglari

NUMmUne Derisim Numune Numune Teorik  Deneysel ka(;:;ilm
(mg/mL) Alani(mAU) agirhgi(mg) (%) (%) (%)
1 516832 25,00 2,039 2,007 98,4
2 521041 25,12 2,029 2,013 99,2
3 542159 25,05 2,035 2,101 103,2
4 0.010040 538281 25,18 2,025 2,075 102,5
5 524668 25,07 2,033 2,031 99,9
6 539531 25,08 2,033 2,088 102,7
Ortalama 101,0
SS 2,1
%RSD 2,0
%95 Giiven arahig 98.8 - 103.2

Standart Derisimi = 0,0024499 mg/mL

Standart Alam = 100957

Numunedeki Var Olan Miktar = 90,031

Diizeltme Faktorii = 0,8

Tablo 29. Bilinmeyen safsizlik kesinlik sonuglari

Numune Sonuc¢ (%)
1 0,184
2 0,184
3 0,181
4 0,181
5 0,182
6 0,185
Ortalama 0,183
SS 0,002

%RSD 0,9
%95 Giiven arahgi 0,181 - 0,185
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6.1.8. Ara kesinlik

Tablo 30. Rikobendazol Amin ara kesinlik sonuglari

NUmune Derisim Numune Numune Teorik  Deneysel Gerikazanim
(mg/mL) Alam(mAU) agirhgi(mg) (%) (%) (%)
1 138511 25,00 0,562 0,538 95,8
2 141794 25,12 0,559 0,548 98,0
3 145903 25,05 0,561 0,565 100,9
0,002538
4 144857 25,18 0,558 0,558 100,1
5 141032 25,07 0,560 0,546 97,5
6 145822 25,08 0,560 0,564 100,8
Ortalama 98,8
SS 2,1
%RSD 2,1
%95 Giiven arahg 96.6 - 101.0

Standart Derigimi = 0,0024499 mg/mL

Standart Alam = 100957

Numunedeki Var Olan Miktar = %0,054

Diizeltme Faktorii = 0,8

1 144900 25,12 0,569 0,557 97,8

2 144728 25,19 0,568 0,555 97,7

3 145056 25,14 0,569 0,557 97,9

0,002479

4 145169 25,17 0,568 0,557 98,0

5 144922 25,08 0,570 0,558 97,9

6 145580 25,10 0,570 0,560 98,3
Ortalama 97,9
SS 0,2
%RSD 0,2

%95 Giiven arah@ 97.7-98.1

Standart Derisimi = 0,0025015

Standart Alam = 103621

Numunedeki Var Olan Miktar = %0,076

Diizeltme Faktorii = 0,8

Fark = 960,9
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Tablo 31. Albendazol igin laboratuvar i¢i kesinlik sonuglari

NUmUne Derisim Numune Numune Teorik  Deneysel Gerikazanim
(mg/mL) Alani(mAU) agirhgi(mg) (%) (%) (%)
1 200168 25,00 1,023 0,971 95,0
2 202947 25,12 1,018 0,980 96,3
3 209529 25,05 1,021 1,015 99,4

0,005019
4 208797 25,18 1,016 1,006 99,1
5 204470 25,07 1,020 0,990 97,0
6 209972 25,08 1,020 1,016 99,6
Ortalama 97,7
SS 19
%RSD 2,0
%95 Giiven arahg 95.7 - 99.7

Standart Derisimi = 0,0024499

Standart Alam = 100957

Numunedeki Var Olan Miktar = %0,019

Diizeltme Faktorii = 1.0

1 201847 25,12 1,018 0,970 95,3

2 202809 25,19 1,015 0,972 95,7

3 202266 25,14 1,017 0,971 95,5

0,004906

4 202490 25,17 1,016 0,971 95,6

5 202242 25,08 1,020 0,973 95,5

6 202828 25,10 1,019 0,975 95,7

Ortalama 95,5

SS 0,2

%RSD 0,2
%95 Giiven arah@ 95.3-95,7

Standart Derisimi = 0,0025015

Standart Alam = 103621

Numunedeki Var Olan Miktar = 90,023

Diizeltme Faktorii = 1.0

Fark = 962.2
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Tablo 32. Albendazol Siilfon igin laboratuvar i¢i kesinlik sonuglari

NUmUne Derisim Numune Numune Teorik Deneysel Gerikazamim
(mg/mL) Alani(mAU) agirhgi(mg) (%) (%) (%)
1 516832 25,00 2,039 2,007 98,4
2 521041 25,12 2,029 2,013 99,2
3 542159 25,05 2,035 2,101 103,2
0,010040
4 538281 25,18 2,025 2,075 102,5
5 524668 25,07 2,033 2,031 99,9
6 539531 25,08 2,033 2,088 102,7
Ortalama 101,0
SS 2,1
%RSD 2,0
%95 Giiven arahig 98.8 - 103.2

Standart Derisimi = 0,0024499

Standart Alam = 100957

Numunedeki Var Olan Miktar = %0,031

Diizeltme Faktorii = 0,8

1 542492 25,12 2,029 2,085 102,8

2 542718 25,19 2,024 2,080 102,8

3 543676 25,14 2,028 2,088 103,0

0,010067

4 542939 25,17 2,025 2,083 102,8

5 542683 25,08 2,033 2,089 102,8

6 543292 25,10 2,031 2,090 102,9

Ortalama 102,8
SS 0,1
%RSD 0,1

%95 Giiven arahg 102.7 - 102.9

Standart Derisimi = 0,0025015

Standart Alam = 103621

Numunedeki Var Olan Miktar = 90,034

Diizeltme Faktorii = 0,8

Fark = 9%1,8
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Tablo 33. Bilinmeyen safsizlik i¢in laboratuvar i¢i kesinlik sonuglari

Sonug (%)
Numune
1.Calisma 2.Calisma
1 0,184 0,177
2 0,184 0,175
3 0,181 0,177
4 0,181 0,176
5 0,182 0,176
6 0,185 0,176
Ortalama 0,183 0,176
SD 0,002 0,001
% RSD 0,9 0,4
%95 Giiven arahg 0,181 - 0,185 0,175-0,177
% Fark 0,007
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Sekil 42. Tlgili bilesikler ara kesinlik galismas: standart kromotogrami
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Sekil 43. Tlgili bilesikler ara kesinlik ¢aligmasi sistem uygunluk kromotogrami
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Sekil 44. Tlgili bilesikler ara kesinlik ¢alismas1 numune kromotogrami
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Sekil 45. Tlgili bilesikler ara kesinlik galismasi spike numune kromotogrami
6.1.9. Saglamhk
6.1.9.1. Cozelti stabilitesi

Tablo 34. Standart ¢6zeltisi i¢in stabilite sonucu

Rikobendazol

Zaman
Alan (mAU) Degisim (%)
ot 97807 )
97958 ]
5 ot 96825 1.0
97254 0.7
97481 0.3
12 saat 97318 0.7
97471 0.3
15saat 97398 0.6
97185 0.6
20 saat 97835 0.1
97178 0.6
24 saat 97411 06
97263 0.6
36 saat 97825 0.1
98264 05
42 saat 97972 0.0
97422 0.4
48 saat 97738 0.2
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Tablo 35. Numune ¢6zeltisi i¢in stabilite sonucu

Rikobendazol Amin Albendazol Albendazol Siilfon
Zaman
(Q'A""[‘J) Degisim (%) (rﬁ'A""B) Degisim (%) (Qfs) Degisim (%)
0 saat 150021 - 202570 - 524293 -
149373 - 202805 - 523957 -
6 saat 150316 0,2 202465 0,1 523702 0,1
149817 0,3 203543 0,4 523806 0,0
12 saat 151149 0,8 203304 0,4 525594 0,2
150969 1,1 203506 0,3 525606 0,3
15saat 151376 0,9 203399 0,4 526510 0,4
151358 1,3 203686 0,4 526109 0,4
20 saat 151717 1,1 203907 0,7 526510 0,4
151426 1,4 203722 0,5 526821 0,5
24 saat 152268 15 203540 0,5 526223 0,4
152306 2,0 202973 0,1 525478 0,3
36 saat 152837 1,9 204255 0,8 528128 0,7
153204 2,6 204165 0,7 527401 0,7
42 saat 153341 2,2 204238 0,8 526939 0,5
153292 2,6 203864 0,5 526227 0,4
48 saat 154065 2,7 203428 0,4 527105 0,5
153714 2,9 203452 0,3 525931 0,4

6.1.9.2. Sonuclarin degerlendirilmesi
Yukaridaki sonuglara gore standart ve Numune ¢ozeltileri 48 saat dayaniklidir
6.1.9.3. Metot parametrelerinde yapilan degisiklikler

Tablo 36. Saglamlik sonuglari

SARTLAR RT %RSD Ayrim Faktorii
Normal Sartlar 13,2 0,2 13,2
Asetonitril: Tampon (525-475) 12,7 0,4 13,2
Asetonitril: Tampon (475-525) 13,6 0,3 13,3
pH 3,1 12,7 0,1 13,9
pH 3,3 13,4 0,3 12,6
Kolon akis1 0,44ml/dk 12,6 0,1 13,2
Kolon akis1 0,36ml/dk 13,8 0,2 13,2
Kolon sicakhigi 27 °C 13,4 0,3 13,6
Kolon sicakhg 33 °C 13,0 0,3 12,7
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Sekil 46. Tlgili bilesikler saglamlik calismas1 normal spike numune kromotogrami
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Sekil 47. Ilgili bilesikler saglamlik calismasi asetonitril:tampon (525-475) spike
numune kromotogrami
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Sekil 48. llgili bilesikler saglamlik ¢alismasi asetonitril:tampon (475-525) spike

numune kromotogrami
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Sekil 49. ilgili bilesikler saglamlik ¢alismasi pH 3,1 spike numune kromotogrami
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Sekil 51. Ilgili bilesikler saglamlik ¢alismas1 mobil faz akis hz1 0,44 mL/dk spike
numune kromotogrami
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Sekil 52. Ilgili bilesikler saglamlik ¢alismas1 mobil faz akis hiz1 0,36 mL/dk spike
numune kromotogrami
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Sekil 53. Ilgili bilesikler saglamlik galigmasi kolon sicakligi 27°C spike numune
kromotogrami
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Sekil 54. Ilgili bilesikler saglamlik calismasi kolon sicakhigi 33°C spike numune
Kromotogrami
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6.1.9.4. Sonugclarin degerlendirilmesi

Saglamlik caligmalarina gore yontem parametrelerdeki

etkilenmemektedir.

6.2. Validasyon (Miktar Tayini)

6.2.1. Secicilik

Tablo 37. Segicilik parametresine ait sonuglar

kiigiik degisimlerden

Allkonma Zamani Pik Saflik Derecesi
Rikobendazol 2.1 0.999996
uAU
gooo0pr—mm POA Mulli 7 280Rm,4nml
] |
70000
|
60000 ﬂ
50000@ 1
] |
40000 k
30000 %
] \
20000 | \
B H
1 \
10000 | |
1 |
OfAI‘V/'”' —— A |
_100000 5 P 5o " 7's T 100 12,5 ‘ ﬂ
min

Sekil 55. Miktar tayini segicilik ¢alismasi blank kromotogrami
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Sekil 57. Miktar tayini segicilik calismasi safsizlik Karigimi kromotogrami
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Sekil 58. Miktar tayini segicilik ¢alismasi numune kromotogrami
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Sekil 59. Miktar tayini segicilik ¢alismasi spike numune kromotogrami
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6.2.1.1. Sonuclarin degerlendirilmesi
e Rikobendazol pikinin alikonma zamaninda, ¢6ziiciide pik gézlenmedi.

e Rikobendazol pikinin alikonma zamaninda herhangi bir safsizlik piki

gbzlenmedi.

e Rikobendazol piki spektral olarak saftir.

Sonuglar kabul kriterlerine uygundur.

Metot, Rikobendazol Hidrokloriir miktar tayini i¢in segicidir.
6.2.2. Dogrusallik

Tablo 38. Dogrusallik sonuglari

. Teorik x Hesaplanan Farklarin Karesi
Standart c¢ozelti Konsantrasyon Alan (OV)Y1 Alan (uV)Y2 (Y1-Y2)2
(mg/mL)

%80 0,03986 724183 723514 447316
%90 0,04484 813447 811655 3210964
%100 0,04982 897753 899796 4173785
%110 0,05480 983970 987937 15736175
%120 0,05978 1079626 1076078 12589828
RSS 36158067

RIKOBENDAZOL HCI
1200000 y-=17698976x+18033
2-09995

1100000 RZ=0,
/

1000000
900000 /
800000
700000 —

600000 T T T T T )
0,03500 0,04000 0,04500 0,05000 0,05500 0,06000 0,06500

Sekil 60. Miktar tayini kalibrasyon egrisi
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Denklem . y=mx+n
R (Korelasyon katsayis1) : 0.9997

m (Egim) : 17691871
n (y-kesim noktasi) : 18387

Y kesinnoktas _ 18387 _ 0
%1005eviyedekzilan>< 100= g97755< 100= 2.0%

6.2.2.1. Sonuclarin degerlendirilmesi

Rikobendazol derisimleri ile dedektdr sinyalleri arasinda dogrusal bir iligki

vardir. Sonuglar kabul kriterlerine uygundur.
6.2.3. Calisma arahgi

Tablo 39. Caligsma aralig1 parametresine ait sonuglar

. Min. Derisim alanlari (%80) Max. Derisim alanlar1 (120%)
Enjeksiyon No
Ricobendazol HCI Ricobendazol HCI

1 723710 1081592

2 724954 1077705

3 724659 1079532

4 724542 1079045

5 723654 1079214

6 723579 1080666
Ortalama 724183 1079626

SS 603,0 1353,0

%RSD 0,1 0,1

6.2.3.1. Sonuglarin Degerlendirilmesi

Dogrusallik ¢alismasinda elde edilen veriler dogrultusunda, Rikobendazol HCI
miktar tayini i¢in test derisiminin %801 ile %120’s1 aralig1, ¢alisma aralig1 olarak

uygun bulunmustur.
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6.2.4. Dogruluk

Tablo 40. Miktar tayini dogruluk Sonuglari

Seviyeler Numune Alam ’\::IT:I:E Tec();]ig/m:_k)tar Dr‘?]?lf%:fl kazaclalfr: (%)
(mg/mL)
738181 21,42 0,0402 0,0402 100,0
80% 738845 21,46 0,0403 0,0403 99,9
740375 21,52 0,0404 0,0403 99,8
919632 26,57 0,0499 0,0501 100,4
100% 921394 26,49 0,0497 0,0502 100,9
919745 26,52 0,0498 0,0501 100,6
1089344 31,95 0,0600 0,0594 98,9
120% 1092046 31,89 0,0599 0,0595 99,4
1090763 31,88 0,0599 0,0594 99,3
Ortalama 99,9
SS 0,7
% RSD 0,7

Ort Standart Alani= 918593

Standart Derisimi mg/ml= 0,05005

Hesaplama

Teorik miktar (%) = %x %

D : Seyreltme (500)
Wt  : Numune tartimi (mg)
P . Standart potensi (%)

6.2.4.1. Sonuclarin Degerlendirilmesi

Elde edilen sonuglar kabul kriterlerine uygun bulunmustur.
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6.2.5. Kesinlik

6.2.5.1. Sistem Kesinligi

Tablo 41. Sistem kesinlik sonuglari

Enjeksiyon No

Alanlar

Rikobendazol HCI

1 898181
2 898979
3 896686
4 896686
5 897077
6 896398
Ortalama 897335
SS 1020
%RSD 0,1

6.2.5.1.1. Sonuclarin degerlendirilmesi

Elde edilen sonuglar kabul kriterlerine uygun bulunmustur.

6.2.5.2. Metot kesinligi

Tablo 42. Metot kesinligi sonuglari

Numune No  Numune Alani Numune Rikobgndazol HCI miktar1 %
tartim As is Susuz
1 863948 25,29 94,7 100,3
2 860517 25,40 93,9 99,5
3 862758 25,41 94,2 99,8
4 865946 25,35 94,7 100,3
5 861953 25,41 94,1 99,7
6 863932 25,43 94,2 99,8
Ortalama 94,3 99,9
SS 0,3 0,3
% RSD 0,4 0,3
%95 Giiven arahgi 94,0-94,6 99,6 - 100,2

Ortalama Standart Alami= 897335

Standart tartimi (mg)= 26,50

%Su Miktari= 5,6
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6.2.5.2.1. Sonugclarin degerlendirilmesi
Elde edilen sonuglar kabul kriterlerine uygun bulunmustur.

6.2.5.3. Ara kesinlik

Tablo 43. Laboratuvar i¢i kesinlik sonuglari

. Numune Rikobendazol HCI miktar1 %
Seviye Numune Alani -
tartim As is Susuz
1 863948 25,29 94,7 100,3
2 860517 25,40 93,9 99,5
3 862758 25,41 94,2 99,8
4 865946 25,35 94,7 100,3
5 861953 25,41 94,1 99,7
6 863932 25,43 94,2 99,8
Ortalama 94,3 99,9
SS 0,3 0,3
% RSD 0,4 0,3
%95 Giiven arahgi 94,0-94,6 99,6 - 100,2
Ortalama Standart Alam = 897335
Standart tartimi mg = 26,50
1 953211 25,30 95,0 100,6
2 1003631 26,72 94,7 100,3
3 948307 25,20 94,8 100,4
4 957289 25,36 95,1 100,7
5 949413 25,75 92,9 98,5
6 960348 25,53 94,8 100,4
Ortalama 94,6 100,1
SS 0,8 0,8
% RSD 0,9 0,8
%95 Giiven arahgi 93,8 -95,6 99,3 -100,9

Ortalama Standart Alani= 982854

Standart tartimi1 mg= 26,38

% Su Miktari= 5,6

%Fark=0,2

6.2.5.3.1. Sonugclarin degerlendirilmesi

Elde edilen sonuglar kabul kriterlerine uygun bulunmustur.
6.2.6. Saglamhk
6.2.6.1. Cozelti stabilitesi

Tablo 44. Numune ¢6zeltisi stabilite sonuglari
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%Fark

Zaman/Time Rikobendazol Alanlar:

860834 uy
Baslangi¢

862290 uy

859405 0,2
6. Saat

861361 0,1

858406 0,3
12. Saat

860017 0,3

859357 0.2
18. Saat

860475 0.2

860158 0,1
24. Saat

860940 0,2

860193 0,1
30. Saat

860469 0,2

858513 0.3
36. Saat

859973 0.3

859777 0.1
42. Saat

861581 0.1

860572 0,0
48. Saat

861115 0,1

6.2.6.1.1. Sonuglarin degerlendirilmesi

Elde edilen sonuglara gére numune ¢ozeltisi 25°C” da 48 saat stabildir.
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6.2.6.2. Metot parametrelerinde yapilan degisiklikler

Tablo 45. Saglamlik sonuglari

SARTLAR %RSD Kuyruklanma Faktorii
Normal Sartlar 0,1 1,2
Kolon akisi 0.33 ml/dk 01 1,2
Kolon akisi 0.27 ml/dk 01 1,2
Kolon sicakhgi 27 °C 0,1 1,2
Kolon sicakhgi 33 °C 0,1 1,2
pH 3,1 0,1 1,2
pH 3,3 0,1 1,2
Mobil faz-B 525 ACN : 475 Tampon 0,1 1,3
Mobil faz-B 475 ACN : 525 Tampon 0,1 1,2

6.2.6.2.1. Sonuglarin degerlendirilmesi

Tiim saglamlik ¢alismalarindan elde edilen sonuglar Rikobendazol HCI miktar
tayini metodundaki sistem uygunluk parametrelerinin yontem parametrelerindeki

kiiclik degisimlerden etkilenmedigini gostermistir.
6.2.7. Stres calismasi

6.2.7.1. UV isig1 altinda bozundurma

Tablo 46. UV 15181 ile bozundurma sonuglari

Miktar (%)

Bozundurma oncesi Bozundurma sonrasi

ILGILI BILESIKLER

Rikobendazol Amin 0,02 0,02
Albendazol 0.02 0,02
Albendazol siilfon 0,04 0,04
Safsizlik-1(RRT-0,25) 0,18 0,17
Safsizlik-2(RRT-0,93) 0,04 0,04
Toplam Safsizlik 0.30 0,29
MIKTAR (susuz) 99,6 99,5
KUTLE DENGESI 99,9 99,8
Verim (%) 99,9
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SAFLIK (ana pik icin) Uygun Uygun
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Sekil 61. FDS ¢alismasi ilgili bilesikler blank kromotogrami
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Sekil 62. FDS ¢alismasi ilgili bilesikler stres gérmemis numune kromotogrami
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Sekil 63. FDS c¢aligsmasi ilgili bilesikler stres gormemis standart kromotograma.
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Sekil 64. FDS ¢alismasi miktar tayini blank kromotograma.
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Sekil 65. FDS ¢aligmasi miktar tayini stres gérmemis numune kromotogrami
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Sekil 66. FDS ¢alismasi miktar tayini stres gérmemis standart kromotogrami
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Sekil 67. FDS c¢alismasi ilgili bilesikler UV 1s1igma maruz kalmis numune
kromotogrami

0.207

AU

0.00 —

0057 S — R e S ey S B Sy
0.00 2.00 4.00 6.00 8.00 10.00 12.00 14.00
. Minutes

Sekil 68. FDS g¢alismast miktar tayini UV 1sigina maruz kalmig numune
kromotogrami
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6.2.7.1.1. Degerlendirme

UV 5181 ile bozundurma c¢alismasinda herhangi bir bozunma {iriinii
olusmamuistir. Miktar tayini uygundur. UV ile bozundurma 6nem arz etmemektedir.

Rikobendazol piki spektral olarak saftir.
6.2.7.2. Giin Is1g1 Altinda Bozundurma

Tablo 47. Giin 15181 ile bozundurma sonuglari

Miktar (%)

Bozundurma oncesi Bozundurma sonrasi
ILGILi BILESIKLER
Rikobendazol Amin 0,02 0,02
Albendazol 0.02 0,03
Albendazol siilfon 0,04 0,04
Safsizlik-1 (RRT-0,25) 0,18 0,17
Safsizlik-2 (RRT-0,93) 0,04 0,05
Toplam Safsizlik 0.30 0.31
MIKTAR (susuz) 99,6 100,8
KUTLE DENGESI 99,9 101,1
Verim (%) 101,2
SAFLIK (ana pik icin) Uygun Uygun

uAU
5000

PDA Multi 1 220nm 4nm
|
|

4000-

2,635 /Ricobendazolamin
3,419/ IMP-1
12.519./IMP-2

3000

ndazol
— 13,4797 Ricobendazol

2000 |

16,394 / Albendazol sulphone

!

J | I \\
oﬁ ~“JLJMLMMJL "__J!u/\“\\

T L —T o———
IS e | T

1000

" 25,747 I Albendazol

]
I
|
|
RPN N

0 5 10 15 20 25 30

Sekil 69. FDS c¢alismasi ilgili bilesikler giin 1s1gina maruz Kkalmis numune
kromotogrami.
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Sekil 70. FDS g¢alismasi miktar tayini gQin 1sigma maruz kalmis numune
kromotogrami

6.2.7.2.1. Degerlendirme

Gin 15181 ile bozundurma c¢alismasinda herhangi bir bozunma {irlinii
olusmamistir. Miktar tayini uygundur. Giin 15181 ile bozundurma onem arz

etmemektedir. Rikobendazol piki spektral olarak saftir.
6.2.7.3. Is1ile bozundurma

Tablo 48. Is1 ile bozundurma sonuglari

Miktar (%)

. ] Bozundurma oncesi Bozundurma sonrasi
ILGILI BILESIKLER

Rikobendazol Amin 0,02 13,54
Albendazol 0.04 0,03
Albendazol siilfon 0,03 0,03
Metanol TE 1,95
Karbondioksit TE 2,68
Safsizlik-1 (RRT-0.25) 0,18 0,15
Safsizlik-2 (RRT-0.93) 0,04 0,03
Safsizlik-3 (RRT-0.27) T.E 1,59
Safsizlik-4 RRT-0.22) TE 1,18
Safsizlik-5 (RRT-0.30) T.E 0,68
Safsizlik-6 (RRT-1.07) TE 0,13
Safsizlik-7 (RRT-1.38) T.E 0,07
To.plam Safsizlik 0.31 22,06
MIKTAR (susuz) 100,5 79,3
KUTLE DENGESI 100,8 1014
Verim (%) 100,6
SAFLIK (ana pik i¢in) Uygun Uygun
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Sekil 71. FDS ¢alismasi ilgili bilesikler 1stya maruz kalmis numune kromotogrami
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Sekil 72. FDS ¢aligmast miktar tayini 1stya maruz kalmig numune kromotogrami

KUTLE DENGESI = Miktar (%) + Toplam safsizlik (%)

Kitdengsetiedi | nmd mune
" 185 T Bl %100
Kitdengsestiedi | meamimaine

% Verim =

6.2.7.3.1. Degerlendirme

Is1 ile bozundurma ¢alismasinda, rikobendazol amin safsizligi artmistir.
Rikobendazol Amin olusurken metanol ve CO: agiga ¢ikmaktadir. RRT=0.22"de,
RRT=0.27de, RRT=0.30’da, RRT=1.07de ve RRT=1.38’de gelen bilinmeyen
safsizliklar olusmustur. Miktar tayini sonucu da 6nemli bir bozulmanin gostergesidir.
Is1 ile bozundurma 6nem arz etmektedir. Rikobendazol piki spektral olarak saftir.

Kiitle dengesi saglanmustir.
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Rikobendazol amin reaksiyon semasi asagida verilmistir.

I HCI 1]
/\/S N /\/S N
S—NH S—NH
N o/ —_— N 2 + CH3OH + CO,
H d H
Rikobendazol HCI Rikcobendazol amin

Sekil 73. Ricobendazol HCI” in bozunma reaksiyonu

Metanol ve CO2 miktarlarimin hesaplanmasi

Metanol hesaplanmasi (1. Numune)

Bozundurma sonrasi, rikobendazol amin miktar1 %13.51 olarak bulunmustur.
Rikobendazol HCI tartimi: 25.8 mg

100 mg’da — 13.51 mg rikobendazol amin

25.8 mg’da— X

X=3.5 mg rikobendazol amin

223 mg Rikobendazol amin’e — 32 mg metanol tekabiil ediyor
3.5 mg rikobendazol amin’e — X

X=0.50 mg metanol

25.8 mg rikobendazol HCI - 0.50 mg metanol igermektedir
100 mg - X

X=%1.94
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CO:2 hesaplanmasi (1. Numune)

Bozundurma sonrasi, rikobendazol amin miktar1 %13.51 olarak bulunmustur.
Rikobendazol HCI tartimi: 25.8 mg

100 mg’da — 13.51 mg rikobendazol amin

25.8 mg’da— X

X=3.5 mg rikobendazol amin

223 mg Rikobendazol amin’e — 44 mg CO: tekabiil ediyor
3.5 mg rikobendazol amin’e — X

X=0.69 mg CO>

25.8 mg Rikobendazol HCI’de 0.69 mg CO: olusmaktadir
100 mg’da — X

X=%2.67

6.2.7.4. Su + st ile bozundurma

Tablo 49. Su+Isi ile bozundurma sonuglari
Miktar (%)

Bozundurma oncesi Bozundurma sonrasi

ILGILI BILESIKLER

Rikobendazol Amin 0,02 4,80
Albendazol 0.02 0,02
Albendazol siilfon 0,04 0,03
Metanol T.E 0,69
Karbondioksit TE 0,95
Safsizlik-1 (RRT-0,25) 0,18 0,16
Safsizlik-2 (RRT-0,93) 0,04 0,04
Toplam Safsizlik 0.30 6,69
MIKTAR (susuz) 99,6 94,7
KUTLE DENGESI 99,9 101,4
Verim (%) 101,5
SAFLIK (ana pik icin) Uygun Uygun
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Sekil 74. FDS calismasi ilgili bilesikler 100 °C” de su igerisinde kaynatilms numune
Kromotogrami.
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Sekil 75. FDS calismas1 miktar tayini 100 °C’ de su igerisinde Kaynatilms numune
Kromotogrami.

6.2.7.4.1.

Degerlendirme

Su+ 1s1 ile bozundurma c¢alismasinda, rikobendazol amin safsizhigi artmustir.

Rikobendazol Amin Safsizligi olusurken metanol ve CO: agiga ¢ikmaktadir. Miktar

tayini sonucu da énemli bir bozulmanin gostergesidir. Is1 ile bozundurma 6nem arz

etmektedir. Rikobendazol piki spektral olarak saftir. Kiitle dengesi saglanmuistir.

Rikobendazol Amin reaksiyon semasi boliim 6.2.7.3.1 de verilmistir ve metanol

ve CO2 miktarinin hesaplanmasi ise boliim 6.2.7.3.1 de verilmistir.
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6.2.7.5. Bazile bozundurma

Tablo 50. Baz ile bozundurma sonuglari

Miktar (%)

Bozundurma oncesi Bozundurma sonrasi

ILGILi BILESIKLER

Rikobendazol Amin 0,02 4,09
Albendazol 0.02 0,02
Albendazol siilfon 0,04 0,03
Metanol T.E. 0,59
Karbondioksit T.E. 0,81
Safsizlik-1 (RRT-0,25) 0,18 0,18
Safsizlik-2 (RRT-0,93) 0,04 0,04
Toplam Safsizlik 0.30 5,76
MIKTAR (susuz) 99,6 95,2
KUTLE DENGESI 99,9 101,0
Verim (%) 101,1
SAFLIK (ana pik i¢in) Uygun Uygun
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Sekil 76. FDS ¢alismasi ilgili bilesikler baz ile bozundurma blank kromotogrami
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Sekil 77. FDS ¢aligsmasi ilgili bilesikler baz ile bozundurma numune kromotogrami
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Sekil 79. FDS ¢alismasi miktar tayini baz ile bozundurma numune kromotogrami

6.2.7.5.1. Degerlendirme

Baz ile bozundurma c¢alismasinda, rikobendazol amin safsizligi artmustir.
Rikobendazol amin safsizligi olusurken metanol ve karbondioksit agiga ¢ikmaktadir.
Miktar tayini sonucu da onemli bir bozulmanin gostergesidir. Baz ile bozundurma
onem arz etmektedir. Rikobendazol piki spektral olarak saftir. Kiitle dengesi

saglanmustir.

Rikobendazol Amin reaksiyon semasi boliim 6.2.7.3.1 de verilmistir ve metanol

ve CO2 miktarinin hesaplanmasi ise boliim 6.2.7.3.1 de verilmistir.

129



6.2.7.6. Asitile bozundurma

Tablo 51. Asit ile bozundurma sonuglari
Miktar (%)

Bozundurma oncesi Bozundurma sonrasi
ILGILi BILESIKLER
Rikobendazol Amin 0,02 2,38
Albendazol 0.02 0,02
Albendazol siilfon 0,04 0,03
Metanol T.E 0,34
Karbondioksit T.E 0,47
Safsizlik-1 (RRT-0,25) 0,18 0,17
Safsizlik-2 (RRT-0,93) 0,04 0,04
Toplam Safsizlik 0.30 3,45
MIKTAR (susuz) 99,6 97,8
KUTLE DENGESI 99,9 101,2
Verim (%) 101,3
SAFLIK (ana pik icin) Uygun Uygun
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Sekil 80. FDS ¢alismasi ilgili bilesikler asit ile bozundurma blank kromotogrami

130



uAU
5000 i

min

3,414 / IMP-1

PDA Multi 1 220nm,4nmi

4000-

——— 13,4717/ Ricobendazol|

:
3000—: g
| @

16,391 / Albendazol sulphone

o
2000~ I % g \
2 |
] | b 4 \
! v | P
100041 || ﬁ | N
1 ‘\ | ‘ \ I &
1) |l 15 A ,‘ |
o . -..__ﬁ_JL,_n}wﬂj/\\_ﬂ‘\mu\éh_k,\\_“_ﬁ,,w’*"’ﬁ"w T
) T T T T T T T T T T T T T T T T T T
0 5 10 15 20 25 30

min

Sekil 81. FDS caligmasi ilgili bilesikler asit ile bozundurma numune kromotogrami
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Sekil 82. FDS c¢aligmasi miktar tayini asit ile bozundurma blank kromotogrami
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Sekil 83. FDS ¢alismasi miktar tayini asit ile bozundurma numune kromotogrami
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6.2.7.6.1. Degerlendirme

Asit ile bozundurma c¢alismasinda, rikobendazol amin safsizligi artmustir.
Rikobendazol amin safsizlig1 olusurken metanol ve karbondoksit agiga ¢ikmaktadir.
Miktar tayini sonucu da énemli bir bozulmanin gostergesidir. Asit ile bozundurma
onem arz etmektedir. Rikobendazol piki spektral olarak saftir. Kiitle dengesi

saglanmistir.

Rikobendazol Amin reaksiyon semasi boliim 6.2.7.3.1 de verilmistir ve metanol

ve CO2 miktarinin hesaplanmasi ise boliim 6.2.7.3.1 de verilmistir.
6.2.7.7. Peroksit ile bozundurma

Tablo 52. Peroksit ile bozundurma sonuglari
Miktar (%)

Bozundurma Bozundurma

oncesi sonrasi
ILGILI BILESIKLER
Rikobendazol Amin 0,02 0,25
Albendazol 0.02 TE
Albendazol siilfon 0,04 6,96
Safsizlik-1 (RRT-0,25) 0,18 0,16
Safsizlik-2 (RRT-0,93) 0,04 0,05
Safsizlik-3 (RRT-0,26) T.E 0,04
Safsizlik-4 (RRT-1,27) T.E 0,13
Toplam Safsizlik 0.30 7,59
MIKTAR (susuz) 99,6 93,2
KUTLE DENGESI 99,9 100,8
Verim (%) 100,9
SAFLIK (ana pik i¢in) Uygun Uygun
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Sekil 84. FDS c¢alismasi ilgili bilesikler oksidasyon ajani ile bozundurma blank
kromotogrami
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Sekil 85. FDS ¢alismasi ilgili bilesikler oksidasyon ajani ile bozundurma numune
kromotogrami
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Sekil 86. FDS c¢alismas1 miktar tayini oksidasyon ajani ile bozundurma blank
kromotogrami
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Sekil 87. FDS ¢alismasi miktar tayini oksidasyon ajani ile bozundurma numune
kromotogrami

6.2.7.7.1. Degerlendirme

H20: ile bozundurma ¢alismasinda, rikobendazol amin ve albendazol siilfon
safsizliklart artmistir. Albendazol safsizligi H20: ile albendazol siilfon safsizligina
doniismiistiir. Rikobendazol amin safsizligi olusurken metanol ve karbondioksit agiga
¢ikmaktadir. Miktar tayini sonucu da énemli bir bozulmanin gostergesidir. H20; ile
bozundurma 6nem arz etmektedir. Rikobendazol piki spektral olarak saftir. Kiitle

dengesi saglanmistir.

Not: Metanol ve karbondioksit miktarlar1 ¢ok diisik oldugu igin dikkate

alinmamustir.
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6.3. Metot Gelistirme (ilgili Bilesikler)
6.3.1. Kolon se¢imi

Bolim 5.4 de belirtildigi sekilde ¢alismaya waters acquity Cig (2,1 x 100 mm
1.7 um) UPLC kolonu ile baslandi. Yeterli sartlanma saglandiktan sonra kolon ile
yapilan denemelerde tiim safsizliklar1 iceren karigim ¢ozeltisi enjekte edildi ve
safsizlik piklerinin ¢ok ge¢ ¢iktig1 ve piklerde ayrim saglanmadigi saptandi. Bu
sebeple daha kisa bir kolon olan waters acquity Cis (2,1 x 50 mm 1.7um) ile deneme
gerceklestirildi. ricobendazol amin ile yakinida gelen bilinmeyen pik birbirinden

ayrilmadig1 gézlendi. Bu sebeple mobil faz bilesimi ve pH da degisiklige gidildi.

6.3.2. Hareketli faz secimi

Boliim 5.4 de verilen bilgilere gore UV detektor ile yapilan kromatografi
caligmalarinda kullanilmasi uygun olan tuzlardan biri potasyum dihidrojen fosfattir.
Potasyum dihidrojen fosfat 10 mM ve 50 mM olarak hazirlandi ve pH 3,2’ye
%85’lik o-fosforik asit ile ayarlandi. Mobil faz-A olarak pH 3,2 tampon ve metanol
(60 : 40)(h:h) oraninda karistirtlip 0.3 mL/dk akis hiz1 ile izokratik olarak yiiriitiildii.
Sonug olarak ricobendazol amin ile bilinmeyen arasinda ayrim oldugu goriildii fakat
albendazol fazla apolar oldugundan dolayr kolondan ¢ikmasi zaman aldigindan

alikonma zamaninin uzamasina neden oldugu saptandi.
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Sekil 88. 10 mM KH:PO4 pH 3,2 tampon ve metanol karigimi ile(60:40)(v:v)
izokratik yiiriitiilen spike numune kromotograma.
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Sekil 89. 50 mM KH2PO4 pH 3,2 tampon ve metanol karisimi ile (60:40) (v:v)
izokratik yiiriitiilen spike numune kromotograma.

6.3.3. Gradiyent sec¢imi

Gradiyent programi ve metanol yerine asetonitril kullanilarak denemeler yapildi.
Asetonitril, metanola gore daha apolar oldugundan dolay1 kolon dolgu maddesi ile
daha fazla etkilesimde bulunur boylelikle apolar maddeler kolan dolgu maddesi ile
daha az etkilesimde olacagindan kolondan ¢ikis siireleri kisalir ve pikler daha keskin

olur.
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Deneme-1:

Kolon sicakhgi :30°C

Dalga boyu :220 nm

Mobil Faz A : 50 MM KH2POg4 pH 3.2 Tampon Cdzeltisi

Mobil Faz B > Asetonitril

Zaman (dk) | Akis (mL / dk) | Mobil faz A (%) | Mobil faz B (%)

0 0.4 85 15
4 0.4 85 15
15 0.4 50 50
20 0.4 50 50
21 0.4 85 15
28 0.4 85 15

Yukaridaki mobil faz ve gradient programu ile rikobendazol amin ile bilinmeyen
arasinda ayrim gerceklesmedi ve rikobendazol ile albendazol siilfon arasindaki ayrim

faktorii 1.2 oldu. Ayrim yeterli olmadigindan gradient programi degistirildi.

Deneme-2:

Kolon sicakhig: :30°C

Dalga boyu :220 nm

Mobil Faz A : 50 MM KH2POg4 pH 3.2 Tampon Cdzeltisi

Mobil Faz B : Asetonitril

Zaman (dk) | Akis (mL / dk) | Mobil faz A (%) | Mobil faz B (%)

0 0.3 90 10
4 0.3 90 10
20 0.3 70 30
28 0.3 70 30
29 0.3 90 90
35 0.3 90 90

Yukaridaki mobil faz ve gradient programi ile rikobendazol amin ile bilinmeyen
arasinda ayrim faktorii yeterli degil 1.0. Ayrica albendazol 30.2 dk’da ¢ikti.

Rikobendazol ile albendazol siilfon arasindaki ayrim faktorii 5,4 olarak bulundu.
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Deneme-3:

Kolon sicakhgi :30°C
Dalga boyu : 220 nm
Mobil Faz A : 50 mM KH2PO4 pH 3.2 Tampon Cozeltisi
Mobil Faz B : Mobil Faz A : Asetonitril (50 : 50) (h/h) karigtirilir.
Zaman (dk) | Akis (mL / dk) | Mobil faz A (%) | Mobil faz B (%)
0 0.4 90 10
4 0.4 90 10
25 0.4 50 50
28 0.4 50 50
30 0.4 90 10
35 0.4 90 10

Yukaridaki mobil faz ve gradient programi ile rikobendazol amin ile bilinmeyen
arasinda ayrim faktorii cok 1yi oldu 3,5. Ayrica albendazol 5 dk daha erken kolondan
cikarak 25.4 dk’da ¢ikti. Rikobendazol ile albendazol siilfon arasindaki ayrim faktorii
12,3 olarak bulundu.

6.4. Metot Gelistirme (Miktar Tayini)

Miktar tayini metodu gelistirilirken ilgili bilesikler sisteminin bozulmamasina
Ozen gosterilerek gelistirildi. Cihaz parametrelerinden akis hiz1 0,3 mL/dk ve dalga
boyu 290 nm degistirildi. Mobil faz ve gradient degisimden kaynakli gelecek
baseline giiriiltiisiinii bdylelikle en aza indirgenmis oldu. Ilgili bilesikler metodu

hizlandirilip miktar tayini metodu yapildi.

Deneme-1:

Kolon sicakhigi :30°C

Dalga boyu :290 nm

Mobil Faz A : 50 MM KH2PO4 pH 3.2 Tampon Cdzeltisi

Mobil Faz B : Mobil Faz A : asetonitril (50 : 50) (h/h) karistirilir.
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Zaman (dk) Akis (mL / dk) Mobil faz A (%) | Mobil faz B (%)
0 0.3 70 30
3 0.3 70 30
5 0.3 40 60
7 0.3 40 60
9 0.3 70 30
15 0.3 70 30

Ilgili bilesikler metodu icin Deneme-3 ve miktar tayini i¢in Deneme-1 metot

parametreleri yeterli goriildii ve validasyon i¢in karar verildi.
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7. SONUC VE TARTISMA

Antiparaziter etki gosteren ve albendazol molekiiliiniin ana metaboliti olan
rikobendazol HCI veterinerlikte yaygin olarak kullanilan bir ilagtir (Vera ve
ark,1998). Rikobendazol HCI in oksitlenmesi ile olusan metaboliti albendazol siilfon;

hidrolizi ile olusan metabolit ise rikobendazol amin dir.

Literatiir arastirmalarinda Rikobendazol ile yapilmis ¢alismalar incelendiginde
cogunlukla c¢aligmalarin hayvan ve insan plazmalarindaki metabolitlerinin tayini
tizerine odaklanmis spektroskopik ve kromatografik metotlar oldugu goriilmektedir (
Vera ve ark, 1998; Dilek ve ark, 2015; Zaijian ve ark, 2012; Reema ve ark, 2004;
Renata ve ark, 2003; Zimei ve ark, 2005; Pierina, 2007; Juan ve ark, 1999). Ilgili
literatiirler ve farmakopeler 1s1ginda rikobendazol HCI igin herhangi bir safsizlik ve
miktar tayini analiz yontemi mevcut olmadigindan UPLC sistemi kullanilarak
rikobendazol HCI miktar tayini ve safsizliklar1 rikobendazol amin, albendazol ve
albendazol siilfonun belirlenmesi i¢in UPLC metodu gelistirilmis ve valide

edilmistir.

Deva holding biinyesinde bulunan Cerkezkoydeki iiretim tesisinde rikobendazol
hidrokloriir ile iiretilen farmasotik preparatlarin iiretim kolayligi ve bitmis {irlin

stabilitesindeki yiiksek artisi bu maddenin kullanilabilirligini miimkiin kilmistir.

Gelistirilen yontemin ilk asamasinda sistem uygunluk parametreleri saptanmig
ve elde edilen parametreler 151831inda yontemin uygulanabilir oldugu bulunmustur.
Gelistirilen yontemin gecerliliginin kanitlanmasi amaciyla gerekli yontem gecerlilik
testleri i¢cin ICH Q2 (R1) bildirilen parametreler se¢ilmis ve ilgili gegerlilik kriterleri
kabul edilmistir. Bu amagcla, validasyon c¢alismalarinda; dogrusallik, aralik,
duyarlilik, kesinlik, geri kazanim, tekrarlanabilirlik vb. parametreler incelenmis ve
istatiksel degerlendirmeleri yapilmustir. {lgili bilesikler validasyonunda rikobendazol
hidrokloriir igin 0,249 pg/mL — 3,740 ug/mL, rikobendazol amin igin 0,255 pg/mL —
3,819 pg/mL, albendazol igin 0,255 pug/mL — 7,646 ng/mL ve albendazol siilfon igin
0,251 pg/mL — 15,090 pg/mL derisimleri arasinda kalibrasyon egrisi dogrusal

bulunmustur (r >0,999). Tespit edilebilir ve hesaplanabilir miktarlar1 rikobendazol
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amin i¢in LOD: 0.014 pg/mL — LOQ: 0.048 pg/mL, albendazol i¢in LOD:
0.029ug/mL — LOQ: 0.097 pug/mL ve albendazol siilfon i¢in LOD: 0.018ug/mL —
LOQ: 0.059 pg/mL olarak bulundu. %2.5’tan daha kiiciik bulunan bagil standart
sapma degerleri ile yontemin kesinliginin yiiksek oldugu gosterilmistir. Yapilan
dogruluk caligmasinda elde edilen geri kazanim miktarlari ile de yontemin dogrulugu
ispatlanmigtir. Rikobendazol amin i¢in % 101.3, albendazol igin % 96.9 ve

albendazol siilfon i¢in % 97.1 degerleri elde edilmistir..

Ikici asamada gelistirilen yontemde stabilitede olusmas1 muhtemel safsizliklarin
belirlenmesi i¢in asidik, bazik, oksidatif, 1s1 ve fotolitik stres caligsmalar1 yapilmistir.
Bu ¢alismalar 1s18inda rikobendazol HCI molekiiliin giin 15181 ve UV 15181 altinda

bozunmadig1 gézlenmistir.

Rikobendazol HCI molekiiliiniin termal, termal+su, asidik, bazik ve peroksit
bozundurmalarina kars1 ¢ok dayanikli olmadigi gosterilmistir. Termal, termal+su,
asidik ve bazik bozundurma ¢aligmalarinda Sekil 73 de gosterildigi gibi rikobendazol
HCI molekiili hidroliz olarak rikobendazol amin safsizligini olusturdugu saptandi.
Bu bozunma esnasinda olusan diger safsizliklar ise metanol ve karbondioksit oldugu
gozlenmistir. Metanol ve karbondioksit UPLC sisteminde goriinmediginden
miktarlar1 teorik olarak hesaplanmistir. 1 mol rikobendazol amin olusurken ortama 1
mol metanol ve 1 mol karbondioksit ¢iktigindan, rikobendazol amin miktart UPLC
sisteminde hesaplandiktan sonra stokiyometrik olarak metanol ve karbondioksit
miktarlart hesaplanmigtir. Stres c¢aligmasinda kiitle denkligi’nin saglanmas1 ile

yapilan hesabin dogrulugu gosterilmistir.

Oksidatif bozunmada ise H2O> varliginda olusabilecek safsizlik maddeleri
saptanmaya ve karakterize edilmeye c¢alisilmistir. rikobendazol HC1 molekiiliindeki
kiikiirt atomu oksitlenerek albendazol siilfona doniismiistiir. Bu calismalar 1s181inda
ilgili bilesikler ve miktar tayini yontemlerinin stabilite gdstergeli oldugu basarili bir

sekilde kanitlanmistir.
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9. EKLER

Ek 1. Uluslararas: katiliml1 6. ilag kimyasi: Ila¢ etken maddesi tasarimi, sentezi,

tiretimi ve standardizasyonu kongresi katilim 6zeti.

Uluslararas: Katilimh 6. Ilac Kimyas:: Ilac Etken

..l a5 : Maddesi Tasanmi, Sentezi, Uretimi ve ]-I
OeRnees Standardizasyonu Kongresi J)

Rikobendazol Hidrokloriir Aktif Maddesi icin Stabilite Gostergeli ilgili
Bilesikler ve Miktar Tayini icin Ultra Performansh Srvi Kromotografisi ile
Yontem Gelistirme ve Validasyonu
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Sindirim kanah, solunum wyollan, karaciger gibi organlarda yerlesen parazitiere karsi kullanilan
anthelmintiklerden olan benzimidazol karbamat tiirevi rikobendazol (albendazol siiffoksit)
antiparaziter ilag etken maddesidir. Rikobendazol HCI, albendazol ilag etken maddesinin oksitlenmesi
ile elde edilen ve aym zamanda albendazolin ana metabolitidir.’ Rikobendazolin metabolitleri ise
albendazol sillfon ve rikobendazolin hidrolizi ile olusan rikobendazol amindir. Literatiirde insan wve
hayvan plazmalannda rikobendazol miktar tayini ve metabolitlerinin tespitine yénelik ¢alismalar yer
almaktadwr. Rikobendazol HCl dag etken maddesinin safsizik analizi konusunda ise herhangi bir
calismaya rastlanmamistr. Bu sebeple rikcbendazol wve safsiziiklan igin Uita Performansh Sea
Kromatografisi (UPLC) yontemi ile stabilite gostergeli safsizlik ve miktar tayini metodu gelistirilmigtir.
Gradient elusyon ile Ciws kelonda (UPLC BEH 2,1 mm = 50 mm, 1,7 pm, Waters Acquity] tim
safsizliklann aynmi gergeklestirilmistir. Mobil faz-A pH 3,2, 50 mM KH;PO, tamponu, mobil faz-B pH
3,2, 50 mM KH:POy tamponu ile asetonitril kangimi (5050, vjiv) kullanmilmg ve akig hizn 0,4 ml/dk
olarak ayarlanmigtir. Rikobendazol HCl ve safsiziiklan rikobendazol amin, albendazel ve albendazol
siilfonun belirlenmesi igin UV dedektdr kullanilarak ve calisma dalga boyu 220 nm segilerek bir UPLC
metodu geligtirilmigtir Rikobendazol HC igin 0,249 pgfmL — 3,740 pgfml, rikobendazol amin icin
0,255 pe/mlL — 3,819 pg/mL, albendazol icin 0,255 pg/mL — 7,645 pgfmL ve albendazol siilfon icin
0,251 pgfml — 15,050 pg/ml derisimleri arasinda kalibrasyon egrisi dogrusal bulunmugtur (r > 0,999).
%2.5'tan daha kiigik bulunan bagl standart sapma degerleri ile yontemin kesinliginin yiksek oldugu
gosterilmistir. Uninin bozunma potansiyeli ve olusan safsizliklann belirlenmesi igin asidik, bazik,
oksidatif, 1= we fotolitik kosullar altinda stres testleri yapilmigtir. Bu ¢alsmalar ile ydmtemin
rikobendazol hidrokloririn stabilite analizlerinde baganh bir sekilde kullamlabilecegi gésterilmigtir.
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1} Lanchote V.L., Marques M.P.C., Takayanagui O.M_,Carvalho R, Paias F.0., Bonato P.5. J. Chrom. B.
1998 705, 273279,
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