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OZET

Alim,F. (2019). UV-Tiirev Spektroskopisi yontemiyle Meloksikam Miktar
Tayini. Istanbul Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii, Analitik Kimya Anabilim Dali.
Yiiksek LisansTezi. istanbul.

Bu tez c¢alismasinda, Meloksikamin tabletlerde tayini icin UV-tiirev
spektrofotometri yontemi gelistirilmistir. Yontemde en uygun kosullarin elde edilmesi
icin ¢oziicli, dalga boyu ve tiirev spektrofotometri taramalar1 yapilmigtir. Meloksikamin
tayini i¢in metanol/NaOH (50:50, v/v) ¢dzeltisinde iiglincii tiirev spektrofotometri pik-
sifir yontemi kullanilarak 341 nm’de Ol¢iimler yapilmistir. Maddenin dogrusal araligi
1,0 - 14,0 pg/mL olarak bulunmustur. Gozlenebilme ve tayin sinirlar1 ise 0,25 ve 0,84
pug/mL olarak bulunmustur. Yontem valide edilmis ve tabletlerdeki analizine basariyla
uygulanmistir. Bu yontem kolay, secici, hizli, hassas ve tekrarlanabilir olup tablet

analizlerinde giivenle kullanilabilir niteliktedir.

Anahtar Kelimeler: Meloksikam, UV-Tiirev spektrofotometrisi, Tablet Analizi, Miktar

Tayini

Bu c¢alisma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan

desteklenmistir. Proje ID : 1150; Proje Kodu : 37460
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ABSTRACT

Alim, F. (2019). Determination of Meloxicam by the Method of UV-Derivative
Spectroscopy. Istanbul University, Institute of Health Sciences, Department of

Analytical Chemistry. Master Thesis. Istanbul.

In this thesis, UV- derivative spectrophotometer method was developed for the
determination of Meloxicam in tablets. Solvent, wavelength and derivative
spectrophotometry scans were performed to obtain the most suitable conditions for the
method. In  methanol/NaOH (50:50, wv/v) solution, the third derivative
spectrophotometry was measured at 341 nm using peak-zero method for the
determination of meloxicam. The linear range of the method was found to be 1-14
pg/mL. The detection and quantification limits were 0,25 and 0,84 pg/mL. The method
was validated and successfully applied to the analysis of the products. This method is

easy, rapid, selective, sensitive and repeatable and can be used safely in tablet analysis.

KeyWords: Meloxicam, UV-Derivative spectrophotometry, Tablet Analysis,
Determination, Quantification
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1. GIRIS VE AMAC

Agri, insanlara viicutlarinda bazi siireglerin sikintili durumda olabilecegini
sOyleyen rahatsiz edici bir duygudur. Sabit, zonklayici, sikisma ya da farkli sekillerde
aciklanabilir. Agri; bulanti, bas donmesi, halsizlik veya uyusukluk gibi diger fiziksel
semptomlara yol agabilir. Ofke, depresyon, ruh hali degisimleri veya sinirlilik gibi
duygusal etkilere de neden olabilir. Belki de en 6nemlisi yasam bigiminizi degistirebilir.
Isinizi, iliskilerinizi ve bagimsizhiginiz1 etkileyebilir. Bu sebeple giiniimiizde agriy1
kontrol etmenin en 6nemli yolu semptomlar1 azaltmaktir (1). Bunun i¢in agr1 kesici
ilaglar kullanilmaktadir. Non-streoid antienflamatuvar (NSAI) olan meloksikam (MEL)

da bu ilaclardan bir tanesidir.

MEL analjezik ve ates diisiiriicii 6zellikleri olan bir selektif COX-2 inhibitorii
enolik asit smifi bir ilagtir. MEL’in etki mekanizmasi prostaglandin sentetaz
(siklooksijenaz) inhibisyonu ile iligkilidir. COX-2 spesifik {riinler gibi miyokardiyal
prostasiklini inhibe etmedigi icin hipertansiyona ve Odeme neden olmaz.
Kardiyovaskiiler risk agisindan oldukca giivenli bir alternatiftir. MEL’in, bazi klasik
NSAI ilaglar tarafindan indiiklenen trombosit agregasyonu inhibisyonu sonucu olusan

kanama zamaninin uzamasi lizerine etkisi yoktur (2).

Yiiksek giivenirlik ve etkinlige sahip olmasindan dolayr dismenore, bel agrisi,
postoperatifanalji ve dental girisimlere bagli agrilarda da kullanilir. Ardisik tedaviye

uygun olup, giinde tek doz kullanimui ile yiiksek hasta uyumu saglar (3).

Viicutta iltihaba ve agriya sebep olan hormonlar1 azaltan bir ilagtir. Kiregclenme
(Osteoartrit), eklemlerde agr1 ve sekil bozuklugu (romatoidartrit), omurlarla kaburgalar
arasindaki eklemlerin sertlesmesi, hareket yeteneginin azalmasi ya da kaybolmasiyla
karakterize agrili ilerleyici romatizma (ankilozanspondilit) belirti ve bulgularinin
tedavisinde ve akut kas-iskelet sistemi agrilari, akut gut artriti agrilari, ameliyat sonrasi

goriilen sislik ve agrilar ile adet donemi agrilarinin giderilmesinde kullanir (4).

Yapilan literatlir arastirmasima gore, meloksikamin HPLC yontemiyle insan
plazmasindaki farmakokinetik aragtirmalari (5), mikro emiilsiyon sistem arastirmalari
(6), bazi ilaglarla es zamanl tayini (7), HPLC ile tabletlerde tayini (8) bulunmaktadir.
Bununla birlikte MEL’in farkli preparatlarda spektrofotometrik ve flourimetrik



analizleri (9) ve MEL’in tek basina spektrofotometrik tayinleri(10,11,12), MEL’in tek
basina 1.Tiirev ve 2.Tiirev spektrsokopisi ile yapilmis tayinleri (13,14) ve MEL’in
mefenamik asitle kombine halde ikinci tiirev spektroskopisi ile yapilmis bir tayin
calismasi (15) mevcuttur. Bu ¢alismamizda, {igiincii tiirev spektrofotometrisine dayanan
ve var olan spektrofotometrik ¢alismalara nazaran ¢ok daha hassas ve spesifik bir
yontem gelistirilmesi ve valide edilmesi amaglanmistir. Gelistrilen yontemle daha genis
bir c¢alisma araliginin olusturulmasi hedeflenmistir. Gelistirilen yontem maddenin

tabletlerinde tayinine basari ile uygulanmustir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Meloksikam

2.1.1. Kimyasal ve Fiziksel Ozellikleri

Sekil 2-1: MEL’in molekiil yapisi

MEL’in  kimyasal adi  4-hidroksi-2-metil-N(5-metil-2-tiazolil)-2-H-1,2-
benzothiazin-3-karboksiamit-1,1-dioksit’tir. Kapali formiilii C14H13N304S; olan MEL’in
molekiil agirhigr 351.403 g/mol’diir (Sekil 2-1). MEL suda (22mg/mL), DMSO (25
mg/mL), aseton, etanol ve metanolde orta derecede ¢oziinen sarimsi kristal toz halinde
bir bilesiktir. Erime noktas1 254-255 °C arasindadir (16,17).

2.1.2. Farmakolojisi

MEL viicutta iltihap ve agriya neden olan hormonlar1 azaltarak calisir. MEL
eklemlerin agri, sislik ve sertligini azaltir. Bu nedenle artrit tedavisinde kullanilir.
“MEL, oksikam ailesinden steroidal olmayan antienflamatuar (NSAI) bir ila¢ olup,
antienflamatuar, analjezik ve antipiretik etkilere sahiptir. MEL diger steroidal olmayan
antienflamatuar maddeler gibi prostaglandin sentezini (siklooksijenaz enzimini) inhibe
ederek segeneklerini engellemektedir. MEL, biitiin klasik inflamasyon modellerinde
giiclii antienflamatuar etkiye sahiptir. MEL’in mutlak biyoyararlanimi % 89°dur. 7.5 ve

15 mg’lik oral dozlardan sonra goriilen plazma konsantrasyonlar1 doz ile orantilidir: 7.5



mg i¢in plazma konsantrasyonu 0.4-1.0 mg/L 15 mg i¢in ise 0.8-2.0 mg/L’dir. 7.5
mg’lik MEL tablet alimini takiben Cmaks‘a ortalama 4-5 saatte ulasir. Absorpsiyon hiz
ve derecesi ¢oklu doz uygulamalarindan etkilenmez. Bu durum ilacin dogrusal
farmakokinetik 6zellik gosterdigini dogrulamaktadir. Coklu dozlarla kararli durum
konsantrasyonlarina 5 giinde ulasilir. Terapotik doz araliginda MEL yaklasik % 99.4
oraninda plazma proteinlerine (6zellikle albiimin) baglanir. Proteine bagli fraksiyon
ilacin konsantrasyonundan bagimsizdir. Oral dozlamdan sonra MEL’in kirmizi kan
hiicrelerine penetrasyonu % 10’dan daha azdir. MEL’in tamami farmakolojik olarak
inaktif olan dort ayr1 bilesige metabolize olur. Major metaboliti 5-karboksi
meloksikamdir (% 60)”(18).

MEL Prostaglandin sentezinin ilk adimi1 olan asidonikasitin prostaglandin H2'ye
dontistiiriilmesinden sorumlu siklooksijenazi (COX) bloke eder. MEL, 6zellikle diisiik
terapotik dozlarinda COX-2'yi COX-1 iizerinde inhibe etmek igin segici olarak
gosterilmistir (18).

2.1.3. Yan etkileri

MEL kan basincini yiikseltebilir. Bu yilizden kan basinct diizenli olarak kontrol
edilmelidir (19). MEL uzun siireli, yiiksek dozlu kullanimlarda ya da kalp hastalig1 olan
kisilerde oliimciil kalp krizi veya felg riskini arttirabilir. Gogiis agrisi, zayiflik, nefes
darligi, konugma bozuklugu veya gorme ya da denge sorunlari olusturabilir. Bu gibi
durumlarda acil tibbi yardim almak gerekir. Gebeligin son ii¢ ayinda MEL alinmasi
anne karnindaki bebege zarar verebilir. MEL’in adet dongiistinii geciktirici etkisinden
dolay1r dogurganlik tedavisi alan kisilerde kullanilmasi 6nerilmez. MEL anne siitiine

gecebilir ve emzirilen bebege zarar verebilir (20).

MEL kullanim1 gastro intestinal toksisite ve kanama, bas agrisi, dokiintii ve ¢ok
karanlik veya siyah digki (bagirsak kanamasinin bir isareti) ile sonuglanabilir. Diger
NSAT'ler gibi, MEL kullanimi da kalp krizi ve inme gibi kardiyovaskiiler olay riskinin
artmastyla iligkilidir. MEL’in, diklofenak, piroksikam, naproksen, ve belki de COX-2
selektif olmayan diger NSAI'lerden daha az gastrointestinal yan etkisi vardir (21).



2.1.4. Analiz Yontemleri

2.1.4.1. Spektrofotometri Yontemi ile Analizleri

Nemutlu ile arkadaslar1 (22), MEL’in tabletlerde tayini i¢in spektrofotometri
yontemi gelistirmislerdir. MEL’in UV analizi, 100 mM Borat tamponunda (pH:8,5)
gerceklestirilmistir. Nicel analiz 363 nm’de yapilmistir. Dogrulanan metot farmasotik
prepatlara uygulanmigtir. MEL‘in 0.5 - 30 ug/mL konsantrasyon araliginda dogrusal
oldugu hesaplanmistir. LOD ve LOQ degerlerini sirasiyla 0,05 ve 0,5 pug/mL olarak

bulmuslardir.

Pomykalski ve arkadaglar1 (23), farmasotiklerdeki MEL ve mefenamik asidin
klasik tiirev spektrofotometri normal, birinci ve ikinci dereceden spektrofotometrisi ile
kantitatif tayin i¢in yontemler “pik-tepe” ve “pik-sifir” Ol¢limleri kullanilarak tarif
edilmistir. Coziicii sistemi olarak MEL i¢in 0,1 M NaOH kullanilmistir. MEL igin
kalibrasyon egrileri 4,0-14,0 pg/mL ve mefenamik asit i¢in 14,0-24,0 ug/mL

konsantrasyon araliginda dogrusal olarak bulunmustur.

D.Salazar-Rojas ve arkadaslari (24), yesil analitik kimya prensipleri altinda,
farmasotik ¢oziinmenin izlenmesi i¢in bir UV kemometrik yontemin gelistigi rapor
edilmistir. Bu ¢alismada stok ¢ozeltiler MEL metanol (20 mL) ve 0,1 M NaOH (5 mL)
karistminda  ¢oziilerek 50 ml'lik bir balonjojede metanol ile tamamlanarak
hazirlanmistir. Seyreltmeler ise fosfat tamponu ile yapilmistir (pH 7,5). Dogrusallik i¢in
kabul kriterlerini sirasiyla MEL i¢in 3,5 — 19,6 pg/mL ve Pridinol i¢in 0,81 — 5,41
ug/mL, dogruluk MEL ig¢in (% 96,3) ve Pridinol i¢in (% 100,6) olarak bulunmustur.

Liu ve arkadaslar1 (25), MEL’i tablet ve kapsiillerde spektrofotometri yontemi
ile tayin etmislerdir. MEL, dimetilformamid igerisinde ¢oziindiigiinde, absorbansi,
icerigi 1,4x10 g/L'ye benzer, 1,0x10° g/L araliginda dogrusaldir. Nispi standart
sapmalar % 1,6 ile % 2,9 arasindadir ve gerikazanimlar % 98,8 ila % 102,8 arasindadir.
Tespit sinir1 1,34x10° g/L olarak bulunmustur. Metot, tablet ve kapsiil i¢indeki MEL

tayinine uygulanmustir.



Induri ve arkadaslar1 (26), MEL’in tablet dozaj formlarinda miktar tayini ve
¢oziinme calismalar igin iKi basit ve ucuz spektrofotometrik yontem gelistirmistir.
MEL, Metot | ve Metot Il'de sirasiyla 365 nm ve 360 nm olarak tahmin edilmis ve
¢oziicii sistem olarak 0,1 M NaOH kullanilmistir. Kalibrasyon egrisi her iki yontem igin
de 2,0 ile 12,0 g/mL konsantrasyon araliginda dogrusal olarak hesaplanmistir. Tespit ve
kantitatif limitinin, metot | ve metot II i¢in sirasiyla 0,12 g/mL ve 0,38 g/mL, 0,09 g/mL
ve 0,27 g/mL oldugu bulunmustur. MEL’in geri kazanim yiizdesi, Yontem I ve Yo6ntem
II i¢in sirasiyla % 99,68 ila 100,61 ve % 99,11 ila 100,96 olarak bulunmustur.
Gelistirilen yontemlerin MEL’in  farmasotik formlarda ve in vitro ¢dziinme

caligmalarmin tahmininde basariyla uygulandigi sonucuna varilmstir.

Basu ve arkadaglar1 (27), MEL’in dozaj formlarindan tahmini i¢in iki basit, hizli,
hassas, goriiniir ve UV spektrofotometrik yontem gelistirmislerdir. Goriiniir yontem,
oda sicakliginda stabil olan ferrik amonyum siilfat ile yogun kahverengimsi yesil renkli
bir kompleks olusumu iizerine kurulmustur. Renkli iiriiniin 396 nm'de spektrofotometrik
olarak nicelendirildigi ve 5-30 pg/mL konsantrasyon aralifinda dogrusal oldugu
bulunmustur. Coziicii sistem olarak methanol kullanilmistir. UV metodunda ise ¢oziicii
sistem olarak 0,1 N NaOH kullanilmistir. Bu yontem, MEL’in iyonlasmasina
dayandirilmis ve maksimum absorpsiyon, 354 nm'de bulunmus ve 3-12 pg/mL

konsantrasyon araliginda dogrusal olarak hesaplanmistir.

Shlear ve arkadaslar1 (28), MEL’in tabletlerde tayini i¢in UV spektrofotometrik
bir yontem gelistirmislerdir. Bu yontemde c¢oziicii olarak metanol/HCI karisimi
kullanmislardir. 346 nm’de 0,999 korelasyon katsayisi ile 5-15 pg/mL aralifinda
dogrusal oldugunu hesaplamislardir. LOD ve LOQ degerleri sirastyla 0,13 ve 0.411
png/mL olarak 6lgmiislerdir.

Dhandapani ve arkadaglar1 (29), Meloksikamin tabletlerden tayini i¢in 3 farkl
yontem gelistirmislerdir. Ilk yontemde UV spektrofotometrisini kullanmiglardir. Coziicii
olarak 0.1 M NaOH kullanilarak 269 nm'de meloksikam i¢in dogrusallik, korelasyon
katsayist 0,9995 olan 5 - 30 pg/mL konsantrasyon araliginda gozlenmistir. Ikinci
yontemde Goriintir bolgeyi kullanmiglardir. Coziicli olarak kullanilan 0.1 M NaOH

¢ozeltisi ve bir kromojenik madde olarak kullanilan % 5'lik ferrik klorit kullanilmistir.



Elde edilen yesil renkteki kromojen, 476 nm'de ve 50 - 250 pg/mL konsantrasyon
araliginda ve 0,9986 korelasyon katsayisinda dogrusal olarak dl¢tilmistiir. 3. Yontemde
ise hidrotropik metot kullanmislardir. Suda ¢oziinmeyen MEL’i ¢6zmek i¢in bir
hidrotropik ajan olarak % 10 trisodyum sitrat ¢ozeltisi kullanilmistir. 269 nm'de 5-30
ug/mL konsantrsayon araliginda 0.9987 korelasyon katsayisi ile dogrusal oldugu

hesaplanmustir.

Ananth ve arkadaslar1 (30), MEL’in farmasotik preparatlarda miktar tayini i¢in
spektrofotometrik 3 farkli yontem gelistirmiglerdir. Birinci yontemde meloksikam igin
360 nm’de normal spektrumu, ikinci yontemde MEL’in birinci tiirevinin 338 nm’deki
ve Tlgiincii yontemde ise MEL’in ikinci tiirevinin 281 nm’deki spektrumlarini
almiglardir. Coziicii sistemi olarak 0,1 N NaOH kullanmislardir. Her 3 yontem i¢in 5-25
ng/mL konsantrasyon araliginda dogrusal oldugu bulunmustur. Gelistirilen yontem geri

kazanim ¢alismalari ile dogrulanmustir.

Chaudhary ve arkadaslari (31), MEL i¢in farmasétik preparatlarda UV
spektrofotometrik bir yontem gelistirmislerdir. Coziicii olarak etanol kullanilmis ve 365
nm’de R=0,997 korelasyon katsayisinda 2-18 pg/mL konsantrasyon araliginda dogrusal

olarak bulunmustur.

Khan ve arkadaslar1 (32), MEL ve parasetamoliin yanyana analizi i¢in UV
spektrofotometrik bir yontem gelistirmislerdir. Coziicii sistem olarak 0,1 M
HCl/methanol karigimi kullanmiglardir. Bu yontemle Lambert-Beer yasasina gore MEL

icin 1-5 pg/mL konsantrasyon aralifinda dogrusallik elde etmislerdir.

Sawant ve arkadaslar1 (33), MEL ve parasetamoliin yanyana analizi i¢in UV
spektrofotometrik bir yontem gelistirmislerdir. Bu analizde ¢oziicii sistem olarak 0,1 N
NaOH kullanmiglardir. Lambert-Beer yasasina gore MEL ve parasetamol i¢in de 5-30

ng/mL konsantrasyon araliginda dogrusallik 6l¢gmiiglerdir.

Gurupadayya ve arkadaslar1 (34), MEL’in tabletlerde ve saf halde analizi igin
spektroskopik yontemler gelistirmislerdir. Bu yontemde ¢oziicli olarak 0,1 N NaOH

kullanmislar ve bunu iki metota uygulamiglardir. Her iki metot i¢in de Lambert-Beer



yasasma uygunluk goriilmiistiir. Ilk metot icin 4-20 pug/mL konsantrasyon araliginda
dogrusal iken, ikinci metot i¢in 10-50 pg/mL konsantrasyon araliginda dogrusallik elde
etmiglerdir. Bu ¢alismada LOD ve LOQ degerlerini ise 0,160-0,230 ve 0,490-0,710
ng/mL olarak elde etmislerdir.

Redesani ve arkadaslar (35), meloksikamin tabletlerde miktar tayini i¢in ii¢ basit
yontem gelistirmislerdir. Coziicii olarak 0,1 N NaOH kullanmislardir. Ik metotta
meloksikamm 269 nm’de normal spektrumu almmistir. Ikinci ydntemde egrinin
altindaki alan 254-279 nm araligina getirilmis ve {igiincii yontemde normal spektrumun
275 nm’de birinci tiirevi almmustir. Ik iki ydntemde meloksikam 5-30 pg/mL
konsantrasyon araliginda dogrusalken ticiincii yontemde 50-300 pg/mL konsantrasyon

araliginda dogrusal oldugu gozlemlenmistir.

2.1.4.2. Diger Yontemler ile Analizleri

Vignaduzzo ve arkadaslar1 (36), Sentetik karisimlarinda ve kombine tablet
formiilasyonlarinda MEL ve pridinol mesilat eszamanl tespiti i¢in bir ters fazli yiikksek
performansli sivi kromatografi (RP-HPLC) yontemi gelistirmislerdir. Deneysel bir
tasarimla optimize edilmis mobil faz olarak (51: 9: 40, v / v / v) metanol, isopropanol ve
50 mM potasyum fosfat tampon (pH 5.9) karigim kullanilmistir. Dedeksiyon 225 nm'de
yapilmig ve metot MEL i¢in 33.7 - 61.8 ug/mL ve pridinol mesilat igin 8.8-16.8 pg/mL
numune konsantrasyonlarinda dogrulanmistir. (R?=0.9989 ve 0.9987 n=15) LOD
degerleri MEL igin 0.22 ve Pridinol ig¢in 0.20 pg/mL iken, LOQ MEL ve pridinol igin
1.7 ve 1.1 pg/mL olarak hesaplanmuistir.

Joseph-Charles ve arkadaslar1 (37), tablet formiilasyonlarinda MEL’in tayini igin
yiiksek performanshi sivi kromatografisi (HPLC) ve UV-vis bazli ayirma prosediirleri
gelistirmistir. 0.05 M Tris asetikasit tamponu — tetra butil amonyum reaktif-asetonitril
ile 360 nm'de ve ters fazli C18 kolonu iceren bir HPLC yontemi kullanilmigtir. UV
yontemi, ilacin asitli bir ¢ozeltisinin 341 nm'de Slgiilmesine dayandirilmigtir. HPLC
yontemiyle MEL’in dogrusal oldugu aralik 1,5 — 3,5 pg/mL iken UV yontemiyle
MEL’in dogrusal oldugu aralik 6,0 — 14,0 ug/mL olarak bulunmustur. Dogrusallik,

hassasiyet, kesinlik ve dogruluk acisindan bir karsilagtirma yapilmistir.



Rao ve arkadaslar1 (38), 1995-2004 yillar1 arasindaki tiim spektrofotometrik ve
kromatografik teknikleri iceren 138 analitik yontemi raporlamiglardir. UV dedeksiyonlu
HPLC c¢alismalaria gore rapor edilen verilerin elestirel bir analizi gergeklestirilmis ve
selekoksib, rokokoksib, etoricoxib, etodolak, nimesulid ve MEL’in belirlenmesinde

kullanilan analitik teknikler tartisilmistir.

Miyamoto ve arkadaslar1 (39), MEL ve MEL metabolitlerinin (5'-hidroksi
meloksikam) 5-HMEL ve (5'-karboksi meloksikam) 5-CMEL tayini i¢in (HPLC-UV)
yontemi gelistirmislerdir. Dalga boyu 360 nm se¢ilmis ve i¢ standart (IS) piroksikam
kullanilmistir. Her bir kalibrasyon egrisi 40 ila 1000 ng/mL (r (2)> 0,999) araliginda
dogrusal olarak hesaplanmis. MEL, 5-HMEL ve 5-CMEL'in ekstraksiyon oranlar1 %
86.9'dan daha yliksek olarak bulunmustur.

Zeeb ve arkadaglari (40), iyonik sivi bazli ultrason destekli in situsolvent
olusumu mikroekstraksiyonunu ilk kez HPLC-UV ile birlestirerek MEL’in insan
plazmasinda belirlenmesi i¢in siirdiiriilebilir bir yaklasim gelistirmislerdir. Burada, bir
iyon degisim reaktifi (sodyum heksaflorofosfat) iceren sulu bir numune ¢ozeltisine bir
hidrofilik (1-biitil-3-metil imidazolium tetrafloroborat) ilave edilerek hidrofobik bir (1-
biitil-3-metil imidazolyum heksaflorofosfat) olusturulmustur. Dogrusallik, 0.997'ye
karsilik gelen regresyon ile 5-1,500 ng/mL araligindaydi. Tespit sinirlar1 (LOD; sinyal-
giiriiltii oran1 (S / N) = 3) ve miktar tayini (LOQ, S / N = 10), sirasiyla 1 ve 5 ng/mL

olarak ol¢tilmiistiir.

Zaman ve arkadaslar1 (41), Tizanidin HCI ve MEL i¢in yanyana RP-HPLC
yontemi gelistirmislerdir. Her iki ilag i¢in korelasyon katsayisint Tizanidin HCI
(0,9997) ve MEL (0,993) olarak hesaplamislardir. 5-50 ug/mL araliginda dogrusallik

Olgmiislerdir.

Tian ve arkadaglar1 (42), Beagle kopek plazmasinda meloksikami belirlemek
igin yiiksek performansli sivi kromotgrafi-tandem kiitle spektrometresi (HPLC-MS/MS)
yontemi gelistirmislerdir. MEL icin dogrusal kalibrasyon egrileri, 10.3-4.12x10° ng/mL

(r=0.99) konsantrasyon araliginda elde edilmistir.
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Ahmad ve arkadaslar1 (43), farmasotik karisimda MEL’in es zamanli tespiti igin
RP-HPLC yontemi gelistirmislerdir. Kalibrasyon egrisi MEL i¢in 3-6, 6-9 ve 15-18
mg/mL araliginda dogrusal olarak hesaplanmis ve MEL’in korelasyon katsayis1 0,996

olarak bulunmustur.

Cox ve arkadaslar1 (44), Yumurta aki ve yumurta sarisindaki MEL tayini igin
yeni bir HPLC-UV yo6ntemi gelistirmislerdir. 5-1,500 ng/mL konsantrasyon araliginda
dogrusal bir grafik tiretmis ve LOQ degerini 5 ng/mL olarak hesaplamislardir.

Antonoaea ve arkadaslart (45), transdermal terapotik sistemlerden (TTS)
meloksikam iceriginin belirlenmesi i¢in yeni bir yakin kizilétesi (NIR) spektroskopik
yontemin gelistirmeyi amaglamislardir. HPLC referans metodu ile karsilastirildiginda,
NIR uygulanarak elde edilen deger ile yontemin istatistiksel olarak fark gostermedigi

gOriilmiistiir.

Azodi ve arkadaslar1 (46) yeni bir karbon salini elektrotu (CPE) kullanilarak
plazmada MEL’in izlenmesi i¢in segici bir voltammetrik sensér kullanmislardir.
Optimize edilmis kosullar altinda, 4,33 x10™ ila 2,85 x10° mg/L ve 2,85 x10? ila
7,53x107 mg/L arasinda iki dogrusal dinamik aralik elde edilmistir. Onerilen sensor,

plazma numunelerinde MEL belirlemek i¢in uygulanilabilir bulunmustur.

Liew ve arkadaglar1 (47) RP-HPLC kullanarak MEL’in insan plazmasindaki
tayini i¢in bir yontem gelistirmislerdir. Bu yontem ile elde edilen plazma standartlar
i¢in regresyon analizi yapilmis (r=0.9997) de 25-4000 ng/mL arasinda dogrusal oldugu

gorilmiistiir.
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2.2. UV-Tiirev Spektroskopisi

Gorliniir bolge ve UV dalgalarinin absorpsiyonu hem atom hem molekiillerdeki
diisiik enerji seviyelerinden yiiksek enerji seviyelerine elektronlarin uyarilmasi ile
iliskilidir (48).

UV spektroskopisi, Analitik kimyada kullanilan 6nemli bir aragtir.Aslinda,
laboratuvarlarda oldugu kadar klinikte de ¢cokga kullanilan tekniklerden biridir.Bu arag
kimyasallarin kalitatif analizinde ve taninmasinda kullanilir.Bununla birlikte siklikla

¢ozeltideki organik ve anorganik maddelerin kantitatif tayinlerinde de kullanilir (49).

Spektroskopiyi maddenin 1sikla etkilesimi olarak tanimlayabiliriz. Goriiniir veya

UV 1s181n kimyasal bir bilesik tarafindan emilmesi bir spektrum tretir (49).

Absorpsiyon spektroskopisi, floresans spektroskopisini tamamlayici niteliktedir.
Ciinkii floresans spektrsokopisi uyarilmis halden temel hale gegisleri ele alirken,
absorpsiyon spektroskopisi temel halden uyarilmis hale gegisleri 6lger. Spektroskopinin
temel calisma prensibi baglayicit ve baglayici olmayan elektron iceren molekiiller,bu
elektronlarin daha yiiksek bag karsit1 molekiil orbitallere uyarmak icin 151k formundaki
enerjiyi emerler. Elektronlar ne kadar kolay uyarilirsa (yani HOMO ile LUMO
arasindaki enerji boslugu o kadar diisiik olursa), sogurabildigi 1s181n dalga boyu o kadar

uzun olur. Dolayistyla enerjisi az olur.

Kelerence

[—)*

Deuerium /
Tungsten lanp

Diata outpat Detector Monochromator

-<—|

Sample

Sekil 2-2: Bir Spektrofotometre cihazinin sematik gosterimi (51)
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UV spektroskopisi Lambert-Beer yasasini kullanarak ¢ozelti igerisindeki
absorbant tiirlerin konsantrasyonlarin1 belirler. Lambert-Beer yasasi, bir ¢ozeltinin
emiliminin, c¢odzeltideki emici tiirlerin konsantrasyonu ve yol uzunlugu ile dogrudan
orantili oldugunu belirtir. Boylece, sabit bir yol uzunlugu i¢in, bir ¢dzeltideki emicinin
derisimini belirlemek i¢in UV/Vis spektroskopisi kullanilabilir. Absorbansin derisimle
ne kadar hizli degistigini bilmek gerekir (50).

10
Lambert-Beer yasas1 = A= Lo g (T) = &.c.l

A= Absorbans lo= Ornege gelen Isik | = Ornekten ayrilan 151k
€ = Molar absorpsiyon katsayisi ( L/mol.cm) ¢ = Cozelti konsantrasyonu (mol/L)

1= Kiivet genisligi (cm)

Sekil 2-3: Laboratuvarda Kullanilan bir Spektrofotometre cihazi
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Tiirev spektroskopisi ise nitel ve nicel analiz i¢in dalga boyuna gore birinci ya da
daha yiiksek absorbans tiirevlerini kullanir. Tiirev alma ilk olarak bir ¢ok avantajiyla
birlikte 1950’lerde gdsterilmistir. Ilk zamanlarda Tiirev almanin manuel olarak zor
olmasindan dolay1 ¢ok fazla ilgi gormese de 1970’lerin sonlarinda mikrobilgisayarlarin
tanittim1 ile pratik matematiksel yontemler kullanilarak daha hizli, kolay ve tekrar
tiretilebilir tiirev spektrumlarini almayi kolaylagtirmigtir. Boylelikle 6nemli dlgiide tiirev

teknikleri kullanimi artmustir (52).

1.0 [ Absorbance 1.0 F Absorbance
o /\ 0.5 F
0.0

30 U 00 300 400 500 600 7J00
2. 0E-04 | 1

0.01 1 B
0.0E+00

0.00 -2.0E-04 |- i
-4.0E-04 |-

-0.01 [ [ i ati

1st de rlvatlve _6.0E-04} 2nd denvative

30 0o 300 400 500 600 700

2.0E-04] 3rd derivative 1.0E+06| 4rd derivative

1.0E-04 -/\ 1 sasasl i
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L { oo0E+00f—— am——
-1.0E-04 |- 8

- 1 -s.0E07
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Sekil 2-4: Tiirev spektrofotometrisi spektrum érnekleri (53)

Tiirev spektrofotometrisinin en Onemli Ozellikleri, klasik spektrofotometrede
oldugu gibi, tiirev deger derisiminin bagimlilig1 ve katki maddesidir. Lambert-Beer
yasasi i¢in yapilan ifadeyi dalga boyunda farklilastirarak asagidaki denklem elde edilir:

dnA _ dne cl = D"
din din
¢ = Cozelti konsantrasyonu (mol/L) 1= Kiivet genisligi € = Molar absorpsiyon

katsayist ( L/mol.cm)  d=Tiirev
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Yerlesik standart kosullarda hesaplanan dalga boyu boyunca molar absorptivitenin n-
mertebeden tiirevi, tiirev spektrofotometrisi uygulayan yontemlerde bir duyarlilik dl¢iisii
olabilir. X bilesenlerinin bir karisimi i¢in, karisimin tiirev degeri, bunlarin her birinin

tirev degerlerinin toplamidir (54).

Dkarissm = Din+ D2n+ ---..+Dx
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3. GEREC VE YONTEM

Bu tez calismasi Istanbul Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Analitik Kimya Anabilim

Dalinda 2013-2019 tarihleri arasinda yapilmustir.

3.1. Aletler ve Gerecler
1) Spektrofotometre ( Shimadzu UV-160 A, UV)
2) 1 ecm’lik quartz kiivetler (QS 1000) (10x10x45 mm)
3) Ultra saf su cihaz1 (Elga Purelab Option)
4) Ultrasonik banyo (Elma Ultrasonic LC 30H)
5) Teraziler ( Denver Instruments)
6) Otomatik pipetler (Eppendorf 1000 uL ve 100 uL)
7) Pipet Uglar1 (Eppendorf 1000uL ve 100 pL)
8) Vorteks Karistirici

9) Balonjojeler ve analitik ¢alismada kullanilan diger cam malzemeler

3.2. Kimyasal Maddeler, Coziiciiler ve Cozeltiler

3.2.1. Kimyasal Maddeler ve Coziiciiler

Meloksikam! , 7.5 mg meloksikam igeren “Melox” tablet?, Metanol?, NaOH(1N),
HCI(1N), Asetonitril®, Etanol®. Tiim ¢alismalarda ultra saf su kullanildu.

3.2.2. Spektrofotometrik Yontemler icin kullamilan Meloksikam Cozeltileri

3.2.2.1. Kalibrasyon egrisi icin Hazirlanan Stok Cozelti:

2,0 mg MEL tartilarak 100 mL’lik balon jojede NaOH(1N)/MeOH (%50/50 V)
coziilerek stok ¢ozelti hazirland1 (20 pg/ml). Stok c¢ozeltisinden 8, 7, 6, 5, 4, 2, 1,0,5 ve
0.25 mL alinarak sirastyla 16 pg/mL, 14 pg/mL, 12 pg/mL, 10 pg/mL, 8 pg/mL, 4
pg/mlL, 2 pg/mL, 1 pg/mL ve 0,5 pg/mL derisimlerde 10 mL’lik balon jojelerde

hazirlandi.

1-  Abdi ibrahim ilag , Istanbul, Tiirkiye
2-  Eczaneler,istanbul, Tiirkiye
3-  Merck,Darmstadt,Almanya
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3.2.2.2. Uygun Céoziicii Belirlemek icin Hazirlanan Stok Cozeltiler:

1 mg MEL tartildiktan sonra 10 mL’lik balonjojelerde farkli coziiciiler ile
¢oziilerek hacmine tamamlandi (0,1 mg/mL). Sonra hazirlanan bu ¢o6zeltiler ayni
coziiciiler ile seyreltilerek 10 pg/mL’lik ¢ozeltiler elde edilmistir. Kullanilan ¢oziiciiler

Tablo 3-1’de verilmistir.

Tablo 3-1: MEL’in ¢oziinmesinde kullanilan ¢ozelti sistemleri

Coziicii Analit Konsantrasyon
Adr (ng/mL)
Metanol MEL 10

NaOH(1M) MEL 10
MeOH/HCI(1M) (%50/50 h) MEL 10

Asetonitril MEL 10
MeOH/NaOH(1N) (%50/50 h) MEL 10

MeOH/Su (%50/50 h) MEL 10

3.2.2.3. Tablet Cozeltilerinin Hazirlanmasi

MEL’in tabletlerde geri kazanim oranini belirlemek amaciyla 1 tablette 7,5 mg
MEL igeren 10 adet “Melox” tablet hassas terazide tek tek tartildi. Ardindan agirliklar
toplandi1 ve toplam agirligin ortalamasi alind1 (180,331 mg). Daha sonra bu 10 tablet
havanda toz haline gelinceye kadar doviildii. Bu toz halindeki karisimdan tam bir tablet
agirliginin  ortalamasi  kadar (180,331 mg) tartildi. 100 mL’lik balonjojede
MeOH/NaOH(1M) ile ¢ozeltisi hazirlandi. Ultrasonik banyoda 1 saat tutuldu. Daha
sonra hacmine tamamlandi. Mavi banth siizge¢ kagidindan iyice siiziildii. Ik 20 mL
atildiktan sonra siiziintiiler birlestirildi (75 pg/mL). Bu stok ¢ozeltiden 1 mL alinarak 10
mL’ye tamamland1 (7,5 pg/mL) ve vorteks karisitiricida iyice karistirildi.
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3.3. Meloksikamin UV-Tiirev spektrokopisi Yonteminin Gelistirilmesi

3.3.1. Uygun Coziicii ve Dalga Boyu Sec¢imi

MEL’in en yiiksek absorbansi verdigi uygun dalga boyunu se¢mek i¢in yukarida
belirtilen ¢oziiciilerle 10 pg/mL’lik ¢ozeltileri hazirlandi. MEL’in bu ¢6ziiciilerle
hazirlanan ¢ozeltileri tek tek UV-Tiirev spektrofotometre cihazinda okutuldu ve 3.
tirevi alindi. Bu sartlarda en yiiksek absorbans degeri 1,285 olarak 6lgiilen MeOH-
NaOH(1M) ¢oziicii olarak secildi.Bu degerin okundugu dalga boyu ise 341 nm olarak
kaydedildi. MEL’in metanol, NaOH(1M), MeOH/HCI(1M) (50:50, v/v), asetonitril,
MeOH/NaOH(1M) (50:50, v/v) ve MeOH/Su (50:50, v/v), ¢ozeltileri igerisindeki

absorbans degerleri boliim 4.2°de verilmistir.

3.3.2. Kalibrasyon Egrisinin Hazirlanmasi

Lambert-Beer yasasmin gegerli oldugu derisim araligim1 belirlemek ve miktar
tayini yapmak i¢in kalibrasyon egrisi hazirlandi. Bunun igin, 2,0 mg MEL tartilarak 100
mL’lik balon jojede stok ¢ozelti hazirlandi (20 pg/mL). Standart ¢alisma ¢ozeltisi
kalibrasyon egrisinde ve validasyon ¢alismalarinda kullanilda.

Stok ¢ozeltisinden 8, 7, 6, 5,4, 2, 1,0,5 ve 0.25 mL alinarak sirasiyla 16ug/mL,
14 pg/mL, 12 pg/mL, 10 pg/mL, 8 ug/mL, 4 pg/mL, 2 pg/mL, 1 ug/mL ve 0,5 pg/mL
konsantrasyonlarinda 10 mL’lik balon jojelerde hazirlandi, 15 saniye vorteks yardimiyla
karigtirlldi. Daha sonra 3. Tiirev spektrumlart alindi. 341 nm’deki absorbans degerleri
kaydedildi.

Her bir konsantrasyon i¢in 6 kez calisilarak elde edilen absorbans degerlerinin
ortalamast alindi ve 1,0-14,0 pg/mL derisim araliginda dogrusal bir iliski oldugu

gbzlemlendi. Bulunan sonuglar Boliim 4.2.°de verilmistir.

3.4. Gelistirilen Yontemin Validasyonu

[lag uygulamalar1 icin Uluslararas1 Harmonizasyon Konferansi (ICH,
International Conference Harmonization Q2(R1) kilavuza gore validasyon yapildi.
(55).
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3.4.1. Segicilik

Analitik yontemdeki analitin diger bilesenlerden ayirabildiginin olgiisidiir. Bu
yizden etken maddenin i¢inde bulundugu diger bilesenlerinden ayrilabildiginin
gosterilmesi gerekir. Etken maddenin pik safligi testi i¢in bos ¢ozeltiler kullanilarak
analizlerdeki pikin tamamen analite ait oldugunun gosterilmesidir. Sonuglar Bolim

4.3.1°de verilmistir.

3.4.2. Dogrusalhk

Dogrusallik, yontemin Kabul edilebilir dogrusallik, tekrarlanabilirlik ve
duyarhlikla sonuglar verdigi derisim araligidir. Numune ¢ozeltisindeki analitin degisen
konsantrasyonlarindaki sonuglarin dogrusal olmasi arastiriir. MEL’in 1-14 ug/mL
araligindaki degisen konsantrasyonlari ile elde edilen verilerden olusan egrinin
regresyon analizi yapildi. Bolim 3.3.2° de anlatildigi gibi calisildi. Sonuglar boliim
4.3.2’ de verilmistir.

3.4.3. Dogruluk ve Kesinlik

Bir analitik yontemin dogrulugu analiz sonuglarinin teorik degere yakinligidir.
Dogruluk eklenen ve bilinen madde miktarinin geri kazanim yiizdesi olarak ifade
edilebilir. Dogruluk, analitin bilinen konsantrasyonlarda hazirlanan ¢6zeltilerinin analizi

ile belirlenir.

Kesinlik ise, belirlenen kosullar altinda ayni 6rneklerin analiz sonuglarinin
birbirine yakinliginin ifadesidir. Analizin 2 farkli konsantrasyonunda diisiik ve yiiksek
konsantrasyonda 2 6rnek analiz edilerek bagil standart sapma hesaplanir.

Iki farkli konsantrasyonda (2 ve 12 pg/mL) MEL c¢ézeltileri alindi ve Boliim 3.3.2
de anlatilan yontem uygulandi. Analizler ayni giin ve 6 farkli giinde yapildi (n=6).

Bulunan sonuglar Boliim 4.3.4° de verilmistir.

3.4.4. Duyarhhik (Teshis(LOD) ve Tayin(LOQ) Limiti)

Teshis limiti tayin edilebilen en diisiik diizeydir. Tayin alt sinir1 ise en diisiik

analiz edilebilen miktardir.
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MEL i¢in LOD ve LOQ degerleri kalibrasyon egrisinin egimi ve y eksenini
kestigi nokta iizerinden bulunan gercek absorbans degerleri bulunmustur. Ardindan
standart sapma degeri ve LOD, LOQ degerleri asagidaki denklemler yardimiyla

hesaplanmistir. Sonuglar 4.4.4°de verilmistir.

XY —Yi)?

o=
n—2

o: Cevabin standart sapmast Y: Olgiilen absorbans
Yi: Deneysel absorbans n: 6l¢lim sayist

() o

LOD = 3x — LOQ = 10x —

m m

m: Kalibrasyon egrisinin egimi. m: Kalibrasyon egrisinin egimi.

3.4.5. Geri Kazanim Orani

Bir analizde geri kazanim tabletten ve standarttan alinarak hazirlanan
numunlerden elde edilen analitin dedektor cevabinin, analitin ¢oziliciideki gergek

konsantrasyonundan elde edilen dedektor cevabina oranidir.

MEL’in geri kazanim oranmi belirlemek amaciyla MEL’in tablet ¢ozeltisi ve
standart ¢ozeltiler yardimiyla 2 pg/mL (1 ug/ml standart+1 ug/ml tablet ¢oz.), 10
ug/mL (5 ug/mL standart + 5 ug/mL tablet ¢oz.) 2 ayr1 konsantrasyondaki ¢ozeltiler ile
caligild1 ve bu oran Kalibrasyon egrisine ait dogru denklemlerinden hesaplandi. Bulunan

sonuglar boliim 4.4.5de bildirilmistir.

3.4.6. Stabilite
MEL’in stabilite tayini icin +4 °C ‘de ve oda sicakhiginda 1,2,4,6 ve 24 saat

bekletilerek ¢alismalar yapilmigtir.Sonuglar boliim 4.4.6°da verilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Gelistirilen Yontemle Ilgili Absorbsiyon Spektrumlari
MEL, MeOH/NaOH(1M) (50:50, v/v) karisiminda ¢Oziinip UV-Tirev

spektrofotometre yonteminde 3. Tiirevi alindiginda maksimum absorpsiyon gosterdigi

dalga boyu 341 nm’dir. Bu ¢6zeltiye ait normal ve 3. Tiirev absorbsiyon sprektrumlari

asagida verilmistir.

O0aTa PROCESSINMNG YsHN 7
+1.08A *
’ur.f'
a.z200 !
ca~-bDIU f
A~/ 0\
1 ‘\‘_../" \
\\ ? R
| % |
+B .06/ : i i
200 .8 S@.@BCHMADIU . > s@a@ .8
14:29 6-24 "7 [ S6@.0HM B .033A|

Sekil 4-1: MEL’in MeOH/NaOH(1M) céziiciisii icerisinde 10 pg/mL derisimde alinmis

spektrumu

7
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Sekil 4-2: MEL’in MeOH/NaOH(1M) coziiciisii icerisinde 10 ng/mL derisimde alinmis 3

Tiirev spektrumu
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4.2. Uygun Coziicii ve Dalga Boyu Se¢cimi

MEL’in en yiiksek absorbansi verdigi uygun dalga boyunu se¢mek i¢in yukarida
belirtilen ¢oziiciilerle 10 pg/mL’lik ¢ozeltileri hazirlandi. MEL’in bu ¢6ziiciilerle
hazirlanana ¢ozeltileri tek tek UV-Tiirev spektrofotometre cihazinda okutuldu ve 3.

Tiirev’i alind1. Bulunan sonuglar Tablo 4-1’de verilmistir.

Tablo 4-1: Uygun c¢oziicii ve dalga boyu secimi i¢cin bulunan veriler

Coziicii Analit | Derisim | Normal | ABS 3.Tiirev | ABS
Adr pg/mL A A

Metanol MEL 10 366 0,358 345 0,685
NaOH(1M) MEL 10 360 0,690 341 0,991
MeOH/HCI MEL 10 343 0,408 323 0,742
(M)

(%50/50 h)

Asetonitril MEL 10 365 0,298 348 0,603
MeOH/NaOH | MEL 10 360 0,822 341 1,285
(M)

(9%50/50 h)

MeOH/Su MEL 10 363 0,254 341 0,570
(%50/50 h)

4.3. Kalibrasyon Egrileri ve Regresyon analizleri

Daha once boliim 3.3.2. de anlatildigi gibi maddenin konsantrasyon aralig
belirlendi. 6 ayr1 konsantrasyonda her biri igin 6 kez ¢alisilarak madde konsantrasyonu
ile absorbans arasinda grafik ¢izilerek kalibrasyon egrisi hazirlandi. MEL ¢ozeltileri 1-
14 pg/mL aralifinda 6 farkli konsantrasyonda 6’sar 6rnek hazirlandi ve ortalama pik
yiiksekligine kars1 grafige gecirildi. Elde edilen verilerden ¢izilen kalibrasyon egrisi
Sekil 4-3’de verilmistir. Kalibrasyon egrisi Konsantrasyon degerleri ve Regresyon

analizlerine ait degerler Tablo 4-2 ve Tablo 4-3’de verilmistir.
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Tablo 4-2: MEL’in 1-14 ng/mL arahgindaki kalibrasyon egrilerine ait degerler

Abs | 1 pg/mL |4 pg/mL | 8 ng/mL | 10 pg/mL | 12 pg/mL | 14 pg/mL
0,109 0,459 0,857 1,141 1,363 1,585
A
A, 0,112 0,456 0,850 1,116 1,358 1,560
A3 0,122 0,452 0,896 1,104 1,352 1,540
Ay 0,131 0,450 0,942 1,110 1,360 1,552
As 0,129 0,454 0,950 1,102 1,352 1,549
As 0,133 0,452 0,948 1,106 1,340 1,544
Aort 0,123 0,454 0,907 1,113 1,354 1,555
SD 0,044 0,117 0,373 0,119 0,066 0,070
%CV | 4,437 2,942 4,624 1,201 0,542 0,506
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1,600
1,400
1,200
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y =0,1107x

+0,0133

R?=0,9998 .-
-‘....
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Sekil 4-3: MEL’in kalibrasyon egrisi

12 14

16
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Tablo 4-3: MEL’in kalibrasyon egrilerinin regresyon analizlerine ait degerler

Aq A Az Ay As Ag Aort
R? 0,9985 0,9985 0,9996 0,9985 0,9979 0,9981 0,9998
m
Egim 0,1136 0,1118 0,1099 0,1103 0,1098 0,1090 0,1107
b
Kesme | -0,0087 | -0,0042 | +0,0133 | +0,0232 | +0,0262 |+ 0,0300| +0,0133
noktasi




4.4, Gelistirilen Yontemin Validasyonu

4.4.1. Secicilik
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Segicilik tayinini saptamak amaciyla yapilan analizler sonucunda MEL pikinin

absorbansina ¢6ziicii kaynakli herhangi bir girisim olmadig1 goriilmiistiir. MEL igeren

ve MEL icermeyen 6rneklere ait spektrumlar Sekil 4-4 ve 4-5’de verilmistir.

SAMP :

REF :
+1.86860
@.28a0
CA-DIU.
+H .886A/ "-;,___ s
zZ@o .6 188 .@8CHM-DOIW ., > can b
14:34 TA17 '27 | e6@.8HM -8 .083a]
Sekil 4-4: MeOH/NaOH(1M) Céziiciisiine ait normal spektrum
DATA PROCESSING YoM 7
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Sekil 4-5: MeOH/NaOH(1M) Céziiciisiine ait spektrumun 3. Tiirevi
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4.4.2. Dogrusallik
1,0-14,0 pg/mL konsantrasyon araliginda 6 farkli derisimdeki standart ¢ozeltiler
Bolim 3.3.2°de anlatildigi gibi caligilarak bu aralikta dogrusal oldugu saptandi.

Dogrusallik grafikleri ve parametreleri Boliim 4.3de verilmistir.

4.4.3. Dogruluk ve Kesinlik
Kesinlik hesaplamalar1 Bolim 3.4.3’¢ gore yapildi. Disik ve yiiksek
konsantrasyonlarda secilen ¢ozeltilerin giin i¢i ve giinler arasi kesinlik degerleri Tablo

4-4, 4-5°de verilmistir. Bulunan degerlere gére yontemin kesinligi uygun bulunmustur.

Tablo 4-4: MEL i¢in yapilan giin i¢i tekrarlanabilirlik sonuglari

. Bulunan Nurmu Bulunan
Konsantrasyon Konsantrasyon

ng/mL ng/mL ng/mL ng/mL
2 1,930 12 12,19
2 1,99 12 12,14
2 1,91 12 12,09
2 1,97 12 12,16
2 1,92 12 12,09
2 1,98 12 11,98
Ortalama 1,95 Ortalama 1211
IZ/:z(j::n 97,50 Iz/:zglflrlin 100,93
SD 0,033 SD 0,074
% CV 1,693 % CV 0,612
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Tablo 4-5: MEL ic¢in yapilan giinler arasi tekrarlanabilirlik sonuclar:

Bulunan Bulunan
Numune Numune
Konsantrasyon Konsantrasyon
/mL /mL
He pg/mL He pg/mL
2 1,98 12 12,09
2 2,00 12 11,93
2 1,94 12 11,94
2 1,98 12 11,91
2 1,89 12 11,93
2 1,92 12 11,89
Ortalama 1,95 Ortalama 11,95
% Geri % Geri
97,65 99,59
Kazanim Kazanim
SD 0,041 SD 0,071
% CV 2,124 % CV 0,600

4.4.4. Duyarhlik (Teshis ve Tayini limiti)

Bolim 3.4.4°de verilen denklemlere gére hesaplanan LOD ve LOQ degerleri
MEL igin sirastyla 0,25 ve 0,84 pg/mL olarak bulunmustur

y = 0,1107x + 0,0133 dogru denklemi kullanilarak x yani konsantrasyon
degerleri tek tek yerine yazilmis ve bu denkleme gdre olmasi gereken Absorbans
degerleri hesaplanmistir. Denkleme gore hesaplanan bu absorbans degerleri vasitasiyla

o degeri bulunmustur. Ardindan LOD ve LOQ denklemleri yardimiyla LOD ve LOQ
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degerleri hesaplanmistir. En diisiik konsantrasyon 1 pg/mL’deki spektrumu ve 14
pug/mL’deki da Sekil 4-6 ve Sekil 4-7°de verilmistir.

DAaTA PROCESSING YsH 7
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Sekil 4-6: MEL’in MeOH/NaOH(1M) c¢éziiciisii icerisinde 1 pg/mL konsantrasyonda
alinms 3. Tiirev spektrumu
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Sekil 4-7: MEL’in MeOH/NaOH(1M) c¢oéziiciisii icerisinde 14 pg/mL konsantrasyonda
alinms 3. Tiirev spektrumu
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4.45. Geri Kazanim

Boliim 3.4.5°de anlatildigr gibi ¢alisilmigtir. Bulunan sonuglar asagidaki Tablo

4-6’da verilmistir.

Tablo 4-6: MEL i¢in yapilan tabletten geri kazanim degerleri

Tablet Standart Bulunan
cozeltisinden | c¢ozeltiden Toplam Y%Geri SD %CV
alinan alinan
Derisim Kazanim
Derisim Derisim
(ng/ml) ( ng/ml) ( ng/ml)
1 1 1,966 98,32 0,047 2,430
5 5 9,843 98,43 0,050 0,510
4.4.6. Stabilite

MEL’in sulu ¢ozeltisinin stabilite tayini i¢in +4 °C ‘de ve oda sicakliginda 1, 2,
4, 6 ve 24 saat bekletilerek yapilan ¢aligmalar sonucunda bu deger araliginda kararli

oldugu saptanmistir. Elde edilen sonuglar Tablo 4-7’de verilmistir.



Tablo 4-7: MEL ic¢in oda sicakhiginda ve +4 °C’de yapilan stabilite hesaplamalari

Oda sicakhg +4°C
Alman Bulunan Almman Bulunan
Siire | Konsantrasyon | Konsantrasyon | Konsantrasyon | Konsantrasyon
ng/mL pg/mL ng/mlL pg/mL
1 saat 10 10,14 10 10,18
2 saat 10 10,14 10 9,96
4 saat 10 10,09 10 9,91
6 saat 10 10,05 10 9,87
24 saat 10 10,01 10 9,74
SD 0,055 SD 0,165
% CV 0,553 % CV 1,661
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4.5. Gelistirilen Yontemin Tabletlere Uygulanmasi

Bolum 3.2.2.3.°de

spektrofotometrik analizi yapildi. 7,5 pg/mL tablet ¢ozeltisinin analizi sonucu elde

anlatildigt  gibi  ¢alisilarak  hazirlanan  ¢dzeltilerin

edilen spektrum (Sekil 4-8) ve diger elde edilen degerler (Tablo 4-8) verilmistir.
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Sekil 4-8: 7,5 pg/mL tablet iceren ¢ozeltiye ait bir tiirev spektrum

Tablo 4-8: 7,5 mg MEL iceren tabletlerde yapilan tayin sonuclar:

Alman Bulunan Derisim Geri Kazanim
Derisim
(ng/mL) (ng/mL)
7,5 7,25 96,68
7,5 7,20 96,07
7,5 7,31 97,52
7,5 7,34 97,88
7,5 7,40 98,72
7,5 7,36 9,12
Ortalama 7,31 97,50
SD 0,140
% RSD 1,928

30
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5. TARTISMA

MEL analjezik ve ates diisiiriicii 6zellikleri olan bir selektif COX-2 inhibitori
olan non-streoid antienflamatuvar bir ilagtir. MEL’in etki mekanizmas1 prostaglandin
sentetaz (siklooksijenaz) inhibisyonu ile iligkilidir (2). Yiiksek giivenirlik ve etkinlige
sahip olmasindan dolay1 dismenore, bel agrisi, postoperatifanalji ve dental girisimlere
bagl agrilarda kullanilir. Ardisik tedaviye uygun olup, giinde tek doz kullanimi ile
yiiksek hasta uyumu saglar (3).

MEL, viicutta iltihap ve agriya neden olan hormonlari azaltarak c¢alisir. MEL,
eklemlerin agr1, sislik ve sertligini azaltir. Bu nedenle artrit tedavisinde de kullanilir.

MEL iceren tabletlerin analizi kalite kontrol acisindan 6nem tasimaktadir.

Bu calismada MEL icin {igiincii tiirev spektrofotometri yontemi kullanilarak

tabletlerde tayini i¢in kolay, hizli, segici ve kararli bir yontem gelistirilmistir.

MEL i¢in uygun dalga boyu 341 nm olarak alinmistir. Coziicii sistemi olarak ise

metanol ve 1M’lik NaOH alinarak hacimce 50:50 karisim kullanilmastir.

Kalibrasyon egrisi 1,0 pg/mL ile 14,0 pg/mL konsantrasyonlar1 araliginda
bulunmustur (Tablo 4-1). Kalibrasyon egrisi denklemi y = 0,1107x + 0,0133 ve
korelasyon katsayisi (R?=0,9998) olarak bulundu. Bu durum dogrusalligim vyiiksek
oldugunu kanitlar niteliktedir. Hesaplanan LOD ve LOQ degerleri ise 0,25 ve 0,84
ug/mL dir. Kalibrasyon egrisi degerleri %CV degeri agisindan 5’in altinda ve SD ise
1’nin altindadir (Tablo 4-1, 4-2).

Giin igi ve giinler arasi tekrarlanabilirlik agisindan uygun bulunmustur (Tablo 4-
3ve 4-4).
Reaksiyon ¢ozeltileri oda sicakliginda ve +4 °C’de 24 saate kadar

bekletildiginde absorbanslarinda biiyiik bir degisiklik gézlenmemistir ( Tablo 4-6).

Yontem tabletlere de uygulanmis ve geri kazanim oranlar1 ortalamast % 97
seviyelerinde hesaplanmistir (Tablo 4-7). Ayrica standart ekleme metoduyla da geri

kazanim hesaplanmis ve % 99 seviyelerinde hesaplanmigtir (Tablo 4-5).

Literatirde MEL’in tabletlerden tek basina spektrofotometrik ve Tiirev-

spektrofotometrik tayinleri incelendiginde bu c¢alismada gelistirilen yontemin daha
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hassas oldugu tespit edilmistir. Ayrica bu ¢aligmalarda metanol ve etanol gibi ¢oziiciiler
kullanilmistir. Bu calismada %50 metanol kullanilmast yesil kimya agisindan bir

avantaj saglamaktadir.

MEL’in tabletlerde miktar tayini i¢in gelistirdigimiz bu yoOntem literatiirde
kayith diger baz1 yontemlerle c¢alisma araligi agisindan kiyaslandiginda daha hassas

oldugu goriilmektedir (Tablo 5-1).

Tablo 5-1: MEL’in tabletlerde miktar tayini yontemleri ve tayin arahklar

Yontem Coziicii A | Olgiim arahg Lit. No:
(nm) pg/mL
3.Tirev Metanol/ 341 1,0-14,0 Gelistirdigimiz
Spektrofotometrisi NaOH(1M) yontem
(50,50 viv)
2.Tiirev 0,1 M NaOH 315,6 40-14,0 23

Spektrofotometrisi

UV-vis Fosfat tamponu 200- 3,5-19,6 24
(pH=7,5) 500
uv 0,1 M NaOH 365 2,0-12,0 26
UV-Vis Metanol-Ferrik 396 5,0-30,0 27
UV Amonyum siilfat
0,1 N NaOH 354 3,0-12,0
uv Metanol/ 0,1 M HCI | 346 50-15,0 28
(1:1)
uv Etanol 365 2,0-18,0 31
RP-HPLC Metanol, 225 33,7-61,8 36
isopropanol,50 mM
K5PO,4 tamponu
(pH 5.9) (51:9:40,
VIVIV)
RP-HPLC Metanol 228 5,0-50,0 41

Ortofosforik asit pH
(3,0)
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Pomykalski ve arkadaslar1 (23), UV-Tiirev spektroskopisi yontemiyle meloksikam
ve mefenamik asitin tabletlerde yan yana analizi igin gelistirdikleri yontemde
meloksikam i¢in 4-14 pg/mL araliginda dogrusal oldugunu hesaplamislardir. Bizim
gelistirdigimiz yontem calisma araligi agisindan Pomykalski ve arkadaslarinin

caligsmasina ustiinliik saglamaktadir.

Basu ve arkadaslar1 (27), meloksikamin dozaj formlarinda tayini i¢in Goriiniir
bolge ve UV yontemi olmak iizere 2 yontem gelistirmilerdir. UV spektroskopisi
yonteminde MEL 3-12 pg/mL araliginda dogrusal olarak bulunmustur. Bizim
gelistirdigimiz yontemin ¢alisma araligi (1-14 pg/mL) daha genistir.

Induri ve arkadaslar1 (26), meloksikamin tabletlerde miktar tayini igin
gelistirdikleri UV yontemiyle kalibrasyon egrisini 2-12 pg/mL araliginda dogrusal
olarak hesaplamiglardir. LOD 0,12 pg/mL LOQ ise 0,38 pg/mL olarak bulmuslardir.
Yine bizim gelistirdigimiz yontem calisma aralig1 agisindan Induri ve arkadaslarinin

calismasina istiinliik saglamaktadir.

Shlear ve arkadaslar1 (28), gelistirdikleri spektoskopik yontemle Meloksikamin
tablerde tayin etmislerdir. LOD ve LOQ degerlerini sirasiyla 0,13 ve 0,411 pg / ml
olarak hesaplamislar ve 5-15 pug / ml aralifinda dogrusal oldugunu goéstermislerdir.
Bizim gelistirdigimiz yontemin bu c¢alismaya nazaran daha hassas oldugu

gorilmektedir.

D.Salazar-Rojas ve arkadaglari (24), MEL ve Pridinol igin gelistirdikleri
spektrofotometrik yontemle dogrusallik kabul kriterlerini sirasiyla MEL i¢in 3,5 — 19,6
pg/mL ve Pridinol i¢in 0,81 — 5,41 pg/mL, dogruluk MEL i¢in (% 96,3) ve Pridinol i¢in
(% 100,6) olarak bulunmustur.

Vignaduzzo ve arkadaslar1 (36), MEL ve pridinol mesilat eszamanli tespiti i¢in
bir RP-HPLC yontemi gelistirmislerdir. Mobil faz olarak (51: 9: 40, v/v/v) metanol,
isopropanol ve 50 mM potasyum fosfat tampon (pH 5.9) karisim kullanilmaistir.
Dedeksiyon 225 nm'de yapilmis ve metot MEL i¢in 33.7 - 61.8 pg/mL numune
konsantrasyonlarinda  dogrulanmustir.  (R?=0.9989 ve 0.9987 n=15). Bizim

gelistirdigimiz yontemin daha hassas oldugu goriilmektedir.
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Zaman ve arkadaslar1 (41), Tizanidin HCI ve MEL i¢in yanyana RP-HPLC
yontemi gelistirmislerdir. Her iki ilag i¢in korelasyon katsayisin1 Tizanidin HCI
(0,9997) ve MEL (0,993) olarak hesaplamislardir. 5-50 pg/mL araliginda dogrusallik
Olemiislerdir. Gelistirdigimiz yontemin bu calismaya nazaran daha hassas oldugu

sOylenebilir.

Chaudhary ve arkadaslar1 (31), MEL i¢in farmasotik preparatlarda tayini igin
gelistirdikleri UV spektrofotometrik yontemde 365 nm’de R=0,997 korelasyon
katsayisinda 2-18 pg/mL konsantrasyon araliginda dogrusallik hesaplamiglardir. Yine

bizim gelistirdigimiz yontemin bu ¢alismaya kiyasla daha hassas oldugu goriilmektedir.

Gelistirilen ve valide edilen bu yontem ile MEL’in tabletlerde analizi dogru,

kararli, hassas, segici ve kolay bir sekilde yapilabilmektedir.
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