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1.GiRIS

Klorfeniramin  (KLO), Parasetamol (PAR), Psdédoefedrin
(PSO), Dekstrometorfan (DEK)'in bulundugu farmasotik formlar grip ve
soguk alginligi gibi durumlarda ortaya cikan; ates, bas agrisi, titreme,
burun tikanikligi (konjesyon), sekresyon, oksuruk, kiriklik hali ve genizde
kaginti gibi semptomlarin giderilmesi amaciyla kullanilir. Bunun icin de
siklikla, nonsteroidal antienflamatuvar (NSAI) agri kesici, ates dusuricu
ilaglar, antihistaminik ilaclar, dekonjestan ilaglar, antitissif ilaglar ve

mukolitik ilaglar tercih edilmektedir.

Bu etken maddeleri iceren farmasoétik preparatlarin analizi
igin valide edilmig, dogru, kesin, kolay uygulanabilen, 6zellikle de dusuk
maliyetli analiz yontemine ihtiya¢ duyulmaktadir. Kapiler elektroforez, bu
Ozelliklere uyan ve ila¢ analizlerinde sikga uygulanan bir yontemdir.
Turkiye piyasasinda bu dort etken maddenin bir arada bulundugu

farmasotik preparat Gripamol®

un kombinasyonundaki maddelerin ve bu
maddelerden parasetamol ve psddoefedrinin safsizliklari 4-aminofenol
(4-AF) ve efedrinin (EFN) de bu etken maddelerle ayni anda analizi i¢in
valide edilmis bir kapiler elektroforez yontemine literatiirde rastlanmamig

olmasi, bizi bu ¢alismaya yonlendirmistir.

Piyasada bulunan bir ilacin etkin, kaliteli ve guvenilir
olabilmesi icin ambalaji Uzerinde yazih olan etken maddeyi veya
maddeleri yine Uzerinde yazili olan miktarlarda icermesi gerekmektedir.
Etken madde safsizliklarinin tablet igerisinde bulunabilme siniri da
yapilan stabilite testleri sonucu otoritelerce belirlenmistir. Calismamizda
adi gecgen analitler i¢cin yontem geligtiriimesinin yani sira, Gripamol®
tabletin Uzerinde yazili olan etken maddeleri yine Uzerinde yazili olan
miktarlarda ihtiva edip etmedigine; ayrica adi gegen safsizliklarin

otoritelerce belirlenen sinirda olup olmadigina da bakilimigtir.



Kapiler elektroforez, diger analitik yontemlere gore yéntem
gelistirme suresi daha kisa, sarf malzeme tuketimi ve maliyeti daha az,
ayirim etkinligi daha yuksek, hizl, dogru, tutarli ve kolay uygulanabilen
bir yontemdir’. Bu nedenle kapiler elektroforez yontemiyle PAR, KLO,
PSO, DEK, 4-AF ve EFN igeren karisimlarda her bir maddenin ayni anda
miktar tayini i¢cin optimum yontem parametreleri arastiriimis, optimize
edilen yontemin gegerliliginin kanitlanmasi amaciyla goézlenebilirlik siniri,
alt ve ust tayin sinirlari, dogrusallik arahgi, kesinlik, dogruluk, segicilik,

saglamlik ve tutarlilik gibi parametreler degerlendirilmistir.



2. GENEL BILGILER

Parasetamol (PAR), Klorfeniramin (KLO), Psoédoefedrin
(PSO), Dekstrometorfan (DEK)'un kombinasyonlari farmasotik tabletlerde
analjezik, antipiretik, antihistaminik, dekonjestan ve antitussif olarak
kullaniimaktadir. Semptomatik tedaviye ydnelik olan Gripamol® tablet grip
ve soguk alginhgi gibi durumlarda ortaya ¢ikan; ates, burun tikanikhg,
Oksuruk, kiriklik hali ve kas agrilari, genizde kasinti gibi semptomlarin

giderilmesi amaciyla kullanilir?.

Soguk alginlhiginin temel belirtileri arasinda hapsirmak,
burun tikanikligi (konjesyon), sekresyon, kasintinin eslik ettigi bogaz
agrisi, oksuruk, ses kisikhdr ve hafif olmakla birlikte gelisen bas agrisi,
ates, titreme ve genel olarak kendini iyi hissetmeme durumu gelmektedir.
Hastalardaki soduk alginligi belirtilerinin iyilesmesi ortalama 2-3 gunden

sonra baslar ve bazi hastalarda da 2 haftaya kadar surebilir.

2.1.Soguk Alginhig ilaglarinin Siniflandiriimasi

Non Steroidal Antienflamatuvar ilaclar

1. Salisilik asit ve turevleri

2. Anilin ve p-aminofenol tlrevleri

3. 5-Pirazolon ve 3,5-pirazolidinon turevleri
4. N-Arilantranilik asit tlrevleri

5. Aril, heteroarilasetik ve propiyonik asit turevleri



Antitlissif ilaclar

1. Opioid turevi antitussif ilaglar

2. Degigik yapidaki antitussif ilaclar

a1-Adrenerjik Reseptor Agonistleri (Dekonjestanlar)

1. Katekolaminler
2. imidazolin tlrevleri
3. Alifatik aminler

4. Asetamit tlrevleri

Antihistaminik ilaclar

1. Etanolaminler

2. Etilendiamin turevleri
3. Arilalkilamin turevleri
4. Piperazin turevleri

5. Fenotiazinler

6. Piperidin tarevleri

7. Trisiklik antihistaminikler



2.2. Parasetamol ile ilgili Genel Bilgiler

2.2.1. Kimyasal ve Fiziksel Ozellikleri

OH

HM CHy

=

Sekil 1. PAR molekiilii

Kapali Formil : CgHgNO3
Kimyasal formul:

e 4'- Hidroksiasetanilid (IUPAC)
e N-—(4—Hidroksifenil Jasetamid

e N-Asetil-p—aminofenol

PAR’In diger adlari (sinonimleri):

e Asetaminofen

e p-Hidroksiasetanilid
e p-Asetamidofenol

e p-Asetaminofenol

¢ N-Asetil-p-aminofenol

Molekal Agirhgi: 151,17 g/mol



Fiziksel Ozellikleri: Parasetamol beyaz, kokusuz kristalize bir tozdur.
Suda sinirli dlgude ¢oézunur; 1 kisim asetaminofen 20 kisim su ve 10

kisim alkolde ¢6zunur. Eter ve metilen klorurdeki ¢ozinurligu ¢ok azdir.

2.2.2. Farmakolojik ozellikleri

Parasetamol dinya Uzerinde ¢ok genis bir cografyada
kullanimi olan ve en ¢ok bilinen analjezik, antipiretik bilesiktir. ilk olarak
1878 yilinda kesfedilen parasetamol ulasiimasi kolay ve dusuk maliyetli

bir bilesik olmasi nedeniyle ¢ok tercih edilmektedir.

Parasetamoliun etki mekanizmasi halen tam olarak
aydinlatilamamigtir. Ancak yine de in vivo cgalismalarda parasetamol
prostaglandin sentez inhibitori ve siklooksijenaz enzim olan COX-2

selektif inhibitort oldugu bilinmektedir.

Parasetamol, p-aminofenol grubu bir nonsteroidal
antienflamatuvar (NSAI) ilagtir®. Bu grup NSAI ilaglardan tedaviye ilk
sokulan asetanilit, hastaya verildikten kisa bir sure sonra anilin ve
parasetamolun olustugu goérilmuas, etken seklin parasetamol oldugu

anlasilinca tedaviye bununla devam edilmisgtir.

Parasetamol, diger NSAI ilaglara kiyasla diisiik antiplatelet
aktivite ve diisiik gastrointestinal sistem (GiS) hasarina neden olur. Bu iki
Ozellik klinik tedavi bakimindan ¢ok 6énem tagimaktadir. Gastrointestinal
yan etki olusturmamasi c¢ocuklarda anajezik, antipiretik amagcla
kullanildiginda aspirin gibi Reye sendromuna neden olmamasi ve
gebelerde kullanilabilmesi parasetamolt guvenli ve kullanigh bir ilag

yapmaktadir.



PAR, mutad dozda oral aliminin ardindan tamamina yakini
gastrointestinal kanaldan emilerek 30 dakika icinde analjezik etki
gOstermeye baslar ve 90 dakikada en ylUksek plazma derisimine ulagir.
Analjezik etkisi 3-4 saat surer. Oral biyoyararlanimi % 63-89 olup
karacigerden ilk gecis etkisine maruz kalma orani dusuktar. Eliminasyon

yarilanma émrii 3,3 saattir®>.



2.3. Klorfeniramin ile ilgili Genel Bilgiler

2.3.1. Kimyasal ve Fiziksel Ozellikler

A Cl

|
N, oH” S e cooH
= 3
| ‘ HC— COOH

S, CHCHNICH )
Sekil 2. KLO molekiilii
Kapall Formul : C36H19CIN2.C4H4O04

Kimyasal Formul:

(+/-)—3—(4—Klorofenil) -NN-dimetil-3—(2—piridil)propilamin hidrojen

maleat
Molekdl Agirligr: -~ 390,9 g/mol

Fiziksel Ozellikleri: Klorfeniramin maleat; beyaz kokusuz kristal yapida
tozdur. Suda serbestce ¢dzunur; alkol ve kloroformda ¢ézlnur; eterde az

cozinur*>4,

2.3.2.Farmakolojik Ozellikleri

Klorfeniramin oral yoldan kullanilan propilamin turevi bir H-
reseptor blokorudur. Klorfeniramin allerjik rinit ve allerjik dermatozlarin
tedavisinde kullanilir. Serbest histamin ile kompetisyona girerek histamin
H,-reseptorlerine baglanir. Bu grup ilaglar gastrointestinal kanal, genis

kan damarlari ve brons duz kasinda H;-reseptorleri dulzeyinde

8



histaminin etkilerini bloke ederler. Hi—reseptdrlerinin blokaji etkilenen
bolgede histamine bagli olarak ortaya ¢ikan 6dem, kizariklik ve pruritusu

baskilar.

Hi,—reseptdr blokorlerinin - orta derecede antikolinerjik
etkileri de vardir. Antikolinerjik aktiviteleri santral muskarinik etkilerinden
kaynaklanir. Klofeniramin'in sedatif etkileri santral histaminik reseptorleri
antagonize etmesine baghdir. Klorfeniramin kronik olarak kullanildiginda
ekilerine karsi belirli dlclide tolerans gelisebilir, fakat bu arada sedatif

etkisi de azalir.

Klorfeniramin’in etkisinin baglama suresi 30-60 dakika arasi
olup, maksimum konsantrasyona 6 saatte ulasir. Klorfeniramin kanda
proteinlere % 72 oraninda baglanir. Once gastrointestinal mukozada

metabolize olur, ardindan karacigerde ilk gecis metabolizmasina ugrar®>.



2.4. Psédoefedrin ile ilgili Genel Bilgiler

2.4.1. Kimyasal ve Fiziksel Ozellikleri

HO

/o

HH
H—CI

Sekil 3. PSO molekiili

Kapall Formul : C;0H1sNO.HCI

Kimyasal Formdl:

(+)—-(1S,2S) —2—Metilamino—1—fenil-propan—1—ol
Molekal Agirhigi: 201,7g/mol

Fiziksel Ozellikleri: Psdédoefedrin hidrokloriir beyaz veya sarimsi beyaz
renkte kristaller veya kristalize toz halinde bulunur. Kokusuz veya ¢ok
hafif kokuludur. Suda 1:0,5; alkolde 1:3; kloroformda 1:91 ve eterde

1:7000 oraninda ¢oziniir>>*.

2.4.2. Farmakolojik Ozellikleri

Psédoefedrin, efedrinin S stereoizomeri olup, efedrinin
kuvvetli ve illegal bir santral sinir sistemi stimulani olan amfetamine
kimyasal benzerliginden dolayl suistimalini engellemek amaciyla

piyasada bulunan efedrin turevidir.

Psédoefedrin sempatomimetik bir ilagtir. Psédoefedrin hem

a hem de B reseptor Uzerinde etkili olmakla birlikte B reseptorler

10



Uzerindeki etkileri daha zayiftir. Solunum yolu mukozasindaki «
adrenerjik reseptor Uzerindeki direkt etkisiyle vazokonstruksiyon yaparak
sismis durumdaki nazal mukozanin buzilmesini, dokulardaki hiperemi,
odem ve nazal konjesyonun azalmasini ve nazal hava yolu agikhginin

artmasini  saglar. Tikali durumdaki Ostaki borusunun acgiimasini

saglayabilir®.
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2.5. Dekstrometorfan ile ilgili Genel Bilgiler

2.5.1. Kimyasal ve Fiziksel Ozellikleri

Sekil 4. DEK molekiilii

Kapali Formil :  CigH26BrNO
Kimyasal Forml:

e (+) —3—Metoksi—9a—metilmorfinan hidrobromir monohidrat
e (9S,13S,14S) —6,18-Dideoksi—7,8—dihidro—3—O—metilmorfin
hidrobromUr monohidrat
e (+) —3—Metoksi—17—metilmorfinanhidrobromur
Molekal Agirhigi : 352,32 g/mol

Fiziksel Ozellikleri: Dekstrometorfan beyaz veya beyaza yakin renkte,
hafif kokulu kristal bir tozdur. Suda 1:65 oraninda ¢6zunur; alkol ve
kloroformda serbest¢ce c¢ozinur. Eterde pratik olarak hi¢ c¢cozinmez.
Kloroformdaki ¢o6zeltisi su damlaciklari olusumu nedeniyle berrak

olmayabilir>3*.
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2.5.2. Farmakolojik Ozellikleri

Levorfanolun  kodein  analogunun  d-izomeri  olan
dekstrometorfan  (DEK), Oksurlik spazmlarini medulladaki 6ksurik
merkezini baskilama yoluyla kontrol ederek bir Oksuruk giderici ajan

olarak kullaniimaktadir®.

Dekstrometorfan oral yoldan kullanilan antitussif bir ilagtir.
Opiyat agonistlerine benzerse de onlarla ayni 6zellikleri tasimaz.
Dekstrometorfan’in  morfin  benzeri tek 06zelligi antitussif etki
gOstermesidir. Kronik kuru dksurugun tedavisinde kullanilir; ekspektoran
aktivitesi yoktur. Cogunlukla oksuruk ve soguk alginligina karsi kullanilan
preparatlarin bilesimine girer. Dekstrometorfan oksurugu baskilamak
uzere medulladaki oksuruk merkezini dogrudan etkileyebilir. Terapotik

dozlarda siliyer aktivite Uzerine herhangi bir etkisi yoktur.

Yetiskin bir insana 30 mg oral yoldan verildiginde oksuruk
giderici etkinligini 8 — 12 saat araliginda gostermektedir. Yan etkileri bas
donmesi ve sindirim sistemi rahatsizliklaridir. Fakat bu yan etkiler
kodeinden daha az siklikta gozlenir. Monoamin oksidaz inhibitoru
kullanan hastalara verilmemelidir. DEK’in ilag suistimalinde kullanildigini

belirten raporlar bulunmaktadir®.
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2.6.Efedrin ile ilgili Genel Bilgiler
2.6.1. Kimyasal ve Fiziksel Ozellikleri

Sekil 5. EFN molekiilii

Kapall Formul: CyoH1sNO

Kimyasal Formdl:
(1R,2S)-2-(metilamino)-1-fenilpropan-1-ol (IUPAC)
Molekul Agirligi: 165,23 g/mol

Fiziksel Ozellikleri: Efedrin beyaz yada beyaza yakin renkte kristal toz

halde veya renksiz kristaller halinde bulunur. Suda ¢dziunUrliigi iyidir®>*.

2.6.2. Farmakolojik Ozellikleri
Efedrin, Ephedraceae familyasindan Ephedra adh bir cins
bitkinin cesitli tiirlerinden elde edilen bir alkaloiddir®. Glinimiizde sentetik

olarak sentezlenmektedir.

Efedrin karma etkili bir adrenerjik agonisttir. Sinir uglarinda
depolanmig noradrenalinin saliveriimesi ile beraber a ve B reseptorleri
dogrudan da uyarilabilmektedir. Oral emilimi iyidir, santral sinir sistemine
kolaylikla gecebilmektedir. Bronkodilatasyon vyapabilmesi sebebiyle
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bazen kronik astim tedavisinde profilaktik olarak ataklari 6nlemede

kullanilmasina ragmen akut astim ataginin tedavisinde kullaniimaz.

Efedrin, santral sinir sisteminde hafif bir uyari olusturur bu
sayede uyanikligi artirir, yorgunlugu azaltir ve uykuyu engeller. Ayni

zamanda atletik performansi da iyilestirir.

Efedrin astim tedavisinde nazal dekonjestan olarak ve kan
basincini artirmak amaciyla kullanilir. Glinamuizde yan etkisi daha az ve
etkisi daha fazla olan ilaglar ortaya ¢iktigindan klinikte kullanimi giderek

azalmistir®.
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2.7. 4-Aminofenol ile ilgili Genel Bilgiler

2.7.1. Kimyasal ve Fiziksel Ozellikleri

OH

NH-

Sekil 6. 4-Aminofenol molekiilii

Kapali Formul : CgH/NO
Kimyasal Formal: ~ 4-Aminofenol
Molekal Agirhgi : 109,13 g/mol

Fiziksel Ozellikleri: 4-Aminofenol beyaz toz halinde bulunur. Suda
¢Ozunarligu zayiftir sicak suda daha iyi ¢ozunlr alkolde ¢ozunurlugu
iyidir. 25°C’de suda 1,5 g/100 mL ¢dz{iniir*>®.

2.7.2. Farmakolojik Ozellikleri
4-Aminofenol asetik asitle birlikte parasetamolin sentez yolaginda
rol alir. Elde edilen parasetamol uygun sartlarda saklanmadiginda 4-

Aminofenol ve asetik aside donusdr.

4-Aminofenol teratojenik ve norotoksik etki gosterir. Bu
nedenle 4-AF, Parasetamol icerisinde tayin edilmesi gereken
safsizliklardan birisidir. Nitekim Avrupa Farmakopesi bu siniri %0,005 a/a

olarak belirlemistir?.
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2.8. N,N- Dimetilanilin ile ilgili Genel Bilgiler

2.8.1. Kimyasal ve Fiziksel Ozellikleri

N

N

Sekil 7. N,N- Dimetil anilin molekiilui
Kapali Formul : CgHiiN
Kimyasal Formul:

¢ N,N-Dimetilanilin (IUPAC)

e Dimetilaminobenzen
Molekul Agirligr: 121,18 g/ mol

Fiziksel Ozellikleri: N,N- Dimetil anilin, agik sari renkli, keskin kendine

has kokulu ve sivi halde bulunur. Suda ¢dziinmez lipofilik yapidadir?.

2.8.2. Farmakolojik Ozellikleri

N,N-Dimetil anilin, DEK’in safsizliklari arasinda yer alir®.
Avrupa Farmakopesi’'nde maksimum 10 ppm’e kadar bulunmasina izin
verilmistir®.

N,N-Dimetil anilin toksik bir maddedir. N,N- Dimetil anilinin
toksik ozelliklere sahip olmasi ve cgalismamizdaki diger alti analit ile

gecimsiz olmasi sebebiyle analizi yapilmamigtir.
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2.9. Analiz yontemleri

Chen ve arkadaslarn  parasetamol, psddoefedrin,
dekstometorfan ve klorfeniramini birlikte iceren tabletlerde kapiler zon
elektroforez ile tayin yapmislardir. Tayinde 75mm x 75um x 375um
boyutlarinda, etkin uzunlugu 45 mm olan silika kapiler kullanilimis,
dedeksiyon dalgaboyu 214 nm, uygulanan voltaj 1,0 kV olarak
ayarlanmigtir. Tampon ¢ozeltisi olarak 75 mM sodyum borat-%15
asetonitril (pH 9,3) kullanilmistir. LOD degerleri parasetamol igin 0,22
Mg/mL, psddoefedrin icin 0,29 ug/mL, dekstrometorfan igin 0,42 pg/mL,

klorfeniramin igin 0,70 pg/mL olarak bulunmustur’.

Gomez ve arkadaslari kodein, difenhidramin, efedrin ve
noscapin i¢ceren farmasotik formlarda kapiler zon elektroforez yontemi ile
ayrim yapmislardir. Tampon ¢ozeltisi olarak 20 mM tetraborat tamponu
(pH 8,5) kullaniimis ve ayrim 10 dakikadan daha az surmustar.

Dedeksiyon dalga boyu olarak 205 nm ve 250 nm kullaniimistir®,

Romero ve arkadaslari parasetamol ve kodein igeren
farmasotik formulasyonlarda ayrim yapmak icin kapiler zon elektroforez
kullanmiglardir. Tampon ¢ozeltisi olarak 20 mM fosfat tamponu (pH 6,8)
kullanilmig ve 15 kV voltaj uygulanmigtir. Optimize kosullar ile 3
dakikadan daha az surede ayrim gerceklesmistir. Kalibrasyon
dogrusunun olusturulmasi ile R>0,999 ve kodein i¢cin LOD (Y&ntemin
g6zlenebilme sinir) 13,5 ng/mL parasetamol icin de LOD 340 ng/mL ve

RSD <3 degerleri elde edilmistir®.

Palabiyilk ve arkadaglart HPLC ydntemini kullanarak
fenilefrin hidroklortr, parasetamol, klorfeniramin ve dekstrometorfan
hidrobromurun bir farmasoétik mustahzardaki teghisleri ve miktar tayinleri

icin gelistirdikleri yontemde Cj;g kolon ve psédoefedrin internal
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standardini  kullanmiglardir. Mobil faz bileseni olarak asetonitril ve
sodyum perklorat (pH 3, 0,01 M) kullanilmig, mobil faz akig hizi 1,4
mL/dak olarak ayarlanmis ve UV dedektoru ile 204 nm dalga boyunda

calisiimistir®.

Chen ve arkadaslari psddoefedrin, dekstrometorfan,
difenhidramin ve klorfeniramin igeren ilaglarda susuz kapiler elektroforez
yontemi ile analiz yapmiglardir. Tampon ¢dzeltisi olarak %10 asetonitril
iceren 40mM amonyum asetat ¢dzeltisi kullaniimisg, ayrim 25°C sicaklikta
25 kV voltaj ile 47 cm x 75 um boyutlarinda kapiler kullanilarak
yapilmistir. Derisim ve pik alanlari grafige gegcirilince Psédoefedrin igin
R?=0,9993, Dekstrometorfan icin R?=0,9971, Difenhidamin icin
R?=0,9991, Klorfeniramin icin R? =0,9995 degerleri elde edilmistir.
Allkkonma zamani ve pik alanlari igin % RSD sirasiyla 0,37; 3,90; 0,73 ve
0,68 ve 2,80; 3,50; 1,60 ve 3,70 elde edilmistir'.

Hadad ve Mahmoud kafein, paracetamol, psédoefedrin,
aspirin, dekstrometorfan ve klorfeniramin iceren farmasotik tabletlerde
yuksek basingli sivi kromatografi kullanarak ayrim yapmiglardir. Ayrim
icin Cyg silika kolon ve 214 nm dedeksiyon dalga boyu kullaniimistir.
Hareketli faz olarak 50:50 h/h, 40:60 h/h metanol iceren 10 mM
NaH,PO,4, 3mM heptan sulfonik asidin sodyum tuzu, %0,1 trietilamin

karisimi (pH 2,5) kullanilmistir'?.

Heydari R, HPLC yontemi ile bir farmasoétik mistahzardaki
parasetamol, fenilefrin, dekstrometorfan ve klorfeniraminin eszamanl
teshisini ve miktar tayinini yapmistir. Analizde PerfectSil Target, 250 x
4,6 mm, 5 um kolon ile metanol/su (1 litrede 6,0 g amonyum asetat ve 10
mL trietilamin igeren, pH 5,0 ortofosforik asitle ayarl) mobil fazi (95:5,
h/h) kullaniimistir. Parasetamol i¢in 254 nm, fenilefrin igin 220 nm,

klorfeniramin ve dekstrometorfan igin de 227 nm de c¢ahlgiimigtir.
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Sirasiyla 162,6-650 pg/mL, 2,5-10 pg/mL, 7,5-30 pg/mL, 1-4 ug/mL

derisim araliklarinda dogrusallik gériilmiistiir'.

Makino, d-metamfetamin icerisinde efedrin ve psédoefedrin
tayinini ylksek basingli sivi kromatografi yontemini Capcellpack C1g MGl
(250 x 4,6mm) kolonu kullanarak analiz yapmistir. Tampon ¢ozelti olarak
50 mM KH,PO, —asetonitril (94:6 h/h) kullaniimig ayrica isokratik pompa
sistemi ile 20 dakika icerisinde iki analit de ayrilmistir. Dedeksiyon dalga

boyu 210 nmdir. LOD degeri iki analit icin de 3 ppm bulunmustur®.

Qi ve arkadaslari parasetamol, dekstrometorfan ve
psodoefedrin igeren formulasyonlarda yuksek basingli sivi kromotografisi
ile analiz yapmislardir. Ayrimda Hypersil CN kolonu (150x5,0 mm, 5
pm), tampon ¢ozeltisi olarak dakikada 1,0 mL akis hizina ayarli metanol
asetonitril (25:57:18 h/h) ¢ozeltisi kullaniimig, dalga boyu 220 nm ye
ayarlanmigtir. Ayrim 10 dakikadan daha az surmustur. Parasetamol igin
2,06-20,6 mg/mL, psddoefedrin i¢in 0,202-2,02 mg/mL ve
dekstrometorfan i¢cin  0,042-1,06 mg/mL derisim araliklarinda

calisiimistir™.

Ozaltin ve arkadaslari, propifenazon (PRO), parasetamol
(PAR) ve kafeinin (KAF) Ggli kombinasyonunu igeren farmasotik
preparatlardan bu maddelerin kapiler elektroforez ile ayni anda analizi
icin yeni bir miseller elektrokinetik kapiler kromatografi yontemi
gelistirmiglerdir. En iyi sonuglar, BGE ¢o6zeltisi elektroliti olarak 30 mM
sodyum dodesilsulfat iceren 20 mM pH 9,0 borat tamponu kullaniimasiyla
elde edilmistir. i¢ standart olarak diflunisal kullanilmistir. Ayirim, eritilmis
silika kapilerde (50 um i¢ ¢ap, 44 cm toplam uzunluk, 35,5 cm etkin
uzunluk) 25°C ’de, 50 mbar basingla 3 s sureli hidrodinamik enjeksiyon
ve 29 kV potansiyel uygulanarak gergeklestiriimistir. Dedektér dalgaboyu
200 nm’dir. Bu sartlardaki go¢ zamanlari PAR 5,17 dak, KAF 5,51 dak,
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DIF 7,20 dak ve PRO 9,37 dak olarak bulunmustur. Yéntemin dogrusallik
araligi PAR ve KAF icin 2-200 ug/mL, PRO igin 3-200 pg/mL olarak
saptanmigtir. LOD degerleri, PAR ve KAF icin 0,6 pg/mL, PRO igin 0,8
Mg/mL olarak bulunmustur. Validasyon ¢alismalari sonucunda geligtirilen
yontemin dogru, kesin, duyarli, segici, saglam ve tutarli oldugu

ispatlanmistir®.

Sekar ve arkadaglari, parasetamol, setrizin ve
fenilpropanolamin igeren tabletlerde kapiler zon elektroforez ile basit ve
secici bir ayrim gerceklestirmislerdir. Tampon ¢ozeltisi olarak 10 mM
sodyum tetraborat (pH 9,0) iyi bir ayrim icin yeterli olmustur. Kullanilan
kapiler 76 cm uzunlugunda (etkin uzunlugu 64,5 cm) silika kapilerdir.
Butun analitler 20 kV voltaj uygulanarak ayriimig ve 195 nm de UV
dedektor ile tayin edilmistir. Ibuprofen i¢ standart olarak kullaniimigtir.
Parasetamol icin 10-1000 pg/mL, (r?=0,9978); Setrizin icin 2-50 pg/mL,
(r>=0,9982); Fenilpropanolamin igin 10-100 pg/mL, (r’=0,9986) derisim

araliklarinda calisiimis ve herbiri icin uygun dogrusallik elde edilmistir'’.

Ye ve arkadaslari, parasetamol ve p-aminofenol iceren
dozaj formlarinda karbon disk elektrot kullanarak amperometik dedektor
ile calisiimigtir. Kapiler boyu 8,5 cm kullanilarak ve 2000 V voltaj
uygulanarak 150 saniyede ayrim gergeklesmistir. Tampon ¢ozeltisi olarak
Na,B4O7-KH.PO, (pH 7,2) kullanilmistir. Parasetamol igin LOD 1,4 x10°®
mol/L ve p-aminofenol icin LOD degeri 5,9 x107 mollL olarak
bulunmustur. Glnler arasi pik yuksekligi (RSD < 2,3 ) ile alikonma

zamani (RSD <1,3) tekrarlanabilir sonuglar vermistir'®.

Ravisankar ve arkadaslari, HPLC ydntemi ile bir farmasétik
mulstahzardaki parasetamol, ibuprofen ve klorzoksazonu tayin
etmislerdir. internal standart olarak ketoprofen kullanilimistir. Analiz igin

Kromasil C8 (250x4,6 mm, 5 uym) kolonu, mobil faz olarak asetonitril ve
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trietilamin  (%0,2’lik ¢Ozeltisi, ortofosforik asitle pH 3,2’ye ayarli)
kullaniimistir. UV dedektor ile 215 nm’de galisiimistir. Dogrusallik 2-10
pg/mL derigsim aralidinda elde edilmis ve LOQ degerleri parasetamol icgin
10 ng/mL, ibuprofen icin 50 ng/mL ve klorzoksazon igin de 20 ng/mL

bulunmustur®®.

Liu ve arkadaslari, diastereoisomer alkoloidler olan efedrin
ve psodoefedrini insan idrarinda elektrokemiliminesans dedektor
kullanilan basit kapiler elektroforez yontemi ile ayirmislardir. Efedrin icin
LOD degeri 45 ng/L ve psddoefedrin igin ise LOD degeri 52 ng/L olarak
bulunmustur. Allkkonma zamani ve pik alani icin tekrarlanabilirlik bes
numune Uzerinden hesaplanmis ve allkkonma zamanlari i¢cin RSD
degerleri1,3’den klguk, pik alanlar igin RSD degerleri 2,5'den klguk

bulunmustur?.

Fijalek ve arkadaslari, parasetamol ve ana safsizlik
maddesi 4-aminofenol igin amperometrik dedektorlt yiksek basingli sivi
kromatografisi yontemini gelistirmiglerdir. Kolon olarak Luna S5um C-18
(100x4,6 mm) kullaniimistir. Tampon ¢ozelti olarak %18 metanol igceren
ve ortofosforik asit ile pH 4 e ayarlanmis LiCl kullanilarak ayrim 250

saniyede tamamlanmistir®’.

Suntornsuk ve arkadaslari, parasetamol ve klorfeniramin
iceren tabletlerde miseller elektrokinetik kapiler kromotografi ile tayin
yapmislardir. Ayrim, 10 mM pH 9,0 sodyum dihidrojenfosfat —sodyum
tetraborat tamponuna 50 mM sodyum dodesil sulfat (SDS) ve %26 h/h
asetonitril ilave edilmesi ile 25,5 dakikada tamamlanmistir. Kapiler etkin
uzunlugu 50 cm olup, ayrim igin 15 kV voltaj uygulanmigtir. Dedektor
dalga boyu 214 nm ye ayarlanmis ve sicaklik 30°C olarak belirlenmistir.
Dogrusallik, 10-250 pg/mL derisim arahdinda c¢aligilarak r*>0,999
bulunmugtur. Parasetamol igin LOD ve LOQ degerleri sirasiyla 0,4
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pg/mL, 2 pg /mL (RSD=3,1); klorfeniramin igin LOD ve LOQ degerleri
siraslyla 0,5 pg /mL, 4 pg/mL (RSD =2,4) bulunmustur®.

Nemeth ve arkadaslari, Parasetamol iceren farmasotik
preparatlarda parasetamol safsizligi 4-aminofenol miktarini elektrokinetik
kapiler kromatografi yontemi ile tayin etmislerdir. Tampon olarak 75 mM
sodyum dodesil sulfat igeren fosfat tamponu (pH 9,0) kullanilmigtir.
Uygulanan voltaj 25 kV olup, analiz siresi 10 dakikada tamamlanmistir.
Derisim araligi parasetamol igin 20-260 pg/L, 4-aminofenol igin 20-150
Mg/L olarak belirlenmis ve bu bilgilere goére de 4-aminofenol icin LOQ

degeri 6 pg/L bulunmustur?®,

Ruan ve arkadaglari  parasetamol, psdédoefedrin,
dekstrometorfan ve  klorfeniramini insan  plazmasindan  kitle
spekrometreli sivi kromatografisi yontemi ile ayirmiglardir. Ayrim igin
YMC-ODS-AQ Cjis (100 mmx2,0mmx3um) kolon ve i¢ standart olarak
difenhidramin kullaniimistir. Tampon ¢ozelti olarak %0,3 h/h asetik asit
ve metanol igeren ve dakikada 0,3 mL akis hizina sahip ¢ozelti
kullaniimistir.  Calisilan derisim araliklari parasetamol icin 10-5000
ng/mL, psédoefedrin igin 2-1000 ng/mL, dekstrometorfan igin 0,05-25
ng/mL ve klorfeniramin igin de 0,1-50 ng/mL’dir?*.

Chen ve arkadaslari, dekstrometorfan, klorfeniramin,
psbdoefedrin  ve parasetamol iceren farmasotik formlarda akis
enjeksiyonlu kapiler elektroforez ile numune istiflemesi yontemi
kullanarak analiz yapmiglardir. Tampon ¢dzelti olarak 55 mM %15 ACN
iceren pH 9,3 ayarli borat tamponu kullaniimistir. Dekstrometorfan igin
LOD degeri 1,94x10° mg/ml, klorfeniramin igin LOD degeri 0,64x10°
mg/mL, psédoefedrin icin LOD degeri 1,16x10° mg/mL, parasetamol icin
LOD 2,84x10™ mg/mL degerleri bulunmustur. Tekrarlanabilirlik icin RSD
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degerleri dekstrometorfan igin  %1,01, Kklorfeniramin igin  %1,91,

psédoefedrin icin %0,89 ve parasetamol igin de %0,92 bulunmustur®.

Fang ve arkadaslari, psdédoefedrin, parasetamol ve
dekstrometorfan igeren tabletlerde UV dedektdr kullanilan kapiler
elektroforez yontemini kullanarak ayrim gergeklestirmiglerdir. Tampon
¢Ozeltisi olarak pH 7,0’ye ayarli 20 mM fosfat tamponu kullaniimigtir. UV
dedektor dalga boyu 200 nm ye ayarlanmis ve ayrim 5 dakikada
tamamlanmistir. Psédoefedrin icin LOD degeri 0,75 pug/mL, parasetamol

icin LOD 1,2 pug/mL, dekstrometorfan icin 2,5 ug/mL bulunmustur?®.

Barbas ve arkadaslari, izokratik bir HPLC yoéntemi ile
farmasotik kapsul formlarinda parasetamol, fenilefrin ve klorfeniramin
tayin etmislerdir. Kolon olarak Supelco Discovery ®HS PEG (5 pm,15 cm
x 0,46 cm) kullaniimistir. Tampon ¢ozelti olarak akis hizi 1mL/dakika olan
20 mM fosfat tamponu (pH 7) kullaniimigtir. Fenilefrin ve klorfeniramin
icin 210 nm parasetamol i¢cin 305 nm dalga boyunda dedeksiyon
yapilmistir. Ayni maddeler icin bir kapiler elektroforez yontemi de
geligtirilmigtir. Tampon ¢ozelti olarak 6,2 pH da 0,5 mM SDS ilaveli fosfat
tamponu kullaniimistir. Voltaj 30 kV olarak uygulanmis ve analiz 4,5
dakikada sona ermistir. Sonucglar HPLC yontemi ile paralellik

gostermektedir?’.

Zhi ve arkadaslari, parasetamol, vitamin C, kafeik asit ve
klorogenik asit iceren tabletlerde bu dort etken maddenin kapiler zon
elektroforez yontemi ile amperometrik dedektor kullanarak ayrimini
gerceklestirmislerdir. Calisma elektrodu olarak karbon disk elektrodu
kullanilmis ve 0,95 V, ayrim potaniyeli olarak secilmistir. Kapiler zon
elektroforez igin tampon ¢ozelti olarak 30 mM pH 9,5 borat tamponu
kullaniimistir. Ayrim 22 dakika siirmistir. LOD degerleri 5x107 mg/mL ile

10® mg/mL arasinda degismektedir®®.
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Zhao ve arkadaslari, difenhidramin ve efedrin arasinda
yapisal etkilesimi incelemek amaciyla elektrokemiliminesans yontemini
geligtirmiglerdir. Optimum sartlar saglandiginda difenhidramin igin 2,00
ve 40,00 ug/L derisim araliklarinda dogrusallik saglanmistir. R= 0,9995
ve LOD degeri 1,20 pg/L dir.Geri kazanim % 98-106 arasindadir®®.

Xiao ve arkadaslari, parasetamol tayininde kapiler
elektroforez ve kemiliminesans ydntemlerini birlikte kullanmiglardir.
Yontem, parasetamol ile luminol-potasyum hekzasiyanoferrat arasinda
meydana gelen luminesansin o6lgimi esasina dayanir. Parasetamol
kapiler ile tasinmis ve dedektdér penceresinde meydana gelen
luminesans ile tayin edilmistir. Maksimum kemiliminesans sinyali 30 mM
sodyum borat tamponuna (pH 9,4) 0,5 mM Iluminol ve 0,8 mM
K3[Fe(CN)s] un 100 mM NaOH icerisindeki ¢ozeltisi ilave edilince elde
edilmistir. Dogrusal aralik 6,6 x10 ™ mg/mL ile 6,6x10™*° mg/ml arasinda
elde edimis ve R=0,9999, LOD degeri ise 5,6x10° mg/mL

bulunmustur.

Amini ve arkadaslari, kafein, efedrin ve psédoefedrin igeren
tabletlerde kapiler elektroforez yontemini kullanmiglardir. Codzeltiler
tabletlerin 0,2 M HCI ile ekstre edilmesi ilehazirlanmigtir. Tampon ¢ozelti
olarak % 7,5 pB-siklodekstrin iceren pH 2,5 trietanolamin ¢ozeltisi

kullaniimistir®®,

Chen ve arkadaslari parasetamolin hidrolizi ile olusan p-
aminofenol ve hidroliz olmayan parasetamol tayini igin kapiler
elektroforez ve elektrokimyasal yontemleri kullanmiglardir. Calisma
elektrodu olarak 300 ym karbon disk elektrod kullaniimis ve +0,80 V
potansiyel uygulanmistir. Kapiler elektroforez yonteminde iki analit 6
dakikada 50 cm’lik silika kapiler kullanilarak ayrilmiglardir. Tampon

¢Ozelti olarak pH’sI 6,5 olan 25 mM fosfat tamponu kullaniimig ve ayrim
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icin ise 18 kV voltaj uygulanmistir. Parasetamol 0,5 M HCI ile degisik
sicakliklarda hidroliz olmustur. 70°C’de 5,027x107, 80°C’de 8,522x107,
90°C’'de 18,60x10° ve 100°C’de 32,76x10° mM p-aminofenol tayin

edilmistir®?.

Zhang ve arkadaslari kodein, efedrin, guanefesin ve
klorfeniramin tayini icin sivi kromatografi yontemini kullanmislardir. Kolon
olarak Cig (150 mm x 2,0 mm x 3 uym), tampon ¢o6zelti olarak 10 mM
amonyum asetat, formik asit ve metanol 62:0,2:38 h/h/h 0.2 mL/dakika
akis hizinda kullaniimigtir. Kodein igin 0,08 -16 ng/mL, efedrin igin 0,8-
160 ng/mL, guanefesin igin 80-16000 ng/mL klorfeniramin igin 0,2-40

ng/mL derisim araliklarinda dogrusallik saglanmistir®.
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2.10. Kapiler Elektroforez
2.10.1. Teorik Bilgiler

Elektroforez, dogru akimin uygulandigi bir tampon ¢ozeltide
yukli taneciklerin diferansiyel goé¢ hizlarina dayanan bir ayirma
yontemdir. Bu ayirma yontemini bulan isvigreli kimyaci Arna Tisselius bu
bulusu ile 1948’de Nobel Odiili almigtir. Bu teknikle inorganik anyon ve
katyonlar, katekolaminler, amino asitler, ilaglar, vitaminler, peptitler,
karbonhidratlar, proteinler, nukleik asitler, nukleotitler ve polinukletitler

gibi pek cok madde ayrilabilmektedir.

Elektroforez, bir dizlemde bulunan destek ortaminda
gerceklesiyorsa “tabaka elektroforezi”, kapiler tip iginde gergeklesiyorsa

“kapiler elektroforez” adini alir.

Elektroforetik ayirmanin temeli ince bir tup igerisindeki sulu
bir tampon ¢dzeltiye numunenin kuguk bir miktarinin enjeksiyonu sonrasi
tampon c¢ozeltiye iki ucundaki elektrotlar yardimiyla yuksek bir dogru
akim potansiyeli uygulanmasi sonucu ortamdaki iyonlarin elektrotlardan
birine go6¢ etmesidir. Numunede bulunan taneciklerin go¢ hizlari
taneciklerin yukine ve buyukllklerine baghdir. Elektroforetik olaylarda
numune igerisindeki analizi yapilan maddelerin ayrimi, maddenin
yuk/boyut oranlarinin farkli olmasi esasina dayanir. Bu oranin buyuk

olmasi durumunda elektrik alanda iyon daha hizl hareket eder.
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Kapiler elektroforezde uygulanan yontemlerin

siniflandiriimasi ve ingilizce kisaltmalari séyledir®**>3°,

1)Kapiler zon elektroforez (CZE)
2)Kapiler jel elektroforez (CGE)
3)Kapiler izotakoforez (CITP)
4)Kapiler izoelektrik odaklama (CIEF)
5)Kapiler elektromatografi
a) Dolgulu kolon elektromatografi (CEC)
b) Miseller elektrokinetik kapiler kromatografi (MECC)
c) Mikroemulsiyon elektrokinetik kapiler kromatografi (MEECC)
d) Kiral kapiler elektroforez (CCE)
e) Afinite kapiler elektroforez (ACE)

6)Mikrogip kapiler elektroforez ve elektrokromatografi (MCE veya
MCEC)

CZE, kapiler elektroforezin ilk uygulanmis olan temel
turadur. CZE’de, kapiler igindeki iyonlara iki kuvvet etki eder. Birincisi,
uygulanan voltajdan kaynaklanan elektriksel alanin iyon Uzerinde
olusturdugu kuvvet (elektroforetik kuvvet), ikincisi de iyonun bulundugu
tampon c¢ozeltinin akisidir (elektroosmotik akig). Elektriksel alan, pozitif
yukli iyonlar (katyonlar) Uzerinde negatif yukli elektrot (katot) yonine
dogru bir kuvvet olustururken, negatif yukla iyonlar (anyonlar) Uzerinde
de pozitif yukli elektrot (anot) yoninde bir kuvvet olusturur. Cozeltideki
notr molekuller elektriksel alandan etkilenmezler. Elektriksel alanin
olusturdugu kuvvet, iyonlarda elektroforetik go¢ denen harekete neden
olur. lyonlarin elektroforetik gd¢ hizlar yiik/cap oranina baglidir. Yiik/cap

orani buyuk olan iyonlar daha hizli gé¢ ederken, kiguk olan iyonlar daha
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yavas go¢ ederler. iyonlarin gdcini etkileyen diger kuvvet elektroosmotik
akistir. Bu akisin nedeni, kapilerin i¢ ceperinde elektrolit ¢ozeltisi ile SiO
gruplar arasinda ¢ift tabaka olusmasidir. Kapilerin i¢ ¢eperinde pH 3’in
lizerinde silanol gruplarinin deprotone olmasi ile negatif yikli SiO
gruplan olusur. BGE ¢ozeltisindeki pozitif yukll iyonlar, kapiler ¢ceperine
yaklasirlar. Cepere ¢ok yakin pozitif yukli iyonlar hareketsizdir. Ancak
ceperden uzaklastikga, geperle pozitif yuklu iyonlar arasinda elektrostatik
cekim zayiflar, kapilere uygulanan elektriksel alanin iyonlar Gzerindeki
kuvveti baskin gelir ve pozitif yukli iyonlar topluca negatif yukll elektrota
(katot) dogru go¢ ederler. Bu toplu gog¢, kapiler igindeki tamponun katoda

dogru akmasina neden olur. Bu akiga elektroosmotik akis (EOF) denir.

Elektroosmotik akis hizi (Veor), esitlik 2.1.ile gosterilir.

Veor = E. Heor (2.1.)
Veor: Elektroosmotik akis hizi

E: Elektriksel alan (V cm™)

Meor= Elektroosmotik hareketlilik

Kapiler ¢geperine yakin olan hareketli katman ile merkeze
yakin olan hareketli katmanin medya getirdi§i ¢ift tabaka arasinda olusan
potansiyele zeta potansiyeli (¢) adi verilir. BGE ¢ozeltisinin dielektrik
sabiti arttikca zeta potansiyeli duser. Zeta potansiyeli arttikca, BGE

¢Ozeltisinin elektroosmotik hareketliligi artar.
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Elektroforezde, elektroosmotik akis baskin oldugundan katyonlar, nétral
turler ve anyonlar katoda dogru hareket ederler. Elektroosmotik ve
elektroforetik etkiler sonucunda CZE’'de elusyon sirasi Sekil 8'de

gOsterilmigtir.

4 © 0 & % () ®® |-
" Elektroosmotik akig ﬁ e

Sekil 8. Kapiler zon elektroforez’de iyonlarin ellisyon sirasi

YUklU ¢ézinen maddeler, farkli elektroforetik hareketliliklere
sahip olduklari igin birbirlerinden ayrilirlar. No6tral ¢ézinen maddeler
birbirlerinden degdil yUkli ¢6zinen maddelerden ayrilirlar. Yuksek
hareketlilie sahip, daha fazla yUkli ve boyut olarak daha kuaglk
katyonlar kapilerden ilk olarak gecerler. Kapilerden en son fazla yukla
kiguk anyonlar gecgerler. Sekil 9da tipik bir elektroferogram
goOrulmektedir. Notral ¢6zinen maddeler birbirlerinden farkli tip kapiler

elektroforez ve miseller elektrokinetik kapiler kromatografi kullanilarak

ayrilirlar.
NOTRAIL TURLER
KATYONLAR ANYONLAR
kiigiik Kgiik
¢ok yiiklii > f | t -{- ¢ok yukla
ZAMAN

Sekil 9.0rnek bir elektroferogram
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Elektroforetik hiz, kapillerin etkin uzunlugu (baslangigtan
dedektore kadar olan wuzunlugu) ve maddenin go¢ zamanindan
hesaplanir (Esitlik 2.2).
a= Vep + VEoF = letken / 1y (2.2)

Va: Gbzlenen elektroforetik hiz
Vep: Maddenin elektroforetik hizi
Veor: EOF hizi

letkin: Kapilerin etkin uzunlugu

ty: GO¢ zamani

EOF'’yi hizlandirmak, yavaslatmak, durdurmak veya tersine
cevirmek igin kapilerin i¢ ylzeyi dedisik maddelerle kaplanabilir veya
tampona degisik maddeler eklenebilir. Katyonik yuzey aktif maddeler
tampona az miktarda eklenince EOF yavaslamakta, katyonik ylzey aktif
madde derisimi arttinlinca EOF durmakta, daha fazla eklenince de EOF
ters yone donmektedir. Genelde pH'nin artmasiyla EOF artmaktadir.
Cunku yuksek pH’da kapiler i¢ geperindeki SiO" artar bu da EOF’de artisa

neden olur.

Elektroosmotik akig goreceli olarak duz bir profile sahiptir.
Sekil 10°’da HPLC’deki laminer ve pompa akisi ile bir elektroosmotik

akigin karsilastiriimasi gorulmektedir.

EOF Laminar flow

Fa

Sekil 10. a) Elektroosmotik akis b) Basing altindaki akis
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Akis profilinin  diz olmasi nedeniyle EOF, kolon
kromatografisinde oldugu gibi bant geniglemesini 6nemli odlglude etki
etmez. Kapiler elektroforezde bant genislemesi iki nedenle meydana
gelir. Numune iyonlarinin kapiler geperinde adsorbsiyonu bantin geriye
dogru kuyruklanmasina neden olurken Joule 1sinmasi da bodlgesel mikro

konveksiyonlar olusturarak bantin genislemesine neden olur.

Ayirma i¢in en uygun voltaj deneysel olarak bulunur.
Voltajdaki artis elektroosmotik akigi artirir ve go¢ zamanini azaltir bu da
kisa analiz sUresine neden olur. Buna ragmen yuksek voltaj normal
kosullarda uygulanmaz. Yuksek voltaj daha yuksek akim demektir ve
Joule isisini artirir. Genelde 5-30 kV arasi voltaj uygulanmaktadir. 40 kV
uzeri voltaj normal kosullarda uygulanmaz c¢unki kivilcimlarla elektrik

bosalmasi ve kapilerin kirilmasi s6z konusudur.

Kapiler sicakligindaki degisim tamponun viskozitesinde
azalma meydana getirecek ve daha fazla akimin akigina imkan
taniyacaktir. Kapiler igindeki 1sinin artisi genis piklere, tekrar edilemeyen
go6¢ zamanlarina, numunenin bozulmasina veya denature olmasina ve
hatta kapilerden elektriksel devamsizlik sonucu elektroforetik sistemin
kapanisi sonucuna kadar varabilecek sekilde tamponun kaynamasina
neden olur. Sonugclarin tekrarlanabilirligi icin sicaklik termostatli sistem

sayesinde sabit tutulur.

Kapiler sicakhgr kontrol edildigi zaman, tamponun iyonik
gucundeki veya derigsimindeki artig, zeta potansiyelini dustrddgua igin,
elektroosmotik akisda azalma meydan gelecektir. Dusuk tampon derigimi
daha kisa analiz zamani verirken, ¢ok dusuk tampon derigimlerine de
engel olunmalidir. Cunkd bu durum genis ve simetrik olmayan pikler
meydana getirir. Eger tampon derigimi numune derigsiminden az ise pik

genigslemesi ve kuyruklanma goézlenir. Genel bir kural olarak, tampon
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derigsimi numunenin derigiminin 100 kati kadar olmalidir. Tipik tampon

derisimi 10-100 mM arasindadir.

BGE c¢ozeltisi eklenen organik ¢ozuculer viskozite, dielektrik

sabiti ve zeta potansiyeli gibi bir takim degiskenleri etkilediginden

sonuglart tahmin etmek zordur. Elektrolite metanol eklenmesi pik

simetrisini ve ayiriciligi iyilestirirken, asetonitril eklenmesi analiz suresini

kisaltmaktadir.

CZE’deki en onemli degiskenlerden biri BGE ¢oOzeltisi

elektrolitinin pH’sidir. Anyonik ¢6ztinen maddelerin hareketliligi, yuksek

pH’ da baskin olarak negatif yukllu formlar oldugu icin, pH arttikca artar.

Duslk pHda negatif ylklerin ¢ogu, notralize olurlar ve hareketlilikleri

azalir.

2.10.2. Kapiler Elektroforez Cihazinin Kisimlari

Bir kapiler elektroforez cihazinin baslica bilesenleri, bir

numune viali, kaynak ve hedef vialleri, kapiler, dedektor, yuksek gerilim

destekleyicisi ve tanimlayici veya bilgisayardan ibarettir.

Sekil 11°de bir kapiler elektroforez cihazinin semasi gorilmektedir.

kapiler Termostat

/_/“— - \’_/
|Dedekt0r| 4 0—:
5

Katot@ N

Kontrol Unitesi

Cikas Viali Girig Viali

Bilgisayar / Yaziim

RN,

. )

Sekil 11. Kapiler elektroforez cihazinin semasi
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Elektroforez, giris viali, kapiler ve ¢ikig vialinin genellikle bir
sulu tampon ¢ozeltisi gibi bir elektrolitle doldurulmasiyla baglar. Kapiler
baslangici, numune vialinin igersine konulur, numune igeri verilir, daha
sonra kapiler girigi giris vialine yerlegtirilir, giris ve ¢ikis vialleri arasina bir
elektriksel alan uygulanir. C6ztinen maddeler kapilerden go¢ ettigi icin,
bunlar dedektor tarafindan belirlenir. Cikti, dedektor yanitinin zamana

karsi belirtildigi ve pikler halinde goruldugu elektoferogram olarak verilir.

2.10.3. Kapiler Ozellikleri

Kapiler elektroforezde kullanilacak kapilerin  boyutlar
uygulanacak yontem, analiz edilecek numune, istenen ayiricilik ve
uygun analiz suresine gore segcilir. Kapilerden beklenen, kisa analiz
suresinde yeterli ayirnmi saglayabilmesidir. Kapilerin Uretildigi materyalin
elektrik iletkenliginin olmamasi, kimyasal olarak inert olmasi, dedektorle
uyumlu olmasi (6rneg@in UV dedektor igin kapilerin 1s1g1 absorblamamasi),

ayrica kapilerin kolay kirllmamasi gerekir.

Eritilmis silika, gunumuizde en c¢ok kullanilan kapiler
materyalidir. Genellikle 30-100 cm uzunlugunda ve 25-100 pym i¢ gapinda
ve 375 uym dig capindadir. Buyuk ¢apli kapilerlerde yuksek 1si aciga ¢ikar
ve kapilerin i¢ duvariyla merkezi arasindaki sicaklik farki cok blyuk olur.
Klguk caph kapiler kullaniimasi ile UV dedektorlerde 1sik yolunun
kUgultilmesinden dolayi absorbans duser ve pik yuksekligi azalir. Ayrica
¢cok kucuk capl kapilerin partikullerle tikanma olasiligi yuksektir. Kolay
kinldigi icin dis kismi poliimit ile kaplanip saglamlastiriimigtir. UV
dedektor kullanilacaksa, 1sik yolunu kapatmamasi igin poliimit kaplama
bu bdlgeden kaldiriir. Bu durum Sekil 12'de goérllmektedir. Boylece
cbzinen maddeler kapiler icerisinde de dedekte edilebilir. Bu da off-
column dedeksiyonuna karsgi on-column dedeksiyonu olarak adlandirilir

ki bunun icersinde kapiler ve dedektorin arasinda bir tip kismi bulunur.
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Eritilmis silika hv(Isik kaynagi)

| @
5-60 cm -

'y

25-100pum $
/_\
Poliimid kaplama Poliimid kaplamanin
olmadlg!_klsm .
(Dedektdr penceresi) Dedekt&r

Sekil 12. Eritilmis silika kapilerin boyuta kesiti

Kapilerin tekrarlanabilir sonuglar vermesi icin ilk kullanimda
ve her analizden 6nce sartlandirma islemlerinden gecirilmesi gerekir.
Sartlandirmayla kapilerin i¢ ¢eperindeki silanol gruplarinin iyonlagsma
orani, dolayisiyla EOF, her analizde ayni olur. Eritilmis silika kapilerin
icinden ilk kullanimdan 6nce 1,0 M NaOH 15 dakika sure ile gegirilir.
Bundan sonra yapilacak her analizden 6nce sirasiyla 0,1 M NaOH, su,
ardindan BGE c¢o0zeltisi elektroliti gecirilir. Sartlandirma igin gereken

zaman kapiler uzunluguyla ilgili olup deneysel olarak tespit edilir.

Kapiler elektroforezde tekrarlanabilir sonuglar almak igin
kapiler sicakliginin kontroli énemlidir. Sicakhgin degdismesiyle etkinlik,
g0¢ zamani, enjeksiyon hacmi ve dedektor cevabi degisir. Ayrica
numune bozulmasina da neden olabilir. Kapiler sicakhginin kontrolu,
kapilerin icinde bulundugu kasetin icine, istenen sicakliga termostatli

sistem ile ayarlanmis havanin fan ile Gflenmesi ile saglanir.
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2.10.4. Numune Enjeksiyonu

Numune enjeksiyonu numuneyi kapiler igerisine almak
anlamina gelir. Numuneler genellikle birka¢c pL’den birka¢ mL’ye kadar
hacme sahip numune viallerine doldurulur. Kapilere yalnizca birkag nL

enjekte edildigi icin kiiguk hacimde bir numune yeterlidir.

Kapiler igine numune enjeksiyonu hidrodinamik veya
elekrokinetik olarak yapilabilir. Hidrodinamik enjeksiyon basing ve
sifonlama ile yapilir. Sifon enjeksiyonu diger bir tanimlama ile yer ¢ekimi
enjeksiyonu numune vialini numuneyi kapiler icindeki sifona yerlestirecek
sekilde kaldirmakla yapilir. Basing enjeksiyonu ise, ya numune vialini
basinca tabi tutmakla ya da hedef vialine vakum uygulamakla
gerceklestirilir. Uygulanan vakumla istenen miktarda numune kapilere
girince vakum kesilir, numune viali ¢ikartihp BGE ¢dzeltisi viali takilir ve

voltaj uygulanarak analize devam edilir.

Elektrokinetik enjeksiyonda ise kapilerin giris kismina
yerlestirilen numune vialine numune bilesenlerinin kapiler igerisinde gog¢
etmelerini saglayacak bir elektriksel alan uygulanir.

Sekil 13’de kapiler elektroforezde enjeksiyon sistemleri gériimektedir.

Basmg Vakum
|

Sifon
Elektrokinetik

—

'_I_ p! H !q

Sekil 13. Kapiler elektroforezde enjeksiyon sistemleri
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2.10.5. Gug Kaynagi

Gug¢ kaynaginin amaci kapiler Gzerinde bir elektrik alani
olusturmaktir. Genelde 30 kV’a kadar voltaj saglayabilen, voltaji 0,01 kV
duyarlilikta ayarlanabilen dogru akim kaynaklari kullanilir. Voltajin analiz
suresince sabit kalmasi i¢cin cihaz kesintisiz gu¢ kaynagina
baglanmalidir. Kapilerden gecen akimin 50 yA’den az olmasi istenir. 100
pA’e kadar akim kabul edilebilirken 125 pA’den fazla akim Joule

Isinmasina neden olur.

40 kV ustundeki voltajlar normal kosullarda uygulanamaz,
¢unkl kivilcimlarla elektrik bosalmasi ve kapilerin kirilmasi soz
konusudur. Genelde 5-30 kV arasi voltaj uygulanmaktadir. Ancak 6zel

elektrik kanallari kullanilarak 120 kV’a kadar voltaj uygulanmistir.

2.10.6. Kullanilan Dedektorler

Kapiler elektroforezin birgok tipinde ayrilan analitlerin hepsi
ortak bir noktadan gectikleri icin dedektoérlerin tasarimi ve fonksiyonlari
HPLC’de kullanilanlara benzer. Tablo 1'de Kapiler -elektroforezde

kullanilan dedektor tipleri ve LOD (g6zlenebilme sinirlart) verilmigtir.
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Tablo 1. Kapiler elektroforezde kullanilan dedektorler

Gozlenebilme sinin?
Dedektar tipi
(mol)
Spektrofotometr
Absorbsiyon® 10-15-1(-16
Floresans
Kapilerden énce tirevlendirme 10-17- 1020
Kapilerde tiirevlendirme Bx10-18
Kapilerden sonra tirevlendirme %107
Dolayl floresans 5x10-17
Termal mercekler® 4x107
Raman® 2% 10-17
Kiitle spektrometr
Elektrokimyasal 1017
lletkenlik® 10-16
Potansiyometri Belirtilmemistir.
Amperiometri 10717
Radyometri® 10-18

®Burada verilen gozlenebilme sinirlari 18 pL ile 10 nL’lik genis bir
enjeksiyon hacmi araligindan gikariimistir.
PKiitle gOzlenebilme sinirt 1 nL enjeksiyon hacmi kullanilarak derigim

gOzlenebilme sinirindan gevrilmigtir.
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2.10.7. Cihaz ve Yontem Parametrelerinin Validasyon Parametreleri

ile iligkisi

Yontemde kullanilan cihaz parametreleri ile validasyon

parametreleri arasindaki iliskiler Tablo 2’ de verilmistir.

Tablo 2. Cihaz parametrelerinin validasyon parametreleri ile iligkisi

Cihaz Parametresi

Etkiledigi Validasyon
Parametresi

Voltaj
Sicaklik

Kapiler durumu/sartlandirma

Go6¢ zamanlari kesinligi

Enjeksiyon yontemi
Sicaklik
Cihaz yaziliminin integrasyon

yontemi

Pik alanlarinin kesinligi

Dedektorun dogrusal cevap arahgi

Calisma arahg (alt ve Ust
tayin sinirlar)

Dedektorun gurultt miktari
Kapiler boyutlari
Kapilerin sisteme dizgun

takilmasi

Gozlenebilme sinir

Cihaz yaziliminin  pik  safligi
hesaplama yontemi ve spektral

analiz yontemi

Secicilik

Kapiler elektroforezde ayirma ve miktar tayininde gelistirilen

yontemin basarili sayllmasi i¢in analiz suresinin kisa, etkinligin, segiciligin

ve ayiriciigin yiksek olmasi gerekmektedir®*,
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Analiz suresinin kisa olmasi i¢in yapilmasi gereken On
islemlerin ve kapiler sartlandirnimasinin az zaman almasi, ayrica
cihazdan elde edilen verilerle sonuca kisa zamanda ulagilabilmesi
gerekir. Kapiler elektroforezde 6n islemlerin basit olmasi, analiz siresini
kisaltmaktadir. Analizin tamamlanmasi i¢in tUm numune bilesenlerinin
dedektore ulasmasi gerektiginden, bilesenlerin go¢ zamanlarinin kisa

olmasi onemlidir.

Esitlik 2.3’ e goére, ylksek voltaj, kisa kapiler ve yiuksek EOF ile kisa

analiz suresi elde edilebilir.

ty : GO¢ zamanl
V : Uygulanan voltaj

leten : Kapilerin etken uzunlugu
Lioplam : Kapilerin toplam uzunlugu
Mg : GOzlenen elektroforetik hiz
Kapiler elektroforezde etkinlik, teorik tabaka sayisi (N) ile
belirlenir. Teorik tabaka sayisi (N) gé¢ zamani ve pik genigligine baghdir.

Kapiler uzunlugu teorik tabaka sayisina bolunerek teorik tabaka sayisina

esdegder yukseklik bulunabilir.

N = 16 (tg/w)? (2.4)
N : Teorik tabaka sayisi
ty : GO¢ zamanl

w : Pik genigligi

Esitik 2.4’e gobre, sabit go¢ zamaninda pik genisligi
kUguldukge etkinlik artar.
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Esitlik 2.5’'e godre, kapiler elektroforezde uygulanan voltaj
arttikca etkinlik artmaktadir®*.

N = pe.V/2D (2.5.)
N : Teorik tabaka sayisi

pe : Maddenin elektroforetik hareketliligi

V : Uygulanan voltaj

D : Maddenin diflzyon katsayisi

Esitlik 2.6'da segicilik katsayisinin hesaplanigi

gOrulmektedir.

a=(t2—to) / (ta — to) (2.6.)
a : Segicilik katsayisi

t : Go¢ zamani kisa olan maddenin go¢ zamani

to : GO¢ zamani uzun olan maddenin go¢ zamani

to : Sadece EOF ile surliklenen maddenin gé¢ zamani

CZE’de BGE c¢ozeltisi elektrolitinin pH’s1 ve organik ¢ozuculer segiciligi
etkiler.

Ayiricilik (rezolisyon), komsu iki pikin birbirine olan uzakhgi
ile ilgilidir ve esitlik 2.7’ye gore elektroferogramlardan hesaplanir.
R=2.(t—t1) / (wy +wy) (2.7.)
R : Ayiricilik (Rezolisyon)
] : Go¢ zamani kisa olan maddeniz gé¢ zamani
to : GO¢ zamani uzun olan maddenin go¢ zamani

w1, Wo: Komsu piklerin pik genislikleri®
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3. GEREC VE YONTEM
3.1. Kullanilan Geregler

3.1.1. Kullanilan Cihazlar

o Kapiler Elektroforez (Hewlett Packard Agilent 3D-CE, UV diyot
array dedektorll, bilgisayar kontroll()

e pH metre (Mettler- Toledo, 0,01 pH hassasiyetli)

e Hassas terazi (Shimadzu xx200, 0,1 mg hassasiyetli)

e Bilgisayar (Microsoft Windows® isletim sistemi yiiklii)

e Santriftj (NUve Fuge CN 090)

e Ultrasonik Banyo

e Vorteks

e Manyetik karigtirici

e Otomatik pipet

3.1.2. Kullanilan Kimyasal Maddeler

e Parasetamol (Kogak Farma)
¢ Klorfeniramin (Kogak Farma)
e Psddoefedrin (Kogak Farma)
e Dekstrometorfan (Kogak Farma)
e 4-Aminofenol (Merck)
e Efedrin (Merck)
e Sodyum borat (Merck)
e Sodyum Hidroksit (NaOH) (Merck)
e Hidroklorik Asit (HCI) (Merck)
e Asetonitril (ACN) (Merck)
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3.1.3. Kullanilan Farmasotik Preparatlar
Gelistirilen analiz yéntemi, Gripamol® tablet (Kogak Farma,

Tarkiye) isimli farmasoétik preparat Gzerinde uygulanmistir.

Beher tablet etken madde olarak 325 mg Parasetamol, 2 mg
Klorfeniramin Maleat, 30 mg Psédoefedrin, 15 mg Dekstrometorfan
icermektedir.

3.2. Deney igin Gerekli Hazirliklar
3.2.1. Cozeltilerin Hazirlanmasi

Cozeltilerin  hazirlanmasinda kullanilan su, Milli-Q su
saflastirma cihazindan elde edilen, 0,45 pm filtreden gegcirilmis

deiyonizesudur.

Stok Sodyum Borat tampon cozeltisinin hazirlanmasi (150 mM):

Toz haldeki NaBorat 5,64 g hassas olarak tartilarak 100 mL lik
balon jojeye konulmus ve yaklasik 80 mL deiyonize su ile 45°C’de
manyetik karistirici ile ¢ézinmesi saglandiktan sonra 100,0 mL ye

deiyonize su ile tamamlanmistir. 4°C’de buzdolabinda saklanmistir.

Stok sodyum borat tampon c¢oézeltisinden hareketle 75 mM borat
tamponu c¢ozeltisi hazirlanmis, pH 8e ayarlanmistir. BGE (calisma
tamponu) c¢ozeltisi 75mM borat tamponu ¢ozeltisine (pH 8) %15

asetonitril eklenerek hazirlanmistir.

Stok Parasetamol cozeltisinin hazirlanmasi (1000 ug/mL):

Toz haldeki saf parasetamol 10,0 mg hassas olarak tartilip
10,0 mL lik balon jojeye konulmus ve yaklagik 8 mL deiyonize su ile tam
¢bzUunmenin saglanmasi icin ultrasonik banyoda 40°C de yaklasik 5
dakika bekletilmis ve sonra 10,0 mL ye deiyonize su ile tamamlanmistir.
4°C’de buzdolabinda saklanmistir.
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Standart Parasetamol ¢ozeltileri, bu stok ¢ozeltiden istenen

derisime BGE ¢ozeltisi ile seyreltilerek hazirlanmistir.

Stok Klorfeniramin cozeltisinin hazirlanmasi (1000 pg/mL):

Toz haldeki klorfeniramin’den 10,0 mg hassas olarak tartilip
10 ml lik balon jojeye konulmus ve yaklasik 8 ml deiyonize su ile
¢Ozuldukten sonra 10 mL ye deiyonize su ile tamamlanmigtir. 4°C’de

buzdolabinda saklanmigtir.

Standart klorfeniramin ¢ozeltileri, bu stok ¢ozeltiden istenen

derisime BGE ¢ozeltisi ile seyreltilerek hazirlanmistir.

Stok Psbdoefedrin cozeltisinin hazirlanmasi (1000 yg/mL):

Toz haldeki psédoefedrin’den 10,0 mg hassas olarak tartilip
10,0 mL lik balon jojeye konulmus ve yaklagik 8 mL deiyonize su ile
¢ozuldukten sonra 10,0 mL ye deiyonize su ile tamamlanmistir. 4°C’de

buzdolabinda saklanmigtir.

Standart psédoefedrin ¢ozeltileri, bu stok ¢dzeltiden istenen

derisime BGE ¢ozeltisi ile seyreltilerek hazirlanmistir.

Stok Dekstrometorfan cozeltisinin hazirlanmasi (1000 pyg/mL) :

Toz haldeki dekstrometorfan’dan 10,0 mg hassas olarak tartilip
10,0 mL lik balon jojeye konulmus ve yaklasik 8 mL deiyonize su ile
¢cozuldikten sonra 10,0 mL ye deiyonize su ile tamamlanmistir. 4°C’de

buzdolabinda saklanmistir.

Standart dekstrometorfan c¢ozeltileri, bu stok c¢ozeltiden

istenen derisime BGE ¢odzeltisi ile seyreltilerek hazirlanmigtir.
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Stok 4-aminofenol ¢ozeltisinin hazirlanmasi (1000 ug/mL):

Toz haldeki 4-aminofenol’den10,0 mg hassas olarak tartilip
10 mL lik balon jojeye konulmusg ve yaklagik 8 mL deiyonize su ile tam
¢b6zinmenin saglanmasi igin ultrasonik banyoda 40°C de yaklasik 5
dakika bekletiimis tam ¢6zinme saglandiktan sonra da 10,0 mL ye

tamamlanmistir.

Standart 4-aminofenol ¢ozeltileri, bu stok ¢dzeltiden istenen
derisime BGE c¢ozeltisi ile seyreltilerek hazirlanmistir. Stok ¢ozelti 4-
aminofenolin ¢abuk bozulup renk degistirmesinden dolayi her galisma

oncesinde taze olarak hazirlanmigtir.

Stok Efedrin cozeltisinin hazirlanmasi (1000 ug/mL) :

Toz haldeki efedrin’den10,0 mg hassas olarak tartihp 10 mL lik
balon jojeye konulmus ve yaklasik 8 mL deiyonize su ile ¢ozuldukten
sonra 10,0 mL ye deiyonize su ile tamamlanmigtir. 4°C’de buzdolabinda

saklanmigtir.

Standart efedrin ¢ozeltileri, bu stok ¢ozeltiden istenen

derisime BGE ¢ozeltisi ile seyreltilerek hazirlanmistir.

3.2.2. Farmasotik Preparatlarin Analize Hazirlanmasi

Parasetamol, Klorfeniramin, Psédoefedrin, Dekstrometorfan
etken maddelerini iceren 20 adet tablet hassas olarak tartilmig ve
havanda iyice toz edilmigtir. Sonra bir tablet agirligina esit tablet tozu
hassas olarak tartilarak 100 mL lik balon jojeye alinmig, Uzerine 6,0 mg
efedrin ve 6,0 mg 4-aminofenol eklenmigstir. Yaklagik 80 mL su ilave
edilip, manyetik karigtirici ile karistirildiktan sonra ultrasonik banyoda 20

dakika bekletilmistir. C6zinme saglandiktan sonra deiyonize su ile hacim
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100,0 mL ye tamamlanmigtir. Bu ¢o6zeltinin 10 mL’si 5000 rpm’de 10
dakika santriflj edilmistir. Berrak ¢ozeltiden 2,5 mL otomatik pipetle
alinmis ve bu ¢ozelti 10 mL ye elektrolit ¢ozeltisi ile tamamlandiginda;
8125 pyg/mL parasetamol, 5 pg/mL klorfeniramin, 75 upg/mL
psodoefedrin, 37,5 ug/mL dekstrometorfan ve 15 yg/mL efedrin ve 15
Mg/mL 4-aminofenol igeren bir ¢ozelti elde edilmistir. Bu ¢dzelti, kapiler
elektroforez cihazinin vialine konularak geligtirilen analiz yontemi etken

maddelerin ve safsizliklarin tayini icin uygulanmistir.

3.3. Yontem Geligtirme ve Optimizasyon Caligmalari
3.3.1. Kapilerin Sartlandiriimasi

Analizler, 75 ym i¢ capli eritiimis silika kapiler kullanilarak

yapilmistir. Kapilerin toplam uzunlugu 50 cm, etkin uzunlugu 41 cm’dir.

Ik kullanimda, kapilerden 15 dakika 1,0 M NaOH, 15 dakika
deiyonize su ve 10 dakika BGE c¢ozeltisi elektroliti gecirilmistir. Her
numune enjeksiyonundan once sirasiyla 1,0 M NaOH, deiyonize su ve
BGE ¢dzeltisi (75 mM pH 8,0 borat tamponu-%15 asetonitril) 2’ser dakika
sureyle kapilerden gegirilerek sartlandirma yapilmistir. Analiz sonrasi
cihaz kapatilmadan 6nce kapilerden 10 dakika 1,0 M NaOH ve deiyonize
su gecirilerek kapiler icerisindeki tampon ¢oOzeltinin temizlenmesi
saglanmistir. Analize uzun sure ara verilecedi zaman kapiler kaseti

kutusunda saklanmisgtir.
3.3.2. Numunenin Cihaza Verilmesi

Miktar tayini yapilacak her numune, kapiler elektroforez
cihazi vialine konularak cihaza yerlestiriimistir. Kapiler sartlandiriimasi
yapildiktan sonra, 10 saniye sureyle 50 mbar basingla hidrodinamik
olarak numune enjeksiyonu yapilmistir. Daha sonra, kapiler BGE
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cOzeltisi elektrolitine daldirilarak 30°C’de 30 kV potansiyel uygulanip
elektroforez baglatilmigtir. Dizi diyot dedektor kullanilarak yapilan 192 nm

dalga boyundaki dedeksiyonla elektroferogram elde edilmigtir.

3.3.3. Yontemin Optimizasyonu

Parasetamol, Klorfeniramin, Psédoefedrin,
Dekstrometorfan, 4-Aminofenol ve Efedrin’in igin ayni anda analizi igin
planlanan kapiler elektroforez yonteminde BGE c¢ozeltisi (BGE
¢Ozeltisinin tart, pH’1, derisimi ve organik ¢ozlcu etkisi) ve cihaza
(kapiler capi, enjeksiyon suresi, uygulanan voltaj, analiz sicakhdi ve
dedektdr dalga boyu) ait parametrelerin degistiriimesi ile uygun sartlar

arastinimistir.

3.3.4. Kalibrasyon Dogrularinin Gizimi

Stok cozeltilerden hareketle 50, 100, 200, 400, 800, 900
Mg/mL parasetamol, 5, 7.5, 10, 15, 20 yg/mL 4-aminofenol, 25, 50, 75,
100, 120 ug/mL psédoefedrin, 2, 3, 5, 7.5, 10 pg/mL klorfeniramin, 5,
7,5, 10, 15, 20 pg/mL efedrin ve 25, 37.5, 50, 75, 100 pg/mL
dekstrometorfan c¢ozeltileri BGE ¢ozeltisi kullanilarak hazirlanmistir.
Hazirlanan c¢ozeltiler ile elde edilen elektroferogramlardan ayrilan
analitlerin gé¢ zamanlari ve pik alanlari, bilgisayar yazilimi ile tespit

edilmigtir.

Elektroferogram verileri Microsoft Excel® programina
aktarilarak analit derigsimlerine karsi pik alanlari grafigi gizilerek dogrusal
regresyon analizi ile kalibrasyon dogrulari ve dogru denklemleri elde
edilmis, korelasyon (r) ve determinasyon (R ve r?) katsayilari

hesaplanmigtir.
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3.4. Validasyon Caligmalari

LOD (Gozlenebilme siniri) degeri, S/G (sinyal/gurulta)

oraninin 3 oldugu derisim dikkate alinarak bulunmustur®”.

Dogrusal aralik, LOQ ve LOL (tayin alt ve Ust sinirlar)
degerleri ile belirlenmigtir. LOQ degeri, S/G oraninin 10 oldugu deger
Olculerek bulunmustur. LOL degeri, kalibrasyon dogrusunda dogrusalligin

bozuldugu noktadir.

GuUn ici kesinlik ve dogruluk calismalari, G¢ paralel ¢ozelti
kullanilarak ayni gun igerisinde, gunler arasi ¢alismalar ise U¢ paralel

¢Ozelti yeniden hazirlanarak Ug ayri gunde yapilmigtir.

Yontem tekrarlanabilirligi igin, ayni derisimde standart
maddeleri iceren karigim, geligtirilen yontemle 7 kez analiz edilmis ve
sonuglar arasindaki RSD (bagil standart sapma) degerleri

hesaplanmigtir.
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4. BULGULAR

4.1. Optimum Yontem Parametrelerinin Se¢imi

4.1.1. Calisma Tamponunun Seg¢imi

Fosfat, asetat ve borat tamponlari ile c¢esitli pH larda

calisiimig, en iyi ayrim cesitli literatirlerde de karsimiza c¢ikan borat

tamponu (pH 8) ile yapilan denemeler sonucunda elde edilmistir. Yontem

optimizasyonunda kullanilan tampon ¢dzeltiler Tablo 3’de gosterilmigtir.

Tablo 3. Yontem optimizasyonunda kullanilan tampon ¢ézeltiler.

Tampon adi pKa degeri Hazirlanan tamponun pH’si
Fosfat 2,12 (pKa1) 3,0
Asetat 4,74 4,0
Asetat 4,74 50
Asetat 4,74 6,0
Fosfat 7,2 (pKa2) 7,0
v’ Borat 9,2 8,0
v : Secilen optimum parametre
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4.1.2.BGE Gozeltisinin Derigiminin Segimi

Kullanilan  borat tamponunun derisimi 25-100 mM
araliginda denenmisg, en iyi ayrim 75 mM ile elde edilmistir. pH 8 borat
tamponunun farkl derisimleri ile elde edilen elektroferogramlar, iki farkl
dalga boyunda olmak lizere, Sekil 14’de gdsterilmistir. iki farkli dalga

boyundaki elektroferogramlar, Ust Uste gizilmigtir.
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Sekil 14.Tampon derisiminin analiz iizerindeki etkisi A= 214 nm, 257 nm

Tampon : pH 8 borat,Tampon derigimleri: 2)25 MM b)50 mM ¢)75 mM d)100 mM
Kosullar: Kapiler ¢api 50 ym, Hidrodinamik enjeksiyon P.,;= 50mbar, Ayirma
Voltaji=30 kV, T: 20°C

Parasetamol: 50 upg/mL, Dekstrometofan, Klorfeniramin, Psdédoefedrin, 4-
aminofenol ve Efedrin:15 pg/mL

Pikler: 1)DEK 2)EFN 3)KLO 4)PSO 5)4-AF 6)PAR

4.1.3. BGE Cozeltisindeki Organik Solvan Derigimi

Kullanilan 75mM borat tamponuna ( pH8 ) asetonitril % O-
30 arasinda eklenmis ve en iyi ayrim % 15 asetonitril ilavesiyle elde
edilmistir. Organik solvan derigiminin elektroferogram Uzerindeki etkisi

Sekil 15°de gosterilmigtir.
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Sekil 15. Organik solvan derigiminin analiz lizerindeki etkisi A= 214 nm, 257 nm
Asetonitril derigimleri: a)%30 b)%20 ¢)%15 d)%10 e)%0

Kosullar: Kapiler ¢api 50 ym, Hidrodinamik enjeksiyon P.,;= 50mbar, Ayirma
Voltaji=30 kV, T: 20°C, BGE: 75mM pH8 borat tamponu Parasetamol: 50 pg/mL,
Dekstrometofan, Klorfeniramin, Psédoefedrin, 4-aminofenol ve Efedrin:15 pg/mL
Pikler: 1)DEK 2)EFN 3)KLO 4)PSO 5)4-AF 6)PAR




4.1.4. Kapiler Capinin Etkisi

Calisma sirasinda kapiler ¢apinin etkisi incelenmis bunun

icin 50 um ve 75 um c¢apl iki kapiler kullaniimig ve 75 um ¢apli kapilerde,

duyarlihgin, pik simetrisi ve ¢ozunurlilugun daha iyi oldugu gozlenmigtir.

Tum diger kosullar sabitken, kapiler capinin

elektroferogramlar, Sekil 16 da gosterilmistir.
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Sekil 16. Kapiler ¢apinin analiz lizerindeki etkisi A= 214 nm, 257 nm

Kapiler ¢aplari: a)75 um b)50 pm

Kosullar: Hidrodinamik enjeksiyon P.,= 50mbar, Ayirma Voltaji=30 kV, T: 20°C,

BGE: 75mM pH8 borat tamponu-%15 ACN

Parasetamol: 50 pg/mL, Dekstrometofan, Klorfeniramin,
aminofenol ve Efedrin:15 pg/mL

Pikler: 1)DEK 2)EFN 3)KLO 4)PSO 5)4-AF 6)PAR

Psodoefedrin,

4-
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4.1.5. Kaset Sicakhiginin Etkisi

Kaset sicakhginin elektroferogram Uzerindeki etkisini
incelemek amaciyla 15°C-35°C arasinda caligmalar yapilmistir. Safsizlik
olan 4-aminofenol 35°C’de kararli davranmadidi icin iyi bir ayrim elde
edilememigtir. Bu nedenle bu sicaklikta caligiimaktan vazgecilmis ve
diger sicakliklarda elde edilen veriler Microsoft Excel® programina
aktarildiginda en uygun deger 30°C olarak belirlenmistir. Kaset

sicakhginin analize etkisi, Sekil 17°de gosterilmigtir.
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Sekil 17. Kaset sicakliginin analiz lizerindeki etkisi A= 214 nm, 257 nm

Kaset sicakliklari: a)30°C b)25°C c)20°C d)15°C e)10°C

Kosullar: Hidrodinamik enjeksiyon P.,;= 50mbar, Ayirma Voltaji=30 kV, Kapiler
¢ap1:75 ym, BGE: 75mM pH8 borat tamponu -%15 ACN

Parasetamol: 50 pg/mL, Dekstrometorfan, Klorfeniramin, Psédoefedrin
4-aminofenol ve Efedrin: 15 pug/mL

Pikler: 1)DEK 2)EFN 3)KLO 4)PSO 5)4-AF 6)PAR

Kaset sicakliginin analitlerin pik alanlari ve alikonma

zamanlari Uzerine etkileri $ekil 18 ve 19’da gdsterilmistir.
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Sekil 18.Kaset sicakhiginin pik alani tizerine etkisi

Kosullar: Hidrodinamik enjeksiyon Pe,= 50mbar, Ayirma Voltaji=30 kV, Kapiler
¢api:75 ym, BGE: 75mM pH8 borat tamponu -%15 ACN

Parasetamol: 50 pg/mL, Dekstrometofan, Klorfeniramin, Psédoefedrin

4-aminofenol ve Efedrin:15 pg/mL

14

Alikonma zamani (min)

5 10 15 20 25 20
Sicaklik (°C)
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Sekil 19.Kaset sicaklhiginin alikonma zamani lizerine etkisi

Kosullar: Hidrodinamik enjeksiyon P.,;= 50mbar, Ayirma Voltaji=30 kV, Kapiler
¢ap1:75 ym, BGE: 75mM-%15 ACN pH8 borat tamponu

Parasetamol: 50 pyg/mL, Dekstrometofan, Klorfeniramin, Psédoefedrin

4-aminofenol ve Efedrin:15 pg/mL
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4.1.6. Numune pH’sinin Etkisi

Numune pH’sinin etkisini incelemek amaciyla pH 3-11
arasinda calismalar yapilmis ve pH 7 haricindeki pH larda ayrim
g6zlenememis, pikler birlesik bir hal almistir. Calismalar defalarca
tekrarlanmig, c¢oOzeltilierden kaynakli bir hata olmamasi adina stok
cOzeltiler yeniden hazirlanmis, BGE ¢ozeltisi derisimi, pH si1 ve organik
solvan orani dikkate alinarak yeniden hazirlanmigtir. Kapiler, yeni olarak
takilmig ve uygun sartlandiriimasi saglanmistir. Deneysel kaynakl
hatalar minumuma indirilmistir. Numune pH’sinin analize etkisi, Sekil 20

deki elektroferogramlarda gosterilmistir.
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Sekil 20.Numune pH sinin analiz lizerindeki etkisi
a)pH 7 b)pH 9 c)pH 11 d)pH 5 e)pH 3

Kosullar: Hidrodinamik enjeksiyon P.,= 50mbar, Ayirma Voltaji=30 kV, Kapiler

¢ap1:75 ym, BGE: 75mM pH8 borat tamponu-%15 ACN
Parasetamol: 50 pyg/mL, Dekstrometofan, Klorfeniramin, Psédoefedrin

4-aminofenol ve Efedrin: 15 pug/mL
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4.1.7.Uygulanan Voltajin Etkisi

Calisma boyunca optimum sartlar belirlenirken her numune
Olcumunde +30 kV voltaj uygulanmig ve iyi ayrimlar elde edilmigtir.
Optimizasyon amaciyla 10 kV, 20kV voltaj uygulanmis ancak uygun
ayrim elde edilememistir. Uygun voltaj olarak 30 kV ile ¢caligmaya devam

etmeye karar verilmistir.

4.1.8. Dalga Boyu Seg¢imi

Numunede bulunan 4-aminofenol bilesiginin ayriminin
g6zlenebilmesi icin iki farkli dalga boyunda (A1=214 nm, A,=257 nm)
calisiimigtir. Ancak daha sonra kullanilan bilgisayar programinin g
boyutlu 6zelligi ile batin bilesiklerin 192 nm de absorbans yaptigi ve
ayrildigi gozlenmis ve bu dalga boyunda calisiimaya karar verilmigtir.
Sekil 21'de analitlerin farkli dalga boylarinda pik karakeristikleri
gorulmektedir. Sekil 22’de ise optimum dalga boyu secilmesinde

kullanilan 3D elektroferogram gorulmektedir.
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Sekil 21. Farkli dalga boylarinda analitlerin pik karakteristikleri

a)200 nm b)192 nm ¢)258 nm

Kosullar: Hidrodinamik enjeksiyon P.,= 50 mbar, Ayirma Voltaji=30 kV, Kapiler
¢ap1:75 ym, BGE: 75mM pH8 borat tamponu -%15 ACN

Parasetamol: 50 pg/mL, Dekstrometofan, Klorfeniramin, Psdédoefedrin, 4-

aminofenol ve Efedrin:15 pg/mL
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Sekil 22. Elektroferogramin 3D goriintisii
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4.1.9. Enjeksiyon Suresinin Etkisi

Numune enjeksiyonunda surenin etkisini godzlemek
amaciyla 5 s, 10 s ve 20 s enjeksiyon uygulanmig en uygun enjeksiyon
suresi olarak 10 s secilmistir. Enjeksiyon slresinin analize etkisi iki farkli
dalga boyunda Sekil 23 ve 24’de gosterilmistir. 4-aminofenol 258 nm’de
calisildigr igin iki farkli dalga boyu kullaniimigtir.
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Sekil 23. Enjeksiyon siiresinin analiz Gizerindeki etkisi A=192 nm

a)5 b)10 c)20 Kosullar: Hidrodinamik enjeksiyon P.,= 50mbar, Ayirma Voltaji=30
kV, Kapiler ¢ap1:75 ym, BGE: 75mM pH8 borat tamponu-%15 ACN T=30°C
Parasetamol: 50 pg/mL, Dekstrometorfan, Klorfeniramin, Psédoefedrin

ve Efedrin: 15 pg/mL
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Sekil 24. Enjeksiyon siiresinin analiz lizerindeki etkisi, A=258 nm

a)5s b)10s ¢)20s

Kosgullar: Hidrodinamik enjeksiyon P.,;= 50mbar, Ayirma Voltaji=30 kV, Kapiler
¢ap1:75 ym, BGE: 75mM pH8 borat tamponu -%15 ACN t=30°C

Parasetamol: 50 pg/mL, Dekstrometorfan, Klorfeniramin, Psédoefedrin

4-aminofenol ve Efedrin:15 pg/mL
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Tam optimizasyon parametreleri, Tablo 4’de gosterilmigtir.

Tablo 4. Optimizasyon parametreleri

Arastirilan parametreler Secilen Parametreler
Tampon bilesimi ve pH’si Borat tamponu, pH 8
Tamponunun derigimi 75 mM

Organik ¢ozicl % si %15 asetonitril
Dedektor dalga boyu 192 nm

Uygulanan voltaj 30 kV

Kapiler sicaklig 30°C

Numune pH’si pH 7

Enjeksiyon suresi 10s

Kapiler ¢api 75 um

4.2.Gelistirilen Yontem ile Elde Edilen Bulgular
4.2.1. Kalibrasyon Bulgulari

Tablet igerisindeki etken maddelerin miktarinin
hesaplanmasi igin standart ¢ozelti derisimlerine karsi pik alani degerleri
grafige gegcirilerek kalibrasyon dogrular gizilmistir. Sekil 25, 26, 27, 28,
29 ve 30°'da her bir etken madde igin hazirlanan kalibrasyon dogrulari
gorulmektedir.
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Parasetamol y = 4.2247x+ 34533
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Sekil 25. Parasetamol kalibrasyon dogrusu

Kalibrasyon Dogrusunun denklemi: y=4,2247x + 3,4533
Kalibrasyon araligi: 50— 900 pg/mL
r=0,9998, r*= 0,9996

LOD: 12,4 pg/mL

LOQ: 37,5 ug/mL



4-Aminofenol
y =6,9421x-0,7338
160 - R2=0,999
140 -
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Sekil 26. 4-Aminofenol kalibrasyon dogrusu

Kalibrasyon Dogrusunun denklemi: y =6,9421x - 0,7338
Kalibrasyon araligi: 5— 20 pug/mL
r=0,9995, r*= 0,999

LOD: 1,0 yg/mL

LOQ: 2,9 ug/mL



Psodoefedrin
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y = 8,5828x- 8,6427
1200 R2=0,9997

0 20 40 60 80 100 120
Derisim pg/ml

140

Sekil 27. Psédoefedrin kalibrasyon dogrusu

Kalibrasyon Dogrusunun denklemi: y = 8,5828x - 8,6427
Kalibrasyon araligi: 25— 120 pg/mL
r=0,9998, r*= 0,9997

LOD: 5,1 ug/mL

LOQ: 15,6 pg/mL
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Klorfeniramin y =15,031x- 3,9307
R*=0,9995
160 -
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Sekil 28. Klorfeniramin kalibrasyon dogrusu

Kalibrasyon Dogrusunun denklemi: y =15,031x - 3,9307
Kalibrasyon araligi: 2— 10 pg/mL
r=0,9997, r* = 0,9995

LOD: 0,4 ug/mL

LOQ: 1,2 yg/mL
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Efedrin v =6,0045x- 0,2316
R2=0,9996
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Sekil 29. Efedrin kalibrasyon dogrusu

Kalibrasyon Dogrusunun denklemi: y = 6,0045x - 0,2316
Kalibrasyon araligi: 5— 20 pug/mL
r=0,9998, r* = 0,9996

LOD: 1,1 yg/mL

LOQ: 3,4 ug/mL
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R?>=0,9991
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Dekstrometorfan ¥~ 3:5004x7.2062
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Sekil 30. Dekstrometorfan kalibrasyon dogrusu

Kalibrasyon Dogrusunun denklemi: y = 3,6604x + 7,2062
Kalibrasyon araligi: 25— 100 pg/mL
r=0,9995, r*=0,9991

LOD: 4,5 pg/mL

LOQ: 13,6 pg/mL
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Gelistirilen yontemin analitik performans verileri Tablo 5’de sunulmustur.

Tablo 5. Gelistirilen yontemin analitik performans verileri

PAR 4-AF PSO KLO EFN DEK
Regresyon y=4,2247x | y=6,9421x | y=8,5828x | y=15,031x | y=6,0045x | y=3,6604x
denklemi +3,4533 -0,7338 - 8,6427 - 3,9307 - 0,2316 +7,2062
Determinasyon
katsayisi (r) 0,9996 0,999 0,9997 0,9995 0,9996 0,9991
Ka';?;ﬁ;’on 50-900 5-20 25-120 2-10 5-20 25-100
/mL /mL /mL /mL /mL /mL
(ng/mL) Mg Mg Hg Mg Mg Mg
12,4 1,0 51 0,4 11 4,5
LOD (ug/mL) pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL
37,5 2,9 15,6 1,2 34 13,6
LOQ(pg/mL) pg/mL pg/mL pug/mL pg/mL pg/mL pg/mL
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4.2.2. Tekrarlanabilirlik Galigmasi Sonuglari

Geligtirilen  yontemin  enjeksiyon  tekrarlanabilirliginin
belirlenmesi igin tabletlerdeki oranlari da g6z onunde bulundurularak
parasetamol 812,5 ug/mL, 4-aminofenol 15 pg/mL, psddoefedrin 75
ug/mL, klorfeniramin 5 ug/mL, efedrin 15 ug/mL ve dekstrometorfan 37,5
ug/mL ¢ozeltisi yedi kez enjekte edilmis ve her bir enjeksiyonun pik alani,
pik yUksekligi ve go¢ zamani degerleri okunarak bu verilerin SD (Standart
Sapma) degerleri ve RSD (Bagil Standart Sapma) degerleri
hesaplanmigtir. Her bir etken madde igin elde edilen %RSD dedgerlerinin
%2’den kuguk oldugu gorilmektedir. Bu sonugclar yapilan enjeksiyonlarin

tekrarlanabilir oldugunu gostermektedir.

Her bir etken madde igin enjeksiyon tekrarlanabilirligi

sonuglari Tablo 6,7,8,9,10 ve 11°de gosterilmigtir.

Tablo 6. Parasetamol igin tekrarlanabilirlik galigmasi sonuglari

Parasetamol
Numune no
Pik alani Pik yuksekligi Go¢ zamani
1 3436,02 404,38 10,885
2 3440,78 406,64 10,857
3 3430,45 402,45 10,728
4 3445,54 408,67 10,697
5 3426,65 398,89 10,768
6 3437,06 408,45 10,869
7 3439,76 405,51 10,756
X 3436,60 404,99 10,794
sD 6,38 3,47 0,075
RSD 0,18 0,85 0,69
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Tablo 7. Klorfeniramin igin tekrarlanabilirlik galigmasi sonuglari

Klorfeniramin
Numune no
Pik alani Pik yuksekligi Go6¢ zamani

1 71,22 36,5 6,523
2 70,39 35,8 6,624
3 71,39 37,3 6,512
4 72,84 36,9 6,528
5 71,67 36,03 6,458
6 72,67 37,02 6,534
7 70,67 36,65 6,518
71,55 36,6 6,528

XOI’I
sD 0,92 0,537 0,049
RSD 1,29 1,46 0,75

Tablo 8.Psédoefedrin igin tekrarlanabilirlik caligmasi sonuglari

NUMUNE o Psédoefedrin
Pik alani Pik yliksekligi Go¢ zamani
1 635,06 2541 7,214
2 634,09 253,83 7,187
3 631,89 252,36 7,221
4 634,48 253,4 7,184
5 636,42 254,31 7,231
6 635,74 255,01 7,218
7 634,85 254,56 7,198
X 634,64 253,93 7,207
sD 1,44 0,86 0,01
RSD 0,22 0,33 0,25




Tablo 9. Dekstrometorfan igin tekrarlanabilirlik galigsmasi sonugclari

Dekstrometorfan
Numune no Pik alani Pik yuksekligi Go¢ zamani
1 144,47 66,3 5,845
2 143,84 66,04 5,876
3 144,94 66,61 5,798
4 144,31 66,8 5,856
5 143,78 65,83 5,784
6 142,45 65,6 5,813
7 143,65 66,4 5,839
X 143,92 66,22 5,83
sD 0,79 0,427 0,032
RSD 0,54 0,64 0,56
Tablo 10. 4-Aminofenol igin tekrarlanabilirlik calismasi sonuglari
4-Aminofenol
Numune no Pik alani Pik yuksekligi Go¢ zamani
1 103,39 50,02 9,273
2 104,12 51,22 9,293
3 103,67 50,24 9,128
4 104,09 50,49 9,243
5 103,93 51,34 9,209
6 102,87 50,27 9,263
7 103,49 50,21 9,219
X 103,65 50,54 9,232
sD 0,44 0,52 0,054
RSD 0,43 1,03 0,59
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Tablo 11. Efedrin igin tekrarlanabilirlik gcaligmasi sonuglari

Efedrin
Numune no
Pik alani Pik yuksekligi Go6¢ zamani

1 89,83 30,11 6,017
2 88,96 29,97 6,032
3 89,02 30,03 6,124
4 89,72 30,98 6,201
5 89,18 29,79 6,021
6 89,43 30,67 6,002
7 89,12 30,87 6,01
89,32 30,34 6,05

xOI’t
sD 0,34 0,48 0,075
RSD 0,38 1,58 1,24

Yontemin kesinliginin belirlenebilmesi icin gun ici ve gunler
arasi tekrarlanabilirlik ¢alismalari yapilmigtir. Bunun igin parasetamol
812,5 pg/mL, 4-aminofenol 15 upg/mL, psédoefedrin 75 ng/mL,
klorfeniramin 5 pg/mL, efedrin 15 pug/mL ve dekstrometorfan 37,5 ug/mL
gOzeltileri hazirlanarak gun igerisindeki ve gunler arasindaki
tekrarlanabilirlik test edilmistir. Calismalarda elektroferogramlardan elde
edilen veriler dogrultusunda %RSD degerleri 2’'den kuguktur. Bu veriler

gelistirilen yontemin kesinliginin bir dlgisudur.

GuUn igi ve gunler arasi tekrarlanabilirlik calismasi sonugclari,
her bir analit i¢cin Tablo 12, 13, 14, 15, 16 ve 17'de goOsterilmigtir.
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Tablo 12. Parasetamol igin gun i¢i ve giinler arasi analiz sonuglari

Parasetamol 1.Giin 2.Giin 3.Giin
3436,02 3430,45 3437,06
3440,78 3445,54 3439,76
3430,45 3426,65 3436,60
Xort 3435,75 3434,21 3437,80
Gin igi SD 5,17 9,99 1,70
%RSD 0,15 0,29 0,04
Xort 3435,92
Giinler
SD 5,89
arasi
%RSD 0,17

Tablo 13. Klorfeniramin igin giin igi ve giinler arasi analiz sonuglari

Klorfeniramin 1.Giin 2.Glin 3.Giin
70,39 71,67 72,67
71,39 72,67 70,67
72,84 70,67 71,55
Xort 71,54 71,67 71,63
Gilin
o SD 1,23 1,00 1,00
ici
%RSD 1,72 1,39 1,39
Xort 71,61
Giinler
SD 0,94
arasi
%RSD 1,31
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Tablo 14. Psédoefedrin igin giin ici ve glinler arasi analiz sonuglari

Psodoefedrin 1.Giin 2.Giin 3.Giin
636,42 635,45 634,64
635,74 634,53 635,48
634,85 634,56 633,08
Xort 635,67 634,84 634,7
Giin igi SD 0,78 0,52 0,75
%RSD 0,12 0,08 0,12
Kort 635,07
Giinler
SD 0,75
arasi
%RSD 0,11

Tablo 15. Dekstrometorfan igin giin i¢i ve giinler arasi analiz sonuglari

Dekstrometorfan 1.Giin 2.Glin 3.Giin
143,92 143,05 144,32
144,05 142,32 143,87
144,65 143,34 143,98
Xort 144,20 142,90 144,05
Giin ici SD 0,38 0,52 0,23
%RSD 0,27 0,36 0,16
Kort 143,71
Giinler
SD 0,71
arasi
%RSD 0,49
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Tablo 16. 4-Aminofenol igin giin igi ve glinler arasi analiz sonuglari

4-Aminofenol 1.Giin 2.Giin 3.Giin
103,65 103,52 103,78
102,69 102,34 102,14
102,98 102,54 103,78
Xort 103,10 102,8 103,23
Giin
o SD 0,49 0,63 0,94
ici
%RSD 0,47 0,61 0,91
Xort 103,04
Giinler
SD 0,64
arasi
%RSD 0,63
Tablo 17. Efedrin igin giin igi ve glinler arasi analiz sonuglari
Efedrin 1.Giin 2.Giin 3.Giin
89,82 88,69 89,36
88,65 88,34 90,34
89,62 90,52 87,89
Kort 89,36 89,18 89,19
Giin igi SD 0,62 1,17 1,23
%RSD 0,7 1,31 1,38
Xort 89,24
Giinler
SD 0,91
arasi
%RSD 1,01
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Geligtirilen yontem igin sistem uygunluk testleri yapilmis,

elde edilen sonuglar Tablo 18’de gdsterilmigtir.

Tablo 18. Sistem uygunluk testleri

DEK | EFN KLO PSO | 4AF | PAR
ga’rt:;‘;an'l“agl‘(’f 5,83 6,05 6,528 7207 |9232 | 10794
;i;:'s'l‘ Iﬁ;’a"a 0886 | 10164 | 11642 |8766 | 9884 | 12692
Asimetri Faktérii | 0,98 1,01 0,97 1,02 1,07 1,03
Pik Alani 143,92 |8932 | 71,55 | 634,64 |103,65 | 3436,60
Kapasite faktérii | 3,85 | 4,04 4,43 501 |669 |804
Ayiricilik (R) 3,44 3,21 5,22 10,2 8,75
Segicilik (a) 1,05 1,10 1,14 1,33 1,21
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4.2.3. Farmasotik Preparatin Analiz Bulgulari

Bir adet tablet icerisinde 325 mg Parasetamol, 30 mg
Psédoefedrin, 2 mg Klorfeniramin, 15 mg Dekstrometorfan mevcuttur. Bir
adet tablet icerigi Uzerine safsizlik 6 mg 4-aminofenol, 6 mg efedrin

eklenmistir.

Kapiler elektroforez yontemi ile yapilan miktar tayininde
Bolum 3.2.2.’de anlatilan yol izlenerek elektroferogramlar elde edilmis ve
kalibrasyon dogrularindan hareketle her bir analit icin miktar tayinleri

gercgeklestirimistir.

Sekil 31°de onerilen yontemle elde edilen elektroferogramlar

gOrulmektedir.

Tablo 19, 20, 21, 22, 23 ve 24’de farmasotik tabletlerde

gergeklestirilen miktar tayini sonuglari yer almaktadir.
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Sekil 31. Gelistirilen Kapiler elektroforez yoéntemi ile elde edilen

elektroferogramlar, A=192nm

a)BGE c¢ozeltisi

b)Standart parasetamol, klorfeniramin, dekstrometorfan, psédoefedrin, 4-
aminofenol ve efedrin karigimi ¢ozeltisi

c)Farmasoétik preparat (Gripamol tablet) ve safsizliklar igeren ¢6zelti

Kosullar: te,= 10s, Hidrodinamik enjeksiyon P,= 50mbar, Ayirma Voltaji=30 kV,
Kapiler ¢ap1:75 pm, BGE: 75mM pH8 borat tamponu-%15 ACN T=30°C
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Tablo19. Parasetamol miktar tayini sonuglari

Numune no. Bulunan miktar mg / tablet Belirtilen miktar 325 mg/th
1 323,80 Xon=325,16
2 324,35 SD=0,83
3 325,78 %RSD=0,09
4 326,15 t.SD/Vn=0,76
5 325,07 GA*=324,4 - 325,92
6 325,65 p=0,05
7 325,34

*GA: Given Araligi

Tablo 20. Psédoefedrin miktar tayini sonuglari

Numune no. Bulunan miktar mg /tb Belirtilen miktar 30 mg/tb
1 29,62 Xon=29,77
2 28,92 SD=0,74
3 30,24 %RSD=0,09
4 31,02 t.SD/n=0,68
5 29,82 GA=29,09 - 30,45
6 28,91 P=0,05
7 29,91
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Tablo 21. Klorfeniramin miktar tayini sonuglari

Numune no. Bulunan miktar mg / th Belirtilen miktar 2 mg/tb
1 1,98 Xor=2,02
2 1,87 SD=0,13
3 2,23 %RSD=0,09
4 2,01 t.SD/Vn=0,12
5 2,21 GA=19-2,14
6 1,94 p=0,05
7 1,96

Tablo 22. Dekstrometorfan miktar tayini sonuglar

Numune no. Bulunan miktar mg /tb Belirtilen miktar 15 mg/tb
1 14,82 Xon=14,82
2 15,34 SD=0,82
3 14,23 %RSD=0,09
4 13,41 t.SD/n=0,76
5 15,82 GA=14,06 — 15,68
6 14,63 P=0,05
7 15,52
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Tablo 23. 4-aminofenol miktar tayini sonuglari

Numune no. Bulunan miktar mg / th Eklenen miktar 6mg/tb
1 6,01 Xon=6,00
2 5,98 SD=0,019
3 6,02 %RSD=0,31
4 6,00 t.SD/Vn=0,02
5 5,97 GA=5,98 - 6,02
6 5,98 P=0,05
7 6,01

Tablo 24. Efedrin miktar tayini sonuglari

Numune no. Bulunan miktar mg / tb Eklenen miktar 6 mg/tb
1 5,99 Xort=5,99
2 5,97 SD=0,05
3 6,03 %RSD=0,83
4 6,1 t.SD/n=0,05
5 6,1 GA=5,94 - 6,04
6 5,96 p=0,05
7 6,01




4.2.4. Geri Kazanim Calismasi Bulgulari

Geligtirilen yontemin dogrulugunun belirlenebilmesi icin geri
kazanim galismasi yapilmistir. Bu amagla, daha 6nce tayini yapilmig olan
tablet ve safsizliklar ¢ozeltisi Uzerine bilinen miktarlarda standart etken
madde c¢oOzeltileri eklenmistir. Bu ¢ozeltilerin enjeksiyonu sonucu elde
edilen elektroferogramlardan hareketle standart ¢ozeltiler ile hazirlanan
kalibrasyon dogrular kullanilarak geri kazanim degerleri hesaplanmistir.
Geri kazanim calismasina ait sonucglar Tablo 25-30 arasinda
gOsterilmigtir. Tablolarda goruldugu gibi her bir etken madde igin elde
edilen geri kazanim degerlerinin %100’e yakin olmasi geligtirilen

yontemin dogrulugunu gostermektedir.

Tablo 25. Parasetamol geri kazanim sonuglari

Numune no. % Parasetamol
Xort=99,92
1 101,2
SD=1,38
2 97,8
%RSD=1,49
3 100,9
t.SD/n=1,71
4 99,3
GA=98,27-101,63
5 100,4 p=0,05
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Tablo 26. Psédoefedrin geri kazanim sonuglari

Numune no. % Psddoefedrin
Xort=99,62
1 100,8
SD=1,49
2 101,2
%RSD=1,49
3 99,2
t.SD/An=1,85
4 97,4
GA=97,77-101,47
5 99,7 p=0,05
Tablo 27. Klorfeniramin geri kazanim sonuglari
Numune no. % Klorfeniramin
Xo=100,57
1 101,9
SD=1,40
2 100,2
%RSD=1,39
3 102,1
t.SD/n=1,74
4 98,8
GA=98,83-102,31
5 99,8 p=0,05
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Tablo 28. Dekstrometorfan geri kazanim sonuglari

Numune no. % Dekstrometorfan
Xo=100,14
1 102,1
SD=1,91
2 102,3
%RSD=1,9
3 98,3
t.SD/n=2,37
4 98,7
GA=97,77-102,51
5 99,3 p=0,05

Tablo 29. 4-aminofenol geri kazanim sonuglari

Numune no. % 4-Aminofenol
Xort=99,76
1 101,2
SD=1,09
2 100,5
%RSD=1,09
3 99,3
t.SD/n=1,35
4 98,4
GA=98,41 -101,11
5 99.4 p=0,05




Tablo 30. Efedrin geri kazanim sonuglari

Numune no. % Efedrin
1 101,4
2 100,6
3 99,8
4 98,3
5 100,4

Xor=100,1
SD=1,15
%RSD=1,14
t.SD/\n=1,42

GA=98,68-101,52
p=0,05
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5. TARTISMA

Parasetamol, Psédoefedrin, Klorfeniramin ve
Dekstrometorfan’in bulundugu farmasétik formlar grip ve soguk alginligi
gibi durumlarda ortaya ¢ikan; ates, bas agrisi, titreme, burun tikanikligi
(konjesyon), sekresyon, Oksuruk, kiriklhk hali ve genizde kasinti gibi
semptomlarin giderilmesi amaciyla kullanilir. Bunun igin de siklikla,
nonsteroidal antienflamatuvar (NSAI) agri kesici, ates dusurucu ilaglar,
antihistaminik ilaclar, dekonjestan ilaclar, antitissif ilaglar ve mukolitik

ilaglar tercih edilmektedir.

Bu etken maddeleri iceren farmasotik preparatlarin analizi
icin valide edilmis, dodru, kesin, kolay uygulanabilen, 6zellikle de dugsuk
maliyetli analiz ydntemine ihtiyac duyulmaktadir. Kapiler elektroforez, bu
Ozelliklere uyan ve ilag analizlerinde sikga uygulanan bir yontemdir.
Tarkiye piyasasinda bu dort etken maddenin bir arada bulundugu
farmasotik preparat Gripamol®un kombinasyonundaki maddelerin ve bu
maddelerden parasetamol ve psédoefedrinin safsizliklari 4-aminofenol
(4-AF) ve efedrinin (EFN) de bu etken maddelerle ayni anda analizi i¢in
valide edilmis bir kapiler elektroforez yontemine kaynaklarda

rastlanmamis olmasi, bizi bu ¢alismaya yonlendirmigtir.

Elektroforez, dogru akimin uygulandigi bir tampon ¢dzeltide
yuklli taneciklerin diferansiyel goé¢ hizlarina dayanan bir ayirma
yontemidir. Elektrolit ¢ozeltilerinin pH si1 ve derigsiminin ayrim Uzerine
etkisi bayuktar. Analiz sirasinda pH degisimlerinden etkilenmemek adina
tampon c¢ozeltiler ile calismaya ihtiyac duyulmaktadir. Calismamiz
sirasinda c¢esitli pH larda fosfat, asetat ve borat tamponlari ile
calisiimistir. Ancak asetat ve fosfat tamponlari ile ayrim elde
edilememigtir. En uygun ayrimin borat tamponu (pH 8) ile saglandigi

goruldukten sonra 25 mM-100 mM derigimler araliginda borat tamponun
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hazirlanmis ve uygun ayrimin gerceklestigi ve duzgun zemin sinyalinin

oldugu 75 mM borat tampon derigiminde karar kilinmistir.

incelenen bilimsel caligmalarin ig1§inda tampon ¢ézeltisine
organik solvan eklemenin etkisi incelenmis; solvan eklemeden ve
ekledikten sonra ayrimlar incelenmis ve tampon c¢o6zeltisine %10-30
derisim araliklarinda asetonitril eklenmis ve %15 derisimde asetonitril
ilavesinde ayrim diger derisimlere gore daha iyi olmus ve alikonma suresi

iyilestirilmistir.

Calismalar boyunca 50 ym ve 75 um capl kapiler kullaniimig
ve 75 pm caph kapilerde daha iyi bir ayrim goézlenmis ve 50 cm
uzunlugunda (41 cm efektif uzunluk) kapiler ile calisiimis iyi bir rezolisyon

ve Kisa analiz suresi elde edilmigtir.

Kapiler ¢calisma sicakhgi 15°C ile 35°C arasinda c¢aligiimis, en

uygun sicakhigin 30°C oldugu kanisina variimistir.

Numune pH sinin ayrim Uuzerine etkisini incelemek igin
numuneler pH 3-11 araliginda hazirlanmis ve sadece pH 7’de iyi bir ayrim
elde edilmigtir. Diger pH larda deneyler birkag kez tekrarlanmig ve diger

kosullardan gelebilecek etkiler minumuma indirlmigtir.

Elektroforez sirasinda uygulanacak voltajin belirlenmesi igin,
uygulanan voltaja karsi akim degerleri incelenmis, voltaj degeri artikga
akim degerinin de dogrusal olarak arttigi ve yuksek voltajda dogrusalligin

bozulmadigi gézlenmistir. Uygulanacak voltaj 30 kV olarak belirlenmigtir.

Calismalar boyunca degisik dalga boylarinda galigiimig ancak
iki farkli dalga boyunda g¢alismanin zorlugu nedeniyle kromatogramlar ¢
boyutlu hale getiriimis ve buradan elde edilen veriler ile daha oOnce
calisiimamis ancak numunede yer alan alti analitin de en yuksek

absorpsiyon yaptigi 192 nm de karar kiinmistir.
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Enjeksiyon suresi optimizasyonu igin etken maddeleri belirtilen
oranlarda iceren bir ¢ozelti hazirlanmis ve 5, 10 ve 20 saniye enjeksiyon
surelerinde analizler yapilmigtir. Enjeksiyon suresi 10 saniye oldugunda

elektroferogramda pik sekillerinin keskin ve simetrik olduklari géralmustar.

Tum caligmalarda Hidrodinamik enjeksiyon kullanilimistir. ve
enjeksiyon basinci 50mbar’dir. Gelistirilen yontemin tekrarlanabilirliligini
belirlemek amaciyla, hazirlanan karigsim c¢ozeltisinin belirtilen calisma
kosullarinda 7 kez enjeksiyonu yapilmistir. Her bir analit i¢in elde edilen
pik alani, pik yuksekligi ve migrasyon zamani verilerinin ortalama, standart
sapma ve bagil standart sapma degerleri hesaplanmigtir. Her alti analit
icin elde edilen bagil standart sapma degerleri, yontemin tekrarlanabilir
oldugunun goéstergesidir. Miktar tayini hesaplamalarinda pik alani degerleri

kullanilimistir.

Kalibrasyon c¢alismalarinda, analitler igin konsantrasyonlarina
karsilik pik alanlari kullanilarak gizilen kalibrasyon dogrularinin korelasyon
katsayisi degerleri 0,999'dan buyuktur. Bu da, caligilan konsantrasyon
araliklarinda, pik alani ile konsantrasyon arasindaki iligkinin dogrusal

oldugunu gdstermektedir.

Gelistirilen yontem ile yapilan miktar tayini sonucunda elde
edilen ortalama degerler tablet icerisinde bulunmasi gereken ve disaridan
ilave edilen miktarlar ile uyumlu sonugclar vermistir. Bu sonuglarinin bagil

standart sapma degerleri ise yontemin kesinliginin bir gostergesidir.

Geri kazanim g¢alismalari sonucunda elde edilen ortalama geri
kazanim ve %95 olasilik diizeyine goére hesaplanan guven araligi degerleri
siraslyla, parasetamol igin %99,92 ve %99,92+1,71, psédoefedrin igin
%99,62 ve %99,62+1,85, klorfeniramin igin %100,57 ve %100,57+1,74,
dekstrometorfan igin %100,14 ve %100,14+2,37, 4-aminofenol igin %99,76
ve %99,76+1,35 ve efedrin icin %100,10 ve %100,10+1,42°dir. Geri
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kazanim ¢alismasi sonuglari, kabul edilebilir degerler igindedir ve yontemin

dogrulugunun bir gostergesidir.

Onerilen yéntemin dogru ve tekrarlanabilir oldugu, analit
piklerinin ayrim igin yeterli rezolusyonu sagladigi ve analiz suresinin kisa
oldugu bulunmustur. Sonug¢ olarak bu calismada Onerilen ve optimize
edilen kapiler elektroforez ydnteminin parasetamol, dekstrometorfan,
psoédoefedrin, klorfeniramin, efedrin ve 4-aminofenol‘iin ayni anda analizi

igin uygun oldugu gorulmustar.
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6. SONUC

Parasetamol, psodoefedrin, klorfeniramin,
dekstrometorfan’in doértli kombinasyonunu igeren farmasoétik formlardan
ayrica yine bu maddelerden parasetamol ve psddoefedrinin
safsizliklarindan olan efedrin ve 4-aminofenol 4n de bulundugu altil
kombinasyonun ayni anda analizi icin kapiler elektroforez yontemi

geligtirilmigtir.

En iyi sonuclar, BGE ¢ozeltisi elektroliti olarak 75 mM borat
tamponu-% 15 ACN kullaniimasiyla elde edilmigtir. Ayrim eritiimis silika
kapilerde (75 um i¢ ¢ap, 50 cm toplam uzunluk, 41 cm etken uzunluk)
30°C’de, 50 mbar basingla 10 sn sureli hidrodinamik enjeksiyon ve 30 kV
potansiyel uygulanarak gerceklesmistir. Dedektor dalga boyu 192 nm’dir.
Bu sartlardaki gé¢ zamanlari PAR igin 10,885 dakika, PSO igin 7,514
dakika, KLO icin 6,523 dakika DEK igin 5,845 dakika, 4-AF icin 9,273
dakika ve EFN icin 6,017 dakika olarak bulunmustur. Yontemin dogrusal
araligi PAR igin 50- 900 ug/mL, PSO igin 25- 120 pg/mL, KLO igin 2- 10
pMg/mL, DEK igin 25-100 uyg/mL, 4-AF icin 5-20 uyg/mL ve EFN igin 5-20
pMg/mL olarak saptanmigtir. LOD degerleri, PAR i¢in 12,4 ug/mL, PSO
icin 5,1 pg/mL, KLO igin 0,4 pg/mL, DEK igin 4,5 pg/mL, 4-AF igin 1,0
pMg/mL ve EFN icgin 1,1 ug/mL olarak bulunmustur.

Validasyon c¢alismalari sonucunda gelistirilen yodntemin

dogru, kesin, duyarli, spesifik ve tekrarlanabilir oldugu gdsterilmistir.
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7. OZET

Kapiler elektroforez yontemi ile tabletlerde
parasetamol, psoédoefedrin, klorfeniramin, dekstrometorfan, 4-

aminofenol ve efedrin miktar tayini

Parasetamol, psddoefedrin, klorfeniramin, dekstrometorfan,
ve parasetamol ve psodoefedrinin safsizliklari olan efedrin ve 4-
aminofenol ayni anda analizi icin bir kapiler elektroforez ydntemi
gelistiriimigtir. En iyi sonuclar, BGE ¢ozeltisi olarak %15 ACN iceren 75
mM borat tamponu kullaniimasiyla elde edilmistir. Ayrim eritilmis silika
kapilerde (75 um i¢ ¢ap, 50 cm toplam uzunluk, 41 cm etken uzunluk)
30°C’de, 50 mbar basingla 10 sn sireli hidrodinamik enjeksiyon ve 30 kV
potansiyel uygulanarak gerceklestirilmigtir. Dedektor dalga boyu 192
nm’dir. Bu sartlardaki go¢ zamanlar PAR icin 10,885 dakika, PSO igin
7,514 dakika, KLO igin 6,523 dakika DEK igin 5,845 dakika, 4-AF igin
9,273 dakika ve EFN igin 6,017 dakika olarak bulunmustur. Yéntemin
dogrusal araligi PAR icin 50- 900 pg/mL, PSO igin 25- 120 yg/mL, KLO
icin 2- 10 ug/mL, DEK igin 25-100 pug/mL, 4-AF icin 5-20 pg/mL ve EFN
icin 5-20 ug/mL olarak saptanmistir. LOD degerleri PAR igin 12,4 ug/mL,
PSO igin 5,1 pg/mL, KLO i¢in 0,4 yg/mL, DEK i¢in 4,5 ug/mL, 4-AF igin 1,0
pMg/mL ve EFN igin 1,1 pg/mL olarak bulunmustur. Validasyon calismalari
sonucunda gelistirilen ydntemin dogru, kesin, duyarl, spesifik ve

tekrarlanabilir oldugu gosterilmistir.

Anahtar Kelimeler: Parasetamol, dekstrometorfan, psédoefedrin,

klorfeniramin, efedrin, 4-aminofenol, kapiler elektroforez.
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8. SUMMARY

Simultaneous determination of paracetamol,
pseudoephedrine, chlorpheniramine, dextromethorphan, 4-

aminophenol and ephedrine in tablets by capillary electrophoresis.

A new capillary electrophoresis method was developed for the
analysis of pharmaceutical preparations containing paracetamol,
pseudoephedrine, chlorpheniramine, dextromethorphan and the impurity
4-aminophenol and ephedrine simultaneously. Best result were obtained
by the use of 75 mM %15 ACN borat buffer as the background electrolyte.
The separation was performed through a fused-silica capillary (75 pm
internal diameter, 50 cm total length, 41 cm effective length) at 30°C with
10 s hydrodynamic injection at 50 mbar pressure and potential of 30 kV.
Detection wavelength was 192 nm. Under these conditions, the migration
times were found to as 10,885 min for paracetamol, 7,514 min for
pseudoephedrine, 6,523 min for chlorpheniramine, 5,845 min for
dextromethorphan, 9,273 min for 4-aminophenol and 6,017 min for
ephedrine. Linearity ranges for the method were 50- 900 ug/mL for PAR,
25- 120 pg/mL for PSO, 2- 10 ug/mL for KLO, 25-100 ug/mL for DEK, 5-
20 pg/mL for 4-AF, 5-20 pg/mL for EFN. Limit of detection values were
found as 12,4 ug/mL for PAR, 5,1 ug/mL for PSO, 0,4 ug/mL for KLO, 4,5
pg/mL for DEK, 1,0 pg/mL for 4-AF and 1,1 ug/mL for EFN. According to
the validation study, it was proved that the developed method was
accurate, precise, sensitive, specific and repeatable.

Keywords: Paracetamoaol, pseudoephedrine, dextromethorphan,

chlorpheniramine, ephedrine, 4-aminophenol, capillary electrophoresis.
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