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Yiiksek Lisans Tezi

FORMOTEROL’UN KAPILER ELEKTROFOREZ (CE) ILE TAYINI VE
FARMASOTIK PREPARATI OLAN INHALASYON KAPSULLERINE
UYGULANISI

EROL SENER

Anadolu Universitesi
Saghk Bilimleri Enstitiisii
Analitik Kimya Anabilim Dal

Danmisman: Prof. Dr. Muzaffer TUNCEL

2001

Bu ¢aliymada, farmasotik preparatlarda formoterol’iin miktar tayini
icin UV dedektorlii kapiller elektroforez (CE) tekniginin kullamildig: bir
yontem tamitilmaktadir. Analiz, %20 asetonitril iceren 50 mM fosfat
tamponunda pH 2.5 da 0.5s enjekte ederek, 27 kV uygulayarak ve 200 nm de,
i¢ capr1 75p etkin boyu 50, toplam boyu 86 cm olan ciplak silika kolonda
gerceklestirilmistir. Bu kosullarda IS olarak kullamian 3,4 dihidroksi
benzilamin ve FOR sirasiyla 6.1 ve 8.3 dakikalarda olduk¢a simetrik pikler
halinde belirmistir. 7.6x10°M IS ve 6.0x10°M FOR dan 6 kez enjekte
edilmis, sonucta en iyi degerlendirmenin pik normalizasyona goére oldugu
bulunmustur. 2.38x10°M-7.15x10°M derisimlerindeki FOR cozeltileri
enjekte edilmis, giin ici ve giinler aras1 kesinlik (accuracy) incelenmistir. Iyi
korelasyonlu lineer sonuglar elde edilmistir. Tayin smr1 (limit of detection,
LOD) S/N =3.3 1.28x10°M olarak hesaplanmistir. Gelistirilen yontemle
FOR’un inhalasyon kapsiillerinde yapilan tayinlerde FOR % 98 olarak
bulunmustur. Bu miktar USP XXIV’iin belirttigi smrlar igerisine
girmektedir.

O halde gelistirilen yontem, giivenilir, dogru kesin, olduk¢ca hizh ve
ucuzdur.

Anahtar Kelimeler: Formoterol, Kapiller Elektroforez, Miktar tayini
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ABSTRACT
Master Thesis

DETERMINATION OF FORMOTEROL BY CAPILLARY
ELECTROPHORESIS (CE) AND ITS APPLICATION TO INHALER
CAPSULES

EROL SENER
University of Anadolu
Institute of Health Sciences
Supervisor: Prof. Dr. Muzaffer TUNCEL
2001

A capillary electrophoretic method for the determination of FOR in
certain pharmaceutical preparations described. Analysis was made in a
background electrolyte consisting of 20 percent acetonitrile and 50 mM
phosphate at pH 2.5, using a total of 86 cm and effective 50 cm length and
75pn ID fused silica capillary, injecting 0.5 s, applying 27kV potential,
detecting at 200 nm. In these conditions, 3,4 dihydroxybenzylamine as IS and
FOR appeared exhibiting very symmetrical peaks at 6.1 and 8.3 min.
respectively. 7.6x10°M IS and 6.0x10°M FOR were injected six times and
the best evaluation techniques was fount to be as the value of peak
normalizations. The linearization was examined in the concentration range of
2.98x10°-8.94x10°M considering the intra-day and inter-day. Good
correlated straight relations and accuracy were obtained. Limit of detection
was calculated as 1.28x10°M considering S/N is equal to 3.3. The
determinations in the inhaler capsules of FOR was practically calculated 98
percent. These evaluations cover the general requirements of USPXXIV.

These are resulted that the method is reliable, precise, accurate,
rather fast and low cost.

Keywords: Formoterol, Capillary electrophoresis, Determination.
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1.GIRIS

Formoterol (FOR) astim ve kronik bronsitte bronkodilatér olarak
kullamlan  B,-adrenerjik reseptdr agonisti bir maddedir[1,2]. FOR’un diisiik yan
etki, yiiksek reseptor seciciligi ve etki siiresi agisindan diger bazi B,-adrenerjik
reseptér agonistlerinden daha uzun etkili oldugu belirtilmistir[2-4]. FOR’un
piyasada ki preparatlarin da maddenin rasemik halinin (farkli sterioizomerlerinin)
oldugu rapor edilmistir. FORun iki sterojenik merkezi oldugu ve buna bagh farkl
farmakolojik etki gliclinde(R,R-R,S-S,R-S,S) sterioizomerlerinin  oldugu
belirtilmekte, yapilan galigmalarda en etkili izomerinin R,R formu oldugu ifade
edilmektedir[5-7].

FOR ve rasematlarim1 hedefleyen calismalar farmasétik preparatlara ve
biyolojik sivilara uygulanmigtir. Elektrokimyasal detektorlii yiiksek performansl
sivi kromatografisi yontemi ile yapilan miktar tayinleri[8-10] ve rasemat
aymrmmi[11] caligmalariyla birlikte UV[12] ve LIF[13] detektorlii kapiler
elektroforez sisterpleri ile yapilan ¢alismalarda bildirilmisgtir.

Bu ¢ahismada FOR’un farmasétik preparatlardaki kapiler elektroforez UV
detektor sistemi kullamlarak miktar tayini yOnteminin gelistirilmesi
amaglanmigtir. Deneylerde tekrar edilebilirligi artirmak amaciyla i¢ standart
olarak 3,4-dihidroksibenzilamin kullanilmistir. Calismanin her basamag: bilinen
islemlerle valide edilmisgtir.

Yontem, 9 dakika i¢cinde FOR’un tayinine olanak saglamaktadir. Tayin
icin uygulanan iglemler basit, duyarli, secici, hizli ve tekrar edilebilir 6zelliktedir.
Onerilen yontem; FOR’un farmasétik preparatlanna kalite kontrol amaciyla
kolaylikla uygulanabileceginden, rutin FOR tayini yapan laboratuarlarda

kullanilabilir.



2. LITERATUR ARASTIRMASI
2.1. Formoterol’un Kimyasal Yapisi

FOR feniletanolamin tiirevi bir kimyasal maddedir. Iki siral merkezi olan
molekiiliin dort adet enantiyomeri mevcuttur.(R,R-R,S-S,R-S,S) Klinikte
kullamlan = FOR  formiilasyonlarinda RR ve SS  enantiyomerleri
bulunmaktadir[1,2]. FOR’un farmasotik preparatlarda kullamilan sekli fumarat
monohidrat tuzudur. N - [2 - hidroksi - 5 - [ (RS) - 1 - hidroksi -2 -[ (RS) -2 - (4
- metoksifenil) - 1 - metiletilamino] etil] fenil] formamide hemifumarat
monohidrat uzun isimlendirmeli, kapalt formiilii (C9H,4N,04),.CsH404.2H,0
olan molekiil agirlig1 840.93 g olan bir kimyasaldir[14]. Kimyasal yap1 formiili
Sekil 2.1.1. de verilmektedir.

OH
OHCHNJQA/ WY\O\
OH OCH;

Sekil. 2.1.1. FOR’un kimyasal yapisi.

FOR diisiik 6lgtide lipofilik olmasina karsin (oktanol:su oran1 Log;op = 0.4
, pH 7.4) fizyolojik pH’larda suda ¢oziildigi belirtilmektedir[14]. Taranan
literatiirlerde ve yapilan ¢alismada FOR’un stabilite sorununun olmadif

gozlenmistir.
2.2. Formoterol’un Farmakolojik Ozellikleri

FOR astim hastaliginda bronkodilatasyon amaci i¢in kullamlan bir 3,
adrenerjik reseptor agonistidir. Etkisini adenilsiklaz1 aktive ederek siklik AMP’yi
artirmak suretiyle bronkodilatasyon yaparak gosterir[3,14]. FOR uzun etkili bir
B, adrenerjik reseptor agonistidir[1]. Kendisi gibi uzun etkili B, adrenerjik



reseptdr agonisti olan Salmeterol ve Salbutamol dan daha spesifik ve uzun etkili
oldugu belirtilmistir[3,15].

Her ne kadar farmasétik preparatlarinda FOR’un R, R ve S,S
enantiyomerleri bulunsa da sadece R,R enantiyomerinin iyilestirici etkisinin
oldugu diistiniilmektedir[4-6]. Yapilan hayvan deneylerinde brons diiz kasim
gevsetici etkinin FOR’un R,R enantiyomerinde gozlenmis. Buna karsin R,S ve
S,R enantiyomerlerinde etkilerin birbirleriyle aym fakat R,R enantiyomerinden
cok diisik oldugu S,S enantiyomerinin etkisinin ise bunlardan da az oldugu
belirtilmistir[5].

FOR’un klinikte inhalasyon sgeklinde uygulanmasma kargin oral
preparatlarida mevcuttur. Klinik dozu erigkinlerde ve ¢ocuklarda giinde 12 pg lik
iki doz seklindedir|[2].

2.3. Formoterol’un Enantiyomerlerini Saflagtirma Calhismalari

FOR’un enantiyomerlerinin farkli etki derecelerinden dolay1 etkiden
sorumlu R,R enantiyomerinin saflagtirlmasi veya daha saf sentezlenmesine
yonelik ¢alismalar literatiirlerde mevcuttur.

Akigkan yatakli preparatif sivi kromatografisi ile yapilan bir ¢aligmada
FOR’un tiim enantiyomerleri %99-%99.99 oraninda ayni zamanda diger
konvansiyonel tekniklerden daha ucuza saflastirilabilmistir[15].

Farkli sentez yolaklan gelistirilereck FOR’un daha saf R,R enantiyomeri
elde edilmistir[6,16].

2.4. Formoterol Hakkindaki Analiz Calismalar

Literatiir taramasinda FOR’un klinik uygulama dozunun ¢ok diisiik
olmasindan dolay1 pek az analiz ¢caligmasina rastlanmigtir. Calismalarin genellikle
saf enantiyomer sentezi yada sentez sonrasi enantiyomer saflagtirilmasi iizerine
yapildig1 goriilmiistiir.

Lecaillon ve ark. [8] yaptiklart bir caligmada elektrokimyasal detektorlii
HPLC kullamilmistir. Calismada FOR’un plazmadaki tayini yapilarak



farmakokinetik dzelllikleri incelenmistir. Calismada FOR’un iki sulu fumarat tuzu
kullamlmistir. Stok MeOH de ¢oziilerek hazirlanmis ve seperasyon kolonu
oktodesilsilan (5u silika ¢apli, 200mmx3mm 1.D.) kullanilmistir. Mobil faz olarak
asetonitril-metanol-pH 6 fosfat tamponu (5:25:70) kullamlmustir. I¢ standart
olarak CGP 47086A kodlu, yapis1 FOR’a ¢ok benzeyen bir kimyasal madde
kullamlmigtir. Analizde camst karbon elektrotlu kimyasal detektor kullanilmus,
+0.63V potansiyelinde calisilmigtir. Elektrokimyasal detektor kullanmalarindaki
amag; FOR’un plasma konsantrasyonun pmol/L civarinda olmasi oldugu da
belirtilmis. Numuneler pH 6 fosfat tamponu ile tamponlandiktan sonra enjeksiyon
yapilmustir.

Vandenberg ve ark.[9] yaptig1 bagka bir ¢alismada az 6nceki ¢alismadaki
gibi elektrokimyasal detektorli HPLC kullamlarak yapilmistir. Yo6ntemde
FOR’un plazmadan analizi gergeklestirilmis enjeksiyon o©ncesi katt faz
ekstraksiyonu ile plazma numunesi saflagtirilmigtir. Gelistirilen yontemde IS
olarak bromo-formoterol kullanimigtir. On dakika igerisinde IS ve FOR analizi
gergeklestirilmistir. Alikonma zamanlar IS igin 5.6 dk FOR igin ise 10 dk oldugu
ve saptama limitinin 20 pg/mL oldugu belirtilmistir.

Graham ve ark.[10] da benzer bir ¢alisma yapmuglardir. Onlar da tayin
limitinin 20 pg/mL ye indigini belirtmektedirler.

Kaiser ve ark.[11] yaptig1 bir diger HPLC ¢alismasinda ise FOR’un
enantiyomerlerinin idrarda ayiimini gergeklestirmislerdir. Idrardan sivi-siva
ekstraksiyonu ile alinan ve daha sonra kat1 faz ekstraksiyonu ile saflagtirilan
ekstrakt iginde FOR enantiyomerlerinin analizi yapilmustir. I¢ standart olarak
FOR’un R,S yada S,R diasteriomerleri kulamlmistir. Ayinm kolonu olarak siral
o -asitglikoprotein(AGP) kolon, detektor olarak da elektro kimyasal detektor
kullanilmis. Analizler camsi karbon elektrotunda +0.63V potansiyel uygulanarak
gerceklestirilmigtir. Boylelikle, cok diisik derisimdeki FOR’'un R,R ve S,S
enantiyomerleri analiz edilebilmistir. Idrar ekstraktinda FOR’un R,R ve S,S
formlariin saptama limiti 60 pmol/L ve 75 pmol/L oldugu saptanmig. Yontem
farkli bir yontem (GC/MS) kullanilarak valide edilmistir.

Zheng Song ve ark. [12] FOR’un analizini, farmasétik preparati olan

siispansiyon tozunda kapiler elektroforez kullamilarak yapmislardir. Calismada,



ornek-biriktirme teknigi kullamlmigstir. Kilcal ¢aligma tamponu ile doldurulduktan
sonra inletten dar bir zone seklinde su enjekte edilmis daha sonra inlet numuneye
batirilip elektrokinetik enjeksiyon ile numunedeki FOR’un su zonunda birikmesi
saglanmis ve inlet tekrar c¢alisma tamponuna daldirthp +20 kV voltaj
uygulanmustir. I¢ standart olarak klorsiklizin HCl kullanilmistir. Stok FOR
1-propanol da ¢oziilerek, IS stoku ise suda ¢oziilerek hazirlanmigtir. 60 pM fosfat
tamponu ile pH 2,5-8 arasi taranmig en uygun ayinim pH 3 de gézlenmigtir. Fosfat
tamponunun pH s1 fosforik asit ile ayarlanmigtir. Detektor olarak UV detektor
kullanilmis ve 200 nm ye ayarlanmigtir. Validasyon ¢alismalan i¢in analizler iki
ayr1 CE aletinde yapilmis yontemin saglamligi (robustness) incelenmistir . Giin igi
ve glinler arasi tekrarlanabilirlik besli orek setleri seklinde yapilmis ve
goreli(rolatif) standart sapmalar1 hesaplanmigtir.

Eric ve ark. [13] LIF detektorlii kapiler elektroforez ile FOR
enantiyomerlerinin zepto molar diizeyinde ayirimimi denemiglerdir. Lazer isi81
kullanan floresans detektorii (LIF) ile FOR’un enantiyomerlerinin zeptomolar
derisiminde tayini gerceklestirilmistir. Bu g¢aligmada detektoriin 151k kaynag
olarak eksitasyonu 488 nm olan argon-iyon lazer kaynagi, emisyon iginde 520 nm
lik optik filtre kullanilmugtir. Kilcal kolonun ¢iplak silika olmasina karsin FOR’un
enantiyomerlerini ayirmak i¢in c¢aligma tamponuna «,f,y,-siklodekstrin,
heptakis(2,6-di-O-metil-p-siklodekstrin) ve heptakis(2,3,6-tri-O-metil-B-siklo
dekstrin) lerden olusan siklodekstrin karigim: ilave edilmistir. Rasemik FOR
florosein izotiyosiyanat ile tiirevlendirilmislerdir. Tiirevlendirilmis FOR silika jel
kullanilarak saflagtirllmugtir. Caligma bu asamadan sonra hem kapiler zone
elektroforez(CZE) teknigi ile hem de miseller elektro kinetik kromatografi
(MECC) teknigi ile degerlendirilmistir. CZE ve MECC tekniklerinde kullanilan
sicaklik (25°C) enjeksiyon basmnci ve siiresi (0.3 psi, 5 s), pH 8 olarak
belirtilmektedir. Buna karsin, CZE analizinde 12 kV, MECC analizinde ise 11 kV
potansiyel uygulanmigtir. Calisma elektroliti CZE’de pH 8 fosfat tamponu, 20
mM TM- B-CD, ve %10 metanol kullamilmistir. MECC’de ise pH 8 fosfat
tamponu, 20 mM TM- B-CD, 40 mM oktan siilfonik asit ve %10 metanol
kullanilmistir. Analiz edilecek FOR rasemati, standart ¢ozeltinin hazirlanip

seyreltilmesi seklinde hazirlanmigtir.



Bu kosullarda, gergeklestirilen ¢alisma sonucunda, 1 pg/mL derisiminde
hazirlanan standart ¢6zeltinin 5 nL enjeksiyonun yaklasik 120 molekiil formoterol
enantiyomerine karsilik gelmekte oldugu belirtilmistir. Bu konsantrasyonda FOR
enantiyomerleri analiz edebildiklerini belirtmektedirler.

Ayrica, FOR analizi i¢in CZE ve MECC teknikleri kargilasturmslar MECC
ile yapilan FOR analizinin her ne kadar analiz siiresi 10 dk uzamis ise de daha iyi

ayirim yaptigi ifade edilmektedir.

3. DENEYSEL BOLUM

3.1. Kimyasallar

Standart FOR Novartis Saglik, Gida ve Tarim Uriinleri San ve Ticaret A.S.
(Istanbul) dan temin edilmistir.

I¢ standart (IS) olarak kullanilan 3,4-dihidroksibenzilamin HBr Aldrich
( Milwaukee, USA) firmasimn iiretimidir.

Hidroklorik asit, sodyum hidroksit, fosfat ve etanol Merck (Darmstadt, G)
firmasindan elde edilmistir ve analitik dl¢iilerde saftirlar.

Diger kullanilan kimyasallarin tiimii analitik Sl¢iilerde saftir.

Deneyler siirecinde kullanilan iletkenlik suyu tiimii camdan yapilmug apar

eylerde laboratuarimizda elde edilmistir.

3.2. Aletler

Deneyler Spektrophoresis 100 kapiler elektroforez sistemi ile
gerceklestirilmigtir. Bu sistem; modiiler enjektor, yiiksek voltaj giic kaynag: ve
SpektraFOCUS ultraviyole ve goriinlir alan tarayici detektdriinden (Thermo
Separation Product, San Jose, USA) olugsmaktadir. Veriler OS/2 WARP (Versiyon
3.0) programi altinda PC 1000 (Versiyon 2.6) ile islenmistir.

Analizler, 75 mikron i¢ c¢apli ¢iplak silika kolon (Phenomenex)
kullanilarak yapilmistir. Kolon etkin 50 cm, toplam 86 cm uzunlugundadir.

Yontemin validasyonu igin otomatik enjeksiyonlu SpektraFOCUS

ultraviyole ve goriiniir alan tarayici detektorlii, Spektrophoresis 1000 kapiler



elektroforez sistemi kullanmilmigtir. Bu kapiler elektroforezde validasyon
caligmalar1 etkin uzunlugu 60 cm, toplam uzunlugu 68 cm, i¢ ¢ap1 75 mikron olan
kilcal kolonda yapilmistir. Veriler OS/2 WARP (Versiyon 3.0) programu altinda
PC 1000 (Versiyon 3.0) ile iglenmistir.
Cozeltilerin pH lar P 114 Model pH metre (Consort) ile dl¢tilmiistiir.
Cozeltilerin igerisindeki ¢Oziinmiis gazlari ¢ikarmak ig¢in B-220 model

ultrasonik banyo kullanilmistir (Branson).

3.3. Calisma Elektrolitinin Hazirlamsi

Caligma elektroliti 322 uL derisik H3PO4 (50 mM fosforik aside karsi
gelmektedir), 20 mL asetonitril’in karigtirilip pH’sinin 2.5’a ayarlanmasi sonunda
100 mL ye tamamlanmasi ile hazirlanmistir. Tiim c¢ozeltilerin hazirlanmasi

stirecinde igerisinde partikiil bulunmayacak sekilde gerekli islemler yapilmigtir.

3.4. Standart Cozeltilerin Hazirlanis:

FOR 1.5x10° M %20 etanollu ¢ozeltisi igerisinde hazirlanmis ve
seyrelmeler calisma elektroliti kullanilarak hazirlanmasgtir. 3,4
dihidroksibenzilamin (IS) ¢dzeltisi 3.5x 10° M su igerisinde hazirlanmus daha
sonraki seyrelmeler ¢alisma elektroliti ile yapilmistir.

Alete verilen ¢ozeltiler ise 0.5 mL IS ve 2.0 mL FOR ¢ozeltisi olacak sekilde

hazirlanmistir.

3.5. Yikama Programi

Kapilerin yikanmast, 0.1 M NaOH, distile su 0.1 M HCIO;, distile su ve
temel elektrolit ¢ozeltisi (Background electrolyte, BGE) siras1 ile yapilmigtir.
Sonraki yikamalarda, bazla ve suyla yikama, siradan ¢ikarilarak bir yikama islemi

uygulanmistir.



3.6. Farmasotik Preparatlardan FOR’un Kazanim

Kapsiil igerikleri tartilip deney tiiplerine alindiktan sonra iizerlerine 2.5 mL
caligma elektroliti eklenip li¢ kez iiger dakika vortekslenmistir. Cozelti berrak

olmasina karsin partikiil bulunmayacak sekilde gerekli islemler yapilmistr.

4. SONUCLAR ve TARTISMA
4.1. Yontemin Optimizasyonu ile Ilgi Calismalar

Deneylerin yapilisinda 6nce bazik bir ¢dzeltinin kullanimi tercih édilmis,
8, 8.5 pH’a sahip ¢ozeltilerde FOR pikinin elektroozmozdan daha once geldigi
gozlenmigtir. Cozelti pH’1 9, 9.6 gibi degerlere ¢ikildiginda FOR piki
elektroozmozun gerisine diigmiistir. Diger yandan, FOR’un ¢6ziiniirliigi
nedeniyle organik ¢oziicii kullanilmas1 diisiintiilmiistiir. Organik ¢6ziciiniin az
kullanilmasi durumunda omuzlu pikler meydana gelmistir. FOR’un ilk ¢6ziinmesi
stirecinde etanol yiizdesinin % 20 nin altina diistligti durumlarda omuzlu piklerin
belirmesi slirmugtiir. Yukarida belirtilen nedenlerle bazik bir elektrolit
kullanimindan vazgegilmistir.

FOR’un ¢oziiniirliigi pik sekli tizerine ¢ok etkili olmaktadir. Yeterince
¢oziinmedigi durumlarda pikler omuz halinde belirmektedir. Etanol ve metanol
gibi ¢oziiciilerin derigimi artirildiginda pik sekilleri normale dontismektedir.

FOR’un kapiler elektroforez ile analizi hedeflendigine gére bu yonteme
temel olusturan kurallar g6zden gecirildiginde molekiil iizerinde oldukga fazla art1
yiikiin varligr dikkat ¢ekmektedir. Bu durum g6z Oniine alindifinda, bazik bir
elektrolit kullanildiginda eksi yiik tagiyan silanol gruplarimin FOR’un tizerindeki
art1 yiikle girisim yaptig1 sonucu ¢ikmaktadir.

Elektrolit ¢6zeltisi asidik bolgede oldugu zaman silanol gruplan biiyiik
olgiide kapandigindan molekiiliin kapiler duvar ile etkilesimi daha az olur. Bu
nedenle asidik ¢6zelti ile ¢alisiimas1 planlanmagtir.

Kapiler elektroforez ile yapilan analiz ¢aligmalarinda analiz &ncesi ve

analiz sonrasi yikamanin analizin tekrar edilebilirligini dogrudan etkiledigi



goriilmiistiir. Bunun nedeni de ortamda bulunan silanol gruplarinin her seferinde
ayn sekilde sartlanmasi ve aktifliklerinin her analizde esit olmas1 gerekliligidir.
Farkh aktifliklerde olan yani iyonizasyonlan farkli olan silanol gruplarinin analiz
materyalinin go¢ zamanlanim etkileyecegi siiphesizdir. Bunun yam sira kilcal
kolonda bir onceki analizden artik maddenin kalmamasi da yikamanin birincil
nedenlerindendir. Bu ¢alismada analiz sonrasi kilcal kolonu temizlemek ve silanol
gruplarim sartlandirmak i¢in analiz sonrasi yikama ¢ozeltisi olarak 0.1 M HClO4
analiz 6ncesi yikama ¢6zeltisi olarak da ¢alisma tamponu kullanilmigtir

FOR ¢ozeltisinden 0.5 saniyelik enjeksiyon yapilmig ve sozii edilen madde
kapiler penceresinin 6niinden gegerken 200 nm de tayini yapilmigtir. Sisteme
27 kV potansiyel uygulanarak analiz gerceklestirilmistir. Deneyler oda
sicaklifinda yapilmustir. 6.0x10° M derisiminde ki FOR ¢ozeltisi % 20 asetonitril
iceren 50 mM fosfat ¢ozeltisinin pH’1m1 2.5 ayarlanmasi ile hazirlanmig elektrolit
cozeltisi igerisinde yiiriitiilmiistiir. Bu sistemde, FOR ortalama 8.3 dakikada
gelmistir. Bu siire bir analiz i¢in ¢ok uygun bir siiredir.

Kapiler elektroforez yiiklii ve yiiksiiz parcaciklarin tasinmalari ile ilgili bir
yontem oldugundan kromatografik tekniklere benzer olarak IS kullamimina gerek
vardir. Bu yiizden uygun siirede elektroferogramda belirecek bir IS ye gerek
duyulmaktadir. Bu amagla, 7.6x10°M 3,4 dihidroksibenzilamin enjekte
edildiginde 6.1 dakikada belirdigi gézlenmistir. FOR ve IS birlikte enjekte

edildiginde gozlenen elektroferogram Sekil 4.1.1. de verilmektedir.
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Sekil 4.1.1. 0.5 s enjekte edilen 6.0x10° M FOR ve 7.6x10°M IS nin %20 asetonitril ve
50 mM fosfat pH 2.5 elektroliti icerisinde 200 nm ve 27 kV daki elektroferogrami.

4.2. Yontemin Gegerliligi (validasyonu) ve Seciciligi

Sekil 4.1.1. de goriildiigli gibi hem FOR hem de IS uygun siirede
belirmektedir. Belirtilen kosullarda diizgiin pikler meydana gelmektedir ve bu
pikler baska maddeler tarafindan etkilenmemektedir. Ilgili pikler ile integrasyon
verileri Sekil 4.2.1. ve degerlendirmeleri Cizelge 4.2.1 de sunulmaktadir. Bu

sonuglara dayanilarak yontemin segici oldugu sonucu gikarilabilir.
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Sekil 4.2.1. %20 asetonitril ve S0 mM fosfat pH 2.5 elektroliti igerisinde 200 nm ve 27

kV daki 6.0x10°M FOR ve 7.6x10°M IS nin piklerinin aletsel integrasyon sekilleri.

Cizelge 4.2.1. FOR ve IS pikleri ile ilgili integrasyon ve elektroforetik degerlendirmeler.

IS FOR
Gog¢ zamani (Mt) 6.1 8.3
Kapasite faktorii 11.02 15.26
Alan 487 794
Tabandaki pik genisligi (dak.) 0.066 0.099
Simetri faktorii 1.0158 1.0779
Asimetri faktorii 1.01 1.05
Tabak sayisi 132208 107190
Tabak /metre 1322082 1071897
Teorik tabaka esdeger yiikseklik 0.000075 0.0093
Ayirim(Resolution) 25.6,26.3 25.6,26.3

Yontemin gegerliliginin (validasyon) arastirilmasi siirecinde yukarida

belirtilen analitik ve aletsel kosullarda alt1 ardigik enjeksiyon yapilmis ve cihazin
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hesapladig1 integrasyon degerleri Cizelge 4.2.2 de oldugu gibi istatistiksel a¢idan
degerlendirilmistir.

Sekil 4.1.1 de hem FOR hem IS uygun siirede belirmekte oldugu ve bu
kosullarda yontemin segiciligi goriilmektedir.

Yontemin segiciliginin incelenebilmesi i¢in yukaridaki analitik ve aletsel
kosullarda alt1 enjeksiyon yapilmig ve sonuglar istatistiksel agidan

degerlendirilmisgtir.

Cizelge 4.2.2. Elekiroferogramdaki bazi parametrelerin gegerliliginin istatistiksel agidan
degerlendirilmesi (n=6).

Mt(FOR) | A(FOR) | Mt(IS) | A(IS) | PN(FOR)| PN(IS) | PN(FOR)/PN(IS)
8.07 1041 | 596 | 467 | 128.85 | 7834 1.64
8.06 1024 | 594 | 475 | 127.05 | 79.97 1.59
8.07 1009 | 595 | 450 | 125.03 | 75.63 1.65
8.05 1019 | 592 | 443 | 12654 | 74.74 1.69
8.02 971 | 591 | 475 | 12097 | 8037 1.51
8.14 1051 | 6.008 | 466 | 129.10 | 77.56 1.66

Ort. | 807 |1019.17 | 595 | 462.67 | 12626 | 77.77 1.62

SD | 004 | 2806 | 003 | 1328 | 3.00 2.27 0.07

RSD | 047 275 | 057 | 2.87 238 2.92 4.18

Cizelgedeki degerlendirmelere bakildiginda, tekrarlanabilirlik ile birlikte
kesinlik degerinin de ¢ok iyi oldugu goriilmektedir. Ancak, her zaman ¢ok iyi
tekrarlanabilirlik sonuglar1 veren PN/PNys iliskisinin buradaki disikliigiiniin
kullanilan standart maddenin azlig1 ve farmasétik preparatlarinda ki miktarinin
diisiikliigi nedeniyle kiigiik hacimli pipetlemelere bagvurulmasina baglanabilir.
Yine de 4.18 RSD degerinin makul 6lgiilerde oldugu soylenebilir. Bu sonuglardan

sonra miktar tayini ile ilgili tiim ¢aligmalarda PNpor/PNjs iliskisi kullamlacaktir.

Anadoly ryargite -

Merkez Kjti;
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4.3. Dogrusallik Iliskisi

FOR'un dogrusallik iliskisi 2.38x10°- 7.152x10° M (2 ppm — 6 ppm)
derisimleri arasinda ve deneysel boliimde anlatildig: sekilde hazirlanmis FOR'un
artan derisimlerde, IS nin sabit derisiminde Ul¢lii set halinde farkli giinlerde
enjeksiyonlar yaparak elde edilen sonuglar degerlendirilmistir. Bu degerlendirme

sonuclart Cizelge 4.3.1 de gosterilmektedir.

Cizelge 4.3.1. Gim i¢i ve giinler arasi lineerlik iligkileri sonuglari.

Giin I¢i Giinler Arasi
Derisimin SD’s1 +0.0232 +0.1301
a+SD 204667 +4925.51 235165 + 6521.57
a+ CL (0.5) 204467 +7004.77 235165 +3637.14
b = CL(0.5) 0.0259 £ 0.05 0.1277 £0.02
Korelasyon Katsayisi 0.9994 0.9992
Dogru Denklemi vy =204667x +0.0259 y =235165x - 0.1277

Tekrarlanabilirlik incelemelerinde oldugu gibi noktalarin dagimklig:
nedeniyle egimde bir farklilik goze carpmaktadir. Bunun da, seyrelmelerin kiigiik
hacimler kullanilarak yapilmis olmasindan kaynaklandig: s6ylenebilir.

Setler aras1 korelasyon katsayilarimin ¢ok iyi oldugu hemen goze
carpmaktadir. Elde edilen sonucun analitik agidan kullanilabilir olacagi, hatalar
toplaminin % 2 nin iizerine ¢ikmayacag: hemen sdylenebilir.

Saptama sinir1 (limit of detection, LOD) S/N =3.3 1.28x10° M olarak

hesaplanmistir.
4.4. Gelistirilen Yontemle Farmasotik Preparatlarda FOR Tayini
Deneysel boliimde farmasétik preparatlardan geri kazanimi anlatilan FOR

¢Ozeltisi; kapsiil igeriginin almp 2.5 mL g¢alisma elektrolitinde ¢oziilmesi ile

hazirlanmistir. Bu ¢ozelti santrifiijlendikten sonra tizerinden 2 mL alinarak ve 0.5
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mL IS eklenip analiz numunesi hazirlanmistir. Bu numune cihaza enjekte edilmis
ve belirlenen optimum kosullarda yiiriitilmiistiir. Integrasyon verilerinden
yararlanarak her bir kapsiilin FOR igerigi pg olarak hesaplanmis, preparatin
tizerindeki miktar %100 kabul edilerek her bir kapsiilin % FOR igerigi
hesaplanmigtir. Cizelge 4.4.1. in birinci siitununda TSP Spectraphoresis 100,
ikinci siitunda TSP  Spectraphoresis 1000 ile gergeklestirilen analizlerin

% saflik sonuglar1 bulunmaktadir.

Cizelge 4.4.1. TSP 100 ve TSP 1000 aletleri ile FOR preparatlarinda yapilan miktar tayini

sonuglar.

% Saflik TSP 100 % Saflik TSP 1000
n=6 n=6
101 101
98 98
100 103
95 99
95 101
99 99
ortalama 98 100.1
t-test 0.05 tablo t degeri:2.015
F-test 0.50 tablo F degeri:5.05

Bu sonuglar incelendiginde, ortalamalarin birinci yéntemle % 2 diigiikligi,
ikinci yontemle % 0.1 gibi fazlalig1 gortilmektedir. Gergekte her iki yontemin de
(=% 10) fark ile USPXXIV [17] tarafindan kabul edilebilir siurlar igerisine
girdigi belirtilmektedir. Ayrica, iki alet arasindaki uyusmayi ortalamalar agisindan
inceleyen t-testine gére (0.05 < 2.015)ve ortalamalarin karelerinin oranina gore
inceleyen F-testine gore (0.5 < 5.05) farkl aletlerde ki ve farkli laboratuarlarda ki
sonuglar arasinda onemsiz fark (insignificant difference) bulunmaktadir. Sonug

olarak, deneyin saglamliginin[12] (robustness) da gegerli oldugu sodylenebilir.
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Bu tez ile, 12ug FOR igeren kapsiillerin analizinde kullanilabilecek bir CE
yonteminin gelistirilmesine caligilmigtir. Tayinin 9 dakika gibi analiz igin kisa
sayilabilecek bir siirede, giiven icerisinde, kesin (precise) ve diger yontemlere

gore ¢ok az masrafli oldugu sonucuna varilmistir.
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