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Bu cahsmada Deflazacort (DEF)’un farmasétik tabletlerinde miktar
tayini icin siirekli akis enjeksiyon analizi yontemi (FIA) tarif edilmektedir.
Tasiyicr cozelti olarak 0.2 M fosfat tamponu kullamilmistir ve akis hizi 1.3
mL/dk’ dir. DEF sinyalleri UV-spektrofometrik detektor kullamilarak 247
nm’de kaydedilmistir. Miktar tayini icin pik alami sinyalleri kullamilmustir.
Yontemin kesinlii ve dogrusallii bu sinyallerle gosterilmistir.
Sinyal/giiriiltii oram: 3.3 kriterine gére yontemin saptama smn olarak
3.65x107 M ve tayin sumn olarak 1.10x10° M degerleri hesaplanmistir.
Yontemin uygulanmasi ile elde edilen sonuclar standart bir yontem olan UV-
spektrofotometrik yontemin sonuglan ile karsilastrdmistir. Pik alan:
sinyalleri ile standart yontem arasmdaki farkin istatistiksel olarak onemli
olmadigi bulunmustur. Bu calismada gelistirilen siirekli akis enjeksiyon

analizinin kesin, dogru, duyarh ve ucuz bir yéntem oldugu sdylenebilir.

Anahtar Kelimeler: Deflazacort (DEF), Siirekli Akis Enjeksiyon Analizi,
Validasyon, Tablet
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ABSTRACT
Master of Science Thesis

THE QUANTITATIVE DETERMINATION OF DEFLAZACORT BY
FLOW-INJECTION ANALYSIS, ITS VALIDATION AND APPLICATION
ON THE TABLETS

DERYA YAPAR

Anadolu University Institute of Health Sciences Department of Analytical
Chemistry

Supervisor: Prof. Dr. Muzaffer Tuncel
2003

In this study, a flow injection analysis method (FIA) is described for the
quantitative determination of deflazacort (DEF) in the tablets. 0.2 M
phosphate buffer was used as a carrier solvent at 1.3 mL/min of flow rate.
DEF signals were detected at 247 nm using UV- spectrophotometric detector.
Peak area signals were used for quantification of DEF. The precision and
linecarity of the methed were shown with these signals. The detection limit
and determination limit of the method according to criteria of signal to noise
3.3 were 3.65x10” M and 1.10x10° M, respectively. The results, obtained by
the application of the method, were compared with those from standard UV
spectrophotometric method. It was found that the difference of the standard
method and FIA was not statistically significant by using peak area response
of FIA. It can be concluded that flow injection analysis method developed

with this study is a precise, accurate, sensitive and cheap method.

Keywords: Deflazacort (DEF), Flow-injection analysis, Validation, Tablet
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1. GIRIS VE AMAC

DEF glukokortikoid tiirti yeni ilaglardan biridir. Adreno-kortikal yetmezlikte,
romatizmal hastaliklarin (psoriatik artrit, romatoid artrit, ankilozan spondilit, akut
gut artriti, travma sonrasi, osteo artrit, akut ve subakut bursit, non spesifik akut
tenosinovit, epikondilit), kollajen hastaliklarin, deri hastaliklarinin, allerjik
durumlarin, akciger hastaliklarinin, g6z hastaliklarinin, hematolojik hastaliklarin,
gastrointestinal hastaliklarin, bobrek hastaliklannmn ve birgok akut ve kronik
iltihabin tedavisinde yaygin olarak kullamlan DEF daha digik lipit
¢ozinirlugiine sahip olup kemik, karbonhidrat, lipit ve fosfat-kalsiyum
metabolizmasina tirevlerinden daha az etkisi oldugu igin de 6nerilmektedir [1-5].
Sporcularin performanslarim: gelistirmek i¢in de kortikoidler kullamlir. Bu yiizden
kortikosteroidlerin tayini hem klinik hem de doping kontrol amaglar igin
gereklidir [3].

DEF’in kantitatif tayini i¢in ¢ogunlukla biyolojik numunelerde, farkli tayin
sistemi ile HPLC metotlar1 kullamlmig olup serum, plazma ve idrardaki miktar
tayini uygulamalan gosterilmigstir [3, 6-11]. |

Stirekli akig enjeksiyon analizi, detektoriin Oniinden akan tasiyici ¢ozeltiye
numunenin enjeksiyonu ile, numunenin sistemde siiriiklenmesi sirasinda karsilik
gelen sinyallerinin kaydedilmesini temel alan bir yontemdir ve analitik kimyanin
onemli bir metodolojik uygulamastdir. Onemi, basit bir kimyasal islem, ucuz alet,
fazla el becerisi gerektirmeyen galigma kosullari ve iyi kalitede sonuglar elde
edebilme olanagindan kaynaklanmaktadir. Farmasotik preparatlardaki etken
madde miktarim tayin etmek i¢in siirekli akig enjeksiyon sistemlerinin kullanimi
cabuk gerceklestirilen iglemlerle oldukga iyi sonuglar elde edilmesine olanak
saglar [12-14].

Bu caligmanin amaci, DEF’in siirekli enjeksiyon analizi ile farmasotik
tabletlerde miktar tayini igin ¢abuk sonug alinabilen, kesin, dogru, duyarh ve ucuz
bir yontem geligtirmekti. Bu c¢aligmada elde edilen sonuglar, UV-
spektrofotometrik yontemle elde edilen sonuclarla

kargilagtirilarak yontemin dogrulugu ve kesinligi incelenmistir. Geligtirilen bu
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yontemle DEF’in tabletlerdeki miktar tayini gergeklestirilmigtir. Bulunan sonuglar

istatistiksel olarak degerlendirilmistir.




2. LITERATUR ARASTIRMASI

2.1. Deflazacort’un Fiziksel ve Kimyasal Ozellikleri

DEF kimyasal olarak (11,168)-21( asetiloksi)-11-hidroksi-2'-metil-5'-H-
pregna-1 4-dienol  [17,16-d] okzazol-3,20-dion;11,21-dihidroksi-2'-metil-
5'BH-pregna-1,4-dieno [17,16-d] okzazol-3,20-dion 2l-asetat;pregna-1,4-diene-
11B,21-diol-3,20-dion [17a,160a-d]-2"-metilokzolin-21-asetat; okzakort, azakort
seklinde adlandinlir. C;5H31NOg kapali formiiliine sahiptir [15]. Ag¢ik kimyasal
formiili Sekil 2.1.1°de gorilmektedir.

(|3H200CCH3
CO
CH CH;
HO 3 /N —T__
CH; Y

Sekil.2.1.1. DEF’in kimyasal yapist

DEF’in  molekil agirhig 44152°dir.  Aseton-hegzan karigiminda

kristallendirilebilir. Maddenin metanol ve etanolde ¢oziindiigi bildiriimektedir

[15].
2.2. Deflazacort’un Farmakolojik Ozellikleri

DEF bir sistematik antienflamatuar ajan olarak baglangigtaki fazda
bulunan, yiksek glukokortikoid aktiﬁtesine sahip bir sentetik oksazolin
steroiddir [16-17]. DEF prednisonun antienflamatuar o6zelliklerine sahip
glukokortikoid olmasina kargin kemik, karbonhidrat ve lipit metabolizmasi

tizerinde yan etki agisindan daha iyi bir profil gosterir. Bu kortikosteroidler



bobrek tstii bezlerinin yetmezliginde yer degistirme tedavisi igin fizyolojik
dozlarda kullanilir [18-19].

Fizyolojik dozlart agan biitiin kortikosteroidler, azalmig intestinal
absorpsiyonu veya iriner atihminin artis1 nedeniyle, kalsiyam dengesini negatif
sekilde, kemik kitlesinin ilk kaybindan, osteopeni ve osteoporozun son
kademesine erisene kadar etkilerler.

Insanlarda yapilan klinik calismalar DEF’in diger glukokortikoidlere
gore kemik reabsorpsiyonunun ve buna bagh olarak iskeletin kalsiyum ve
protein matriks kaybinin daha az olmasina neden oldugunu gostermigtir [18-
19].

Bundan bagka dogal ve sentetik kortikosteroidler, glukoz toleransini
diigiirme ve latent diabetes mellitusa neden olma ve boylece insiilin tedavisini
gerektirme veya antidiyabetik ilaglarin kullanimini arttirarak klinik diyabeti
daha da kotiilestirme egilimine sahiptirler. DEF diger kortikosteroidlere gore
karbonhidrat metabolizmasi1 belirgin bir sekilde daha az etkilemektedir. Bu,
kargilagtirmali galismalarda DEF’in glikoz toleransimi hafif ve daha az siklikta
azaltilmasiyla gosterilmistir [8, 20, 21].

2.3. Otomatiklestirilmis Analiz Yontemleri

Analitik kimyada son yillarda gozlenen en 6nemli geligmelerden biri
otomatik ve akigkan ortamlarda enjeksiyon teknigi ile analiz yontemleridir. Bu
yontemlerde analizcinin katkist en aza indirgenmis, ¢ok sayida rutin analizin
yapilmas, 6zellikle hizli analizin gerektigi konumlarda daha az maliyetle bayik
yararlar saglamigtir. Analitik enstrimentasyondaki gelismenin elektronik ve
bilgisayardaki gelisme ile dogru orantili olmasiyla, bu yontemler klinik, ¢evre
v.b. laboratuvarlarinda yaygin olarak kullanilmaya baglanmugtir.

Stirekli akig yonteminde kimyasal analiz igin izlenen agamalardan; 6rnek
alma ve hazirlama digindaki tiim basamaklar otomatiklestirilmistir. Bu yontem
bir gaz yada siv1 akiginin hig¢ kesilmedigi kosullarda analiz yapmay1 saglayan
sistemlerdir. Ornekler ya belirli bir siklikta reaktif igeren kolon igine gonderilir

ya da yardimci bir kolonla reaktif taginarak bir reaktorde her ikisi kanstinlip




saptama yapilabilmektedir. Akig dedektorden gecerken sinyaller sirekli
kaydedilmekte ve taginan ¢ozelti disari atilmaktadir. Her bir 6rnek sinyali
zemin sinyalinin kararli bir konuma ulagmasindan sonra pik formunda elde
edilmekte ve pik yiikseklikleri derigimle dogru orantihi olarak degismektedir.
Zemin sinyali ise, 6rnek yada tepkime Griniiniin dedektorden gegmedigi olgim

araligina karg1 gelen konumdur [22].

2.4. Kesiksiz Akis Yontemi (FIA)

Itk kez 1975 yilinda Ruzicka ve Hansen tarafindan "Flow Injection
Analysis", FIA, adiyla 6nerilmig olan Kesiksiz Akiy Yontemi, akisin siirekli
oldugu ortama 6rnek enjeksiyonu ile olugan 6rnek zonunun dedektor sistemine
taginarak, sinyalin siirekli izlenmesi ilkesine dayanmaktadir. Kisaca "akan bir
sisteme enjeksiyonla analiz" de denilebilir. Sinyal zamana baglh pik
formundadir. Sistem az bir deneyim ve ucuz bir alet donanimu ile kurulabilir.

Kesiksiz akig yonteminde 6rnek tastyict sistem igine enjekte edilmekte,
enjekte edilen Ornek sistem boyunca taginirken fizikokimyasal islemler
gerceklesebilmektedir. Ornegin  kismi  dispersiyonu  ya da seyrelme
hidrodinamik kogullarin kontrol edilmesi ile miimkiin olmaktadir. Yontemde
kimyasal ve fiziksel dengenin olugmasini bekleme zorunlulugu yoktur. Ancak
tim sistemin tekrarlanabilir caligmasi gerektigi gibi, ornekleme zamaninin
tekrarlanabilir olmasi da gereklidir. Ciinki denge konumuna ulagiimadan 6lgiim
yapilmakta ve kiiglik degisimler bityiik yanilgilara neden olabilmektedir.

Ozetle Kesiksiz Akis Yontemi (FIA) siirekli bir akig, dogrudan
enjeksiyon, kontrollii kismi dispersiyon ve tekrarlanabilir 6rnekleme zamam
ozelliklerine sahip oldugu kosullarda ideal bir ¢aliyma olanag: saglar.

FIA i¢ calisma ilkesinden olugsmaktadir. Ornek enjeksiyonu, enjekte
edilen 6rnegin kontrollii dagilimi (dispersiyonu) ve enjeksiyon noktasindan
dedektore olan hareketin tekrarlanabilir zamanh olmasi. Omnek enjekte
edildikten sonra, 6rnek zonu ilk once dikdortgen seklinde olup, daha sonra akis
kolonundaki dagilma nedeniyle genigler. Dagilmaya konveksiyon ve difiizyon
neden olmaktadir [22].



2.5. Deflazacort Tayini ile llgili Calismalar

Bernareggi ve ark. [6] DEF’in iki ana metabolitinin, yiiksek basinglh sivi
kromatografisi ile insan plazmasinda tayinini incelemiglerdir. Bu metabolitler
DEF’in hizli dealkilasyonu ile olugan Deflazacort-21-alkol ve bu metabolitin 6--
hidroksilasyonu ile olusan 6-B-hidroksi-Deflazacort-21-alkoldiir. Ekstraksiyon
islemleri i¢in metilen kloriir ¢ozeltisi kullamlmugtir. Yiksek basingli sivi
kromatografisi ile tayinde akig hiz1 1 mL/dk olmak tzere metilen kloriir:metanol
(94:6, v/v) karigiminin mobil faz olarak kullamldig: bildirilmektedir. Caligmada i¢
standart olarak prednisolon kullamilmig ve prednisolon, asetonitril:2-propanol
(50:50, v/v) kangiminda ¢oziilmiigtir. Olgiimlerin 254 nm dalga boyunda, UV
dedeksiyonu ile pik yiiksekliklei g6z Oniinde bulundurularak yapildig:
belirtilmektedir. Numunelerin 10-600 ng mL™ arahginda dogrusallik gosterdigi
bulunmustur.

Hirata ve ark. [7] insan serumuyla yaptiklann bir ¢caliymada DEF’in iki
metaboliti, kortisol, kortison, prednisolon ve prednisonu ters faz yiiksek basingli
sivi kromatografisi ile analiz etmiglerdir. Tiim steroidler izopropanol:asetonitril
(1:1, v/v) kangiminda ¢ozilmiigtiir. Ekstraksiyon kolonundan metanolle yikama
sonucu elde edilen serum yiiksek basingli sivi kromatografa enjekte edilmigtir.
Mobil faz olarak gradient sistemde izopropanol:0.05 M asetat tamponu pH 4.5
(10:90, v/v) kullanilmigtir. Dedeksiyonun 254 nm’de gergeklestirildigi ve ig
standart olarak betametazon kullanildig: bildirilmektedir. Sinyal/giirtlti=5
oramina gore her bilegik igin saptama sinirinin 10 ng/mL oldugu belirtilmektedir.
Yontemin validasyonu yapilmagtir.

Santos-Montes ve ark. [3] caligmalarinda DEF ve metaboliti olan 21-
hidroksi-DEF’in de i¢inde bulundugu 16 kortikoid icin iki ayr yiiksek basingli
stvi kromatografik yontem geligtirmiglerdir. Caligmada s6zii gegen maddelerin
ekstraksiyonunu, yiiksek basingh sivi kromatografisi ile analizini ve yontemin
idrar numunelerine uygulanmasim tarif etmiglerdir. Geligtirilen yontemde metil-
prednisolon i¢ standart olarak kullamlmigtir. Mobil faz olarak su:tetrahidrofuran
(72:28, v/v) kangimmnin, detektor olarak da diode array detektoriin kullanildig:

bildirilmektedir. Her iki ayirim sonucunda da, bu 16 kortikoidin 15 tanesinin



farkli C;s kolonlar kullanilarak tayini yapilabilmigtir. Ayrica ¢caligmada DEF ve
metaboliti igin farkh ekstraksiyon prosedirleri de yer almaktadur.

Ozkan ve ark. [8] insan serum numunelerinde ve tabletlerde DEF’in tayini
i¢cin UV dedeksiyonu ile RP-HPLC metodu geligtirmiglerdir. Ayirma C;g kolon
(250x4.6 mm; 5um) ve asetonitril: metanol: 0.067 M KH,PO, (pH:6.5) (27:20:53,
v/v/v) kangimindan olusan mobil faz sistemi kullamlarak yapilmigtir. Analiz
sonuglar: istatistiksel olarak degerlendirilmis ve valide edilmigtir. Yontemin
saptama simr1 ve tayin sinr1 mobil fazda 2.05 ng mL™" ve 6.83 ng mL™ olarak,
serum numunelerinde ise 4.06 ng mL've 13.55 ng mL” olarak belirtilmistir.
Metot, mobil fazda 10-30.000 ng mL"', serum numunelerinde ise 25-30.000 ng
mL konsantrasyon araliginda dogrusallik gostermistir.



3. DENEYSEL BOLUM

3.1. Kimyasal Maddeler

Standart DEF Aventis Pharma (Tirkiye) firmasindan temin edilmigtir.
Deneyler siirecinde kullamlan fosforik asit, etanol, pH 6.0 tampon ¢ozeltisinin
ayarlanmasinda kullanilan sodyum hidroksit ve hidroklorik asit Merck
(Darmstadt, Almanya) firmasindan temin edilmistir ve analitik Olgiilerde saftir.
Deneyler sirasinda kullanilan bidistile su laboratuvarimizda timi pyrex camdan

yapilmis cihazlarda Gretilmigtir.

3.2, Aletler

Spektrofotometrik deneyler sirasinda Shimadzu marka UV-2401 PC model
spektrofotometre kullanilmigtir.

Surekli akis enjeksiyon analizinde, LC 6A marka sivi kromatograf ve pompa,
SPD-10A marka UV detektorle yapilan deneylerde elde edilen verilerin iglenmesi
CR-7A marka integrator ile gergeklestirilmigtir (hepsi Shimadzu, Japonya).
Numune enjeksiyonlar1 Rheodyne (Cotati, ABD) marka enjeksiyon tablasina 22
gauge enjektor ucu ile yapilmustir.

Tim cozeltilerdeki ¢oziinmiis gazlan uzaklagtirmak igin B-220 (Branson,
ABD) model ultrasonik banyo kullanilmugtir. Cozeltilerin pH’lan1 Elekromag
M822 model pH metre ile 6lgtilmustiir.

3.3. Standart Cozeltinin Hazirlanmasi

Surekli akig enjeksiyon analizinde tasiyici ¢ozeltinin hazirlanmas: igin
%20’lik etanol ile 0.2 M H3PO4 cozeltileri hazirlamp gerekli oranda
kanstirildiktan sonra 1 M NaOH ile pH’1 6.0’ya ayarlanmigtir.

DEF standardindan uygun miktar tartilip bir balon jojeye transfer edilmis,
iizerine etanol ilave edilerek ¢oziilmiigtiir. Seyrelmeler, pH’1 6.0 olan 0.2 M fosfat

tamponu katilarak yapilmigtir. Etanoliin yiizdesi hep %20 olarak ayarlanmistir.



DEF’in UV- spektrumu i¢in 1.0x10° M’lik ¢ozelti kullamlmistir. Bu ¢ozelti
ile kuvartz kiivetler kullanilarak 200-360 nm dalga boyu araliginda tarama
yapilmigtir. Kor olarak deneyler esnasinda kullandigimiz ¢oziicii  sistem
kullanilmagtir.

Siirekli akig enjeksiyon analizi deneyleri igin 6nce 5.0x10* M “lik stoktan
hareketle 1.0x10™ M’lik yeni stok ¢ozelti hazirlanmistir. Elde edilen pik alanlar
dogrultusunda 1.0x107- 5.0x10° M’lik ¢ozeltiler kalibrasyon seti olusturmak
iizere belirlenmigtir. Tekraredilebilirlik ¢alismalarinda 2.0x10° M’lik DEF

¢ozeltisi kullanilmistir.
3.4. Yontemin Farmasétik Preparatlara Uygulanisi

DEF’in farmas6tik preparati, Aventis Pharma firmasinin dretimi olan
Filantadin® adli tablet olup 30 mg DEF icerdigi bilinmektedir. Farmasotik
preparatlardaki DEF tayinlerinin farmakopelerdeki gibi yapilma zorunlulugu
vardir. Ancak, DEF heniiz farmakopelere monograf olarak girmemigtir. Bu
nedenle, genel farmakope yoOntemleri uygulanmis ve sonuglar buna gore
yorumlanmugtir.

Genel uygulamaya gore; 10 adet DEF tableti alindy, tartild1 ve ortalama tablet
agirliklart (368.7 mg) hesaplandi. Tartim gergeklestirilen bu tabletler toz haline
getirilerek koyu renkli bir giseye kondu ve kapagi kullamm diginda hep kapali
tutuldu. Tayinler siirecinde, bir tablete esdeger tartim almip gerekli islemler
yapilmigtir. DEF’in tablet tozundan geri kazamimi etanol katilarak ve ultrasonik
banyoda islem uygulayarak saglanmigtir. Seyrelme iglemleri digerlerine benzer
sekilde gergeklestirilmigtir.

Surekli akig enjeksiyon analizi ve UV-spektrofotometrik yontemde standart
DEF igin tarif edildigi sekilde seyreltilen numune ¢ozeltisinin 247 nm’de yanit
sinyalleri ve absorbans degerleri 6lciilerek kalibrasyon esitliklerinde ¢ozildikten

sonra tablet igindeki DEF miktan hesaplanmugtir.
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4. SONUCLAR VE TARTISMA
4.1. Siirekli Akis Enjeksiyon Analizi
4.1.1. Siirekli Akis Enjeksiyon Analizi Optimizasyonu

Deneyler esnasinda yapilan galigmalarda pH’1 6.0 olan 0.2 M fosfat tampon
sistemi ¢Oziici olarak segilmis ve tim seyreltme islemleri bu tampon ile
yapilmugtir.

Siirekli akig enjeksiyon analizi sinyalleri UV detektor ile algilandigi igin
¢aligma dalga boyunu belirlemek gereklidir. Bu amagla, deneysel kisimda tarif
edilen sekilde hazirlanan standart DEF ¢ozeltisi kullanilarak 200-360 nm dalga
boyu arahiginda DEF’in UV spektrumu kaydedilmistir. DEF’in 1.0x10° M’hk

gozeltisinin spektrumu Sekil 4.1.1.1."de goriilmektedir.

U'Z T T |

n,154~ _
A
b 0,100 4
3

0,050 i

0,000 N .

2000 2500 2000 3500 3600
‘Wavelength [rm )

Sekil 4.1.1.1. Standart DEF (1.0x10°M) ¢ozeltisinin 200-360 nm araligindaki UV
spektrumu.

Belirtilen kogullarda DEF’in en yiiksek absorbans verdigi dalga boyu 247nm
olarak gozlenmis ve siirekli akis enjeksiyon analizi deneylerinde kullamilacak

dalga boyu degeri 247 nm olarak se¢ilmistir.
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Surekli akig enjeksiyon analizinde en uygun pik sinyallerinin elde edildigi akig
hiz1 degerinin belirlenmesi onemlidir. Akis hizimin piklere olan etkisi 0.1-2.5
mL/dk akis iz1 araliginda incelenmigtir. Disitk akis mzlarinda biyik pik alanlan
ve keskin olmayan pikler belirmistir. Yiksek akig hizlarinda ise pikler daha
keskinlegmig ve pik alanlan oldukga disiik bulunmustur.

Belirtilen akis hiz1 araliginda elde edilen pik alami degerleri akis hizina karst
grafige gecirildiginde Sekil 4.1.1.2. elde edilmistir.

3000000

Pik Alam

NN

05 1 15 2 25 3
Akig Hizi (ml/dk)

(=)

Sekil 4.1.1.2. Akis izinin DEF sinyallerinin pik alanina etkisi.

Akis hizimin  incelenmesinde elde edilen tim veriler g6z Oniinde
bulundurularak optimum kosullart saglayan akis lmizi degerinin 1.3 mlL/dk

olduguna karar verilmistir.
4.1.2. Siirekli Akis Enjeksiyon Analizinin Kesinligi

Yontemin kesinliginin incelenmesi amaciyla DEF’in 2.0x10™ M derigimli
¢ozeltisi ile 8 ayrt enjeksiyon ve birbirini takip eden 3 giinde sirekli akig
enjeksiyon sinyalleri kaydedilmistir. Birinci giin elde edilen 2.0x10° M
derigsimindeki DEF ¢ozeltisininl.3 mL/dk akig hizindaki 8 sinyal Sekil 4.1.2.1 de

verilmigtir.
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U

Sekil 4.1.2.1. Standart DEF(2.0x10° M) ¢ozeltisinin 1.3 mL/dk akis mzinda ve
247 nm’deki sinyallerinin tekraredilebilirligi.

Pik alanlan olarak elde edilen sinyaller istatistiksel olarak degerlendirilmigtir.
Sonuglar Cizelge 4.1.2.1.”de verilmektedir.

Cizelge 4.1.2.1. DEF’in giini¢i ve giinlerarasi tekraredilebilirlik sonuglari.

Giinigi kesinlik Giinlerarasi kesinlik
1.giin 2 giin 3.giin Tum ginler
(n=8) (n=8) (n=8) (n=24)
Alan Alan Alan Alan
Ortalama 178118 178332 178198 178216
Standart sapma 518 730 489 570
% Bagil standart 0.29 0.41 0.27 032

sapma

Cizelge 4.12.1°den de gorildugu gibi, pik alam sinyallerinin
tekraredilebilirliginin degerlendirilmesi ile % 0.4 dolayinda % bagil standart

sapma degerlerini veren yiiksek tekraredilebilirlik sonuglar elde edilmigtir.

4.1.3. Siirekli Akig Enjeksiyon Analizinin Dogrusalhg:

DEF’in 1.0x107-5.0x10° M derisim araliginda bes ayr gozeltisi deneysel
boliimde anlatildig: sekilde hazirlanmig ve yontemin dogrusallifini incelemek
amaciyla siirekli akig sistemine enjekte edilmistir. Giinigi ve ginleraras:

tekraredilebilirligi gostermek igin belirtilen konsantrasyon aralifinda, ¢ ayn set
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¢ozelti hazirlanarak birbirini takip eden 3 giinde pik sinyalleri kaydedilmigtir.
Elde edilen sinyaller Sekil 4.1.3.1.de gorilmektedir.

IRIRImInl

Sekil 4.1.3.1. DEF’in 1.0x10°-5.0x10” M derigim araligindaki c¢ozeltilerinin 1.3
mL/dk akis hizinda ve 247 nm’deki sinyalleri (n=2 herbiri i¢in).

Dogrusalik deney sonuglari ise Cizelge 4.1.3.1°de pik alanlarina gore

sunulmaktadir.

Cizelge 4.1.3.1. 1.3 mL/dk akis hizinda , 247 nm’de ve 1.0x107-5.0x10° M
derigim arahiginda DEF’in pik alam sinyallerinin dogrusallig1.

Giinigt Giinlerarasi

1.gin 2.giin 3.giin Tiam giinler

(n=5) (n=5) (n=5) (n=15)
Egim, a 7.96x10° 8.05x10° 8.02x10° 8.01x10°
Kesim, b 2.46x10° 7.58x107 1.19x10° 1.48x10°
Korelasyon katsayisi,r =0.9999 =0.9999 =0.9998 =0.9999
Regresyon denkleminin
Standart sapmasi,+ Sr 1.26x10° 1.27x10° 1.27x10° 1.17x10°
Giiven Araligi(p<0,05) +1.57x10° +1.58x10° +1.58x10° +6.60x10*

Pik alanlarina gére yapilan istatistiksel hesaplamalarda DEF’in farmasotik
tabletlerindeki miktar tayinine izin verecek Olgide, oldukg¢a iyi korelasyon

katsayil: kalibrasyon esitlikleri elde edilmistir.
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4.1.4. Siirekli Akis Enjeksiyon Analizinin Saptama ve Tayin Smiri

DEF’in siirekli akig analizi yontemiyle saptama simr (Limit of detection,
LOD) degerinin belirlenmesi amaciyla sinyal/guralti=3.3 (S/N=3.3) i¢in pik alani
sinyali dikkate alinarak hesaplamalar yapilmigtir. Tayin sininmin (Limit of
quantification, LOQ ) belirlenmesi i¢in sinyal/girilti=10 (S/N=10) esitligine gore
pik alam sinyali dikkate alinmigtir. Belirtilen kogullarda yontemin saptama simir

3.65x107 M ve tayin simr1 1.10x10°° M olarak hesaplanmugtir.

4.1.5. Siirekli Akis Enjeksiyon Analizi ile Deflazacort Iceren Tabletlerde
Miktar Tayini

Burada gelistirilen yontem daha sonra DEF’in farmasotik preparati olan
tabletlerdeki (30 mg DEF igeren) miktar tayini i¢in uygulanmigtir.

Surekli akig enjeksiyon analizi uygulamalan icin tablet ¢ozeltisi, standart
cozeltiyle aym olacak sekilde hazirlanmigtir. Farmasotik tablet icerigi 10mL
etanol igerisinde ¢ozilerek hazirlanan stoktan hareketle son derisimi 3.0x10° M
olan yeni ¢ozelti hazirlanmustir. Standart ¢ozeltinin kalibrasyon setinin orta
noktasina denk gelecek sekilde hazirlanan 6 yeni ¢ozeltiyle enjeksiyonlar
yapiimagtir. Okunan pik alanlan kalibrasyon denkleminde
( A=8.01x10°.C(M)+1.48x10° ) ¢oziilerek cozeltilerin icerdigi DEF miktarlar
hesaplanmigtir. Yapilan istatistiksel degerlendirmeler Cizelge 4.1.5.1.°de

sunulmaktadir.
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Cizelge 4.1.5.1. Pik alanlarina gore DEF’in tabletlerdeki miktar tayini
degerlendirmeleri.

Bulunan DEF (mg) % DEF

30.59 101.97

30.47 101.57

30.29 100.97

30.35 101.17

30.53 101.77

30.47 101.57

Ortalama 30.45 101.50
Standart sapma 0.14 0.41
% Bagl standart sapma 0.45 0.40
Giiven aralif1 (p<0.05) 0.15 0.43

Cizelge 4.1.5.1.’den goruldiigi gibi % bagil standart sapma degerleri % 1
in altinda olan ve tabletlerde pik alam sinyallerine gore % 101 oraminda DEF

icerigi bulunmustur.
4.2. Deflezacort’un UV Spektrofotometrik Yontemle Analizi

Spektrofotometri, ilag igerisindeki etken madde tayininde yaygin olarak
kullanilan yontemlerden biridir [23-30]. Siirekli akig enjeksiyon analizi ile yapilan
farmasotik tablet igerisindeki DEF tayini sonuglarinin dogrulugunu ve kesinligini
kargilagtirmak i¢in UV spektrofotometrik yontemin kullamlabilecegi kosullar
aragtirilmgtir.

Spektrofotometrik yontemin uygulanmasi icin DEF’in fosfat tamponu
icerisinde hazirlanmig olan ¢ozeltisi kullanilmigtir. Maddenin spektrumu 200-360
nm dalga boyu araliginda kuvartz kiivetler kullanilarak kaydedilmistir. Kor olarak
fosfat tamponu kullanmilmugtir.

Kalibrasyon egrisini hazirlamak ve kalibrasyon esitliginin belirlenmesi i¢in
stok cozeltisinden sirayla 1.02x107, 2.04x107°, 3.06x10°, 4.08x10”, 5.10x107
M’lik standart DEF ¢ozeltileri hazirlanarak 247 nm’deki absorbans degerleri
okunmugtur. Belirtilen derigimler ile karsilik gelen absorbans degerleri grafige
gecirildiginde ;

A=14265.C(M)-0.087 r=0.9999
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esitligi elde edilmistir. Elde edilen bu sonug iizerine korelasyon katsayisi yiksek
dogrusal kalibrasyon egrisi ile DEF igeren tabletlerde miktar tayininin
yapilabilecegine karar verilmigtir.

Tablet numunesi deneysel kisimda tarif edildigi sekilde kalibrasyon
dogrusunun orta noktasina karsilik gelecek sekilde 3.0x10° M derisimde
hazirlanarak 247 nm dalga boyunda absorbans degerleri okunmustur. Bulunan
numune absorbanslari kalibrasyon esitliginde ¢ozildiikkten sonra DEF igerigi
hesaplanmustir.

Spektrofotometrik yontemle elde edilen sonuglar Cizelge 4.2.1.°de

sunulmaktadir.

Cizelge 4.2.1. UV spektrofotometrik yontemle farmasétik tabletlerde DEF tayini.

Bulunan DEF (mg) % DEF

30.25 100.84

30.44 101.47

31.10 103.86

30.82 102.74

30.84 102.79

Ortalama 30.69 102.34
Standart sapma 0.31 1.19
% Bagil standart sapma 0.99 1.16
Giiven araligi(p<0.05) 0.39 1.48

Cizelgeden de goriuldigi gibi farmasotik tabletlerdeki ortalama DEF
miktan % 102 olarak bulunmugtur ve yontemin % bagil standart sapmasi % 2’nin

altindadir.

4.3. Tablet Icerisindeki Deflazacort Miktar Tayini Sonug¢larmmn
Karsilastirilmasi

Siirekli akig enjeksiyon analizi, standart yontem olarak uygulanan UV-
spektrofotometri yontemi uygulanarak elde edilen tablet analiz sonuglar1 SPSS
10.0 paket programm kullamlarak istatistiksel olarak degerlendirilmigtir. Surekli
akig enjeksiyon analizinin pik alam geklinde elde edilen sinyal yanitlan standart
yontemlerle ayn ayn degerlendirildiginde bulunan istatistiksel veriler Cizelge

4.3.1.°de verilmektedir.
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Cizelge 4.3.1. Sirekli akis enjeksiyon analizi ile UV-spektrofotometri
yonteminin karsilagtirtimasi.

Surekli akig UV-Spektrofotometri
enjeksiyon analizi (n=6) (n=5)
Ortalama 304 30.7
Standart sapma 0.14 0.31
% Bagil standart sapma 0.45 0.99
t-testi (p<0.05) 1.89 Tablo t 905=2.26
F testi(p<0.05) 4.90 Tablo Fg05=5.19

Cizelge 4.3.1.°de gorildigu gibi t-testi uygulanarak pik alami sinyalleri ile
bulunan DEF miktarlan ile standart UV- spektrofotometri yontemle elde edilen
miktarlar birbirine ¢ok yakindir. Majistral tablet Gzerinde DEF miktani 30 mg
olarak belirtilmektedir ve bher iki yontemle de bulunan miktarlar 30 mg’a ¢ok
yakindir. Farmakopelerde monografi bulunmayan DEF igin genel kurallar
uygulandiginda kabul edilebilirlik sinirinin % 90-% 110 arasindaki agirliga sahip
olanlarin kabuledilebilirligi diginilmelidir. Buna gore gelistirilen yontem ve
karsilagtirma yOntemi olarak kabul edilen UV-spektrofotometri yontemiyle
bulunan sonuglar resmi gerekleri yerine getirmektedir. Ayrica, karsilastirma
yontemi olarak kabul edilen UV spektrofotometri yontemi t-(1.89<2.26) ve F-
(4.90<5.19) testlerine gore % 95 giiven diizeyinde iki yontem arasindaki farkin

istatistiksel agidan 6nemli olmadig: (insignificant) bulunmugtur.

4.4. Sonug ve Degerlendirme

Surekli akig enjeksiyon analizi, son yillarda basitligi, hizli olusu, az
miktarda numune gerektirmesi ve ucuz olmasi gibi nedenlerle analitik kimyada
onem kazanmig bir yontemdir. Diger yontemlerle kargilagtinldiginda kolay
otomasyonu, duyarliligy, yilkksek tekrar edilebilirligi ve kisa analiz siresi

saglamas! nedenleriyle daha ¢ok tercih edilen bir yontem olmustur.
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Bu caligmada, siirekli akis enjeksiyon analizi, gegerli bir yontem olan UV-
spektrofotometri ile kargilagtiriimigtir. Yontemler arasindaki farkin istatistiksel
olarak 6nemsiz oldugu % 95 giivenle soylenebilir.

Burada onerilen yontem basit, hizli, ucuz ve kesindir. Bu nedenle DEF’in

laboratuvarlardaki rutin analizi i¢in Onerilebilir.
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