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III. KISALTMALAR VE SİMGELER 

ACN  : Asetonitril 

API  : İlaç Etken Maddesi (Active Pharmaceutical Ingredient) 

Ar-Ge  : Araştırma Geliştirme 

DAD  : Diyot Dizi Dedektörü (Diode array detector) 

EP  : Avrupa Farmakopesi (European Pharmacopoeia) 

FDA  : Amerikan Gıda ve İlaç Dairesi (Food and Drug Administration) 

HPLC  : Yüksek Basınçlı Sıvı Kromatografisi (High Pressure Liquid 

Chromatography) 

ICH  : Uluslararası Harmonizasyon Komitesi (International Committee of 

Harmonization) 

k’  : Kapasite faktörü 

LOD  : Tayin alt sınırı (Limit of Detection) 

LOQ : Kantitatif alt sınır (Limit of Quantification) 

N  : Teorik plaka sayısı 

R  : Rezolüsyon 

RSD  : Bağıl standart sapma (Relative Standard Deviation) 

RT  : Tutulma zamanı (Retention Time) 

SD  : Standart sapma (Standard Deviation) 

T  : Kuyruklanma (Tailing) 

T.E.  : Tespit Edilemedi 

UPLC  : Ultra Performanslı Sıvı Kromatografisi (Ultra Performance Liquid 

Chromatography) 

USP  : Birleşik Devletler Farmakopesi (United States Pharmacopeia) 

UV  : Ultraviyole 
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Rikobendazol hidroklorür’ün stabilite göstergeli ilgili bileşikler ve miktar tayini 

için ultra performanslı sıvı kromotografisi ile yöntem geliştirme ve validasyonu 

 

Yüksek Lisans Öğrencisi: Çağan AĞTAŞ 

I.Danışman: Doç.Dr. Dilek Bilgiç ALKAYA 

Ⅱ.Danışman: Öğretim Görevlisi Dr. Serap Ayaz SEYHAN 

Anabilim Dalı: Analitik Kimya 

 

1. ÖZET 

Amaç: Bu tez çalışmasında rikobendazol hidroklorür ilaç etken maddesi tayini için 

ilgili bileşikler ve miktar tayini için geliştirilecek yöntemin geçerliliğinin 

kanıtlanması amacıyla yöntem validasyonu uygulanacak, yapılan analizlerin 

sonuçları istatistiksel olarak değerlendirilecektir.  

Gereç ve yöntem: Bu yöntemde Waters Acquity BEH C18 (50 mm x 2.1 mm, 1.7 

µm) kolonda; potasyum dihidrojen fosfat tamponu (pH=3,2) - asetonitril (50:50, h/h) 

hareketli fazı ve gradient elüsyon ile 0,4 mL dk-1 akış hızında ayarlanarak maddelerin 

ayrılması gerçekleştirilmiş ve dedeksiyon dalga boyu 220 nm’ye ayarlanmıştır. Çözücü 

olarak saf su ve metanol 60:40 (h:h) karışımı kullanılmıştır  

Bulgular: Metot geliştirme denemelerinde izokratik akış ile sağlıklı bir ayrım 

sağlanamadı bu yüzden gradient denemeleri ile gerekli ayrım sağlanmıştır. 

Sonuçlar: Rikobendazol hidroklorür aktif maddesinin ilgili bileşikler ve miktar 

tayinlerinde kullanılabilecek stres çalışmaları ile kanıtlanmış stabilite göstergeli 

doğru, tekrarlanabilir, duyarlı, ve düşük mobil faz tüketimi ile  hızlı bir ultra 

performanslı sıvı kromotografisi yöntemi geliştirilmiş ve valide edilmiştir. 

Anahtar Sözcükler: Rikobendazol hidroklorür ilgili bileşikler, stres çalışması, ultra 

performanslı sıvı kromotografisi, analitik yöntem geliştirme, validasyon. 
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Method development and validation by using ultra performance liquid 

chromotography for the related substance with stability indicator and assay for 

ricobendazole hydrochloride. 
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Department: Analytical Chemistry 

 

 

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-1. 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 HCl related compounds, force degradation study, ultra 

performance liquid chromatography, analytical method development, validation. 
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3. GİRİŞ VE AMAÇ 

 

 Albendazol sülfoksit diğer adıyla rikobendazol, benzimidazol türevi geniş 

aktivite spektrumu olan karaciğer ve akciğer solucanı enfeksiyonları dahil olmak 

üzere gastrointestinal helmintizim tedavisinde yaygın olarak kullanılan antiparaziter 

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

 Balık çiftliği endüstirisi için önemli bir yer tutar. Benzimidazol antihelmentikler 

balık çifliklerinde antiparasitik tedavisinde kullanılan düşük yan etkili yaygın 

ilaçlardır ( Zaijian ve ark., 2012). 

 Rikobendazol aktivite spektrumuna giren parazitlerin mikrotubülinlerinin 

polimerizasyonunu inhibe etmek sureti ile enerji metabolizmasını bozar ve parazitin 

açlıktan ölümüne neden olur. Parazit, mikrotubülinlerinin olmamasından dolayı 

bağırsak hücrelerinde gıda absorbsiyonunu yapamaz. Glikojenin azalması sonucu 

uygulamadan 24 saat sonra açlıktan ölür (Dilek ve ark., 2015). 

  Rikobendazol karaciğerde mikrozomal enzim ile metobolize olur. 

Metobolitlerden Albendazol tedavi edici etkiye sahipken albendazol sülfon tedavi 

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

Literatür araştırmalarında rikobendazol’ e ait yapılmış çalışmalar incelendiğinde 

çoğunlukla hayvan ve insan plazmalarındaki metabolitlerin tayini için yapılan 

çalışmalar olduğu görülmektedir. 

 Vera Lucia Lanchate ve arkadaşlarının HPLC-Floresans dedektör kullanılarak 

yaptığı çalışmada insan plazmasındaki albendazol sülfoksit enantiyomerleri ve 

albendazol sülfon tayini için yöntem geliştirilmiş ve valide edilmiştir. Chiralpak AD 

250 mm & 4,6mm 10µm’ lik kolon kullanılmıştır. Mobil faz bileşimi Hegzan: 

İzopropanol : Etanol (81 : 14,25 : 14,75) (h/h/h), Dalga boyu ƛexc 280 nm ve ƛem 

320nm akış hızı 1,2ml/dk olarak analiz gerçekleşmiştir.  
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 Dilek Aksit ve ark. ise HPLC-PDA dedektör kullanılarak Rikobendazol ün 

koyun ve keçilerde doza bağlı plazma biyoyaralınımları incelemek üzere metot 

geliştirilmiştir. C18 150 mm & 4,6mm 3µm’ lik kolon kullanmışlardır. Mobil faz 

bileşimi Asetonitril : %0,5’ lik asetik asit çözeltisi gradient modda verilmiştir. 

Başlangıçta (10 : 90) asetonitril : %0,5’ lik asetik asit çözeltisi 11.dakikada (85 : 15) 

olur ve 12. Dakikada başlangıç şartlarına dönüp 5 dk bu şekilde devam etmiştir. Akış 

hızı 1mL/dk ve dalga boyu 292 nm olarak analiz yapılmıştır. 

 Zaijian Li ve ark. tarafından HPLC-UV/VIS dedektörü kullanılarak 

Rikobendazol ve metabolitlerinin havuz balığı plazması ve dokularındaki miktarını 

belirlemeye ilişkin metot geliştirilmiştir. Agilent SB-C18 250 mm & 4,6mm 5µm’ 

lik kolon kullanılmıştır. Mobil faz bileşimi pH=4,8 amonyum asetat 0,02 M : 

asetonitril (76 : 24) (h/h) akış hızı 1.0 mL/dk kolon sıcaklığı 32 °C dalga boyu 292 

nm olarak ayarlanmıştır. 

 Reema Sarin ve ark. tarafından HPLC-UV/VIS dedektör kullanılarak 

albendazol’ nün ve plazmada ki metabolitleri olan rikobendazol ve albendazol sülfon 

için bir yöntem geliştirilmiştir ve valide edilmiştir. C16 5µm kolon kullanılmıştır. 

Mobil faz bileşimi ise asetonitril : Su: %70’lik perklorik asit (30 : 110 : 006) (h/h/h), 

290 nm dalga boyunda, 0.8 ml/dk akış hızında analiz gerçekleştirilmiştir. 

 Zimei Wu ve ark. Tarafından HPLC-UV/VIS dedektör kullnılarak koyun 

plazmasındaki rikobendazol ve onun ana metaboliti olan albendazol sülfonun 

eşzamanlı tayini için yöntem geliştirilmiş ve valide edilmiştir. C18 250 mm & 4,6 

mm 5 µm’ lik kolon kullanılmıştır. Mobil faz bileşimi metanol : asetonitril : fosfat 

tampon(pH=6,8 – 20 mM) (22 : 22 : 56) (h/h/h), Dalga boyu 292 nm, akış hızı 1 

ml/dk ve kolon sıcaklığı 30 °C olarak analiz gerçekleşmiştir. 

 Juan Jose Garcia ve ark. tarafından HPLC-UV/VIS dedektör kullanılarak fare 

plazmasındaki albendazol ve onun ana metaboliti olan albendazol sülfoksit ve 

albendazol sülfon tayini için 2 tane HPLC yöntem geliştirilmiş ve valide edilmiştir. 

Birinci yöntemde albendazol kontrol edilmiştir ODS2 C18 250 mm &4,6 mm 5 µm’ 

lik kolon kullanılmıştır. Mobil faz bileşimi metanol : su (60 : 40) (h/h), dalga boyu 

290 nm olarak analiz gerçekleşmiştir. İkinci yöntemde albendazol sülfoksit ve 
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albendazol sülfon metabolitleri control edilmiştir. ODS2 C18 250 mm & 4,6 mm 5 

µm’ lik kolon kullanılmıştır. Mobil faz bileşimi Su : %85’lik Fosforik asit : 

asetonitril (800 mL : 185 µL : 200 mL) dalga boyu 290 nm olarak analiz 

gerçekleşmiştir 

 Albendazol ün European Pharmacopoeia 8.0 da ki metodunda HPLC-UV./VIS 

dedektör kullanılarak hammaddenin ve safsızlıklarının analizi üzerine yöntem 

geliştirilmiş. C18 250 mm & 4,6 mm 5 µm’ lik kolon kullanılmıştır. Mobil faz 

bileşimi 1,67 g/L de amonyum dihidrojen fosfat : metanol (300 : 700) (h/h) akış hızı 

0,7 mL/dk ve dalga boyu 254 nm olarak yapılmıştır 

 Renata Galva˜o de Lima ve ark. Tarafından Albendazolün Elektro-Oksidasyon 

mekanizmasını aydınlatmak için LC-MS/MS dedektör kullanılarak metot 

geliştirilimiştir. Lichrospher CN 125 mm & 4,6 mm 5 µm’ lik kolon kullanılmıştır. 

Mobil faz bileşimi metanol : su içerisinde %1’ lik asetik asit (4:5) (h/h). Akış hızı 

1ml/dk, enjeksiyon hacmi 20 µL ve pozitif iyon modunda MRM çalışılarak analiz 

yapılmıştır. 

 Pierina Sueli Bonato ve ark. Tarafından albendazolün plazmadaki 

metabolitlerinin eş zamanlı tayini için LC-MS/MS dedektör kullanılarak metot 

geliştirilimiştir. Plazma numunesi diklorometan ile sıvı – sıvı ekstraksiyonu 

yapılarak hazırlanmıştır.. Lichrospher CN 125 mm & 4,6 mm 5µm’ lik kolon 

kullanılmıştır. Mobil faz bileşimi metanol : su içerisinde %0,5’ lik asetik asit (3:7) 

(h/h). Akış hızı 1 ml/dk, ve pozitif iyon modunda MRM çalışılarak analiz yapılmıştır. 

Günümüzde yayınlar da rikobendazol HCl molekülü için herhangi bir safsızlık 

ve miktar tayini analiz yöntemi mevcut olmadığından UPLC sistemi kullanılarak 

rikobendazol HCl için miktar tayini ve ilgili bileşikler analitik metotdu geliştirilip 

validasyonunun yapılması amaçlanmıştır. 
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4. GENEL BİLGİLER 

 

4.1.Rikobendazol Hidroklorür 

Rikobendazol HCl, karbamik asit, [5-(propilsülfinil)-1H-benzimidazol-2-il]-, 

metil ester, hidroklorür olarak adlandırılan, C12H15N3O3S.HCl kapalı formülüne 

sahip bir ilaç etken maddesidir. Molekül formülü Şekil 1’de verilen Rikobendazol 

HCl’nin molekül ağırlığı 317.83 g/mol ve CAS numarası 74759-06-1’dir. 

 

Şekil 1. Rikobendazole HCl molekül yapısı 

4.2. Rikobendazol Hidroklorür Sentez Yöntemi 

 Rikobendazol HCl üretimi albendazol üretimi ile başlar, sonrasında 

albendazol’ün oksitlenmesi ile rikobendazol elde edilir. Elde edilen rikobendazol baz 

daha sonra HCl ile muamele ettirilerek rikobendazol HCl elde edilir. 

 

 

Şekil 2. Rikobendazol HCl molekülünün sentez yöntemi 
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Rikobendazol HCl, Şekil 2’de verilen yöntem ile sentezlendikten sonra 

karakterizasyon çalışmaları (NMR, MS, FT-IR ve UV) yapılmıştır ve çalışmalara ait 

spektrumlar aşağıda verilmiştir. 

 
 

Şekil 3. Rikobendazol HCl FTIR spektrumu 
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Tablo 1. FTIR spektrumunun yorumlanması 

 

~  (cm-1) Titreşim Türü 

3318 NH gerilme titreşimi 

2783 Alifatik CH3, CH2 gerilme titreşimi 

1751 C=O ester gerilme titreşimi 

1622 C=O amit gerilme titreşimi 

1605 NH eğilme titreşimi 

1462 Aromatik gerilme titreşimi 

1260 C–O gerilme titreşimi 

1217 C–N gerilme titreşimi 

1200 C–O–C ester simetrik gerilme titreşimi 

1067 C–N–H gerilme titreşimi 

1022, 1011 C–O–C ester simetrik gerilme titreşimi 

814 Aromatik C–H düzlem dışı deformasyon titreşimi 
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Şekil 4. Rikobendazol HCl UV spektrumu 

 

λmax 222.22 nm 289.52 nm 

Tarama Aralığı 200 nm 800 nm 
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Şekil 5. Rikobendazole HCl 1H NMR spektrumu (DMSO-D6, 400 MHz) 
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Şekil 6. Rikobendazole HCl 13C NMR spektrumu (DMSO-D6, 400 MHz) 
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Şekil 7. 1H NMR çalışması ile yapısı aydınlatılan Rikobendazol HCl yapısı 

 

Tablo 2. 1H NMR spektrumunun yorumlanması 

 

Kimyasal Kayma 

 (δ, ppm) 
Yarılma Proton Sayısı Pozisyon 

0.88 t 3 C19 

1.41 m 2 C18 

2.45 t 2 C16 

3.64 s 3 C14 

7.74 dd 1 C2 

7.71 d 1 C3 

7.51 s 1 C6 

 

Tablo 3. 13C NMR spektrumunun yorumlanması 

 

Kimyasal Kayma 

 (δ, ppm) 
Karbon Sayısı Pozisyon 

13.43 1 C19 

15.74 1 C18 

54.14 1 C14 

58.35 1 C16 

110.01 1 C6 

114.62 1 C2 

120.03 1 C3 

131.61 1 C1 

132.96 1 C4 

140.16 1 C5 

146.26 1 C8 

153.47 1 C11 
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Şekil 8. Rikobendazole HCl kütle spektrumu 

 

Sonuç (ESI+)  : m/z (%) = 282,26 [M+] 
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4.3. Rikobendazole HCl İlgili Bileşikleri 

Kimyasal Yapısı Kimyasal İsmi 
Kapalı 

Formülü 

Molekül 

Ağırlığı 

Safsızlık 

Türü 

 

Albendazol 

(Metil (6-

(propiltiyo)-1H-

benzo[d]imidazol-2-

yl)karbamat) 

C12H15N3O2 
265.33 

g/mol 
Ara ürün 

 

Albendazol sülfon 

 (Metil (6-

(propilsülfonil)-1H-

benzo[d]imidazol-2-

yl)karbamat) 

C12H15N3O4S 
297.33 

g/mol 

Oksitatif 

degredasyon 

 

Rikobendazol amin 

(6-(Propilsülfinil)-

1H-

benzo[d]imidazol-2-

amin) 

C10H13N3OS 
223.29 

g/mol 
Degredasyon 
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Şekil 9. Albendazol IR spektrumu 
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Tablo 4. FTIR spektrumunun yorumlanması 

 

~  (cm-1) Titreşim Türü 

3325 NH gerilme titreşimi 

2878 Alifatik CH3, CH2 gerilme titreşimi 

1699 C=O ester gerilme titreşimi 

1643 C=O amit gerilme titreşimi 

1593 NH eğilme titreşimi 

1466 Aromatik titreşim 

1269 C–O gerilme titreşimi 

1229 C–N gerilme titreşimi 

1057 C–N–H gerilme titreşimi 

1013 C–O–C ester simetrik gerilme titreşimi 
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Şekil 10. Albendazol UV spektrum 

 

λmax 205.92 nm 294.97 nm 

Tarama Aralığı 200 nm 800 nm 
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Şekil 11. Albendazol Sülfon IR spektrumu 
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Tablo 5. FTIR spektrumunun yorumlanması 

 

~  (cm-1) Titreşim Türü 

3323 NH gerilme titreşimi 

2878 Alifatik CH3, CH2 gerilme titreşimi 

1699 C=O ester gerilme titreşimi 

1643 C=O amit gerilme titreşimi 

1593 NH gerilme titreşimi 

1466 Aromatik titreşim 

1267 C–O gerilme titreşimi 

1229 C–N gerilme titreşimi 

1196 C–O–C ester ters simetrik gerilme titreşimi 

1055 C–N–H gerilme titreşimi 

1010 C–O–C ester simetrik gerilme titreşimi 
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Şekil 12. Albendazol Sülfon UV spektrumu 

 

λmax 222.53 nm 286.67 nm 

Tarama Aralığı 200 nm 800 nm 
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Şekil 13. Rikobendazol Amin IR spektrumu 
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Tablo 6. FTIR spektrumunun yorumlanması 

 

~  (cm-1) Titreşim Türü 

3433 NH gerilme titreşimi 

2961 Aliphatic CH3, CH2 gerilme titreşimi 

1557 NH eğilme titreşimi 

1456 Aromatik titreşim 

1273 C–O gerilme titreşimi 

1225 C–N gerilme titreşimi 

1061 C–N–H gerilme titreşimi 

1014 C–O–C ester simetrik gerilme titreşimi 
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Şekil 14. Rikobendazol Amin UV spektrumu 

 

λmax 213.04 nm 284.48 nm 

Tarama Aralığı 200 nm 800 nm 
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Şekil 15. Rikobendazol Amin kütle spektrumu 

 

Sonuç (ESI+)  : m/z (%) = 224,23 [M+] 
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Şekil 16. Ricobendazol Amin 1H NMR spektrumu (DMSO-d6, 400 Hz)  
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Şekil 17. Ricobendazol Amin 13C NMR spektrumu (DMSO-d6, 400 Hz) 
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Şekil 18. 1H ve 13C NMR çalışması ile yapısı aydınlatılan Rikobendazol Aminin 

yapısı 

 

Tablo 7. 1H NMR spektrumunun yorumlanması (DMSO-d6, 400 Hz) 

 

Kimyasal Kayma 

 (δ, ppm) 
Yarılma Proton Sayısı 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 C6 

 

Tablo 8. 13C NMR spektrumunun yorumlanması (DMSO-d6, 400 Hz) 

 

Kimyasal Kayma 

 (δ, ppm) 
Karbon Sayısı 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 C1 

138.35 1 C2 

140.49 1 C5 

156.61 1 C12 
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4.4. Validasyonda Kullanılan Standartların Sertifikaları 

 

 

 

Şekil 19. Rikobendazol HCl analiz sertifikası 
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Şekil 20. Rikobendazol Amin HCl analiz sertifikası 

 

 



30 

 

 

 

Şekil 21. Albendazol analiz sertifikası 
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Şekil 22. Albendazol Sülfon analiz sertifikası  
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4.5. Validasyon Tanımı 

4.5.1. Validasyon 

Analitik laboratuvarlarda validasyon uluslararası bir gerekliliktir. Valide 

metotların kullanımı analitik bir laboratuvarın yeterli ve kalifiye olduğu göstermesi 

nedeniyle önemlidir. Bir metodu valide etmek metodun analitik amacının yani kabul 

edilebilir belirsizlik seviyesinde analitik sonuçlar elde etmenin başarılıp 

başarılmadığının araştırılması anlamına gelmektedir. Analitik metot validasyonu 

laboratuvarda kalite güvencenin ilk basamağını oluşturmaktadır. Analitik kalite 

güvence bir laboratuarın her zaman yüksek kalitede veri elde ettiğini garantilemek 

için gerçekleştirmesi gereken ölçümlemeler bütünüdür. 

Validasyonun amacı, metodun kullanım amacı için uygun olduğunu 

göstermektir. Bütün HPLC metotlarının validasyonu, temsili homojen bir numune 

üzerinden uygulanmalıdır. Metot validasyonu süresince kullanılan tüm referans 

maddelerin ve kimyasalların kaynakları ve saflıkları biliniyor olmalıdır. Herhangi bir 

analitik validasyon başlatılmadan önce validasyonun kapsamı, analitik sistem ve 

gereklilikleri ihtiva edecek şekilde belirlenmelidir. 

Validasyonu kesinlik, doğruluk, kesinlik, seçicilik, algılama sınırı, kantitasyon 

sınırı, doğrusallık, çalışma aralığı ve sağlamlık gibi metot performans 

karakteristiklerinin değerlendirilmesi ile yapılır. Hangi performans kriterinin 

değerlendirileceği metodun çeşidine bağlıdır (Taverniers ve ark. 2004). 

Safsızlıkların test edilmesi, bir numunedeki safsızlık için kantitatif bir test veya bir 

sınır testi olabilir. Her iki test de numunenin saflık özelliklerini doğru bir şekilde 

yansıtmak içindir. Bir kantitatif test için bir limit testinden farklı validasyon 

özellikleri gereklidir; 

-Miktar tayini test prosedürleri, belirli bir örnekte bulunan analiti ölçmeyi 

amaçlamaktadır. Bu bağlamda analiz, ilaç maddesindeki ana bileşen(ler)in niceliksel 

bir ölçümünü temsil eder. İlaç ürünü için, benzer validasyon özellikleri, aktif veya 
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diğer seçilmiş bileşen(ler) için tahlil yapılırken de geçerlidir ( U.S. Department of 

Health and Human Services, 2015). 

4.5.2. Validasyon parametrelerinin belirlenmesi 

 Metot validasyonuna başlamadan önce, validasyonu yapacak olan kişinin 

validasyon parametrelerini, gereklilikleri, amacı ve kabul kriterlerini belirlemiş 

olması gerekmektedir. Tüm bu gereklilikler çok açık bir şekilde ICH kurallarına 

uygun olarak protokol de yazılmalıdır. 

 

4.5.2.1. Doğruluk 

Bir analitik prosedürün doğruluğu, bir gerçek değer ya da kabul edilen bir 

referans değeri ile bulunan değer olarak kabul edilen değer arasındaki uyumu ve 

yakınlığını ifade eder. 

Doğruluk bir takım yaklaşımlarla saptanıp, gösterilebilir. Bunlar; 

✓ Seçicilik, Kesinlik ve Doğrusallık 

✓  Elde edilen sonuçların, başka bir geçerli ve farklı analiz yöntemi ile 

karşılaştırılması, 

✓  Her bir safsızlığın, ilaç numunesine veya etken maddeye dışarıdan ekleme ile 

geri kazanımının bulunması, 

✓ İlaç preparatına veya etken maddeye dışarıdan ekleme yapılarak geri 

kazanımının bulunması, 

✓  İlaç numunesine veya matris ortamına etken maddeyi standart ekleme ile ilave 

edip, geri kazanımının bulunması, 

✓  Analizi yapılacak gerçek numuneye uygulanması ile saptanabilir. 

Dikkat edilmesi gereken bir nokta ise doğruluk ve geri kazanım hesaplamasında 

kullanılan kalibrasyon eşitliğinin, esas analizde standart madde ile elde edilen, 

doğrusallık olarak verilen doğru denklemine ait eşitlikle aynı olması gerekliliğidir 

(ICH Harmonised Tripartite Guidline, 1994). 
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4.5.2.2. Kesinlik 

 Bir yöntemin kesinliği art arda enjeksiyon yapıldığında elde edilen sonuçların 

birbirine yakınlık derecesidir. Yani homojen bir karışımdan, birden fazla örnek 

alındığında elde edilen sonuçların birbiriyle uyumlu olmasıdır. Bir analitik 

prosedürün kesinliği genellikle bir dizi ölçümün varyansı, standart sapması veya 

varyasyon katsayısı olarak ifade edilir. Kesinlik için kabul kriteri yapılan analizin 

türüne bağlıdır. İlaç analizlerinde safsızlık çalışmalarında kabul edilebilirlik sınırı 

%10’lar da iken, miktar tayinin de %2’ler arasında değişmektedir. 

Tekrarlanabilirlik gün içi, günler arası ve laboratuvarlar arası olmak üzere 3 grupta 

incelenir (ICH Harmonised Tripartite Guidline, 1994). 

4.5.2.2.1. Gün içi tekrarlanabilirlik 

 Bir analistin laboratuvarda bir cihaz ile bir analizi gerçekleştirdiğinde elde edilen 

sonuçların uyumluluğudur. 2 ya da 3 farklı derişimde aynı standartlar kullanılarak 

hazırlanan çözeltiler, aynı gün içerisinde, aynı cihazlarla, aynı analist tarafından 3 ya 

da 4 kez analiz edilir ve % RSD hesaplanır. 

4.5.2.2.2. Ara kesinlik 

 Ara kesinlik, farklı günler, farklı analistler, farklı cihaz gibi laboratuvar içi 

değişimleri ifade eder. 

4.5.2.2.3. Laboratuvarlar arası kesinlik 

 Laboratuvarlar arası tekrarlanabilirlik, farklı laboratuvarlardan elde edilen 

sonuçların birbiri ile uyumluluğudur. Farklı laboratuvarlarda, farklı analistlerle ve 

farklı marka kolon ve çevresel şartlar altında ama aynı yöntem ile analiz tekrarlanır. 

Eğer yöntem farklı laboratuvarlarda kullanılacaksa bu parametre önemlidir. Bir 

yöntemin laboratuvarlar arası tekrarlanabilirliğini, oda sıcaklığı ve nem farklılıkları, 

farklı tecrübe ve farklı nitelikteki analistler, farklı özellikteki donanım, malzeme ve 

ekipman koşulların varyasyonları etkiler. 
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4.5.2.3. Seçicilik 

 Analitin, olması beklenen diğer bileşenlerin (safsızlıklar, bozunma ürünleri, 

ortam vb. Gibi) varlığında kesin olarak tespit edilip değerlendirilmesini ifade eder 

(ICH Harmonised Tripartite Guidline, 1994). 

4.5.2.4. Algılama sınrı 

 Analitik metot tarafından gözlemsel olarak tespit edilebilen ancak mutlak kesin 

bir değer olarak nicelendirilemeyen, analit sinyalinin geri plan gürültüden 

ayrılabilmesi için gereken en az analit miktarıdır (ICH Harmonised Tripartite 

Guidline, 1994). 

Farklı yollar ile saptanabilir; 

a) Gözleme Dayalı Belirleme; Hazırlanan bir dizi seyreltik çözelti analiz edilir ve 

maddenin gözlemlenebildiği en düşük derişim teşhis sınırı olarak kaydedilir. 

b) Sinyal / Gürültü (S/N) Oranına Dayanarak Belirleme; Elde edilen S/N oranları 

incelenir; En küçük konsantrasyon maddenin cevap sinyalinin, baseline daki 

gürültüye oranının matematiksel olarak 3’e eşit olduğu konsantrasyon gözlenebilme 

sınırı olarak alınabilir. 

c) Hesaplamaya Dayalı Belirleme; Standart sapma ve kalibrasyon doğrusuna ait 

denklemdeki eğim değeri kullanılarak, aşağıdaki eşitlik yardımıyla hesaplanır; 

LOD = 3.3 x Ơ / m 

4.5.2.5. Kantitasyon sınırı 

 Uygun doğruluk ve kesinlik ile niceliksel olarak belirlenebilen numune 

içerisindeki en küçük analit miktarıdır. Kantitasyon sınırı, genellikle numune matrisi 

içerisinde düşük miktarlarda bulunan bileşiklerin kantitiatif analizlerinin bir 

parametresidir. Özellikler safszılıkların ve bozunma ürünlerinin belirlenmesi için 

kullanılır (ICH Harmonised Tripartite Guidline, 1994). 
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4.5.2.6. Doğrusallık 

 Bir analitik metodun doğrusallığı, numunedeki analitin konsantrasyonu (miktarı) 

ile cihazın verdiği sinyal değeri arasında ne derece orantılı olduğu ile tespit edilir 

(ICH Harmonised Tripartite Guidline, 1994). 

Kabul Kriteri: Safsızlık çalışmasında Tüm pikler için korelasyon katsayısı 

(r) 0,99’dan az olmamalıdır. Miktar tayini çalışmalarında ise (r) 0,999’dan az 

olmamalıdır. 

Kalibrasyon denklemi “y=mx+n” şeklindedir. 

4.5.2.7. Çalışma aralığı 

 Analitik metodun uygun kesinlik, doğruluk ve doğrusallık sonuçları verdiği 

numunedeki analit konsantrasyonunun en alt ve en üst noktaları (bu noktalar dahil) 

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

4.5.2.8. Sağlamlık 

 Analitik metot parametreleri üzerinde yapılan küçük değişikliklerden (kolon 

sıcaklığı, akış hızı, mobil faz bileşeni değişikliği, pH değişikliği ve kolon değişikliği) 

yöntemin etkilenmemesi ve normal kullanım sırasında metodun güvenirliğini sağlar 

(U.S. Department of Health and Human Services, 2015; ICH Harmonised Tripartite 

Guidline, 1994). 

4.5.2.9. Çözelti stabilitesi 

 Standart ve numune çözeltilerinin oda sıcaklığında zaman içinde stabil olarak 

kaldığı sürenin tespit edilmesi analiz sonucunun doğruluğuna etki eden bir durum 

olduğundan incelenmelidir. Bu amaçla standart ve numune çözeltileri başlangıçta ve 

48. saatin sonuna kadar değişik zaman aralıklarında analiz edilerek zamana karşı alan 

değişimleri izlenir (ICH Harmonised Tripartite Guidline, 1994). 
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4.6. Kromatogram Uygunluk Terimleri ve Açıklamaları 

4.6.1. Kapasite faktörü (k') 

 Alıkonma faktörü’de denir ve k' ile sembolize edilir. Kolonda çözünen örneğin 

göç hızını açıklamada sıkça kullanılan önemli bir terimdir. Kapasite faktörünün 

sayısal değeri 1’den çok küçük olursa elüsyon çok hızlı olacağından alıkonma 

zamanının tayini zorlaşır. Tersi durumda, Kapasite faktörünün 20-30’dan büyük 

olması durumundaysa elüsyon zamanı aşırı uzun olur. İdealde, kromatografik 

analizler kapasite faktörünün 2 ≤ k' ≤ 10 olduğu durumlarda gerçekleştirilir (Center 

for Drug Evaluation and Research, 1994). 

k'= (tr-t0) / t0 

k' : Kapasite faktörü 

t0: Ölü zaman (dk)  

tr: Tutulma zamanı (dk) 

4.6.2. Teorik plaka sayısı (N) 

 N ile sembolize edilir. Kolonun dolgu maddesinin özellikleri ve kütle 

transferinin başarısı ile ilgili bir ölçüdür. N ne kadar büyük olursa, o kadar komplike 

örnekler, o kolon ile başarıyla ayrıştırılabilir (Center for Drug Evaluation and 

Research, 1994). 

𝑁=16.(𝑡𝑅 𝑡𝑊⁄ )2 

tR: Etken maddenin tutulma zamanı ( dk) 

tW: Pikin baseline üzerindeki iki kenarının arasındaki genişlik 
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4.6.3. Ayırma faktörü (a) 

 Ayırma faktörü birbiri ile ilişkili iki pikin bağıl tutulmalarına denir. Mobil ve 

sabit fazın özellikleri ile sıcaklıktan etkilenir. İki pikin kapasite faktörleri oranıdır 

(Ergenç ve ark., 1999). 

a = k2/k1 

k2: Sonraki pikin kapasite faktörü 

k1: Önceki pikin kapasite faktörü 

4.6.4. Kuyruklanma faktörü (T) 

 Kuyruklanma faktörü kromatografik yöntemde pikin asimetrisini ölçmek için 

kullanılan değerdir ( James ve ark., 2001). 

T = W / 2f 

W: Pik yüksekliğinin karesinin %5’i kadar olan pik genişliği  

f: Pikin ön kenarından maksimum dikeyine olan uzaklığı 

4.6.5. Pik simetrisi 

 Pikin simetrisi yüksekliğinin %10’lık kısmından ölçülür İdeal simetrinin değeri 

1 olup, eğer; 

<1 ise pik sağa doğru yatık (fronting) 

>1 ise pik sola doğru yatık (tailing) 

şekilde asimetrik olur. ( James ve ark., 2001) 
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4.6.6. Ayırma gücü (R) 

 R ile sembolize edilir. Birbirini takip eden iki adet bileşene ait piklerin 

birbirinden ayırımlarının başarısını gösterir. Takip eden piklere ait maksimumlar 

arası mesafenin iki pik’e ait genişliklerin toplamına bölünmesiyle hesaplanır (James 

ve ark., 2001). 

R=(VR2-VR1)/[(w1+w2)/2] 

VR2: İkinci pikin tepe noktasından başlangıç noktasına olan uzaklık 

VR1: Birinci pikin tepe noktası başlangıç noktasına olan uzaklık  

w1: Birinci pikin baseline üzerindeki genişliği  

w2: İkinci pikin baseline üzerindeki genişliği 

4.6.7. Tutulma zamanı (tR) 

 Mobil faz içerisinde gelen, analizi yapılacak maddeye ait bileşenlerin sabit faz 

ile etkileşime girerek belirli oranda tutulması daha doğrusu yavaşlatılması ve böylece 

daha geç olarak sabit fazı terketmesi olayıdır. Bu özellikten yola çıkılarak, belirli 

sabit analitik koşullar altında,her kimyasal madde için parmakizi niteliği taşıyan 

alıkonma zamanı(retentiontime-tR) tanımı türetilmiştir. Bu kavram belirli sabit 

deneysel koşullarda analizi yapılan maddenin sabit fazı terketmesi ve dedektöre 

ulaşması için geçen süreyi göstermektedir. 

tR= Vr/F 

Vr: Çözeltiyi elue etmek için kolondan geçen çözücü hacmi 

F: Akış hızı 
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4.7. İstatistiksel Terimlerin Tanımları 

4.7.1. Standart sapma (SS) 

 Standart sapma analizle ilgili sistematik hatanın ölçüsüdür. Her bir değerin 

ortalamadan sapmasının karelerinin toplamının serbestlik derecesine bölümünün kare 

kökü ile ifade edilir. Serbestlik derecesi sayısı, bir standart sapma hesaplamasında 

kullanılan bağımsız veri sayısını gösterir (Skoog, 1996; Gennaro, 1985). 

𝜎=√
1

𝑁
∑ (𝑋İ−𝑋)

2

𝑁

İ=1

 

Standart sapma genel olarak niceliksel ölçekli sayılar için en çok kullanılan verilerin 

ortalamaya göre yayılmasını gösteren bir istatiksel ölçüdür. Eğer birçok veri 

ortalamaya yakın ise, standart sapma değeri küçüktür; eğer birçok veri ortalamadan 

uzakta yayılmışlarsa standart sapma değeri büyük olur. Eğer bütün veri değerleri 

tıpatıp aynı ise standart sapma değeri sıfırdır. 

4.7.2. Bağıl standart sapma (RSD) 

 Bağıl standart sapma, standart sapmanın numunelerin ortalamasına bölümü 

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

RSD=
100.SD

X̅
 

SD: Standart sapma 

X̅: Numune değerlerinin ortalaması 

4.7.3. Ortalamanın güven aralığı (p) 

 Örneğin yeterince büyük olmaması veya bir örnekten elde edilen istatistiğin bir 

başka örnekten sağlanan istatistikle aynı olmayışı yüzünden anakütle parametresini 

bir noktada tahmin etmek yanlış sonuçlar doğurabilir. Bu yüzden anakütle 

parametresi belirli bir hata seviyesi göz önüne alınarak belirli bir aralıkta aranır. Hata 
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terimini α ile gösterirsek, 1-α güven seviyesinde aralık tahmini yapabiliriz. Hata 

terimi normal eğrinin her iki ucunda eşit olarak yer alır. Bu α/2’lik hata terimine 

karşılık gelen ± Z değerleri belirlenerek örnek dağılımının standart hatası ile 

çarpıldığında hata payı elde edilir. Hata payının örnek istatistiğine eklenip 

çıkarılması ile aralık tahmini yapılır. Bu şekilde, anakütle parametresinin belirli 

aralıkta yer aldığını, 1-α güven seviyesinde söyleyebiliriz. Güven sınırlarından küçük 

olanına alt güven sınırı, büyüğüne ise üst güven sınırı denir. Hata terimi küçüldükçe 

güven aralığı genişler. Güven sınırlarının belirleneceği olasılık seviyesine göre Z 

değeri değişir (Skoog, 1996; Gennaro, 1985). 

μ=x̅∓
z.SD

√n
 

x̅: Numune değerlerinin ortalaması 

SD: Standart sapma 

n: Değer sayısı 

4.7.4. En küçük kareler yöntemi 

 Bir grafikteki noktaların çizilen doğrudan olan düşey sapması artık olarak 

adlandırılır. En küçük kareler yöntemi ile elde edilen doğru, bütün noktalarının 

karelerinin toplamını en aza indiren bir doğrudur. En küçük kareler yöntemi, 

birbirine bağlı olarak değişen iki fiziksel büyüklük arasındaki matematiksel 

bağlantıyı, mümkün olduğunca gerçeğe uygun bir denklem olarak yazmak için 

kullanılan, standart bir regresyon yöntemidir. Bir başka deyişle bu yöntem, ölçüm 

sonucu elde edilmiş veri noktalarına "mümkün olduğu kadar yakın" geçecek bir 

fonksiyon eğrisi bulmaya yarar. En küçük kareler yöntemi, bir doğru denkleminin 

verdiği (teorik) y değerleri ile ölçümlerin verdiği (gerçek) y değerleri arasındaki 

farkların karelerinin toplamını küçültme fikrine dayanır. Bu yöntem, denklemdeki a 

ve b sayılarını, bahsedilen kareler toplamını en küçük yapacak şekilde seçer ve adını 

da buradan alır (Skoog, 1996; Ergenç ve ark., 1999). 
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4.7.5. Doğrunun eğimi 

 Doğrunun eğimi ya da gradyanı o doğrunun dikliğini, eğimliliğini belirtir. Daha 

büyük eğim, daha eğimli bir doğru demektir. Eğim, bir doğrunun herhangi iki noktası 

arasındaki dikey değişimin yatay değişime oranı olarak tanımlanabilir. Bir doğru 

üzerinde (x1,y1) ve (x2,y2) koordinatlarında iki nokta verildiğinde doğrunun eğimi  

m=
(𝑦2−𝑦1)

(𝑥2−𝑥1)
 

formülü ile bulunabilir. 

4.7.6. Doğrunun kesme noktası 

 y = ax + b denkleminde hesaplanan a ve b değerleri yerine konularak doğru 

denklemi bulunur. y = ax + b denkleminde a eğimi ve b de y eksenini kesim 

noktasını gösterir. Çünkü x = 0 olduğunda y = b olur. 

4.7.7. Korelasyon katsayısı 

 Korelasyon katsayısı iki değişken arasındaki birleşimin ölçümünün derecesidir. 

Korelasyon, olasılık kuramı ve istatistikte iki rassal değişken arasındaki doğrusal 

ilişkinin yönünü ve gücünü belirtir. Genel istatistiksel kullanımda korelasyon, 

bağımsızlık durumundan ne kadar uzaklaşıldığını gösterir. Farklı durumlar için farklı 

korelasyon katsayıları geliştirilmiştir. Bunlardan en iyi bilineni Pearson çarpım-

moment korelasyon katsayısıdır. İki değişkenin kovaryansının, yine bu değişkenlerin 

standart sapmalarının çarpımına bölünmesiyle elde edilir. Pearson ismiyle 

bilinmesine rağmen ilk olarak Francis Galton tarafından bulunmuştur (Mitakos ve 

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

𝑟=
∑𝑥𝑖𝑦𝑖

√∑𝑥𝑖
2∑𝑦𝑖

2

=
∑[(𝑥𝑖−𝑥)(𝑦𝑖−𝑦)]

√∑[(𝑥𝑖−𝑥)2]∑[(𝑦𝑖−𝑦)2]
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5. GEREÇ VE YÖNTEM 

 

5.1. Kimyasal Maddeler 

 Rikobendazol HCl ve rikobendazol amin referans standartları DEVA Holding 

çerkezköy API üretim fabrikası Ar-Ge sentez laboratuvarında sentezlenmiş ve 

standartize edilmiştir. Albendazol referans standardı LGC firmasından ve albendazol 

sülfon referans standardı Australıan Government National Measurement Institute 

firmasından satın alınmıştır. 

Potasyum dihidrojen fosfat (Merck) 

Metanol Analitik Kalitede (J.T.Baker) 

Fosforik Asit (Merck) 

Asetonitril Analitik Kalitede (J.T.Baker) 

HCl (J.T.Baker) 

Hidrojen Peroksit (J.T.Baker) 

Validasyon çalışmasında kullanılan ultra saf su Merck Milipore su sistemi tarafından 

sağlanmıştır. Kullanılan rikobendazol HCl bitmiş ürünü DEVA Holding ilaç firması 

tarafından sağlanmıştır. 

5.2. Gereçler 

1) UPLC Cihazı (Shimadzu Nexera, Japonya): 

• DGU-20A 5R Degasser gaz uzaklaştırıcı  

• LC-30AD pompa  

• SIL-30AC auto sampler  
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• SPD-M20A Diode Array Dedektör  

• CTO-20 kolon fırını 

2) FTIR Spektrometre IR Prestige-21, Japonya 

3) UV-VIS Spektrofotometre Shimadzu UV-160A, Japonya 

4) NMR Spektrometre JEOL 400 MHz, ABD 

5) Kütle Spektrofotometre Waters ZQ 2000/4000 ESI, ABD 

6) Yazılımlar 

• MS Office 2010 Excel 

• MS Office 2010 Word 

• Cambridge ChemDraw programı (Cambridge, ABD) 

7) UPLC Kolonları: 

• Waters Acquity C18 (2,1 x 100 mm 1.7µm) (ABD)  

• Waters Acquity C18 (2,1 x 50 mm 1.7µm) (ABD)  

8) Millipore Gradiyent Su Saflaştırma Sistemi (Massachusetts, ABD)  

9) Atlas Suntest CPS (+) Fotostabilite Kabini (Chicago, ABD) 

• Atlas Suncool Soğutucu 

10) Mettler-Toledo seven easy pH metre (Greifensee, İsviçre) 

11) Karıştırıcılar: 

• Heidolph Manyetik Karıştırıcı MR 3001 (Schwabach, Almanya) 

12) Analitik Teraziler 
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• Sartorius LA 200 Terazi (Goettingen, Almanya) 

13) Eppendorf Otomatik Pipetler (Hamburg, Almanya) 

• 100-1000 µl 

• 500-5000 µl arasında 

14) Elma Ultrasonik Banyo (Singen, Almanya) 

15) Agilent vida kapaklı HPLC Vialleri 2 mL (Massachusetts, ABD) 

Tüm analizler DEVA Holding çerkezköy-2 API üretim tesisi analitik laboratuvarında 

yapılmıştır. 

5.3. İlgili Bileşikler Metot Validasyonunda İncelenecek Parametreler. 

  Aşağıdaki parametreler rikobendazol HCl’in ilgili maddeler yöntemi için 

analitik metod validasyonunda incelenecektir: 

• Seçicilik 

• Doğrusallık 

• Dedeksiyon Limiti (LOD) 

• Kantitasyon Limiti (LOQ) 

• Aralık  

• Doğruluk 

• Kesinlik 

1. Tekrarlanabilirlik 

2. Ara Kesinlik  

• Sağlamlık 

1. Çözelti Stabilitesi  

2. Metot Parametreleri Değişiklikleri 
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5.3.1. Spesifikasyonlar 

Rikobendazol amin : En fazla %0,5 

Albendazol : En fazla %1,0 

Albendazol sülfon : En fazla %2,0 

Bilinmeyen safsızlık : En fazla %0,5 

Toplam safsızlık : En fazla %3,0 

5.3.2. Validasyon çalışmasındaki kromatografik koşullar 

Kolon   : Waters Acquity C18 (2,1 x 50 mm 1.7 µm) 

Dalga Boyu : 220 nm 

Sıcaklık : 30,0 °C 

Numune Sıcaklığı : 25,0 °C 

Akış Hızı : 0,4 mL/dk 

Enjeksiyon Hacmi : 2,0 µL  

Enjeksiyon Süresi : 35 dk 

Elüsyon : Gradient 

Gradient Tablosu 

 

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. Çözücü hazırlanması 

 Su ve Metanol karışımı (60:40) (h:h) 

5.3.4. Mobil fazın hazırlanması 

5.3.4.1. Tampon çözeltisinin hazırlanması 

 6.8 g potasyum dihidrojen fosfat 1000 mL’lik balon jojeye tartılır ve hacmine saf 

su ile seyreltilir. Bu çözeltinin pH’ı 3.2 ± 0.05’e % 10’luk fosforik asit ile ayarlanır. 

5.3.4.2. Mobil faz-A 

 pH 3,2 Tampon çözeltisi 

5.3.4.3. Mobil faz-B 

 50:50 (h/h) pH 3,2 tampon çözeltisi/asetonitril karıştırılır, degaze edilir. 

5.3.5. Validasyonda sırasında kullanılacak standart ve numune çözeltilerin 

hazırlanmaları ve hesaplamalar 

5.3.6. Blank çözeltisinin hazırlanması 

 Çözücü HPLC vialine aktarılır. 

5.3.7. Kabul kriterleri 

• Albendazol sülfon piki ile rikobendazol piki arasındaki ayrışma faktörü 

2.0’den büyük olmalıdır. 

• Standart çözeltisinin 6 enjeksiyondan elde edilen rikobendazol pik alanları 

arasındaki % RSD 5.0’dan küçük olmalıdır. 
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5.3.8. Sistem uygunluk çözeltisi hazırlanması 

 250.0 mg rikobendazol HCl 50.0 mL’lik balon jojeye tartılır, 10 mL saf suda 

çözülür ve 10 mL 1 N NaOH ilave edilir. 60 dakika, 60 ºC’de bekletilir. Daha sonra 

10 mL 1 N HCl ile nötralize edilir ve oda sıcaklığına getirilir. 10 mL %30’luk H2O2 

ilave edilir ve 2 saat oda sıcaklığında manyetik karıştırıcıda karıştırılır. Saf Su ile 

hacmine tamamlanır. Bu çözeltinin 1.0 mL’si çözücü ile 10.0 mL’ye seyreltilir. 

Not: Bozundurma esnasında albendazol sülfon ve rikobendazol amin safsızlığı 

oluşmaktadır. 

5.3.9. Numune çözeltisinin hazırlanması 

25.0 mg numune 50 mL’lik balon jojeye tartılır. Çözücü ile çözülüp hacmine 

tamamlanır. 

5.3.10. Standart çözeltisinin hazırlanması 

25.0 mg rikobendazol HCl referans standartı 100 mL’lik balon jojeye tartılır. 

Çözücü ile çözülüp hacmine tamamlanır. Bu çözeltinin 1.0 mL’si 100 mL’lik balon 

jojeye aktarılır ve çözücü ile hacmine tamamlanır. 

5.3.11. Hesaplamalar 

% Her bir bilinmeyen safsızlık için 

𝐴𝑛

𝐴𝑠
𝑥
𝑊𝑠

100
𝑥
1

100
𝑥
50

𝑊𝑛
𝑥
𝑃

100
𝑥100 

An: Numune çözeltisinden elde edilen bilinmeyen impürite pikinin alanı 

AS: Standart çözeltisinden elde edilen rikobendazol pikinin alanı 

WS: Standart tartımı (mg) 

Wn: Numune tartımı (mg) 
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P  : Potens 

% Bilinen safsızlık için 

𝐴𝑛

𝐴𝑠
𝑥
𝑊𝑠

100
𝑥
1

100
𝑥
50

𝑊𝑛
𝑥
𝑃

100
𝑥𝐶𝑅𝐹𝑥100 

An  : Numune çözeltisinden elde edilen bilinmeyen impürite pikinin alanı 

AS   : Standart çözeltisinden elde edilen rikobendazol pikinin alanı 

WS  : Standart tartımı (mg) 

Wn  : Numune tartımı (mg) 

CRF : Alan Düzeltme Faktörü 

P    : Potens 

5.4. Miktar Tayini Metot Validasyonunda İncelenecek Parametreler. 

  Aşağıdaki parametreler rikobendazol HCl’in miktar tayini yöntemi için 

analitik metod validasyonunda incelenecektir:  

• Seçicilik 

• Doğrusallık  

• Aralık  

• Bağıl Alan Faktörü (CRF) 

• Doğruluk  

• Kesinlik 

1. Tekrarlanabilirlik 

2. Ara Kesinlik  

• Sağlamlık  

1. Çözelti Stabilitesi  

2. Metot Parametreleri Değişiklikleri  
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5.4.1. Spesifikasyonlar 

Rikobendazol HCl (susuz)= %98.0 – %102.0 

5.4.2. Validasyon daki kromatografik koşullar 

Kolon : Waters Acquity C18 (2,1 x 50 mm 1.7 µm) 

Dalga Boyu : 290nm 

Sıcaklık : 30,0 °C 

Numune Sıcaklığı : 25,0 °C 

Akış Hızı : 0,3 mL/dk 

Enjeksiyon Hacmi : 2,0 µL  

Enjeksiyon Süresi : 15 dk 

Elüsyon : 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. Çözücü hazırlanması 

 Su ve metanol karışımı (60 : 40; h:h) 

5.4.4. Mobil fazın hazırlanması 

5.4.4.1. Tampon çözeltisinin hazırlanması 

 6.8 g potasyum dihidrojen fosfat 1000 mL’lik balon jojeye tartılır ve hacmine 

Saf Su ile seyreltilir. Bu çözeltinin pH’ı 3.2 ± 0.05’ e %10’luk fosforik asit ile 

ayarlanır. 

5.4.4.2. Mobil faz-A 

 pH 3,2 Tampon çözeltisi 

5.4.4.3. Mobil faz-B 

 50 : 50 (h/h) pH 3,2 tampon çözeltisi/Asetonitril karıştırılır, degaze edilir.  

5.4.5. Validasyonda sırasında kullanılacak standart ve numune çözeltilerin 

hazırlanmaları 

5.4.6. Kabul kriterleri 

• Rikobendazol pikinin kuyruklanma faktörü 1.5’den büyük olmamalıdır. 

• Standart çözelti -1’ in 6 enjeksiyondan elde edilen rikobendazol pik alanları 

arasındaki % RSD 2.0’den küçük olmalıdır. 

5.4.7. Blank çözeltisinin hazırlanması 

 Çözücü HPLC vialine aktarılır. 

5.4.8. Numune çözeltisinin hazırlanması 

 25.0 mg rikobendazol HCl numunesi 50.0 mL’lik balon jojeye tartılır çözücü ile 

çözülür ve hacmine tamamlanır. Bu çözeltiden 1.0 mL alınarak 10.0 mL’ye çözücü 

ile seyreltilir. 
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5.4.9. Standart çözeltisinin hazırlanması 

 25.0 mg rikobendazol HCl çalışma standardı 50.0 mL’lik balon jojeye tartılır 

çözücü ile çözülür ve hacmine tamamlanır. Bu çözeltiden 1.0 mL alınarak 10.0 

mL’ye çözücü ile seyreltilir ( CRikobendazol HCl = 0.05 mg/mL). 

5.4.10. Hesaplamalar 

 Benzerlik Faktörü 

std2W
std1W

std1A
std2A

faktörü /Benzerlik factor Similarity =  

Astd1 : Standart çözelti-1 kromatogramlarında, rikobendazol pikinin alan ortalaması 

Astd2 : Standart çözelti-2 kromatogramındaki rikobendazol pikinin alan ortalaması 

W1 : Standart çözelti-1’in rikobendazol HCl standart tartımı (mg) 

W2 : Standart çözelti 2’nin rikobendazol standart tartımı (mg) 

Rikobendazol HCl Miktarı (%) 

Rikobendazol HCl (%)= P
W)-(100

100

NW

SW

SA

NA
  

AN   : Numune çözeltisi kromatogramında, rikobendazol pik alanı 

AS : Standart çözeltisi-1 kromatogramlarında, rikobendazol pikinin alan 

ortalaması 

WN : Numune ağırlığı 

WS : Rikobendazol HCl referans standart ağırlığı (mg) 

P : Rikobendazol HCl referans standart potensi (%)  

W : Su miktarı (%) 
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5.5. Safsızlık Metot Validasyonu 

5.5.1. Seçicilik 

Rikobendazol pikinin çözücü, bilinen safsızlıklar ve bozundurmadan kaynaklı 

gelecek olan piklerden ayrılığını göstermek için sırasıyla blank enjeksiyonu, bilinen 

safsızlıklar tek tek ve bozundurma numuneleri enjeksiyonu yapılır. Böylelikle ana 

etkenin ve safsızlıkların birbirinden ayrıldığı gösterilir. Safsızlıklar arasında herhangi 

bir etkileşimin ve safsızlıkların ana etken ile etkileşip etkileşmediğini göstermek için 

de, safsızlıklar tek tek ve karışım halinde ve numuneye spike edilerek enjeksiyon 

yapılır ve alanları karşılaştırılır. Spesifik bir metot olması için alanlarda herhangi bir 

değişim olmaması gereklidir. 

5.5.1.1. Safsızlık çözeltilerinin hazırlanması 

 

5.5.1.1.1. Rikobendazol amin stok çözeltisi  

 15,07 mg rikobendazol amin 10.0 mL’lik balon jojeye tartıldı çözücü ile çözüldü 

ve hacmine tamamlandı. 

5.5.1.1.2. Albendazol stok çözeltisi 

 25,75 mg albendazol 10.0 mL’lik balon jojeye tartıldı metanol ile çözüldü ve 

hacmine tamamlandı. 

5.5.1.1.3. Albendazol sülfon stok çözeltisi  

 25,08 mg albendazol sülfon 25.0 mL’lik balon jojeye tartıldı metanol ile çözüldü 

ve hacmine tamamlandı. 

5.5.1.2. Spesifikasyon limitinde safsızlık çözeltilerinin hazırlanması  

 1,0 mL rikobendazol amin, 1.0 mL albendazol ve 5.0 mL albendazol sülfon stok 

standart çözeltilerinden 10.0 mL’lik balon jojelere alındı ve hacimlerine çözücü ile 

tamamlandılar. 
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5.5.1.2.1. Safsızlık stok çözeltisi 

 1.0 mL albendazol, 5.0 mL albendazol sülfon ve 1.0 mL rikobendazol amin stok 

standart çözeltilerinden 10.0 mL’lik balon jojeye alındı ve hacmine çözücü ile 

tamamlandı. 

5.5.1.2.2. Spesifikasyon limitinde safsızlık karışımı çözeltisinin hazırlanması 

 1.0 mL safsızlık stok çözeltisinden, 50.0 mL’lik balon jojeye transfer edildi ve 

çözücü ile hacmine tamamlandı.  

5.5.1.2.3. Spesifikasyon limitinde safsızlık ilaveli numune çözeltisinin 

hazırlanması  

  25.0 mg rikobendazol HCl numunesi 50.0 mL’lik balon jojeye tartıldı, 20.0 mL 

çözücü ile çözüldü ve üzerine safsızlık stok çözeltisinden 1.0 mL ilave edildi ve 

çözücü ile hacmine tamamlandı. 

5.6. Doğrusallık 

5.6.1. Stok standart çözeltilerinin hazırlanması 

5.6.1.1. Rikobendazole HCl stok çözeltisi  

 26,55 mg rikobendazol HCl 10.0 mL’lik balon jojeye tartıldı çözücü ile çözüldü 

ve hacmine tamamlandı. 

5.6.1.2. Rikobendazole amin stok çözeltisi 

 15,06 mg rikobendazol amin HCl 10.0 mL’lik balon jojeye tartıldı çözücü ile 

çözüldü ve hacmine tamamlandı. 

5.6.1.3. Albendazol stok çözeltisi  

 25,85 mg albendazol 10.0 mL’lik balon jojeye tartıldı metanol ile çözüldü ve 

hacmine tamamlandı. 
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5.6.1.4. Albendazol sülfon stok çözeltisi 

 25,20 mg albendazol sülfon 25.0 mL’lik balon jojeye tartıldı metanol ile çözüldü 

ve hacmine tamamlandı. 

5.6.1.5. Stok standart çözelti-1 

 100 µL albendazol, 250 µL albendazol sülfon, 200 µL rikobendazol amin ve 100 

µL rikobendazol HCl stok standart çözeltilerinden 10.0 mL’lik balon jojeye alındı ve 

hacmine çözücü ile tamamlandı. 

5.6.1.6. Stok standart çözelti-2 

 1.0 mL albendazol, 5.0 mL albendazol sülfon, 1.0 mL rikobendazol amin ve 0.5 

mL rikobendazol HCl stok standart çözeltilerinden 10.0 mL’lik balon jojeye alındı ve 

hacmine çözücü ile tamamlandı. 

5.6.2. Seviye - 1 (%0,05) 

 100.0 mL’lik balon jojeye, 1.0 mL stok standart çözelti-1’den alındı ve hacmine 

çözücü ile tamamlandı (CRikobendazol HCl = 0,249 µg/mL, CRikobendazol Amin= 0,255 µg 

/mL, CAlbendazol = 0,255 µg/mL, CAlbendazol Sülfon= 0,251µg/mL). 

5.6.3. Seviye – 2 (%25) 

 0.25 mL Stok standart-2 çözeltisi 50 mL’lik balon jojeye alındı ve hacmine 

çözücü ile tamamlandı (CRikobendazol HCl= 0,623 µg/mL, CRikobendazol Amin= 0,637 µg 

/mL, CAlbendazol= 1,274 µg/mL, CAlbendazol Sülfon= 2,515 µg/mL).  

5.6.4. Seviye – 3 (%50) 

 0.50 mL Stok standart-2 çözeltisi 50 mL’lik balon jojeye alındı ve hacmine 

çözücü ile tamamlandı (CRikobendazol HCl = 1,247 µg/mL, CRikobendazol Amin= 1,273 µg 

/mL, CAlbendazol = 2,549 µg/mL, CAlbendazol Sülfon=5,030 µg/mL).  
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5.6.5. Seviye - 4 (%75) 

 0.75 mL Stok standart-2 çözeltisi 50 mL’lik balon jojeye alındı ve hacmine 

çözücü ile tamamlandı (CRikobendazol HCl = 1,870 µg/mL, CRikobendazol Amin = 1,910 µg 

/mL, CAlbendazol = 3,823 µg/mL, CAlbendazol Sülfon =7,545 µg/mL).  

5.6.6. Seviye - 5 (%100) 

 1,0 mL Stok standart-2 çözeltisi 50 mL’lik balon jojeye alındı ve hacmine 

çözücü ile tamamlandı (CRikobendazol HCl = 2,493 µg/mL, CRikobendazol Amin = 2,546 µg 

/mL, CAlbendazol = 5,098 µg/mL, CAlbendazol Sülfon = 10,060 µg/mL).  

5.6.7. Seviye - 6 (%125) 

 1,25 mL Stok standart-2 çözeltisi 50 mL’lik balon jojeye alındı ve hacmine 

çözücü ile tamamlandı (CRikobendazol HCl = 3,116 µg/mL, CRikobendazol Amin = 3,183 µg 

/mL, CAlbendazol = 6,372 µg/mL, CAlbendazol Sülfon = 12,575 µg/mL). 

5.6.8. Seviye - 7 (%150) 

 1,50 mL Stok standart-2 çözeltisi 50 mL’lik balon jojeye alındı ve hacmine 

çözücü ile tamamlandı (CRikobendazol HCl = 3,740 µg/mL, CRikobendazol Amin = 3,819 µg 

/mL, CAlbendazol = 7,646 µg/mL, CAlbendazol Sülfon=15,090 µg/mL).  

5.7. LOQ Çözeltilerin Hazırlanması 

• Rikobendazol HCl, rikobendazol amin, albendazol ve albendazole sülfon 

karışım çözeltisi limit konsantrasyonda 6 kez enjekte edildi. Sinyal- Gürültü oranları 

hesaplandı. 

• Sinyal- Gürültü oranı sonuçlarına göre belirleme (LOD) ve nicelik (LOQ) 

sınırları hesaplandı. 
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5.7.1. Stok standart çözeltilerinin hazırlanması 

5.7.1.1. Rikobendazole HCl stok çözeltisi  

 26,09 mg rikobendazol HCl çalışma standartı hassas olarak tartılır, 10.0 mL’lik 

balon jojeye aktarılır, çözücü ile hacmine tamamlanır.  

5.7.1.2. Rikobendazole amin stok çözeltisi 

 15,01 mg rikobendazole amin HCl hassas olarak tartılır 10.0 mL’lik balon jojeye 

aktarılır çözücü ile hacmine tamamlanır. 

5.7.1.3. Albendazol stok çözeltisi  

 25,45 mg albendazol tatılır 10.0 mL’lik balon jojeye aktarılır metanol ile 

hacmine tamamlanır. 

5.7.1.4. Albendazol sülfon stok çözeltisi 

 25,15 mg albendazol sülfon tartılır, 25.0 mL’lik balon jojeye akatarılır, metanol 

ile hacmine tamamlanır. 

5.7.1.5. LOQ stok çözelti 

 1000 µL albendazol, 1500 µL albendazol sülfon, 990 µL rikobendazol amin ve 

715 µL rikobendazol HCl stok standart çözeltilerinden 25.0 mL’lik balon jojeye 

alındı ve hacmine çözücü ile tamamlandı. 

5.7.1.6. LOQ çözeltisinin hazırlanması 

 LOQ stok çözeltisinden 0,1 mL 100 mL’lik balon jojeye alındı ve hacmine 

çözücü ile tamamlandı. (CRikobendazol HCl = 0,07 µg/mL, CRikobendazol Amin = 0,05 µg /mL, 

CAlbendazol = 0,10 µg/mL, CAlbendazol Sülfon=0,06 µg/mL). 

5.7.1.7. LOD çözeltisinin hazırlanması 

 LOQ Çözeltisinden 3,0 mL 10 mL’lik balon jojeye alındı ve hacmine çözücü ile 

tamamlandı. 
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5.7.2. Enjeksiyon sırası (LOQ ve LOD için) 

Blank  2 enjeksiyon 

Sistem uygunluğu 1 enjeksiyon 

Standart Çözeltisi (sistem uygunluğu) 6 enjeksiyon 

LOD Standart Çözeltisi 3 enjeksiyon 

LOQ Standart Çözeltisi 6 enjeksiyon 

 

5.8. Aralık 

 İhmal Limiti (%0,05) ve %150 konsantrasyonundaki standart çözeltilerinin % 

RSD’si 5,0’den küçük olmalıdır.  

5.8.1. Enjeksiyon Sırası 

Blank  3 enjeksiyon 

Sistem uygunluğu 1 enjeksiyon 

Standart Çözeltisi (sistem uygunluğu) 6 enjeksiyon 

%0,05 ‘lik Standart Çözeltisi 6 enjeksiyon 

% 25’lik Standart Çözeltisi 3 enjeksiyon 

% 50’lık Standart Çözeltisi 3 enjeksiyon 

% 75,0’lük Standart Çözeltisi 3 enjeksiyon 

% 100,0’luk Standart Çözeltisi 3 enjeksiyon 

% 125,0’lik Standart Çözeltisi  3 enjeksiyon 

% 150,0’lik Standart Çözeltisi  6 enjeksiyon 

 

5.8.2. Doğrusallık, LOD, LOQ ve Aralık için data değerlendirme 

• Standart çözeltinin ardışık 6 enjeksiyonunda rikobendazol, rikobendazol amin, 

albendazol ve albendazol sülfon’a ait piklerin alanlarının % RSD’ si 5,0’den küçük 

olmalıdır. 

• %0,05 ve %150 seviyelerinde de rikobendazol, rikobendazol amin, albendazol 

ve albendazol sülfon’a ait piklerinin alanlarının %RSD’si %5,0’den küçük olmalıdır. 

LOQ için %RSD %10,0’dan küçük olmalıdır. 
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• Rikobendazol, rikobendazol amin, albendazol ve albendazol sülfon için 

konsantrasyon ile elde edilen piklerin alanları arasında doğrusallık grafiği çizilir, 

regrasyon ve kesme noktası (Y-intersept) ve korelasyon katsayısı belirlenir.  

        Tablo 9. Doğrusallık raporlama limitleri 

Korelasyon katsayısı  0,99 

%Y intersept ≤  5 

Regresyon çizgisinin eğimi  Sadece raporlanacak 

Artık karelerin toplamı Sadece raporlanacak 

 

5.9. Bağıl Alan Faktörü (CRF) 

Numunede var olabilecek bilinen safsızlık piklerin miktarlarının hesaplanması 

için her defasında bu safsızlıklardan hazırlanmış standart kullanmak yerine 

rikobendazol’ e ait kalibrasyon grafiği kullanılabilir. Bu amaç için rikobendazol HCl 

pikine ait kalibrasyon grafiğinden yararlanılır. Bu pik referans pik olarak seçilmiş 

olduğundan albendazole, albendazole sulfon ve rikobendazol amin ile arasındaki 

derişim alan ilişkisinin belirlenmesi gereklidir. Bu sebeple aynı kromatografik 

koşullar altında spesifikasyon limitinde hazırlanan derişimde standartlar enjekte 

edilerek bağıl alan çarpanları aşağıdaki denkleme göre hesaplandı. Bu değer 0,8 ile 

1,2 arasında bulunduğunda derişim alan ilişkisi 1 olarak kabul edilir ve herhangi bir 

bağıl alan çarpanı ile çarpılmaz (Pharmacopeial Forum, 2005).  

Bağıl alan faktörü= 
Az

Ai
×

Ci

Cz
       

Az: Rikobendazol HCl çözeltisindeki alan 

Ai: Bilinen safsızlık çözeltisindeki alan 

Ci: Bilinen safsızlık çözeltisinin derişimi (µg/mL) 

Cz: Rikobendazol HCl çözeltisinin derişimi (µg/mL) 
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5.10. Doğruluk  

 Metodun doğruluğunun kanıtlanması amacı ile geri kazanım çalışması için 9 

tayin yapılarak incelenir. Her bir safsızlığın limit konsantrasyonun %50, %100’lük 

ve %120’lik 3 konsantrasyon seviyesinde yapılan 3’er tayinlerinin verileri toparlanır. 

Bilinen konsantrasyonda safsızlıklar numuneye ilave edilir ve aynı prosedür ile 

analiz edilir. Geri kazanılan safsızlık miktarı hesaplanır ve sonuçlar % geri kazanım 

olarak raporlanır.  

Not: Çalışılan numunede LOQ seviyesinin üzerinde safsızlıklar olduğundan dolayı 

bu seviyede ekleme yapılmadı. 

5.10.1. Doğruluk için data değerlendirme 

• Her bir geri kazanēm %90.0 - %110.0 arasında olmalıdır. 

 

5.10.2. Stok standart çözeltilerinin hazırlanması 

5.10.2.1. Rikobendazol HCl stok çözeltisi  

 26,09 mg rikobendazol HCl çalışma standartı hassas olarak tartılır, 10.0 mL’lik 

balon jojeye aktarılır, çözücü ile hacmine tamamlanır. 

5.10.2.2. Rikobendazol amin stok çözeltisi 

 15,01 mg rikobendazole amin HCl hassas olarak tartılır 10.0 mL’lik balon jojeye 

aktarılır çözücü ile hacmine tamamlanır. 

5.10.2.3. Albendazol stok çözeltisi  

 25,45 mg albendazol tatılır 10.0 mL’lik balon jojeye aktarılır metanol ile 

hacmine tamamlanır. 

5.10.2.4. Albendazol sülfon stok çözeltisi 

 25,15 mg albendazol sülfon tartılır, 25.0 mL’lik balon jojeye akatarılır, metanol 

ile hacmine tamamlanır. 
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5.10.2.5. Safsızlık stok çözeltisi 

 1,0 mL albendazol, 5.0 mL albendazol sülfon ve 1.0 mL rikobendazol amin stok 

standart çözeltilerinden 10.0 mL’lik balon jojeye alındı ve hacmine çözücü ile 

tamamlandı. 

5.10.3. Doğruluk numunelerinin hazırlanması 

5.10.3.1. Seviye – 1 (%50) 

 25.0 mg rikobendazol HCl numunesi 50.0 mL’lik balon jojeye tartıldı, 20.0 mL 

çözücü ile çözüldü ve üzerine safsızlık stok çözeltisinden 0.5 mL ilave edildi ve 

çözücü ile hacmine tamamlandı.  

5.10.3.2. Seviye – 2 (%100) 

 25.0 mg rikobendazol HCl numunesi 50.0 mL’lik balon jojeye tartıldı, 20.0 mL 

çözücü ile çözüldü ve üzerine safsızlık stok çözeltisinden 1.0 mL ilave edildi ve 

çözücü ile hacmine tamamlandı.  

5.10.3.3. Seviye – 3 (%120) 

 25.0 mg rikobendazol HCl numunesi 50.0 mL’lik balon jojeye tartıldı, 20.0 mL 

çözücü ile çözüldü ve üzerine safsızlık stok çözeltisinden 1.2 mL ilave edildi ve 

çözücü ile hacmine tamamlandı.  
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5.10.3.4. Enjeksiyon Sırası 

Blank  2 enjeksiyon 

Sistem Uygunluk Çözeltisi 1 enjeksiyon 

Standart Çözeltisi 6 enjeksiyon 

Blank  1 enjeksiyon 

%50’lik İlaveli Numune 1 1 enjeksiyon 

%50’lik İlaveli Numune 2 1 enjeksiyon 

%50’lik İlaveli Numune 3 1 enjeksiyon 

%100’lük İlaveli Numune 1 1 enjeksiyon 

%100’lük İlaveli Numune 2 1 enjeksiyon 

%100’lük İlaveli Numune 3 1 enjeksiyon 

%120’lik İlaveli Numune 1 1 enjeksiyon 

%120’lik İlaveli Numune 2 1 enjeksiyon 

%120’lik İlaveli Numune 3 1 enjeksiyon 

 

 

5.11. Kesinlik 

5.11.1. Tekrarlanabilirlik 

 Spesifikasyon limitinde, rikobendazol, rikobendazol amin, albendazol ve 

albendazole sülfon karışım çözeltisi 6 kez enjekte edildi. 

5.11.2. Ara kesinlik 

 Laboratuar içi değişimlerin analiz yöntemi üzerine olan etkisini görmek 

amacıyla, farklı kolon kullanılarak, farklı günde, farklı bir analist tarafından farklı bir 

cihazda tekrarlanabilirlik çalışmasındaki işlem uygulandı. Numuneler aynı 

rikobendazol HCl şarjından hazırlandı.  

5.11.3. Blank çözeltisinin hazırlanması 

 Çözücü HPLC vialine aktarılır. 
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5.11.4. Stok standart çözeltilerinin hazırlanması 

5.11.4.1. Rikobendazole HCl stok çözeltisi  

 26,55 mg rikobendazol HCl 10.0 mL’lik balon jojeye tartıldı. Çözücü ile 

çözüldü ve hacmine tamamlandı. 

5.11.4.2. Rikobendazole amin stok çözeltisi 

 15,06 mg rikobendazol amin HCl 10.0 mL’lik balon jojeye tartıldı. Çözücü ile 

çözüldü ve hacmine tamamlandı. 

5.11.4.3. Albendazol stok çözeltisi  

 25,85 mg albendazol 10.0 mL’lik balon jojeye tartıldı. Metanol ile çözüldü ve 

hacmine tamamlandı. 

5.11.4.4. Albendazol sülfon stok çözeltisi 

 25,20 mg albendazol sülfon 25.0 mL’lik balon jojeye tartıldı. Metanol ile 

çözüldü ve hacmine tamamlandı. 

5.11.4.5. Spesifikasyon limitinde stok standart çözelti 

 1.0 mL albendazol, 5.0 mL albendazol sülfon ve 1.0 mL rikobendazol amin stok 

standart çözeltilerinden 10.0 mL’lik balon jojeye alındı ve hacmine çözücü ile 

tamamlandı. 

5.11.4.6. Numune çözeltilerinin hazırlanması 

 25,0 mg numune 50 mL’lik balon jojeye tartılır. Çözücü ile çözülüp hacmine 

tamamlandı. 
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5.11.4.7. Spesifikasyon limitinde safsızlık ilaveli numune çözeltisinin 

hazırlanması (spike numune) 

 25.0 mg rikobendazol HCl numunesi 50.0 mL’lik balon jojeye tartıldı, 20.0 

mL çözücü ile çözüldü ve üzerine stok standart çözeltisinden 1.0 mL ilave edildi ve 

çözücü ile hacmine tamamlandı.  

5.11.5. Enjeksiyon sırası 

Blank  2 enjeksiyon 

Sistem uygunluk 1 enjeksiyon 

Standart Çözeltisi (sistem uygunluğu) 6 enjeksiyon 

Numune Çözeltisi 1 1 enjeksiyon 

Numune Çözeltisi 2 1 enjeksiyon 

Spike Numune Çözeltisi 1 1 enjeksiyon 

Spike Numune Çözeltisi 2 1 enjeksiyon 

Spike Numune Çözeltisi 3 1 enjeksiyon 

Spike Numune Çözeltisi 4 1 enjeksiyon 

Spike Numune Çözeltisi 5 1 enjeksiyon 

Spike Numune Çözeltisi 6 1 enjeksiyon 

 

5.11.6. Kesinlik data değerlendirme 

• Safsızlıklar için her bir geri kazanım %90.0 – %110.0 arasında olmalıdır.  

• Safsızlıklar için geri kazanım sonuçlarının arasındaki relatif standart sapma 

(RSD) ≤ %10.0 olmalıdır. 

• %95 Güven aralığı raporlanır 

5.11.7. Ara kesinlik data değerlendirme 

• Her bir geri kazanım %90.0 –  %110.0 arasında olmalıdır. 

• Aynı laboratuvarda geri kazanım sonuçlarının arasındaki relatif standart sapma 

(RSD) ≤ % 10.0 olmalıdır. 

• Geri kazanım sonuç ortalamalarının arasındaki fark 10.0’ dan fazla olmamalıdır. 
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5.12. Sağlamlık 

5.12.1.  Çözelti stabilitesi 

 Standart ve safsızlık ilaveli numune çözeltileri hazırlandı ve farklı zaman 

dilimlerinde 48 saat boyunca analiz edildi.  

5.12.2. Çözelti stabilitesi data değerlendirme 

• Standart alanlarındaki değişim başlangıç alanlarına göre %5’den fazla 

olmamalıdır. 

• Numunedeki safsızlık pik alanlarındaki değişim başlangıç alanlarına göre 

%10’dan fazla olmamalıdır. 

5.12.3. Metot parametrelerinde yapılan değişiklikler 

 Analiz parametreleri (akış hızı, mobil faz bileşimi, pH değişimi ve kolon 

sıcaklığı, vb. ) değiştirilir. 6 standart çözeltisi enjeksiyonu ve 1 sistem uygunluk 

çözeltisi enjeksiyonu yapılıp system uygunluk parametreleri incelendi. 

• Mobil Faz akış hızı değişiminin etkisi: Mobil fazın akış hızı 0.44 ve 0.36 mL / 

dk.’ya ayarlandı.  

• Kolon sıcaklığı değişiminin etkisi: Kolon fırınının sıcaklığı 27 C ve 33C ’ye 

ayarlandı. 

• Mobil faz A’ da pH değişiminin etkisi: Mobil fazda A pH’ı 3.1 ve 3.3’e 

ayarlandı. 

• Mobil faz B’de asetonitril+pH 3,2 tampon karışımın değişiminin etkisi: 

Mobil fazda B’de asetonitril : pH 3,2 Tampon (525 : 475)- asetonitril : pH 3,2 

tampon (475 : 525)-olarak ayarlandı. 
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5.13. Miktar tayini metot validasyonu 

5.13.1. Seçicilik 

5.13.2. Kabul kriterleri 

• Rikobendazol piki spektral olarak saf olmalıdır. 

• Rikobendazol pikinin alıkonma zamanında safsızlık pikleri ve çözücüden pik 

gelmemelidir. 

5.13.3. İşlem 

• Çözücü enjekte edildi 

• Standart çözeltisi enjekte edildi 

• Safsızlık karışım çözeltisi enjekte edildi 

• Numune çözeltisi enjekte edildi 

• Safsızlık ilaveli numune çözeltisi enjekte edildi 

5.13.4. Standart çözeltisinin hazirlanmasi 

 25.0 mg rikobendazol HCl çalışma standardı 50.0 mL’lik balon jojeye tartılır 

çözücü ile çözülür ve hacmine tamamlanır. Bu çözeltiden 1.0 mL alınarak 10.0 

mL’ye çözücü ile seyreltilip viallenir ( CRikobendazol HCl = 0.05 mg/mL). 

5.13.5. Numune çözeltisinin hazırlanması 

  25.0 mg rikobendazol HCl numunesi 50.0 mL’lik balon jojeye tartılır çözücü ile 

çözülür ve hacmine tamamlanır. Bu çözeltiden 1.0 mL alınarak 10.0 mL’ye çözücü 

ile seyreltilip viallenir (CRikobendazol HCl = 0.05mg/mL). 

5.13.6. Rikobendazol amin stok çözeltisi  

 15.0 mg rikobendazole amin 10.0 mL’lik balon jojeye tartıldı çözücü ile çözüldü 

ve hacmine tamamlandı. 
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5.13.7. Albendazol stok çözeltisi 

 25,0 mg albendazol 10.0 mL’lik balon jojeye tartıldı metanol ile çözüldü ve 

hacmine tamamlandı. 

5.13.8. Albendazol sülfon stok çözeltisi  

 25,0 mg albendazol sülfon 25.0 mL’lik balon jojeye tartıldı metanol ile çözüldü 

ve hacmine tamamlandı. 

5.13.9. Safsızlık stok çözeltisi  

 1.0 mL albendazol, 5.0 mL albendazol sülfon ve 1.0 mL rikobendazole amin 

stok standart çözeltilerinden 10.0 mL’lik balon jojeye alındı ve hacmine çözücü ile 

tamamlandı. 

5.13.10. Safsızlık karışım çözeltisi  

 Safsızlık stok çözeltisinden  1.0 mL alınarak 10.0 mL’lik balon jojeye aktarıldı 

ve çözücü ile hacmine tamamlanıp viallendi. 

5.13.11. Safsızlık ilaveli numune çözeltisinin hazırlanması  

 25.0 mg rikobendazol HCl numunesi 50.0 mL’lik balon jojeye tartıldı çözücü ile 

çözüldü ve hacmine tamamlandı. Bu çözeltiden 1.0 mL alınarak 10.0 mL’lik balon 

jojeye aktarıldı ve üzerine 1.0 mL safsızlık stok çözeltisi eklendi ve çözücü ile 

hacmine tamamlanıp viallendi. 
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5.14. Doğrusallık 

5.14.1. Kabul kriterleri 

• R Korelasyon kat sayısı 0.999’dan az olmamalıdır  

• Eğim (m) raporlanır 

• Kesim noktası: % 100 derişime karşılık gelen alanın %2’sinden fazla 

olmamalıdır. 

100
alanseviyedeki100%

noktasıkesimY


−
< %2 

•  Karelerin farkları toplamı (RSS) raporlandırılmalı. 

 

5.14.2. İşlem 

 Test çözelti konsantrasyonunun (0.05 mg/mL) %80, %90, %100, %110 ve 

%120’sine karşılık gelen derişimlerde standart çözeltiler hazırlanıdı. Her bir standart 

çözeltiden 3’er enjeksiyon, minimum (%80) ve maksimum (%120’lik) seviyelerde 6 

kez enjeksiyon yapıldı. 

5.14.3. Doğrusallık çözeltilerinin hazırlanması 

5.14.3.1. Rikobendazol HCl stok standart çözeltisi 

 26,53 mg rikobendazol HCl çalışma standardı 50.0 mL’lik balon jojeye tartıldı 

ve çözücü ile çözülüp hacmine tamamlandı.  

5.14.3.2. Seviye 1 (%80)  

 Rikobendazol HCl Stok standart çözeltisinden 0.8 mL alınarak 10.0 mL’ye 

çözücü ile seyreltildi (Rikobendazol HCl = 0.03986 mg/mL). 
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5.14.3.3. Seviye 2 (%90)  

 Rikobendazol HCl Stok standart çözeltisinden 0.9 mL alınarak 10.0 mL’ye 

çözücü ile seyreltildi (Rikobendazol HCl = 0.04484mg/mL). 

5.14.3.4. Seviye 3 (%100)  

 Rikobendazol HCl Stok standart çözeltisinden 1.0 mL alınarak 10.0 mL’ye 

çözücü ile seyreltildi (Rikobendazol HCl = 0.04982mg/mL). 

5.14.3.5. Seviye 4 (%110)  

 Rikobendazol HCl Stok standart çözeltisinden 1.1 mL alınarak 10.0 mL’ye 

çözücü ile seyreltildi (Rikobendazol HCl = 0.05480 mg/mL). 

5.14.3.6. Seviye 5 (%120)  

 Rikobendazol HCl Stok standart çözeltisinden 1.2 mL alınarak 10.0 mL’ye 

çözücü ile seyreltildi (Rikobendazol HCl = 0.05978 mg/mL). 

5.15. Çalışma Aralığı  

5.15.1. İşlem 

 Doğrusallık çalışmasında hazırlanan minimum ve maksimum derişimdeki 

standart çözeltiler kullanılır. 

5.16. Doğruluk 

5.16.1. Kabul Kriterleri 

 Her bir geri kazanım %98.0 – %102.0 arasında olmalıdır. 

5.16.2. İşlem 

 Analitik yöntemin doğruluğunu sınamak için rikobendazole HCl test derişiminin 

%80, %100, %120’si olmak üzere 3 derişimde numune hazırlandı. Tüm seviyeler 

için 3’er numune hazırlandı. Her numuneden 2’şer enjeksiyon yapıldı.  
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5.16.3. Doğruluk çözeltilerinin hazırlanması  

5.16.3.1. % 80 konsantrasyonda doğruluk çözeltisi 

 20.0 mg rikobendazol HCl çalışma standardı 50.0 mL’lik balon jojeye tartıldı ve 

çözücü ile çözülüp hacmine tamamlandı. Bu çözeltinin 1.0 mL’si çözücü ile 10.0 

mL’ye seyreltildi (CRikobendazol HCl = 0.04 mg/mL). 

5.16.3.2. % 100 konsantrasyonda doğruluk çözeltisi 

 25.0 mg rikobendazol HCl çalışma standardı 50.0 mL’lik balon jojeye tartıldı ve 

çözücü ile çözülüp hacmine tamamlandı. Bu çözeltinin 1.0 mL’si çözücü ile 10.0 

mL’ye seyreltildi (CRikobendazol HCl = 0.05 mg/mL). 

5.16.3.3. % 120 konsantrasyonda doğruluk çözeltisi 

 30.0 mg rikobendazol HCl çalışma standardı 50.0 mL’lik balon jojeye tartıldı ve 

çözücü ile çözülüp hacmine tamamlandı. Bu çözeltinin 1.0 mL’si çözücü ile 10.0 

mL’ye seyreltildi (CRikobendazol HCl = 0.06 mg/mL). 

5.17. Kesinlik 

5.17.1. Sistem kesinliği 

5.17.1.1. Kabul Kriterleri 

 Ardışık 6 standart çözelti-1 enjeksiyonlarından elde edilen rikobendazol pik 

alanların relatif standart sapması (RSD) ≤ %2.0 olmalıdır. 

5.17.1.2. İşlem 

 Sistem kesinliği için %100’lük standart çözeltisinin ardışık altı enjeksiyon 

verileri kullanıldı. 
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5.17.2. Tekrarlanabilirlik 

5.17.2.1.  Kabul Kriterleri 

• Ardışık yapılan 6 adet numune enjeksiyonundan elde edilen sonuçların relatif 

standart sapması (RSD) ≤ %2.0 olmalıdır. 

• %95 Güven aralığı hesaplanır. 

5.17.2.2.  İşlem 

 Aynı metot şartlarında, aynı şarjdan 6 ayrı numune analiz edildi. Herbir numune 

2 kez enjekte edildi 

5.17.3. Laboratuvar içi kesinlik 

5.17.3.1. Kabul kriterleri 

• Herbir çalışma için 6 adet numuneden elde edilen sonuçların relatif standart 

sapması (RSD) ≤ % 2.0 olmalıdır. 

• İki çalışmanın sonuç ortalamaları arasındaki % fark ≤ 2.0 olmalıdır.     

• %95 Güven aralığı hesaplanır. 

5.17.3.2.  İşlem 

 Laboratuar içi değişimlerin analiz yöntemi üzerine olan etkisini görmek 

amacıyla, farklı günde, farklı cihaz ve farklı kolon ile farklı analist tarafından 

tekrarlanabilirlik çalışmasındaki işlem uygulandı. Numuneler aynı rikobendazol HCl 

şarjından hazırlandı.  
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5.18. Sağlamlık  

5.18.1. Kabul kriterleri 

• Sistem uygunluk şartları sağlanmalıdır. 

5.18.2. İşlem 

 Metotta tanımlandığı gibi standart çözeltisi hazırlandı. Standart çözeltisi 6 defa 

enjekte edildi. Sağlamlık için aşağıdaki metot değişiklikleri incelendi. 

 Değiştirilen parametreler 

• Mobil Faz akış hızı değişiminin etkisi: Mobil fazın akış hızı 0.33 ve 0.27 mL / 

dk.’ya ayarlandı.  

• Kolon sıcaklığı değişiminin etkisi: Kolon fırınının sıcaklığı 27 C ve 33 C’ye 

ayarlandı. 

• Mobil faz A’ da pH değişiminin etkisi: Mobil fazda A pH’ı 3.1 ve 3.3’e 

ayarlandı. 

• Mobil faz B’ de asetonitril ve pH 3,2 Tampon değişiminin etkisi: Mobil fazda 

B’de asetonitril : pH 3,2 tampon (525 : 475)- Asetonitril : pH 3,2 tampon (475 : 525) 

olarak ayarlandı. 

5.19. Çözelti Stabilitesi 

5.19.1. Kabul kriterleri 

 Başlangıç ve farklı zaman dilimlerindeki pik alan farkları %2.0’den fazla 

olmamalıdır. 

5.19.2. İşlem 

 Metotta tanımlandığı gibi 2 numune çözeltisi hazırlandı ve 25 °C’ de 48 saat 

boyunca analiz edildi. 
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5.20. Stres Çalışması 

5.20.1. UV ışığı altında bozundurma  

Yeterli miktarda katı numune ICH guideline Q1B, opsiyon 2’ye göre 24 gün 

boyunca, quinine absorbans farkı en az 0.9 olana kadar numune fotostabiliti 

kabininde bekletildi En az 200 watt saat/m2 UV ışığına maruz bırakıldı. Daha sonra 

numune hazırlama prosedürüne uygun numuneler hazırlanır. 

İlgili maddeler metodu 

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

verilen çözücü ile hacmine tamamlandı (0,5 mg/mL). 

Miktar tayini metodu 

İlgili maddeler numunesinden 1000 µL 10 mL’lik balon jojeye aktarılır ve 

miktar tayini metodunda verilen çözücü ile hacmine tamamlandı (0,05 mg/mL). 

5.20.2. Gün ışığı altında bozundurma  

Yeterli miktarda katı numune ICH guideline Q1B, opsiyon 2’ye göre 24 gün 

boyunca, quinine absorbans farkı en az 0.9 olana kadar numune fotostabilite 

kabininde bekletildi 1.2 million lux saat aydınlatmaya maruz bırakıldı. Daha sonra 

numune hazırlama prosedürüne uygun numuneler hazırlandı. 

İlgili maddeler metodu 

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

verilen çözücü ile hacmine tamamlandı (0,5 mg/mL). 

Miktar tayini metodu 

İlgili maddeler numunesinden 1000 µL 10 mL’lik balon jojeye aktarılır ve 

miktar tayini metodunda verilen çözücü ile hacmine tamamlandı. (0,05 mg/mL). 
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5.20.3. Isı ile bozundurma  

Yeterli miktarda katı numune 85 °C’de etüvde 9 gün boyunca bekletildi. Daha 

sonra numune hazırlama prosedürüne uygun numuneler hazırlandı. 

İlgili maddeler metodu 

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

verilen çözücü ile hacmine tamamlandı (0,5 mg/mL). 

Miktar tayini metodu 

İlgili maddeler numunesinden 1000 µL 10 mL’lik balon jojeye aktarılır ve 

miktar tayini metodunda verilen çözücü ile hacmine tamamlandı (0,05 mg/mL). 

5.20.4. Su + Isı ile bozundurma  

İlgili maddeler metodu 

 250,0 mg rikobendazol HCl numunesi 50.0 mL’lik yuvarlak dipli balona tartıldı, 

üzerine 25 mL su eklendi ve 2 saat boyunca 100 ºC’da geri soğutucu altında 

karıştırılarak kaynatıldı. Bozundurmadan sonra bu çözelti 50 mL’lik balon jojeye 

alındı ve su ile hacmine tamamlandı. Bu çözeltiden 1000 µL 10 mL’lik balon jojeye 

aktarıldı ve ilgili maddeler metodunda verilen çözücü ile hacmine tamamlandı (0,5 

mg/mL).  

Miktar tayini metodu 

İlgili maddeler numunesinden 1000 µL 10 mL’lik balon jojeye aktarıldı ve 

miktar tayini metodunda verilen çözücü ile hacmine tamamlandı (0,05 mg/mL). 

5.20.5. Asit ile bozundurma  

İlgili maddeler metodu 

 250,0 mg rikobendazol HCl numunesi 50.0 mL’lik balon jojeye tartıldı, Üzerine 

5 mL su ve 10 mL 1 N HCl ilave edildi ve 4 saat boyunca 75 ºC’da karıştırılarak 

bekletildi. Bozundurmadan sonra 8 mL 1 N NaOH ilave edildi ve hacmine su ile 
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tamamlandı. Bu çözeltiden 1000 µL, 10 mL’lik balon jojeye aktarıldı ve ilgili 

maddeler metodunda verilen çözücü ile hacmine tamamlandı (0,5 mg/mL).  

Miktar tayini metodu 

İlgili maddeler numunesinden 1000 µL, 10 mL’lik balon jojeye aktarıldı ve 

miktar tayini metodunda verilen çözücü ile hacmine tamamlandı (0,05 mg/mL). 

5.20.6. Baz ile bozundurma  

İlgili maddeler metodu 

 2500,0 mg rikobendazol HCl numunesi 25.0 mL’lik balon jojeye tartıldı, üzerine 

5 mL su ve 5 mL 2 N NaOH ilave edildi ve 3 saat boyunca karıştırılarak oda 

sıcaklığında bekletildi. Bozundurmadan sonra 5 mL 2 N HCl ilave edildi ve hacmine 

su ile tamamlandı. Bu çözeltiden 1000 µL, 200 mL’lik balon jojeye aktarıldı ve ilgili 

maddeler metodunda verilen çözücü ile hacmine tamamlandı (0,5 mg/mL).  

Miktar tayini metodu 

 İlgili maddeler numunesinden 1000 µl 10 mL’lik balon jojeye aktarıldı ve miktar 

tayini metodunda verilen çözücü ile hacmine tamamlandı (0,05 mg/mL).  

5.20.7. Peroksit ile bozundurma  

İlgili maddeler metodu 

 250.0 mg rikobendazol HCl numunesi 50.0 mL’lik balon jojeye tartıldı, üzerine 

20 mL %10’luk H2O2 eklendi ve 24 saat boyunca karıştırılarak bekletildi. 

Bozundurmadan sonra ilgili maddeler metodunda verilen çözücü ile hacmine 

tamamlandı. Bu çözeltiden 1000 µl 10 mL’lik balon jojeye aktarıldı ve ilgili 

maddeler metodunda verilen çözücü ile hacmine tamamlandı (0,5 mg/mL).  

Miktar tayini metodu 

İlgili maddeler numunesinden 1000 µL, 10 mL’lik balon jojeye aktarıldı ve 

miktar tayini metodunda verilen çözücü ile hacmine tamamlandı (0,05 mg/mL).  
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5.20.8. Bozundurulan numunelerin blank çözeltilerinin hazırlanması 

5.20.8.1. UV ışığı altında bozundurma 

İlgili maddeler ve miktar tayini blank çözeltisi ICH guideline Q1B, opsiyon 2’ye 

göre 24 gün boyunca, fotostabilite kabininde bekletildi. En az 200 watt saat /m2 UV 

ışığına maruz bırakıldı.  

5.20.8.2. Gün ışığı altında bozundurma 

İlgili maddeler ve miktar tayini blank çözeltisi ICH guideline Q1B, opsiyon 2’ye 

göre 24 gün boyunca, fotostabilite kabininde bekletildi 1.2 million lux saat 

aydınlatmaya maruz bırakıldı.  

5.20.8.3. Isı altında bozundurma 

İlgili maddeler ve miktar tayini blank çözeltisi 85 °C’de etüvde 9 gün boyunca 

bekletildi. 

5.20.8.4. Asit ile bozundurma 

İlgili maddeler metotu 

5 mL su ve 10 mL 1N HCl 50.0 mL’lik balon jojeye alındı ve 4 saat boyunca 75 

ºC’da karıştırılarak bekletildi. Sonra 10 mL 1 N NaOH ilave edildi ve hacmine su ile 

tamamlandı. Bu çözeltiden 1000 µL, 10 mL’lik balon jojeye aktarıldı ve ilgili 

maddeler metodunda verilen çözücü ile hacmine tamamlandı. 

Miktar tayini metodu 

İlgili maddeler blank çözeltisinin 1000 µL’si 10 mL’lik balon jojeye aktarıldı ve 

Miktar Tayini metodunda verilen çözücü ile hacmine tamamlandı. 
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5.20.8.5. Baz ile bozundurma 

İlgili maddeler metotu 

 5 mL su ve 5 mL 2 N NaOH 25.0 mL’lik balon jojeye alındı ve 3 saat boyunca 

karıştırılarak oda sıcaklığında bekletildi. Sonra 5 mL 2 N HCl ilave edildi ve 

hacmine su ile tamamlandı. Bu çözeltiden 1000 µL, 200 mL’lik balon jojeye aktarıldı 

ve İlgili Maddeler metodunda verilen çözücü ile hacmine tamamlandı. 

Miktar tayini metodu 

İlgili maddeler blank çözeltisinin 1000 µL’si 10 mL’lik balon jojeye aktarıldı ve 

miktar tayini metodunda verilen çözücü ile hacmine tamamlandı. 

5.20.8.6. Peroksit ile bozundurma 

İlgili maddeler metotu 

 20 mL %10’luk H2O2 50.0 mL’lik balon jojeye alındı ve 24 saat boyunca 

karıştırılarak bekletildi. İlgili maddeler metodunda verilen çözücü ile hacmine 

tamamlandı. Bu çözeltiden 1000 µL, 10 mL’lik balon jojeye aktarıldı ve ilgili 

maddeler metodunda verilen çözücü ile hacmine tamamlandı. 

Miktar tayini metodu 

 İlgili maddeler blank çözeltisinin 1000 µL’si 10 mL’lik balon jojeye aktarıldı ve 

miktar tayini metodunda verilen çözücü ile hacmine tamamlandı.  
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6. BULGULAR 

 

6.1. Validasyon (İlgili Bileşikler) 

6.1.1. Seçicilik 

 Validasyonun UPLC tarafında yapılan seçicilik parametresine ait sonuçlar 

uygunluk kriterlerini sağlamıştır. Etken maddenin varlığında bilinen safsızlıkların 

rezolüsyonu uygunluk kriterleri sınırları içerisinde bulunmuştur. Etken maddeye 

herhangi bir girişim olmadığı saptanmıştır. Çalışmaya ait veriler ve kromatogramlar 

aşağıdaki gibidir. 

Tablo 10. Seçicilik parametresine ait sonuçlar 

 Alıkonma Zamanı Pik Saflık Derecesi Ayrım Faktörü 

Rikobendazol 13,188 1,000000 

12,8 
Rikobendazol Amin 2,597 0,999997 

Albendazol Sülfon 16,182 0,999996 

Albendazol 25,220 0,999990 

 

 

Şekil 23. İlgili bileşikler blank kromotogramı 
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Şekil 24. İlgili bileşikler standart kromotogramı 

 

 

 

Şekil 25. İlgili bileşikler sistem uygunluk kromotogramı 
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Şekil 26. İlgili bileşikler Albendazol kromotogramı 

 

 

Şekil 27. İlgili bileşikler Albendazol Sülfon kromotogramı 
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Şekil 28. İlgili bileşikler Rikobendazol Amin kromotogramı 

 

 

Şekil 29. İlgili bileşikler safsızlık karışımı kromotogramı 
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Şekil 30. İlgili bileşikler numune kromotogramı 

 

 

Şekil 31. İlgili bileşikler spesifikasyon limitinde safsızlıklar eklenmiş kromotogramı 
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6.1.1.1. Sonuçların değerlendirilmesi 

Elde edilen sonuçlar kabul kriterlerine uygun bulunmuştur. 

6.1.2. Doğrusallık 

Tablo 11. Rikobendazol HCl için doğrusallık çalışma sonuçları 

 

Standart çözelti  

Teorik 

Konsantrasyon 

(Õg/mL) 

Alan 

(mAU)-Y1 

Hesaplanan 

Alan (mAU)-Y2 

Farkların 

Karesi 

(Y1-Y2)2 

%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 

 

 

Şekil 32. Rikobendazol HCl kalibrasyon eğrisi 

 

Denklem    : y=mx±n 

R (Korelasyon katsayısı  : 0,9999 

m (Eğim)    : 39401 

n (y-kesim noktası)   : -578 

 

y = 39401x - 578
R² = 0,9999

0

50000

100000

150000

200000

0,00 0,50 1,00 1,50 2,00 2,50 3,00 3,50 4,00

Rikobendazol HCl
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100
alanıstandart seviyede%100

noktas ı kesimY


−
=0,6% 

Tablo 12. Rikobendazol Amin için doğrusallık çalışma sonuçları 

 

Standart çözelti 

Teorik 

Konsantrasyon 

(Õg/mL) 

Alan 

(mAU)-Y1 

Hesaplanan 

Alan (mAU)-Y2 

Farkların 

Karesi 

(Y1-Y2)2 

%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 

 

 

Şekil 33. Rikobendazol Amin kalibrasyon eğrisi 

 

Denklem      : y=mx±n 

R (Korelasyon katsayısı )   : 0,9999 

m (Eğim)     : 50078 

n (y-kesim noktası )    : -969 

 

 100
alanıstandart seviyede%100

noktas ı kesimY


−
=%0,8 

y = 50078x - 969
R² = 0,9999

0

20000

40000

60000

80000

100000

120000

140000

160000

180000

200000

0,00 1,00 2,00 3,00 4,00 5,00

Rikobendazol Amin
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Tablo 13. Albendazol için doğrusallık çalışma sonuçları 

 

Standart çözelti 

Teorik 

Konsantrasyon 

(Õg/mL) 

Alan 

(mAU)-Y1 

Hesaplanan Alan 

(mAU)-Y2 

Farkların 

Karesi 

(Y1-Y2)2 

%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 

%100 5,098 188212 188809 356347 

%125 6,372 237407 236362 1091457 

%150 7,646 284183 283916 71505 

   RSS 4523600 

 

 

Şekil 34. Albendazol kalibrasyon eğrisi 

 

Denklem     : y=mx±n 

R (Korelasyon katsayısı)   : 0,9999 

m (Eğim)     : 37326 

n (y-kesim noktası )    : -1479 

 

100
alanıstandartseviyedeki%100

noktasıkesimY


−
 = 0,8% 
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Tablo 14. Albendazol Sülfon için doğrusallık çalışma sonuçları 

 

Standart çözelti 

Teorik 

Konsantrasyon 

(Õg/mL) 

Alan 

(mAU)-Y1 

Hesaplanan Alan 

(mAU)-Y2 

Farkların Karesi 

(Y1-Y2)2 

%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 

 

 

Şekil 35. Albendazol Sülfon kalibrasyon eğrisi 

 

Denklem     : y=mx±n 

R (Korelasyon katsayısı)   : 1,0000 

m (Eğim)     : 50469 

n (y-kesim noktası )    : -734 

 

100
ıalanstandartseviyedeki%100

noktasıkesimY
  =0,1% 

6.1.2.1. Sonuçların değerlendirilmesi 

Elde edilen sonuçlar kabul kriterlerine uygun bulunmuştur.  

y = 50469x - 734
R² = 1,0000
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6.1.3. Kantitasyon (LOQ) ve deteksiyon limiti (LOD) 

Tablo 15. Spesifikasyon limitinde rikobendazol HCl ve safsızlıkların sinyal- gürültü 

oran sonuçları 

 

 

Tablo 16. LOQ alan sonuçları 

 

Enjeksiyonlar 

LOQ konsantrasyonun alanı 

Rikobendazol Rikobendazol Amin Albendazol 
Albendazol 

Sülfon 

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 sonuçları % (etken maddeye göre) ve çözelti 

konsantrasyonları olarak 

 

Standart 
LOD LOQ S/N 

µg/ml % µg/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 Sülfon 0, 018 0,004 0, 059 0,012 4 11 

Albendazol 0, 029 0,006 0.097 0,019 5 14 

 

Standartlar Konsantrasyonlar µg/ml Sinyal-gürültü oranları 

Rikobendazol 2.45 361 

Rikobendazol Amin 2.54 528 

Albendazol 5.02 517 

Albendazol Sülfon 10.04 1713 
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Şekil 36. İlgili bileşikler LOD kromotogramı 

 

 

 
 

Şekil 37. İlgili bileşikler LOQ kromotogramı 
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6.1.3.1. Sonuçların değerlendirilmesi 

Elde edilen sonuçlar kabul kriterlerine uygun bulunmuştur.  

6.1.4. Çalışma aralığı 

Tablo 18. Rikobendazol HCl çalışma aralığı sonuçları 

 

Enjeksiyon No Min. Derişim alanları Max. Derişim alanları 

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 çalışma aralığı sonuçları 

 

Enjeksiyon No Min. Derişim alanları Max. Derişim alanları 

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 

 

  



90 

 

Tablo 20. Albendazol çalışma aralığı sonuçları 

 

Enjeksiyon No Min. Derişim alanları Max. Derişim alanları 

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 Sülfon çalışma aralığı sonuçları 

 

Enjeksiyon No Min. Derişim alanları Max. Derişim alanları 

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. Sonuçların değerlendirilmesi 

 Doğrusallık çalışmalarından elde edilen veriler doğrultusunda %0,05 ile limit 

konsantrasyonunun %150 ‘si aralığı çalışma aralığı olarak uygun bulunmuştur. 
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6.1.5. Bağıl alan faktörü (CRF) 

Tablo 22. Albendazol, Albendazol Sülfon ve Rikobendazol Amin CRF sonuçları 

 

 

6.1.6. Doğruluk 

Tablo 23. Rikobendazol Amin geri kazanım sonuçları 

 

Numune 
Derişim 

(mg/mL) 

Numune 

Alanı(mAU) 

Numune 

ağırlığı(mg) 

Teorik 

(%) 

Deneysel 

(%) 

Geri 

kazanım 

(%) 

%50 0,001269 

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

81797 25,00 0,308 0,320 103,9 

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

%100 0,002538 

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

141794 25,12 0,559 0,552 98,7 

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

%120 0,003046 

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

174912 25,11 0,660 0,681 103,1 

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

Ortalama      101,3 

SD      3,1 

%RSD      3,1 

Standart Derişimi = 0,002538 mg/mL 

Standart Alanı = 129805 mAU 

Numunedeki Var Olan Miktar = %0,054  

 

  

Standartlar Konsantrasyonlar µg/ml CRF 

Rikobendazol 2,488 - 

Rikobendazol Amin 2,548 0,8 

Albendazole 5,078 1,0 

Albendazole Sulfon 10,012 0,8 
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Tablo 24. Albendazol geri kazanım sonuçları 

 

Numune 
Derişim 

(mg/mL) 

Numune 

Alanı(mAU) 

Numune 

ağırlığı(mg) 

Teorik 

(%) 

Deneysel 

(%) 

Geri 

kazanım 

(%) 

%50 0,002510 

108080 24,96 0,522 0,516 98,8 

108200 25,00 0,521 0,515 99,0 

107853 25,16 0,518 0,510 98,6 

%100 0,005019 

200168 25,00 1,023 0,953 93,2 

202947 25,12 1,018 0,962 94,5 

209529 25,05 1,021 0,996 97,6 

%120 0,006023 

257416 25,10 1,219 1,221 100,2 

256697 25,11 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 Derişimi = 0,005019 mg/mL 

Standart Alanı = 210755 mAU 

Numunedeki Var Olan Miktar = %0,019 

 

Tablo 25. Albendazol Sülfon geri kazanım sonuçları 

 

Numune 
Derişim 

(mg/mL) 

Numune 

Alanı(mAU) 

Numune 

ağırlığı(mg) 

Teorik 

(%) 

Deneysel 

(%) 

Geri 

kazanım 

(%) 

%50 0,005020 

274381 24,96 1,037 1,019 98,3 

275166 25,00 1,035 1,020 98,6 

274387 25,16 1,029 1,011 98,3 

%100 0,010040 

516832 25,00 2,039 1,916 94,0 

521041 25,12 2,029 1,923 94,7 

542159 25,05 2,035 2,006 98,6 

%120 0,012048 

660798 25,10 2,431 2,440 100,4 

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 Derişimi = 0,010040 mg/mL 

Standart Alanı = 541573 mAU 

Numunedeki Var Olan Miktar = %0,031 
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Şekil 38. İlgili bileşikler doğruluk çalışması standart kromotogramı 

 

 

 

 

 

Şekil 39. İlgili bileşikler doğruluk çalışması %50 seviyesi numune kromotogramı 
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Şekil 40. İlgili bileşikler doğruluk çalışması %100 seviyesi numune kromotogramı 

 

 

Şekil 41. İlgili bileşikler doğruluk çalışması %120 seviyesi numune kromotogramı 

 

Hesaplama: 

Teorik miktar (%) =  miktar  numunedeki+100××
Wt

D
Cspk  

Cspk  : Eklenen safsızlık konsantrasyonu (mg/mL)  

D  : Seyreltme  

Wt  : Numune tartımı (mg)  
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6.1.7. Kesinlik  

Tablo 26. Rikobendazol Amin kesinlik sonuçları 

 

Numune 
Derişim 

(mg/mL) 

Numune 

Alanı(mAU) 

Numune 

ağırlığı(mg) 

Teorik 

(%) 

Deneysel 

(%) 

Geri 

kazanım 

(%) 

1 

0,002538 

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 

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 Güven aralığı    96.6 - 101.0 

Standart Derişimi = 0,0024499 mg/mL 

Standart Alanı = 100957 

Numunedeki Var Olan Miktar = %0,054  

Düzeltme Faktörü = 0,8 

 

Tablo 27. Albendazol kesinlik sonuçları 

 

Numune 
Derişim 

(mg/mL) 

Numune 

Alanı(mAU) 

Numune 

ağırlığı(mg) 

Teorik 

(%) 

Deneysel 

(%) 

Geri 

kazanım 

(%) 

1 

0,005019 

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 

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 Güven aralığı    95.7 - 99.7 

Standart Derişimi = 0,0024499 mg/mL 

Standart Alanı = 100957 

Numunedeki Var Olan Miktar = %0,019 

Düzeltme Faktörü = 1,0 
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Tablo 28. Albendazol Sülfon kesinlik sonuçları 

 

Numune 
Derişim 

(mg/mL) 

Numune 

Alanı(mAU) 

Numune 

ağırlığı(mg) 

Teorik 

(%) 

Deneysel 

(%) 

Geri 

kazanım 

(%) 

1 

0,010040 

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 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 Güven aralığı   98.8 - 103.2 

Standart Derişimi = 0,0024499 mg/mL 

Standart Alanı = 100957 

Numunedeki Var Olan Miktar = %0,031 

Düzeltme Faktörü = 0,8 

 

Tablo 29. Bilinmeyen safsızlık kesinlik sonuçları 

 

Numune Sonuç (%) 

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 Güven aralığı 0,181 - 0,185 
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6.1.8. Ara kesinlik  

Tablo 30. Rikobendazol Amin ara kesinlik sonuçları 

 

Numune 
Derişim 

(mg/mL) 

Numune 

Alanı(mAU) 

Numune 

ağırlığı(mg) 

Teorik 

(%) 

Deneysel 

(%) 

Gerikazanım 

(%) 

1 

0,002538 

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 

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 Güven aralığı     96.6 - 101.0 

Standart Derişimi = 0,0024499 mg/mL 

Standart Alanı = 100957 

Numunedeki Var Olan Miktar = %0,054  

Düzeltme Faktörü = 0,8 

1 

0,002479 

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 

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 Güven aralığı     97.7 - 98.1 

Standart Derişimi = 0,0025015 

Standart Alanı = 103621 

Numunedeki Var Olan Miktar = %0,076 

Düzeltme Faktörü = 0,8 

Fark = %0,9 
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Tablo 31. Albendazol için laboratuvar içi kesinlik sonuçları 

 

Numune 
Derişim 

(mg/mL) 

Numune 

Alanı(mAU) 

Numune 

ağırlığı(mg) 

Teorik 

(%) 

Deneysel 

(%) 

Gerikazanım 

(%) 

1 

0,005019 

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 

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 Güven aralığı     95.7 - 99.7 

Standart Derişimi = 0,0024499 

Standart Alanı = 100957 

Numunedeki Var Olan Miktar = %0,019 

Düzeltme Faktörü = 1.0 

1 

0,004906 

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 

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 Güven aralığı     95.3 - 95,7 

Standart Derişimi = 0,0025015 

Standart Alanı = 103621 

Numunedeki Var Olan Miktar = %0,023 

Düzeltme Faktörü = 1.0 

Fark = %2.2 
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Tablo 32. Albendazol Sülfon için laboratuvar içi kesinlik sonuçları 

 

Numune 
Derişim 

(mg/mL) 

Numune 

Alanı(mAU) 

Numune 

ağırlığı(mg) 

Teorik 

(%) 

Deneysel 

(%) 

Gerikazanım 

(%) 

1 

0,010040 

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 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 Güven aralığı     98.8 - 103.2 

Standart Derişimi = 0,0024499 

Standart Alanı = 100957 

Numunedeki Var Olan Miktar = %0,031 

Düzeltme Faktörü = 0,8 

1 

0,010067 

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 

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 Güven aralığı     102.7 - 102.9 

Standart Derişimi = 0,0025015 

Standart Alanı = 103621 

Numunedeki Var Olan Miktar = %0,034 

Düzeltme Faktörü = 0,8 

Fark = %1,8 
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Tablo 33. Bilinmeyen safsızlık için laboratuvar içi kesinlik sonuçları 

 

Numune 

Sonuç (%) 

1.Çalışma 2.Çalışma 

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 Güven aralığı 0,181 - 0,185 0,175 - 0,177 

% Fark 0,007 

 

 

Şekil 42. İlgili bileşikler ara kesinlik çalışması standart kromotogramı 
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Şekil 43. İlgili bileşikler ara kesinlik çalışması sistem uygunluk kromotogramı 

 

 

 

 

Şekil 44. İlgili bileşikler ara kesinlik çalışması numune kromotogramı 
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Şekil 45. İlgili bileşikler ara kesinlik çalışması spike numune kromotogramı 

 

6.1.9. Sağlamlık 

6.1.9.1. Çözelti stabilitesi 

Tablo 34. Standart çözeltisi için stabilite sonucu 

Zaman 

Rikobendazol 

Alan (mAU) Değişim (%) 

0 saat 
97807 - 

97958 - 

6 saat 
96825 1,0 

97254 0,7 

12 saat 
97481 0,3 

97318 0,7 

15saat 
97471 0,3 

97398 0,6 

20 saat 
97185 0,6 

97835 0,1 

24 saat 
97178 0,6 

97411 0,6 

36 saat 
97263 0,6 

97825 0,1 

42 saat 
98264 0,5 

97972 0,0 

48 saat 
97422 0,4 

97738 0,2 
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Tablo 35. Numune çözeltisi için stabilite sonucu 

 

6.1.9.2.  Sonuçların değerlendirilmesi 

 Yukarıdaki sonuçlara göre standart ve Numune çözeltileri 48 saat dayanıklıdır 

6.1.9.3. Metot parametrelerinde yapılan değişiklikler 

Tablo 36. Sağlamlık sonuçları 

 
ŞARTLAR RT %RSD Ayrım Faktörü 

Normal Şartlar 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 akışı 0,44ml/dk 12,6 0,1 13,2 

Kolon akışı 0,36ml/dk 13,8 0,2 13,2 

Kolon sıcaklığı 27 ºC 13,4 0,3 13,6 

Kolon sıcaklığı 33 ºC 13,0 0,3 12,7 

 

Zaman 

Rikobendazol Amin Albendazol Albendazol Sülfon 

Alan 

(mAU) 
Değişim (%) 

Alan 

(mAU) 
Değişim (%) 

Alan 

(mAU) 
Değişim (%) 

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 1,5 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 
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Şekil 46. İlgili bileşikler sağlamlık çalışması normal spike numune kromotogramı 

 

 

 

 
 

Şekil 47. İlgili bileşikler sağlamlık çalışması asetonitril:tampon (525-475) spike 

numune kromotogramı 
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Şekil 48. İlgili bileşikler sağlamlık çalışması asetonitril:tampon (475-525) spike 

numune kromotogramı 

 

 

 

 
 

Şekil 49. İlgili bileşikler sağlamlık çalışması pH 3,1 spike numune kromotogramı 



106 

 

 
 

Şekil 50. İlgili bileşikler sağlamlık çalışması pH 3,3 spike numune kromotogramı 

 

 

 
 

Şekil 51. İlgili bileşikler sağlamlık çalışması mobil faz akış hızı 0,44 mL/dk spike 

numune kromotogramı 
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Şekil 52. İlgili bileşikler sağlamlık çalışması mobil faz akış hızı 0,36 mL/dk spike 

numune kromotogramı 

 

 

 

 

 

Şekil 53. İlgili bileşikler sağlamlık çalışması kolon sıcaklığı 27°C spike numune 

kromotogramı 
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Şekil 54. İlgili bileşikler sağlamlık çalışması kolon sıcaklığı 33°C spike numune 

kromotogramı 
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6.1.9.4. Sonuçların değerlendirilmesi 

Sağlamlık çalışmalarına göre yöntem parametrelerdeki küçük değişimlerden 

etkilenmemektedir. 

6.2. Validasyon (Miktar Tayini) 

6.2.1. Seçicilik 

Tablo 37. Seçicilik parametresine ait sonuçlar 

 
 Alıkonma Zamanı Pik Saflık Derecesi 

Rikobendazol 2.1 0.999996 

 

 

Şekil 55. Miktar tayini seçicilik çalışması blank kromotogramı 
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Şekil 56. Miktar tayini seçicilik çalışması standart kromotogramı 

 

 

 

 
 

Şekil 57. Miktar tayini seçicilik çalışması safsızlık karışımı kromotogramı 
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Şekil 58. Miktar tayini seçicilik çalışması numune kromotogramı 

 

 

 

 
 

Şekil 59. Miktar tayini seçicilik çalışması spike numune kromotogramı 
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6.2.1.1. Sonuçların değerlendirilmesi 

• Rikobendazol pikinin alıkonma zamanında, çözücüde pik gözlenmedi. 

• Rikobendazol pikinin alıkonma zamanında herhangi bir safsızlık piki 

gözlenmedi. 

• Rikobendazol piki spektral olarak saftır. 

Sonuçlar kabul kriterlerine uygundur. 

Metot, Rikobendazol Hidroklörür miktar tayini için seçicidir. 

6.2.2. Doğrusallık 

Tablo 38. Doğrusallık sonuçları 

 

Standart çözelti 

Teorik 

Konsantrasyon 

(mg/mL)  

Alan (ÕV)Y1 
Hesaplanan 

Alan (µV)Y2 

Farkların Karesi 

(Y1-Y2)2 

%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 

 

 

Şekil 60. Miktar tayini kalibrasyon eğrisi 

 

y = 17698976x + 18033
R² = 0,9995

600000

700000

800000

900000

1000000

1100000

1200000

0,03500 0,04000 0,04500 0,05000 0,05500 0,06000 0,06500

RİKOBENDAZOL HCl
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Denklem   : y=mx±n  

R (Korelasyon katsayısı) : 0.9997 

m (Eğim)    : 17691871 

n (y-kesim noktası)   : 18387 

2.0%100100
alanseviyedeki%100

noktasıkesimY

897753

18387
=×=×

    

6.2.2.1. Sonuçların değerlendirilmesi 

 Rikobendazol derişimleri ile dedektör sinyalleri arasında doğrusal bir ilişki 

vardır. Sonuçlar kabul kriterlerine uygundur. 

6.2.3. Çalışma aralığı 

Tablo 39. Çalışma aralığı parametresine ait sonuçlar 

 

 

 

6.2.3.1. Sonuçların Değerlendirilmesi 

 Doğrusallık çalışmasında elde edilen veriler doğrultusunda, Rikobendazol HCl 

miktar tayini için test derişiminin %80’i ile %120’si aralığı, çalışma aralığı olarak 

uygun bulunmuştur. 

  

Enjeksiyon No  
Min. Derişim alanları (%80) Max. Derişim alanları (120%) 

Ricobendazol HCl Ricobendazol HCl 

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 



114 

 

6.2.4. Doğruluk 

Tablo 40. Miktar tayini doğruluk sonuçları 

 

Seviyeler Numune Alanı 
Numune 

tartımı 

Teorik miktar 

(mg/mL) 

Deneysel 

miktar 

(mg/mL) 

Geri 

kazanım (%) 

80% 

738181 21,42 0,0402 0,0402 100,0 

738845 21,46 0,0403 0,0403 99,9 

740375 21,52 0,0404 0,0403 99,8 

100% 

919632 26,57 0,0499 0,0501 100,4 

921394 26,49 0,0497 0,0502 100,9 

919745 26,52 0,0498 0,0501 100,6 

120% 

1089344 31,95 0,0600 0,0594 98,9 

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 Alanı= 918593 

Standart Derişimi mg/ml= 0,05005 

 

Hesaplama 

Teorik miktar (%) =  
100

P

D

Wt
×  

D : Seyreltme (500) 

Wt : Numune tartımı (mg) 

P : Standart potensi (%) 

6.2.4.1. Sonuçların Değerlendirilmesi 

 Elde edilen sonuçlar kabul kriterlerine uygun bulunmuştur. 
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6.2.5. Kesinlik 

6.2.5.1. Sistem kesinliği 

Tablo 41. Sistem kesinlik sonuçları 

 

Enjeksiyon No 
Alanlar 

Rikobendazol HCl 

1 898181 

2 898979 

3 896686 

4 896686 

5 897077 

6 896398 

Ortalama 897335 

SS 1020 

%RSD 0,1 

 

6.2.5.1.1. Sonuçların değerlendirilmesi 

 Elde edilen sonuçlar kabul kriterlerine uygun bulunmuştur. 

6.2.5.2. Metot kesinliği 

Tablo 42. Metot kesinliği sonuçları 

 

Numune No Numune Alanı 
Numune 

tartımı 

Rikobendazol HCl miktarı % 

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 Güven aralığı  94,0 - 94,6 99,6 - 100,2 

Ortalama Standart Alanı= 897335 

Standart tartımı (mg)= 26,50 

%Su Miktarı= 5,6 
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6.2.5.2.1. Sonuçların değerlendirilmesi 

 Elde edilen sonuçlar kabul kriterlerine uygun bulunmuştur. 

6.2.5.3. Ara kesinlik 

Tablo 43. Laboratuvar içi kesinlik sonuçları 

 

Seviye  Numune Alanı   
Numune 

tartımı  

Rikobendazol HCl miktarı % 

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 Güven aralığı    94,0 - 94,6 99,6 - 100,2 

Ortalama Standart Alanı = 897335 

Standart tartımı 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 Güven aralığı 
  

 93,8 – 95,6 99,3 - 100,9 

Ortalama Standart Alanı= 982854 

Standart tartımı mg= 26,38 

%Su Miktarı= 5,6 

%Fark= 0,2 

 

6.2.5.3.1. Sonuçların değerlendirilmesi 

 Elde edilen sonuçlar kabul kriterlerine uygun bulunmuştur. 

6.2.6. Sağlamlık 

6.2.6.1. Çözelti stabilitesi 

Tablo 44. Numune çözeltisi stabilite sonuçları  
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6.2.6.1.1. Sonuçların değerlendirilmesi 

 Elde edilen sonuçlara göre numune çözeltisi 25oC’ da 48 saat stabildir. 

  

Zaman/Time Rikobendazol Alanları 
%Fark 

 

Başlangıç 
860834 U.Y 

862290 U.Y 

6. Saat 
859405 0,2 

861361 0,1 

12. Saat 
858406 0,3 

860017 0,3 

18. Saat 
859357 0.2 

860475 0.2 

24. Saat 
860158 0,1 

860940 0,2 

30. Saat 
860193 0,1 

860469 0,2 

36. Saat 
858513 0.3 

859973 0.3 

42. Saat 
859777 0.1 

861581 0.1 

48. Saat 
860572 0,0 

861115 0,1 
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6.2.6.2. Metot parametrelerinde yapılan değişiklikler 

Tablo 45. Sağlamlık sonuçları 

 

ŞARTLAR  %RSD Kuyruklanma Faktörü 

Normal Şartlar 0,1 1,2 

Kolon akışı 0.33 ml/dk 0,1 1,2 

Kolon akışı 0.27 ml/dk 0,1 1,2 

Kolon sıcaklığı 27 ºC 0,1 1,2 

Kolon sıcaklığı 33 ºC 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. Sonuçların değerlendirilmesi 

 Tüm sağlamlık çalışmalarından elde edilen sonuçlar Rikobendazol HCl miktar 

tayini metodundaki sistem uygunluk parametrelerinin yöntem parametrelerindeki 

küçük değişimlerden etkilenmediğini göstermiştir. 

6.2.7. Stres çalışması 

6.2.7.1. UV ışığı altında bozundurma 

Tablo 46. UV ışığı ile bozundurma sonuçları 

 
Miktar (%) 

Bozundurma öncesi Bozundurma sonrası 

İLGİLİ BİLEŞİKLER 

Rikobendazol Amin 0,02 0,02 

Albendazol 0.02 0,02 

Albendazol sülfon 0,04 0,04 

Safsızlık-1(RRT-0,25) 0,18 0,17 

Safsızlık-2(RRT-0,93) 0,04 0,04 

Toplam Safsizlik  0.30 0,29 

MİKTAR (susuz) 99,6 99,5 

KÜTLE DENGESI 99,9 99,8 

Verim (%)  99,9 
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SAFLIK (ana pik için) Uygun Uygun 

 

Şekil 61. FDS çalışması ilgili bileşikler blank kromotogramı 

 

 

 

 
 

Şekil 62. FDS çalışması ilgili bileşikler stres görmemiş numune kromotogramı 
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Şekil 63. FDS çalışması ilgili bileşikler stres görmemiş standart kromotogramı. 

 

 

 

 
 

Şekil 64. FDS çalışması miktar tayini blank kromotogramı. 

 

 

 
 

Şekil 65. FDS çalışması miktar tayini stres görmemiş numune kromotogramı 
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Şekil 66. FDS çalışması miktar tayini stres görmemiş standart kromotogramı 

 

 

 
 

Şekil 67. FDS çalışması ilgili bileşikler UV ışığına maruz kalmış numune 

kromotogramı 

 

 

 
 

Şekil 68. FDS çalışması miktar tayini UV ışığına maruz kalmış numune 

kromotogramı 
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6.2.7.1.1. Değerlendirme 

 UV ışığı ile bozundurma çalışmasında herhangi bir bozunma ürünü 

oluşmamıştır. Miktar tayini uygundur. UV ile bozundurma önem arz etmemektedir. 

Rikobendazol piki spektral olarak saftır. 

6.2.7.2. Gün Işığı Altında Bozundurma 

Tablo 47. Gün ışığı ile bozundurma sonuçları 

 
Miktar (%) 

Bozundurma öncesi Bozundurma sonrası 

   

İLGİLİ BİLEŞİKLER 

Rikobendazol Amin 0,02 0,02 

Albendazol 0.02 0,03 

Albendazol sülfon 0,04 0,04 

Safsızlık-1 (RRT-0,25) 0,18 0,17 

Safsızlık-2 (RRT-0,93) 0,04 0,05 

Toplam Safsizlik 0.30 0.31 

MİKTAR (susuz) 99,6 100,8 

KÜTLE DENGESI 99,9 101,1 

Verim (%)  101,2 

SAFLIK (ana pik için) Uygun Uygun 

 

 

Şekil 69. FDS çalışması ilgili bileşikler gün ışığına maruz kalmış numune 

kromotogramı. 
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Şekil 70. FDS çalışması miktar tayini gün ışığına maruz kalmış numune 

kromotogramı 

 

 

6.2.7.2.1. Değerlendirme 

 Gün ışığı ile bozundurma çalışmasında herhangi bir bozunma ürünü 

oluşmamıştır. Miktar tayini uygundur. Gün ışığı ile bozundurma önem arz 

etmemektedir. Rikobendazol piki spektral olarak saftır. 

6.2.7.3. Isı ile bozundurma 

Tablo 48. Isı ile bozundurma sonuçları  

 
Miktar (%) 

Bozundurma öncesi Bozundurma sonrası 

İLGİLİ BİLEŞİKLER 

Rikobendazol Amin 0,02 13,54 

Albendazol 0.04 0,03 

Albendazol sülfon 0,03 0,03 

Metanol TE 1,95 

Karbondioksit TE 2,68 

Safsızlık-1 (RRT-0.25) 0,18 0,15 

Safsızlık-2 (RRT-0.93) 0,04 0,03 

Safsızlık-3 (RRT-0.27) T.E 1,59 

Safsızlık-4 RRT-0.22) T.E 1,18 

Safsızlık-5 (RRT-0.30) T.E 0,68 

Safsızlık-6 (RRT-1.07) T.E 0,13 

Safsızlık-7 (RRT-1.38) T.E 0,07 

Toplam Safsizlik  0.31 22,06 

MİKTAR (susuz) 100,5 79,3 

KÜTLE DENGESI 100,8 101,4 

Verim (%)  100,6 

SAFLIK (ana pik için) Uygun Uygun 
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Şekil 71. FDS çalışması ilgili bileşikler ısıya maruz kalmış numune kromotogramı 

 

 

 
 

Şekil 72. FDS çalışması miktar tayini ısıya maruz kalmış numune kromotogramı 

 

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

% Verim = 
Kütle dengesi stres edilmiş numune

Kütle dengesi stres edilmemiş numune
x 100  

6.2.7.3.1. Değerlendirme 

 Isı ile bozundurma çalışmasında, rikobendazol amin safsızlığı artmıştır. 

Rikobendazol Amin oluşurken metanol ve CO2 açığa çıkmaktadır. RRT=0.22’de, 

RRT=0.27’de, RRT=0.30’da, RRT=1.07’de ve RRT=1.38’de gelen bilinmeyen 

safsızlıklar oluşmuştur. Miktar tayini sonucu da önemli bir bozulmanın göstergesidir. 

Isı ile bozundurma önem arz etmektedir. Rikobendazol piki spektral olarak saftır. 

Kütle dengesi sağlanmıştır. 
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Rikobendazol amin reaksiyon şeması aşağıda verilmiştir. 

 

 

Şekil 73. Ricobendazol HCl’ in bozunma reaksiyonu 

 

Metanol ve CO2 miktarlarının hesaplanması 

Metanol hesaplanması (1. Numune) 

Bozundurma sonrası, rikobendazol amin miktarı %13.51 olarak bulunmuştur. 

Rikobendazol HCl tartımı: 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 tekabül ediyor 

3.5 mg rikobendazol amin’e – X 

X=0.50 mg metanol 

25.8 mg rikobendazol HCl - 0.50 mg metanol içermektedir 

100 mg – X 

X=%1.94 

 

 



126 

 

CO2 hesaplanması (1. Numune) 

Bozundurma sonrası, rikobendazol amin miktarı %13.51 olarak bulunmuştur. 

Rikobendazol HCl tartımı: 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 CO2 tekabül ediyor 

3.5 mg rikobendazol amin’e – X 

X=0.69 mg CO2 

25.8 mg Rikobendazol HCl’de 0.69 mg CO2 oluşmaktadır 

100 mg’da – X 

X=%2.67 

6.2.7.4. Su + ısı ile bozundurma 

Tablo 49. Su+Isı ile bozundurma sonuçları 

 
Miktar (%) 

Bozundurma öncesi Bozundurma sonrası 

İLGİLİ BİLEŞİKLER 

Rikobendazol Amin 0,02 4,80 

Albendazol 0.02 0,02 

Albendazol sülfon 0,04 0,03 

Metanol T.E 0,69 

Karbondioksit T.E 0,95 

Safsızlık-1 (RRT-0,25) 0,18 0,16 

Safsızlık-2 (RRT-0,93) 0,04 0,04 

Toplam Safsizlik  0.30 6,69 

MİKTAR (susuz) 99,6 94,7 

KÜTLE DENGESI 99,9 101,4 

Verim (%)  101,5 

SAFLIK (ana pik için) Uygun Uygun 
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Şekil 74. FDS çalışması ilgili bileşikler 100 °C’ de su içerisinde kaynatılmş numune 

kromotogramı. 

 

 

 
 

Şekil 75. FDS çalışması miktar tayini 100 °C’ de su içerisinde kaynatılmş numune 

kromotogramı. 

 

 

6.2.7.4.1. Değerlendirme 

 Su+ ısı ile bozundurma çalışmasında, rikobendazol amin safsızlığı artmıştır. 

Rikobendazol Amin Safsızlığı oluşurken metanol ve CO2 açığa çıkmaktadır. Miktar 

tayini sonucu da önemli bir bozulmanın göstergesidir. Isı ile bozundurma önem arz 

etmektedir. Rikobendazol piki spektral olarak saftır. Kütle dengesi sağlanmıştır. 

Rikobendazol Amin reaksiyon şeması bölüm 6.2.7.3.1 de verilmiştir ve metanol 

ve CO2 miktarının hesaplanması ise bölüm 6.2.7.3.1 de verilmiştir. 
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6.2.7.5. Baz ile bozundurma 

Tablo 50. Baz ile bozundurma sonuçları 

 
Miktar (%) 

Bozundurma öncesi Bozundurma sonrası 

İLGİLİ BİLEŞİKLER 

Rikobendazol Amin 0,02 4,09 

Albendazol 0.02 0,02 

Albendazol sülfon 0,04 0,03 

Metanol T.E. 0,59 

Karbondioksit T.E. 0,81 

Safsızlık-1 (RRT-0,25) 0,18 0,18 

Safsızlık-2 (RRT-0,93) 0,04 0,04 

Toplam Safsizlik  0.30 5,76 

MİKTAR (susuz) 99,6 95,2 

KÜTLE DENGESI 99,9 101,0 

Verim (%)  101,1 

SAFLIK (ana pik için) Uygun Uygun 

 

 

Şekil 76. FDS çalışması ilgili bileşikler baz ile bozundurma blank kromotogramı 

 

 

 
 

Şekil 77. FDS çalışması ilgili bileşikler baz ile bozundurma numune kromotogramı 
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Şekil 78. FDS çalışması miktar tayini baz ile bozundurma blank kromotogramı 

 

 

 
 

Şekil 79. FDS çalışması miktar tayini baz ile bozundurma numune kromotogramı 

 

 

6.2.7.5.1. Değerlendirme 

 Baz ile bozundurma çalışmasında, rikobendazol amin safsızlığı artmıştır. 

Rikobendazol amin safsızlığı oluşurken metanol ve karbondioksit açığa çıkmaktadır. 

Miktar tayini sonucu da önemli bir bozulmanın göstergesidir. Baz ile bozundurma 

önem arz etmektedir. Rikobendazol piki spektral olarak saftır. Kütle dengesi 

sağlanmıştır. 

Rikobendazol Amin reaksiyon şeması bölüm 6.2.7.3.1 de verilmiştir ve metanol 

ve CO2 miktarının hesaplanması ise bölüm 6.2.7.3.1 de verilmiştir. 
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6.2.7.6. Asit ile bozundurma 

Tablo 51. Asit ile bozundurma sonuçları 

 
Miktar (%) 

Bozundurma öncesi Bozundurma sonrası 

İLGİLİ BİLEŞİKLER 

Rikobendazol Amin 0,02 2,38 

Albendazol 0.02 0,02 

Albendazol sülfon 0,04 0,03 

Metanol T.E 0,34 

Karbondioksit T.E 0,47 

Safsızlık-1 (RRT-0,25) 0,18 0,17 

Safsızlık-2 (RRT-0,93) 0,04 0,04 

Toplam Safsizlik  0.30 3,45 

MİKTAR (susuz)  99,6 97,8 

KÜTLE DENGESI 99,9 101,2 

Verim (%)  101,3 

SAFLIK (ana pik için) Uygun Uygun 

 

 

Şekil 80. FDS çalışması ilgili bileşikler asit ile bozundurma blank kromotogramı 
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Şekil 81. FDS çalışması ilgili bileşikler asit ile bozundurma numune kromotogramı 

 

 

 
 

Şekil 82. FDS çalışması miktar tayini asit ile bozundurma blank kromotogramı 

 

 

 
 

Şekil 83. FDS çalışması miktar tayini asit ile bozundurma numune kromotogramı 
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6.2.7.6.1. Değerlendirme 

 Asit ile bozundurma çalışmasında, rikobendazol amin safsızlığı artmıştır. 

Rikobendazol amin safsızlığı oluşurken metanol ve karbondoksit açığa çıkmaktadır. 

Miktar tayini sonucu da önemli bir bozulmanın göstergesidir. Asit ile bozundurma 

önem arz etmektedir. Rikobendazol piki spektral olarak saftır. Kütle dengesi 

sağlanmıştır. 

Rikobendazol Amin reaksiyon şeması bölüm 6.2.7.3.1 de verilmiştir ve metanol 

ve CO2 miktarının hesaplanması ise bölüm 6.2.7.3.1 de verilmiştir. 

6.2.7.7. Peroksit ile bozundurma 

Tablo 52. Peroksit ile bozundurma sonuçları  

 

Miktar (%) 

Bozundurma 

öncesi 

Bozundurma 

sonrası 

İLGİLİ BİLEŞİKLER 

Rikobendazol Amin 0,02 0,25 

Albendazol 0.02 TE 

Albendazol sülfon 0,04 6,96 

Safsızlık-1 (RRT-0,25) 0,18 0,16 

Safsızlık-2 (RRT-0,93) 0,04 0,05 

Safsızlık-3 (RRT-0,26) T.E 0,04 

Safsızlık-4 (RRT-1,27) T.E 0,13 

Toplam Safsizlik  0.30 7,59 

MİKTAR (susuz) 99,6 93,2 

KÜTLE DENGESI 99,9 100,8 

Verim (%)  100,9 

SAFLIK (ana pik için) Uygun Uygun 
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Şekil 84. FDS çalışması ilgili bileşikler oksidasyon ajanı ile bozundurma blank 

kromotogramı 

 

 

 
 

Şekil 85. FDS çalışması ilgili bileşikler oksidasyon ajanı ile bozundurma numune 

kromotogramı 

 

 

 
 

Şekil 86. FDS çalışması miktar tayini oksidasyon ajanı ile bozundurma blank 

kromotogramı 
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Şekil 87. FDS çalışması miktar tayini oksidasyon ajanı ile bozundurma numune 

kromotogramı 

 

6.2.7.7.1. Değerlendirme 

 H2O2 ile bozundurma çalışmasında, rikobendazol amin ve albendazol sülfon 

safsızlıkları artmıştır. Albendazol safsızlığı H2O2 ile albendazol sülfon safsızlığına 

dönüşmüştür. Rikobendazol amin safsızlığı oluşurken metanol ve karbondioksit açığa 

çıkmaktadır. Miktar tayini sonucu da önemli bir bozulmanın göstergesidir. H2O2 ile 

bozundurma önem arz etmektedir. Rikobendazol piki spektral olarak saftır. Kütle 

dengesi sağlanmıştır. 

Not: Metanol ve karbondioksit miktarları çok düşük olduğu için dikkate 

alınmamıştır. 
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6.3. Metot Geliştirme (İlgili Bileşikler) 

6.3.1. Kolon seçimi 

Bölüm 5.4 de belirtildiği şekilde çalışmaya waters acquity C18 (2,1 x 100 mm 

1.7 µm) UPLC kolonu ile başlandı. Yeterli şartlanma sağlandıktan sonra kolon ile 

yapılan denemelerde tüm safsızlıkları içeren karışım çözeltisi enjekte edildi ve 

safsızlık piklerinin çok geç çıktığı ve piklerde ayrım sağlanmadığı saptandı. Bu 

sebeple daha kısa bir kolon olan waters acquity C18 (2,1 x 50 mm 1.7µm) ile deneme 

gerçekleştirildi. ricobendazol amin ile yakınıda gelen bilinmeyen pik birbirinden 

ayrılmadığı gözlendi. Bu sebeple mobil faz bileşimi ve pH da değişikliğe gidildi. 

6.3.2. Hareketli faz seçimi 

Bölüm 5.4 de verilen bilgilere göre UV detektör ile yapılan kromatografi 

çalışmalarında kullanılması uygun olan tuzlardan biri potasyum dihidrojen fosfattır. 

Potasyum dihidrojen fosfat 10 mM ve 50 mM olarak hazırlandı ve pH 3,2’ye 

%85’lik o-fosforik asit ile ayarlandı. Mobil faz-A olarak pH 3,2 tampon ve metanol 

(60 : 40)(h:h) oranında karıştırılıp 0.3 mL/dk akış hızı ile izokratik olarak yürütüldü. 

Sonuç olarak ricobendazol amin ile bilinmeyen arasında ayrım olduğu görüldü fakat 

albendazol fazla apolar olduğundan dolayı kolondan çıkması zaman aldığından 

alıkonma zamanının uzamasına neden olduğu saptandı.  
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Şekil 88. 10 mM KH2PO4 pH 3,2 tampon ve metanol karışımı ile(60:40)(v:v) 

izokratik yürütülen spike numune kromotogramı. 

 

 

 
 

Şekil 89. 50 mM KH2PO4 pH 3,2 tampon ve metanol karışımı ile (60:40) (v:v) 

izokratik yürütülen spike numune kromotogramı. 

 

6.3.3. Gradiyent seçimi 

Gradiyent programı ve metanol yerine asetonitril kullanılarak denemeler yapıldı. 

Asetonitril, metanola göre daha apolar olduğundan dolayı kolon dolgu maddesi ile 

daha fazla etkileşimde bulunur böylelikle apolar maddeler kolan dolgu maddesi ile 

daha az etkileşimde olacağından kolondan çıkış süreleri kısalır ve pikler daha keskin 

olur. 

 

 

 

 

 

 



137 

 

Deneme-1: 

Kolon sıcaklığı :30ºC 

Dalga boyu  :220 nm 

Mobil Faz A   : 50 mM KH2PO4 pH 3.2 Tampon Çözeltisi  
 

Mobil Faz B   : Asetonitril 

 

 

 

 

 

Yukarıdaki mobil faz ve gradient programı ile rikobendazol amin ile bilinmeyen 

arasında ayrım gerçekleşmedi ve rikobendazol ile albendazol sülfon arasındaki ayrım 

faktörü 1.2 oldu. Ayrım yeterli olmadığından gradient programı değiştirildi. 

 

Deneme-2: 

Kolon sıcaklığı :30ºC 

Dalga boyu  :220 nm 

Mobil Faz A   : 50 mM KH2PO4 pH 3.2 Tampon Çözeltisi  
 

Mobil Faz B  : Asetonitril 

 

 

 

 

 

 

Yukarıdaki mobil faz ve gradient programı ile rikobendazol amin ile bilinmeyen 

arasında ayrım faktörü yeterli değil 1.0. Ayrıca albendazol 30.2 dk’da çıktı. 

Rikobendazol ile albendazol sülfon arasındaki ayrım faktörü 5,4 olarak bulundu. 

Zaman (dk) Akış (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 

Zaman (dk) Akış (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 
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Deneme-3: 

Kolon sıcaklığı : 30ºC 

Dalga boyu  : 220 nm 

Mobil Faz A   : 50 mM KH2PO4 pH 3.2 Tampon Çözeltisi  
 

Mobil Faz B   : Mobil Faz A :  Asetonitril (50 : 50) (h/h) karıştırılır. 

 

 

 

 

 

 

Yukarıdaki mobil faz ve gradient programı ile rikobendazol amin ile bilinmeyen 

arasında ayrım faktörü çok iyi oldu 3,5. Ayrıca albendazol 5 dk daha erken kolondan 

çıkarak 25.4 dk’da çıktı. Rikobendazol ile albendazol sülfon arasındaki ayrım faktörü 

12,3 olarak bulundu. 

 

6.4. Metot Geliştirme (Miktar Tayini) 

 Miktar tayini metodu geliştirilirken ilgili bileşikler sisteminin bozulmamasına 

özen gösterilerek geliştirildi. Cihaz parametrelerinden akış hızı 0,3 mL/dk ve dalga 

boyu 290 nm değiştirildi. Mobil faz ve gradient değişimden kaynaklı gelecek 

baseline gürültüsünü böylelikle en aza indirgenmiş oldu. İlgili bileşikler metodu 

hızlandırılıp miktar tayini metodu yapıldı. 

 

Deneme-1: 

Kolon sıcaklığı :30ºC 

Dalga boyu  :290 nm 

Mobil Faz A   : 50 mM KH2PO4 pH 3.2 Tampon Çözeltisi  
 

Mobil Faz B   : Mobil Faz A :  asetonitril (50 : 50) (h/h) karıştırılır. 

 

 

Zaman (dk) Akış (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 



139 

 

Zaman (dk) Akış (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 

 

 

İlgili bileşikler metodu için Deneme-3 ve miktar tayini için Deneme-1 metot 

parametreleri yeterli görüldü ve validasyon için karar verildi. 
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7. SONUÇ VE TARTIŞMA 

 

Antiparaziter etki gösteren ve albendazol molekülünün ana metaboliti olan 

rikobendazol HCl veterinerlikte yaygın olarak kullanılan bir ilaçtır (Vera ve 

ark,1998). Rikobendazol HCl in oksitlenmesi ile oluşan metaboliti albendazol sülfon; 

hidrolizi ile oluşan metabolit ise rikobendazol amin dir.  

Literatür araştırmalarında Rikobendazol ile yapılmış çalışmalar incelendiğinde 

çoğunlukla çalışmaların hayvan ve insan plazmalarındaki metabolitlerinin tayini 

üzerine odaklanmış spektroskopik ve kromatografik metotlar olduğu  görülmektedir ( 

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). İlgili 

literatürler ve farmakopeler ışığında rikobendazol HCl için herhangi bir safsızlık ve 

miktar tayini analiz yöntemi mevcut olmadığından UPLC sistemi kullanılarak 

rikobendazol HCl miktar tayini ve safsızlıkları rikobendazol amin, albendazol ve 

albendazol sülfonun belirlenmesi için UPLC metodu geliştirilmiş ve valide 

edilmiştir.  

Deva holding bünyesinde bulunan Çerkezköydeki üretim tesisinde rikobendazol 

hidroklorür ile üretilen farmasötik preparatların üretim kolaylığı ve bitmiş ürün 

stabilitesindeki yüksek artışı bu maddenin kullanılabilirliğini mümkün kılmıştır.  

Geliştirilen yöntemin ilk aşamasında sistem uygunluk parametreleri saptanmış 

ve elde edilen parametreler ışığında yöntemin uygulanabilir olduğu bulunmuştur. 

Geliştirilen yöntemin geçerliliğinin kanıtlanması amacıyla gerekli yöntem geçerlilik 

testleri için ICH Q2 (R1) bildirilen parametreler seçilmiş ve ilgili geçerlilik kriterleri 

kabul edilmiştir. Bu amaçla, validasyon çalışmalarında; doğrusallık, aralık, 

duyarlılık, kesinlik, geri kazanım, tekrarlanabilirlik vb. parametreler incelenmiş ve 

istatiksel değerlendirmeleri yapılmıştır. İlgili bileşikler validasyonunda rikobendazol 

hidroklorür için 0,249 µg/mL – 3,740 µg/mL, rikobendazol amin için 0,255 µg/mL – 

3,819 µg/mL, albendazol için 0,255 µg/mL – 7,646 µg/mL ve albendazol sülfon için 

0,251 µg/mL – 15,090 µg/mL derişimleri arasında kalibrasyon eğrisi doğrusal 

bulunmuştur (r >0,999). Tespit edilebilir ve hesaplanabilir miktarları rikobendazol 
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amin için LOD: 0.014 µg/mL – LOQ: 0.048 µg/mL, albendazol için LOD: 

0.029µg/mL – LOQ: 0.097 µg/mL ve albendazol sülfon için LOD: 0.018µg/mL – 

LOQ: 0.059 µg/mL olarak bulundu. %2.5’tan daha küçük bulunan bağıl standart 

sapma değerleri ile yöntemin kesinliğinin yüksek olduğu gösterilmiştir. Yapılan 

doğruluk çalışmasında elde edilen geri kazanım miktarları ile de yöntemin doğruluğu 

ispatlanmıştır. Rikobendazol amin için % 101.3, albendazol için % 96.9 ve 

albendazol sülfon için % 97.1 değerleri elde edilmiştir.. 

İkici aşamada geliştirilen yöntemde stabilitede oluşması muhtemel safsızlıkların 

belirlenmesi için asidik, bazik, oksidatif, ısı ve fotolitik stres çalışmaları yapılmıştır. 

Bu çalışmalar ışığında rikobendazol HCl molekülün gün ışığı ve UV ışığı altında 

bozunmadığı gözlenmiştir.  

Rikobendazol HCl molekülünün termal, termal+su, asidik, bazik ve peroksit 

bozundurmalarına karşı çok dayanıklı olmadığı gösterilmiştir. Termal, termal+su, 

asidik ve bazik bozundurma çalışmalarında Şekil 73 de gösterildiği gibi rikobendazol 

HCl molekülü hidroliz olarak rikobendazol amin safsızlığını oluşturduğu saptandı. 

Bu bozunma esnasında oluşan diğer safsızlıklar ise  metanol ve karbondioksit olduğu 

gözlenmiştir. Metanol ve karbondioksit UPLC sisteminde görünmediğinden 

miktarları teorik olarak hesaplanmıştır. 1 mol rikobendazol amin oluşurken ortama 1 

mol metanol ve 1 mol karbondioksit çıktığından, rikobendazol amin miktarı UPLC 

sisteminde hesaplandıktan sonra stökiyometrik olarak metanol ve karbondioksit 

miktarları hesaplanmıştır. Stres çalışmasında kütle denkliği’nin sağlanması ile 

yapılan hesabın doğruluğu gösterilmiştir.  

Oksidatif bozunmada ise H2O2 varlığında oluşabilecek safsızlık maddeleri 

saptanmaya ve karakterize edilmeye çalışılmıştır. rikobendazol HCl molekülündeki 

kükürt atomu oksitlenerek albendazol sülfona dönüşmüştür. Bu çalışmalar ışığında 

ilgili bileşikler ve miktar tayini yöntemlerinin stabilite göstergeli olduğu başarılı bir 

şekilde kanıtlanmıştır. 
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9. EKLER 

 

Ek 1. Uluslararası katılımlı 6. İlaç kimyası: İlaç etken maddesi tasarımı, sentezi, 

üretimi ve standardizasyonu kongresi katılım özeti. 
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