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OZET

Emre, D., Propifenazon, parasetamol ve kafeini birlikte iceren
farmasotik preparatlardan bu maddelerin kapiler elektroforez
yontemiyle ayni anda analizi, Hacettepe Universitesi Saglik Bilimleri
Enstitiisii Analitik Kimya Programi Yiiksek Lisans Tezi, Ankara, 2006.
Bu tez calismasinda propifenazon (PRO), parasetamol (PAR) ve kafeinin
(KAF) Gg¢la kombinasyonunu igeren farmasotik preparatlardan bu maddelerin
kapiler elektroforez ile ayni anda analizi i¢in yeni bir miseller elektrokinetik
kapiler kromatografi yontemi gelistirilmistir. En iyi sonuglar, ¢calisma elektroliti
olarak 30 mM sodyum dodesilsulfat iceren 20 mM pH 9,0 borat tamponu
kullaniimasiyla elde edilmistir. i¢ standart olarak diflunisal (DIF) kullaniimistir.
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 gerceklestiriimistir. Dedektor
dalgaboyu 200 nm’dir. Bu sartlardaki go¢ zamanlari PAR 5,17 dak, KAF
5,51 dak, DIF 7,20 dak ve PRO 9,37 dak olarak bulunmustur. Yéntemin
dogrusallik araligi PAR ve KAF igin 2-200 ug mL™", PRO igin 3-200 ug mL™
olarak saptanmigtir. Yontemin gozlenebilme sinir PAR ve KAF igin
0,6 ug mL", PRO igin 0,8 ng mL™" olarak bulunmustur. Validasyon galismalari
sonucunda gelistirilen yontemin dogru, kesin, duyarli, secici, saglam ve tutarl
oldugu ispatlanmistir. Geligtirilen ydntemle Turkiye’de bulunan farkli ilag
firmalarinin  Uretti§i U¢ ayri farmasotik preparat analiz edilmistir. Bu
preparatlardan biri, kaynaklarda bulunan spektrum oranlari turev
spektrofotometrisiyle de analiz edilmistir. Istatistiksel degerlendirme
sonucunda, geligtirilen yontem ve kaynaklardaki yontemden elde edilen

sonuglar arasinda anlamli bir fark bulunmamistir.

Anahtar kelimeler: Farmasotik preparat, Ucli karisim, miseller elektrokinetik

kapiler kromatografi, validasyon
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ABSTRACT

Emre, D., Simultaneous Determination of Propyphenazone,
Paracetamol and Caffeine in Combined Pharmaceutical Preparations by
Capillary Electrophoresis, Hacettepe University Health Sciences
Institute Analytical Chemistry Program Master of Sciences Thesis,
Ankara, 2006. In this thesis study, a new micellar electrokinetic capillary
chromatography method was developed to analyze pharmaceutical
preparations containing ternary combination of propyphenazone (PRO),
paracetamol (PAR) and caffeine (KAF) simultaneously by capillary
electrophoresis. Best results were obtained by the use of 20 mM pH 9,0
borate buffer containing 30 mM sodiumdodecylsulphate as the background
electrolyte. Diflunisal (DIF) was used as internal standard. The separation
was performed through a fused silica capillary (50 um internal diameter,
44 cm total length, 35.5 cm effective length) at 25°C with the application of 3
seconds of hydrodynamic injection at 50 mbar pressure and a potential of
29 kV. Detection wavelength was 200 nm. Under these conditions, the
migration times were found to be 5.17 min for PAR, 5.51 min for KAF,
7.20 min for DIF, and 9.37 min for PRO. Linearity ranges for the method were
determined as 2-200 ung mL™" for PAR and KAF and 3-200 ug mL™ for PRO.
Limit of detections were found as 0.6 pg mL™" for PAR and KAF and 0.8
ng mL™ for PRO. According to the validation study, it was proved that the
developed method was accurate, precise, sensitive, selective, rugged and
robust. Three pharmaceutical preparations, which are produced by different
drug companies in Turkey, were analyzed by the developed method. One of
the same preparations was also analyzed by the derivative ratio
spectrophotometric method reported in literature. No significant differences
were found statistically between the results obtained from developed method

and the method reported in literature.

Keywords: Pharmaceutical preparation, ternary mixture, micellar

electrokinetic capillary chromatography, validation
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1.  GIRiS

Propifenazon (PRO), parasetamol (PAR), ve kafein (KAF), gulcli
sinerjik etkiye sahip olduklarindan, Ugli kombinasyonlari halinde sikca
kullanilan analjezik ve antipiretik ilaclardir. Bu U¢li kombinasyon, tek basina
kullanilan PAR’dan, ibuprofenden ve aspirinden daha hizli ve etkili analjezi
saglamaktadir (1). Oldukca sik kullanilan bu farmasétik preparatlarin analizi
icin valide edilmis, dogru, kesin, kolay uygulanabilen, hizl, 6zellikle de dusuk
maliyetli analiz yontemlerine ihtiyag vardir. Kapiler elektroforez, ilag
analizlerinde sikga uygulanan bir yontemdir. Adi  gegen Uglu
kombinasyondaki maddelerin ayni anda analizi i¢in valide edilmis bir kapiler
elektroforez yontemine kaynaklarda rastlanmamis olmasi, bizi bu ¢alismaya
yonlendirmigtir.

Bu calismanin amaci, U¢lu karisim halindeki farmasotik preparatlardan
PRO, PAR ve KAFIn ayni anda analizi i¢cin varolan yontemlere goére
ustinlikleri olan alternatif bir analiz ydntemi gelistirmektir. Kapiler
elektroforez, diger analitik yontemlere gore yontem gelistirme suresi daha
kisa, sarf malzeme tuketimi ve maliyeti daha az, ayirim etkinligi daha yuksek,
hizli, dodru, tutarli ve kolay uygulanabilen bir yéntemdir (2). Bu nedenle
kapiler elektroforez yontemiyle PRO, PAR, ve KAF igeren Ugla karisimlarda
her bir maddenin ayni anda miktar tayini igin optimum yontem parametreleri
arastirimis, optimize edilen ydntemin gecerliliginin kanitlanmasi amaciya
gozlenebilirlik siniri, alt ve Ust tayin sinirlari, dogrusallik araligi, kesinlik,
dogruluk, segicilik, saglamlik ve tutarlilik gibi parametreler degerlendirilmistir.

Uclii karisim halindeki adi gegcen maddelerin ayni anda analizi igin
geligtirilip valide edilen kapiler elektroforez yontemi, Turkiye piyasasinda
satilan PRO, PAR ve KAF iceren U¢ farkli farmasoétik preparat Gzerinde
uygulanmigtir. Bu preparatlardan biri kaynaklardaki baska bir yontemle de
analiz edilip yontemler arasinda elde edilen sonuglar agisindan fark olup

olmadiq istatistiksel olarak degerlendirilmistir.



2. GENEL BILGILER

PAR, PRO, ve KAF, kombinasyon seklinde tablet formundaki
farmasotik preparatlarda kullaniimaktadir. Bu preparatlar bas, dis, kulak ve
kas agrilarinda, dismenorede, zonada, nevraljilerde, fasiyal, interkostal,
siyatik vb. romatizmal hastaliklardaki akut agrilarda (6rnedin dejeneratif
eklem hastaligi, artrit, osteoartrit ve diger iskelet-kas bozukluklarinda),
travma veya ameliyat sonrasi agrilarda, soguk alginhginda, grip, tonsillit gibi
ust solunum yolu hastaliklarinda, kirikhk ve tutulmalarda, burkulma ve travma
sonras! adrilarda, agri kesici ve ates dusurucl olarak kullanilir (3). Bu
kombinasyonu iceren Turkiye’deki preparatlar ve etkin madde igerikleri Tablo

2.1.'de verilmistir.

Tablo 2.1. Turkiye piyasasinda bulunan PRO, PAR, ve KAF kombinasyon

preparatlari.

Etkin madde miktari (mg/tablet)
Preparatin T
Uretici Firmasi
Adi
PAR PRO KAF

. ® Yeni ilag ve Hammaddeleri
Aljil” tablet San. Tic. A.S. 300 150 50
Minoset® | Roche Miistahzarlari San.
Plus tablet A.S. 250 150 50
Panalgine® , . 300 150 30

tablet Atabay llag Fabrikasi A.S. 5




2.1. Parasetamol

2.1.1. Kimyasal ve Fiziksel Ozellikleri

OH

Sekil 2.1. PAR molekulu

Kapall formali CgHgNO, olan PAR’In acik formuli Sekil 2.1°de
gosterilmigtir. PAR’In molekul agirhgr 151,17 olup %63,56 C, %6,00 H,
%9,27 N, %21,17 O icermektedir. PAR’In kimyasal adi N-(4-
Hidroksifenil)asetamid veya 4’-Hidroksiasetanilid’tir. PAR’In diger adlarn
(sinonimleri) sunlardir: Asetaminofen; p-Hidroksiasetanilid; p-Asetamidofenol;
p-Asetaminofenol; N-Asetil-p-aminofenol (4).

PAR beyaz kristal veya granul seklinde bulunabilir. Erime noktasi 169-
170,5°C arasindadir. PAR'In 1 g1 yaklasik 70 mL suda, 7-10 mL etanolde,
13 mL asetonda ¢dzunur. Sicak suda soguk suya oranla daha fazla ¢ozunur.
Metanol, dimetilformamid, etilendiklorir ve etil asetatta ¢ozundr, petrol eteri,
pentan ve benzende ¢éziunmez (4,5).

PAR’In ayrisma sabitleri pK=-1,71+0,04, pK,=9,68+0,06’dir (6).

PAR’In kimyasal sentezi Sekil 2.2’de gosterilmigtir. Anilinden hareketle
hazirlanan diazonyum tuzu ve fenolin reaksiyonuyla olusan ara Urdnun
reduksiyonu ile elde edilen p-aminofenol, asetik anhidritle reaksiyona
sokularak PAR elde edilmektedir (7).



OH
~ N=sN"|° OH OH OH
+ H, (CH5CQO)-.0
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Parasetamol

Sekil 2.2. PAR sentezi.

2.1.2. Farmakolojik, Farmakokinetik ve Farmakodinamik Ozellikleri

PAR, mutad dozda oral aliminin ardindan tamamina yakini
gastrointestinal kanaldan emilerek 30 dakika iginde analjezik etki gostermeye
baglar 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 duguktur. Eliminasyon yarilanma omru 3,3 saattir
(3,8).

Dismenoreye bagl agrilarda tek basina kullanilan 1000 mg PAR’In
analjezik etkisi, 400 mg naproksenden daha azdir (9). Yapilan ¢ok merkezli,
randomize, ¢ift korli, paralel gruplu karsilastirma c¢alismasinda ise
osteoartritte ginde 4000 mg PAR kullanan bir hasta grubu (n=276) ile
750 mg naproksen kullanan diger hasta grubu (n=275) arasinda analjezik
etkinlik agisindan bir fark bulunmamis ve naproksene bagli gastrointestinal
kanama ve anemi yan etkileri bildirilmistir (10). Diger bir calismada da
postoperatif analjezik etkinlik agisindan oral kullanilan PAR, diklofeanak ve
PAR-diklofeanak kombinasyonu arasinda fark bulunmamigtir (11). PAR,
PRO ve KAF’In potansiyalize sinerjistik etkisi bulunmaktadir. Kombine olarak
kullanilan PAR, PRO ve KAF, agr kesici olarak tek basina kullanilan PAR,
ibuprofen ve aspirinden daha etkilidir (1).

PAR, yeni c¢ikan pek c¢ok analjezik ilaca oranla oldukga ucuz,
hamilelikte dahi glvenle kullanilabilen (glUvenlik kategorisi B), teratojenik
etkisi olmayan bir analjezik olup, aspirin ve ibuprofenden daha fazla

kullaniimaktadir (12 —14). En eski ve en guvenilir agri kesicilerden olan
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PAR’In analjezik etki mekanizmasi, henliz kesin olarak bilinmemektedir.
Siniflandirmada  non-steroidal  antienflamatuvar  ilaglarin  arasinda
dusunulmekle beraber, PAR etki ve yan etkileri bakimindan bu siniftaki diger
ilaglardan farkhdir (15). Geg¢mis yillarda PAR’in periferal prostaglandin
sentezini inhibe ederek etki gosterdigi ileri stralmustar (15,16). Ancak son
yillarda yapilan ¢alismalar PAR’'In periferik prostaglandin sentezi lUzerinde
zayIf inhibitor etkisi oldugu, daha ¢ok merkezi siklo oksijenaz enzimlerinin
bazi formlarini inhibe ederek analjezi sagladigi 6ne suralmustar (15,17). Lee
ve dig. (18)'nin ¢alismasinda ise PAR’In periferik etkisinin de bulundugu ve
COX-2’'nin bir alt tarin0 inhibe ettigi ileri sUrdlmustir. Siklooksijenaz
enziminin COX-3 ad verilen turl, beyinde prostaglandinlerin sentezinde rol
oynamaktadir. Son yillardaki arastirmalara goére, PAR’In COX-1 ve COX-2
enzimlerini inhibe etmedigi, COX-3 inhibisyonu ile analjezik ve antipiretik etki
sagladigi gosterilmistir (19 21). Bu, PAR’'In antienflamatuvar etkisinin
olmayisini ve gastrointestinal yan etkilerinin bulunmayisini agiklamaktadir.
Cunkd COX-1 inhibisyonu gastrointestinal yan etkilere sebep olmakta ve
COX-2 inhibisyonu antienflamatuvar etki saglamaktadir (22).

Organum vasculosum laminae terminalis (OVLT), Uglncl serebral
ventrikulin ©on duvarinda bulunan bir organ olup vicut sicakliginin
dizenlendigi merkezdir. Tavganlar Uzerinde yapilan deneylere gore stafilokok
enterotoksin-A, bu organdaki glutamat derisimini arttirmakta ve vicut
sicakhgi artmaktadir. PAR, OVLT'deki glutamat salinimini inhibe ederek
antipiretik etki gostermektedir (23).

PAR, antienflamatuvar etkisi dusik oldugundan, bu tdr etkinlik
gerektiren endikasyonlarda kullaniimaz. Ancak antienflamatuvar ilaglarin
analjezik etkisini artirmak icin onlarla birlikte kullanilabilir. PRO haricindeki
non-steroidal antienflamatuvar ilaglarla PAR’In kombine kullaniimasi
sonucunda, ekstra analjezik etki olusup olusmayacagina dair kanit
bulunmamaktadir (24). Antitrombositik etkinligi zayiftir; kanama sUresini
degistirmez. PAR’'In solunum, kardiyovaskller sistem ve asit-baz dengesi
uzerinde belirgin bir etkisi yoktur. Midede iritasyon ve kanama yapmaz.

Protrombin sentezini etkilemez. Plazma proteinlerine fazla baglanmaz. PAR,
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oral yolla erigkinlerde 500-1000 mg dozunda verilir ve bu doz gerekirse 4-6
saatte bir tekrarlanir. Glnlik en ylUksek dozu 4 g olarak kabul edilir. Bazi
kaynaklarda 3 g, bazilarinda 2,6 g olarak belirtiimigtir. Bobrek yetmezligi
olanlarda ve alkoliklerde doz azaltiimalidir. Bu dozlarda 10 gunden uzun
sureyle kullaniimasi tavsiye edilmez. Cocuklarda hepatotoksisite potansiyeli
daha dustk oldugundan, kg basina doz daha ylksek olup bir defada
10 mg kg”' dozunda verilebilir. 6-12 yas arasi gocuklarda bir defada
30 mg kg'1 dozda PAR verilebilir. Bir defallk doz, bir yasindan kuguk
bebeklerde 60-120 mg ve 1-5 yas arasi ¢ocuklarda 120-250 mg’dir. Daha
yuksek biyoyararlanim icin oral kullanilan PAR’In a¢ karnina alinmasi dnerilir
(25). Mutad dozlarda PAR’In yan etkileri ¢cok nadir gorilmekte olup alerjik
reaksiyonlar (deri dokuntuleri ve Urtiker) bildirilmistir (3,26).

PAR’In tamamina yakini karacijerde metabolize edilir. %05’
degdismeden itrah edilirken, %90’ glukuronid ve sulfat konjugatina donugur
ve %5’i oksidasyonla N-asetil-p-benzokinonimin (NAPQI)‘e donlsir. NAPQI,
reaktif bir madde olup hepatotoksiktir ve derhal glutatyon konjugatina ve
ardindan zararsiz olan sistin ve merkaptirata dontserek itrah edilir. Ancak
PAR dozu yukselince NAPQI olusumu da artar ve karacigerdeki glutatyon
stogu tikenince NAPQI, kovalent baglarla karaciger hlcrelerinin mitokondri
ve cekirdek proteinlerine baglanir. Bunun sonucunda karaciger nekrozu
olusur (27,28). Erigkinlerde 10 g Uzerinde alinan PAR, 24 saat zarfinda
bulanti, kusma ve karin agrisi gibi belirtilerle baglayan ve 2-3 gun sonra
ortaya c¢ikan sarilik, karaciger yetmezligi, hepatik ensefalopati ve bobrek
yetmezligi ile seyreden oldurtcu akut karaciger nekrozuna sebep olur. Bir
defada 20 g Uzerinde PAR alinirsa 6limle sonuglanma olasihgi artar. Gunde
5-8 g dozunda birka¢ hafta alinmasi ile de karaciger nekrozu ve ona bagli
0lum yapabilir (25). Cocuklar yuksek dozdaki PAR’In hepatotoksik etkisine
daha dayanikhdirlar. PAR’In pediyatrik toksik dozu 200 mg/kg olarak
bildirilmigtir (29). PAR zehirlenmesinde SH-donoérl olup glutatyon miktarini

arttiran N-asetilsistein intraven6z yolla uygulanir (30).



2.2. Propifenazon

2.2.1. Kimyasal ve Fiziksel Ozellikleri

CHa
H3C-CH CHs;

N_CH3
S N

Sekil 2.3. PRO molekulu.

Kapali formuld C14H1sN2O olan PRO’nun acgik formulia Sekil 2.3’de
gosterilmigtir. PRO’nun molekdl agirhgr 230,31 olup %73,01 C, %7,88 H,
%12,16 N, %6,95 O icermektedir. PRO’nun kimyasal adi 1,2-Dihidro-1,5-
dimetil-4-(1-metiletil)-2-fenil-3H-pirazol-3-on olup diger adlari (sinonimleri)
sunlardir: 4-isopropilantipirin, 4-isopropil-2,3,-dimetil-1-fenil-3-pirazolin-5-on,
2,3-Dimetil-1-fenil-4-isopropilpirazolon, isopropilfenazon (4).

PRO beyaz kristal seklinde bulunur. Erime noktasi 103°C’dir. PRO’nun
1 g'1 yaklasik 400 mL suda ¢ézunur. Etanolde ve kloroformda ¢ok ¢ozunur,
eterde ¢6zinulr (4,5). PRO’nun ayrisma sabiti pK= 0,91+0,02 ‘dir (6).

PRO’nun kimyasal sentezi Sekil 2.4’de gosterilmistir. Etil asetoasetatin
fenil hidrazinle kondenzasyonu sonucu olugsan 1-fenil-3-metil-5-pirazolonun
asetonla reaksiyonu sonucu olugan Urunun reduksiyonu ile PRO elde
edilmektedir (7).

CHs
HsC-CH CHs
NH-NH2 /—(
O O N—CH3
=C- -C- e
O—Cll CH; CHD CH3+ . N

OC,Hs O Hz2 /Ni

CHs
:/\ _NH
N CHsCOCH:;

Sekil 2.4. PRO sentezi.
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2.2.2. Farmakolojik, Farmakokinetik ve Farmakodinamik Ozellikleri

PRO, gucli analjezik ve antipiretik, distk antienflamatuvar etkinlik
gOsterir. Dipirona (metamizol) benzer etkiye sahiptir. Oral yoldan kullanilir
(25). Yapilan bir klinik calismada, bir hasta grubuna tek basina 150 mg PRO
verilirken, diger hasta grubuna 150 mg PRO ve 250 mg PAR kombinasyonu
verilmistir. Ortalama doruk plazma dlzeyi, tek basina PRO verilen grupta
0,37+0,08 saatte 1,75+0,42 mg L' iken, PRO/PAR verilen grupta 0,32+0,23
saatte 2,48+0,94 mg L olarak bulunmustur. Kombine olarak kullanildiginda,
PAR, PRO’nun doruk plazma duzeyini %40 civarinda arttirmakta ve
dolayisiyla analjezik etkisini potansiyalize etmektedir (1,25).

PRO ile kombine sekilde kullanilan KAF, PRO’nun antinosiseptif (agr
hissini azaltici, agri kesici) etkisini 6nemli sekilde arttirmaktadir (31).

PRO’nun tamamina yakini karacigerde metabolize olur. Ana metabolit,
glukuronit konjugatidir. Eliminasyonun c¢ogu idrarla, bir kismi da fecgesle
gerceklesir (7).

PRO kullanimina bagli yan etkiler kemik iligi depresyonu, su ve tuz
retansiyonu, santral sinir sistemi eksitasyonu, duyarli kimselerde herpes
labialis ve anjiyoddem olarak bilinmektedir. Gebelikte ve kiglk c¢ocuklarda

PRO kullanilmasi énerilmez (3,32).
2.3. Kafein

2.3.1. Kimyasal ve Fiziksel Ozellikleri
@) (|3H3
HsC_
N N
0~ N N
CH3
Sekil 2.5. KAF molekalu.

Kapali formali CgH1oN4O2 olan KAF’In acgik formuli Sekil 2.5de
gosterilmigtir. KAF'In molekul agirhgi 194,19 olup %49,5 C, %5,2 H, %28,9
N, %16,5 O icermektedir. KAF'In kimyasal adi 3,7-Dihidro-1,3,7-trimetil-



9
1H-purin-2,6-dion veya 1,3,7-Trimetilksantin’dir. KAF’In diger adlari
(sinonimleri)  sunlardir:  Coffeine, = Oxopurine, Thein,  Guaranine,
Methyltheobromine, No-Doz (4).

KAF beyaz kristalize toz geklinde bulunur. Erime noktasi 238°C’dir.
178°C’de sublimlesir ve sublimlesen KAF sogutulunca heksagonal kristaller
seklinde yodunlasir. Katt KAF'a 5mm uzakliktan 1 mmHg vakum
uygulaninca 160-165°C’de hizli suUblimlesme saglanir. Bu vyolla hazir
kahveden KAF sublimlegtirilierek KAF’siz kahve hazirlanir ve ayni zamanda
KAF da elde edilmis olur. KAF’In %1’lik sulu ¢dzeltisinde pH 6,9'dur. KAF’In
19’1 46 mL suda, 5,5 mL 80°C suda, 1,5 mL kaynar suda, 66 mL etanolde,
22 mL 60°C alkolde, 50 mL asetonda, 5,5 mL kloroformda, 530 mL eterde,
100 mL benzende, 22 mL kaynar benzende ¢ozundr (4). KAF'In ayrisma
sabiti pK=-0,11+ 0,05 ‘tir (6).

KAF, kahveden elde edilmekle birlikte kimyasal sentezle de elde edilir
(Sekil 2.6). N,N’-dimetillre ve etilsiyanoasetatin alkali ortamda reaksiyonuyla
elde edilen 6-amino-1,3-dimetilpirimidin-2,4-dionun nitréz asitle
nitrozolanmasini takiben amonyum sdulfur ile rediksiyonu ve formik asitle
reaksiyonu sonucu teofilin elde edilir. Teofilinin sodyum hidroksitli ortamda

metil iyodlrle reaksiyonu sonucu KAF elde edilmektedir (7).

0] @]
H3C, H3C\ NO
CHNHCONHCH, NC-CHICOOC:H; j\ | HNO, J\ |
MalOH
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0 0 H 0 CH;
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CH; CH> CH:

Sekil 2.6. KAF sentezi.
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2.3.2. Farmakolojik, Farmakokinetik ve Farmakodinamik Ozellikleri

KAF oral yolla 200-400 mg dozda alindiginda psikostimulan etki
gosterir. Uyanikhgi ve dikkati arttirir, yorgunlugu azaltir, amfetaminlerin
aksine bellek fonksiyonlari Uzerinde etkisi yoktur. KAF genelde bagdimlilik
olusturmaz. Ancak glnde 15-20 fincan kahve igenlerde bagimlilik gérilmeye
baglanir. 100-200 mg dozda oral alindiginda benzodiazepinlerin anksiyolitik
etkisini azaltirken, ylksek dozlarda alindiginda anksiyete olusturabilir. KAF
analeptik amacgla sodyum benzoat kompleksi veya sitrat tuzu halinde
intramuUskuller veya subkutan olarak kullanilirken, prematire apnesi gortlen
yenidoganlarda intraven6z veya nazogastrik sondayla kullanilir (7).

Becker ve dig. (33), KAF'In santral sinir sistemi uyaricisi ve hafif
diuretik etkili olugunu, astim, uyusukluk, yorgunluk, yenidogan apnesi ve
postdural gerilim tipi bas agrisinda endike oldugunu belirtmistir.

Choi ve dig. (34), KAFIn Kklinikte prematire apnesi gorilen
yenidoganlarda oral ve parenteral yoldan solunum stimdlani olarak
kullanildigini ve verildikten sonraki 24 saat iginde apne episodlarinin
frekansini %30-50 oraninda azalttigini bildirmektedir. KAF bu endikasyonda
gunde bir kez verilebilme kolayhgi, oral absorbsiyonunun guvenilirligi ve
terapotik penceresinin genis olmasiyla teofiline tercih edilir. KAF migren veya
bas agrisina kargi kullaniimak Uzere ¢cogu zaman analjeziklerle veya ergot
alkaloidleri ile kombine edilir. Ayrica uyusukluk ve yorgunluk hallerine kargi
da kullanilan bir ilagtir. KAF santral sinir sistemini her dizeyde stimile eden
hafif bir uyaricidir; kalp ve kardiyovaskiler sistemi de stimile eder. KAF
meduller solunum merkezini uyardidi gibi, brons diz kasinda da gevseme
meydana getirir. KAF istemli kaslari ve gastrik asit salgilanmasini uyarir;
bdbrek kan akimini artirir ve hafif ditretik etki gosterir (32).

KAF gastrointestinal kanaldan tam olarak absorbe olur. Oral olarak
alinmasini takiben plazma doruk konsantrasyon dizeylerine 50-75 dakika
icinde ulasilir. KAF tim vacut sivilarina hizla dagilir; kan-beyin engeli ile
plasenta engelini hemen hizla asar. Anne sutiine geger. Yaklasik % 17’si
plazma proteinlerine baglanir. KAF kismen karacigerde metabolize olur;

gerek degismemis ilag olarak gerekse metabolitleri halinde idrarla atilir.
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Plazma yari dmrl yetigkinlerde 3-4 saattir. Ancak KAF’1 annelerinden alan
yenidoganlarda plazma yari dmrd ¢ok daha uzun olup 80 saat kadardir.
KAF’In yan etkilerinin buydk bir bolumd farmakolojik etkilerinin siddetlenmis
olarak ortaya ¢ikmasindan kaynaklanir. KAF terapotik veya toksik olmayan
doz diuzeylerinde titreme, sinUs tasikardisi ve dikkatte artma meydana getirir.
Diger yan etkileri arasinda diyare, heyecan hali, ¢carpintilar, uykusuzluk, bas
agrisi ve kas seyirmeleri sayilabilir. Asiri doz durumunda, KAF 6nemli dlgude
bulanti/kusma ve anksiyete yapabilir. Asiri dozda KAF alinmasi kardiyak
aritmiler, ndbetler (konvulsiyonlar) ve deliryum meydana getirebilir. KAF hafif
bir ditretiktir. Polilriye neden olabilir. 1992 yilinda KAF yoksunluk sendromu
kesin olarak tanimlanmigtir. Birkag hafta boyunca KAF tiketen veya ilag
olarak alan hastalarda KAF kesildiginde letarji, anksiyete, bas donmesi veya
bas adrisi da dahil dikkate deder fiziksel ve psikiyatrik belirtiler gdzlenir. KAF
anksiyete hastali§i ve/veya panik hastali§i olan hastalarda bu olgularin
siddetlenmesine yol acabilecegi icin dikkatle kullaniimaldir. KAF, gebelikte
ve emzirme suresince, tam olarak kesilmese bile dikkatle kullaniimahdir. KAF
sut icine az da olsa gecger ve bu yenidoganda birikime yol agabilir. St veren
annenin yuksek miktarda KAF almasi bebegin uyuma guclugu ¢ekmesine ve
hiperaktif olmasina neden olur. Bu nedenle sut veren anneler KAF igeren
icecekleri sinirli 6lgude kullanmalidirlar. Hamilelik sirasinda KAF alindiginda,
fetusta aritmi gelistigi bildirilmistir. KAF, FDA'nin hamilelik kategorisinde C
kategorisine giren bir ilactir (32).

2.4. Kaynaklardaki PRO, PAR, ve KAF Analiz Yontemleri

2.4.1. Kapiler Elektroforez Yontemleri

Pérez-Ruiz ve dig. (35), PAR ve p-aminofenolin kapiler
elektroforezdeki 6zelliklerini ve ayrimini incelemigler ve gelistirdikleri kapiler
zon elektroforezi (CZE) yontemini PAR iceren farmasotik preparatlara
uygulamiglardir. Go¢ zamani, pik simetrisi, etkinlik ve ¢ozunuarlik Uzerinde
etkisi olan calisma elektrolitinin igerigi, derisimi ve pH’si, uygulanan voltaj,
kapiler uzunlugu gibi degigkenler incelenerek yontem optimizasyonu

yapiimistir. PAR ve p-aminofenol ayrimi, 57 cm eritiimis silika kapilerde
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pH 9,5 50 mM Borat tamponunda, 18 kV voltaj uygulanarak 4 dakikada
gerceklestiriimistir. Calisma araligi PAR icin 0,2-200 ug mL™" ve p-aminofenol
icin 0,3-3 pg mL™ olarak belirtiimistir.

Heitmeier ve Blaschke (36), analjeziklerin insan idrarindan analizi icin
kapiler elektroforez (CE) yontemleri gelistirmisleridir. PAR, asetilsalisilik asit,
antipirin, ibuprofen, naproksen, ketoprofen, PRO ve bu analjeziklerin
metabolitlerinin analizi i¢cin yontemler gelistirmiglerdir. Her madde ayri ayri
analiz edilmistir, karisim halinde yapilmamigtir. Asetilsalisilik asitin
metabolitlerinin analizi i¢in katodik taraftan enjeksiyon yapilmis ve analiz
suresini kisaltmak icin elektroosmotik akigi (EOF) yavaglatan 1 mM spermin
tetrahidroklortir tampona eklenerek kapiler i¢ ceperi kaplanmistir. Notral
oldugundan CZE ile ayrimi yapilamayan antipirin igin tampona 100 mM
sodyum dodesil sulfat (SDS) eklenerek miseller elektrokinetik kapiler
kromatografi (MECC) yontemi uygulanmistir. Diger analjezikler igcin CZE —
UV dizi diyot dedektor kullaniimistir. Metabolitlerin verdigi piklerin hangi
maddelere ait oldugunun teshisinde CE —kutle spektrometrik dedektor
kullaniimistir.

Vogt ve Conradi (37), KAF ve diger purin bilegiklerinin gida ve
ilaglardan analizi igin MECC yodntemi gelistirmislerdir. Gelistirdikleri yontemi
KAF, teobromin, teofilin iceren gidalarda ve ilaglarda uygulamiglardir.

Okamoto ve dig. (38), siklodekstrinle modifiye edilmis mikroemdlsiyon
elektrokinetik kromatografi (MEEKC) yontemi gelistirerek soguk alginhginda
kullanilan 14 farklh etkin maddeyi igeren bir ilaci analiz etmislerdir. Tiamin
nitrat, KAF, PAR, riboflavin, gayafenezin, psddoefedrin hidroklorur, askorbik
asit, etenzamid, DL-metilefedrin hidroklorur, dihidrokodein fosfat, ibuprofen,
noskapin, karbinoksamin maleat ve bromheksin hidroklorir iceren 14
bilesenli bir karisimdaki maddelerin ayni anda analizini gergeklestirmislerdir.
Siklodekstrin olmadan tiamin ve riboflavin ayriminin yetersiz oldugunu
belitmislerdir. Farkli siklodekstrin turlerinin denenmesi sonucunda en iyi
ayrimin 3 mM  2,6-di-O-metil-B-siklodekstrin ile saglandigini ve tampon
bileseninin sdyle oldugunu belirtmislerdir: %81 pentan, %6,61 butan-1-ol, %2
propan-2-ol, %4,47 SDS, %86,11 sodyum tetraborat 10 mM ¢dzeltisi (oranlar
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a/a cinsindendir).

Ashcroft ve dig. (39), PAR , fenasetin ve metabolitlerinin idrardan
analizi icin CE — kiitle spektrometri ydntemi gelistirmislerdir. idrar numuneleri
-20°C’de dondurularak saklanmig, analiz edilecegi zaman c¢ozulerek direkt
olarak ve kati faz ekstraksiyonunun ardindan cihaza verilmistir. PAR igin
calisma araliginin 0,1 — 100 pg mL™" oldugu belirtilmistir.

Zhao ve dig. (40), KAF, teobromin, paraksantin, teofilin ve 1,3,7-
trimetilUrik asitin miktar tayini icin MECC yontemi geligtirmislerdir. Yontemin
optimizasyonu i¢in tampon igerigi, derisimi ve pH’si, tampondaki misel
derisimi, uygulanan voltaj ve enjeksiyon suresinin etkisi incelenmistir.
Gelistirilen yontemde calisma elektroliti olarak 40 mM SDS iceren 20 mM pH
11,0 fosfat tamponu kullanmislardir. 35 cm etkin uzunlukta, 50 um i¢ c¢apl
eritiimis silika kapiler kullanarak 29 kV voltaj uygulamiglardir. Analiz suresi 3
dakika, KAF icin dogrusal calisma araligi 1,5-194 ug mL™" olarak belirtilmistir.

Pucci ve dig. (41), PAR, KAF ve asetilsalisilik asit igceren tabletlerden
bu maddelerin ayni anda analizi i¢in ters faz kapiler elektrokromatografi
(CEC) yontemi gelistirmislerdir. Ayirim, 5 um Cg sabit fazla doldurulmus
75 um i¢ ¢aph 21,5 cm etkin uzunluga sahip kapilerde gerceklestiriimigtir.
Hareketli faz 25 mM pH 3,0 amonyum format ve asetonitril (30:70 h/h) olup
210 nm’de UV-GB dedektor kullanilarak miktar tayini yapiimistir. Calisma
araliklari PAR, KAF ve asetilsalisilik asit i¢in sirayla 20-160, 4-20, 50-200
ng mL™" olarak belirtilmistir.

Liu ve dig. (42), PAR ve p-aminofenolin miktar tayini i¢in yeni bir
mikrogip kapiler elektroforez sistemi Uretmigler ve bu sistem icgin analiz
yontemi gelistirmiglerdir. Mikrogipi Uretmek icin, plastifiye polietilen terefltalat
(PET) film tabakasi Ustline, bilgisayarda sekli tasarlanan ¢ip gorlntusu laser
yazici ile yazdirilmig, ardindan ayna gorintisu seklinde yazdirilan iki film tam
ust Uste gelecek sekilde 1si ile birbirine yapistiriimistir. Yazici tonerinin
olmadigi ince kanal 200 um geniglige, 10 um derinlige ve 5cm etkin
uzunluga sahip kapiler gorevi gormekte ve ayrim igin bu kapilerin iki ucundan
platin mikroelektrotlar yardimiyla 5000 V’a kadar voltaj uygulanmaktadir.

Miktar tayini, calisma elektrodu platin, referans elektrot Ag/AgCl, karsit



14

elektrot platin olan dedektorde amperometrik olarak gergeklestirimektedir.
Ayirim i¢in gecen sure 84 saniye ve analiz suresi 3 dakika olup yontemin alt

tayin sinirit 5 uM olarak bildirilmigtir.

2.4.2. Spektrofotometrik Yontemler

Din¢ ve dig. (43), spektrum oranlar tlrev spektrofotometrisi ile PAR,
PRO ve KAF iceren Uglu karisimda bu maddelerin ayni anda miktar tayinini
yapmislardir. Ayni ¢alismada bu maddelerin ayni anda analizi i¢in yuksek
performansli  sivi  kromatografisi (HPLC) ydntemi de gelistirmislerdir.
Calismada HPLC ydnteminin spektrofotometrik yonteme gore daha spesifik
ancak daha pahali oldugu ve spektrofotometrik yontemin ayrima gerek
kalmadan sonug verdigi belirtilmistir. Bu ¢alismadaki spektrum oranlari turev
spektrofotometrisi yontemi, tez calismasinda gelistirilen CE yontemi igin
kargilastirma yontemi olarak secilmis olup, Bolum 3.6'da ayrintilari verilmigtir
(Bkz. syf.44).

Din¢ (44), PAR ve KAF iceren tabletlerden bu maddelerin ayni anda
analizi icin spektrum oranlari turev spektrofotometri, Vierordt yontemi ve
HPLC yontemlerini iceren karsilastirmali bir ¢calisma yapmistir. Spektrum
oranlari turev spektrofotometrisi, oran spektrumlarinin birinci tdrevlerinde
KAF igin 267,9 nm ve 291,0 nm’deki, PAR igin 237,0 nm ve 251,8 nm’deki
analitik sinyallerin dlgumune dayanmaktadir. Kalibrasyon egrileri, KAF igin 4-
40 ug mL™" ve PAR icin 8-48 ug mL™" derisim araliklarinda cizilmistir. Vierordt
yonteminde PAR ve KAF’In absorbanslari 242,9 nm ve 273,0 nm’de
Olculmuagtur. Absorbans degerleri matrisler seklinde Matlab bilgisayar
yazihmina girilerek program vyardimiyla numunedeki madde miktarlari
hesaplanmistir.  iki spektrofotometrik ydntemin sonuglari ile HPLC
yonteminden elde edilen sonuglar kargilagtiriimigtir. Ug yontemle de dogru
sonuca ulagilabildigi, HPLC yonteminin daha spesifik ama daha pahali
oldugu belirtilmistir.

Onur ve Acar (45), KAF ve PAR igeren tabletlerden etkin maddelerin
ayni anda miktar tayinini birinci tUrev absorbans spektrofotometrisi ile
yapmislardir.

Onur ve Acar (46), gelistirdikleri ydontemle KAF ve PRO karisimlarinda,



15
kloroformdaki ¢ozeltilerinin birinci tirev UV spektrumlarindaki 308,2 nm’de
PRO igin, 263,8 nm’de KAF icin dA/dA dederlerini okuyarak ayni anda miktar
tayinlerini gercgeklestirmisler ve yontemi bu karigimi iceren bir tablete
uygulamiglardir.

Ding ve dig. (47), PRO ve KAF igeren uglu karigimlarin tabletlerinden
bu aktif bilesiklerin ayni anda analizi i¢cin spektrofotometrik “wavelet” analiz
yontemi gelistirmiglerdir. Bu yontemde UV spektrofotometreden elde edilen
spektrum verisi Matlab programina aktarilmakta ve bir dizi matematiksel
islemden gecirildikten sonra guraltiden arinmis yeni analitik sinyaller elde
edilmektedir. Elde edilen yeni sinyallerde daha fazla sayida sifiri kesen nokta
bulunmakta ve sinyal siddeti artmaktadir.

Ding ve Onur (48), PAR, KAF ve metamizol igeren Gglu karigimlarin
analizini spektrum oranlari turev spektrofotometrisi ile gerceklestirmiglerdir.

Ding¢ (49), PAR, KAF ve metamizol igceren tabletlerden bu maddelerin
ayni anda analizi igin, ¢ok degiskenli spektral verilere dayali kemometrik
kalibrasyon teknikleri kullanmistir.

Ding (50), askorbik asit, asetilsalisilik asit ve PAR igeren Gglu karigimin
ayni anda analizini ¢ift bdlenli (double divisor) oran spektrumunun birinci
tirevini kullanarak spektrofotometrik olarak gerceklestirmistir. Ugli karisimin
UV absorbans spektrumu, bu karigimdaki iki maddenin ayni derigimlerinin UV
absorbans spektrumlarinin toplamina boélinmesiyle elde edilen oran
spektrumunun birinci tdrevinden faydalanarak miktar tayini yapilimistir.
Ornegin, Gcll karisimdaki PAR miktar tayini igin, Gcll karisimin spektrumu,
askorbik asit ve asetilsalisilik asitin spektrumlarinin toplamina bolinerek elde
edilen oran spektrumunun birinci tarevi kullaniimistir.

Din¢ ve dig. (51), PAR ve mefenamik asit karigimini iceren farmasotik
preparattan bu maddeleri ayni anda analiz i¢in spektrum oranlar tirev
spektrofotometrisi ve kemometrik yontemleri kullanmistir.

Vidal ve dig. (52), PAR, PRO ve KAF’In farmasétik preparatlardan ayni
anda analizini tek akisli ¢cok degigkenli UV sensor (single flow-through UV
multiparameter sensor) kullanarak gergeklestirmislerdir. Gelistirilen yontemde

peristaltik pompa, C4g silika jel doldurulmus 30 mm uzunlukta, 1 mm ig
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capinda 6n kolon, UV dedektori ve bilgisayar kullaniimistir. Ugli karisimin
enjeksiyonunun ardindan su pompalaninca PAR elle edilmistir. Suya
hacimce %10 metanol eklenip pompalaninca KAF, metanol orani %50
yapilarak PRO elue edilmigtir. ElGentlerin miktar tayini, akis hicresindeki UV
dedektor ile gergeklestirilmistir.

Afkhami ve Bahram (53), PAR, askorbik asit ve asetilsalisilik asit
iceren Ucglu karisimdan bu maddelerin ayni anda analizini gergeklestirmek
icin, oran spektrumlari verilerinin merkezilestiriimesi ve elde edilen yeni
verilerin dalgaboyuna karsi grafige gegcirilerek olusturulan sinyallerin
maksimum degerlerinin kullanimina dayali yoéntemden faydalanmiglardir.
Matlab bilgisayar yazilimiyla spektrumlar Uzerinde bir dizi matematiksel
islemler yaparak miktar tayinini gergeklestirmiglerdir.

Afshari ve Liu (54), PAR’In serumdan analizi igin spektrofotometrik
yontem gelistirmislerdir. Serumdaki serbest PAR, etil asetatla ekstre
edildikten sonra asidik ortamda isitilarak p-aminofenole hidroliz edilmektedir.
Ardindan sodyum periyodatli ortamda p-ksilenol ile reaksiyonu sonucu mavi
renkli indofenol tlrevi olusmaktadir. Bu bilesigin 635 nm’deki absorbansindan
yola c¢ikilarak serumdaki PAR miktari tayin edilmektedir. Gelistirilen yontemin
dogrusallik araligi 25-600 ng mL™"dir. Bu ydntemle, asiri doz PAR alimini
takiben meydana gelen zehirlenmelerde serumdaki serbest PAR duzeyi
Olcilmektedir. Normal kullanim dozlarinda ise plazmadaki PAR duzeyi bu
yontemin alt tayin sinirindan daha duguktar.

Bouhsain ve dig. (55), farmasdétik preparatlardan PRO ve KAF'In ayni
anda analizini Fourier Transform Infrared Spektroskopi yontemiyle
gerceklestirmislerdir. Alt tayin sinirlari PRO icin 0,06 ng mL™" ve KAF icin 1,5
ug mL™ olarak belirtilmistir. Yontemde kullanilan kloroformun distilasyon ile
geri kazanilmasi igin sistem gelistirilmigtir.

Moreira ve dig. (56), toz halindeki farmasoétik numunelerden PAR
analizini floresans spektroskopisiyle yapmislardir. Bu yontemle, toz haline
getirilen farmasoétik preparat, hicbir 6n islem yapmadan direkt analiz
edilebilmektedir. Eksitasyon dalgaboyunu 333 nm, emisyon dalgaboyunu

382 nm olarak bulmuslardir. PAR miktarinin  100-400 mgg” oldugu
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numunelerde, floresans siddetinin derisimle dogru orantili oldugu ve calisma

arali§inin 43,1-55,7 mg g~ oldugu bildirilmistir.

2.4.3. Kromatografik Yontemler

Mamolo dig. (57), PAR, PRO ve KAF’In tabletlerden ayni anda miktar
tayini igin yuksek basingli sivi kromatografisi (HPLC) yontemi gelistirmislerdir.
Uyguladiklari yontem ters faz kromatografisi olup, hareketli faz olarak lineer
gradient seklinde su-metanol karigimi kullanmiglardir.

Di Pietra ve dig. (58), fotokimyasal turevlendirme ve dizi diyot
dedektor ile HPLC yodntemi gelistirerek PAR, PRO, KAF, klorfeniramin ve
asetilsalisilik asitin analizini gerceklestirmislerdir. Gelistirdikleri ydontemde C+g
ve siyano kolonda ters faz kullanmiglardir. Yontemi piyasadaki farmasotik
preparatlara uygulamislardir.

Franeta ve dig. (59), tabletlerden PAR, KAF ve fenobarbitalin ayni
anda analizi icin HPLC ydntemi gelistirmislerdir. Yontemde C4s kolon ve UV-
gorunur bolge (UV-GB) dedektdr kullanmiglardir. Hareketli faz olarak pH
2,5'e fosforik asitle ayarlanmig asetonitrii — su karnigimi (25:75 h/h)
kullanmiglardir. 207 nm’de dlgum yapilmis ve validasyon parametreleri su
sekilde bulunmustur: Dogrusallik r=0,998; Gun-ici kesinlik BSS=%0,58 - 2,18;
Glnler arasi kesinlik BSS=%0,36 - 1,89; Dogruluk %geri kazanim=
%98,35 - 99,14. Geligtirilen yontem tabletlere uygulanmis ve sonuclarda
BSS= %0,99 - 1,21 olarak bulunmustur.

Marin ve dig. (60), PAR, fenilefrin ve klorfeniramin iceren kapsul ve
saselerden bu maddelerin ayni anda miktar tayinini HPLC yontemiyle
gergeklestirip yontemin validasyonunu yapmislardir. Hareketli faz olarak
40mM pH 6,0 fosfat tamponu (A) ve asetonitrii (B) kullanmislardir.
Baslangigta %92 A + %8 B olan hareketli faz, 8 dakika suresince dogrusal
gradientle %75 A + %25 B olacak sekilde ayarlanmigtir. 8. dakikada %30 A +
%70 B olarak ayarlanip 5 dakika sureyle bu kosul devam etmigtir. Ardindan
ilk kosula (%92 A + %8 B) ayarlanip 20. dakikaya kadar bu sekilde devam
etmistir. UV detektorle 215 nm’de fenilefrin ve klorfeniramin, 280 nm’de PAR
miktar tayini yapiimistir.

Kartal (61), PAR, KAF ve kodein fosfatin farmasétik preparatlardan
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ayni anda analizi igcin HPLC yoéntemi gelistirmistir. Hareketli faz olarak
20/20/30/30 (h/h/h/h) 0,01M KH,PO4, metanol, asetonitril, isopropanol
karigsimi kullanmistir. Ayirm Cg kolonda gergeklestiriimis ve 218 nm’de
spektrofotometrik miktar tayini yapiimistir. Yontemin dogrusallik araligi PAR
icin 0,4 — 1500 pg mL™, KAF icin 0,075 — 90 pg mL™ ve kodein fosfat igin
0,3 — 30 ug mL™ olarak bulunmustur.

Abou-Qare ve dig. (62), PAR, KAF, asetilsalisilik asit ve piridostigmin
bromurin sigan plazma ve idrarindan analizi i¢cin HPLC ydntemi gelistirip
valide etmislerdir. Cqg kati faz ekstraksiyon kartusu ile biyolojik numunelerden
maddeler ekstre edilmigtir. HPLC yonteminde ayirim igin ters faz C4g kolonu
kullanilmigtir. 280 nm’de UV dedektorle miktar tayini yapilmigtir. Dogrusallik
arali§i 100 — 1000 ng mL™ olarak belirlenmistir.

Santos ve dig. (63), atik sularda PAR, KAF, diklofenak, ibuprofen,
ketoprofen, naproksen ve karbamazepinin ayni anda analizi i¢in dizi diyot
dedektorli ve floresans dedektorli HPLC ydntemi gelistirmislerdir. On
deristirme ve temizlik amaciyla Oasis-HLB kati faz ekstraksiyon kartusu
kullanmislardir. Ayirim igin LiChrospher® 100 RP-18 kolon kullanmislardir.
Miktar tayininde ibuprofen ve naproksen igin floresans dedektor, diger
maddeler icin de dizi diyot dedektdr kullanmiglardir. Calisma araligi
6,2-160 ng mL™ olarak bulunmustur. Yéntem, ispanya’nin Sevil sehrindeki 4
atik su aritma tesisinden alinan ornekler Uzerinde uygulanmigtir.

Jenseni ve dig. (64), PAR ve iki metabolitinin (PAR glukuronid ve PAR
sulfat) plazma ve idrardan miktar tayinini HPLC ydntemiyle yapmislardir.
Ayirim igin Cqg kolon kullaniimistir. Hareketli faz olarak fosforik asitle pH
3,7ye ayarlanmis 0,1M  potasyum dihidrojen ortofosfat / isopropanol /
tetrahidrofuran (100/1,5/0,1; h/h/h) karisimi  kullaniimistir.  Yoéntemin
dogrusallik araligr 100 — 20.000 uM olarak belirtilmigtir.

Portolés ve dig. (65), 500 mg PAR iceren farmasotik formulasyon
gelistirerek, bu formulasyonun biyoyararlanimini belirlemek i¢cin HPLC
yontemini kullanmiglardir. Saglikli gonulltlere ilag verip belirli zamanlarda
kan alarak plazmada PAR miktar tayini yapmiglardir.

Vertzoni ve dig. (66), tavsanlara toksik dozda PAR verdikten sonra,
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tavsanin plazmasi ve idrarindaki PAR ve metabolitlerinin miktar tayini igin
ters faz HPLC ydntemi gelistirmislerdir. PAR igin ¢alisma arahgini 0,5-
250 ug mL™" olarak belirlemislerdir.

Martinez-Algaba ve dig. (67), antihistaminik ilag kombinasyonlarindaki
etkin maddeleri ayni anda analiz etmek icin miseller sivi kromatografisi
yontemini gelistirmislerdir. Antihistaminik maddelerle kombine kullanilan KAF
ve PAR’In analizini de yapmislardir. Yontemde C+g kolon ve miseller hareketli
faz igin setiltrimetilamonyum bromur ve organik modifiyer olarak 1-propanol
ve 1-butanol kullanmislardir. Gézlenebilme sinirinin KAF igin 0,64 ug mL™" ve
PARi¢in 0,1 ug mL™ oldugu belirtilmistir.

Sioufi ve Marfil (68), fenazon turevlerinin insan plazmasindan tayini
icin gaz kromatografisi yontemini kullanmiglardir.

Zihlke dig. (69), PRO, fenazon, dimetilfenazon bu ilaglarin
metabolitlerinin icme sularindan miktar tayini icin gaz kromatografisi-kutle
spektrometrisi yontemi gelistirmislerdir. icme suyu &rnekleri Almanya’da
Berlin - Oranienburg’daki, yakininda ila¢ fabrikasi bulunan bir icme suyu
isleme tesisinden alinmistir. Yontemin alt tayin sinirinin 3-6 ng L™ oldugu
belirtiimis ve igme suyundaki analiz sonucunda, ila¢ ve metabolitlerinin
miktarlari 1 ug L altinda bulunmus ve izin verilen en yilksek deger olan
3 ng L™ altinda oldugu bildirilmistir.

Yegles ve Wennig (70), PRO’nun sakaldan tayini icin gaz
kromatografisi-kutle spektrometrisi yontemi gelistirmiglerdir. Yontemde sakal
numunesine uygulanan bir dizi 6n igslemden elde edilen ¢ozelti, Cqg kati faz
ekstraksiyon kartusundan gecirimekte ve gaz kromatografisi-kitle
spektrometrisi yontemiyle miktar tayini yapiimaktadir. 600 mg PRO alan
migren hastasinin sakalinda, ilag alimindan 48 saat sonra 170 pg mg'1 PRO
tayin edilmis olup ilag alimindan 2 gin sonra halen belirgin miktarda PRO
tayin edilmigtir.

Rofdewald ve Drehsen (71), aralarinda PRO’nun da bulundugu bir dizi
analjezigin tukurikten analizi igcin ince tabaka kromatografisi ydntemi
geligtirmiglerdir.

Ahrens (72), arasinda PAR ve PRO’nun da bulundugu bir dizi ila¢
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etkin maddesinin idrardan analizini yldksek performansli ince tabaka
kromatografisi — fiber optik tarama ydntemiyle gerceklestirmislerdir.
Yontemde ayirim ince tabaka kromatografisiyle gerceklestirildikten sonra plak
fiber optik duzenek ile taranarak olusan lekelerin UV spektrumlari direkt
olarak elde edilmigtir. Gelistirilen yeni ydntemin, klasik dansitometrik

analizden daha pratik, hizli ve duyarli oldugu ileri sGraimugtur.

2.4.4. Diger Yontemler

Goyal ve Singh (73), Cso-modifiye camsi karbon elektrot kullanarak
PAR’In voltametrik miktar tayinini yapmistir. Yontemde Bioanalytical Systems
(BAS) marka CV-50W voltametrik analizér, calisma elektrodu olarak 3 mm
caph fullerene (Cgo) ile modifiye edilmis camsi karbon elektrot, referans
elektrot olarak Ag/AgCl elektrot ve Kkarsit elektrot olarak platin tel
kullaniimistir. Uygulanan diferansiyel puls voltametrisi sonucunda PAR’In
oksidasyon pikinin potansiyelinin destek elektrolitinin pH’sina bagh oldugu,
pH arttikca potansiyelin dustugu belirtiimistir. Bu yontemde PAR’In ¢alisma
araliginin 0,05-1,5 mM oldugu bildirilmigtir.

Goyal ve dig. (74), PAR miktar tayini igin gelistirdikleri diferansiyel puls
voltametri yonteminde, nanoteknoloji kullanilarak altinla modifiye edilmis
indiyum kalay oksit elekrot kullanmislardir. Calisma araliginin 2,0.107 —
1,5.10" M oldugunu bildirmislerdir.

Staden ve Tsanwani (75), PAR’In farmasotik formulasyonlardan analizi
icin akis enjeksiyonu sistemi gelistirmislerdir. Yéntemin temeli, PAR’In
potasyum heksasiyanoferrat(lll) ile oksidasyonu ve ardindan amonyakli
ortamda fenolle reaksiyonu sonucunda mavi renkli Urin olusmasi ve bu
arinin 630 nm’de  spektrofotometrik miktar tayinine dayanmaktadir.
Yoéntemin alt tayin sinirinin 0,2 mg L™, dogrusal cevap sinirinin 60 mg L™
oldugu bildirilmigtir.

Sell ve Koniuszweska, (76), PRO ve KAF karisiminin miktar tayini igin
susuz ortamda diferansiyel spektrofotometrik titrasyon  yodntemini
kullanmiglardir. Titrant olarak 5 mM HCIO4 iceren asetik asit kullaniimigtir.
Numuneler dioksanda ¢ozulmugtur. Yontem piyasadaki tabletlere uygulanmis

ve PAR'In analizde girisime neden olmadigi belirtiimistir.
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Tomasetti ve dig. (77), PAR’'In tablet Gretiminde kullanilan yardimci
maddelerle etkilesmesini incelemek amaciyla termal analiz yontemi
geligtirmiglerdir. Termogravimetri ve diferansiyel tarama kalorimetri
yontemleri uygulamislardir. Polivinil pirolidon, magnezyum stearat, sitrik asit,
aspartam, sellloz ve nisasta ile PAR’In ikili karisimlari termoanalitik agidan
gecimli iken, yuksek oranda mannitol iceren karisimda etkilesme bildirilmistir.
Bu yontem miktar tayini yontemi olmayip termal etkilesmelerin incelendigi

kalitatif bir yontemdir.
2.5. Kapiler Elektroforez

2.5.1. Teorik Bilgiler

Kapiler elektroforez, 1980’li yillarda uygulanmaya baglanmis ve hizla
yayginlasmis bir analitik ydontemdir (78 —80).

Elektroforez, dogru akimin uygulandigi bir tampon c¢o6zeltide yUkll
taneciklerin diferansiyel gé¢ hizlarina dayanan bir ayirma yodntemidir.
Elektroforez, bir dizlemde bulunan destek ortaminda gergeklestiriliyorsa
“tabaka elektroforezi”, kapiler tUp icinde gercgeklestiriliyorsa “kapiler
elektroforez” adini alir. Kapiler elektroforezde, 10 — 100 um i¢ ¢apli ve 40 —
100 cm uzunlukta kapiler tlpler kullanilir.

Kapilerin agik olan iki ucu, i¢i calisma elektroliti ile dolu iki vial arasina
yerlestirilmigtir. Kapilerin bir tarafindan numune verilir ve viallere daldirilan iki
elektrot arasina 30 kV’a kadar dogru akim potansiyeli uygulanir. Analit
iyonlari, uygulanan elektriksel alan nedeniyle kapilerin diger ucuna dogru
hareket ederler. Ayirim, analit iyonlarinin gé¢ hizlarinin farkina dayanir.
Ayrimi gerceklesen iyonlarin miktar tayinleri kapilerin diger ucundaki bir
dedektorle gergeklestirilir (79).

Sekil 2.7°7de UV spektrofotometrik dedektorll bir kapiler elektroforez

cihazinin semasi gorulmektedir.
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Kapiler Termostat
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Sekil 2.7. Kapiler elektroforez cihazinin semasi.
(Sema olcgekli degildir. Kullanilan vialler genelde 1 mL hacimlidir. Kolay

gorilebilmesi amaciyla blylk gizilmiglerdir.)

Kapiler elektroforezde uygulanan yontemlerin siniflandiriimasi ve
ingilizce kisaltmalari asagidadir (79,81,82).
1) Kapiler zon elektroforez (CZE)
) Kapiler jel elektroforez (CGE)
3) Kapiler izotakoforez (CITP)
) Kapiler izoelektrik odaklama (CIEF)
) Kapiler elektrokromatografi
5.a) Dolgulu kolon elektrokromatografi (CEC)
5.b) Miseller elektrokinetik kapiler kromatografi (MEKC, MECC)
5.c) Mikroemdlsiyon elektrokinetik kromatografi (MEEKC veya MEECC)
5.d) Kiral kapiler elektroforez (CCE)
5.e) Afinite kapiler elektroforezi (ACE)
6) Mikrogip kapiler elektroforez ve elektrokromatografi (MCE, MCEC)

CZE, kapiler elektroforezin ilk uygulanmis olan temel tirtadur. CZE’de,
kapiler icindeki iyonlara iki kuvvet etki eder. Birincisi, uygulanan voltajdan
kaynaklanan elektrik alanin iyon Uzerinde olusturdugu kuvvet (elektroforetik
kuvvet), ikicisi de iyonun bulundugu tamponun akigidir (elektroosmotik akis).

Elektrik alan, pozitif yukll iyonlar (katyonlar) Gzerinde negatif yuklu elektrot
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(katod) yonune dogru bir kuvvet olustururken, negatif yukli iyonlar (anyonlar)
Uzerinde de pozitif yUkli elektrot (anot) yoninde bir kuvvet olusturur.
Cozeltideki notr molekulller elektrik alandan etkilenmez. Elektrik alanin
olusturdugu kuvvet, iyonlarda elektroforetik go¢ denen harekete neden olur.
lyonlarin elektroforetik gé¢ hizlari, yiik/cap oranlarina baglidir. Yiik/cap orani
blayuk olan iyonlar daha hizli gé¢ ederken, bu orani kuiguk olan iyonlar daha
yavas go¢ eder. lyonlarin géciinii etkileyen diger kuvvet elektroosmotik
akistir. Bu akisin nedeni, kapilerin i¢ ¢geperinde c¢alisma elektroliti ile SiO™
gruplar arasinda cift tabaka olusmasidir. Kapiler i¢ ¢eperinde pH 3,0'In
Uzerinde silanol gruplarinin ayrismasi ile negatif yukla SiO™ gruplar olusur.
Calisma elektrolitindeki pozitif yuklt iyonlar, kapiler ¢eperine yaklasirlar.
Cepere ¢ok yakin olan pozitif yukla iyonlar hareketsizdir. Ancak geperden
uzaklastikga, ceperle pozitif yUkli iyonlar arasindaki elektrostatik ¢ekim
zayiflar, kapilere uygulanan elektriksel alanin iyonlar Gzerindeki kuvveti
baskin gelir ve bu pozitif yukll iyonlar topluca negatif yuklu elektroda (katot)
dogru goc¢ ederler. Bu toplu gog, kapiler icindeki tamponun katoda dogru

akmasina neden olur. Bu akisa elektroosmotik akis (EOF) denir.

Elektroosmotik akis hizi (Veor), Esitlik 2.1.’e gore agiklanir.
Veor = E . lEeor (2.1.)

Veor : Elektroosmotik akis hizi,
E: Elektriksel alan (V cm™)

Leor : Elektroosmotik hareketlilik

Kapiler ceperine yakin olan hareketsiz katman ile merkeze yakin olan
hareketli katmanin meydana getirdigi ¢ift tabaka arasinda olusan potansiyele
zeta potansiyeli (§) adi verilir. Calisma elektrolitinin dielektrik sabiti arttikgca
zeta potansiyeli duser. Zeta potansiyeli arttikga, c¢alisma elektrolitinin
elektroosmotik hareketliligi artar.

Elektroosmotik ve elektroforetik etkiler sonucunda CZE’'de ellsyon

siras| asagidaki sekilde gosterilmigtir.
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Sekil 2.8. CZE'de iyonlarin ellisyon sirasi.

EOF’nin Ol¢llmesi igcin numune igine iyonize olmayan, dedektorle
tanimlanabilen, saf, kapiler duvariyla etkilesmeyen ve tamponda ¢dzulebilen
bir madde eklenebilir. Bu amagla en sik metanol kullaniimakta olup, aseton,
dimetilstlfoksit de kullanilabilir (83).

Elektroforetik hiz, kapilerin etkin uzunlugu (baslangigtan dedektére

kadar olan uzunlugu) ve maddenin gé¢ zamanindan hesaplanir (Esitlik 2.2).

2
Va =Vep + Veor = tetkm (2.2)
9

V, : Gozlenen elektroforetik hiz,
Vep : Maddenin elektroforetik hizi

Veor : EOF hizi,
! uin - Kapilerin etkin uzunlugu,

ty : Go¢ zamani

EOF'’yi hizlandirmak, yavaslatmak, durdurmak veya tersine gevirmek
icin kapilerin i¢ ylUzeyi degisik maddelerle kaplanabilir veya tampona degisik
maddeler eklenebilir. Katyonik yuzey aktif maddeler tampona az miktarda
eklenince EOF yavaslamakta, katyonik ylzey aktif madde derisimi arttirilinca
EOF durmakta, daha fazla eklenince de EOF ters yone ddénmektedir.
Genelde pH’nin artmasiyla EOF artmaktadir. ClnkU yuksek pH’da kapiler ic
ceperindeki SiO™ iyonizasyonu artar ve bu da EOF’de artisa neden olur.

Elektroosmozda kapiler igindeki elektrolit, diz kesitli bir yi1gin seklinde

akar. Kolon kromatografisindeki gibi parabolik akis profili olusmaz. Akis



25

profilinin diz olmasi nedeniyle, EOF, kolon kromatografisinde oldugu gibi
bant genislemesine onemli olgude etki etmez. Yalnizca yluksuz molekuller
difuzyonla dagilir, iyonlar dar zonlar olugturarak ilerler. Kapiler elektroforezde
bant genislemesi iki nedenle gerceklesir. Numune iyonlarinin kapiler ¢eperine
adsorpsiyonu bantin geriye dogru kuyruklanmasina neden olurken Joule
Isinmasi bolgesel mikro konveksiyonlar olusturarak bantin geniglemesine
neden olur. Joule 1Isinmasi, kapilerden gecen elektrik akimi nedeniyle olusan
Isinmadir.

Kapiler sicakligindaki degisim calisma elektrolitinin viskozitesini ve
elektroosmotik hareketliligini degistirdiginden, sonuglarin tekrarlanabilirligi igin
sicaklik, termostatll sistem sayesinde sabit tutulur. Aksi takdirde kapilerin
asiri 1Isinmasi pik geniglemesine, tekrarlanamayan gé¢ zamanina, numune
bozunmasina veya elektrolit kaynamasi sonucu elektrik iletkenliginin kesilip
deneyin basarisiz olmasina neden olabilir.

Uygulanabilecek maksimum voltaj deneysel olarak bulunur. Voltaja
karsi akim grafigi cizilerek dogrusalligin korundugu en yuksek voltaj segilir
(83). Voltaj yukseldikge pik genisligi azalmakta, ayiricilik artmakta ve analiz
suresi kisalmaktadir. Bu nedenle uygun olan en yuksek voltaj segcilir. 40 kV
ustundeki voltajlar normal kosullarda uygulanmaz gunku kivilcimlarla elektrik
bosalmasi ve kapilerin kirilmasi s6z konusudur (84). Genelde 5-30 kV arasi
voltaj uygulanmaktadir. Ancak 6Ozel elektrik kalkanlari kullanarak 120 kV’a
kadar voltaj uygulanmig ve peptit analizinde 6,1 milyon teorik tabaka sayisina
ulasiimigtir (2).

Dustk tampon derisiminde analiz suresi kisalir. Ancak tampon derisimi
¢ok dusuUk olursa genis ve asimetrik pikler olusabilir. Eger tampon derisimi
numune derisiminden azsa pik genislemesi veya kuyruklanmasi gozlenir.
Genel kural olarak, tampon derisimi numune derigsiminin en az 100 kati
olmalidir (83).

Calisma elektrolitine eklenen organik c¢ozlculer, vizkozite, dielektrik
sabiti ve zeta potansiyel Uzerinde etkilidir. Elektrolite metanol eklenmesi pik
simetrisini ve ayiricihgi iyilegtirirken, asetonitril eklenmesi analiz suresini
kisaltmaktadir (85 — 87).
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CZE’deki en 6nemli degiskenlerden biri ¢galisma elektrolitinin pH’sidir.
Opioidler ve mirtazepin gibi bazik molekuiller pH 2-4 gibi oldukca asidik
tamponlarda ayrilabilirler. Non-steroidal antienflumatuvar ilaglar gibi asidik

molekulleri ayirmak iginse pH 9 ve Uzerinde bir tampon kullanilir (88).

2.5.2. Kapiler Ozellikleri

Kapiler elektroforezde kullanilacak kapilerin tird ve boyutlar
uygulanacak yontem, analiz edilecek numune, istenen ayiricilik ve uygun
analiz slUresine gore segilir. Kapilerden beklenen, kisa analiz suresinde
yeterli ayrimi saglayabilmesidir. Kapilerin Uretildigi materyalin elektrik
iletkenliginin olmamasi, kimyasal olarak inert olmasi, dedektorle uyumlu
olmasi (6rnegin UV dedektdr igin kapilerin 1ginlari absorplamamasi), ayrica
kapilerin kolay kirilmamasi gerekir.

Eritilmis silika gunimuizde en sik kullanilan kapiler materyalidir. Kolay
kinldigi icin dig kismi poliimid ile kaplanip saglamlastiriimigtir. UV dedektor
kullanilacaksa, 1sik yolunu kapatmamasi igin poliimid kaplama bu bodlgeden
kaldirihr (Sekil 2.9).

Eritilmis silika hv (Isik kaynagr)
i
- 560cm—— »
25-100pum $
N
Poliimid kaplama Poliimid kaplamanin

olmadigi kisim
{Dedektdr penceresi) Dedektor

Sekil 2.9. Eritilmis silika kapilerin boyuna kesiti.

Pyreks kapiler, eritilmis silika kapilere gore daha saglam olmasi ve
dedektor penceresi agcmaya gerek gostermemesine ragmen 280 nm’nin

altinda calisilamama dezavantajina sahiptir. Teflon kapilerde homojen i¢ ¢ap
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elde edilemez ve 1sil iletkenligi dusuk oldugundan yuksek voltaj
uygulanamaz. Bu nedenlerden dolayi eritiimis silika, pyreks ve teflondan
daha sik kullanilan bir kapiler materyalidir. Genelde i¢ ¢ap1 25-100 um olan
eritilmis silika kapiler kullanilir. Buyuk ¢aph kapilerde yuksek 1si1 agiga ¢ikar
ve kapilerin i¢ duvariyla merkezi arasindaki isi farki ¢ok buyuk olur. Kiguk
caph kapiler kullaniimasi ile UV dedektorlerde 1sik yolunun kuglimesinden
dolay! absorbans duser ve pik yuksekligi azalir (83). Ayrica ¢ok kiguk capl
kapilerin partikullerle tikanma olasiligi yuksektir. Tikanmamasi igcin daha
pahali filtreler kullanmak gerekir.

Kapilerin tekrarlanabilir sonuglar vermesi igin ilk kullanimda ve her
analizden o6nce sartlandirma isleminden geciriimesi gerekir (83).
Sartlandirmayla kapilerin i¢ ¢ceperindeki silanol gruplarinin iyonlagsma orani,
dolayisiyla EOF, her analizde ayni olur. Eritilmis silika kapilerin iginden ilk
kullanimdan 6nce 1,0 N NaOH 15 dakika sureyle gegcirilir. Bundan sonra
yapilacak her analizden 6nce sirasiyla 0,1N NaOH, su, ardindan calisma
elektroliti gegirilir. Sartlandirma igin gereken zaman kapiler uzunluguyla ilgili
olup deneysel olarak tespit edilir. Genelde 0,1N NaOH, su ve tamponu ikiser
dakika gecirince tekrarlanabilir sonu¢ almak mimkuandar.

Kapiler elektroforezde tekrarlanabilir sonuclar almak icin kapiler
sicakliginin kontroli 6nemlidir. Sicakhgin degismesiyle etkinlik, go¢ zamani,
enjeksiyon hacmi ve dedektor cevabi degisir. Ayrica numune bozunmasina
da neden olabilir. Kapiler sicakhiginin kontrolu, kapilerin iginde bulundugu
kasetin icine, istenen sicakliga termostatl sistem ile ayarlanmis havanin fan

ile Uflenmesiyle saglanir.

2.5.3. Numune Enjeksiyonu

Kapiler icine numune enjeksiyonu hidrodinamik veya elektrokinetik
olarak yapilabilir.

Hidrodinamik enjeksiyon yapmanin U¢ yolu vardir. Bunlardan birincisi,
kapilerin girigs tarafina konulan numune vialine basin¢g uygulanmasidir.
Genelde 50 mbar civarinda 1-5 saniye arasi basing uygulanir. Ardindan
numune viali ¢ikarilip galisma elektrolit viali takilir ve voltaj uygulanarak

analize devam edilir. Hidrodinamik enjeksiyonun ikinci yolu, numune viali
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kapilerin giris kismindayken, c¢ikis kismindaki elektrolit vialine vakum
uygulanmasidir. Uygulanan vakumla istenen miktardaki numune kapilere
girince vakum kesilir, numune viali ¢ikarihp ¢alisma elektrolit viali takilir ve
voltaj uygulanarak analize devam edilir. Uglincii hidrodinamik enjeksiyon
yonteminde, sifon etkisinden vyararlanilir. Kapilerin giris kismina takilan
numune viali, cikistaki elektrolit vialinden daha yuksege vyerlestirilir.
Yergekiminin etkisiyle, numune kapilerin igine girer. Ardindan numune viali
cikarihp calisma elektrolit viali takilir ve voltaj uygulanarak analize devam
edilir.

Elektrokinetik enjeksiyonda kapilerin giris kismina numune viali
yerlestirildikten sonra, numune vialiyle ¢ikis kismindaki ¢alisma elektrolit viali
arasinda voltaj uygulanir. Olusan elektrik alanin etkisiyle numunedeki iyonlar
kapiler icine gé¢ etmeye baslar. Numune vialindeki anot (+), ¢ikis vialindeki
katot (-) oldugundan, ilk énce numunedeki anyonlar kapilere goc¢ eder;
ardindan noétral bilesikler olusan akis nedeniyle kapilere girer ve en son
katyonlar girer. Bu voltajin uygulanmasindan sonra numune viali ¢ikarilip

tampon viali takilir ve voltaj uygulanarak analize devam edilir (80).

2.5.4. Gug Kaynagi

Elektroforezi gerceklestirmek icin ylUksek voltajli gu¢ kaynaklar
kullanmak gerekir. Genelde 30 kV’a kadar voltaj saglayabilen, voltaji 0,01 kV
duyarlikla ayarlanabilen dogru akim kaynaklari kullanilir. Voltajin analiz
suresince sabit kalmasi igcin cihaz kesintisiz gi¢ kaynagina baglanmalidir.
Kapilerden gegen akimin 50 uA'den az olmasi istenir. 100 uA’e kadar akim
kabul edilebilirken, 125 uA’den fazla akim Joule i1sinmasina neden olur (89).

40 kV Ustundeki voltajlar normal kosullarda uygulanmaz, ¢unku
kivilcimlarla elektrik bosalmasi ve kapilerin kirilmasi s6z konusudur (84).
Genelde 5-30 kV arasi voltaj uygulanmaktadir. Ancak 6zel elektrik kalkanlari

kullanarak 120 kV’a kadar voltaj uygulanmigtir (2).

2.5.5. Kullanilan Dedektor Tipleri
Kapiler elektroforezin birgok tipinde ayrilan analitlerin hepsi ortak bir

noktadan gectikleri icin dedektorlerin tasarimi ve fonksiyonlari HPLC’de
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kullanilanlara benzer. Tablo 2.2‘de, kapiler elektroforezde kullanilan dedektér

tipleri ve gozlenebilme sinirlari verilmigstir (79).

Tablo 2.2. Kapiler elektroforezde kullanilan dedektorler.

Dedektor tipi Gozlenebilme Sinin ?
(belirlenen mol)

Spektrofotometri
Absorpsiyon® 10" -10"
Floresans
Kapilerden 6nce tiirevlendirme 10"~ 10%
Kapilerde tiireviendirme 8.107°
Kapilerden sonra turevlendirme 2.107"
Dolayli floresans 5.10™"
Termal mercekler” 4.10™"
Raman® 2.107™
Kitle spektrometri 107"
Elektrokimyasal
iletkenlik® 107"°
Potansiyometri Belirtiimemigtir.
Amperometri 7.10™
Radyometri® 107

@ Burada verilen gozlenebilme sinirlari 18 pL ile 10 nL’lik genis bir enjeksiyon
hacmi araligindan g¢ikariimigtir.
 Kitle godzlenebilme sinirt 1 nL enjeksiyon hacmi kullanilarak derisim

g6zlenebilme sinirindan gevrilmigtir.

2.5.6. Miseller Elektrokinetik Kapiler Kromatografi

Klasik CZE ile yuksuz molekillere sahip birden fazla maddenin ayrimi
miamkin degildir. CUnkl uygulanan elektrik alanin ylksiz molekiller
uzerinde etkisi yoktur ve tim yuksuz molekuller EOF ile ayni hizda gé¢
ederek birbirinden ayrilmadan elte olurlar. Molekdl yuklu bile olsa, yuk/gap
orani birbirine yakin olan baska maddelerin molekulleriyle benzer

elektroforetik hareketlilige sahip olmasi muhtemeldir ve bu maddelerin ayrimi
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CZE ile istenen ayiricilikta gerceklestiriliemeyebilir. Bu tlr ayirmalarda MECC

yontemi basarili sonuclar vermektedir (90).

Muijselaar ve dig. (91)'nin belirttigine gdre, miseller elektrokinetik
kapiler kromatografi (MECC) veya diger adiyla miseller elektrokinetik
kromatografi (MEKC) ilk defa 1984 yilinda Terabe ve dig. tarafindan
uygulanmistir. MECC yénteminde calisma elektroliti icine, kritik misel
konsantrasyonu uzerinde yuzey aktif madde eklenir. Yuzey aktif maddenin
olusturdugu miseller, ¢calisma elektrolitinde ikinci bir faz olustururlar. Numune
bilesenleri, sulu faz ile miselin igindeki hidrokarbon fazi arasinda dagilima
ugrarlar. Miseller, kapilerde sulu fazdan daha yavas ilerlediginden, farkli
polariteye sahip numune bilesenleri birbirinden ayriimis olur.

Yuzey aktif maddenin molekulindn bir ucunda hidrofilik bir grup vardir.
Hidrofilik grup uzun zincirli bir hidrofobik gruba baghdir. Ylzey aktif maddenin
molekulleri dugtik konsantrasyonlarda monomer halinde bulunurlar. Belli bir
konsantrasyona ulasinca, molekullerin hidrofobik uglari bir araya gelir.
Hidrofilik uglar disarida kalacak sekilde kire seklinde bir yapi olusur. 40-100
molekulin bir araya gelerek olusturdugu bu yapiya “misel” adi verilir. Misel
olusmasi i¢in gereken en duslk ylzey aktif madde derisimine bu ylzey aktif
maddenin “kritik misel konsantrasyonu” (KMK) denir. Ka¢ molekulun bir araya
gelerek misel olusturacagdi ve KMK degeri, maddeden maddeye degisir.
Sodyum dodesil sulfat (SDS) icin KMK degeri 8,1 mM (ortamdaki diger
maddelere goére 1,3 — 14,8 mM arasinda) civarindayken, butil-akrilat-batil-
metakrilat-metakrilik asit kopolimeri de ylzey aktif madde olup tek molekuli
ile misel gorevi yapar ve KMK’si pratik olarak sifirdir. (79, 91).

Yuzey aktif bilesiklerin yapilarinda tasidigi hidrofilik gruplar azalan
hidrofilisite sirasina goére ¢ grupta toplanabilirler (7):

a. -0S0,0Na, -COONa, —SO;Na, =N*=, X", -OSO,H, —SO,H

b. -OH, -SH, -O-, =CO, —CHO, -NO;, —NH;, -NHR, -NR;, —CN,

-CNS, —-COOH, —COOR, —OPO3H,, —ClI, —-Br, -
c. -CH=CH-, -C=C-
Yuzey aktif bilesikler, yapilarinda alifatik hidrokarbon zincirleri, arilalkil

gruplari ve polisiklik hidrokarbonlar gibi lipofilik gruplar tasirlar.



31

Yuzey aktif maddeler, tasidiklari fonksiyonel gruplarin &zelliklerine
g6re dort grupta toplanirlar (7):

1- Non-iyonik ylizey aktifler: Hidrofilik gruplari iyonize olmayan
gruplardir. Hidrofilik grup siklikla polioksietilen eter veya poliol esterleridir.
Gliseril monostearat ve polisorbat-80 bu yapidadir (Sekil 2.10.a).

2- Katyonik yuzey aktifler: Hidrofilik grup katyon olup kuaterner
amonyum tuzlari veya buyuk molekullu alifatik aminler olabilir. Benzalkonyum
klorur ve setilpiridinyum bromur bu gruptandir (Sekil 2.10.b).

3- Anyonik ylizey aktifler: Hidrofilik grup anyondur. Bu anyon, silfat,
sulfonat veya fosfat olabilir. Sabunlar, alkil sulfatlar, sodyum ksilen suilfonat
ornek olarak verilebilir (Sekil 2.10.c).

4- Amfoterik yuzey aktifler: Hidrofilik grup, biri anyon, digeri katyon
olmak Uzere iki gruptan olusur. Anyon olarak genelde sulfat, katyon olarak da
amin veya kuaterner azot igerirler. N-lauril B-asetat 6rnek olarak verilebilir
(Sekil 2.10.d).

(a)
O - O -
Lipofilik grup Hidrofilik grup
(b) (c) o
+/ Il
N — —S—0"
AN |
Lipofilik Hidrofilik inofili
IpOTIiiK grup laroniik grup Lipofilik grup Hidrofilik grup
(d)
LN™(CH,)~COO
Lipofilik grup

Katyonik Anyonik
hidrofilik hidrofilik
grup grup
Sekil 2.10. Ylzey aktif maddelerin genel molekuler yapisi.
a) Non iyonik b) Katyonik c) Anyonik d)Amfoterik
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MECC yoénteminde en sik kullanilan ylizey aktif madde SDS, diger

adiyla sodyum lauril sulfattir. SDS’nin erime noktasi 204-207°C, 6zgul
agirhgr 1,05 gmL", sudaki ¢dzinurligi 150 g L™, %1lik sulu gdzeltisinin
pH's1 9-10 arasindadir. SDS’nin kapali formult CH3(CH2)11OSOsNa olup,
acik formalu Sekil 2.11°‘de gosterilmisgtir.

T
[t S
‘ Hert

o

Sekil 2.11. SDS molekulu.

MECC’de kullanilan, SDS haricindeki yuzey aktifler sunlardir (91):

Anyonik yuzey aktifler: Sodyum N-lauril-N-metilirat, sodyum
trioksietilen alkileter asetat, sodyum dioksietilen lauril eter sllfat, sodyum
tetradeken sulfonat, sodyum oktil sulfat, magnezyum dodesil sulfat, disodyum
5,12-bis(dodesiloksimetil)-4,7,10,13-tetraoksa-1,16-heksadekanedisilfonat.

Katyonik yuzey aktifler: Dodesil trimetilamonyum bromir, setil
trimetilamonyum  bromdr, setil  trimetilamonyum  klorur, tetradesil
trimetilamonyum klorur, oktil trimetilamonyum klorur, dodesil trimetilamonyum
klorur, desil trimetilamonyum klorur, tetrabutii amonyum klorar ve diger
tetrabutil amonyum tuzlari.

Non-iyonik ylizey aktifler: Polioksietilen(20)sorbitan monolaurat
(tween20), triton x-100, oktil-B-D-glukopiranosid, oktil-B-D-maltopiranosid,
n-oktilsukroz, dekanoil-N-metilglukamid.

Makromolekuller yuzey aktiflerin tek bir molekuli bile misel gorevi
yapar ve bu yizden KMK’si sifirdir. Butil-akrilat-batil-metakrilat-metakrilik asit
kopolimeri buna 6rnek olup MECC’de denenmigtir. Ayrica enansiyomerleri
ayirmak igin kiral ylzey aktifler kullaniimaktadir. (91).

MECC’de genelde anyonik ylzey aktifler kullanilir. Olusan miselin dis

yuzeyi negatif yuklu olup elektrik alanda pozitif elektroda dogru hareket etme
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egilimindedirler. Tampon ¢o6zeltisi ise negatif elektroda dogru daha hizli bir
sekilde elektroosmotik akigla hareket eder. Anyonik miseller, olugsan denge
sonucunda EOF yodninde hareket ederler ancak, misellerin hizi ¢dzeltinin
hizindan duguktur. Boylece, ¢aligsma elektrolitinde iki farkli faz meydana gelir.
Misellerin i¢ kismindaki hidrofobik kisim, galisma elektroliti icindeki polar
olmayan molekiullerin ¢ézlnebilecedi ikinci bir faz olusturur. Bu faza “yalanci
sabit faz” adi verilir. Yalanci sabit fazdan daha hizli akan tampon ¢ozeltisi
hareketli faz gorevi gorur. Calisma elektrolitinde bulunan numune bilesenleri,
yalanci sabit faz ile su fazi arasinda dagilima (partisyon) ugrar. Polar
maddeler su fazini tercih ederken, apolar maddeler yalanci sabit faz olan
miseli tercih eder (79).

Notral yuzey aktifler genelde MECC’de kullanilmaz, ¢unku
olusturduklari misellerin elektroforetik hareketlilikleri yoktur. Ancak peptit
analizlerinde uygulamalari vardir. Ayrica SDS ile nétral ylzey aktiflerin
karigimlari denenmigtir (91).

Nakamura ve (92) dig., gelistirdikleri kapiler elektroforez yontemiyle
bazi anyonik yuzey aktiflerin KMK degerlerini tespit edip sonugclari
kaynaklardaki diger yontemlerle karsilastirmislardir. Yéontemde EOF ile
birlikte hareket eden notral bir bilesik olan 2-naftalenmetanol belirte¢ olarak
kullaniimistir. Tampona eklenen SDS derisimine karsi 2-naftalenmetanolin
g6¢ zaman grafige gegcirildiginde KMK’ye kadar sabit giden egri, KMK’'den
sonra aniden yukselmekte ve bu sayede KMK tespit edilmektedir. Bu
yontemle SDS icin KMK degeri 3,92 mM bulunmustur. Boya ¢ézunurliga
(dye solubilization) yontemiyle tespit edilen SDS KMK’sinin 3,53 mM,
iletkenlik yontemiyle tesbit edilen SDS KMK’sinin 4,02 mM oldugu
belirtilmistir.

Khaledi (93), SDS’nin KMK degerini 8,1 mM olarak bildirmigtir. Ancak
tampon ortaminin  durumuna gdére KMK degismektedir. Genelde,
elektrolitlerin eklenmesiyle ylzey aktif maddenin hidrofilik gruplari arasindaki
etkilesimler azaldigindan misel olusumu zorlagir ve KMK artar. Asetonitril,
aseton gibi aprotik organik c¢o6zuculerin %10’dan kuguk oranlarda

eklenmesiyle miseller daha stabil olurlar ve KMK duser. Ancak %15’ten fazla
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asetonitril veya %20’den fazla aseton eklenmesi miselleri dagitici etki gosterir
ve KMK artar. %35’e kadar metanol eklenmesi KMK’yi arttirirken, genis bir
araliktaki oranlarda etanol eklenmesi KMK’yi en az %15 dusurur. SDS’nin
KMK degeri farkli yontemlerle farkli ¢cozeltilerde ve degisik kogullar altinda
tespit edilmigtir. Sonuglarda SDS igin bulunan KMK degerleri 1,3 mM ile
14,8 mM arasinda degismektedir (94).

Bayrak (95), pH ve sicakhigin SDS ve dodesiltrimetilamonyum
bromurin misel olusturmasi Uzerindeki etkisini incelemistir. KMK’ye ulasinca
olusan misellerin 1s1g1 dagittigini  belirtiimis ve buna dayanarak KMK
Olcimleri tlarbidimetri yontemiyle yapilmistir. KMK degerleri SDS/HCI
karisiminda 25 mM, SDS/KOH karisimda 23 mM olarak bulunmustur.
Kuvvetli asidik ve kuvvetli bazik ortamlarda KMK degerinin arttigi, sicakligin

artmasiyla KMK’nin azaldigi belirtilmistir.

2.5.7. Kapiler Elektroforezde Cihaz ve Yontem Parametrelerinin
Validasyon Parametreleri ile iligkisi
Yontemde kullanilan cihaz parametreleri ile validasyon parametreleri

arasindaki iligskiler Tablo 2.3’te verilmistir.

Tablo 2.3. Kapiler elektroforezde cihaz parametrelerinin validasyon

parametreleri ile iligkisi .

Etkiledigi Validasyon

Cihaz Parametresi .
Parametresi

¢ Voltaj
e Sicaklik Go6¢ zamanlarinin kesinligi
e Kapilerin durumu / sartlandirma

¢ Enjeksiyon yontemi
e Sicaklik Pik alanlarinin kesinligi
e Cihaz yaziliminin integrasyon yontemi

Calisma araligi (alt ve Ust tayin

e Dedektorin dogrusal cevap araligi sinirlari)

e Dedektortun guralta miktari
o Kapiler boyutlari Gozlenebilme siniri
e Kapilerin sisteme dizgun takilmasi

e Cihaz yaziliminin pik safligini hesaplama

yontemi ve spektral analiz yontemi Segicilik




35

Kapiler elektroforezde ayirma ve miktar tayininde gelistirilen yontemin
basarill sayllmasi igin analiz suresinin kisa, etkinligin, seciciligin ve
ayiriciliginin yuksek olmasi gerekir.

Analiz suresinin kisa olmasi i¢in, yapiimasi gereken on iglemlerin ve
kapilerin sartlandirilmasinin az zaman almasi, ayrica cihazdan elde edilen
verilerle sonuca kisa zamanda ulasilabilmesi gerekir. Kapiler elektroforezde
on iglemlerin basit olmasi ve kisa zaman almasi, cihazdan elde edilen verinin
yazillm yardimiyla aninda sonuca donusturilmesi, analiz suresini
kisaltmaktadir. Analizin tamamlanmasi i¢in tUm numune bilesenlerinin
dedektore ulagmasi gerektiginden, bilesenlerin go¢ zamanlarinin kisa olmasi
onemlidir. Esitlik 2.3‘e gore, yuksek voltaj, kisa kapiler ve yluksek EOF ile

kisa analiz suresi elde edilebilir (89).

tg = getkin . Ltop|am / lJ,gV (23)
ty : GO¢ zamani,
\ : Uygulanan voltaj,

l : Kapilerin etkin uzunlugu (Kapilerin baslangiciyla dedektér arasindaki

etkin

uzaklik),
Ltoplam : Kapilerin toplam uzunlugu

Ug : Gozlenen elektroforetik hiz (EOF hizi+Maddenin elektroforetik hizi).

Kapiler elektroforezde etkinlik, teorik tabaka sayisiyla belirlenir. Teorik
tabaka sayisi go¢ zamani ve pik genigligine baglidir. Kapiler uzunlugu teorik

tabaka sayisina bdlinerek teorik tabakaya esdeger yukseklik bulunabilir (83).
N =16 (tg / w)? (2.4.)

N: Teorik tabaka sayisi,
ty: G6¢ zamani,

w: Pik genigligi.

Esitlik 2.4’e gore, sabit go¢ zamaninda pik genisligi ki¢uldikce etkinlik

artar.
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Esitlik 2.5'¢ goére, kapiler elektroforezde uygulanan voltaj arttikca
etkinlik artmaktadir (79).

N = pe.V /2D (2.5.)

N: Teorik tabaka sayisi,

ue: Maddenin elektroforetik hareketliligi,
V: Uygulanan voltaj,

D: Maddenin difizyon katsayisi.

Esitlik 2.6'da segcicilik katsayisinin hesaplanigi gorulmektedir.

o= (tz - to) / (t1 - to) (26)

o : Segicilik katsayisi,
t1 : G6¢ zamani kisa olan maddenin gé¢ zamani,
to : GO¢ zamani uzun olan maddenin go¢ zamani,

to : Sadece EOF ile suriklenen maddenin go¢ zamani.

CZE’de calisma elektrolitinin pH’si ve organik coziculer segiciligi
etkiler. MECC’de buna ek olarak galisma elektrolitindeki yuzey aktif madde
derigimi segiciligi etkiler.

Ayiricilik, komsu iki pikin birbirine olan uzakhgi ile ilgilidir ve Esitlik

2.7'ye gore elektroferogramdan hesaplanir.

R = 2(t2 - t1) / (W1 + W2) (27)

R: Ayiricilik (Resolusyon),
t1 : GO¢ zamani kisa olan maddenin go¢ zamant,
to : GO¢ zamani uzun olan maddenin gé¢ zamani,

w1, Wz . Komgu piklerin pik genisligi.
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GEREG VE YONTEM

3.1. Tez Caligmasinda Kullanilan Gerecler

3.1.1. Kullanilan Cihazlar
Kapiler Elektroforez (Hewlett Packard Agilent 3D-CE, UV dizi diyot
dedektdrld, bilgisayar kontroll()

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

c. Hassas terazi (Mettler, 0,1 mg hassasiyetli)

d. Bilgisayar (Microsoft Windows® isletim sistemi ve Microsoft Office®

> @ =

yazilimi yukl()

. Spektrofotometre (Shimadzu UV-1601 UV-goérundr bdlge, cift isik

yollu, 2 nm sabit slit araligi, bilgisayar kontrolli olup karsilastirma
yonteminin uygulandi§i bu spektrofotometre, Ankara Universitesi
Eczacilik Fakultesi Analitik Kimya Anabilim Dal’'nda bulunmaktadir.)
Ultrasonik banyo (Sonorex)

Su saflagtirici (Milli-Q Water purification system)

Buzdolabi (Bosch)

Santriftj (Nuve)

Vorteks

Manyetik karistirici

Otomatik pipet

3.1.2. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Parasetamol ...................... Atabay Kimya San. ve Tic. A.S.
Propifenazon ..................... Atabay Kimya San. ve Tic. A.S.
Kafein ..o Atabay Kimya San. ve Tic. A.S.
Diflunisal...........cccoovvvvnnnnnnn. Sigma

Sodyum dodesil silfat ....... Sigma, CE grade

Borik asit...........cccccceiinnnne Sigma, CE grade

Sodyum hidroksit (NaOH)..Merck ve Hewlett Packard
Hidroklorik asit (HCI) ......... Merck

Fosforik asit..........cccccennnne Merck

Sitrik asit......coeeeveeieen. Merck
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Metanol..........ccevvieiiinl. Merck

Asetonitril..........ccoooeiiiiiil. Merck

3.1.3. Kullanilan Cam Malzemeler ve Diger Sarf Malzemeleri

Tez calismalarinda eritiimis silika kapiler (35,5 cm etkin uzunluk,
44 cm toplam uzunluk; 50 um i¢ ¢ap), kapiler elektroforez viali (Pyrex®), cam
pipet (1-10 mL, Pyrex®), balon joje (5-1000 mL, Pyrex®), beher (5-250 mL,
Pyrex®), havan (cam), spatiil (metal), tartim kabi (cam), otomatik pipet ucu

(100 ve 1000 pL), filtre (0,45 um, selllozik membran filtre) kullaniimistir.

3.1.4. Analizi Yapilan Farmasotik Preparatlar

Geligtirilen analiz yontemi, asagidaki U¢ farmasotik preparat Uzerinde
uygulanmigtir:

Panalgine® tablet (Atabay ilag Fabrikasi A.S.)

Minoset® Plus tablet (Roche Miistahzarlari San. A.S.)

Aljil® tablet (Yeni llag ve Hammaddeleri A.S.)

3.2. Deney igin Gerekli Hazirliklar

3.2.1. Kullanilan Maddelerin Saflig:

Deneylerde kullanilan PAR, PRO ve KAF standartlari, Atabay Kimya
San. ve Tic. A.$."den saglanmigtir.

PAR Atabay Kimya San. ve Tic. A.$. tarafindan Uretilmis olup analiz
sertifikasinda ingiliz, Avrupa ve Amerikan Farmakopelerine gore goriinis,
teshis, c¢ozundrlik, erime noktasi, agir metal icerigi, 4-aminofenol gibi
safsizliklarin miktari, kuruma kaybi, su icerigi, sulfat kalt, miktar tayini, elek
testi, klorur, sulfat, sulfit, hemen karbonize olan madde miktari, pH, ugucu
organik safsizlik miktari ve p-kloroasetanilid miktari analiz sonuglarinin uygun
oldugu belirtiimektedir.

PRO, Wuxi Hexia firmasi tarafindan Uretilmis olup, trln sertifikasinda
gorunum, erime derecesi, IR-spektrumu, sulu ¢ozeltisinin pH’si, ince tabaka
kromatografisi ile analiz sonuglari, agir metal miktari, kuruma kaybi, sulfat
kili, miktar tayini sonuclari belirtimis ve Grin Ingiliz ve Avrupa

farmakopelerine uygun bulunmusgtur.
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KAF, Shandong Xinhua Pharmaceutical Co Ltd. firmasi tarafindan
uretilmis olup, analiz sertifikasinda goérinim, tanimlama, erime noktasi, sulu
¢Ozeltisinin gérunumu ve pH’si, kromatografiyle belirlenen safsizlik miktari,
sulfat kult, agir metal, kuruma kaybi, miktar tayini, ugucu organik bilesik
miktari, diger alkaloid miktari, hemen karbonize olan madde miktari, HPLC ile
miktar tayini sonuclar verilmis olup sonuglarin ingiliz ve Amerikan
farmakopelerine uydugu belirtiimektedir. Bu bilgiler 1s1ginda ve maddelerin
cekilen UV spektrumlar uyustugundan, ayrica bagka yontemle saflik

kontroline gerek duyulmamistir.

3.2.2. Cozeltilerin Hazirlanmasi

Cozeltilerin  hazirlanmasinda kullanilan su, Milli-Q su saflagtirma
cihazindan elde edilen, 0,45 um filtreden ge¢mis saf sudur. Suyun saflik
kontrolU cihazdaki entegre iletkenlik kontrolu ile yapiimaktadir.

CE calismalarinda i¢ standart (iS) olarak diflunisal (DiF) kullaniimistir.

PRO, PAR, KAF ve DIF stok ¢ozeltilerinin hazirlanmasi: 10,0 mg
madde analitik tartim kabinin icinde hassas olarak tartilip 10 mL balon jojeye
aktarilir. Balon jojeye 5mL su eklenip ultrasonik banyoda tamamen
¢dzlinmesi saglandiktan sonra su ile 10 mL’ye tamamlanir. Sonugta her ¢
madde icin 1000 png mL™" derisimindeki stok ¢ozeltiler hazirlanir. Hazirlanan
¢cozeltiler, buzdolabinda saklanir ve kullanilacagi zaman laboratuvar
sicakligina ulagmasi beklenir.

100 mL 100 mM Borat tamponu: 0,6183 g borik asit tartilip beherde
80 mL suda ¢ozulur. Manyetik karigtiriciyla surekli karigtirilirken pH metre
yardimiyla 1M sodyum hidroksit yavas yavas eklenerek pH istenilen degere
getirilince balon jojede su ile 100 mL’ye tamamlanir.

1L 0,1F Hidroklorik asit ¢ozeltisi: 1L’lik balon jojeye bir miktar su
konulduktan sonra uzerine 8,44 mL derisik %37,5'lik HCI ¢ozeltisi eklenir ve
su ile tamamlanir.

1L 2,0 F Nitrik asit c¢ozeltisi: 1L’lik balon jojeye bir miktar su
konulduktan sonra Uzerine 138,9 mL derigik nitrik asit eklenip su ile 1L'ye
tamamlanir.

1L 1,0 F Sodyum hidroksit ¢ozeltisi: 40,0 g NaOH tartilarak 1L’lik balon
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jojede su ile ¢ozulup 1 litreye tamamlanir.

Calisma elektrolitinin hazirlanmasi: 30 mM SDS iceren 20 mM pH 9,0
tamponundan 100 mL hazirlanmasi igin 123,66 mg Borik asit ve 865,2 mg
SDS tartilarak 100 mL’lik behere aktarilir. 80 mL su ile ¢ozulur. Manyetik
karigtirici ile koépurtmeden karistiriirken pH metre yardimiyla 1M NaOH
¢cozeltisinden damla damla eklenerek pH 9,0’a ayarlanir. Cézelti 100 mL’lik

balon jojeye alinarak su ile 100 mL’ye tamamlanir.

3.2.3. Farmasotik Preparatlarin Analize Hazirlanmasi

20 adet tablet tartilarak havanda toz haline getirilir. Bir tablete esdeger
agirlikta tablet tozu tartilarak 250 mL’lik balon jojeye alinir. 200 mL su
eklenerek iyice karistirillir ve ultrasonik banyoda 15 dakika bekletilir. Su ile
hacim 250 mL’ye tamamlanir. islem sonunda, drnedin Minoset® tablet icin,
ambalajinda 250 mg PAR, 150 mg PRO, 50 mg KAF igerdigi belirtilen bir
tablet, 250 mL’de ¢oziilince 1000 ng mL™ PAR, 600 pgmL"' PRO,
200 ug mL™" KAF icermesi gereken bir ¢ozelti elde edilmis olur. Bu ¢dzeltiden
bir miktari santrifij tlplUne alinarak santriflj edildikten sonra, berrak
¢cozeltiden otomatik pipetle 500 uL alinip 10 mL’lik balon jojeye aktarilir ve su
ile tamamlanirsa, tablet ambalajina gére 50 pg mL™ PAR, 30 ng mL™"' PRO
ve 10 ug mL" KAF icermesi gereken bir ¢ozelti elde edilmis olur. Bu ¢ozelti,
45 um’lik filtreden gegirilerek kapiler elektroforez cihazinin vialine konur ve

analiz yontemi uygulanir.

3.2.4. Sentetik Preparatlarin Hazirlanmasi

Sentetik tablet hazirlanirken, bir tabletin agirligi 600 mg olacak sekilde
etkin ve vyardimci maddeler eklenmigtir. Yardimci madde oranlari
kaynaklardan bulunmustur (96). Sentetik tablet, 135 mg avicel pH101, 13 mg
magnezyum stearat, 2 mg polivinil pirolidon (PVP), 250 mg PAR, 150 mg
PRO ve 50 mg KAF tartilarak hazirlanmigtir. Hazirlanan sentetik tabletin
analize hazir hale getiriimesi i¢in farmasoétik preparatlara uygulanan islemler
yapilmistir.

Plasebo, PRO, PAR ve KAF konulmadan, yardimci maddeler yukarida

belirtilen miktarlarda karistirilarak hazirlanmisgtir.
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3.2.5. Kullanilan Cam Malzemelerin Temizligi

Kullanilan cam malzemeler, sicak ¢esme suyu ve deterjanli su ile
fircalanarak yikandiktan sonra, gcesme suyu ile durulanmigtir. Ardindan 2F
nitrik asit ¢ozeltisi igine konulup en az bir gece bekletiimigtir. Asitte
bekletildikten sonra distile su ile 3 kez ylkanarak oda sicakhginda

kurutulmustur.
3.3. Yontem Gelistirme ve Optimizasyon Deneyleri

3.3.1. Kapilerin Sartlandiriimasi

Analizler, 50 um i¢ gapl eritiimis silika kapiler kullanilarak yapilmistir.
Kapilerin toplam uzunlugu 44 cm, etkin uzunlugu 35,5 cm’dir.

ilk kullanimda, kapilerden 15 dakika 1,0 F NaOH gecirilmistir. Her
numune enjeksiyonundan o6nce sirasiyla 0,1 F NaOH, su ve calisma
elektroliti 2’ser dakika sUreyle kapilerden gecirilerek sartlandirma yapilmistir.
Analiz sonunda cihaz kapatilmadan 6nce kapilerden 10 dakika su gegirilip
kapiler i¢i su dolu olarak birakilmistir. Analizlere uzun sure ara verilecegi
zaman, kapilerden 30 dakika hava gegirilerek kurutulmus ve kapiler kaseti

kutusunda saklanmistir.

3.3.2. Numunenin Cihaza Verilmesi

Miktar tayinini yapilacak her numuneye iS olarak ayni miktarda
(50 ng mL™") DIF konulmustur.

Numuneler, kapiler elektroforez cihazinin viallerine konulmadan 6nce
0,45 um filtreden gecirilerek kapileri tikama olasili§i bulunan partkillerden
arindirilmigtir. Ardindan numune konulan vial cihaza yerlegtiriimigtir. Kapiler
sartlandirilmasi yapildiktan sonra, 3 saniye sureyle 50 mbar basingla
hidrodinamik olarak numune enjeksiyonu yapilmigtir. Daha sonra, kapiler
uclari ¢alisma elektrolitine daldirilarak 25°C’de 29 kV potansiyel uygulanip
elektroforez baslatiimistir. Dizi diyot dedektér kullanilarak 200 nm

dalgaboyunda elektroferogram elde edilmistir.

3.3.3. Uygulanacak Kapiler Elektroforez Yonteminin Se¢ilmesi
PRO, PAR, ve KAF standartlarini ve DIiFi (IS), 50’ser pg mL™
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derisimde iceren numune ile asagida anlatilan analiz denemeleri yapiimigtir.
ilk deneylerde amag, maddelerin ayrimini saglamak olmustur. Bu,
elektroferogramdaki piklerin ¢cakismamasi demektir. Yapilan deneyler
sonucunda, CZE ile yapilan denemelerde yeteri kadar ayiricilik ve segicilik

saglanamadigindan, daha basarili sonuglar veren MECC yontemi segilmistir.

3.3.4. MECC Yonteminin Optimizasyonu

MECC yonteminde ayirma igleminin basarili olmasi igin kullanilan
calisma elektrolitinin bilesimi, derigimi ve pH’s1 dénemlidir. Tamponun bilesimi,
istenilen pH’ya goére ayarlanir. Tamponlama kapasitesinin yeterli olmasi igin
uygun pH degeri, kullanilan zayif asitin pKa’'si + 1’dir. Yontemde tampon

segiminde kullanilan zayif asitlerin pKa degerleri Tablo 3.1°‘de gosterilmistir.

Tablo 3.1. Yontem optimizasyonunda kullanilan tampon ¢ozeltiler.

Tampon adi pKa degeri Hazirlanan tamponun pH’si
Fosfat 2,12 (pKa1) 2,5
Sitrat 2,06 (pKa1) 2,5
Sitrat 4,74 (pKa2) 5,0
Fosfat 7,21 (pKa2) 7,0
Borat 9,24 8,5
Borat 9,24 9,0
Borat 9,24 9,5
Borat 9,24 10,0

Optimizasyon deneylerinde, tampon igerigi, derisimi ve pH’si
sistematik olarak degistirilerek en uygun tampon tespit edilmistir. MECC
yonteminde, notral bilegiklerin ayrimi kullanilan yuzey aktif maddenin
olusturdugu miseller araciligiyla gergeklestigi icin, kullanilan ylGzey aktifin
derisimi 6nemlidir. Ylzey aktif madde olarak SDS secilmistir. Optimizasyon
deneyleri sirasinda degisik SDS derisimleri denenerek en uygun olani tespit
edilmistir. Cihaza ait parametrelerin (kapiler kaset sicaklidi, voltaj, enjeksiyon
suresi, dalgaboyu) sistematik olarak degistiriimesi ile ayiricilik ve segicilik
acisindan en uygun sartlar bulunmustur. Bu analizler sirasinda
numunelerdeki PAR, PRO, KAF ve DIF derisimleri 50 pg mL™ ‘dir.



43

3.3.5. Kalibrasyon Egrilerinin Hazirlanmasi

PRO, PAR, ve KAF standartlarinin her birinden 2, 3, 5, 10, 25, 50, 75,
100, 125 ve 150 ug mL™" igeren ¢ozeltiler, standart stok ¢ozeltilerinden gerekli
miktarlar alinarak suda hazirlanmistir. Tum kalibrasyon standart ¢ozeltileri
10 mL’lik balon jojelerde hazirlanip her birine 50 nug mL" DIF i¢c standart
olarak eklenmigtir. Analiz sonucunda elde edilen elektroferogramlardan,
birbirinden ayrilan maddelerin go¢ zamanlari ve pik alanlari, bilgisayar
yazihmi yardimiyla tespit edilmistir.

Elektroferogram verileri Microsoft Excel® programina aktarilarak pik
alanlarinin gé¢ zamanlarina orani olan pik normalizasyonlari (PN)
hesaplanmistir. Ardindan maddenin PN’sinin, i¢ standardin (DIF) PN’sine
orani olan PN oranlari hesaplanmistir. Madde derisimine karsi PN oranlarinin
grafigi cizdirilerek dogrusal regresyon analizi sonucunda kalibrasyon egrileri
ve egri denklemleri elde edilmis, korelasyon (r) ve tanimlayicilik (R veya r?)

katsayilari hesaplanmistir.

3.4. Validasyon Deneyleri

Hazirlanan stok ¢ozeltilerin kararlihgini belirlemek icin stok ¢ozelti ikiye
ayrilip biri oda sicakliginda, digeri buzdolabinda bir gin bekletilmigtir. Daha
sonra, geligtirilen yontemle analiz edilmistir. Bekletmeden onceki ve iki
kosulda beklettikten sonraki UV spektrumlari ve elektroferogramlari
kargilastirildiginda, higbir bozunmaya rastlanmamigtir. Ayrica stok ¢ozeltilerin
oda sicakliginda 24 saat, buzdolabinda 2 ay kararli kaldigi gozlenmigtir.

Gozlenebilme sinir (LOD), sinyal/guralttd (S/G) oraninin 3 oldugu
derisim dikkate alinarak bulunmustur (97).

Dogrusallik arahgi, alt ve ust tayin sinirlari belirlenmistir. Alt tayin siniri
(LOQ), S/G oraninin 10 oldugu deger dlgulerek bulunmustur. Ust tayin siniri
(LOL), kalibrasyon egrisinde dogrusalligin bozuldugu noktadir (97).

GuUn i¢i kesinlik ve dogruluk galismalari, dogrusal ¢alisma aralijinda
LOQ'ya yakin, ortada ve LOL’ye yakin olmak tUzere 3 derisimde (10, 50, 100
ug mL™), her derisim icin alti ayri ¢ozelti kullanilarak ayni giin icinde
yapimigtir.

Gulnler arasi kesinlik ve dogruluk calismalari, 3 derisimde (10, 50,
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100 ug mL™"), her giin yeni ¢ozeltiler hazirlanarak alti ayri giinde yapilmistir.

Yontem tekrarlanabilirligi icin, ayni derisimde (50’ser ug mL™") standart
maddeleri igeren karisim, gelistirilen yontemle 10 kez analiz edilip, sonuglar
arasindaki BSS degeri hesaplanmistir.

Kapiler elektroforez cihazinin tekrarlanabilirligi icin, ayni derigimdeki
standart, 10 kez enjekte edilerek elde edilen elektroferogramlarda pik alanlari
ve go¢ zamanlari incelenmistir.

Geri kazanim, sentetik preparatlarin tekrarli analizleri sonucunda
konulan ve bulunan miktarlardan hesaplanmistir (Bkz. Ek.1).

Yontemin segiciligini degerlendirmek amaciyla bilinen miktarda PRO,
PAR ve KAF igeren karisimlarda, bilesenlerden birinin miktari degistirilip
digerleri sabit tutularak sonuglara etkisi incelenmistir.

Yontemin  saglamlik  (robustness) c¢alismasi  igin, yontem
parametrelerindeki kuguk degisimlerin sonucu ne kadar etkiledigi
arastinlmistir.  'Yontemin tutarlihk (ruggedness) c¢alismasi igin farkh bir
analizci tarafindan, gelistirlen MECC yontemi sentetik tabletlere

uygulanmigtir.

3.5. Yontemin Farmasotik Preparatlara Uygulanmasi

Yéntem, Tirkiye ilag pazarinda bulunan Panalgine® tablet (Atabay ilag
Fabrikasi A.S.), Aljil® tablet (Yeni ilac ve Hammaddeleri San. Tic. A.S.) ve
Minoset® Plus tablet (Roche Miistahzarlari San. A.S.) mistahzarlarina
uygulanmigtir. Tabletler eczanelerden temin edilmistir.

Tablet numuneleri Bolum 3.2.3. ‘te anlatildigi sekilde hazirlandiktan

sonra 50 ug mL™" i¢ standart (DiF) eklenip analiz edilmistir.

3.6. Karsilastirma Yontemi

Karsilastirma yontemi olarak, Ding ve dig. (43)'nin gelistirdigi spektrum
oranlar tlrev spektrofotometrisi yontemi uygulanmistir. Bu yontemde PAR'In,
KAF’'In ve bu iki maddenin PRO ile Ucli karisiminin UV absorbans
spektrumlari, PRO’nun spektrumuyla bdlinmektedir. Elde edilen oran
spektrumlarinin birinci tarevlerinde, KAF’In x eksenini kestigi dalgaboyundaki

PAR absorbansi, numunedeki PAR derisimiyle dogru orantihdir. PAR’In X
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eksenini kestigi dalgaboyundaki KAF absorbansi da, numunedeki KAF
derisimiyle dogru orantilidir. Benzer sekilde, PRO’nun, KAF'In ve uglu
karisimin spektrumlari, PAR spektrumu ile bélundigunde elde edilen oran
spektrumunun birinci tirevi alinmaktadir. Elde edilen spektrumda, KAF'In x
eksenini kestigi dalgaboyundaki PRO absorbansi, numunedeki PRO
derisimiyle dogru orantilidir. PRO’nun x eksenini kestigi dalgaboyundaki KAF
absorbansi da, numunedeki KAF derisimiyle dogru orantilidir. KAF miktari, iki

islemle de elde edilebilmektedir.

3.6.1. Karsilagtirma Yonteminin Uygulanmasi (43)

Tdm numuneler, yontemde belirtildigi sekilde, 1,0 M HCI ¢ozeltisinde
¢6zinmiistiir. Standart stok cozeltiler 250 ug mL™" derisimde hazirlanmistir.
Stok c¢ozeltilerden gereken miktarlarda standartlar alinarak 25 mL’lik balon
jojelerde uygun seyreltmeler yapilmistir. Kalibrasyonda 3, 5, 10, 15, 20
ng mL™ PAR standartlari, 3, 6, 9, 12, 15 ug mL™" PRO standartlari ve 1, 3, 6,
9,12 ug mL" KAF standartlari kullanilmistir.

Farmasotik preparat numunesi icin Minoset® Plus tabletten 20 adet
tartilarak havanda toz haline getirilmistir. Bu tozdan 1 tablet agirligi kadar
tartiip 100 mL balon jojeye alinarak 0,1 M HCI eklenmistir. 30 dakika
karigtinildiktan sonra, ¢ozelti suzulip kalntt 3 kez 10 mL 0,1 M HCI ile
yikanmistir. Hacim 100 mL’ye 0,1 M HCI ile tamamlandiktan sonra elde
edilen tablet c¢oOzeltisi, 1:250 oraninda seyreltilmistir. Bu islem 10 kez
tekrarlanmigtir.

Yapilan kalibrasyondan sonra, standart maddelerle hazirlanan Gglu
karigsimlarin ve farmasotik preparat numunelerinin spektrumlari gekilmistir.
Bunlarin, yukarida belirtildigi sekilde oranlari alinarak degerlendirme
yapimigtir.

Geligtirilien MECC ydntemiyle ve karsilastirma yontemiyle elde edilen
sonuglar, istatistiksel olarak degerlendirilerek aralarinda fark olup olmadigina

karar verilmigtir.
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4, BULGULAR

4.1. Optimum Yontem Parametrelerinin Belirlenmesi

4.1.1. Galisma Elektrolitinin Seg¢imi

Calisma elektroliti olarak pH 2,5 ve 7,0 fosfat tamponu ve pH 2,5 ve
5,0 sitrat tamponu kullanilmasi sonucunda numune bilesenleri birbirinden
ayrilmamigtir. Borat tamponuyla pH 8,5 — 10,0 arasinda yapilan denemeler
sonucunda en iyi ayiricihk pH 9,0’da gézlenmistir (Bkz. Sekil 4.1).

Kullanilan pH 9,0 borat tamponu derisimi 5 — 100 mM aralidinda
denenerek 20 mM tampon derisimi secilmistir (Bkz. Sekil 4.2).

0 — 100 mM araliginda SDS igceren 20 mM pH 9,0 Borat tamponu ile
yapilan deneyler sonucunda optimum SDS derigsiminin 30 mM olduguna
karar verilmigtir (Bkz. Sekil 4.3).

30 mM SDS igeren 20 mM pH 9,0 borat tamponuna % 5, 10 ve 15
oranlarinda metanol eklenmesi ayiricilik Uzerinde olumlu etki yapmamakla
birlikte, analiz suresini uzatmis ve elektroferogram zemininde (baseline)
dalgalanmalara neden olmustur. Ayni oranlarda asetonitrii eklenmesi ile
ayiricilikta artis gbézlenmemis, analiz suresinde de anlamli bir azalma
meydana gelmemistir. Bu nedenle asetonitril, hem tampon hazirlama iglemini
uzattigi,, hem de c¢evre igin toksik oldugu gerekgeleriyle tampona

eklenmemesine karar verilmigtir.
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Sekil 4.1. Calisma elektrolitinin pH’sinin analiz Gzerine etKkisi.

a)pH 8,5

b) pH 9,0

c)pH 9,5 d) pH 10,0

Kosullar: 30 mM SDS igeren 20 mM borat tamponu. ten= 3 S, Penj= 50 mbar,
V=29 kV, 25°C, A= 200 nm. PAR, KAF, DIiF, PRO derisimi: 50’ser ug mL™,
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Sekil 4.2. Tampon derigiminin analiz tzerine etkisi.

a)10mM b)20mM ¢)30mM d)50mM e) 75 mM borat.
Kosullar: 30 mM SDS igeren pH 9,0 borat tamponu. ten= 3 S, Penj= 50 mbar,
V=29 kV, 25°C, A= 200 nm. PAR, KAF, DiF, PRO derisimi: 50’ser ug mL™".
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Sekil 4.3. Calisma elektrolitindeki SDS derisiminin analiz tzerine etkisi.

a) 0 mM, b)10 mM, c¢)20mM, d)30mM, e)50 mM SDS.
Kosullar: 20 mM pH 9,0 borat tamponu, ten= 3 S, Penj= 50 mbar, V=29 kV,
25°C, A= 200 nm, PAR, KAF, DIiF, PRO derisimi: 50’ser pug mL™.
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4.2. Cihaz Parametrelerinin Belirlenmesi
Elektroforez sirasinda c¢alisma elektrolitine uygulanacak voltajin
belirlenmesi igin, voltaja kargi akim grafigi cizilmigtir (Sekil 4.4). Elde edilen
grafikte 5 — 30 kV arasinda uygulanan voltajla akimin dogrusal olarak arttigi
ve yuksek voltajlarda dogrusalligin bozulmadigi gorulmektedir. Tanimlayicilik
katsayisi r’=0,9999 olarak hesaplanmistir. Uygulanacak voltaj 29 kV olarak
belirlenmistir.
Akim (LA)
14 -
12 4
10

0 T T T T T T

0 5 10 15 20 25 30
Voltaj (kV)

Sekil 4.4. Calisma elektrolitine uygulanan voltaja karsi akim grafigi.

Uc boyutlu elektroferogram ve absorbans spektrumu grafigi incelenip
dizi diyot dedektér dalgaboyu 200 nm olarak segilmigstir. (Bkz.Sekil 4.5).

Enjeksiyon suresini (ten)) belilemek igin, enjeksiyon basinci (Pen))
olarak 50 mbar sabit basing ile hidrodinamik enjeksiyonlar yapilarak farkli
enjeksiyon sdreleri denenmistir (Bkz. $ekil 4.6). En uygun enjeksiyon
suresinin 3 s olduguna karar verilmigtir.

Kapilerin ¢calisma sicakhdi 20 — 30°C arasinda degistirilerek en uygun
sicaklik olarak 25°C secilmistir (Bkz. Sekil 4.7).

MECC yonteminin optimizasyonu sonucunda ¢alisma elektroliti olarak
30mM SDS igeren 20 mM pH 9,0 borat tamponu secilmistir. Cihaz
parametreleri 50 mbar basingla 3 s sureli hidrodinamik enjeksiyon, 29 kV
voltaj, 25°C kapiler sicakhgi ve 200 nm dalgaboyunda dizi diyot dedektor
kullanimi seklinde belirlenmigtir.



Sinyal (mAU)

-------

Zaman (dak) S : % Dalgaboyu (nm)

w05

Sekil 4.5. Kapiler elektroforez cihazindan elde edilen Ui¢ boyutlu elektroferogram ve spektrum.
Kosullar: 30 mM SDS igeren 20 mM pH 9,0 borat tamponu, tenj= 3 s, Penj= 50 mbar, V=29 kV, 25°C,
PAR, KAF, DIF ve PRO derigimi: 50°ser ug mL™".

LG



52

210? ‘ . (a)
T PAR ‘ KAF  |DIF  PRO
g 5 :
5 |
0 _:|,_A__..._-.____,... — "_r (I | S
y 2 4 6 8 Goe zamg)nl (dak)
5%
2 N . (b)
Ero. PAR ‘ KAF  |DIF  PRO
0 .{,,__. e e e— | — e e
: 2 4 6 8 Gog¢ zamg)m (dak
520
<5
- PAR ‘ ‘ KAF |pif  PRO  (©
& 5 - |
0 4 S S S S L g
1 2 ! 6 8 Goe¢ zanigm (dak
> 20|
£ 151 ’ ]
gz PAR ‘ KAF  IDiIF  PRO (d)
Sy |
0 b —— L S | T
25+ 2 4 _ 6 8 Gog zan4£n| (dak
22 |
€ 5 | .
=9 PAR| |[KAF  |piF  PrRO  ©
5 5 | r
0 i}-. — L ) )
o] 2 4 6 Goe¢ zan4£n| (dak
=EaE
<€ 20
IS ] .
e PAR| | KAF DIF  PRO (f)
Gy
0 _:1,,____._______.____.___ — N ]
2 4 6

10
Go6c¢ zamani (dak

Sekil 4.6. Enjeksiyon siresinin (ten;) analiz Gzerine etkisi.
a)1s,b)2s,c)3s,d)4s,e)5s,f)8s.

Kosullar: 30 mM SDS igceren 20 mM pH 9,0 borat tamponu, Pe,=50 mbar,
V=29 kV, 25°C, A= 200 nm, PAR, KAF, DiF ve PRO derigimi: 50’ser ug mL™".
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Sekil 4.7. Kapiler sicakliginin analiz tzerine etkisi.

a) 20°C, b) 25°C, c) 30°C.
Kogullar: 30 mM SDS igeren 20 mM pH 9,0 borat tamponu, te,= 3 s, Pen=50 mbar,
V=29 kV, A= 200 nm. PAR, KAF, DiF, PRO derisimi: 50’ser pg mL™".




54
MECC vyodnteminin gelistiriimesi sirasinda optimizasyonu yapilan
parametreler Tablo 4.1’de aciklanmistir. Yapilan deneylerde standart madde

ve IS derisimleri 50 pg mL™"dir.

Tablo 4.1. MECC yo6nteminin optimizasyonu.

Arastirilan Parametre Denenen Secilen
o , Fosfat, pH 2,5
Tampon bilesimi ve pH’si Sitrat, pH 2,5
(10/ 25/ 50/ 75/ 100 mM | Strat, pH 5,0
-~ e Fosfat, pH 7,0
derisimlerde degisik Borat, pH 9,0
> Borat, pH 8,5
tamponlar denenip tim Borat. bH 9.0
tamponlara 30 mM SDS » P
eklenmistir.) Borat, pH 9,5
' Borat, pH 10
5, 10, 20, 30, 40,
Borat pH 9,0 tamponunun | 54 75 100 mm 20 mM Borat
derisimi
Borat
20 mM pH 9,0 Borat
tamponundaki SDS 20, 30, 40, 50, 100 30 mM SDS

derigimi

mM SDS

Tampona organik ¢dzlcu

%5 Metanol
%10 Metanol
%15 Metanol

Organik ¢ozlcu
eklenmemesine karar

eklenmesi %5 Asetonitril verilmistir
%10 Asetonitril s
%15 Asetonitril

Dedektor dalgaboyu 190 — 350 nm 200 nm

Uygulanan voltaj 5-30kV 29 kV

Enjeksiyon suresi 1,2,3,4,5,8s 3 s (50 mbar)

Kapiler sicakligi 20, 25, 30°C 25°C
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4.3. Gelistirilen MECC Yonteminden Elde Edilen Bulgular
Molekdulleri nétral olan metanolin gdézlenen elektroforetik hizi, EOF
hizina esittir. EOF’nin belirlenmesi icin numuneye eklenen metanolin goég¢
zamani 3,5+ 0,1 dak bulunmustur. Toplam kapiler uzunlugu 44 cm, etkin
kapiler uzunlugu 35,5 cm’dir.
Esitlik 2.2'ye gére EOF hizi Veor = 35,5 cm / 3,5 dak = 10,14 c¢m dak™

olarak hesaplanmistir. Analizde kullanilan maddelerin elektroforetik hizlari

Tablo 4.2‘de gosterilmigtir:

Tablo 4.2. PAR, KAF, DIF ve PRO elektroforetik hizlari.

PAR | KAF |DIF |PRO

Gozlenen elektroforetik hiz (va) (cm dak™) 6,86 | 6,44 | 4,93 | 3,79

Maddenin elektroforetik hizi (vep) (cm dak™) * | -3,28 | -3,70 | -5,21 | -6,35

* Maddelerin hareket yoni EOF’nin tersine dogru oldudu igin, elektroforetik

hizlari (-) olarak belirtilmigtir.

PAR, KAF, PRO ve DIF piklerine ait bilgiler Tablo 4.3'te verilmistir.
Elektroferogramlardan elde edilen verilerin istatistiksel degerlendirmesi Tablo

4.4’te verilmistir.



Tablo 4.3. Gelistirilen MECC yéntemiyle elde edilen PAR, KAF, PRO ve DIF pikleri ile ilgili bilgiler.”

PAR KAF DiF PRO
Ortalama go¢ zamani (dak) 5,174 £ 0,006 | 5,513 + 0,004 | 7,195 £ 0,007 | 9,366 = 0,008
Pik simetrisi 1,01 £ 0,00 0,97 £ 0,00 1,14 £ 0,03 0,90 + 0,01
Taban pik genisligi (dak) 0,017 0,018 0,033 0,044
Etkinlik (Teorik tabaka sayisi = N) 1.482.090 1.500.897 1.521.190 1.449.950
Alan 21,56 £0,12 | 19,76 £0,04 | 28,82+ 0,24 | 23,74 +0,14
Pik yuiksekligi (mAU) 19,71+0,13 | 16,48+ 0,04 | 13,24+0,13 | 7,32+0,04
Teorik tabakaya esdeger ylikseklik (um) 2,40 2,37 2,33 2,45
Pik saflik indisi 0,99 0,94 0,99 0,92
Ayiricilik (R) 19,37 (PAR-KAF) (Kﬁi’%}m (Di5FEii§IgO)
Segicilik () 1,20 (PAR-KAF) (KAjli'{-MDiF) (Dillig??O)

* n=10. Sonuglar “Ortalama + Standart Hata” seklinde verilmistir. Madde derisimi 50’ser ug mL™" ‘dir.

9G



Tablo 4.4. Elektroferogramlardan elde edilen verilerin istatistiksel degerlendirmesi (n=10).

Gb . Pik Pik Pik Pik Yiiks.| Alan
(5|;igurl:|'_1-1) Zamgnl Pik Alant| v\ sekligi | Genisligi | Simetrisi| TN Orani | Oran | PN Orani
x| 5174 | 216 19,7 0,0173 1,01 417 1,49 0,75 1,04
PAR ss| 0,020 0,2 0,2 0,0003 | 0,01 0,04 0,02 0,01 0,01
BSS (%)| 0,387 0,9 1,0 1,7341 0,99 0,96 1,34 1,33 0,96
sH| 0,006 0,1 0,1 0,0001 0,00 0,03 0,01 0,00 0,00
x| 5513 19,8 16,5 0,0184 | 0,97 3,58 1,24 0,69 0,89
KAF ss| 0,012 0,1 0,1 0,0002 | 0,01 0,02 0,01 0,00 0,00
BSS (%) 0218 0,5 0,6 1,0870 1,03 0,56 0,81 0,00 0,00
sH| 0,004 0,0 0,0 0,0001 0,00 0,01 0,00 0,00 0,00
x| 9,366 | 237 7.3 0,0437 | 0,90 2,53 0,55 0,82 0,63
PRO ss| 0,025 0,3 0,1 0,0010 | 0,02 0,05 0,00 0,01 0,00
BSS (%)| 0,267 13 14 22883 | 2,22 1,08 0,00 1,22 0,00
su| 0,008 0,1 0,0 0,0003 | 0,01 0,02 0,00 0,00 0,00
x| 7,195 | 288 13,2 0,0327 1,14 4,01 - - -
olF ss| 0,024 0,7 0,3 0,0003 | 0,03 0,10 - - -
BSS (%) 0,334 2,4 2,3 0,9174 | 263 2,49 - - -
sH| 0,008 0,2 0,1 0,0001 0,01 0,03 - - -

Madde derisimi 50’ser ng mL™" “dir. (istatistiksel hesaplamalar icin Bkz. Ek.1)
X: Aritmetik Ortalama

SS: Standart Sapma

BSS: Bagil Standart Sapma

PN: Pik Normalizasyonu (Pik alaninin goé¢ zamanina orant)

SH: Standart Hata

LG



58

4.3.1. Kalibrasyon Bulgulari
Elektroferogramlardan madde miktarinin hesaplanmasi icin standart
madde derigsimine kargi pik normalizasyon (PN) oranlari grafige gecirilerek

kalibrasyon egrileri cizilmigtir (Sekil 4.8).

. y=0,0209x+0,0037 (PAR)

‘.I'.‘-
(o]
L

y=10,0181x+ 0,0043 (KAF)

Ly
o
1 |

. y=0,0127x+0,0029 (PRO)

PN Orani

0 50 100 150 200
Derisim (ng mL™)

Sekil 4.8. PAR, KAF ve PRO kalibrasyon egrileri.

PAR ve KAF igin 2 — 200 pg mL™", PRO igin 3 — 200 pg mL™" derisim
araliginda c¢alisilmigtir. Dogrusal g¢aligma araliginin sec¢imi Bolum 4.3.2. 'de
acgiklanmigtir.

Farkli ¢ozeltiler hazirlanarak elde edilen 7 kalibrasyon egrisinin

ortalama denklemleri ve istatistiksel degerleri Tablo 4.5’te verilmistir (98).

Tablo 4.5. Kalibrasyon egrilerinin istatistiksel verileri (n=7).

Egimin | Kesigsimin
Madde - Korelasyon | Tanimlayicilik
Adr | Regresyon denklemi * | standart | standart katsayis! (r) | Katsayist ()
hatasi hatasi
PAR | y=0,0209x + 0,0037 | 0,0001 0,0009 0,9999 0,9997
KAF y =0,0181x + 0,0043 | 0,0001 0,0005 0,9998 0,9996
PRO | y=0,0127x + 0,0029 | 0,0003 0,0004 0,9999 0,9998

*y:PN Orani  x: Derisim (ug mL™)
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Tablo 4.6’da, elde edilen kalibrasyon egrileri i¢in korelasyon
katsayisinin (r) tesadufen bulunmus bir deger olmadidi gorilmektedir. Tablo

4.7'de,
sonucunda, uUg¢unun de dogrusal oldugu sonucuna variimistir. Kesisim,

kalibrasyon egrilerinin  dogrusalliktan ayrilis 6nem kontrolu
dogrunun y eksenini kestigi degerdir. Kesisimin sifirdan ayrilisinin énem
kontroll testi sonucunda kesisimin degeri sifira ¢ok yakindir ancak sifirdan
farkl bulunmustur (PAR t4=0,0244; KAF t4=0,0268; PRO t4=0,0552; tr=1,98

p>0,05) (99).

Tablo 4.6. Korelasyon katsayisinin 6nem kontrolu.

PAR KAF PRO
N 7 7 7
R 0,9997 0,9996 0,9998
S, 0,0110 0,0126 0,0089
ty 91,2666 79,0332 111,7866
tr 2,57 2,57 2,57
“r’ tesadfi “r’ tesadufi “r’ tesadufi
Karar degildir. degildir. degildir.
(p<0,05) (p<0,05) (p<0,05)

Tablo 4.7. Dogrusalliktan ayrilig 6nem kontrolu.

PAR KAF PRO
RKT 102,7392 76,8340 34,1128
YOAKT 102,8091 76,9064 34,1315
RAKT 0,0700 0,0723 0,0187
RAKO 0,0007 0,0007 0,0002
RKO 102,7392 76,8340 34,1128
Fu 155643,5017 | 112585,4856 | 180549,4002
Fr 253,3 253,3 252,2
fligki iliski ligki
Karar dogrusaldir. dogrusaldir. dogrusaldir.
(p<0,05) (p<0,05) (p<0,05)

(Istatistiksel terimler ve testlerin hesaplanmasi icin Bkz. Ek.2)
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4.3.2. Yontem Validasyonu Bulgulari

Gozlenebilme sinirt (LOD), sinyal/gurultd (S/G) oraninin 3 oldugu
derisimdir (97). Elektroferogramin zemini (baseline) cihaz yaziliminda
blyuttlerek ciktisi alinip yapilan tekrarli élgimlerle PAR ve KAF icin LOD
0,6 ugmL™" ve PRO igin LOD 0,8 ugmL™" olarak hesaplanmistir. Olgiim
sonuglarinin BSS degerleri PAR ve KAF icin %5,0; PRO igin %3,3’tar.

Alt tayin siniri (LOQ), S/G oraninin 10 oldugu deger odlgulerek bulunur
(97). PAR ve KAF icin LOQ 2 pugmL’, PRO icin LOQ 3 ugmL" olup
Olcimlerin BSS degerleri PAR ve KAF icin %1,6; PRO igin %1,3’tr.

Ust tayin sinin (LOL), kalibrasyon egrisinde dogrusalligin bozuldugu
(ist noktadir (97). PAR, KAF ve PRO igin LOL 200 pg mL™"dir. LOQ ve LOL,
calisma araligini belirler. Calisma araligi PAR ve KAF icin 2—200 pg mL™,
PRO igin 3—200 nug mL™" olarak hesaplanmistir.

Yontem dogrulugunun Olgitd % bagil hata (% BH), kesinligin dlgutu
BSS'dir (97) (istatistiksel katsayilarin hesaplanmasi icin Bkz. Ek.1). Gin igi
kesinlik ve dogruluk c¢alismalari, dogrusal calisma araliginda olan 3
derisimde (50, 10 ve 100 ug mL"), her derisim icin alti ayri cozelti
kullanilarak ayni gun iginde yapilmistir. Gunler arasi kesinlik ve dogruluk
caligsmalari, 3 derisimde, her gun yeni ¢ozeltiler hazirlanarak alti ayri gunde
yapilmistir. Bu g¢alismalarin sonuglari PAR, KAF ve PRO igin sirasiyla Tablo
4.8, Tablo 4.9 ve Tablo 4.10‘da verilmistir.

Bolum 3.2.4. ’te anlatildigi sekilde hazirlanan sentetik preparata
300 mg PAR, 150 mg PRO ve 50 mg KAF konulmustur. Geligtirilen MECC
yontemiyle ve karsilastirma ydntemiyle (Bkz. Bolum 3.6.1. ) elde edilen
sonuglar Tablo 4.11’de verilmistir. Farkli analizcinin etkisini arastirmak
amaciyla yapilan analizin sonuglari da ayni tabloda verilmistir.

Yoéntemin segiciliginin arastiriimasi amaciyla, bilinen miktarlarda PAR,
KAF ve PRO igeren karigimlarin geligtirilen yontemle analiz bulgulari Tablo
4.12’de verilmigtir. Hazirlanan numunelerdeki standart madde derisimleri,
farmasotik preparatlardan hazirlanan numunelerdeki miktarlarda secilmistir.

Yoéntemin saglamlik ve tutarlilk (robustness-ruggedness) calismasi
icin, yontem parametrelerdeki kligclk degisimlerin sonucu ne kadar etkiledigi
incelenmis (Bkz. Tablo 4.13) ve farkh bir analizcinin geligtirilen MECC
yontemini sentetik tablete uygulamasinin sonuglari karsilastiriimistir (Bkz.
Tablo 4.11).
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Tablo 4.8. Geligtirilen MECC yontemiyle PAR analizi i¢in gun igi ve gunler

arasli kesinlik ve dogruluk bulgulari.

. Giin igi ® Giinler arasi”
PAR ""I'_‘Ea” Bulunan miktar %Bagil Bulunan miktar %Bagil
(ng mL") (ug mL™) Hata (ug mL™) Hata
10,18 £ 0,02 1,80 10,15+ 0,04 1,50
10,12 £ 0,01 1,20 10,21 £ 0,03 2,10
10,23 + 0,03 2,30 10,18 + 0,01 1,80
9,88 +£ 0,01 -1,20 9,94 + 0,03 -0,60
10 9,91 + 0,02 -0,90 9,82 + 0,01 -1,80
10,05 + 0,04 0,50 9,87 + 0,02 -1,30
X :10,06+0,06 X : 10,03+0,07
SS :0,14 SS :0,17
BSS : %1,42 BSS : %1,71
50,36 + 0,03 0,72 51,09 + 0,07 2,18
49,94 + 0,02 -0,12 50,41 + 0,04 0,82
50,15 £ 0,05 0,30 48,95 + 0,05 -2,10
50 49,62 + 0,04 -0,76 49,82 + 0,02 -0,36
50,25 + 0,06 0,50 49,64 + 0,03 -0,72
50,11 +£ 0,08 0,22 49,59 + 0,01 -0,82
X : 50,07+0,11 X : 49,92+0,30
SS :0,26 SS :0,74
BSS : %0,52 BSS : %1,48
100,47 + 0,02 0,47 101,21 £ 0,04 1,21
99,92 + 0,06 -0,08 98,51 £ 0,02 -1,49
100,51 + 0,04 0,51 100,09 + 0,06 0,09
100 99,84 + 0,03 -0,16 101,01 £ 0,04 1,01
100,05 + 0,08 0,05 99,12 £ 0,07 -0,88
99,94 + 0,05 -0,06 99,35 +£ 0,02 -0,65
X :100,12+0,12 X : 99,88+0,44
SS :0,29 SS :1,08
BSS : %0,29 BSS : %1,08

x: Ortalama + Standart hata, SS : Standart sapma, BSS : Bagll

standart sapma (istatistiksel hesaplamalar igin Bkz. Ek.1).

2 Gun ici calismalar; Ug¢ derisim seviyesinde alti ayri ¢ozelti kullanilarak ayni ginde

yapilmigtir.

P Giinler aras calismalar; U¢ derisim seviyesinde alti ayri ¢ozelti kullanilarak 6 ayri giinde

yapilmigtir.




Tablo 4.9. Geligtirilen MECC yontemiyle KAF analizi i¢in guin ici ve gunler

arasi kesinlik ve dogruluk bulgulari.

. Giin igi ® Giinler arasi”
KAF mlll_(_t1ar| Bulunan miktar %Bagil Bulunan miktar %Bagil
(kg mL") (ug mL™) Hata (ug mL™) Hata
9,93 + 0,02 0,74 9,66 + 0,04 -3,40
10,08 + 0,01 0,77 9,89 + 0,03 1,11
10,08 + 0,04 0,84 10,71 + 0,00 7,09
9,93 + 0,00 0,72 9,78 + 0,02 2,25
10 10,01 + 0,02 0,07 9,84 + 0,03 1,64
9,89 + 0,01 1,11 10,01 + 0,04 0,10
X :999+0,03 X  :9,08+0,15
SS :0,08 SS :0,38
BSS : %0,83 BSS : %3,76
50,28 + 0,02 0,56 51,04 + 0,05 2,07
50,04 + 0,00 0,08 49,02 + 0,06 1,96
50,74 + 0,05 1,49 51,09 + 0,04 2,19
49,96 + 0,04 -0,08 49,80 + 0,03 -0,40
50 50,06 + 0,01 0,12 50,06 + 0,07 0,12
49,38 + 0,02 1,23 49,48 + 0,02 1,03
X  :50,08+0,18 X  :50,08+0,34
SS :0,44 SS :0,84
BSS : %0,88 BSS : %1,67
100,01 + 0,03 0,01 98,99 + 0,05 1,01
99,94 + 0,02 -0,06 101,23 + 0,02 1,23
100,24 + 0,05 0,24 08,76 + 0,03 1,24
99,57 + 0,03 -0,43 99,49 + 0,01 -0,51
100 101,07 + 0,01 1,07 101,11 + 0,07 1,11
99,51 + 0,07 -0,49 100,69 + 0,09 0,69
X :100,06+0,23 X : 100,04+0,45
SS :0,57 SS :1,10
BSS : %0,57 BSS : %1,10

X: Ortalama + Standart hata, SS : Standart sapma, BSS : Bagil

standart sapma (istatistiksel hesaplamalar igin Bkz. Ek.1).

2 Gun ici calismalar; Ug¢ derisim seviyesinde alti ayri ¢ozelti kullanilarak ayni ginde

yapilmigtir.

P Giinler aras calismalar; U¢ derisim seviyesinde alti ayri ¢ozelti kullanilarak 6 ayri giinde

yapilmigtir.
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Tablo 4.10. Geligtirilen MECC yontemiyle PRO analizi igin glin ici ve glinler

arasi kesinlik ve dogruluk bulgulari.

. Giin igi ® Giinler arasi”
PRO mlll_(_t1ar| Bulunan miktar %Bagil Bulunan miktar %Bagil
(kg mL") (ug mL™) Hata (ug mL™) Hata
10,03 + 0,01 0,3 9,88 + 0,05 1,21
10,08 + 0,04 0,8 10,34 + 0,01 3,36
10,28 + 0,02 2,8 10,09 + 0,06 0,87
9,93 + 0,05 0,7 9,93 + 0,03 0,74
10 10,01 + 0,02 -0,1 10,03 + 0,02 0,27
9,89 + 0,01 1,1 9,92 + 0,03 -0,84
X :10,03+0,06 X :10,03%0,07
SS :0,14 SS :0,17
BSS : %1,37 BSS : %1,69
50,94 + 0,02 -1,88 48,73 + 0,06 2,53
50,95 + 0,00 1,9 50,12 + 0,03 0,24
50,18 + 0,04 -0,36 50,91 + 0,05 1,83
49,89 + 0,01 0,22 50,45 + 0,02 0,90
50 50,30 + 0,05 0,6 50,38 + 0,03 0,77
51,01 + 0,03 2,02 51,24 + 0,01 2,47
X :50,55+0,20 X  :50,31%0,35
SS :0,48 SS :0,87
BSS : %0,95 BSS : %1,73
100,74 + 0,02 0,74 100,14 + 0,07 0,14
99,83 + 0,05 0,17 99,90 + 0,04 -0,10
99,89 + 0,04 0,11 100,03 + 0,03 0,03
99,22 + 0,03 0,78 99,96 + 0,04 -0,04
100 100,68 + 0,06 -0,68 100,13 + 0,08 0,13
100,15 + 0,08 0,15 99,93 + 0,03 -0,07
X :100,08+0,23 X : 100,01%0,04
SS :0,57 SS :0,10
BSS : %0,57 BSS : %0,10

X: Ortalama + Standart hata, SS : Standart sapma, BSS : Bagil

standart sapma (istatistiksel hesaplamalar igin Bkz. Ek.1).

2 Gun ici calismalar; Ug¢ derisim seviyesinde alti ayri ¢ozelti kullanilarak ayni ginde

yapilmigtir.

P Giinler aras calismalar; U¢ derisim seviyesinde alti ayri ¢ozelti kullanilarak 6 ayri giinde

yapilmigtir.
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Tablo 4.11. Geligtirilen MECC yontemiyle sentetik preparatlarin analiz ve
yontemin tutarlilik bulgulari (n=9).

Bulgular * Farkh analizcinin bulgular *
Ko[\ulan Bulunan miktar % Geri kazanim Bulunan miktar % Geri kazanim
miktar (mg) (mg)
299,91 + 0,07 99,97 + 0,02 300,13 £ 0,07 100,04 £ 0,04
299,94 + 0,07 99,98 + 0,02 300,06 £ 0,09 100,02 £ 0,02
299,82 + 0,11 99,94 + 0,04 299,89 + 0,07 99,96 + 0,03
PAR 299,89 + 0,05 99,96 + 0,02 299,81+ 0,08 99,94 + 0,02
300 mg 300,12 + 0,19 100,04 £ 0,06 299,89 + 0,06 99,96 + 0,03
299,99 + 0,06 100 £ 0,02 300,11 £ 0,07 100,04 £ 0,02
300,01 £ 0,07 100 £ 0,02 298,62 + 0,08 99,54 + 0,03
299,98 + 0,06 99,99 + 0,02 299,92 + 0,06 99,97 + 0,02
298,66 + 0,08 99,55 + 0,03 299,94 + 0,09 99,98 + 0,05
i . 299,81 99,94 299,82 99,94
SS: 0,45 0,15 0,46 0,15
BSS : %0,15 %0,15 %0,15 %0,15
iki analizcinin bulgulari icin Wilcoxon eslestirilmis iki 6rnek testi: T=25 > T1=6, p>0,05.
49,58 + 0,29 99,17 + 0,58 50,08 +0,19 100,16 £ 0,23
49,77 £ 0,14 99,54 + 0,27 49,72 +£0,12 99,44 + 0,28
49,77 £ 0,14 99,54 + 0,27 49,87 0,14 99,74 + 0,27
49,98 + 0,12 99,95+ 0,23 49,95 +0,11 99,90+ 0,12
5’;’?‘:9 50,08 + 0,12 100,15 £ 0,25 50,11 £0,12 100,22 £+ 0,15
49,87 £ 0,01 99,73 + 0,02 49,85 = 0,11 99,70+ 0,12
49,77 £ 0,14 99,54 + 0,27 50,03 £0,14 100,06 £ 0,17
49,81 + 0,16 99,63 = 0,31 49,62 £0,16 99,24 + 0,21
50,1+ 0,2 100,21+ 0,4 49,78 0,21 99,56 + 0,31
i . 49,86 99,72 49,89 99,78
SS: 0,19 0,39 0,17 0,33
BSS : %0,39 %0,39 %0,34 %0,34
iki analizcinin bulgulari igin Wilcoxon eslestirilmis iki érnek testi: T,=21 > T+=6, p>0,05.
149,74 £ 0,11 99,83 + 0,07 149,82 +£0,12 99,88 + 0,11
149,99 + 0,08 100 £ 0,06 150,02 £0,13 100,01 £ 0,09
149,83+ 0,2 99,89+ 0,13 149,63 £ 0,17 99,75+ 0,14
PRO 150,08 + 0,04 100,05 £ 0,03 150,09 £ 0,09 100,06 £ 0,08
150 mg 149,95 + 0,05 99,97 + 0,03 149,95 £ 0,14 99,97 + 0,12
149,64 + 0,26 99,76 + 0,17 149,64 £ 0,26 99,76 + 0,07
149,51 £ 0,31 99,67 = 0,21 149,21 0,31 99,47 + 0,08
149,99 + 0,08 99,99 + 0,05 149,89 +0,18 99,93 + 0,06
149,75 + 0,18 99,83+ 0,12 150,01 £0,18 100,01 £ 0,09
i . 149,83 99,89 149,81 99,87
SS: 0,26 0,17 0,28 0,18
BSS : %0,17 %0,17 %0,18 %0,18

iki analizcinin bulgulari icin Wilcoxon eslestirilmis iki érnek testi: T,=23 > T+=6, p>0,05.

* Numuneler Uger kez ¢alisiimistir. Sonuglar “ortalama * standart hata” seklinde verilmistir.
X: Ortalama; SS : Standart sapma; BSS : Bagil standart sapma (Bkz. Ek.1); Ty: Hesaplanan T degeri;

T+: n=10 serbestlik derecesindeki teorik T dederi; p: Hesaplanan yanilma dizeyi (Bkz. Ek.2).




Tablo 4.12. Bilinen miktarlarda PAR, KAF ve PRO igeren karigimlarin gelistirilen MECC yontemiyle analiz bulgular.*

PAR KAF PRO
Konulan Bulunan % Geri Konulan Bulunan % Geri Konulan Bulunan % Geri
(ng mL™ (ng mL™) kazanim (ng mL™) (ng mL™ kazanim (ng mL™) (ng mL™) kazanim
50 50,05 +0,08 100,10 10 9,95 + 0,06 99,50 30 30,13 +0,07 100,43
75 75,12 +£0,30 100,16 10 10,03 + 0,03 100,30 30 30,42 +0,07 101,40
100 100,44 +0,20 100,44 10 9,93 + 0,04 99,30 30 30,07 +0,10 100,23
X = 100,23 X = 99,70 X = 100,69
SS= 0,18 SS= 0,53 SS = 0,62
BSS = %0,18 BSS = %0,53 BSS = %0,62
50 50,05 +0,08 100,10 10 9,95 + 0,06 99,50 30 30,13 +£0,07 100,43
50 50,17 +0,05 100,34 25 25,08 + 0,03 100,32 30 30,00 +0,05 100,00
50 50,13 +0,03 100,26 50 50,05 + 0,05 100,10 30 30,00 +0,02 100,00
= 100,23 = 99,97 = 100,14
SS= 0,12 SS= 042 SS= 0,25
BSS = %0,12 BSS = %0,42 BSS = %0,25
50 50,05 +0,08 100,10 10 9,95 + 0,06 99,50 30 30,13 +0,07 100,43
50 50,13 +£0,03 100,26 10 10,00 + 0,06 100,00 50 50,14 +0,11 100,28
50 49,94 +0,05 99,88 10 9,98 + 0,02 99,80 75 75,11 +0,07 100,15
X = 100,08 X = 99,77 X = 100,29
SS= 0,19 SS= 0,25 SS= 0,14
BSS = %0,19 BSS = %0,25 BSS = %0,14

* Numuneler 4’er kez ¢alisiimistir. Bulunan miktarlar + standart hata seklinde verilmistir.

X : Aritmetik ortalama SS: Standart Sapma
(Istatistiksel hesaplamalar igin Bkz. Ek.1)

BSS: Bagil Standart Sapma

g9



Tablo 4.13. Geligtirilen yonteme ait saglamlik bulgulari.
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PAR KAF PRO

Gog Zam. PN Orani Gog Zam. PN Orani Gog Zam. PN Orani

Orani Orani Orani

_ Iess| — [Bss| — |Bss| — [Bss| — [Bss| — [Bss

XA@ | X @ | X |©| X @] X || X%
standart - 6 75 10,13| 1,04 | 0,96 | 0,77 | 0,11 | 0,89 0,00 | 1,30 | 0,24 | 0,63 | 0,00
kosullar
oH 8.9 072 (0,10| 1,04 | 0,85 | 0,77 | 021 | 0,89 | 0,12 | 1,29 | 0,20 | 0,62 | 0,08
pH 9.1 0721015 1,03 | 075|077 | 0,15 | 0,89 | 0,05 | 1,30 | 0,18 | 0,63 | 0,02
19 mM

071(023| 1,04 | 103|076 | 030|089 003|128 | 027|063 |0,03
borat tamp.
21 mM

072(0,11] 1,03 | 0,91 | 0,78 | 023 | 0,89 | 0,07 | 1,30 | 0,15 | 0,63 | 0,12
borat tamp.
é%g'\" 071 (0,18| 1,04 | 0,00 | 0,76 | 0,17 | 0,89 | 0,11 | 1,29 | 0,24 | 0,63 | 0,17
31 mM
e 073]022] 1,04 | 076 | 0,77 | 0,21 | 0,90 | 0,06 | 1,31 | 0.30 | 0,64 | 0,05
208nm 1525 1013] 1,05 | 0,90 | 077 | 0,10 | 0,89 | 0,04 | 1,30 | 0,17 | 0,61 | 0,01
dedeksiyon
212nm 1425 1013] 1,03 | 1,07 | 077 | 0,09 | 0,89 0,11 | 1,30 | 0,21 | 0,64 | 0,08
dedeksiyon
28 KV
oot 072 (012|104 | 075|077 | 0,14 | 0,89 | 020 | 1,30 | 0,26 | 0,63 | 0,14
30 kV
volts 0,72|0,15| 1,04 | 0,89 | 0,77 | 0,20 | 0,89 | 0,14 | 1,30 | 0,24 | 0,63 | 0,08
24°C 073 (0,37| 1,04 | 066 | 0,77 | 0,09 | 0,90 | 0,04 | 1,30 | 0,17 | 0,62 | 0,21
sicaklk
26°C 071(023| 1,04 | 108|077 | 012|089 |010| 128|034 063|017
Sicaklik
Kruskal Wallis
varyans analzi | KW=8,64 | KW=11,15 | KW=6,95 | KW=1,15 | KW=15,75 | KW=8,71
(KWr=21,03)

“Standart kosullar’: 30 mM SDS igeren 20 mM pH 9,0 Borat tamponu, 200 nm dedektor
dalgaboyu, 29 kV c¢alisma voltaji, 25°C kapiler sicakhgi. Maddelerin derisimleri 50’ser

ug mL™"dir. Her kosul icin 10 kez 8lgiim yapilip sonuglarda X ve BSS verilmistir. Gog
zamani orani; maddenin gé¢ zamaninin i¢ standardinkine orani; Pik normalizasyonu
(PN), pik alaninin gd¢ zamanina orani; PN orani, maddenin PN’sinin i¢ standardinkine
oranidir. KW+ Kruskal Wallis varyans analizi igin tablo degeri;KW: Kruskal Wallis varyans
analizi ile hesaplanan test istatistigidir (Bkz. Ek.2). Karar: Farkl kosullarda yapilan analiz
sonuglari arasinda fark yoktur (KWr>KW; p<0,05).
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4.3.3. Farmasotik Preparatlarin Analiz Bulgulan

Tez calismasinda, icerdikleri etkin madde miktarlari Tablo 2.1'de
verilen, Turkiye ila¢ piyasasinda bulunan PAR, PRO ve KAF kombinasyonu
iceren farmasotik preparatlar analiz edilmistir.

Sekil 4.9'da plasebo, PAR, KAF, DIF ve PRO standartlari, sentetik
numune ve farmasoétik preparatlarin gelistirilen MECC ydntemiyle elde edilen
elektroferogramlari gorulmektedir.

Farmasotik  preparatlardan AIjiI® tablet ve Panalgine® tabletin
geligtiilen MECC yontemiyle analiz bulgulari  Tablo 4.14’te verilmistir.
Minoset® Plus tablet, MECC ydntemiyle ve karsilastirma ydntemiyle analiz

edilmis olup sonuglar Tablo 4.15’te karsilagtiriimigtir.
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Sekil 4.9. Gelistirilen MECC yontemiyle elde edilen elektroferogramlar.

a) Plasebo

b) Standart PAR, KAF, PRO ve DIF

c) Sentetik preparat

d) Farmasétik preparat (Minoset® Plus tablet)

PAR: 50 ug mL™", KAF: 10 pg mL™, DIF: 50 pg mL™, PRO: 30 pg mL™.
Calisma elektroliti: 30 mM SDS igeren 20 mM pH 9,0 borat tamponu.
Cihaz parametreleri: tenj= 3 s, Penj= 50 mbar, V=29 kV, 25°C, A= 200 nm.




Tablo 4.14. Farmasotik preparatlarin gelistirlen MECC yontemiyle analiz

bulgulari.

Panalgine® tablet Aljil® tablet
300 mg PAR 300 mg PAR

30 mg KAF 50 mg KAF
150 mg PRO 150 mg PRO

300,62 + 0,01 299,82 + 0,04

300,14 + 0,02 301,14 + 0,02

300,05 + 0,05 299,08 + 0,05

299,86 + 0,03 300,67 + 0,01

300,21 + 0,04 299,89 + 0,03

PAR 298,93 + 0,03 299,25 + 0,05
300,12 + 0,01 297,58 + 0,02

300,31 + 0,02 300,44 + 0,01

301,01 £ 0,03 300,44 + 0,04

299,91 + 0,01 300,70 £ 0,03

X : 300,12+0,17
SS:0,54 BSS : %0,18
GA : 299,74<X<300,50

X : 299,90 + 0,33
SS:1,05 BSS : %0,35
GA : 299,15<x<300,65

KAF

30,07 + 0,01
30,43 £ 0,02
30,08 £ 0,01
30,02 £ 0,01
30,07 + 0,01
30,29 + 0,01
29,97 + 0,01
29,91 £ 0,01
30,09 £ 0,02
30,03 + 0,01

50,12 £ 0,02
50,48 + 0,01
49,95 + 0,01
50,19 £ 0,01
50,12 £ 0,02
50,72 £ 0,02
50,17 £ 0,01
50,15+ 0,02
50,05+ 0,01
50,03 +£ 0,02

X : 30,10 +£ 0,05
SS:0,15 BSS : %0,51
GA : 29,99<x<30,21

X : 50,20 + 0,07
SS:0,23 BSS : %0,46
GA : 50,04<Xx<50,36

PRO

149,37 £ 0,02
150,40 + 0,02
149,88 + 0,01
150,12 £ 0,02
150,46 = 0,02
150,79 + 0,01
149,24 + 0,03
150,91 +£ 0,01
149,75 + 0,03
150,43 £ 0,03

150,12 + 0,01
149,87 + 0,02
150,31 £ 0,03
149,72 + 0,01
149,85 £ 0,02
150,09 + 0,01
150,23 +£ 0,03
149,35 + 0,01
149,02 + 0,03
150,80 + 0,04

X : 150,14 + 0,18
SS:0,57 BSS : %0,38
GA : 149,73<x<150,55

X : 149,94 + 0,16
SS:0,50 BSS : %0,33
GA : 149,53<x<150,30

X: Ortalama + Standart hata; GA: 0=0,05 yanilma duzeyi igin guven araligi;

SS: Standart Sapma; BSS: Bagil Standart Sapma (Bkz. Ek.1)
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4.3.4. Karsilagstirma Yonteminin Bulgulan

Ding ve dig. (43)'nin U¢li karisimlarda PAR, KAF ve PRO’nun ayni
anda analizi i¢in gelistirmis oldugu spektrum oranlari turev spektrofotometrisi
(derivative ratio spectra—zero crossing spectrophotometry) yontemi,
kargilastirma yéntemi olarak uygulanmigtir. Yontemin teorik esasi ve deneyin
yapiligi Bolim3.6. 'te aciklanmistir.

PAR, KAF ve PRO’nun 0,1N HCI icerisinde c¢ekilen UV absorbans
spektrumlari Sekil 4.10°da verilmistir. Artan derisimlerde standart madde
iceren kalibrasyon ¢ozeltilerinin oran spektrumlarinin 1. tlrevi Sekil 4.11°da

gorulmektedir.

Absorbans

O T T I I
200 220 240 260 280 300
Dalgaboyu (nm)

Sekil 4.10. PAR, KAF ve PRO’nun ¢ekilen UV absorbans spektrumlari.
(0,1N HCl igerisinde, PAR:10 pg mL™, KAF: 6 ug mL™", PRO: 12 ug mL™")

Minoset® Plus tabletin analizi gelistilen MECC yontemi ve
karsilastirma ydntemiyle yapilarak sonuglar Tablo 4.15°te verilmistir. Elde
edilen sonuglara Wilcoxon eglestirilmis iki ornek testi uygulanmis ve sonuglar

arasinda fark olmadidi ortaya c¢ikmistir (o=0,05 vyaniima olasilig:).
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Sekil 4.11. Spektrum orani tlrev spektrumlari.
a) PAR ve KAF spektrumlarinin PRO ile boliumandn 1. tlrevi.

b) PRO ve KAF spektrumlarinin PAR ile b&limunun 1. tdrevi.
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Tablo 4.15. Minoset® Plus tabletin gelistiilen MECC ve karsilastirma

yonteminden elde edilen analiz bulgulari.

Ambalajda yazan

MECC yontemi ile

Karsilagtirma yontemi ile

Miktar bulunan miktar (mg) bulunan miktar (mg)
250,96 249,36
251,59 255,73
251,86 252,47
PAR 250,21 246,44
249,85 251,19
250 mg/tablet 248,50 247,63
249,92 250,03
250,20 249,32
251,94 250,75
252,12 248,30
X - 250,72 + 0,37 250,12 + 0,84
SS: 1,17 2,64
BSS : %0,47 %1,06
Wilcoxon eslestiriimis iki 6rnek testi: Ty=19 > T+=8, p>0,05.
50,11 49,09
50,21 50,90
49,93 49,80
49,75 50,05
KAF 50,29 50,46
50 mg/tablet 49,79 49,50
50,81 49,95
49,88 49,95
49,86 50,03
48,96 49,65
X 49,96 + 0,15 49,94+ 0,16
SS: 0,47 0,50
BSS : %0,95 %1,00
Wilcoxon eslestirilmis iki drnek testi: T4=26 > T+=8, p>0,05.
149,85 156,28
150,07 152,11
148,97 147,98
149,87 143,93
PRO 151,63 141,75
150 mg/tablet 149,69 147,01
150,22 149,79
148,95 152,01
150,81 147,13
148,76 158,35
X - 149,88 £ 0,28 149,63 + 1,64
SS: 0,89 5,19
BSS: %0,59 %3,47

Wilcoxon eslestirilmis iki drnek testi: T4=25 > T+=8, p>0,05.

X: Ortalama * standart hata; SS : Standart sapma; BSS : Bagll
standart sapma (Bkz. Ek.1); Ty: Hesaplanan T degeri; Tt: n=10 serbestlik

derecesindeki teorik T dederi; p: Hesaplanan yaniima dizeyi (Bkz. Ek.2).
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4.3.5. Standart Ekleme Tekniginin Uygulanmasi

Minoset® Plus tablette miktar tayini standart ekleme teknigiyle
yapiimistir. Bu yontemde, ayni miktarda bilinmeyen numune igeren bir dizi
cozelti hazirlanmistir. ilk cozeltiye standart madde eklenmemis, digerlerine
artan derigimlerde bilinen miktarda standart madde eklenip hacimleri ayni olan
balon jojelerde tamamlanmigtir. Analiz sonuglari eklenen madde derisimine
karsi grafige gegirilmistir. Grafikte elde edilen dogru, x eksenini negatif yonde
kesmigstir. Bu noktanin mutlak degeri numunedeki madde derigimini vermistir.
Iki ydntemden elde edilen grafikler Sekil 4.12'de goriilmektedir.

Tablet numuneleri 3.2.3. 'de anlatildi§i sekilde hazirlanmistir. MECC
yonteminde standart ekleme tekniginin uygulanmasi igin tablet numunesinin
hazirlanmasi sirasinda, ambalajinda 250 g PAR, 150 mg PRO, 50 mg KAF
icerdigi belirtilen bir tabletten hazirlanan numunede olmasi gereken derigimler
sirastyla 50, 30 ve 10 ug mL™"dir. Numunede bulunan derisim, 5 ile carpilinca,
tabletteki miktari mg cinsinden elde edilmektedir. Karsilastirma yontemi olarak
kullanilan Din¢g ve dig. (43)nin gelistirdigi spektrum oranlar tlrev
spektrofotometrisi yontemiyle standart ekleme tekniginin uygulanmasi igin
hazirlanan tablet numunesinde bulunmasi gereken derisimler PAR, PRO ve
KAF icin sirasiyla 7,5; 4,5 ve 1,5 pg mL™"dir. Numunede bulunan derisim,
100/3 katsayisi ile ¢arpilinca, tabletteki miktari mg cinsinden elde edilmektedir.
Buna gore, Sekil 4.12'deki grafiklerden elde edilen sonuglar, Tablo 4.16'de
gorilmektedir. Bu tabloda karsilastirma yontemi ve MECC yontemi ile elde

edilen sonugclar da istatistiksel olarak karsilastirilmigtir.

Tablo 4.16. Minoset® Plus tabletin MECC ve karsilastirma ydntemleriyle
standart ekleme teknigi kullanilarak yapilan analiz sonuglari (n=3).

Ambalajda Kalibrasyon Standart Ekleme Hesaplanan
yazan miktar MECC Karsilagtirma MECC Karsilagtirma deger

(mg/tablet) yontemi yontemi yontemi yontemi (KW)
PAR 250 mg 250,7+0,4 250,1+8 250,9+0,3 | 2514+04 0,13

KAF 50 mg 50,0 + 0,2 49,9+0,2 50,1 +0,2 50,0+0,2 0,15
PRO 150 mg 149,9+0,3 | 1496+1,6 | 1499+0,3 | 150,1+0,3 0,15

Kruskal Wallis varyans analizi (Bkz. Ek.2) sonucuna gore (KW=3,841),

4 yoéntemden elde edilen sonuglar arasinda anlaml bir fark yoktur (p>0,05).
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Sekil 4.12. Minoset® Plus tabletin standart ekleme teknigi ile analizi.

A) Geligtirilen MECC yontemiyle elde edilen grafikler

(1. PAR,

2. KAF,

3. PRO.)

B) Karsilastirma yontemiyle elde edilen grafikler

(1. PAR,

2. KAF,

3. PRO.)
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5. TARTISMA

5.1. Analiz Yonteminin Segimi

PRO, PAR ve KAF'I birlikte igceren farmasoétik preparatlar, ¢ok sik
kullanilan analjezik ve antipiretik ilaglardir (13). Bu preparatlarin rutin
analizleri, Uretimde kalite kontrol asamasinda yapilmaktadir. Kalite kontrol
laboratuvarlarinda kisa zamanda dogru ve tutarli sonug veren, uygulamasi
kolay, dusuk maliyetli, ayni zamanda cevreyi kirletmeyen, valide edilmig
analiz yontemlerine ihtiyac vardir. Kaynaklarda, adi gegen maddelerin tek tek
veya ikili karisimlar seklinde miktar tayinleri icin ¢ok sayida ydntem
mevcuttur, ancak uglu karisimin tek bir yontemle ayni anda analiz edildigi
yontemler emek, zaman ve maliyet Ustunligu ag¢isindan tercih edilmektedir.
Uclii karisimin ayni anda miktar tayini icin kaynaklarda spektrofotometrik ve
kromatografik yontemler bulunmaktadir (43,52,57,58). Ayrica ¢ok sayida
farmasoétik madde icin gecerli oldugu ileri surtlen jenerik bir kapiler
elektroforez yontemi gelistirilmistir (100). Ancak her madde igin genel ayirim
saglayan bu tur jenerik yontemlerin, analiz edilecek maddeler i¢cin 6zel olarak
optimize ve valide edilen yontemlerle ayni dogruluk, kesinlik, segicilik ve
duyarliga sahip olmadigi disunulmektedir.

Kalite kontrol laboratuvarlarinda miktar tayini amaciyla genelde HPLC
ve UV-GB yontemler uygulanmaktadir. HPLC ydnteminde g¢evreyi kirleten
organik c¢ozuculer tiketiimektedir. Ayrica bu ¢oziculerin ¢ogu ithal olup
pahalidirlar. Bunlarin yanisira, kromatografik yéntemler, zaman alici 6n
islemler gerektirirler. Spektrofotometrik yontemlerle Gg¢li karigimlar ayirma
islemi yapmadan direkt olarak analiz etmek mumkdanddr. Ancak bu
yontemlerde karmasik matematiksel igslemler uygulanmasi gerekmektedir. Bu
matematiksel igslemler bilgisayar yardimiyla yapilsa bile zaman almakta ve
rutin analiz laboratuvarlarinda uygulanabilmesi icin kalifiye personel
gerektirmektedir. Kapiler elektroforez, diger analitik yontemlere gore yontem
gelistirme suresi daha kisa, sarf malzeme tiketimi ve maliyeti daha az,
ayirnm etkinligi daha yuksek olan, hizli, dogru, tutarli ve kolay uygulanabilen

bir ydntemdir (2).
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PRO, PAR ve KAF’I birlikte iceren farmasoétik preparatlardan bu
maddelerin ayni anda analizi icin valide edilmis bir kapiler elektroforez
yontemine rastlanmadigi igin, kaynaklara katki saglayacagi dusunulerek, bu

yontemin gelistiriimesi tez ¢alismasi olarak segilmigtir.

5.2. Yontem Gelistirme

Yoéntem gelistirme sirasinda, ilk énce CZE yontemiyle maddelerin
birbirinden ayrilmasi igin ¢alisiimigtir. CZE yontemiyle maddelerin ayriimasi
icin farkli bilesim ve derisimlerdeki ¢alisma elektrolitleri kullanilarak pH 2,5 —
10,0 araliginda denemeler yapilmistir. Ayrica metanol ve asetonitril degisik
oranlarda calisma elektrolitine eklenmistir. Calisma sicakhidi ve uygulanan
voltaj degistiriimistir. Ancak CZE’de elde edilen en iyi ayrimda dahi ayiricilik
ve secicilik yeterli bulunmamistir. Sekil 4.3 (a)’'da, (SDS eklenmeden) CZE
yontemiyle elde edilen elektroferogramda, PAR ve KAF piklerinin ayriimadigi
go6rulmektedir. Numuneye metanol eklenmesi ile EOF tayin edilebilmektedir
(97). PAR ve KAF, metanole yakin gé¢ zamanina sahiptir, yani EOF ile
birlikte go¢ etmektedirler. PAR ve KAF molekullerinin iyonlagsma derecesi,
CZE’de EOF’den ve birbirlerinden ayrilmalarina yetecek dizeyde degildir.
PRO ise CZE elektroferogramlarinda EOF’den sonra pik vermektedir.

CZE ile aynlamayan noétral Dbilesikler, MECC yoOntemiyle
ayrilabilmektedir (91). CZE yontemiyle yeteri kadar ayrilamayan PAR ve KAF
icin, MECC ydntemi uygulanarak ayirim gercgeklestirilmistir.

MECC’de numune Dbilesenlerinin ayrimi miseller sayesinde
gerceklestiginden, calisma elektrolitindeki ylzey aktif madde derigimi
onemlidir. Yuzey aktif madde derigsimi KMK'nin altinda olursa misel olusumu
gerceklesmediginden o6tart, ndétral bilesiklerin ayrimi saglanmaz. Calisma
elektrolitine gereginden fazla ylzey aktif madde eklenmesi ise analiz
suresinin uzamasina neden olur (92).

SDS, MECC'de en sik kullanilan yuzey aktif maddedir (91).
Kaynaklarda diger ylizey aktifler de denenmistir. Ornegin, voltaj
uygulandiginda calisma elektrolitinden gecen akim, SDS yerine dodesil
sulfatin lityum tuzu (LiDS) kullanildiginda, daha dusuktir (100). SDS ile
akimin 50 pA’dan yuksek oldugu durumlarda LiDS tercih edilebilir. Ancak tez
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calismasinda gelistirlen MECC yodénteminde akim 15 pA’'nin  Ustine
cikmamistir. Dolayisiyla LiDS degil, daha kolay bulunan ve ucuz olan SDS
tercih edilmistir.

Calisma elektrolitindeki optimum SDS derisimi 30 mM olarak
secilmigtir. Daha dusik SDS derisimi yeterli ayirrm saglayamazken, daha
yuksek derisimlerde ayiricilik artmis ancak analiz siresi uzamistir (Bkz. Sekil
4.3 ve Sekil 5.1). 100 mM SDS derisiminde analiz siresi 20 dakikaya
citkmistir.

%12 | | —o—Astresi (dak) 7 1500000
2 i + 1.000.000 ;
> 8t + 750.000 -£
.N - )
© . + 500.000 W
: 1
< i + 250.000
4 I I I I 0
0 10 20 30 50
SDS derigsimi (mM)

Sekil 5.1. SDS derisiminin analiz suresi ve etkinlik Gzerine etkisi.
Kosullar: 20 mM pH 9,0 borat tamponu, tenj= 3 S, Penj=50 mbar, V=29 kV,
A=200 nm. PAR, KAF, DIF, PRO derisimi: 50’ser ng mL™".

EOF, eritiimis silika kapilerin i¢ ¢eperindeki iyonize silanol gruplari
sayesinde meydana gelmektedir. Silanol gruplarinin iyonizasyon orani
calisma elektrolitinin pH’sina baglidir. Nishi ve dig. (101)'nin belirttigine gore,
pH 8,0’a kadar silanol iyonizasyonuyla EOF artmakta, pH 8,0’dan sonra ise
iyonlagan silanol sayisi sabit kalmakta ve iyonik siddet artisina bagh olarak
EOF azalmasi mumkin olmaktadir. Yapilan deneyler sonucunda, pH 2,5 —
8,5 arasinda pH yukseldikge EOF’de dnemli artis gézlenirken, pH 8,5 — 10,0
arasinda pH yukselmesi, EOF’de hafif bir artisa sebep olmustur. pH, EOF'yi
oldukga etkili sekilde degistirdiginden, dogru ve tekrarlanabilir sonuglar almak
icin calisma elektrolitinin pH’s1, tampon ¢ozelti kullanimiyla sabit tutulmalidir.

Farkli pH araliklarinda tamponlama kapasitesine sahip fosfat, sitrat ve borat
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tampon c¢ozeltileri denenmistir. Fosfat ve sitrat tamponlarinda yeterli ayirim
saglanamamistir. En iyi ayiricilik ve etkinlik borat tamponunda gozlenmistir.
Borat tamponu ile pH 8,5-10,0 araliginda yapilan deneyler sonucunda en iyi
ayiricilik ve etkinlik pH 9,0’da gozlenmigtir (Bkz. Sekil 4.1 ve Sekil 5.2).

+ 1.500.000
+ 1.250.000
- 1.000.000
- 750.000
—0— A.slresi (dak) - 500.000
T |[===N(PAR) - 250.000

I 1 I 0

8,5 9,0 9,5 10,0
pH

EtKinlik (N)

Analiz siiresi (dak)

Sekil 5.2. Calisma elektrolitinin pH’sinin analiz Gzerine etkisi.
Kosgullar: 30 mM SDS igeren 20 mM borat tamponu, ten= 3 s,
Per=50 mbar, V=29 kV, A= 200 nm. PAR, KAF, DIF, PRO derigimi: 50’'ser ug mL™.

pH 9,0 borat tamponunun derigimi arttikca analiz suresi uzamaktadir.
Bu tamponda 20 mM derisimde 9,5 dak suren analiz, 100 mM derisim
denendiginde 19,5 dak surmustlir. Tampon derisiminin ¢ok az olmasi pH'nin
sabit tutulmasini saglayamamakta ve elektroferogramda zemin (baseline)
bozulmaktadir. Bu da alt tayin sinirini ve tekrarlanabilirligi etkiler. Ayrica,
tampon derisimi numune derigsiminden kuguk olursa asimetrik ve genis pikler
elde edilir (83).

Yeterli ayiricihigin ve etkinligin gozlendigi, analiz suresinin kisa oldugu
ve zeminin yeterince duzgun oldugu pH 9,0 borat tamponu derisimi 20 mM
olarak belirlenmistir (Bkz. Sekil 4.2 ve Sekil 5.3).
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Sekil 5.3. Borat tamponu derisiminin analiz suresi ve etkinlik Gzerine etkisi.
Kosullar: 30 mM SDS igeren pH 9,0 borat tamponu, ten= 3 s,
Per=50 mbar, V=29 kV, A= 200 nm. PAR, KAF, DIF, PRO derigimi: 50’'ser ug mL™.

Calisma elektrolitine eklenen organik g¢ozlculer, vizkozite, dielektrik
sabiti ve zeta potansiyel Uzerinde etkilidir. Khaledi (93)'nin belirttigine gore,
asetonitril, aseton gibi aprotik organik ¢éziculerin %10’dan kiglk oranlarda
eklenmesiyle miseller daha kararli olurlar ve KMK duser. Eklenen SDS
derigsiminin sabit oldugu durumda, KMK'yi arttirici bir etki yapilinca,
cozeltideki misel miktari azalmaktadir. Misel miktarindaki azalma analiz
suresini kisaltabilir ancak ayni zamanda ayiricilik ve etkinlik de dusebilir.
KMK’yi azaltici bir etki yapilmasi durumunda, misel miktari artar. Misel
miktarindaki artig, ayiricilik ve etkinligi arttirirken, analiz slresinde uzamaya
neden olabilir. MECC yontemi gelistiriimesi sirasinda yapilan deneyler
sonucunda metanol ve asetonitril eklemenin, ydntemin analiz suresi, ayiricilik
ve etkinligine faydall etkisi olmadigi gdézlenmis olup organik ¢dzlcu
eklenmemesine karar verilmigtir.

Bu durumda, calisma elektroliti olarak, 30 mM SDS igeren 20 mM
pH 9,0 borat tamponu secilmistir (Bkz. Tablo 4.1). Bu elektrolitte PAR, KAF,
PRO ve DIiF’in elektroforetik hizlari Tablo 4.2°de verilmistir.

Cihaz parametrelerinin sonuglari nasil etkiledigi arastirilarak dedektor
dalgaboyu, uygulanacak voltaj, enjeksiyon suresi ve kapiler sicakliginin

optimal degerleri bulunmusgtur.
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Dedektor dalgaboyunun secimi icin G¢ boyutlu olarak elektroferogram
ve absorbans spektrumunun ayni anda goérildiga  grafik incelenmistir
(Bkz.Sekil 4.5). Cihazin bilgisayar yaziliminda bu grafikteki dalgaboyu
degistirilerek elektroferogram interaktif olarak goézlenebilmektedir. En dugsuk
g6zlenebilme sinirini elde etmek i¢in maddenin en yuksek absorbans yaptigi
dalgaboyunu secmek esastir. Ug madde igin en yliksek absorbanslarin elde
edildigi dedektor dalgaboyu 200 nm olarak segilmistir. Cihaz bilgisayarindaki
bu yazilim, segilen bir zaman igin, elde edilen UV absorbans spektrumunu
vermektedir. Yazilim, pikin baslangicinda, ortasinda ve sonundaki UV
absorbans spektrumlarini inceleyerek otomatik olarak pik saflik indisini
hesaplamaktadir. Pik saflik indisi 1'e yakin olmasi, ayrimin tam
gergeklestiginin gostergesidir. Analizi yapilan maddeler igin pik saflik indisleri
1’e yakin ¢ikmistir (Bkz. Tablo 4.3). Geligtirlen MECC yonteminden elde
edilen elektroferogramlarda pik simetrilerinin 1’e yakin olmasi ve teorik
tabaka sayilarinin yuksek olmasi yontemin etkinliginin yiksek oldugunun
gOstergesidir.

Calisma elektrolitine uygulanan voltajin se¢imi i¢cin 5 — 30 kV arasinda
degisen voltaja karsi akim grafigi cizilmistir (Bkz. Sekil 4.4). Elde edilen
grafikte r? = 0,9999 tanimlayicilik katsayisi hesaplanmigtir. Calisilan aralikta
voltaj arttikca akim dogrusal olarak artmaktadir. Kapilerden gegen akimin
50 uA’den az olmasi istenir. 100 uA’e kadar akim kabul edilebilirken,
125 pA’den fazla akim Joule isinmasina neden olur (89). Olglilen tim
akimlar 15 pA’den azdir. Esitlik 2.1°e gdre uygulanan voltaj arttikca EOF
artmaktadir. Bu da analiz suresinin kisalmasi anlamina gelmektedir. Ayni
zamanda kapiler elektroforezde teorik tabaka sayisi ile ilgili Esitlik 2.5’e gore,
uygulanan voltaj arttikga etkinlik artmaktadir. Sekil 5.4’te, voltajin artigiyla
etkinligin arttigi ve analiz suresinin kisaldigi gorulmektedir. Bu nedenle
mumkun olan en yuksek voltaji segmek gerekir. Validasyon igin saglamlik
(robustness) calismasi amaciyla uygulanan voltajin 1 kV asagisinin ve
yukarisinin denenmesi gerekmektedir. Bunu yapabilmek icin uygulanan voltaj
29 kV segcilmigtir. 29 kV ile 30 kV’luk voltaj uygulanmasi arasinda analiz

suresi agisindan onemli bir fark bulunmamaktadir.
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Sekil 5.4. Uygulanan voltajin analiz suresi ve etkinlik Uzerine etkisi.
Kosullar: 30 mM SDS igceren 20 mM pH 9,0 borat tamponu, te,= 3 s,
Per=50 mbar, A= 200 nm. PAR, KAF, DIiF, PRO derisimi: 50’ser ug mL™".

Hidrodinamik numune enjeksiyonunda uygulanan basing 50 mbar olup
enjeksiyon suresinin analiz Uzerine etkisi incelenmistir (Bkz. Sekil 4.6).
Enjeksiyon suresi arttikga kapiler icine verilen madde miktari da artmakta ve
ayni derisimdeki numuneler ic¢in pik alani ve pik yuksekliginde artis
gbzlenmektedir. Bu, daha dusuk derisimlerde caligabilmek, yani
gOzlenebilme ve alt tayin sinirlarinin dugmesi anlamina gelmektedir. Ancak
enjeksiyon suresi arttikga pik genislikleri de artmakta, bu da ayiricihk ve
etkinligi azaltmaktadir. Yapilan deneylerde 1-8 s arasindaki enjeksiyon
surelerinden elde edilen elektroferogramlar incelenmis ve en uygun sirenin
3 s olduguna karar verilmigtir. Dusuk gozlenebilme ve alt tayin sinirlarinin
daha o6nemli oldugu biyolojik kokenli numunelerden miktar tayini yapiliyor
olsaydi daha ylUksek enjeksiyon slresiyle daha dustk derisimlerde ¢alismak
mumkuin olabilirdi ancak bu calismada gelistirilen yontemin amaci farmasoétik
preparatlardan miktar tayini oldugu igin, 3s enjeksiyonla erisilen
gOzlenebilme ve alt tayin sinirlar yeterli gorulmis ve enjeksiyon suresini
arttirarak ayiriciliktan 6diun vermek tercih edilmemigtir.

Kapilerin analiz sirasindaki sicakligi, calisma elektrolitinin viskozitesini
degistirdigi icin EOF ve maddelerin goé¢ zamanlari Uzerinde etkilidir. Calisma

sicakhginin belirlenebilmesi i¢gin 20, 25 ve 30°C’'de yapilan deneyler
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sonucunda elde edilen elektroferogramlar incelenmistir (Bkz. Sekil 4.7).
30°C’de analiz siresinin daha kisa oldugu ancak, PAR ve KAF piklerinin
ayiricihginin dastugu gozlenmistir. 20°C’de ise analiz suresi uzun olmakla
birlikte ayiricilikta da artis gozlenmemigtir. Optimum sicakligin  25°C
olduguna karar verilmigtir. Cihazin analize baslamasi icin, kapiler sicakliginin
sabitlenmesi amaciyla ayarlanan sicakliga gore 2 - 10 dak beklemek
gerekmektedir. Kapiler sicakhgi igin oda sicakligi olan 25°C’nin segilmesi ile
bu bekleme suresi en aza inmektedir.

Bu deneylerin sonucunda optimum cihaz parametreleri, dedektor
dalgaboyu 200 nm, 50 mbar basingla 3 s sureli hidrodinamik enjeksiyon,
uygulanan voltaj 29 kV ve kapiler sicakligi 25°C olarak segilmigtir (Bkz.
Tablo 4.1).

Optimize edilen parametreler uygulanarak vyapilan deneyler
sonucunda elde edilen elektroferogramlardan madde  miktarinin
hesaplanmasi igin pik alani, pik alan orani (maddenin pik alaninin ig
standardin pik alanina orani) , pik normalizasyonu (PN, pik alaninin go¢
zamanina orani) veya PN orani (maddenin PN’sinin i¢ standardin PN’sine
orani) kullanilabilir. PN oraninda BSS degerlerinin daha disuk oldugu Tablo
4 4’te gorulmektedir. Sonuglarda daha yuksek kesinlik elde etmek igin
hesaplamalarda PN orani kullaniimistir.

Kalibrasyon i¢in bilinen miktarlarda standart madde igeren karigimlarin
analizi sonucunda elde edilen elektroferogramlardan maddelerin PN oranlari
hesaplanmigtir. Madde derisimine karsi maddenin PN orani grafige
gegirilmigtir (Bkz. Sekil 4.8). Korelasyon analizi sonucunda r ve r? katsayilari
ve regresyon analizi sonucunda kalibrasyon denklemi elde edilmistir (Bkz.
Tablo 4.5). Korelasyon katsayisinin dnem kontroli testi sonuglari Tablo
4.6’da olup, korelasyon katsayilarinin tesadufen bulunmus degerler olmadigi
sonucuna varilmaktadir. Elde edilen kalibrasyon egrisinde dogrusalliktan
ayriis testi yapilmistir (Bkz. Tablo 4.7). y = ax+b seklindeki kalibrasyon
denkleminde, b’ye kesisim denir. Kesisim, dogrunun y eksenini kestigi
degerdir. Kesisimin sifirdan ayrilisinin  énem kontroli testi yapilarak,

kesisimin degerinin sifirdan farkli, ancak sifira ¢ok yakin oldugu
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hesaplanmigtir. Sifirdan farkinin énemli olmadigi sonucuna variimistir (PAR
t4=0,0244; KAF t4=0,0268; PRO t4=0,0552; tr=1,98 p>0,05).

Bilinmeyen numunelerde miktar tayini igin, elektroferogramda standart
madde ile ayni gbé¢ zamanina sahip piklerin (PAR: 5,17 dak, KAF: 5,51 dak
ve PRO: 9,37 dak) PN oranlari, Tablo 4.5’teki kalibrasyon denklemlerinde

yerine konularak madde derisimleri hesaplanmigtir.

5.3. Geligtirilen Yontemin Validasyonu

Geligtirlen MECC ydnteminin validasyonu i¢in gozlenebilme siniri, alt
ve Ust tayin sinirlari, dogrusal calisma arali§i, kesinlik, dogruluk, segicilik,
saglamlik ve tutarhlik calismalari yapiimistir (97).

Kararlilik (Stabilite)

Calisilan maddelerin 1000 pg mL" derisimindeki stok cozeltilerinin
oda sicaklhigindaki ve buzdolabindaki kararliliginin belirlenmesi amaciyla iki
ay boyunca UV spektrumlari ve elektroferogramlari incelenmistir.
Spektrumlarin herhangi bir kisminda absorbansta azalma veya dalgaboyu
kaymasi gozlenmemigtir. Gelistirlen MECC yontemiyle yapilan analizlerde
herhangi bir bozunma Urlnine rastlanmamis ve standart maddelerin gog¢
zamani ve pik alanlarinda degisme olmamistir. Calisilan maddelerin stok
¢ozeltileri minimum iki ay kararlidir. Stok ¢ozeltiler buzdolabinda saklanmis
ve kullanilacagi zaman oda sicakligina getirilerek pipetlemede sicakliga bagh
sivi hacminin degisiminden dogabilecek hata en aza indirilmistir.

Go6zlenebilme ve Alt Tayin Siniri

Gozlenebilme siniri, maddenin pik yuksekliginin, zemin garultistindn 3
kati oldugu zamanki derisimidir (97). Diger bir ifadeyle, S/G oraninin 3 oldugu
degerdir. Gozlenebilme sinirlari PAR ve KAF igin 0,6 pg mL™, PRO igin 0,8
ng mL™" olarak bulunmustur. Alt tayin siniri, S/G oraninin 10 oldugu deger
olup, PAR ve KAF igin 2 ug mL™", PRO icin 3 ug mL™" olarak bulunmustur.
PRO, caligsilan dalgaboyunda PAR ve KAF’a oranla daha dislk absorbansa
sahip oldugundan, alt tayin siniri daha yuksektir. Farmasotik preparatlardan
analiz icin geligtilen MECC yonteminin yeteri kadar duyarli oldugu

sdylenebilir.
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Dogrusal cevap siniri (Ust tayin siniri) dedektér cevabinin derigsim
artisiyla dogrusal olarak artmasinin bozuldugu sinirdir. Geligtirilien MECC
yontemi igin Ust tayin siniri 200 pg mL™" olarak belirlenmistir. Alt tayin siniri ile
ust tayin siniri arasindaki derigsim araligina galisma aralgi (veya dogrusallk
araligl) denilmektedir (97). Bu aralik PAR ve KAF igin 2-200 pg mL™, PRO
icin 3-200pg mL™ olarak bulunmustur.
Olmasi gereken derisime karsi yontemle bulunan derisimler grafige
gegirilince, y=x benzeri bir dogru elde edilmesi, calisilan aralkta dogrusal
sonugclar elde edildiginin gostergesidir. Her madde igin 3 derisim seviyesinde,

her derisimde n=10 tekrarli analiz sonuglari Sekil 5.5’de gdsterilmistir.
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Sekil 5.5. Yontem dogrusalligini kontrol grafikleri (n=30).

Kesinlik ve Dogruluk

Kesinlik, sonuglarin tekrarlanabilirliginin gdstergesidir. Sayisal dlgutu



85
BSS’dir. Bu katsayiya varyasyon katsayisi da denilmektedir. En az ug¢ farkl
derisimde (LOD’ye yakin, ortada ve LOL’ye yakin) ve her derisim igin en az 3
analiz sonucunun bagil standart sapmasinin en yiksek %5 olmasi gerekir
ancak alt tayin sinirindaki BSS %10 kabul edilmektedir (97). Geligtirilen
analiz yonteminde Ug¢ farkli derisimde 6’sar kez yapilan gin ic¢i ve gunler
arasl! analiz sonuglarinda dusuk BSS degerleri elde edilmesi (gun i¢i %0,29-
1,42; glUnler arasi %0,10-3,76), kesinligin yliksek oldugunun gostergesidir.

Dogruluk, dl¢ilen ve dogru olarak kabul edilen degerler arasindaki
uyumun bir dlgusudur ve % bagil hata (%BH) ile belirlenmektedir. Yéntemin
dogrulugunun belirlenmesi icin bilinen numunelerde en az 3 farkli derisimde
her derisim icin 3-10 analiz sonucu bulunmalidir. Bulunan miktar icin %BH
(mutlak degeri) %9%’i gegmemelidir ancak, alt tayin sinirt i¢cin %10 kabul
edilmektedir (97). Gelistirilen ydntemin gun ici ve glnler arasi dogruluk
calismasi ug¢ farkh derisimde, 6 ayri ¢Ozeltiyle yapilmis olup sonuglarda
yuksek dogruluk elde edilmistir (%BH (+) gin i¢i %0,01 - 2,3; gunler arasi
%0,03 - 3,40) (Bkz. Tablo 4.8-Tablo 4.10).

Geligtirilen MECC yodnteminin tekrarlanabilirligini belirlemek amaciyla,
ayni derisimdeki standart 10 kez analiz edilip her G¢ madde igin miktar tayini
yapiimistir. BSS degerleri PAR icin %0,45; KAF icin %0,68; ve PRO igin
%0,42 olarak bulunmustur. Bu degerler yéntemin tekrarlanabilir oldugunu
gOstermektedir.

Kapiler elektroforez cihazinin tekrarlanabilirligini belilemek amaciyla,
ayni derisimdeki standart 10 kez analiz edilip sinyaller gézlenmistir. Elde
edilen elektroferogramlarda her tic madde ve IS pikleri icin gé¢ zamanlarinin
BSS degerleri %0,4’ten kiglk, pik alanlarinin BSS degerleri de %1’den
kiguk bulunmustur. Bu da, cihazin tekrarlanabilir sonuglar verdigini
gOstermektedir.

Geri Kazanim

Geri kazanim, numuneye konulan maddenin ne kadarinin analiz
sonucu olarak bulundugunu belirtir (97). Yontemin geri kazaniminin
%100’den diguk olmasi durumunda, kalibrasyon numuneleri ve bilinmeyen

numuneler ayni iglemden gectigi icin, tekrarlanabilir geri kazanim varsa dogru
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sonu¢ elde edilebilir. Farmasotik preparattan miktar tayini yapildigr igin
tabletteki maddenin ne kadarinin numuneye gectiginin belilenmesi amaciyla,
sentetik tablet numunesi hazirlanmis (Bkz. bélim 3.2.4. ) ve igine bilinen
miktarda madde konulup analiz sonucunda ne kadarinin bulunduguna
bakilmistir. Gelistirilen yontem icin geri kazanim degerleri %100’e yakin olup
tekrarlar arasindaki BSS dusuktir (Bkz. Tablo 4.11).

Segicilik (Ozgiinliik)

Segicilik, yontemin diger maddeler varliginda analizi yapilan maddenin
miktarini dogru olarak tayin edebilme yetenegidir (97). Sekil 4.9 (a)da
plasebonun  elektroferogrami  incelendiginde, herhangi  bir  pike
rastlanmamasi, (c) ve (d)'de (b)de gdézlenenlerden fazla pik bulunmamasi;
ayrica Tablo 4.11'de sentetik tablet calismalarinda % geri kazanim
degerlerinin yuksek olmasi, farmasoétik preparattaki yardimci maddelerin
analiz yontemini etkilemedigini, bu da yontemin secici oldugunu
gostermektedir. Tablo 4.3'te goruldugu gibi, pik saflik indislerinin 1'e yakin
olmasi da, yontemin segiciliginin bir ifadesidir.

Bilinen miktarlarda PAR, KAF ve PRO iceren karigimlarin gelistirilen
MECC yodntemiyle analiz bulgulari Tablo 4.12'de verilmistir. Bu c¢alismada
karigsimdaki bilesenlerden birinin miktari degistirilip digerleri sabit tutulmustur.
Sonuglar, bilesenler arasinda girisim olmadigini gdstermektedir. Birinin
miktarinin az veya ¢ok olmasi, digerlerinin sonucunu etkilememektedir. Bu
durum da, yontemin segici oldugunun bir gostergesidir.

Saglamlik ve Tutarlilik

Yoéntemin  saglamlik  (robustness) c¢alismasi  igin, yontem
parametrelerindeki kuguk degisimlerin, sonucu ne kadar etkiledigi
incelenmistir. Bu amagla ¢alisma elektrolitinin pH’s1, tampon derisimi, SDS
derisimi, dedektdr dalgaboyu, uygulanan voltaj ve kapiler sicaklidi, standart
kosullarin alt ve Ust degerlerinde olmak Uzere degistiriimistir. Tablo 4.13’te
yontem parametrelerindeki kuguk degismelerin, sonucu degistirmedigi
gorulmektedir.

Tutarlihk (ruggedness) calismasi igin ise, farkli bir analizcinin
geligtiriien MECC yontemini sentetik tablete uygulamasi sonucunda, her iki
analizcinin sonuglari karsilastirilmistir.  Farkl kisilerin gelistirilen MECC
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yontemini uygulamasi sirasinda olusabilecek kuguk farklar, elde edilen
sonucu degistirmemektedir (Bkz. Tablo 4.11). Bu veriler, gelistirien MECC
yonteminin saglam ve tutarl oldugunu géstermektedir.

Farmasoétik Preparatlara Uygulama

Geligtirilen ve validasyon parametreleri degerlendirilen (valide edilen)
MECC yontemi Tablo 2.1’de belirtilen farmasétik preparatlarin analizine
uygulanmigtir. Analiz sonuglari Tablo 4.14‘de verilmistir. Bu preparatlardan
Minoset® Plus tableti karsilastirma ydntemiyle (43) de analiz edilmistir. Bu
yontemle gbézlenen UV absorbans spektrumlari Sekil 4.10'da ve spektrum
oranlari turev spektrumlarn Sekil 4.11°de gorulmektedir. Her iki yontemle elde
edilen analiz sonuglari Tablo 4.15'da verilmistir. Ayrica Minoset® Plus tablette
miktar tayini her iki yontemle standart ekleme teknigi uygulanarak da
yapiimistir. Bu teknikle elde edilen kalibrasyon grafikleri Sekil 4.12'de
gorulmektedir. Bu sekilde A kismindaki standart ekleme kalibrasyon
egdrilerine ait egimlerin, maddelerin normal kalibrasyon egrilerinin egimleri ile
ayni oldugu gorulmektedir (Bkz. Sekil 4.8). Bu da farmasdétik preparatlardaki
yardimci maddelerin, analizi etkilemedigini gostermektedir.

MECC ve karsilastirma yontemlerinde kalibrasyon egrisi ve standart
ekleme teknikleri ile elde edilen sonuglar karsilastirildiginda, aralarinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamistir (Bkz. Tablo 4.16). Bu
calismalar da, geligtirilen MECC yonteminin dogrulugunu ve farmasotik
preparatlara uygulanabilecegini gostermektedir.

Sonug olarak bu tez calismasinda PRO, PAR ve KAF'I bir arada
iceren farmasotik preparatlardan bu maddelerin ayni anda analizi igin
geligtiriien MECC yonteminin dogru, duyarli, kesin, segici, saglam ve tutarl
oldugu gosterilmistir.
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6. SONUG VE ONERILER

Tez calismamizda PRO, PAR ve KAF'I birlikte iceren farmasotik
preparatlardan bu maddelerin ayni anda analizi igin CE ydntemi
gelistiriimistir. Once CZE yoéntemi denenmis ancak PAR ve KAF pikleri
ayrilamamigtir. Daha sonra maddelerin nétral yapilari dikkate alinarak MECC
yontemi denenmistir. Optimum cihaz parametreleri 50 mbar basingla 3 s
sureli hidrodinamik enjeksiyon, 29 kV voltaj uygulanmasi, 25°C kapiler
sicakhgi ve 200 nm dedektor dalgaboyu olarak saptanmis ve bu kosullarda
en iyi ayirirmi saglayan calisma elektroliti olarak 30 mM SDS iceren 20 mM
pH 9,0 borat tamponu secilmigtir.

Gelistirilen MECC ydnteminin validasyonu icin gdzlenebilme siniri, alt
ve ust tayin sinirlar, dogrusallik, kesinlik, dogruluk, segicilik (6zgunluk),
saglamlik ve tutarlilik gibi validasyon parametreleri degerlendirilmistir. Geri
kazanim, uygun degerlerde bulunmustur. Daha sonra, valide edilen yontem
Turkiye piyasasinda satilmakta olan, PRO, PAR ve KAF’I birlikte iceren 3 ayri
farmasotik preparata uygulanmig, bunlardan biri kaynaklardaki bir yontemle
de analiz edilmigtir. Analiz sonuglari incelendiginde, her iki ydontemle bulunan
sonuglar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark olmadigi anlasiimistir.

Sonug olarak, PRO, PAR ve KAFIn kombinasyonunu iceren
farmasotik preparatlardan bu maddelerin ayni anda analizi icin dogru, duyarl,
kesin, segici, tutarli ve saglam MECC yontemi geligtirilmigtir.

Kaynaklarda bulunan jenerik yontemler genel olarak bir ¢ok ilacin
analizinde uygulanabilmektedir ancak, bu yontemlerin dogruluk, kesinlik,
secicilik ve duyarhdi, maddelere 06zel olarak gelistirilip valide edilen
yontemlerden daha dusuktir (100). Adi gegen 3’'lU kombinasyonu igeren
farmasotik preparatlardan bu maddelerin ayni anda analizi i¢cin kaynaklarda
valide edilmis bir CE yontemi bulunmadigindan, tez ¢calismasinda gelistirilen
ve valide edilen yontemin kaynaklara katki saglayacagi dusunulmektedir.

Bu Uc¢li kombinasyonun farmasotik preparatlardan ayni anda analizi
icin kaynaklarda bulunan UV spektrofotometrik yéntemle, ayirma islemine
gerek kalmadan sonu¢ elde edilebilmektedir. Ancak bu yontem yogun

matematiksel islemler gerektirmektedir. Ayrica, UV spektrofotometrik
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yontemde ayirma islemi yapilmadigi icin segciciligin dusuklugu ve girisim
olasiligi s6z konusudur. Ayni analiz i¢cin kaynaklardaki HPLC ydntemlerinde
ise toplam analiz suresi daha uzun ve maliyet daha yuksek olmasina karsin
ayinm etkinligi daha duguktur. Ayrica HPLC’de kullanilan organik ¢ézuculer,
laboratuvarda gerekli dnlemler alinsa da, bir miktari havaya karisarak insan
sagligini olumsuz yonde etkilemekte ve deneyler sonucunda olusan atiklar
cevreyi ciddi boyutta kirletmektedir. Buna karsilik geligtirlen MECC
yonteminde higbir ugucu organik madde kullaniimamaktadir. Kullanilan
seyreltik sulu ¢ozelti seklindeki kimyasallar analiz basina en fazla 3 mL
harcanmaktadir (2x1 mL tampon ¢dzelti ve 1 mL numune ¢dzeltisi).

Geligtirilen MECC yonteminin validasyon c¢alismalari yapilmigtir.
Validasyon calismalarinin sonuglari, kaynaklarda rutin ilag analizleri igin
belirtilen gecerlilik kriterlerini saglamaktadir (102).

Bu UstunlUkleri dusunaldiginde, gelistirilen MECC yéntemi, kolay
uygulanabilir ve toplam igletme maliyeti dusik oldugundan, rutin analiz
laboratuvarlarinda, pahal bir yontem olan HPLC'ye alternatif olarak

onerilebilir.
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EKLER
EK 1. istatistiksel Katsayilarin Hesaplanmasi

Bagil Standart Sapma Hesaplanmasi

Bagil Standart Sapma (BSS)= %x 100

SS: Standart Sapma

X: Aritmetik ortalama

% Bagil Hata Hesaplanmasi

(Olmas1 gereken miktar —Bulunan miktar)

101

x100

% Bagil Hata (%BH) = ,
Olmasi gereken miktar

Standart Hata Hesaplanmasi

SS

Standart Hata (SH) = —
Jn

SS: Standart sapma

n : Olgiim sayisi

%Geri Kazanim Hesaplanmasi

Bulunan miktar x 100

% Geri Kazanim =
° Olmasi gereken miktar

Evren Ortalamasi Giiven Araliginin Hesaplanmasi
p:)_(isit veya )_(—S;(<u<)_(+8§
u : Evren ortalamasi

X : Orneklem ortalamasi
S>—< : Standart hata
t : Secilen yanilma dizeyi (o) ve n-1 serbestlik

tablosundaki deger.

derecesindeki

t
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EK 2. Tez iginde Kullanilan istatistiksel Testler

Korelasyon Katsayisi Onem Kontrolii

Bu test ile bulunan korelasyon katsayisinin énemli bir katsayr mi yoksa
tesadulfe bagl bir katsayr mi oldugu anlasiimaktadir.

Testin yapiligi su sekildedir:
1. Ho: Korelasyon katsayisi tesadufe bagli bir degerdir (r=0).

2. Test istatistiginin hesaplanmasi:

T=1 S =
S n-2

T: Test istatistigi,
r: Korelasyon katsayisi,
S;: Korelasyon katsayisinin standart hatasi.
3. Yanilma olasiligi a=0,05 secilmistir.
4. Serbestlik derecesi= n-2 (n: Olglim sayisi)

5. a=0,05 yanilma duzeyinde ve n-2 serbestlik derecesindeki tablo t degerine
bakilir.

6. Kargilagtirma: Hesapla bulunan t degeri tablo t degerinden buyukse Hy

reddedilir, kigukse kabul edilir.

7. Karar: a) Korelasyon katsayisi 6nemli bir degerdir, tesadufen bulunmus
bir deger degildir (t=hesaplanan deger, p<0,05).
b) Korelasyon katsayisi dnemli bir deger degildir, tesadifen

bulunmus bir dederdir (t=hesaplanan deger, p>0,05)
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Dogrusalliktan Ayrihs Onem Kontrolii

1. Kareler toplami bulunur:

a) Regresyon Kareler Toplami (RKT):

2

[z ry - (EXE y)}
RKT = n__
syt (5
n

b) Y Ortalamadan Ayrilig Kareler Toplami (YOAKT):
2
YOAKT = 3 y2 - (&)
n

c) Regresyondan Ayrilig Kareler Toplami (RAKT) hesaplanir:
RAKT= YOAKT — RKT

2. Serbestlik dereceleri bulunur:

a) Regresyon Serbestlik Derecesi (RSD) = 1

b) Y Ortalamadan Ayrilis Serbestlik Derecesi (YOASD) = n-1

c) Regresyondan Ayrilis Serbestlik Derecesi (RASD) = YOASD-YSD
3. Kareler ortalamalari bulunur:

a) Regresyon Kareler Ortalamasi = RKT / RSD

b) Regresyondan Ayrilis Kareler Ortalamasi (RAKO) = RAKT / RASD
4. Hp = Derigsim ile dedektor cevabi arasindaki iliski dogrusal degildir.
5. Yanilma olasiligi a=0,05 segilmistir.
6. F=RKO / RAKO
7. p=0,05 duzeyinde RSD ve RASD serbestlik derecelerindeki tablo F
degerleri bulunur.
8. Karsilastirma: Hesapla bulunan F dederi tablo F degerinden buylkse Hg
hipotezi reddedilir, kiigikse kabul edilir.
9. Karar: a) Derisim ile dedektor cevabi arasindaki iliski dogrusaldir

(F=Hesaplanan deger, p<0,05).
b) Derigim ile dedektor cevabi arasindaki iligki dogrusal degildir

(F=Hesaplanan deger, p>0,05).
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Kesisimin Sifirdan Ayrilisinin Onem Kontrolii

y = a+bx denklemindeki bir dogruda “a” kesigimi verir.

)
Il

n-1 n-2

D \/{(H)%n—ﬂ}

1 (x)
SH, = | S, +
(@) {Z . (an)z}

3. Ho = Kesisim degeri (a) sifirdan farkhidir (a = 0).

N

. Yaniima olasihgi a=0,05 segilmigtir.

. Hesaplanan t de@eri: ty =a/SH)

4

6

7. p=0,05 ve n-2 serbestlik derecesinde tablo t degerleri (t 1) bulunur.

8. Karslilastirma: Hp hipotezi, ty > tr ise reddedilir, ty < tr ise kabul edilir.
9

. Karar: a) Kesisimin degeri sifira esittir (ty4=Hesaplanan deger, p<0,05).

b) Kesisimin degeri sifirdan farklidir (ty=Hesaplanan deger, p>0,05).
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Wilcoxon Eslestirilmis iki Ornek Testi

Ayni orneklerin degisik iki durumdaki 6lgim sonuglar arasinda fark

olup olmadiginin belirlenmesinde n<25 ise uygulanan 6nemlilik testidir.

Ho = iki ydntemle elde edilen sonuglar arasinda fark yoktur.

a=0,05 yanilma duzeyi secilmigtir.

Test istatistiginin hesaplanmasi:
iki ydbntemden elde edilen sonuglar iki sttun seklinde yanyana yazilir. Sagda
yeni bir sutuna satirlar arasindaki farklar +/- isaretleriyle birlikte yazilr.
Ardindan farklar kigukten blydge dogru siralanir ve sira no. verilir. Sira
no.larin énlne farklardaki +/- isaretleri yazilir. + ve - isaretli sira no. gruplari
arasinda isareti sayica fazla olan grup toplanir. Elde edilen deger, hesapla
bulunan T degeridir (T).

Olgim sayisi (n) serbestlik derecesindeki tablo T degerine bakilir.

Karar:
a) Ty>T; ise iki yontemle elde edilen sonuglar arasinda fark yoktur (Ty=
Hesaplanan T degeri, p<0,05)
b) Tu<T: ise iki ydntemle elde edilen sonuglar arasinda fark vardir (Ty=

Hesaplanan T degeri, p>0,05)
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Kruskal Wallis Varyans Analizi

Parametrik test varsayimlari yerine getiriimediginde, bir degisken
yonunden ikiden fazla badimsiz grup arasinda fark olup olmadiginin

belirlenmesinde kullanilir.

Test islemleri:
Batun gruplardaki degerler kugukten buyuge dogru tek dizi halinde
siralanir ve her bir degere sira numarasi verilir. Ayni degerler igin ortalama

sira numarasi hesaplanip ayni olan degerlere verilir.

Test istatistiginin (KW) hesaplanmasi:

12 | & T?

= i
W= n(n+1)L§ njl K(n+1)

T; 1 J. gruptaki degerlerin sira numaralari toplami (her bir grup igin);
n; : j. gruptaki denek sayisi (her bir grup igin);

k : Grup sayisi;

n : Toplam denek sayisi.

Ho = iki ydntemle elde edilen sonuglar arasinda fark yoktur.
a=0,05 yanilma dlzeyi igin (grup sayisi — 1) serbestlik derecesindeki
tablo degerine (KWfr) bakilir.
Karar: KWt > KW ise Hy hipotezi kabul edilir.
KW > KW+ ise Hp hipotezi reddedilir.
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