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OZET
Yiiksek Lisans Tezi
LEFLUNOMID’IN SUREKLIi AKIS ENJEKSIYON ANALIZI ILE
TABLETLERINDE MIiKTAR TAYINi

DUYGU YENICELI

Anadolu Universitesi
Saghk Bilimleri Enstitiisii
Analitik Kimya Anabilim Dah
Danisman: Prof. Dr. Dilek Dogrukol-Ak
2004

Bu calismada, leflunomid (LEF) ’in film tabletlerinde miktar tayini
icin siirekli akis enjeksiyon analizi yontemi tarif edilmektedir. Tasiyict ¢ozelti
olarak, %25 etanol cozeltisi kullamlmistir ve akis hizi 0.8 mL/dk’dir. LEF
sinyalleri, UV-spektrofotometrik detektor kullamlarak 260 nm’de
kaydedilmistir. Miktar tayini icin pik alami sinyalleri kullanilmustir.
Yontemin Kkesinligi ve dogrusaligai bu sinyallerle gosterilmistir.
Sinyal/giiriiltii oram1 3.3 Kkriterine gore yontemin saptama smir1 olarak
7.43x107 M ve sinyal/giiriiltii oram1 10 kriterine gore tayin simn olarak
2.25x10° M degerleri hesaplanmistir. Yontemin uygulanmasi ile elde edilen
sonuclar, standart bir yontem olan UV-spektrofotometrik yontem sonuclari
ile kargilagtirilmugtir. Farkin istatistiksel olarak o6nemli olmadig
bulunmustur. Bu calismada gelistirilen siirekli akis enjeksiyon analizinin

kesin, dogru, duyarh ve ucuz bir yontem oldugu sdylenebilir.

Anahtar Kelimeler : Leflunomit (LEF), Siirekli Akis Enjeksiyon Analizi
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ABSTRACT
Master of Science Thesis

DETERMINATION OF LEFLUNOMIDE IN PHARMACEUTICAL
TABLETS BY FLOW-INJECTION ANALYSIS

DUYGU YENICELI

Anadolu University
Institute of Health Sciences
Department of Analytical Chemistry

Supervisor :Prof.Dr.Dilek Dogrukol-Ak
2004

A flow injection analysis (FIA) method is described for the
determination of leflunomide (LEF) in the pharmaceutical tablets in this
study. 25 % ethanol was used as carrier solvent at 0.8 mL/min of flow rate.
LEF signals were detected at 260 nm using UV-spectrophotometric detector.
Peak area signals were used for quantification of LEF and the precision and
linearity of the FIA were shown with these signals. The detection limit and
determination limit of the method (signal / noise 3.3 and 10) were 7 43x1077 M
and 2.25x10° M, respectively. The results obtained with the application of the
method were compared with UV spectrophotometry as standard method. It
was found that the difference of the standard methed and FIA was not
statistically significant by using peak area response of FIA. It can be
concluded that FIA developed with this study is a precise, accurate, sensitive

and cheap method.

Keywords : Leflunomide (LEF), Flow-injection analysis.
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1. GIRIS ve AMAC

Leflunomit (LEF), anti-inflamatuar ve immunosupresif &zelliklere sahip
izoksazol tiirevi yeni bir 6n ilagtir ve son yillarda romatoit artritli hastalarin
tedavisinde kullanilmaya baglanmustir. Bu ilag, aktif romatoit artritli yetiskin
hastalarda, inflamasyonlu artritin isaretlerini ve semptomlarini azaltan ve
radyolojik 1ilerlemeleri geciktiren hastalik modifiye edici antiromatizmal
ozelliklere sahiptir. Insandaki oral uygulamay: takiben molekiildeki izoksazol
halkasinin hidrolizi ile aktif metaboliti olan A77 1726 ya hizla déniisiir ve
bagisiklik sisteminde modulator 6zellik gosterir [1].

Yeni bir ila¢ olmasi nedeniyle LEF ve tayinini konu alan ¢aligmalar bagil
olarak azdir. Gliniimiize kadar yapilan ¢aligmalar, genellikle yiiksek performansh
s1v1 kromatografisi yonteminin kullanildigi, LEF’in aktif metaboliti olan A77
1726 nin kan ve plazmada farmakokinetifinin gosterilmesine yonelik olan
caligmalardir [2-7]. Ayrnica, LC/MS/MS ve afinite kromatografisi yontemleri
kullamlarak LEF’in hiicre diizeyindeki etkilesimlerini inceleyen ¢aligmalar
bulunmaktadir [8,9]. .Yapllan literatiir arastirmasina goére LEF’in farmasotik
tabletlerinde tayinini konu alan herhangi bir ¢aligma bulunmamaktadir.

Stirekli akig enjeksiyon analizi yontemi, detektoriin Oniinden akan tasiyici
¢ozeltiye numunenin enjeksiyonu ile, numunenin sistemde siiriiklenmesi sirasinda
karsihik gelen sinyallerinin kaydedilmesini temel alan bir yontemdir. Yontem,
basitlik, ¢cok yonlii kullanim, otomasyon kolaylig:1 ve diisiik maliyetli cihaz ve
kimyasal madde olmak iizere bir¢ok avantaja sahiptir [10]. Bu avantajlar, analitik
kimyanin pek cok alanindaki rutin analizler i¢in siirekli akis enjeksiyon analizini
uygun bir teknik haline getirir. Bu yt')ntém, saatte en az 90 enjeksiyohla,
zamandan Onemli bir kazan¢ saglar. Ayrnica numune hazirlama basamaklan
kolaydir ve bunlardan yardimc1 maddeler etkilenmez.

Bu caligmanin amaci, LEF’in farmasotik tabletlerinde tayini igin
kullanilabilecek bir siirekli akis enjeksiyon analizi yontemi gelistirilmesi,
yontemin validasyonunun ve tabletlerdeki tayininin gosterilmesidir. Siirekli akig
parametrelerinin en uygun kosullan incelendikten sonra yontemin kesinligi,

dogrusallifi, dogrulugu, saptama ve tayin smninn belirlenmistir. Stirekli akig



enjeksiyon analizi ile elde edilen sonuglar, UV-spektrofotometrik yOntem

sonuglan ile karsilastinlmstir.



2. LITERATUR ARASTIRMASI

2.1. LEF’in Fiziksel ve Kimyasal Ozellikleri

1

LEF, kimyasal olarak [N-(4-trifluorometilfenil)-5-metilizoksazol-4-
karboksamid] seklinde adlandinilir. C;,H9N,O,F; kapali formiiliine sahiptir [8].
Acik kimyasal formiilii Sekil 2.1.’de goriilmektedir.
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Sekil 2.1. LEF’in kimyasal yapisi

LEF’in molekiil agirhgt 270.21°dir. Beyaz kristaller halindedir. 163-168
°C de erir. Metanol ve dimetil siilfoksit igersinde kolayca ¢oziiniir. Etanol ve
pH’st 2.3 olan tampon cozeltilerinde ¢oziiniirken, ¢oziiniirliigiin pH artis1 ile
azaldig: bildirilmektedir [11].

2.2. LEF’in Farmakolojik Ozellikleri

LEF, aktif romatoit artritli yetigkin hastalarda, inflamasyonlu artritin
isaretlerini ve semptomlarini azaltan ve radyolojik ilerlemeleri geciktiren hastalik
~ modifiye edici- antiromatizmal bir 6n ilagtir. LEF, insandaki oral uygulamay:
.takibén molekﬁldeki izoksazol halkasinin hidrolizi ile aktif metaboliti olan A77
1726 ya hizla donliserek bagisikhik sisteminde modulator 6zellik gosterir. Bu
doniisiim, muhtemelen mide-barsak sisteminde, plazma ve karacigerde gergeklesir
(1]

A77 1726, romatoit artritli hastalarin aktif hale gelmis olan
lenfositlerindeki hiicre ¢ogalmasim inhibe eder, fakat etkinin kesin mekanizmasi
heniiz agikhiga kavusturulamamustir. In vitro verilere gore, ilag, aktif olarak

bolinen hiicrelerde dihidro-orotat dehidrogenaz aktivitesini ve protein tirozin



aktivitesini engellemektedir. Dihidro-orotat dehidrogenaz, aktif olarak béliinen
hiicrelerdeki pirimidin niikleotidi i¢in prekiirsor olan iiridin monofosfat sentezi
icin gerekli bir enzimdir. Lenfositlerin aktivasyonu, dihidro-orotat dehidrogenaz
aktivitesinin indiiksiyonuna o&nciiliik eder. Bu enzimin inhibisyonu, iiridin
monofosfat diizeyinin diismesine, DNA ve RNA sentezinin azalmasina ve hiicre
boliinmesinin, G1 faz hiicre dongiisiiniin inhibisyonuna neden olur. Dihidro-orotat
dehidrogenaz aktivitesi, immiinglobulin (Ig) sentezi gibi diger hiicresel
fonksiyonlarla da iligkilidir {1,8].

LEFin bagisikhik sistemini baskilayici etkisi ise lenfosit tirozin kinaz
aktivitesini inhibe ederek, T ve B hiicre aktivitesini baskilamasina baglanmustir.
Ayrnica son veriler, T hiicre proliferasyonunun LEF tarafindan inhibisyonunda,
interlokin-2’ye olan cevabin engellenmesinin rol oynadigini gostermektedir [2].

A77 1726, 0,13 L/kg dagilma hacmine sahiptir ve % 99,38 oraninda
plazma proteinlerine baglanir. A77 1726, enterohepatik dongiiye girmekte ve bu
durum, eliminasyon yan Omriiniin uzun olmasina neden olmaktadir. Ilgili siire
yaklagik 2 hafta olarak verilmektedir. Uzun eliminasyon yar1 6mriinden dolayi,
LEF’le olén tedaviye, kararli plazma konsantrasyonuna ulasim hizlandirmak igin
li¢ giin siireyle giinde bir kez 100 mg’lik bir yiikleme dozuyla baglanmalidir [1].

A77 1726, sitokrom P450 yi inhibe ettigi icin, ayn1 enzim tarafindan
metabolize olan diklofenak, ibuprofen ve tolbutamid gibi ilaglarla etkilesme riski
vardir. LEF’in, sulfasalazin veya metotreksat kadar iyi tolere edilebilir ve etkili
oldugu ve aktif romatoit artritli yetigkin hastalarda bu ajanlara uygun bir alternatif
oldugu bildirilmektedir. LEF, Amerika, Avrupa Birligi, Orta ve Gliney Amerika
ve Avustralya’da romatoit artritli hastalarda kullanim i¢in hastalik-modifiye edici
ajan (discase .modifyi‘ng agents, DMARDS) ‘olarak kabul ledilmistir. 'Qral
uygulaméyl takiben, 4 hafta i¢inde eklem hassashig ve snisliklerinde, ayrica
fonksiyonel bozukluklarda onemli oOlgiide azalma oldugu goriilmiistiir. LEF,
ilerlemis solid tiimorler, sistemik lupus eritamatus veya Wegener's
granulomatosis gibi rahatsizliklar1 bulunan hastalarda klinik incelemelerde de

kullanilmaktadir [1].



2.3. LEF ve Aktif Metaboliti A77 1726 ile Ilgili Stabilite Calismalar:

Dlas ve ark. [2], insan kanindaki A77 1726 igin, 10 giinliik bir 6n stabilite
gahsmas1 yapmuglardir. Bunun icin kan oOrmeklerine 1.0 pg/L ve 10.0 pg/L
derisimde A77 1726 ekleyip, 4°C, -20°C ve -70°C de saklamuslardir. -20°C ve -
70°C de saklanan &meklerde istatistiksel olarak (p>0.05) 6nemsiz dégisiklikler
goriiliiken, 4°C de saklanan 10.0 pg/L lik 6reklerde 10 giin icinde % 1.9 gibi
Onemli bir diisiis gerceklesmistir. Buradan, A77 1726 nmin -20 °C ve =70 °C de
saklananlara oranla 4 °C de saklandiginda, insan kaninda daha az stabil oldugu
sonucuna varilmugtir.

Schmidt ve ark. [5], LEF ve A77 1726 nin stabilitesini, -80°C de saklanan
ve plazma i¢ine kangtinilan standart etkin madde ¢ozeltilerini kullanarak, bir ay
siireyle izlemislerdir. Ayrica, ii¢ ayn konsantrasyondaki ¢ozeltilerle bir ay siireyle
yapilan ¢alismalar, HCI ile pH 2’ye ayarlanan plazma igerisinde bulunan LEF ve
A77 1726 nin stabil oldugunu gostermistir. Dondurulmadan o6nce ve
dondurulduktan sonraki degerler arasindaki fark % 5 den azdir. Asitlendirilmemis
plazma, -80 °C de aym sﬁre saklandifinda, eklenen konsantrasyonun % 40’1na
kadar varan oranda LEF den A77 1726 doniisimi gozlenmistir.

Zhang ve ark. [8], LC/MS/MS yontemi ile LEF ve aktif metabolitinin
tayini i¢in yaptiklan ¢alismalarinda, asetonitrilde 1.0 pg/ml derisimde hazirlanan
standart ¢ozeltileri, asetonitril-sitrat tamponu (90:10, h/h) ile seyreltmislerdir.
Sitrat tamponunun pH simn 1.5 civarinda tutulmas: ile LEF’in metabolitine

doniisiimiiniin engellendigi bildirilmektedir.

" 2.4. LEF Tayini ile Ilgili Cahsmalar ~

Dias ve ark. [2], yaptiklar ¢alismada insan ve tavsanin kan ve plazmasinda
LEF’in aktif metaboliti olan A77 1726 nin analizi i¢in bir ters faz yiiksek
performansli sivi kromatografisi (YPSK) yontemi gelistirmislerdir. Yontemin
duyarlilig: kullamlan numune hacmi ile iligkili bulunmustur. Numune hacmi 0.25
ml kullanildiginda, yéntemin duyarliligs 400 pg/L iken; 1.0 ml numune hacmi i¢in
duyarliligin 40 pg/L oldugu bildirilmektedir. A77 1726 nin -20 veya —70 °C de 10
giine kadar dayanikli oldugu bildirilmektedir. LEF ve A77 1726 standartlarinin



stok ¢ozeltisi 10.0 pg/L. konsantrasyonda, % 95 etanol ve tuz ¢ozeltisi icinde
hazirlanmis ve —70 °C de saklanmustir. 17-B-estradiol, internal standart olarak
secilmis ve stok cozeltisi 1000 mg/L. konsantrasyonda % 95 etanol iginde
hazirlanmis, 4 °é de saklanmigtir. Kromatografik ayirma, izokratik olarak
gerceklestirilmis ve mobil faz olarak asetonitril-metanol-su (40:20:40, h/h/h)
secilmistir. Akis hiza 1.0 mI/dk ve kolon sicakligs 70°C olarak ayarlanmstir.
Pikler 280 nm’de saptanmig ve konsantrasyon pik yaniti iligkisi, internal standarda
gore pik alan oram kullanilarak hesaplanmugstir. Insan kaminda 0.4 mg/L ile 100
mg/L araligindaki ilag konsantrasyonlar igin yontemin % 78 — 108 aralifinda
analitik geri kazanim sagladifi bildirilmektedir. Insan ve tavsan kam ya da
plazmasinda yapilan ¢aligmalarda fark énemli bulunmamustir.

Lucien ve ark. [3], LEFin kandaki dagilimi ve farmakokinetigini
aragtirmislardir. Bu caligmada, 0.4-100 mg/L. derisim araliginda, test edilen tiim
konsantrasyonlarda A77 1726 plazmanin lipoproteinsiz fraksiyonunda % 95 den
fazla bulunmustur. Plazma icermeyen fraksiyonda, YPSK ile analizlenen A77
1726 nin saptanabilir diizeyi olan 0.34 + 0.18 mg/L derisim, sadece test edilen en
yiiksek konsantrasyonda (100 mg/L)v bulunmustur. LEF ve aktif metabolitin tek
doz farmakokinetigi tavganlarda incelenmis ve yar omrii sirasiyla 3.88 + 2.3 saat
ve 3.18 + 1.6 saat olarak bulunmustur. Intravendz ve oral uygulama ile belirlenen
dagilim hacmi, dokulara minimal dagilim gostermektedir. A77 1726 nin ortalama
rezidans siiresi, oral LEF uygulamasindan daha biiyiiktiir ve biyoyararlammin %
100 oldugu goriilmektedir.

LEF, pirimidin biyosentezinin dordiincii enzimi olan dihidroorotik asit
dehidrogenaz’in inhibisyonu seklinde etki gosteren immiino-modulator bir ilagtir.
Fairbanks ve ark. [4] min gelistirdikleri YPSK ybﬁt_emi; LEF ile inkiibe edilmis,
mitojen uyarimli insan T—lenfositleﬁhdeki asil metabolitin dihidroorotik asit degil,
karbamoil aspartat oldugunu gostermeye yoneliktir. Tayin, ["C] karbamoil
aspartat’m, ['*C] aspartik asit ve memeli aspartat transkarbamoilazindan
hazirlanmasiyla iliskilidir.

Schmidt ve ark. [S] nin yaptiklan bir baska calismada, insan plazmasindaki
LEF ve aktif metaboliti A77 1726 nin tayini i¢in s1vi-s1vi ekstraksiyona dayal: ters
faz bir YPSK yontemi tanitilmaktadir. LEF standart ¢6zeltisi, etanol ve % 0.9 luk

Anado'y Univorait-
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(a/h) tuz ¢ozeltisi iginde (95/5), A77 1726 standart stok cozeltisi ise % 0.005
doygun NaOH igefen distile suda hazirlanmustir. Iki stok ¢ozelti de, -80°C de bir
ay siireyle saklanmistir. Bu ¢calismada LEF ve A77 1726, asetonitril-su-formik asit
(40:59.8:0.2, h/h/h)’den olusan bir (mobil faz kullanilarak, 0.5 ml/dk akis hizinda
ve 261 nm’de UV deteksiyonla aynlmigtir. Internal standart olarak warfarin
secilmistir. Bulunan alikonma zamanlari, A77 1726 icin 8.2 dk, LEF i¢in 16.2 dk
ve warfarin i¢in 12.2 dk’dir. Valide edilmis tayin araligi LEF i¢in 0.05-100 pg/mL
ve A77 1726 igin 0.1-100 pg/mL dir. iki durumda da korelasyon katsayilar 0.995
den biiyiiktiir. Ortalama geri kazanim, LEF icin % 90-96 iken A77 1726 icin %
85-90 dir. Gelistirilen prosediir, 10 mg/giin ve 20 mg/giin dozda LEF ile tedavi
edilen romatoid artritli hastalardaki A77 1726 min kararh durum plazma
konsantrasyonlarin belirlemek i¢in uygulanmigtir.

Chan ve ark. [6], LEF’in aktif metaboliti A77 1726 nin plazmada YPSK
ile tayininde, proteinlerin ¢okeltilmesi icin asetonitrilin kullamildigi basit bir
yontem gelistirmislerdir. A77 1726 ve internal standart olan o-fenilsinnamik
asidin kromatografik ayrimu, Cis k(_)lon kullanilarak, UV deteksiyon ile 305 nm de
saglanmigtir. Kullanilan mobil faz, asetonitril-0.05 'M pH 2.5 asetat tampohu
(35:65, h/h) dur. Yontem, A77 1726 icin 0.5-60.0 pg/ml konsantrasyon araliginda
0.997 den biiyiik korelasyon katsayis1 degerleri ile tekraredilebilir bir dogrusallik
gostermigtir. Tekraredilebilirlik % 5’ den azdir. LOQ, 0.8 pg/ml olup, ortalama
bagil geri kazanmim 100 % diir. Bu yontem, LEF kullanan hastalarin plazmalarinda
A77 1726 tayini i¢in uygundur ve diger HPLC metodlarindan basittir.

Roon ve ark. [7], insan serumunda A77 1726 nin saptanabilmesi i¢in basit
ve hizl: bir ters faz YPSK yontemi gelistirmislerdir. Mobil faz, KH,PO, tamponu
(45 mM; pH=3) ve metanol (50:50, h/h) olup, akis hiz1 1 mL/dk’d;r. A77 1726

.UV absorbsiyonla 295 nm’de goriintiilenmis ve alikonma zamani 8.9 dk olarak
bulunmustur. Internal standart olarak, demoxepam kullanilmuistir. Diisiik ve
yiiksek LOQ degerleri sirasiyla 0,5 ve 100 mg/L olarak bulunmustur. Y6ntem, 0,5
- 100 mg/L Kkonsantrasyon aralifinda dogrusaldir (r*>0,999). Giinici ve
giinlerarast kesinlik, tiim konsantrasyon araliginda % 15 gibi bir varyasyon
katsayis1 gostermig ve dogruluk % 8 bulunmugtur. Romatoit artrit tedavisinde

kullamlan diger ilaglar ve metabolitleri, A77 1726 dan 2 den biiyiik bir



rezoliisyonla ayrilmustir. LEF kullanan 37 hastanin serumundaki A77 1726
diizeyleri tarif edilen YPSK yontemi ile belirlenmistir. Olgiilen serum
konsantrasyonlan 3.0 — 176.0 mg/L araliginda farklilik géstermektedir.

LEF, Zhang ve ark. [8] nin ¢aligmasinda SUOOZO ile gosterilen ve in vivo
olarak acik halka izomerik sekli olan aktif metaboliti A77 1726 ya metabolize
olur. Bu ¢aligma, LEF ve SU0020’nin hiicresel diizeyini daha iyi anlayabilmek
icin 3T3/PDGFr o ve B hiicrelerindeki LEF konsantrasyonunu degerlendirmek
amaciyla yapilmustir. 3T3/PDGFr hiicrelerinin ikisi (a0 ve B) 1, 6, 24 ve 48 saat
stireyle 1, 25 ve 100 pM konsantrasyonundaki LEF ile inkiibe edilmistir. Bu
hiicrelerdeki LEF ve SU0020 tayini, spesifik ve duyarli bir sivi kromatografisi-
ikili kiitle spektrometrisi (LC/MS/MS) yontemiyle yapilmustir. Ilging olarak, a ve
B hiicre lizatlannnda LEF, SU0020’den daha konsantre halde bulunmustur. Bu
durum, LEF’in hiicrelere se¢imli partisyonuna bagli olabilir ve bu, ana ilag
seviyesinin, PDGF (platelet derived growth factor) reseptorlerinin inhibisyonu
icin gerekli farmakolojik diizeye ulasabilecegini gostermektedir. Elde edilen
verilere gore, bu hiicrelerdeki LEF-SU0020 doniisiimii, inkiibasyon ortaminda
oldugundan daha yavas gergeklésmektedir. |

Mangold ve ark. [9], hiicresel rol oynadifi disiiniilen LEF baglayici
proteinlerin  belirlenmesi ve  saflastinlmasinda  afinite  kromatografisi
kullanmmgslardir. Bir LEF tiirevi olan A 0273, fractogel matrikse kovalent olarak
baglanmistir. Bu kolon, secilen spesifik gradient eliisyon basamaklarn yolu ile
makrofaj hiicre c¢izgisi RAW 264.7°nin sitozolik bir protein ekstraktinin
ayrilmasinda kullanilmistir. LEF’in aktif metaboliti olan A77 1726 yolu ile
spesifik olarak elue edilen proteinler, protein dizi analizi ile aydinlatilmigtir. Bu
durum, yiiksek afinite ile matrikse baglanah 10 sitozolik protein‘iri_
aydinlatilmasina da imkan verir. Bunlardan iigii, gliseraldéhit 3- fosfat
dehidrogenaz, piriivat kinaz, fosfogliserat mutaz, glikolitik yolagin ikinci kismim
olusturur. Bu protein-ilag etkilesmelerinin baglanma spesifikligi, BIAcore analizi
kullanilarak degerlendirilmistir. Gliseraldehit 3- fosfat dehidrogenaz, piriivat
kinaz ve laktik dehidrogenaz enzimlerinin Kd degerleri, bilinen LEF hedef
proteini olan dihidroorotat dehidrogenaz’in Kd degerine yakindir. Sonuglarn

aydinlatmak igin, diger hiicre cizgileri MOLT-4, A20.2J, HeLa'nin sitozolik



fraksiyonlar aym kromatografik protokol uygulanarak karsilagtinlmustir. Eliisyon
profilinin, makrofaj hiicre ¢izgisi RAW 264.7 i¢in 6nceden elde edilen verilerle

uyumlu oldugu bildirilmektedir.
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3. GEREC ve YONTEMLER
- 3.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Standart LEF, Sigma (St.Louis, MO)’dan temin edilmistir. pH taramasi
icin kullanilan sodyum asetat, sodyum dihidrojen fosfat, hidroklorik asit ve
sodyum hidroksit Merck (Darmstadt, Almanya)’ten temin edilmistir ve analitik
Olglilerde saftir. Deneyler sirasinda kullanilan distile etanol ve bidistile su

laboratuvarimizda tiimii pyrex camdan yapilmig cihazlarda tretilmistir.
3.2. Kullanilan Aletler

Spektrofotometrik deneyler sirasinda Shimadzu marka UV-2401 PC
spektrofotometre kullanilmistir.

Siirekli akig enjeksiyon analizinde; LC 6A marka s1vi kromatograf, pompa,
ve SPD-10A marka UV detektorle yapilan deneylerde elde edilen verilerin
islenmesi, CR-7A marka integrator ile gerceklestirtlmistir. Numune enjeksiyonlar
SCL-6B marka otosampler ile yapilmustir (hepsi Shimadzu, Japonya).

Tiim ¢ozeltilerdeki ¢coziinmiis gazlan uzaklastirmak i¢in B-220 (Branson,
ABD) model ultrasonik banyo kullanilmustir. pH taramasinda, ¢ozeltilerin pH’lan

Elektromag M822 model pH metre ile 6l¢iilmiistiir.
3.3. Analitik Islemler
3.3.1. Siirekli Akis Enjeksiyon Analizi ile Ilgili Analitik iglemler

Siirekli akis enjeksiyon analizi deneyleri igin Once 3.66x107 M’lik % 100
etanol iceren bir stok ¢ozelti hazirlanmistir. Daha sonra, % 25 etanol igerecek
sekilde gerekli seyreltmeler yapilarak, 2.75x10°%, 5.49x10°6, 1.1x107, 5.49x10°° ve

1x10* M’k  ¢ozeltilerden olusan  kalibrasyon seti  belirlenmigtir.
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Tekraredilebilirlik ¢aligmalarinda, 5.49x10%, 1.1x10° ve 5.49x10° M’lik LEF

cozeltileri kullanilmugtir.

3.3.2. UV-Spektrofotometrik Analiz ile ilgili Analitik Islemler

LEF’in 200-350 nm araligindaki UV spektrumunun kaydedilmesi icin
5.49x10° | M LEF gbzeltisi kullanilmustir. Spektrofotometrik kalibrasyon ¢alismasi
icin hazirlanan c¢ozeltilerin % 25 etanol icerisindeki son derisimleri, 1.1x107,
1.46x10°°, 1.83x107, 2.2x10%, 2.56x107, 2.93x10°, 3.29x10° M’dir. Olgiimler

kuartz kiivetlerde yapilmis ve kor olarak % 25 lik etanol ¢ozeltisi kullanilmastir.
3.4. Tablet Numune Cozeltilerinin Hazirlanmasi

LEF’in tayini icin kullanmilan farmasotik preparati, Aventis Pharma
(Tiirkiye) firmasinin iiretimi olan Arava® adli tablettir. 20 mg LEF iceren tablet
formu lokal eczanelerden temin edilerek kullanilmustir.

Tablet numunelerinin hazirlanmas: i¢in, 20 mg LEF iceren 10 tablet
agirligs tam olarak tartildiktan sonra tabletler havanda toz edilmis ve agzi stk
kapanan ve 151k gecirmeyen bir kaba konulmustur. Bir tabletin ortalama agirlig
hesaplanarak, bu agirlhiga karsilik gelen miktar tam tartildiktan sonra 10 ml etanol
ile ¢oziilmiis ve agz1 kapali bir kapta 30 dk sonike edildikten sonra 5000 rpm de
santrifiij edilerek, analize hazir numune haline getirilmistir. Gerekli seyreltme
islemleri olgiim sirasindaki etanol konsantrasyonu % 25 olacak sekilde
yapilmistir.

Siirekli akis enjeksiyon analizi ve UV-spektrofotometri yOntemleri ile
‘ yapilan dlgiimlerde, ta‘blet'numun_esi ¢ozeltisinin ¢aligilan kalibrasyon araligindaki
'uygun derisimi stok ¢ozeltiden seyreltilerek hazirlandiktan sbnra 260 nm’de yanit
sinyalleri ve absorbans degerleri Ol¢iilmistiir. Elde edilen veriler, kalibrasyon
esitliklerinde c¢oziildiikten sonra tablet icindeki LEF miktar1 ve % LEF igerigi

hesaplanmustir.
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4. BULGULAR ve TARTISMA
4.1. Siirekli Akis Enjeksiyon Analizi
4.1.1. Siirekli Akis Enjeksiyon Analizi Optimizasyohu

Siirekli akis enjeksiyon analizi sinyallerini saptamak amaciyla UV detektor
kullanildig1 i¢in UV alandaki ¢aligma dalga boyunu belirlemek gereklidir. LEF
icin seyreltme ortami ve oraninin belirlenmesi de calisma dalga boyu kadar
Onemli bir parametredir. LEF’in metanol, etanol ve dimetilsiilfoksit igerisinde
¢oziindiigi bilinmektedir [2-7,11]. Bu bilgilerin 1s18inda en ekonomik c¢oziicii
ortamu olan etanoliin farkli yiizdelerinin LEF’in UV spektrumuna etkisi
incelenmigtir. Kor olarak aymi etanol yiizdesindeki c¢ozeltilerin kullamldig
islemlerde, ¢6ziicii ortaminin etanol ylizdeleri % 100, % 75, % 50 ve % 25 olacak
sekilde, 5.49x10° M LEF ¢ozeltisinin 200-350 nm dalga boyu araliginda UV
spektrumlar kaydedilmigtir. S6z edilen ylizde araligindaki biitiin etanol ¢ozeltileri |
. i¢in, aynt UV spektrum sekli ve absorbans biiyiikliigii elde edilmistir. LEF’in 200-
350 nm dalga boyu araliginda, % 25 etanol igeren ¢oziicii ortamundaki absorbans

spektrumu Sekil 4.1.”de verilmektedir.
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Sekil 4.1. % 25 etanol igerisindeki standart LEF (5.49x10”° M) ¢ozeltisinin 200-
350 nm araligindaki UV-spektrumu
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Elde edilen verilere dayanarak ve daha az organik ¢oziicti harcanmas1 goz
Oniine alinarak, LEF ol¢limlerindeki seyreltme ve Olgim ortamu olarak % 25
etanol ¢ozeltisi se¢ilmis ve deneyler siiresince tim seyreltme islemleri % 25
etanol icerecek sekilde yapilmugtir. Siirekli akis enjeksiyon analizi deneyleri igin
de soz edilen gerekgelerden dolayi, stiriikleyici ¢oziicii olarak % 25 etanol ortami
secilmistir.

Sekil 4.1.’de goriildiigi gibi, 200-350 nm dalga boyu aralifinda LEF’in en
yiiksek absorbans verdigi dalga boylart, 205 ve 260 nm olarak gozlenmis ve olasi
girisimlerden kaginmak igin siirekli akis enjeksiyon analizinde kullanilacak UV
alandaki dalga boyu degeri olarak 260 nm seg¢ilmisgtir.

Siirekli akis enjeksiyon analizinde en uygun pik sinyallerinin elde edildigi
akis hizi degerinin belirlenmesi, optimizasyonda onemli olan bir baska
parametredir. Akis hizinin LEF pik sinyallerine olan etkisi 0.1-3.0 mL/dk akis hiz1
araliginda incelenmistir. Elde edilen pik yamti sekillerine gore, diisiik akis
hizlarinda bilytik pik alanlan ve keskin olmayan pikler belirmistir. Yiiksek akig
hizlarinda ise pikler simetrik seklini kaybetmis ve pik alanlari olduk¢a diisiik
bulunmustur. Belirtilen akis hiz1 aralifinda elde edilen pik alami degerleri akis

hizina karg1 grafige gecirildiginde Sekil 4.2. elde edilmistir.
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Sekil 4.2. Akis hizinin LEF (1.1x10° M) sinyallerine etkisi
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Sekil 4.2. de goriildiigi gibi, akis hiz1 artarken, pik alan1 azalmaktadir. Pik
alaninin tersi ile akig hizi arasinda

(Pik Alan1)”? =-6.2x10® + 9.06x10° Akis hiz1, r = 0.9998

esitligine uyan dogrusal bir iliski bulunmustur.

Akis hizinin incelenmesinde elde edilen verilere gore, kantitatif tayiﬁe
olanak saglayacak en uygun akis hizi degerin.in 0.8 mlL/dk olduguna karar
verilmis ve deneysel ¢alismanin devaminda bu akis hiz1 degeri kullanilmistir.

Optimizasyon iglemlerinin diger basamaginda pH’'min pik alanina etkisi
aragtinlmstir. Yine % 25 etanol icerecek sekilde hazirlanan 0.05 M HCI, 0.05 M
asetat tamponu (pH 2.5, 3.5, 4.5 ve 5.5), 0.05 M fosfat tamponu (pH 6.5, 7.5, 8.5)
ve 0.05 M NaOH c¢ozeltileri tasiyic1 ¢oziicii olarak kullamlmus ve 1.1x10° M
LEF’in 0.8 ml/dk akis hizinda ve 260 nm’deki pik sinyalleri kaydedilmistir. Elde
edilen pik alami degerleri, pH ya kars1 grafige gecirildiginde Sekil 4.3. elde

edilmistir.
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Sekil 4.3. pH’nin LEF sinyallerine etkisi |

Sekil 4.3.’de goriildiigii gibi, pH nin degismesi LEF pik alam1 yanitlarinda
Onemli bir degisiklige neden olmamugtir.

Siirekli akis enjeksiyon analizinin optimizasyonu i¢in yapilan deneysel
calismalar sonucunda, kantitatif analize olanak saglayacak en uygun kosullar olan
0.8 ml/dk akis hizi, 260 nm saptama dalga boyu ve % 25 etanol ¢oziicii sisteminde

validasyon ¢aligmalarimin gerceklestirilmesine karar verilmistir.
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4.2. Siirekli Akis Enjeksiyon Analizi Yonteminin Validasyonu

4.2.1. Siirekli Akis Enjeksiyon Analizinin Kesinligi

Yontemin kesinliginin incelenmesi amaciyla, 5.49x10°° M, 1.1x10° M ve
549x10° M LEF iceren cozeltiler kullamlarak 3 set ve her set i¢in de 8’er
enjeksiyonluk deneyler yapilmistir. Belirlenen optimum kosullarda elde edilen

stirekli akis enjeksiyon analizi sinyalleri, Sekil 4.4.”de goriilmektedir.

SuNE

Sekil 4.4. Standart LEF (1.1x10° M) sinyallerinin tekraredilebilirligi

Verilen derisimlerde elde edilen pik alani sinyalleri, yontemin kesinliginin
gosterilmesi icin istatistiksel olarak degerlendirilmistir [12]. Sonuglar, Cizelge
4.1., Cizelge 4.2. ve Cizelge 4.3.”de verilmektedir.

Cizelgelerden de goriildiigii gibi, duyarhlik arttikga (5.49x10° M LEF)
yﬁnfemin kesinligi azalrriaktad1r. ‘Digef konsantrasyonlardaki kesinlik sonuglarina
gore, % 1-2 dolayinda bagil standart sapma degerleri ile yiiksek diizeyde
tekraredilebilirlik elde edilmisgtir.
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Cizelge 4.1. LEF’in (5.49x10° M) giinici ve giinlerarasi tekraredilebilirlik
sonuglar

6 Giinici ortalama kesinlik Giinlerarasi
>-49x107 MLEF Igin(n=8) | Ilgin(n=8) | IIL gin (n=8) kesinlik
Ortalama Pik Alam 84641 95940 102629 94403.3
Std. Sapma 1560 3353 4909 3548.5
% Rel.Std.Sapma 1.84 3.49 4.78 10.25
Giiven Aralif +1300.9 +2796.1 +4093.7 +2959.2

Cizelge 4.2. LEF’in (1.1x10° M) giini¢ci ve giinleraras: tekraredilebilirlik
sonuclari

1.1x10° M LEF Giin ici ortalama kesinlik Giinler aras1
I giin (n=8) II giin (n=8) H1I. giin (n=8) kesinlik

Ortalama Pik Alam 152251 155705 153712 153889.3

Std. Sapma 1017 4321 784.1 2602.6

% Rel.Std.Sapma 0.667 2.77 0.51 1.94

Giiven Aralig +848.1 +3603.4 +653.9 +21704

Cizelge 4.3. LEF’in (5.49x10° M) giinici ve giinlerarasi tekraredilebilirlik
~sonuglar

5.49x10° M LEF Giin ici ortalama kesinlik Giinler aras
I giin (n=8) I giin (n=8) II1. giin (n=8) kesinlik
Ortalama Pik Alam 694318 688501 686961 689926.7
Std. Sapma 7887 5450 4879 6210.5 -
% Rel.Std.Sapma 1.12 0.79 0.71 1.01
Giiven Arahig: +6577.1 +4544.9 +4068.7 +5179.1

4.2.2. Siirekli Akis Enjeksiyon Analizinin Dogrusallig

LEF’in 2.75x10%-1x10* M derisim arahginda bes ayn ¢ozeltisi
hazirlanmis ve yontemin dogrusalligini incelemek amaciyla, siirekli akig
enjeks.iyon sistémine enjekte edilmistir. Giinigi Qe giinleraras1 tekraredilebilirligi
gostermek igin belirtilen konsantrasyon aralifinda, ti¢ ayn set ¢ozelti hazirlanarak,
birbirini takip eden 3 giinde pik sinyalleri kaydedilmistir. Artan LEF derigimleri
ile karsilik gelen pik alani degerleri arasinda yapilan istatistiksel degerlendirmeye

gore elde edilen sonuglar, Cizelge 4.4.’de verilmektedir.
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Cizelge 4.4. 2.75x10°%-1x10* M derisim araligindaki LEF’in 0.8 mL/dk akis
hizinda ve 260 nm’deki pik alani sinyallerinin dogrusalligs

Giinici Giinlerarasi
1.giin (n=5) 2.giin (n=5) 3.giin (n=5) Tiim giinler (n=15)
Egim, a 1.28x10" 1.27x10% 1.25x10"™ 1.27x10"
Kesim, b 1.12x10* 1.62x10* 2.09x10* 1.61x10*
Korelasyon
0.9998 0.9998 0.9998 0.9998
katsayisi, r
Regresyon
denkleminin . . . 4
2.44x10 3.22x10 2.71x10 5.25x10
standart sapmasi,
+Sr
Egimin % bagil
2.25 2.99 2.57 2.83
standart sapmas1
Giiven Araligs s g s s
+2.76x10 +3.63x10 +3.06x10 +1.65x10
(p<0.05)

LEF derigimi ve pik alan yamiti arasindaki dogrusal iligkiyi incelemek
tizere yapilan istatistiksel hesaplamalarda, LEF’in tabletlerdeki miktar tayinine
izin verecek Olgiide, oldukca yiiksek korelasyon katsayisina sahip, kesim degeri

sifira yakin dogrusal esitlikler elde edilmigtir.

4.2.3. Siirekli Akis Enjeksiyon Analizinin Saptama ve Tayin Sir1

LEF’in siirekli akis enjeksiyon analizi yontemiyle saptama sinin (Limit of
detection, LOD) degerinin belirlenmesi amaciyla sinyal/giiriilti = 3.3 (S/N=3.3)
icin pik alani sinyali dikkate alinarak hesaplamalar yapilmugtir. Tayin sinirtnin
(Limit of quantification, LOQ) belirlenmesi icin ise sinyal/giirilltii = 10 (S/N=10)
esitligine gore pik alam sinyali dikkate almmustir. Belirtilen kogullarda,
[kalibrasyon denkleminin kesim degerlerinin standart sapmasi/kalibrasyon
denkleminin egimi] orami sirasiyla 3.3 ve 10 ile carpilarak, yontemin saptama

sinin 7.43x107 M ve tayin sinir1 2.25x10° M olarak hesaplanmistir [13].
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4.2.4. Siirekli Akis Enjeksiyon Analizinin Dogrulugu

Siirekli akis enjeksiyon analizi yonteminin dogrulugunu aragtirmak igin,
tableti (olusturan etkin madde disindaki maddelerden olusan bir matriks ortami
hazirlanmasi, etkin maddenin bu matrikse eklenmesi ve yapilan 6lgiim sonunda
matriks ortamundaki yiizde geri kazamimun belirlenmesi yolu izlenmistir [13].
LEF’in farmasotik sekli olan Arava® tablet icin yapilan literatiir aragtirmasinda,
LEF tabletlerinde yardimci1 madde olarak kolloidal silikon dioksit, crospovidone,
hypromellose, laktoz monohidrat, magnezyum stearat, polietilen glikol, povidon,
nigasta, talk, titanyum dioksit ve san ferrik oksit icerigi verilmektedir [14].
Cizelge 4.5°de verilen yardimecr maddeler, ortalama tablet agirhig ve LEF igerigi
gdz Oniine alinarak cizelgede belirtilen oranlarda karigtinlarak tablet matriks

¢ozeltisi hazirlanmastir.

Cizelge 4.5. Tablet matriks ¢ozeltisini hazirlamak i¢in kullanilan yardimei
maddeler ve yiizdeleri

Kullanilan yardimc: Yiizdeleri
maddeler (%)
HPMC 7
Laktoz 60
Mg Stearat 1
PEG 4000 5
Povidon 5
Starch 5
Talk 1
TiO, 1

Matriks ¢ozeltisinin hazirlanmasi sirasinda, standart LEF ¢ozeltisi ile aym
analitik kosullarin salanmasina dzen 'gésteﬁlmistir. Ka]ibrasybn egrisinin vérilen |
araliginda bulunan g farklt derisimdeki standart LEF cozeltisi (1.46x 10 ,
4.03x10°, 7.03x10”° M) matriks ¢ozeltisine eklenerek kanstirilmus ve siirekli akis
enjeksiyon analizi yontemi kullanilarak her bir set igcin 8 enjeksiyon yapilmak
suretiyle optimum kosullarda ol¢iilmiistiir. LEF igerigine karsilik gelen pik alani
degerleri kalibrasyon esitliginde c¢oziilerek, yiizde geri kazamm, dogruluk ve

tekraredilebilirlik hesaplanmigtir. Dogruluk degerlerinin hesaplanmasi i¢in,
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Dogruluk= [ (6l¢iilen derisim-eklenen derigim) /eklenen derisim]x 100

esitligi kullanilmigtir. Yiizde geri kazanim ve dogruluk degerleri, Cizelge

4.6.’da verilmistir.

Cizelge 4.6. Siirekli akis enjeksiyon analizi yonteminin dogruluk sonuglan (n=8)

Eklenen LEF B(lgrli:?;mlﬁlssgl ) (%) Geri kazamm | Dogruluk RSD %
1.46x10~ 1.51x10° +2.75x10°7 103.3 3.28 1.82
4.03x10” 4.15x10” + 6.79x10” 103.0 3.01 1.64
7.03x10° 7.35x10” + 6.24x10" 104.6 4.57 0.85

Dogruluk igin, kabul edilebilirlik kriteri, % 15°den fazla sapmanin
olmamasidir [15]. Cizelge 4.6.’da goriildiigii gibi, yardimci maddelerin LEF
tayininin dogruluguna etkisinin olmadig1 sdylenebilir ve dogruluk sonuglar, bu

kriterin oldukga altinda bulunmustur.

4.2.5. Siirekli Akis Enjeksiyon Analizi ile LEF Iceren Tabletlerde Miktar
Tayini

Validasyonu 4.2.1. - 4.2.4. alt bolumlerinde gosterilen siirekli akis
enjeksiyon analizi yonteminin uygulamasi, 20 mg LEF icerdigi bilinen farmasotik
tabletlerde miktar tayini yapilarak gosterilmistir. Deneysel kisimda tarif edildigi
sekilde hazirlanan tablet numuneleri s6z edilen optimum kosullarda analiz
edilmistir. Elde edilen sonuglar, dogrusallik bdliimiinde verilen giinler arasi
esitlikte ¢oziilerek LEF iceren tabletlerdeki miktarlar ve kargilik gelen yiizdeleri
hesaplanmistir. Tablet bilesenlerinden kaynaklanan ve ol¢imleri etkileyecek
diizeyde girisim gdzlenmemistir. Yapilan ist'atistiksél 'degérlendifmeler, Cizelge
4.7.’de sunulmaktadir.

USP XXIV farmakopesinde, birim etkin madde igerigi i¢in saglanmasi
gerekli bulunan kogullar bildirilmektedir [16]. Farmakopeye gore, 10 adet tablet
olcimii yapilmasmnm ardindan etkin madde igeriginin % 85-115 arahifinda
bulunmas ve 8l¢iimiin % bagil standart sapma degerinin ise % 6 dan az veya esit

olmasi gereklidir. Gelistirilen yontemle yapilan Olgiimlerde, ARAVA® tablet

Anadolu Universitr -
Merkez Kitiphan -
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icerigi farmakopenin gerektirdigi aralikta bulunmustur. Olglimlerin % bagil

standart sapma degeri % 6 dan oldukga azdir.

Cizelge 4.7. Siirekli akis enjeksiyon analizi ile LEF’in farmasétik tabletlerindeki
miktar tayini sonuglar

Deney No LEF (mg) % LEF
1 19.48 97.40
2 19.10 95.50
3 19.10 95.50
4 19.70 98.50
5 19.60 98.00
6 19.14 95.70
Ortalama 19.3 96.8
Standart Sapma 0.27 1.36
% Bagil Standart Sapma 141 141
Giiven Aralig: (p=0.05) +0.28 +1.43

4.3. LEF’in UV Spektrofotometrik Yontemle Analizi

4.3.1. UV Spektrofotometri Yonteminin Dogrusalhig

Spektrofotometri, ilag icerisindeki etken madde tayininde yaygin olarak
kullanilan yontemlerden biridir [17-24]. Suirekli akis enjeksiyon analizi ile yapilan
tablet icerisindeki LEF tayini sonuclarmmin dogrulugunu ve kesinligini
karsilagtirmak igin UV spektrofotometrik yontemin kullanilabilecegi kosullar
arastinlmigtir.

Spektrofotometrik yontemle yapilan ¢aligmalarda LEF’in % 25 etanol
igerisinde hazirlanmis olan ¢ozeltisi kullanilmigtir. Maddenin spektrumu 200-350
nm dalga boyu araliginda kuartz kiivetler kullanilarak kaydedilmistir. Kor olarak,
% 25 lik etanol cozeltisi kullamlmustir. LEF, UV dalga boyu alaninda 205 nm ve
260 nm lerde iki maksimum absorbans veren spektrum sergilemistir. Spektrum
sekli, Sekil 4.1.’de goriilmektedir. 250 nm altindaki dalga boyu degerlerinde
absorbans veren maddelerin girisim etkisi arttig1 i¢in, 260 nm, ¢calisma dalga boyu
olarak se¢ilmistir.

Kalibrasyon egrisinin hazirlanmas: ve kalibrasyon esitliginin belirlenmesi
icin, 1.1x10%, 1.46x10°, 1.83x10°, 2.2x10°, 2.56x10”, 2.93x10°, 3.29x10”
M’lik standart LEF c¢ozeltileri hazirlanarak, 260 nm’deki absorbans degerleri
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okunmugtur. Belirtilen derisimler ve bunlara karsilik gelen absorbans degerleri
grafige gecirildiginde,

A =-0,0267+ 18543,99 C(M), r = 0.9999
esitligi elde edilmistir. Elde edilen bu yiiksek l(<orelasyon katsayili dogrusal
kalibrasyon egrisi kullanilarak UV spektrofotometrik yontemle LEF’in miktar

tayininin yapilabilecegine karar verilmistir.
4.3.2. UV Spektrofotometri Yonteminin Dogrulugu ve Kesinligi

Siirekli akis enjeksiyon analizi yonteminin dogrulugunun incelenmesi
amaciyla yapilan deneyler icin hazirlanan matriks ¢ozeltisi, spektrofotometrik
yontemin dogrulugunun incelenmesinde de kullanilmigtir. Bu amagla hazirlanan
matriks ¢oOzeltisine eklenmis standart LEF ¢6zeltileri, UV-spektrofotometrik
yontem igin verilen kalibrasyon aralifinda bulunacak sekilde seyreltildikten sonra
absorbanslann 260’'nm de lgiilmiistiir. Absorbans degerleri, UV-spektofotometrik
yontemle elde edilen kalibrasyon esitliginde ¢6ziilmiis ve karsilik gelen LEF
miktarlari hesaplanmugtir. UV—spektrofotometrik yontemle elde edilen dogruluk

degerleri, Cizelge 4.8.’de verilmigtir.

Cizelge 4.8. UV-Spektrofotometrik yontemin dogruluk sonuglart (n=8)

Eklenen LEF (M) B(l:)l:;:; I:nlﬁlsgg\;[) % Geri kazanim | % Dogruluk % RSD
1.46x10° 1.56x107 + 9x10° 106.70 6.69 0.58
4.03x107 4.13x10° +9.7x10° 102.51 2.51 0.24
7.03x10” 7.20x10° + 4.03x10” 102.50 2.50 0.56

Dogruluk degerleri, kabul kriteri olan % 15 degerinden oldukga diigiiktiir. -
Yontemin kesihligini gésterén % bagil standart sapma degerleri; ‘stirekli akis
enjeksiyon analizinin dogrulugunun incelenmesi ile elde edilen sonuglardan daha
iyi bulunmustur. Etkin madde digindaki yardimci maddelerin LEF tayininin
dogruluguna etkisinin olmadigy goriilmektedir. Elde edilen verilere gore,
spektrofotometrik yontem kullanilarak tabletlerdeki LEF tayini i¢in dogru ve

kesin sonuglar elde edilebilecegi sdylenebilir.
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4.3.3. UV-Spektrofotometrik Yontem ile LEF Iceren Tabletlerde Miktar

Tayini

LEF’in farmasotik tabletlerinde UV-spektrofotometrik tayini igin, tablet
numuneleri deneysel kistmda tarif edildigi sekilde hazirlanarak 260 nm dalga
boyunda absorbans degerleri okunmustur. Bulunan numune absorbanslari, UV-
spektrofotometrik yontemle elde edilen kalibrasyon esitliginde ¢oziildiikten sonra
tabletlerdeki LEF igerigi ve % LEF miktarlant hesaplanmustir. UV-
spektrofotometrik yontem ile elde edilen tablet analizi sonuglan, Cizelge 4.9.’da

sunulmaktadir.

Cizelge 4.9. UV-spektrofotometrik yontem ile LEF’in farmasotik tabletlerindeki
miktar tayini sonuglan

Deney No Bulunan LEF (mg % LEF

1 19.04 95.20

2 19.50 97.50

3 19.58 E 97.90

4 19.46 97.30

5 19.34 96.70

6 19.28 96.40
Ortalama 194 96.8
Standart Sapma 0.19 0.97
% Bag1l Standart Sapma 0.99 0.99
Giiven Araligi (p=0.05) +0.20 +1.01

Cizelge 4.9.dan da goriildiigii gibi tabletlerdeki ortalama LEF miktan % 96.8

bulunmugtur ve yontemin % bagil standart sapmasi %1’in altindadir.
4.4. Tablet Analizi Sonuclarinin Karsilastirilmasi

Geligtirilen siirekli akis enjeksiyon analizi ile elde edilen tablet analiz
sonuglari, standart bir yéntem olan UV-spektrofotometrik yontem sonuglart ile
kargilagtinlmuigtir. Yontemlerin dogrulugunu karsilastirmak igin student t- testi,
kesinligini karsilastirmak icin F-testi kullanilarak, sonuglar % 95 6énem diizeyinde
istatistiksel olarak degerlendirilmigtir. Degerlendirme sonuglan Cizelge 4.10.’da

verilmektedir.
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Cizelge 4.10. Siirekli akis enjeksiyon analizi ile UV-spektrofotometri yénteminin
karsilastirilmas.

Siirekli akis enjeksiyon analizi UV-spektrofotometri '
Ortalama (n = 6) 19.3 194
Standart sapma 0.27 0.19-
% Bagil standart sapma 141 0.99
t-testi (p<0.05) 0.15 Tablo tg05=2.57
F testi (p<0.05) 2.02 Tablo Fp ¢5=5.05

Standart yontem olarak kullanilan UV-spektrofotometrik yontem ile elde
edilen tablet igeﬁgi‘ sonuglar, siirekli akis enjeksiyon analizi sonuglan ile kesinlik
ve dogruluk agisindan karsilastinldiginda yontemler arasindaki farkin % 95 6nem

diizeyinde istatistiksel olarak 6nemsiz oldugu bulunmustur.
4.5. Sonug ve Degerlendirme

Siirekli akis enjeksiyon analizi, son yillarda basitligi, hizli olusu, az
miktarda numune gerektirmesi ve ucuz olmasi gibi nedenlerle analitik kim'yada
onem kazanmis bir yontemdir. Diger yOntemlerle karéllagtlnldlglnda; kolay
otomasyonu, duyarliligi, yiiksek tekraredilebilirligi ve kisa analiz siiresi saglamasi
nedenleriyle daha ¢ok tercih edilen bir yontem olmustur. Gelistirilen siirekli akis
enjeksiyon analizi yonteminin s6z edilen niteliklerin yamsira dogru, kesin ve
duyarl: bir yontem oldugu gosterilmistir.

Siirekli akis enjeksiyon analizi, gegerli bir yodntem olan UV-
spektrofotometri ile karsilastinlmigtir. t- ve F- testi sonuglarina dayanarak
yontemler arasindaki farkin % 95 6nem diizeyinde istatistiksel olarak Gnemsiz
oldugu éﬁylenebi‘lir. 'Ayr1Ca ‘yontemin uygulamasi sirasinda  elde edilen
tabletlerdeki LEF icerikleri USP XXIV farmakopesinde verilen kosullarimi
saglamaktadir [16].

Burada 6nerilen siirekli akis enjeksiyon analizi yonteminin basit, dogru,
hizli, duyarli, ucuz ve kesin bir yontem oldugu gosterilmistir. Bu galisma ile

gelistirilen yontem, LEF’in laboratuvarlardaki rutin analizi igin Onerilebilir.
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