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GIiRiS

Kapiler elektroforez, hem blydk hem de kuglik molekdl
gruplarinda yuksek ayrim etkinligi icin dar ¢apl kapilerlerin kullanildigi bir

tekniktir.

Kapiler elektroforez, goreceli olarak yeni ve dusuk hacimlerde
numuneler igin ideal, guclu bir ayirma teknigidir. Biyoanalitik arastirmalarda,
biyoteknoloji ve cesitli klinik, diagnostik, genetik ve adli uygulamalarda

kapiler elektroforez yonteminin kullanimi yayginlagsmaktadir.

Farmasotik analizlerde de kapiler elektroforez giderek artan bir

ilgi gérmekte ve rutin analitik yontemler arasinda yerini almaktadir.

Bu calismada, parasetamol (asetaminofen), kafein ve kodein
fosfati birlikte iceren tablet seklindeki farmasétik formlar igin daha az 6n
islem gerektiren, tekrarlanabilir, duyarli ve rutin olarak uygulanabilen bir
kapiler elektroforez ayirma ve miktar tayini yodntemi geligtiriimesi

amaclanmigtir.



GENEL BILGILER

2.1. Kodein

2.1.1. Kimyasal ve Fiziksel Ozellikleri

Kodein Morfin

Metilmorfin

(50,6a)-7,8-Didehidro-4,5-epoksi-3-metoksi-17-metilmorfinan-6-ol

Morfin 3-metil eter

Kapali Formula : C1gH21NO3

Molekal Agirhgi : 299,37 g/mol



Erime Noktasi : 154 — 156°C

Cozunarlagu : 1 gr kodein, 120 mL suda, 2 mL alkolde, 13 mL

benzende, 18 mL eterde, 0,5 mL kloroformda ¢ézinur.

LDso (s.c. farelerde): 300 mg/kg (HCI tuzu icin)’.

2.1.2. Farmakolojik Ozellikleri

Bir morfin turevi olan kodein (morfin 3-metil eter), morfinin
fenolik OH grubunun metillenmesiyle olusur. Morfinin bu sekilde
metillenmesi onun analjezik etkisini ve bagimlilik yapici etkinligini dnemli

Olclide azaltir, fakat antitussif etkinligini fazla zayiflatmaz.

Kodein, afyon (opium) iginde yaklasik % 0,5 oraninda dogal
olarak bulunur, afyondan veya hashas kapsulinden ekstraksiyonla elde
edilir veya morfinin metillenmesi ile yari-sentez suretiyle yapilir. Kodein
kullanimi kontrole tabidir, fakat Tlrkiye’deki mevzuata gore kodein igeren

bazi mustahzarlar “uyusturucu” saylimaz.

Kodein’in hem levo hem de dekstro izomeri antitussif etkinlik
gOsterir; ancak levo seklinin gravimetrik etki gucu, dekstro sekline gore
yaklasik 6 kez daha fazladir. Diger opioid ilaglar gibi analjezik etkisi de
vardir. Analjezik etkisi p reseptorleri tzerinden olur; 6ksuruk kesici etkisinde

ise u reseptorler yaninda, oksuruk-kesici reseptorler de rol oynarlar. Kodein
3



u reseptorlerine dusuk afinite gosterir. Analjezik etkisi, esas olarak
karacigerde demetilasyonu sonucu olugan morfine baghdir. Agizdan 32 mg
dozunda verilen kodein’in terminal kanser agrisi olan hastalardaki agri
kesici etkisi, 650 mg aspirininkine asagi yukari esit bulunmustur. Kodeinin
analjezik ilag olarak etkinligi, morfininkinden duguktur. Kodeinin, parenteral
yolla verilen 10 mg morfininkine esit analjezik etkinligi, ayni yoldan 100-120
mg dozunda verildiginde gorulir; fakat sakincalari nedeniyle bu dozda

kullaniimaz.

Kodein'in antitussif etkisi analjezi yapmak i¢in gereken dozdan
daha dusUk dozlarda ortaya cikar. Dekstro izomerinin analjezik etkinligi
yoktur. Kodein’in aspirin ile veya aspirin benzeri ilaglarla kombinasyonu
aditif bir analjezik etki olusturur. Toksik dozlarda kodein solunum merkezini
deprese edebilir; bu olay akut kodein intoksikasyonunda 6lum nedenini
teskil eder. Nalokson enjeksiyonu kodein’in 6ksurik kesici etkisi disinda,
butun spesifik etkilerini tam olarak antagonize eder. Kodein gastrointestinal
motiliteyi ve intestinal mukozanin sivi salgilamasini inhibe ederek
konstipasyon yapar. Bu nedenle kodein antidiyareik ilag olarak kullanilabilir
ve bu amacla kullanilan difenoksilat ve loperamid gibi ilaglarin ucuz bir
alternatifi sayilabilir. Kodein’in 6forizan etkisi ve bagmlihk yapma
potansiyeli morfininkine gore dusuktur, ancak morfin ve eroin bagimlilari bu
ilaglari bulamadiklari zaman onlarin yerine kodein’i agizdan veya

enjeksiyonla kullanabilirler.



Agiz yolundan alindiginda kodein’in sistemik biyoyararlanimi
yaklagik % 65’tir. Karacigerde O- ve N- demetilasyona ugrar, boylece,
kismen morfin ve norkodeine doénusur. Bu metabolitler ve degismemis
kodein, glukuronik asid konjugati seklinde idrarla atilir. Eliminasyon

yarilanma omru 3-4 saattir.

Konstipasyon, sedasyon ve uyusukluk hali kodein alanlarda
nispeten sik gorulen yan tesirlerdir. Kodein, diger opiyatlar gibi, solunum
yollari mukozasindaki bezlerin salgisini azaltir ve mukozada kuruluk yapar.
Ayrica epitel hdcrelerinin siliyumlarinin hareketini (mukosilyer transportu)
inhibe eder. Asin mukus salgilanmasi halinde kurutucu etkisinin yarari
olabilir, bronkospazm hallerinde ise zararl olabilir. Bronsiyal astma ve
amfizem olgularinda kullaniimamalidir, balgamin atilmasini zorlastirarak

infeksiyon ve atelektazi tehlikesi yaratabilir.

Kodein (baz seklinde) antitussif olarak agizdan bir kezde
10 - 20 mg dozunda verilir. Analjezik olarak 30-60 mg dozunda kullanilir,
15 mg’in altinda analjezik etki yapmaz. Kodein fosfat suda ¢6ziinen seklini
teskil eder ve antitussif dozu 15-30 mg’dir. Kodein fosfatin yaklasik % 70’i
kodeindir, surup, eliksir vb. sivi farmasotik sekiller kodein fosfatla hazirlanir.
Bazi Ulkelerde kodein fosfatin analjezik olarak kullanilan enjeksiyonluk

sollisyonu da vardir, cilt altina enjekte edilir®.



2.1.3. Analiz Yontemleri

Proksa, morfin, kodein, tebain, psédomorfin ve 2,2'-
biskodeinin N-oksiti epimerlerinin kapiler elektroforez ile ayrimini yapmistir.
Ayrim, siklodekstrinler varhiginda, silika veya poli(vinil alkol) kapl
kapilerlerde, pH 2,8 tris-fosfat tamponu kullanilarak saglanmistir. Tebain
N-oksidin diastereomerleri, siklodekstrinler olmadan da ayriimiglardir.
Ancak y-siklodekstrin kullanimi morfin ve kodein N-oksitleri epimerlerinin

ayriminda yliksek ¢coziinirliik saglanmasina sebep olmustur®.

Pascual ve Sanagustin, insan plasmasinda kodein analizi igin
basit, duyarli ve tamamiyla otomatik bir sivi kromatografik analitik yontem
onermiglerdir. Numunelere i¢c standart olarak oksikodon ilave edilmis ve
direkt olarak otodrnekleyiciye yuklenmislerdir. Kati faz ekstraksiyonu
kartuglari  (Bond-Elut C,, 20 mg) kullaniimig, isokratik ellsyon,
tekrarlanabilirligi gelistirmis ve resirkilasyonu saglamistir. Hypersil BDS
C1s, 3 um, 10x0,46 cm kolon kullaniimis ve tayinler 212 nm dalga boyunda
yapilmistir. Norkodein (kodein metaboliti), kodein ve oksikodonun alikonma
zamanlar sirasiyla 5,5, 6,4 ve 9,1 dakikadir. Kodein igin LOD* 0,5 pg/L ve
2ug/L’deki gunler arasi kesinlik (RSD** olarak) ve dogruluk (bagil hata

olarak) sirasiyla % 5,03 ve % 1,82'dir. Kalibrasyon arali§i 2-140 pg/L’dir*.

*LOD:Go6zlenebilme Siniri, **RSD: Bagil Standart Sapma (BSS)



Deg@im ve arkadasglari, antitussif analjezik tabletlerdeki kodein
ve dioninin es zamanl tayini igin bir ters faz YiUksek Basingli Sivi
Kromatografisi (HPLC) yontemi gelistirmislerdir. Bir C4g kolon ve mobil faz
olarak metanol:su (1:2) karisimi (pH 3,0) kullaniimistir. Spektrofotometrik
tayin, 210 nm’de yapilmigtir. Toplam elisyon zamani 7 dakikadan daha
kisadir. Onerilen bu ydntem, Tiurk Askeri ilag Fabrikasinda Uretilen

tabletlerde kodein ve dionin tayininde basariyla uygulanmistir®.

USP 26 (The United States Pharmacopoeia 2003), kodein
miktar tayini igin ¢dzlcu olarak distile suyun kullanildigi ve 284 nm’de

absorbans dl¢iimiine dayanan bir UV spektroskopik yontem dnermistir®.

Hood ve Cheung, kodein fosfat, efedrin HCI ve klorfeniramin
maleatin surup formilasyonlarinda eszamanl miktar tayinleri igin basit,
kesin ve dogru bir ters faz yuksek basingli sivi kromatografisi yontemi
onermislerdir. Ayrim, 5 um pargacik boyutundaki C8 kolonda (150 x 4,6 mm
i.c.) yapilmistir. iki mobil fazin, metanol-glasiyel asetik asit-trietilamin
(980:15:6) ve su-glasiyel asetik asit-trietilamin (980:15:6 h/h), farkli
yuzdelerdeki karigimlarindan olusan bir gradient elisyon sistemi
gelistirilmigtir. Analitlerin ayrimi, dakikada 1,5 mL akis hizinda 7 dakikadan
daha az bir zamanda saglanmistir. Dedeksiyon 254 nm’de UV absorbans
degerleri dlgulerek yapilmistir. Surup icindeki bilesenlerin miktar tayinleri,

taze hazirlanmis standart ¢ozeltilerinin cevaplarina gére hesaplanmistir’.



BP 2004, kodein miktar tayini igin yUksek basingl sivi
kromatografisi yontemi dnermistir. Yontemde, kolon C+g (4,6 mm x 25 cm,
5 um)dir, mobil faz 1,08 gr sodyum oktansulfonat, 20 mL glasiyel asetik asit
ve 250 mL asetonitril icinde ¢ozulir ve 1000 mL’ye su ile seyreltilir, akis

hizi 2 mL/dakika ve enjeksiyon hacmi 10 uL’dir®.

Gomez ve arkadaslari, surup formulasyonlarindaki kodein,
difenhidramin, efedrin ve noskapinin kapiler elektroforez ile es zamanh
tayini icin, basit, dogru ve hizli bir ayirma yéntemi 6nermislerdir. Ayrimi
etkileyen parametreler, tampon pH’i ve konsantrasyonu, uygulanan voltaj
ve mevcut katki maddelerinin etkileridir. Ayrimlar, pH 8,5'te 20 mM sodyum
tetraborat tamponu kullanilarak 10 dakikadan daha kisa bir slrede
tamamlanmistir. Kullanilan tagiyici elektrolit ile iyi bir rezolisyon, yuksek bir
kesinlik ve dogruluk saglanmistir. LOD degerleri 0,42—-1,33 ng/mL
araligindadir. Dedeksiyon, 205 ve 250 nm’de UV absorbans degerlerinin
Olcimu ile yapimistir. Surup numunelerindeki analitlerin miktar tayinleri,
gunlik hazirlanan standart ¢ozeltilerinin cevabina kargi hesaplanmistir.
Yoéntem hizli ve guvenilirdir, ayrica ticari farmasotik preparatlarin analizinde

on islem gerektirmez®.

Lin ve arkadasglari, bagimhlardan alinan sa¢ numunelerinde
metamfetamin, ketamin, morfin ve kodeinin yuksek bir duyarlihk ve
secicilikle tayini icin bir kapiler elektroforez yontemi énermislerdir. Bu etken
maddeleri iceren sa¢ ornegi, bir on islemden gecirildikten sonra, katyon

8



secici enjeksiyon ve misel supurmeli elektrokinetik kromatografi (CSEI-
Sweep-MEKC) ydéntemi uygulanmistir. ilk olarak kaplanmamis kapiler
(40 cm, 50 um i¢ ¢ap) % 30 metanol igeren fosfat tamponu (50 mM, pH 2,5)
ile daha sonra yuksek iletkenlikteki (100 mM fosfat) tampon ile doldurulmus,
duyarliligi artirmak igin elektrokinetik enjeksiyon uygulanmistir. Stacking
(yigma) basamagi ve ayrim, % 20 metanol ve 100 mM sodyum dodesil
sulfat iceren fosfat tamponu (25 mM, pH 2,5) ile —20 kV uygulanarak
saglanmis ve tayin 200 nm’de yapilmistir. CSEI-Sweep-MEKC kullanilarak
analitlerin eszamanl tayinleri yapilmis ve sagta pg/mg dizeylerinde LOD
degerleri elde edilmisti. Sa¢ numuneleri ile yapilan validasyon
calismalarinda, metamfetamin ve ketamin igin sirasiyla 0,15 — 80 ng/mgsac,
0,3 — 30 ng/mgsac, kodein icin 0,5 — 50 ng/mgsac konsantrasyon araliklarinda
dogrusallik (r>0,999) saglanmistir. Metamfetamin ve ketamin i¢in 50 pg/mg,
kodein icin 100 pg/mg ve morfin icin 200 pg/mg LOD degerleri elde
edilmistir. Onerilen yéntem, bagimlilardan alinan gergek sa¢ numunelerine
uygulanmigtir. Bagimlilardan alinan o6rnekler ayni zamanda LC-MS ile
analiz edilmis ve her iki ydontemde elde edilen sonuglarin birbirleriyle uyumlu
oldugu goérulmastir. Yontemin forensik analizler igin uygulanabilir oldugu

belirtilmistir™.



2.2. Kafein

2.2.1. Kimyasal ve Fiziksel Ozellikleri

HsC\N o) N/CH3
%&2
|

CH3

1,3,7-trimetilksantin
3,7-Dihidro-1,3,7-trimetil-1H-purin-1,6-dion
1,3,7-trimetil-2,6-di-oksopurin
metil teobromin

Kapali Formuld  : CgH4oN4O2

Molekul Agirligr  : 194,19 g/mol

Erime Noktasi : 238°C

Cozunarlugua  : 1 gr kafein, 46 mL suda, 66 mL alkolde, 100 mL benzende,

530 mL eterde, 5,5 mL kloroformda ¢6zunur.

LDso (erkek farelerde): 127 mg/kg (oral yoldan)'.
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2.2.2. Farmakolojik Ozellikleri

HsC\N Q N/CH3 HSC\N)OE[“ 2 N/CH3
A Ly L Ly 1 1)
| | >

CHg3 CH3

CHs

Kafein Teofilin Teobromin

Kafein ve teofilin metilksantin turevi alkaloidlerdir, sentezle
elde edilebilirler. Kafein, trimetilksantin ve teofilin, dimetilksantin turevidir.
Diger bir metilksantin alkaloidi olan teobromin’in Santral Sinir Sistemi (SSS)
uzerinde belirgin etkisi yoktur. Analeptik olarak kafein kullanilir, yenidogan
hari¢ teofilin bu amagla kullanilmaz. Kafein sadece ilag olarak degil, kahve
ve cay ile de alinir. Bir ¢ay fincani “instant” kahve 90 mg, perkole edilmis
kahve 120 mg ve g¢ay 50 mg kadar kafein igerir. Kolall igkiler de kafein

icerirler ve icerdikleri miktar kutulari tizerinde genellikle yazilidir®.

2.2.2.1. Santral Sinir Sistemi Uzerindeki Etkileri

Metilksantinlerin  SSS’ni  stimile etmelerinin  noronlarin
fosfodiesteraz enzimini bloke etmelerine bagh oldugu ileri surtlmustir.

Ancak, bu enzimin kafeinden daha gugclu inhibitér olan ve SSS’ne girebilen
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bazi maddelerin stimtlan etki yapmamasi bu sava uygun dismez. Bugln
kabul edildigine gore metilksantinlerin stimtlan etkisi, SSS’deki
adenozinerjik néromodulator sistemin sinir uglarindan saliverilen veya diger
tir sinirlerin uclarindan bir néromodulatdér olarak sizan adenozin’i

antagonize etmelerine baglidir.

Kafein bazi analjezik ilag mustahzarlarina katilir. Ancak
kendisinin analjezik etkisi yoktur ve analjezik ilaglarin deney
hayvanlarindaki antinosiseptif etkisini ve insanda analjezik etkisini artirmaz.
insanda i.v. veya oral yolla 250 mg dozunda verilen kafeinin beyin kan
akimini azalttigr bulunmustur; bazi bag agrisi tiplerinde beyin damarlarinin
vazodilatasyonunun katkisi oldugundan basagdrisina kargi kullanilan
analjezik mustahzarlar icindeki kafeinin analjeziye bu sekilde katkisi olabilir.
Ote yandan kafein ve diger bazi ksantinlerin deney hayvanlarinda morfin
analjezisini azaltabildikleri ve ayrica morfine bagimh kilinmig deneklerde

yoksunluk sendromuna ¢ok benzeyen bir durum olusturdugu bulunmustur.

Kafein ve teofilin beyin sapindaki solunum merkezini gucli
sekilde uyarirlar. ikisi de yiiksek dozda konviilsiyon olustururlar. Yiksek
dozda, diger stimulan ilaglar gibi, santral etkileriyle bulanti ve kusma
yaparlar. Kafeinin terapotik indeksi teofilininkinden daha yuksektir; toksik

tesirlerini genellikle 50 mg/L plazma duzeyinin Ustinde gosterir.
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Bu ilaglar solunum merkezinin karbondioksite duyarlihgini
artirirlar. Buna bagll olarak karbondioksite cevap egrisini sola kaydirirlar.
insanda solunumu stimile etmeleri nispeten yiiksek dozda olur. Normal
deneklerde yaklasik 3 mg/kg kafeinin solunumu uyarmadigi saptanmistir;
fakat barbitUratlarin, diger uyku ilaglarinin, morfin ve opioid ilaglarin
uygulanmasi sonucu solunum deprese edilmisse daha ufak dozdaki kafein
bile uyarici etki yapabilir. Alkol sarhoslugunu gidermez. Morfin (10 mg, i.m.)
verilen hastalarda deprese edilmis solunumu kafein yaklasik 1 mg/kg
dozunda bile belirgin gekilde uyarabilir. Teofilin’in etki glcunun

kafeininkinden biraz daha disuk oldugu saniimaktadir.

Kafein oral vyolla 200-400 mg dozunda alindiginda
psikostimulan etkinlik gdsterir; vijilansi ve dikkati artirir, yorgunlugu azaltir.
Kafeinin amfetaminlerin aksine, bellek fonksiyonlari tzerinde genellikle bir
etkisi yoktur; amfetaminlerin aksine psikofarmakolojik hayvan deneylerinde
sartlandiriimig cevabin kazaniimasini ve izlenimlerin retansiyonunu
kolaylastirmaz. Kafein uykusuzluk yapma, yorgunluga karsi direnci artirma
ve fiziksel, psikomotor ve entellektiel performansi artirma gibi diger
psikotrop etkileri ydninden amfetamin ve efedrine benzer; fakat kafeinin bu
etkileri amfetamininkilere, hatta efedrininkilere gore oldukca zayif kalir.
Kafeinin yaptigi uykusuzluk, bazi kimselerde belirgin oldugu halde
digerlerinde belirgin degildir. Gece kahve ictigi zaman uykusuzluktan
sikayet edenlerde kafeinin vicuttaki inaktivasyonunun, bdyle bir sikayeti

olmayanlardakinden daha yavas oldugu saptanmistir. Uykusuzluktan
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sikayet edenlerde eliminasyon vyarilanma omru 7,4 saat, sikayet
etmeyenlerde ise 4,2 saat bulunmustur; bu durumun genetik farkliiga bagh
olmasi muhtemeldir. Kafein genellikle bagimlilk olusturmaz. Ancak fazla
kahve icenlerde (gunde 12-15 fincan amerikan kahvesi gibi) ilag
bagdimliiginin temel 6gdeleri ortaya cikar. Dozu artirmak suretiyle yapilan
cift-kdr denemelerde kafeinin insanda pekistirici oldugu ve tolerans ve
fiziksel bagimlihk olusturabildigi bulunmustur. Bu olgularda kafeinin
kesilmesi disfori, bas agrisi, irritabilite, zihinsel konsantrasyonun azalmasi
ve anksiyete ile kendini belli eden hafif bir yoksunluk sendromuna neden

olur.

Kafein yiksek dozda enjekte edildiginde insanda anksiyete
olusturur. Bunun beyinde adenozin reseptdrlerinin bloke edilmesine bagh
oldugu ileri sdrdlmustir. Panik bozuklugu olan hastalar, kafeinin
anksiyojenik etkisine 0Ozellikle duyarlidirlar; kafein manik-depresif ve
sizofrenik belirtileri de artirabilir. Ayrica 100-200 mg dozunda agizdan
alindiginda, benzodiazepinlerin anksiyolitik etkisini ve diger bazi depresif
etkilerini azaltir. Kahve icme benzodiazepinlerin terapotik etkinligini dusurur;

fenotiazin tiirevi néroleptiklerin absorpsiyonunu azaltir®.

2.2.2.2. Periferik Efkileri

Teofilin ve kafeinin kardiyovaskuler sistemde belirgin etkileri

vardir. Bu etkiler esas olarak sempatomimetik ilaglarin yaptiklarina benzer.
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Ayrica adrenal medullasindan katekolamin saliverilmesini artirirlar;
plazmada renin etkinligini yikseltirler. S6z konusu ilaglarin kardiyovaskuler
etkileri genellikle 230 mg dozundan itibaren belirgin duruma gelir.
Kardiyovaskuler etkileri yonunden teofilin, kafeinden biraz daha gugludur.
Kalpte orta ve yuksek dozlarda belirgin pozitif inotrop ve pozitif kronotrop
etki yaparlar. Kalbin debisini, yaptidi isi ve oksijen tuketimini fazlalastirirlar.
Koroner kan akimini artirirlar. Aritmi olusturabilirler. Damarlarda genellikle
genisleme yaparlar; periferik damar rezistansini duasururler. Ancak beyin
damarlarini buzerler; serebrospinal sivi olusumunu, bu vaskuler etkilerine

bagdli olarak azaltirlar ve basincini dugururler.

Teofilin ve kafein midede asit ve pepsin salgisini artirirlar.
Kahvenin asid salgisini artirici etkisi, icindeki kafeinden baska ve asagi

yukari onun kadar, igindeki bitkisel maddelere de baghdir.

Kafein muhtemel katekolaminler aracihd ile lipolizi artirir ve
plazma serbest yag asidi duzeyini yukseltir. Kronik olarak kaynatiimig
kahveyi (fakat filtre edileni degil) fazla icme, plazmada dusuk dansiteli
lipoprotein (DDL) kolesterol duzeyini artinr; bunun safra asidi

salgilanmasinin azaltiimasina bagli olmasi muhtemeldir®.
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2.2.2.3. Kullanilisi

Kafein, analeptik olarak parenteral (i.m. veya s.c.) uygulanir.
Bir defalik dozu 250-500 mg’dir. GUnlik maksimum doz 2 g'dir. Kafein suda
cozinmedigi icin enjeksiyonluk sollisyonu kafein sodyum benzoat
kompleksi ile hazirlanir. Ampullerinde bu kompleks 500 mg miktarinda
bulunur ve bu, 250 mg kafeine esdegerdir. Gergekte ampullerde kafein
orani % 35-52 arasinda degisir. Kafein sitrat tuzu da yaklasik yarisi kadar
kafeine esdegerdir ve hastane eczanelerinde kolayca enjeksiyonluk
soliusyon halinde (20 mg kafein esdederimL konsantrasyonunda)

hazirlanabilir; mistahzar sekilde bulunmaz.

Kafein ve teofilin prematire yenidogandaki solunum
depresyonuna bagli periyodik solunum ve apneyi dizeltmek igin kullanilir.
Bu iki ilacin eliminasyon yarilanma omru, yenidoganda erigkindekinin bes
katidir (yaklasik 30 saat). Bu nedenle s6z konusu durumlarda yukleme
suretiyle uygulanmalari gerekir. Kafeinin yikleme dozu 10 mg/kg’'dir; 24-48
saat sonra gunde 2,5 mg/kg’lik idame dozunda uygulanir. Bu endikasyonda
kafein sitrat seklinde i.v. enjekte edilir veya nazogastrik boru ile mideye
uygulanir; kafein sitrat solisyonu (20 mg kafein/mL) fazla asidik oldugu igin
i.m. uygulanmaz. Ayni amagla kafein sodyum benzoat sollsyonu
kullaniimamalidir; ginkU vicutta bundan ayrisan benzoat plazmadaki bagli

bilirubini serbest hale getirir ve neonatal sarilik olusmasini tesvik eder.
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Teofilinin ylkleme dozu 5,6-6,2 mg/kg'dir; idame dozu ise 12 saatte bir

3,6 mg'dir. Teofilin yenidogan disinda analeptik olarak kullaniimaz>.

2.2.2.4. Yan Efkileri

Kafein ve teofilinin yan etkileri birbirine benzer. Teofilin’in en
sik goérilen yan etkisi bulanti ve kusmadir. Ayrica basagrisi, sinirlilik,
uykusuzluk ve bas donmesi yapabilir. Asin dozda veya i.v. enjeksiyonla
hizli verildiginde aritmi, postlral hipotansiyon, ajitasyon ve konvulsiyon
yapar ve 0lume neden olabilir. Konvulsiyonlarin tedavisi igin 0,1-0,3 mg/kg
(maksimum 10 mg) i.v. diazepam uygulanir. Teofilinin siddetli kusmaya ve
hematemeze neden olabildigi bildirilmistir. Teofilin (i.v. veya oral), mide

asidi salgisini artirdigindan, peptik ilserli hastalarda kontrendikedir?.

2.2.3. Analiz Yontemleri

Horie ve arkadaslari demlenmis vyesil c¢aydaki major
bilesenlerin tayini igin bir kapiler zone elektroforez (CZE) yontemi
onermislerdir. Ayrim, erimis silika kapiler kullanilarak pH 8 borat tamponu
ile 200 nm’de UV dedeksiyon ile yapilmigtir. Analizi yapilan bilesenler (-)-
katesin, (-)-epigallokatesin, (-)-epikatesin gallat, (-)-epigallokatesin gallat,
(+)-katesin, kafein, teanin ve askorbik asittir. Bu bilesenlerin

konsanstrasyonlari farkh gay turlerinde anlamli derecede farklidir'.
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Walker ve arkadaslari, karbonatli igeceklerdeki aspartam,
benzoik asit ve kafeinin ayni anda analizleri i¢in bir kapiler elektroforez
yontemi gelistirmiglerdir. Yontem, pH 9,00da 20 mM glisin tamponu
kullanarak 215 nm’de direkt dedeksiyonla 2 dakika iginde
tamamlanmaktadir. Bu bilesiklerin minimum numune hazirlama ile hizh
olarak tayin edilmeleri, ticari Urunlerin stabilitelerinin degerlendiriimesi ve raf

omdirleri agisindan mitkemmel bir ydntemdir'%.

Lee ve Ong, yesil ve siyah gaylardaki katesinler ve flavinlerin
ayni anda tayininde, ters faz yuksek basingl sivi kromatografisi ve kapiller
elektroforez yontemi geligtirmislerdir. (+)-katesin, katesin gallat, (-)-
epikatesin, epikatesin-3-gallat, epigallokatesin, epigallokatesin-3-gallat,
teaflavin, teaflavin-3-monogallat, teaflavin-3'-monogallat and teaflavin-3,3'-
gallatdan olusan c¢ay polifenollerinin tayinleri yapiimistir. Bu polifenollerle
birlikte kafein, adenin, teofilin, kuersetin, gallik asit ve kafeik asit gibi ¢cayda
bulunan diger 6 bilesenin yuksek basingh sivi kromatografisi ile 27 dakika
icinde, kapiler elektroforez ile ise 10 dakikadan daha az bir zamanda ayrimi
yapilmistir. Kapiller elektroforez analiz zamani, yiksek basingh sivi
kromatografisinden (¢ kez daha hizlidir, fakat duyarlihg bes kez daha

kotadar'™.

Wang ve arkadaslari, kafein, teofilin ve teobromin
alkaloidlerinin ayrimi ve tayini igin amperometrik dedeksiyon sistemi iceren
bir Miseller Elektrokinetik Kapiller Kromatografi (MECC) yontemi
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kullanmiglardir. Alkaloidlerin +1175 mV’ta iyi bir cevap gosterebilmeleri igin
calisma elektrodu olarak bir karbon disk elektrot kullaniimistir. 70 cm
uzunlugunda 25 um i¢ ¢apta kapiler ve 35 mmol/L sodyum dodesil sulfat
(SDS) iceren 20 mmol/L pH 8,5 fosfat tamponu kullanilarak baseline ayrimi
saglanmistir. Optimum sartlar altinda Gg¢ alkaloidin ayrimi 13 dakika icinde
tamamlanmistir. Her Ug¢ analit igcin korelasyon katsayisi 0,9979-0,9993
araliginda ve geri kazanim degerleri % 95,34-104,91 aralhgindadir. Yontem,

kafein ve teofilin iceren tabletlere basariyla uygulanm|§t|r14.

Ferreyra ve Ortiz, fenilpropanolamin hidroklorur(l), kafein(1l) ve
diazepam(lll) iceren tablet formundaki farmasétik preparatlarda bu
analitlerin miktar tayinleri igin hizh, guvenilir ve spesifik bir UV
spektrofotometrik ydontem Onermislerdir. Yéntem valide edilmis ve bu
analitlerin ayni anda miktar tayinleri igin kullanilan bir sivi kromatografik
yontem ile kiyaslanmistir. Her iki yontemde de dogrusallik
fenilpropanolamin hidroklordr i¢in 0,36 — 0,88, kafein igin 0,012 — 0,028 ve
diazepam icin 0,036 - 0,084 mg/mL konsantrasyon araliklarinda
saglanmistir. Korelasyon katsayilart HPLC icin r?= 0,997, = 0,999,
mi>= 0,999 ve UV spektrofotometrik ydntem icin r?= 0,998, r;?= 0,996,
ni>= 0,999 olarak elde edilmistir. Kesinligin gostergesi olarak varyasyon
katsayisi degerleri, HPLC yonteminde 0,2 — 0,9 ve UV yodnteminde ise
0,15 — 0,72 elde edilmistir. Tum analitler icin dogrusal aralikta % 98,04’lUn

Uzerinde bir geri kazanim elde edilmistir. Onerilen her iki ydontem, soz
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konusu analitleri iceren ve farkli kaynaklardan elde edilen tabletlerdeki

miktar tayini i¢in basariyla uygulanm|§t|r15.

USP 26, kafein miktar tayini igin yUksek basingh sivi
kromatografisi yontemi énermigstir. Yontemde, kolon C+g (4.6 mm x 15 cm,
5 um), mobil faz 0,01 M sodyum asetat: asetonitril: tetrahidrofuran
(1910:50:40, pH 4,5), akis hizi 1 mL/dak, dedektér 275 nm ve enjeksiyon

hacmi 10 pl'dir®.

Zhang ve arkadaslari, poli(dimetilsiloksan) (PDMS) mikrokanal
elektroforeze entegre edilmis elektrokimyasal dedektér ile kafein ve
teofilinin hizh ve duyarh tayini i¢in bir yontem sunmuslardir. Metanol
kullanilarak pik sekli ve ¢ozinurligu diazeltilmistir. Analitler, % 10 metanol
iceren 5,0 mM borat (pH 9,2) calisma tamponunda yalnizca 40 s iginde
ayrilmiglardir. Kafein ve teofilin igin sirasiyla dogrusal arallk 6 uM ile
0,6 mM arasindadir ve kafein ve teofilin icin dedeksiyon limiti 0,4 puM’dir.
Onerilen yéntem farelerin serum ve idrarlarinda kafein ve teofilin tayini igin

basariyla uygulanmistir'®.

Regan ve Shakalisava, kafein, difilin, teofilin teobromin ve
enprofilin iceren karisimin analizini yapmiglardir. Yaptiklari ¢alisma bu grup
ksantinlerin kapiler zone elektroforez ile ayriminin basit oldugunu
goOstermigtir. pH 9,4'te 20 mM borat tamponu kullanilarak numunedeki

toplam ayrim 2 dakika i¢cinde tamamlanmistir. LOD degerleri % 0,06-0,22
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(n=5) RSD ile 1,9-2,5 mg/mL araligindadir. Teknik, analitleri igceren
farmasoétik tabletlere ve gukulatalara uygulanmistir. Cukulatalarin kapiler
zone elektroforez ile analizlerinde tekraredilebilirlik (% RSD) % 4,5'ten

dusuktar'”.

Singh ve Sahu kafein ve tedfilinin saf halde veya farmasaétik
formulasyonlarda spektrofotometrik tayini i¢in yeni bir reaktif kullanmiglardir.
Yoéntem kafein ve teofilinin asetik asit varliginda sodyum metaperiyodat ile
oksidasyonuna ve devaminda 3-metil 2-benzo tiazolinon ile Anax=630 nm’de
absorpsiyonu olan mavi renkli bir Grin olusturmak Uzere reaksiyona
sokulmasi temeline dayanmaktadir. Yontem tekrarlanabilirdir ve kafein ve
teofilinin tabletlerde miktar tayini amaciyla uygulanmistir. Sonuglar BP’de
Onerilen yontemlerin sonugclariyla uyumludur. Farmasotik preparatlarda
kullanilan  genel katki maddeleri  Onerilen yontemde  girigsim

yapmamaktadir'®.

Tzanavaras ve Themelis, gida numunelerinde kafein tayini igin
bir yiksek basingli sivi kromatografisi yontemi onermisler ve yontemi
valide etmiglerdir. Kisa bir monolitik kolon kullanilarak (50 mm x 4,6 mm i¢
¢ap) kafeinin ayrimi hizli bir sekilde saglanmigstir. Mobil faz olarak
asetonitril: su (10 : 90 h/h) karigimi kullaniimis ve akis hizi 3,0 mL/dak
olarak uygulanmigtir. Kafein 274 nm’de dedekt edilmigtir. 0 — 200 mg/mL
konsantrasyon araliginda dogrusallik elde edilmis ve LOD =0,10 mg/L
(S/IN=3) ve LOQ* = 0,33 mg/L (S/N=10) bulunmustur Onerilen ydntem

iceceklere ve kahve 6rneklerine uygulanmistir’®.

*LOQ:Tayin Alt Siniri
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2.3. Parasetamol (Asetaminofen)

2.3.1. Kimyasal ve Fiziksel Ozellikleri

OH

NH

H,C 0

Asetaminofen

N-(4-Hidroksifenil)asetamid

N,N-dietil-2-[2-metoksi-4-(2-propenil)fenoksi] asetamit

2-(4-allil-2-metoksi fenoksi)-N,N-dietil asetamit

Kapali Formula  : CgHgNO»

Molekal Agirhgr  : 151,17 g/mol

Erime Noktasi : 169-170,5 °C
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Cozundrlugu  : Soguk suda ¢ok az ¢ozunur. Metanol, etanol, aseton, etil
asetat'ta ¢ozunar. Petrol eteri, pentan ve benzende pratik

olarak ¢ozinmez.

LDso (farelerde)  : 338 mg/kg (oral yoldan)'.

2.3.2. Farmakolojik Ozellikleri

Parasetamol, aspirininkine yaklagik olarak esit derecede
analjezik etki yapar. Antipiretik etkisi de onunkine yakin gulgctedir, fakat
aspirinden farkli olarak, antienflamatuvar etkinligi oldukga dusuktir ve bu
tur etkinlik gerektiren endikasyonlarda kullaniimaz. Ancak antienflamatuvar
ilaglarin analjezik etkisini artirmak igin onlarla birlikte kullanilabilir.
Antitrombositik etkinligi zayiftir, kanama suresini degistirmez. Parasetamol,
benzeri diger analjezik ilaglardan farkh olarak hipotalamus ve omurilik gibi
peroksidlerden fakir ortamda prostaglandin sentezini inhibe edebilir;
antipiretik ve analjezik etkilerinin, sirasiyla, hipotalamus ve omurilik arka
boynuzunda prostaglandin sentez ve saliveriimesini inhibe etmesi ile iliskili
oldugu ileri stralmustir. Periferdeki iltihabi dokular gibi peroksit agisindan
zengin ortamda, siklooksijenazi inhibe edememesi antienflamatuvar

etkisinin olmamasini agiklayabilir.

Agiz yolundan alindiginda parasetamol, ¢abuk absorbe edilir
ve etkisi erken baslar; plazma diuzeyi 1/2-1 saat icinde maksimuma erisir.
Absorpiyonu besinler tarafindan azaltilir. ilk dozdan sonra analjezik etkisi
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3-4 saat kadar devam eder. Parasetamol’in buyuk kismi karacigerde
glukuronik asitle ve sulfatla konjluge edilir ve bobreklerden bu sekilde itrah
edilir. Mutad dozda eliminasyon yarilanma Oomru 2,4 saattir, non-lineer
eliminasyon kinetigi gostermesi nedeniyle asiri dozda 7,3 saate kadar

cikabilir.

Parasetamolin solunum, kardiyovaskuler sistem ve asid-baz
dengesi Uzerinde belirgin bir etkisi yoktur. Midede irritasyon yapmaz.
Protrombin sentezini pek etkilemez. Plazma proteinlerine fazla baglanmaz.
Aspirinin aksine oral antikoagullanlarla belirgin bir etkilesme gostermez.
Aspirinden farkll olarak Urik asid itrahini etkilemez ve urikozurik ilaglarin

etkinligini azaltmaz.

Parasetamolii  sivi  farmasotik  sekiller  icinde  vermek
mumkunddr. Bundan dolayi, parasetamol ozellikle bebek ve gocuklar igin
hazirlanan eliksir, sispansiyon vb. sekillerdeki sivi analjezik mustahzarlarin

yapiminda kullanilr.

Parasetamol oral yoldan 500-1000 mg dozunda verilir.
Gerekirse bu doz 4-6 saatte bir tekrarlanir. Gunluk maksimal dozu
genellikle 4 g olarak kabul edilir, bazi kaynaklarda 3 g hatta 2,6 g olarak
belirtiimistir. Bobrek yetmezligi olanlarda ve alkoliklerde doz azaltilmalidir.
Yukarida belirtilen dozda 5-10 glnden fazla kullaniimasi tavsiye edilmez.
Cocuklarda, hepatoksisite potansiyeli daha dusuk oldugu igin kg basina

verilen doz daha yuksektir; bir defada 10 mg/kg dozunda verilir.
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6-12 yaslar arasinda bir defalik dozun 20-30 mg/kg’a cikartilabilecegi
bildirilmigtir. Parasetamol yemek sirasinda veya yemekten sonra alinirsa,
biyoyararlanimi belirgin sekilde azalir; onun igin a¢ karnina alinmasi tercih

edilir. Parasetamol oral dozuna esit dozlarda rektal yoldan da verilebilir.

Parasetamol kronik kullanilis halinde fenasetine oranla daha
az toksik gibi gbozikmekte ise de akut toksisitesi fenasetininkinden daha
ciddidir. Bu ilag asir dozda alindiinda, olduricl akut karaciger nekrozu
yaptig! bilinen az sayidaki ilaglardan biridir. ilaca bagh fatal akut karaciger
nekrozu olgularinin en bagta gelen nedenidir. Hepatotoksik etkenin,
parasetamolin karacigerde olusan N-oksidasyon UrlinU olan N-hidroksil
tirevi ve ilacin fenolik hidroksilinin oksitlenmesi ile olusan N-asetil-p-
benzokinonimin oldugu sanilmaktadir. Akut intoksikasyon sirasinda ilk 24
saat zarfinda bulanti, kusma ve karin agrisi gibi belirtiler olugur. Sarilik ve
diger karaciger yetmezligi belirtileri 2-3 guin sonra ortaya ¢ikmaya baslarlar.
Bunlarla birlikte hepatik ensefalopati ve akut bobrek yetmezIigi olugabilir. Bir
defada 10 g veya daha yuksek miktarlarda vicuda girdiginde belirgin akut
karaciger nekrozu siklikla olusur. Bir defada 20 g'in Ustinde alinmissa
oliumle sonuglanma olasiigi artar. Gunde 5-8 g dozunda birkag hafta
alinmasi ile de karaciger nekrozu ve ona bagli dlum yapabilir. 0-6 yas
grubundaki ¢ocuklar parasetamolin hepatotoksik etkisine dayaniklidirlar.
Tedavisi i¢in destekleyici dnlemler yaninda karaciger hicrelerinde glutatyon
ve sistein duzeyini yukselten sulfidril grubu dondra (glutatyon prekurori)
ilaglar (N-asetil sistein, L-metiyonin ve sisteamin gibi) uygulanir.
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N-asetilsistein, parasetamol zehirlenmesinin tedavisinde en tercih edilen
ilactir. ik 8-10 saat icinde i.v. inflizyonla uygulanirsa yeterli derecede
etkilidir. ilacin alinisindan itibaren 16 saat gecmisse yararli olma ihtimali cok
azdir. Buna ragmen 24 saate kadar verilmesini tavsiye edenler vardir.
N-asetil sistein antidot olarak oral yoldan da verilir. intravenéz olarak 20
saat boyunca toplam 300 mg/kg dozunda uygulanir. Oral yoldan
baslangigta 140 mg/kg ylkleme dozunda verildikten sonra 4 saatte bir 17
kez 70 mg/kg uygulanir ve bdylece tedavi 72 saatte tamamlanir. Oral
uygulamanin i.v. uygulama kadar etkili oldugu bulunmustur ve tedaviye ge¢

(10 saatten sonra) baglanan olgularda i.v. uygulamadan daha Ustln olabilir.

Parasetamol, fenasetin’in metaboliti olmasina ragmen
methemoglobinemi ve hemolitik anemi nadiren olusturur. Uzun sure
kullanildidinda analjezik nefropati riskini artirir, yilda 366 tablet (0,5 g’lik)
veya daha fazla kullananlarda riskin 2,1 kez arttigi kestiriimis ve bir
incelemede son donem bodbrek hastahdi olgularinin % 8-10’unun kronik
parasetamol kullanimi ile ilgili oldugu bildirilmistir. Parasetamol seyrek
olarak ciltte Urtiker ve diger alerjik dokuntllere neden olabilir, nadiren

larenks 6demi ve bronkospazm yapabilir®.

2.3.3. Analiz Yontemleri

Ramos ve arkadaslari, parasetamolin, on-line reaksiyon

yoluyla tayini i¢in yeni bir Akis Enjeksiyonlu/ Fourier Transform Infrared
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Spektroskopisi (FI/FTIR) ydntemi dnermiglerdir. Onerilen yontem, analitin
p-aminofenol olusturmak Uzere alkali hidrolizine ve p-aminofenoliin de
p-benzokinon-monoimin olusturmak Uzere potasyum ferrisiyanur ile
oksidasyon reaksiyonuna ve sonunda p-benzokinon formuna oksidasyonu
temeline dayanir. Reaksiyonun kimyasi, spektrumun hem gorunur hem de
IR bolgesinde calisiimis ve yontem akis enjeksiyon uygulanmasiyla
gelistirilmigtir. Reaksiyon oda sicakliginda sulu ortamda gerceklesmigtir.
Sulu c¢oOzeltilere uygun CIRCLE® IR aksesuarinin mikro-akis versiyonu
kullanilmistir. Olciimler fenolik OH deformasyon (1274,1 ¢cm™) ve hidroliz
{irinli p-aminofenoliin aromatik halka (1498,2 cm™) titresimleri kullanilarak
yapiimigtir.  Yontem  ticari  tabletlerdeki  parasetamol  tayininde

kullanilmistir®.

Nagajara ve arkadaslar, alkali ortamda parasetamol ve
fenasetin’in, sodyum 1,2-naftakinon-4-sulfonat ve setiltrimetilamonyum
bromur ile hidroliz GrUnlerinin tayininde hizl, duyarh ve basit bir
spektrofotometrik yontem o6nermektedir. Parasetamol ve fenasetin igin
sirasityla 570 ve 500 nm’lerde absorbans oOlgcimu yapiimig ve molar
absorbtiviteleri 1,118x10* ve 4,54x10°> L mol”’ cm™ olarak bulunmustur.
Renkli tarler parasetamol igin 1-20 ug/mL ve fenasetin igin 2-24 ug/mL
konsantrasyon aralijinda Beer yasasina uymuslardir. Setiltrimetilamonyum
bromur ilavesi ile duyarlihk artirilmigtir. Yontem parasetamol ve fenasetinin

cesitli farmasotik preparatlarda ve laboratuar yapimi tabletlerde tayini icin
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kullanilmis ve istatistik olarak elde edilen sonuglar resmi yontem

sonuclariyla karsilastiriimistir?'.

Medina ve arkadaslan salisilamid ve parasetamoliin kati faz
UV spektrofotometre ile tayini igin surekli ve ¢ok parametreli bir sensoér
tanimlamiglardir. Bu bilesenleri igceren numune, anyonik degistirici dolgulu
bir flow-through hlicreye enjekte edilerek on-line konsantre edilmis ve
300 nm’de surekli absorbans olgimu yapilmigtir. 300 nm’deki kalibrasyon
grafikleri parasetamol igin 2,5-40 ug/mL aralginda, salisilamid i¢in ise 5-80
ug/mL arahdinda birbirlerinin varliginda dogrusaldir; RSD degerleri
parasetamol icin % 0,60 ve salisilamid icin % 0,36 ve ornekleme hizi
36/saat'dir. Salisilamid ve parasetamoliin 1:5 ve 5:1 oranlarindaki
karisimlari oldukca iyi derecede ayrilmislardir. Onerilen bu ydntem, bir
ayirma basamagi gerektirmemektedir ve bu bilesenlerin farmasoétik

preparatlardan tayininde kullanilmistir®.

Shervington ve Sakhnini, parasetamol ve p-substitie
tirevlerinin tablet dozaj formlarinda miktar tayini igin isokratik ters faz
sistemi kullanan bir yiksek basingh sivi  kromatografisi yontemi
gelistirmiglerdir. Kolon, 10 um oktadesilsilan sabit fazindan olugmaktadir.
Mobil faz, asetonitrii ve su (7:3) karisimidir. Parasetamol, O-
asetilasetaminofen, O-etilasitaminofen, O-(2-nitrobenzenosulfonil)

asetaminofen, O-benzilasetaminofen ve O-(3,5-dinitrobenzoil)asetaminofen
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icin alikonma zamanlar sirasiyla 2,83; 3,25; 3,56; 3,78; 4,37 ve 6,03

dakikadir®®,

Canada ve arkadaslari parasetamol tayini icin, basit bir flow-
through UV optik duyarh bir sistem gelistirmiglerdir. Sistem parasetamoliin
uygun bir aktif kati destek doldurulmus (anyon dedistirici recine) akis
hicresindeki allkonma ve konsantrasyonuna ve kati faz (zerindeki
264 nm’deki dogal absorbansinin surekli izlenmesine dayanmaktadir.
Numune, basit bir tek kanalli FIA (akis enjeksiyon) manifoldu kullanilarak
pH 11’de 0,08 M NaCl akisina enjekte edilmistir. Analitik sinyal olustugunda
parasetamol kati destek Uzerinden tasiyici ¢ozelti yardimiyla kendiliginden
desorbe olmustur. 0,5-8,0 ug/mL konsantrasyon araliginda, %1,24 RSD ve
0,022 nug/mL dedeksiyon limiti ve 40/saat 6rnekleme hizi ile dogrusal bir
cevap alinmigtir. Mevcut akis enjeksiyon sistemleri ile karsilastirildiginda
duyarlilikta ve segicilikte dikkate deger bir iyilesme elde edilmistir. Onerilen
yontemin farmasoétik tabletler icindeki parasetamol tayinine de basariyla

uygulandigi belirtilmistir®*.

Monser ve Darghouth, parasetamol ve bozunma Urunleri
4-aminofenol ve 4-klorasetanilitin eszamanli tayinine olanak saglayan,
basit, hizli ve kullanigh bir yuksek basinglh sivi kromatografisi yontemi
gelistirmiglerdir. Kromatografik ayrim, poroz grafit karbon kolonda (PGC),
asetonitril/0,05 M potasyum fosfat tamponu (pH 5,5) 80/20 (h/h) isokratik

karigsimi kullanilarak 244 nm’de UV dedeksiyonu ile yapiimigtir. 1-50 ug/mL
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parasetamol ve 5-40 ug/mL 4-aminofenol ve 4-klorasetanilit konsantrasyon
araliklarinda hazirlanan kalibrasyon dogrularinin korelasyon katsayilari
0,99'dan buayuktar. LOD  degerleri, parasetamol igin 0,1 ug/mL,
4-aminofenol ve 4-klorasetanilit igin ise 0,5 pg/mL’dir. Onerilen sivi
kromatografik yontem, ticari olarak kullanilan parasetamol dozaj formlarinin

analizlerinde % 98-103 geri kazanimla basariyla uygulanmistir®.

USP 26, parasetamol miktar tayini igin bir yuksek basingli sivi
kromatografisi yontemi 6nermistir. Yontemde, kolon Cqs (3,9 mm x 30
cm), mobil faz distile su:metanol (3:1), akis hizi 1,5 mL/dak, dedekitor

243 nm ve enjeksiyon hacmi 10 pL’dir°.

BP 2004, parasetamol miktar tayini igin bir yiksek basingli sivi
kromatografisi yontemi dnermistir. Yontemde, kolon C4s (4,6 mm x 25 cm,
5um), mobil faz 17,9 g/L disodyum hidrojen fosfat, 7,8 g/L sodyum
dihidrojen fosfat, 4,6 g/L tetrablitilamonyum hidroksit iceren metanol
(375:375:250), akis hizi 1,5 mL/dak, dedektdér 245 nm ve enjeksiyon

hacmi 20 pL'dir®.

Oliva ve arkadaslari, parasetamoliin tabletlerdeki tayini igin
secici bir spektroflorometrik yontem gelistirmiglerdir. Bu teknik, gecerli resmi
yontemlerden duyarlilik, basitlik, hiz ve daha dusuk maliyet acisindan
ustindur. Kullanilan yontem sulfurik asit katalizorlGguinde, parasetamol ile

etil asetoasetat arasindaki reaksiyon ile kumarinik bilesen olugsumuna
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dayanir. 446 nm’de uyarilan reaksiyon Grinid 478 nm’de yuksek floresans
Ozellik gosterir. Calismada dogrusal konsantrasyon araligi 0,1-0,4 ug/mL ve
dedeksiyon limiti 57 ng/mL’dir. Farkli degiskenlerin etkisi incelenmis,

kemometrik teknikler araciligiyla optimize edilmistir?®.

Kati formdaki parasetamolin dogal floresansi, farmasoétik
preparatlardaki parasetamolin direkt analizleri igin hizli, glgli ve basit
yontemlerin geligtirimesine imkan vermektedir. Moeira ve arkadaslarinin
onerdikleri yontem her turli spektroflorimetreye kolayca uygulanabilmekte
ve kimyasal bir Oon iglem gerektirmemektedir. Floresans oOlgumleri
(Aex= 333 nm; 2Aem=382 nm), laktoz, nisasta, poli(vinilpirolidon), pudra ve
stearik asit ile seyreltiimis toz oérneklerden direkt olarak alinabilmektedir.
Farmasotik  preparatlardaki  parasetamol haricindeki diger bilegsenlerin
etkileri tartisiimistir. Floresans siddeti, 100 — 400 mg/g parasetamol
konsantrasyon araliginda dogrusaldir. Olgim hizi, 200/saat’tir. Farkli
konsantrasyonlardaki érneklerin analizlerinden LOD 13,0 — 16,7 ve LOQ
43,1 — 55,7 mg/g araliklarinda bulunmustur. Onerilen yontem farmasétik
preparatlara uygulanmig ve RSD (n=20) % 2,7’den kuguk bulunmustur. Bu
yontemle elde edilen sonucglar BP’de Onerilen yontemle elde edilen
sonuglarla karsilastirilmis ve % 95 glven araliginda istatistiksel olarak bir

farklilik gorilmemistir®’.

Zhao ve arkadaslari, parasetamolin indirekt tayini igin,
luminol-potasyum hekzasiyanoferrat(lll) (Ks[Fe(CN)s]) kemiliminesans
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reaksiyonuna parasetamolun inhibe edici etkisine dayali bir kapiler
elektroforez-kemiliminesans tayin yontemi Oonermiglerdir. Parasetamol
ayirma kapilerinde, luminol iceren c¢alisma tamponu ile birlikte go¢
etmektedir. Ayirma kapilerinin ¢ikigi, dedeksiyon penceresine ulagmak
Uzere reaksiyon kapilerine girmistir. Ks[Fe(CN)s] tayin penceresine sifon
etkisi ile verilir. Kemiliminesans ayirma kapilerinin ¢ikisindan gozlenir.
Parasetamol, kemiluminesans reaksiyonunu inhibe ettigi surece dedekt
edilmekte ve kemiluminesans sinyalinin bastirilmasi, parasetamol
konsantrasyonu ile orantili olmaktadir. Maksimum kemiliminesans sinyali,
0,5 mM luminol igeren 30 mM sodyum borat tamponu (pH 9,4) ve okside
edici ¢ozelti olarak 0,8 mM Ks[Fe(CN)g] igeren 100 mM sodyum hidroksit
¢Ozeltisi kullanilarak elde edilmistir. Optimim kosullar altinda, dogrusal
arallk 6,6 x 107° - 6,6 x 10° M (r=0,9999) ve tayin limiti 5,6 x 107 M
(S/IN=3) parasetamol olarak elde edilmistir. 5,0 x 10° M parasetamol
¢Ozeltilerinin  pik alanlarinin  RSD degerleri (n=11) % 2,9 olarak
bulunmustur. Yontem farmasotik preparatlar ve biyolojik numunelerde

parasetamol tayinine basariyla uygulanmistir®®.

Azhagvuel ve Sekar, tabletlerde, setirizin dihidroklordr,
parasetamol ve fenilpropanolamin hidrokloririin ayrimi ve miktar tayini igin
basit, secici ve ekonomik bir kapiler zone elektroforez yontemi
onermislerdir. Analitlerin ayrimi igcin 10 mM sodyum tetraborat (pH 9,0)
cOzeltisi elektrolit ¢ozelti olarak uygun bulunmustur. Ayrim igin 76 cm

uzunlugunda (etkin uzunluk 64,5 cm) erimis silika kapiler kullanilmistir.
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Analitler, 20 kV (akim 21 pA) voltaj uygulanmasiyla 10 dakika iginde
tamamen ayriimiglar ve dedeksiyon 195 nm’de UV dedektor ile yapiimigtir.
Analitlerin miktar tayinlerinde i¢ standart olarak ibuprofen kullaniimigtir.
Yontem valide edilmistir.  Setirizin  dihidroklorlr, parasetamol ve
fenilpropanolamin hidroklortr igin dogrusallik sirasiyla 2 — 50 ug/mL
(= 0,9982), 10 — 1000 pg/mL (r*= 0,9978) ve 10 — 100 pg/mL (r*= 0,9986)
konsantrasyon araliklarinda saglanmistir. Onerilen yéntem, analitleri igeren
tablet halindeki preparatlara uygulanmitirs ve geri kazanim degerleri
% 98,60tan  blyuktlr. Setirizin  dihidroklorlr,  parasetamol ve
fenilpropanolamin hidroklortr igcin LOQ degerleri sirasiyla 2,0, 2,0 ve 4,0
ug/mL olarak bulunmustur. Farmasoétik tabletlerde katki maddelerinden
gelebilecek bir girisime rastlanmamistir. Onerilen yontem, bu analitleri

iceren tablet dozaj formundaki preparatlar icin basit ve uygulanabilirdir®®.

Felix ve arkadaslari, parasetamolin farmasotik
formulasyonlarda miktar tayini icin karbon film resistor elektrot kullanarak
amperometrik dedeksiyonlu bir akigsa enjeksiyon analiz yontemi
gelistirmiglerdir. Bu sensor, yuzeyinde kimyasal bir modifikasyona gerek
kalmadan, parasetamol icin keskin ve tekrarlanabilir akim pikleri olusumu
saglamistir. Calismada fosfat tamponu kullanilarak genis bir dogrusal
calisma araliginda (8,0 x 107-5,0 x 10 mol/L) oldukca yiiksek duyarlilik
(0,143 A mol” L cm'z) ve diisiik bir dedeksiyon limiti degerine (1,36 x 10”7

mol/L) ulasilmistir.  Tekrarlanabilirlik (5,0x10'6 ve 5,0x10° mollL
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parasetamol ¢ozeltilerinin 10 enjeksiyonundan elde edilen RSD) enjeksiyon
igin sirasiyla % 3,1 ve % 1,3 olarak elde edilmistir. Onerilen yeni ydontem
ticari farmasotik urlnlere uygulanmis ve spektrofotometrik yontemlerle elde

edilen sonuglarla uyumlu oldugu gériimustir®.

2.4. Parasetamol, Kafein ve Kodein iceren Ikili ve Uclii Karisimlarda

Uyqulanan Analiz Yontemleri

Hanaee, parasetamol ve kodeinin eszamanli tayini igin birinci
tirev. UV  spektrofotometresi yontemi  kullanmistir.  Parasetamol,
263,4 nm’deki birinci turev absorbans degeri Olgllerek tayin edilmistir.
Kodein igin ise 251,2 nm’deki birinci tirev absorbans degeri kullaniimistir.
Onerilen ydntemle kodein ve parasetamolin konsantrasyonlari birbirlerine
girisim etkileri olmadan hesaplanabilmistir. islem basit ve hizlidir, dogru ve

kesin sonuglar sunmaktadir®”.

Zen ve Ting, kimyasal olarak modifiye edilmig
Nafion®/rutenyum oksit piroklor elektrot kullanarak kare-dalga voltametri ile
farmasoétik formulasyonlardaki parasetamol ve kafeinin ayni anda tayinini
gerceklestirmiglerdir. Camsi karbon elektrotla kiyaslandiginda, kimyasal
olarak modifiye edilmis elektrot ile oksidasyon potansiyellerinde katodik
yonde belirgin bir kayma gdézlenmistir ve hem kafein hem de parasetamoliin
akim cevaplarinda belirgin bir artis olmustur. 0,05 M perklorik asit i¢cinde
elde edilen kalibrasyon egrileri, kafein ve parasetamol icin sirasiyla
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10-250 ve 5-250 uM arasinda dogrusaldir. Kafein ve parasetamol igin LOD
(3c) degerleri sirasiyla 2,2 ve 1,2 uMdir. Yontemin kafein ve
parasetamolin mevcut farmasoétik formlardaki segici dlgiimleri icin higbir 6n

isleme gerek duymayan pratik analitik bir ydntem oldugu gosterilmistir®2.

Medina ve arkadaslari kafein, asetilsalisilik asit ve
parasetamolin farmasoétik preparatlarda ayni anda tayini icin kati destek
uzerindeki analitlerin allkonma ve UV dedeksiyonunun integrasyonuna
dayali ve akig icin multisensor PLS (kismi en kuguk kareler) teknigi
kullanilan basit ve hizli bir analitik prosedir onermiglerdir. Akis hucresi
icindeki C4g tanecikleri Uzerinde alikonulan analitlerin spektrumlarini (240-
350 nm) almak igin diyot serili UV spektrofotometre dedektdr olarak
kullanimigtir. pH 1'de %0,5’lik HCIO, ¢oOzeltisinin  tasiyict  olarak
kullaniimasiyla, multisensor, ilave bir reaktif veya tlirevleme islemine gerek
duyulmadan &lgim araliginda dogrusal cevaplar vermigstir. Istatistiksel
parametreler PLS yonteminin analizlerdeki farkh reaksiyon zamanlarina
uygulanmasiyla elde edilmis ve analitlerin es zamanl tayini igin optimum
reaksiyon suresi secilmistir. Gergek ve sentetik numunelerin analizlerinde

dogru ve kesin degerler elde edilmistir®.

Ding, tablet halindeki formuilasyonlarda kafein ve
parasetamolin es zamanl analizleri icin iki spektrofotometrik yontem ve bir
yuksek basingli sivi kromatografisi yontemi onermistir. Oransal tlrev
spektrofotometrisi ydntemi kafein icin 267,9 ve 291,0 nm ve parasetamol
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icin birinci tlirev spektrumlarinda 237,0 ve 251,8 nm’de Odlcllen analitik
sinyallerin oranlarina dayanmaktadir. Kalibrasyon grafigi kafein igin
4-40 pg/mL ve parasetamol igin 8-48 ug/mL konsantrasyon araliginda
hazirlanmistir. Vierordot yonteminde ise parasetamol ve kafeinin Ay" (%1, 1
cm) degerleri sifirinci derece spektrumlarda 242,9 ve 273,0 nm’lerde tayin
edilmistir. A1’ (%1, 1 cm) degerleri igin bir matriks yazilmis ve her iki etken
maddenin miktarlari, Matlab yazimi yardimiyla hesaplanmistir. Bu
spektrofotometrik yontemlerle elde edilen sonuglar, yiuksek basingl sivi

kromatografisi ydntemi sonuclariyla karsilastiriimistir®.

Abu-Qare ve Donia, fare plazma ve idrarinda, piridostgimin,
parasetamol ve Kafeinin ayrimi ve miktar tayini icin bir yodntem
gelistirmiglerdir. Bilesenler C4g Sep-Pak® kartusu kullanilarak ekstre edilmis
ve daha sonra ters faz Cig kolonu kullanilarak ve 280 nm’de UV
dedeksiyonu ile ylksek basingh sivi kromatografik analizleri yapiimistir.
Bilesenler, % 85 asetonitril-su (pH 3,0) mobil fazi kullanilarak, gradient
elisyonla 1-1,5 mlL/dakika akis hizinda, 14 dakika icinde ayriimislardir.
Allkonma zamanlari 8,8-11,5 araligindadir. Dedeksiyon limiti degerleri 100-
200 ng/mL ve tayin Ilimiti degerleri 150-200 ng/mL arahdindadir.
Piridostgimin bromdr, parasetamol, asetilsalisilik asit ve kafein ilave edilmis
5 plazma numunesinin ortalama yuzde geri kazanim degerleri 70,9+9,5,
73,749,8, 88,6+9,3, 83,9+7,8 ve idrar icin 69,1+8,5, 74,5+8,7, 85,9+9,8,
83,219,3 olarak elde edilmistir. Pik alani ile konsantrasyon arasindaki iligki

100-1000ng/mL  konsantrasyon araliginda dogrusaldir. Elde edilen
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kromatogramlar, endojen plazma ve idrar bilesenlerinden kaynaklanan

girisim yapabilecek piklerin olmadigini géstermi§tir35.

Kartal, parasetamol, kafein ve kodein fosfatin tayini igin dogru,
basit, tekraredilebilir ve duyarl bir yontem gelistirmis ve valide etmigtir.
Parasetamol, kafein ve kodein fosfat, uBondapak Cg kolon ile 1,0 mL/dak
akis hizinda isokratik eltsyonla ayriimiglardir. Mobil faz 0,01 M KH2PO4,
metanol, asetonitril ve isopropil alkolin 420/20/30/30 (h/h/h/h) oranindaki
karisimidir ve spektrofotometrik dedeksiyon 215 nm’de yapilmistir.
Parasetamol, kafein ve kodein fosfatin tayini i¢cin dogrusal aralik sirasiyla
0,400-1500 pg/mL, 0,075-90 pg/mL ve 0,300-30 upg/mL’dir. Yoéntemin,

dogrusal, tekraredilebilir, spesifik, duyarli ve giiclii oldugu gosterilmistir®.

Altun ve arkadaslari, asetilsalisilik asit, kafein ve kodein
fosfatin analizleri i¢cin dogru, basit, tekrarlanabilir ve duyarli bir ylksek
basingli sivi kromatografisi ~ yontemi gelistirmisler ve yontemi valide
etmiglerdir. Asetilsalisilik asit, kafein ve kodein fosfatin ayrimi, Cg
u Bondapak kolonda 1,0 mL/dakika akis hizinda izokratik ellsyonla
gerceklestiriimistir.. Mobil faz izopropil alkol, asetonitril, su ve o-fosforik
asitin  125/125/250/0,5 (h/h) oranindaki karisimindan olugsmaktadir.
Numuneler, fotodiyot array dedektér kullanilarak 215 nm’de tayin
edilmislerdir. Asetil salisilik asit, kafein ve kodein fosfatin tayini icin dogrusal
aralik sirasiyla 0,40 - 1000, 0,25 - 250 ve 0,48 - 96 ug/mL’dir. Asetilsalisilik

asit, kafein ve kodein fosfat icin dogrusal aralik, segicilik, sistem performans
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parametreleri, kesinlik, dogruluk ve saglamlik degerlerinin kabul edilebilir

degerler oldugu gésterilmi§tir37.

Ding ve Baleanu, tabletlerdeki parasetamol ve kafeinin
eszamanl analizi igin kimyasal bir ayrim proseduru kullanmadan CLS
(Klasik En kuguk Kareler) ve PCR (Temel Bilesen Regresyonu) teknikleri
onermiglerdir. Kemometrik kalibrasyon, 0,1 M HCI icinde hazirlanan ve her
iki analiti de iceren bir numune setinin 215-285 nm aralidindaki spektral
bdlgede 15 farkli dalgaboyunda absorbanslari dlgulerek yapilmigtir. Elde
edilen kemometrik kalibrasyon, numunelerdeki kafein ve parasetamol tayini
icin kullanilmistir. Rakamsal hesaplamalar “MAPLE V” yazilimi kullanilarak
yapiimistir. Bu iki teknigin sentetik karisimlara uygulanmasiyla CLS ve PCR
tekniklerinde elde edilen ortalama geri kazanim ve RSD degerleri
parasetamol icin 99,5 ve % 1,29, 99,7 ve %1, kafein igin 99,9 ve 1,92,
100,0 ve 1,178% olarak bulunmustur. Sonuglar, referans bir yliksek basingl
sivi kromatografisi yontemi ile karsilastirimis ve iki yontemin farmasotik

tabletlere basariyla uygulanabilecegi belirtilmistir®®.

Franeta ve arkadaslari, asetilsalisilik asit, parasetamol, kafein
ve fenobarbitalin tabletlerde ayni anda tayini igin bir ylksek basingl sivi
kromatografisi sistemi ile tayin dnermiglerdir. Ayrim, Bio Sil HL C4g, 5 um,
250x4,6 mm kolon ile yapilmistir. Asetonitril-su (25:75 h/h) karisiminin pH’i
fosforik asit ile 2,5’e ayarlanarak mobil faz olarak 2,0 mL/dk akis hizinda
kullanilmis ve 207 nm’de UV dedeksiyon yapilmigtir. Allkonma zamani,
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kapasite faktérl, pik asimetrisi, segcicilik faktori ve rezolisyon gibi
kromatografik parametreler tayin edilmistir. Validasyon parametreleri:
Dogrusallik (r>0,998), gun i¢i kesinlik (RSD: %0,36-1,89), glnler arasi
kesinlik (RSD: %0,58-2,18), duyarlilik (LOD: 9x10°-1,7x10* mg/mL) ve
LOQ: 2,5x10™*-5,6x10™* mg/mL, dogruluk (geri kazanim: %98,35-99,14) ve
tekraredilebilirlik (geri kazanim) degerleri: asetilsalisilik asit icin % 98,74-
102,08, parasetamol icin % 99,93-102,11, kafein icin % 98,25-102,12 ve
fenobarbital icin % 98,15-102,3 olarak elde ediimistir. Onerilen yliksek
basingli sivi kromatografisi yontemi asetilsalisilik asit, parasetamol, kafein
ve fenobarbitalin farmasoétik tabletlerde tayini icin uygulanmistir. RSD
degerleri % 0,99-1,21 arasinda elde edilmistir. Geligtirilen yontem hizh ve
duyarhdir ve bu etken maddelerin farmasoétik formlarda rutin tayinleri icin

uygundur®.

USP 26, parasetamol-kafein karigimi icin yliksek basingli sivi
kromatografisi yontemi dnermistir. Yontemde, kolon Cg (4,6 mm x 10 cm),
mobil faz distile su: metanol: glasiyel asetik asit (69:28:3), akis hizi

2 mL/dak, dedektdr 275 nm ve enjeksiyon hacmi 10 pL’dir®.

USP 26, parasetamol-kodein karisimi icin bir yuksek basingh
sivi kromatografisi yontemi dnermigstir. Yontemde, kolon Cqs (4,6 mm x 25
cm), mobil faz pH 2,35 fosfat tamponu:metanol (92:8), akis hizi

1,5 mL/dak, dedektdr 214 nm ve enjeksiyon hacmi 10 pL’dir®.

39



Poppi ve Sena, farmasétik formulasyonlardaki asetil salisilik
asit, parasetamol ve kafein tayini igin ¢oklu kalibrasyon ve UV
spektrofotometrik dlgimlere (210-300 nm) dayali basit ve hizli bir analitik
yontem onermiglerdir. Kalibrasyon seti, asetil salisilik asit ve parasetamol
icin 10,0-15,0 ug/mL ve kafein igin 2,0-6,0 ug/mL konsantrasyon araliginda
dokuz farkli konsantrasyonda hazirlanmigtir. islem, dort farkli pH degerinde
(2,0, 3,0, 4,0 ve 5,0) tekrar edilmistir. Her bir pH degeri icin PLS modeli
olusturuimus ve sentetik karigim setinin tayininde kullanilmigtir. En iyi
model pH 5,0’te elde edilmigstir. Ticari tabletler icindeki bu etken maddelerin
tayininde elde edilen sonuglar Uretici tarafindan belirtilen degerlerle

uyumludur ve geri kazanim degerleri % 94,7 ve % 104,5 arasindadir*.

Pistos ve Stewart, serumda parasetamol, kafein ve
butalbital’in ayni anda miktar tayini igin hizli ve duyarh bir yuksek basingli
sivi  kromatografisi yontemi Onermislerdir. Serum o&rnekleri kati faz
ekstraksiyon igleminden gegirilmislerdir. Analitlerin ayrimi, 0,1 M monobazik
potasyum fosfat (pH 2,41) ve asetonitril karisimi (95:5 h/h) mobil faz
kullanilarak saglanmis ve dedeksiyon 220 nm’de yapilmistir. i¢ standart
olarak  benzoik asit  kullaniimigtir.  Yontem  tium analitler igin
1,25-100 pg/mL konsantrasyon araliginda valide edilmis ve %8,3’ten kiguk
RSD ile dogrusal (r>0,995, n= 12) bulunmugtur. Serumdan ortalama yuzde
geri kazanim, parasetamol igin 89,7+3,6, kafein icin 95,5+4,5, butalbital icin

99+5,2 ve i¢ standart icin 83,4+3,9 olarak bulunmustur®'.
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Peiro ve arkadaslari, kodein ve parasetamolin kantitatif tayini
icin kapiler zone elektroforez yontemi énermiglerdir. Kritik parametrelerin
(konsantrasyon, tampon, pH, voltaj) analiz zamani, ve rezollisyon
uzerindeki etkileri degerlendirilmigtir. Optimum ayrima, 20 mM fosfat
tamponu (pH 6,8) ve 15 kV kullanilarak ulagiimigtir. Optimize edilmis
sartlarda kodein ve parasetamol 3 dakikadan daha az bir zamanda tayin
edilmislerdir. Kodein ve parasetamol icin LOD degerleri sirasiyla 13,5 ve

340 ng/mL’dir ve RSD % 3'ten kiiclktiir*?,

Algaba ve arkadaglari, antihistaminik etken maddeleri igceren
farmasotik preparatlarin analitik kalite kontrolleri igin hizli bir kromatografik
yontem onermislerdir. Calismada Cis sabit faz ve misel olusturucu
setiltrimetil amonyum bromur ve organik degistirici olarak 1-propanol veya
1-butanol’den olusan mobil faz kullaniimistir. Yontem, farkli farmasotik
formlardaki (tablet, kapsul, suposituvar, surup ve merhem) bromfeniramin,
klorsiklizin, klorfeniramin, difenhidramin, doksilamin, flunarizin, hidroksizin,
prometazin, terfenadin, tripelenamin ve triprolidin gibi antihistaminik ilaglarin
yanisira kafein, dekstrometorfan, guafenezin, parasetamol ve piridoksin’in
tayininde kullanilir. Yontem, minimum numune 6n islemi gerektirir ve hizh
(1 mL/dakika akis hizinda, 3-12 dakika) ve tekraredilebilirdir (% RSD

degerleri <%5). LOD degerleri, 1 ug/mL’den dusuktur ve farmasotik

preparatlardaki analitlerin geri kazanim arali§i % 100+10’dur®.
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Emre ve Ozaltin, parasetamol, kafein ve propifenazon ucli
karisimlarini iceren farmasoétik preparatlarda bu etken maddelerin analizi
icin yeni bir Miceller Elektrokinetik Kapiler Kromatografi yontemi
geligtirmiglerdir. En iyi sonuglar, 30 mM sodyum dodesil sulfat iceren 20 mM
pH 9,0 borat tamponu kullanilarak elde edilmistir. Calismada diflunisal i¢
standart olarak kullaniimistir. Ayrim, erimis silika kapilerde (50 um i¢ ¢ap,
44 cm toplam uzunluk, 35,5 cm efektif uzunluk), 25°C’de ve 50 mbar basing
altinda 3 saniye hidrodinamik enjeksiyon ile 29 kV potansiyel uygulanarak
gerceklestiriimistir. Dedeksiyon dalgaboyu 200 nm’dir. Bu kosullar altinda
g0¢ zamanlari parasetamol igin 5,174, kafein igin 5,513, diflunisal igin 7,195
ve propifenazon igin 9,366 dakika olarak bulunmustur. Dogrusal
konsantrasyon arali§i parasetamol ve kafein igin 2-200 npg/mL ve
propifenazon igin 3-200 ug/mL’dir. LOD degerleri parasetamol ve kafein igin
0,6 ug/mL ve propifenazon igin 0,8 ug/mL olarak bulunmustur. Validasyon
¢alismasi sonuglarina gore yodntem dogru, kesin, saglam, duyarl ve
spesifiktir. Turkiye’'de farkli firmalar tarafindan dretilen Gg¢ farmasotik form,

onerilen yéntemle analiz edilmistir*.

2.5. Kullanilan Yéntemle ilgili Genel Bilgiler

Elektroforez, dogru akimin uygulandigi bir tampon ¢ozeltide
yukll taneciklerin farkli go¢ hizlarina dayanan bir ayirma yontemidir. Bu

ayirma yontemi ilk olarak Isvegli kimyaci Arne Tiselius tarafindan serum
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proteinleri Gzerinde ¢aligirken bulunmus ve bu ¢alismasindan dolayi kendisi

1948'de Nobel Odiili ile édiillendirilmistir.

Elektroforez  birgok zor analitk ayirma ydntemine
uygulanmaktadir, inorganik anyon ve katyonlar, amino asitler,
katesolaminler, ilaglar, vitaminler, karbonhidratlar, peptitler, proteinler,

nakleik asitler, nukleotidler, polintkleotidler ve ¢esitli bagka tirler.

Elektroforezin en oOnemli 06zelligi, Ozellikle biyoteknoloji
endustrisinde  biyolojik ve  biyokimyasal arastirmalarda  yukld
makromolekulleri ayirmasidir. Elektroforez vyillarca proteinler (enzimler,
hormonlar, antikorlar) ve nukleik asitler (DNA, RNA) icin vazgecilmez bir
ayirma yontemi olmustur. Bunlar igin elektroforez ydntemi essiz bir ayirma

gucune sahiptir.

Elektroforetik ayirma, ince bir tip icindeki veya diz gdzenekli
bir destek ortamindaki (6rnegin kagit veya yari kati jel) sulu bir tampon
¢cOzeltiye numunenin  kuguk bir bant halinde enjeksiyonu ile
gerceklestirimektedir. Tampon ¢ozeltiye, her iki ucundaki elektrotlar
vasitasi ile yuksek bir dogru akim potansiyeli uygulanir. Uygulanan bu
potansiyel, numunedeki iyonlarin elektrotlardan birine veya digerine go¢
etmesini saglar. Numunedeki taneciklerin go¢ hizlari, taneciklerin yukine ve

blayuklUklerine baglidir. Bdylece, numunedeki c¢esitli analitlerin ayriimasi
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yuk/boyut oranlarindaki farklara dayanir. Bu oranin buylk olmasi,

elektriksel alanda ilgili iyonun daha hizli hareket etmesini saglar45.

2.5.1. Elektroforetik Ayirmalarin Temeli

Bir iyonun bir elektriksel alandaki cm/saniye cinsinden gog¢ hizi
v, alan siddeti E (V cm™) ile elektroforetik hareketlilik, pe (cm?V's™yin

carpimina esittir. Yani,

v=eE

Buna baglh olarak elektroforetik hareketlilik, analitin iyon yiku
ile dogru ve surtinmeli geciktirme katsayisi ile ters orantilidir. Elektrik alan
sadece iyonlar Uzerinde etkilidir. Eger iki farkh tir hem farkli iyon yukine ve
hem de tampondan gecgerken farkli surtinme kuvvetine sahipse, bu iki
madde birbirlerinden ayrilabilir. Notral turler ayrilmazlar. Analit iyonun
surtinmeli geciktirme kuvveti, o iyonun boyutuna, sekline ve iginde go¢
ettigi ortamin viskozitesine baglidir. Ayni boyuttaki iyonlar i¢in, yuk ne kadar
buylukse, yuruticu kuvvet ve go¢ hizi o kadar buyuk olur. Ayni yukteki
iyonlar icin ise, iyon kuguldikge surtinme kuvveti ki¢ulur ve go¢ hizi artar.

lyonun iyon/yiik orani bu iki etkiyi birlestirmektedir®.
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2.5.2. Elektroforez Tipleri

Elektroforetik ayirma oldukga farkh iki formatta gergeklestirilir:

birincisi tabaka (slab) elektroforez ve ikincisi kapiler elektroforez.

2.5.2.1. Tabaka (Slab) Elektroforez

Tabaka elektroforez, klasik yontem olup, yillarca karmasik,
yuksek molekul agirlikli biyolojik ve biyokimyasal molekullerin ayrilmasinda
kullaniimistir. Tabaka yonteminde ayirma, gdzeneklerinde sulu tampon
¢Ozelti bulunan vyari-kati gbzenekli bir ince jel tabakasi (veya slab)
kullanilarak yapilmaktadir. Bu tabaka genellikle birkag cm genigliginde olup
ayni anda birden fazla numune ile calisilabilmektedir. Analiz edilecek
numune, bir damla veya bant seklinde tabaka Uzerine ilave edilir, dogru
akim potansiyeli belli bir stre uygulanir. Ayirma isleminin tamamlandigina
karar verildikten sonra, uygulanan potansiyel kesilir ve gerekli oldugu
hallerde ayrilan molekuller ¢esitli boyama teknikleri ile renklendirilir. Tabaka
elektroforezi, ginimuzde biyolog ve biyokimyacilar tarafindan oldukga fazla

kullanilan bir ydntemdir®.

2.5.2.2. Kapiler Elektroforez

Geleneksel tabaka elektroforez ¢ok kullaniimis olmasina ve
halen de c¢ok kullaniimasina ragmen, bu tip elektroforetik ayirma yavas,

isciligi fazla, otomasyonu zor ve ¢ok kesin kantitatif bilgi vermemektedir.
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1980’lerin ortalarindan sonlarina kadar, kapiler tlplerde yapilan elektroforez
arastirma ve uygulamalarinda hizli bir artig olmus ve ayni zamanda birkag

ticari elektroforez cihazi da piyasaya sunulmustur.

Sekil 1. Kapiler Elektroforez Sistemi

Kapiler elektroforez oldukga hizh ve ¢ok kuguk hacimdeki
(0,1 ile 10 nL) numunelerde ylksek ayirma guiclne sahiptir. Tabaka
elektroforezinde ise uL mertebesinde numune gereklidir. Buna ilave olarak
ayrilan maddeler kapilerin bir ucundan c¢iktigi icin tabaka elektroforezde
kullanilan ugrastirici boyama yerine HPLC’de oldugu gibi kantitatif bir

dedektor kullanilabilir®.
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2.5.2.2.1. Kapiler Elektroforezde Goc¢ Hizlari

Daha 6nce belirtildigi gibi bir iyonun gé¢ hizi (v), elektrik alanin
siddetine baghdir. Elektrik alani ise, uygulanan potansiyelin buyuklugune

(V, volt) ve uygulandigi kapilerin uzunlugu L’ye baghdir.

Bu iligki, arzu edilen hizli iyonik goég¢u ve hizli ayirmayi
saglamak icin yuksek bir potansiyelin uygulanmasinin gerekli oldugunu
gOsterir. Hizli ayirma arzu edilmekle birlikte, daha énemlisi daha yuksek bir
ayirma gucu elde etmektir. Bu ylzden, elektroforezde ayirma gucunu

etkileyen faktérlerin incelenmesi gerekir®.

2.5.2.2.2. Kapiler Elektroforezde Tabaka Yiikseklikleri

Kromatografide, hem boyuna difizyon ve hem de Kkitle
aktarimina karsi olan direng, bant geniglemesine neden olur. Buna karsilik,
elektroforezde sadece tek bir faz olaya etki ettigi icin sadece boyuna

difuzyon dikkate alinmalidir. Elektroforezde tabaka sayisi (N) soyle verilir:

w4

2D
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Burada D, cm?s™' cinsinden ¢dziinen maddenin difiizyon
katsayisidir. Tabaka sayisinin artmasiyla ayirma gucu arttigindan istenen
yuksek verimli ayirmalari basarmak igin yuksek bir potansiyel uygulanmasi
gereklidir. Elektroforezde tabaka sayisi, kromatografinin aksine kolonun

uzunlugu ile artmamaktadir.

Jel tabaka elektroforez yonteminde joule isitmasi, uygulanan
potansiyelin blyukligund yaklasik 500 V ile kisitlar. Burada kapiler teknik
ile tabaka teknigi arasinda bir fark gorultr. Kapilerin kolon kesit alaninin
kigukligu ve kolonun uzun olmasi, kapiler kolon igindeki ¢ozeltinin
elektriksel direncinin oldukca yuksek olmasi demektir. Elektriksel gu¢ kaybi,
direnc ile ters orantili oldugu igin, ¢cok ylksek potansiyel uygulanabilir.
Ayrica, kapilerin yuksek yuzey/hacim orani etkili bir sogutma saglar. Bu iki
faktorin sonucu 1Isinmadan kaynaklanan konveksiyonel karisma nedeniyle
olusan bant genigslemesi dikkate deger bir buyuklige sahip dedgildir.
Genellikle, kapiler elektroforezde 20.000 ile 60.000 V’luk bir potansiyel
kullanilmakta olup buna bagl olarak tabaka teknigine gore hiz ve ayirma
gucunde iyilesme saglanmaktadir. Kapiler elektroforez yonteminde pik
genisligi, boyuna difizyon etkisi ile genellikle teorik sinir degere yaklasir.
Kapiler elektroforez, normalde 1x10° ile 2x10° araliginda bir tabaka
sayisina sahipken HPLC’de ise bu sayi 5 x10%ile 2 x10* arasindadir. Amino
asitler icin kapiler zon elektroforez yontemi ile 3x10° tabaka sayisina
ulasilirken poliniikleotidlerin kapiler jel elektroforez ydéntemi igin 1 x10’

tabaka sayisina ulasildigi literatlrlerde yer almaktadir.
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2.5.2.2.3. Elektroosmotik Akis

Tampon ¢oOzelti iceren bir kapiler tipe yuksek bir potansiyel
uygulandiginda genellikle bir elektroosmotik akis olusur, bu akis nedeniyle

¢b6zucu katot veya anoda dogru gog eder.

Elektroozmntik akiy

Kapiler yizey

Sekil 2. Silika/ kapiler araylzeyinde yik dagilimi ve olusan elektroosmotik akis

Sekil 2'de goéruldigu gibi elektroosmotik akisin sebebi,
silika/¢ozelti arayuzeyinde meydana gelen elektriksel ¢ift tabakadir. pH 3’Un
uzerinde, silika kapilerlerin i¢ yuzeyi, yuzeydeki silanol grubunun (Si-OH)
iyonlasmasi nedeniyle negatif yuklidir. Tamponun katyonlari, elektriksel gift
silika kapilerinin negatif ylzeyine bitisik olan tabakada birikir. Cift tabakanin
difize dis bolumindeki katyonlar, katot veya negatif elektrot tarafindan
cekilirler, katyonlar solvatize olduklari igin ¢b6zicuyl de beraberinde
suruklerler. Sekil 3’de goruldugu gibi, elektroosmoz, tup icinde parabolik
olmayan duz Kkesitli bir yigin ¢ozelti akisina yol acar. Halbuki, sivi
kromatografide basincin etkisi ile olusan akis parabolik kesitlidir. Akig
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profilinin diz olmasi nedeniyle, elektroosmotik akis sivi kromatografide

oldugu gibi bant geniglemesine 6nemli dlgiude etki etmez.

EOF Laminar flow

Sekil 3.Elektroosmotik basing ve hidrodinamik basing altinda sivilar icin akis

profilleri

Elektroosmotik akig hizi, genellikle iyonlarin tek baslarina
elektroforetik go¢ hizindan daha buyuktir ve kapiler elektroforezde hareketli
fazi idare eden kaynaktir. Kapilerde analitler kendi ylklerine gore gdcseler
bile, elektroosmotik akis hizi genelde bitlin pozitif, notral ve hatta negatif
tanecikleri kapilerin ayni tarafina surlklemeye yetecek kadar buyuktir.
Boylece butun tanecikler ayni noktadan gectigi icin bunlar tayin edilebilirler.

Sonugta elde edilen elektroferogram kromatograma benzer.
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Elektroosmotik akis hizi (v), v=ueoE  seklinde verilir.
Elektroosmoz olmasi durumunda, bir iyonun hizi, onun go¢ hizi ve

elektroosmoz akis hizinin toplamidir. Boylece,

v = (e + Heo)E oOlur. Bir anyon igin pe’'nin negatif olacagina

dikkat edilmelidir.

Elektroosmozun sonucu olarak, tipik bir elektroforetik
ayirmada kolondan, ilk dnce hizli katyonlar, takiben yavas katyonlar, sonra
notral tanecikler, daha sonra da yavas anyonlar ve nihayet hizli anyonlar
cikarlar. Bazi durumlarda elektroosmotik akis hizi, bazi anyonlarin anoda
dogru yaptiklari hizlardan buylk olamaz, bu durumda bu tir tanecikler

elektroosmoz sirasinda anoda dogru hareket ederler.

Tampon ¢ozelti icine bir katyonik yuzey aktif madde eklenerek
normal elektrosmotik akis yonunu ters ¢gevirmek mumkuandur. Bu durumda
yuzey aktif madde kapilerin i¢ yuzeyinde adsorplanir ve kapilerin ylUzeyini
pozitif yukle yukler. Boylece, tamponun anyonlari kapilerin i¢ ylzeyine yakin
yerlerde birikir ve katoda dogru hareket ederler. Bu islem anyonlarin

ayrilmasini hizlandirmak igin sikga kullantlir.

Elektroosmoz bazi kapiler elektroforez tiplerinde istenir, fakat
bir kisminda istenmez. Elektroosmotik akig, ylzey silanol gruplarini yok
etmek igin, kapilerin i¢ kismi trimetilklorosilan gibi bir reaktifle kaplanarak

ortadan kaldirilabilir.
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2.5.2.3. Kapiler Elektroforez icin Cihaz

Sekil 1’de goéruldugu gibi kapiler elektroforez cihazi basittir.
10-100 um g¢ap ve 40-100 cm uzunlugunda, tamponla doldurulmus erimis

silika kapiler, icinde platin elektrotlar bulunan iki tampon haznesi arasina
yerlestirilmisgtir. Numune bir ugtan verilirken ayrilan maddeler diger ucta
tayin edilir. YUksek potansiyelli gi¢ kaynaginin kutuplari ayrim yapilacak

iyonlarin tirine gore degistirilebilir, ters ¢evrilebilir.

Cihaz ilk bakista basit olmasina ragmen, c¢ok kiguk
numunelerle caligildigindan numunenin veriimesi ve ayrisan maddelerin
tayinleriyle ilgili cok ciddi deneysel zorluklar vardir. Normal bir kapilerin
hacmi 4 ile 5 puL oldugundan, enjeksiyon ve dedeksiyon hacimleri birkag

nanolitre veya daha az olmalidir.

2.5.2.3.1. Numune Verme

En yaygin numune verme yontemleri, elektrokinetik enjeksiyon
ve basing enjeksiyonudur. Elektrokinetik enjeksiyonda kapilerin bir ucu ve
buna bagli elektrot, tamponun bulundugu kuguk bir kap igerisine konur.
Belirli bir sure potansiyel uygulanir, boylece elektroosmotik akis ve iyon
gocu etkisi ile kapiler igine numunenin alinmasi saglanmig olur. Daha sonra
kapiler ve elektrot tekrar dnceki tampon ¢ozelti igine yerlegtirilir ve ayriima

suresince potansiyel uygulanir. Bu enjeksiyon teknigi ile hizli hareket eden
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iyonlar, yavas hareket eden iyonlara goére daha fazla oranda kapilere

alinmaktadir.

Basing enjeksiyonunda, kapilerin numunenin verildigi ucu,
numunenin iginde bulundugu kiguk bir kap igine gegici olarak konur ve
basing farki numuneyi kapiler icine enjekte eder. Basing farki, kapilerin
dedektér ucuna vakum, numune ucuna basin¢ uygulayarak veya numune
ucunun yukseltimesi ile meydana getirilir. Basing enjeksiyonunda, iyon
yukunden dolayi hareketlilikte herhangi bir fark meydana gelmez, fakat jelle

doldurulmus kapilerde bu yontem kullanilamaz (Sekil 4).

Elektrokinetik enjeksiyon ve basin¢g enjeksiyonunun her
ikisinde de enjekte edilen hacim, enjeksiyon zamani ile kontrol edilir.
Genellikle 5 ile 10 nl’lik numune enjeksiyonu uygulanmakta fakat

100 pL’nin altinda numunenin de enjekte edilebildidi bilinmektedir.

Mikroenjeksiyon basliklar kapilerin gekilerek kugultilmesiyle
yapilir ve bu sayede pikolitre mertebesindeki tek bir hicre veya hucre
icindeki maddeler gibi numunelerle galisma imkani dogar. Bu teknik, tek bir
hicre igindeki aminoasitleri ve noérotransmitterleri incelemek igin

kullaniimaktadir®®,
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Sekil 4. Kapiler Elektroforezde numune enjeksiyon sekilleri

Basing

2.5.2.3.2. Kapiler Elektroforezde Kullanilan Dedeksiyon Yontemleri

Kapiler elektroforezin birgok tipinde ayrilan analitlerin hepsi
ortak bir noktadan gectikleri icin dedektorlerin tasarimi ve fonksiyonlari
Yuksek Basingli Sivi Kromatografisine benzer. Bununla birlikte, kapiler
elektroforezde her bir iyon, kendisinin elektroforetik hareketliligi ile
belirlenen bir hizla goégtigunden dedektorlerin davraniglarinda bir fark
gozlenir. Analit bantlari dedektorden farkl hizlarla gegerler, bundan dolayi

pik alanlari kismen alikonma zamanlarina baghdir. Buna karsilik, HPLC’de
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batin turler dedektérden hareketli fazin hizinda gecer ve pik alanlari
allkonma zamanlarina bagli olmaz. Zaten bu zamana bagimlilik énemli de
degildir. Tablo 1’de kapiler elektroforez i¢in 1988’den bu yana verilen turleri

tayin etme yontemleri ve gézlenebilme sinir degerleri gorulmektedir.

Tablo 1. Kapiler Elektroforezde Dedeksiyon Yontemleri

Dedeksiyon Yontemi Gozlenebilme Sinin®
(Belirlenen Mol)
Spektrometri
Absorpsiyon® 10-15 _ 1013
Floresans
Kolondan dnce tlireviendirme 107 — 102
Kolonda tiirevlendirme 8x10™
Kolondan sonra tirevlendirme 2x107"
Dolayl Floresans 5x107
Termal Mercekler® 4x107"
Raman® 2% 107
Katle Spektrometri 1x107"7

Elektrokimyasal

iletkenlik® 1x 107

Potansiyometri Verilmemigtir

Amperometri 7 x 107
Radyometri® 1x107°

aBurada verilen gézlemebilme sinirlari 18 pL ile 10 nL’lik enjeksiyon araliginda gikariimistir.

b
Kutle gézlemebilme siniri 1 nL enjeksiyon hacmi kullanilarak derisim gézlemebilme sinirindan gevrilmistir.
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Absorbans Yontemleri

Kapiler elektroforezde absorbans ve floresans dedektorleri
fazlaca kullaniimasina ragmen, absorbans yoOnteminin daha fazla
uygulanabilir olmasindan dolayi, genelde absorbans dedektoérleri daha fazla
kullaniimaktadir. Dedeksiyon hacmini nL veya daha az tutabilmek igin
dedeksiyon kolon Uzerinde yapilmalidir. Bunun igin kapilerin i¢ kismindaki
poliimid koruyucu kaplamanin bir kismi yakma, ¢6zme veya kazima ile
uzaklastirilir. Kapilerin bu kismi daha sonra dedektor hicresi olarak gorev
yapar. Ne yazik ki bu durumda 1sin yolunun uzunlugu 50 ile 100 pm’den
fazla olmaz ve bu da derisim cinsinden gozlenebilme sinirini sinirlar.
Bununla birlikte, hacmin ¢ok kiglik olmasi nedeniyle kitle gozlenebilme

sinirlari HPLC’dekine esit veya ondan daha iyi olur.

Absorbans dl¢gumlerinin  duyarhihdini artirmak igin, 6lgum
yapilan isin yolunun artiriimasi gibi bazi teknikler ileri strtilmistir. Ornegin
kapilerin ucunun ‘Z° seklinde bukulmesi ile 1sin yolu uzatilabilmektedir.
Ancak, bu teknikle duyarliktaki iyilesme beklenenden ¢ok daha az
olmaktadir. Bunun sebebi belki de isinin odaklanmasinin yetersiz olmasidir.
Isin yolunu uzatmak igin ikinci teknikte, kapilerin sonuna dogru bir baloncuk
olusturulmus ve bodylece 1sin yolu uzunlugu yaklasik G¢ kat artirilabilmistir.
Isin yolunu artirmanin uglncd yolu, 1sinin yansitimasidir. Bu teknikte
kapilerin sonuna yansitici bir gimus kaplama yapilir. Bu durumda 1sin

demeti kapilerden cikincaya kadar bir seri yansima yapar.
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Absorbans Yéntemleri ile Dolayli Tayin: Dolayli absorbans tayini, molar
absorptivitenin klguk olmasi nedeniyle tayini zor olan maddeler igin
kullaniimaktadir. Elektroforez tamponu igine iyonik bir kromofor konur ve bu
kromofor nedeniyle dedektor sirekli bir sinyal verir. iyon degistirme
kromatografide oldugu gibi, analit bu iyonlarin bir kismi ile yer degistirir,
bdylece analit bandinin dedektorden gectigi surece dedektérden alinan
sinyalde bir azalma olur. Analit miktari daha sonra absorbansdaki

azalmadan hesaplanir.

Floresans Yontemleri

Yuksek basingli sivi kromatografisinde oldugu gibi, floresans
ile tayin, floresans yapan analitlerin veya tlrevlerinin duyarlik ve seciciliginin
artmasina yol agar. Yogun isik kaynagindan yararlanarak gozlenebilme
sinirlarini diastrmek amaciyla, kuguk kapilerde uyarici 1sin1 odaklamak igin
lazerli cihazlar tercih edilmektedir. Lazerli floresans tayin yontemi

kullanilarak 10 zeptamol duzeyinde tayin yapilabilmektedir.

Elektrokimyasal Yontemler

Kapiler elektroforezde iki ¢esit elektrokimyasal dedektor

kullaniimaktadir.  iletkenlik dedektéri ve amperometrik dedektor.
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Elektrokimyasal dedektorlerle ilgili problemlerden biri, ayirmada kullanilan
yiiksek potansiyelden dedektdr elektrot’larin izole edilmesidir. izolasyon
icin kullanilan yontemlerden biri, dedektdr kisminin bulundugu kapiler ile
diger kapiler arasina gbézenekli cam veya gibi gdzenekli bir baglantinin

eklenmesidir.

Kiitle Spektrometrik Yontemler

Elektroforez kapilerlerinden 1 pL/dakikanin altindaki ¢ok kuguk
volumetrik akis hizlari, bir elektroforetik cihazin ¢ikan maddenin dogrudan
kitle spektrometrenin iyonlasma odasina baglanmasini miUmkin Kkilar.
Gunumuzde kullanilan en genel numune enjeksiyon/iyonlagsma arabirimi
elektrosprey olmasina ragmen, hizh atom bombardimani da
kullaniimaktadir. Kapiler elektroforez/kutle spektrofotometri (CE/MS)
sisteminin tipik tayin sinirlari molekul agirhgi 100000 ve daha buyuk

molekuller icin femtomoltn 10 kati kadardir.

2.5.2.4. Kapiler Elektroforez Uygulamalari

Kapiler elektroforetik ayirma, mod ile isimlendirilen birkag
degisik sekilde yapilir. Bu modlar 6nce tabaka elektroforezde kullaniimis ve

daha sonra kapiler elektoforetik ayirmaya uygulanmigtir.
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2.5.2.4.1. Kapiler Zon Elektroforez

Kapiler zon elektroforezde (CZE) tampon ¢o6zeltinin bilesimi
ayirma bdlgesinin her yerinde aynidir. Uygulanan potansiyel ile, karigimi
olusturan pargaciklar kendi iyonik hareketliliklerine gore zonlara ayrilirlar.
Burada zonlar tamamen ayrilabildikleri gibi, kismen O&rtUsebilirler de.
Tamamen ayrilmis zonlar arasinda tampon vardir (Sekil 5.a). Bu durum,
hareketli faz bodlgelerinin ayrilan analiti iceren zonlar arasinda bulundugu

elusyon kolon kromatografiye benzer.

() Zom elektrofores

Ky < Hi < My
vy = E vy =K vy = E
Anyon Anynon Anyon
| 2 3
Kawt | | V w | Anot
| Tampaon / Tampon \\ Tampon Tamp-nni
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Sekil 5. Elektroforez ile Ayirmada Kullanilan Modlar
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2.5.2.4.2. Kapiler Jel Elektroforez

Kapiler jel elektroforez (CGE), genellikle gozenekli polimer matriks
icinde yapilir. Gézenekler iginde ayrilmanin meydana geldigi bir tampon
karisimi bulunur. ilk tabaka elektroforez calismalarinda, polimerik maddenin
asil amaci, konveksiyon ve difuzyonla analitin dispersiyonunun azaltilarak
goruntllenmesi ve tayin igin uygun bir ortam saglanmasiydi. Sonralari
goruldu ki bu tur bir ortam molekuler elek etkisi yapmakta ve buna bagh
olarak polimerin gbézenek buyuklugu ve analitin iyon buyukligine bagli
olarak analitin iyon gog¢uni geciktirmektedir. Bu tip bir eleme etKkisi,
yaklasik olarak ayni ylke sahip olan fakat buyuklUkleri hacimce farkli olan
proteinler, DNA parcalari ve oligomerler gibi makromolekullerin
ayrilmasinda onemli Olclde faydali olmustur. GUnumuzde
makromolekullerin elektroforetik ayriimasi genellikle jel tabaka ydntemiyle

yapilmaktadir.

2.5.2.4.3. Kapiler izotakoforez

Kapiler izotakoforezde (CITP) tum analitlerin bantlari ayni hizda
gocer, bu yuzden yodntemin adi izo (ayni) ve tach (hiz) kelimelerinden
meydana gelmektedir. Bu teknigin kullanildigi herhangi bir 0zel

uygulamada ya anyonlar ya da katyonlar ayrilabilir, fakat her ikisi ayni anda
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yapilamaz. Bu ayirma isleminde numune iki tampon arasina enjekte edilir,
ondeki tampon hareketliligi numune igindeki en hizli iyondan daha hizh
iyonlar ve sonraki tampon (ikinci tampon) ise hareketliligi numune

iyonlarindan daha duguk iyonlar igerir.

2.5.2.3.4. Kapiler izoelektrik Odaklama

Kapiler izoelektrik odaklama (CIEF) yontemi, bir zayif karboksilik
asit grubu ve bir zayif baz amino grubu igceren protein ve amino asitler gibi
amfiprotik turlerin ayrilmasinda kullanilir. Amfiprotik tarlerin izoelektrik
ayrilmasi, tampon boyunca degigsen bir pH ortaminda yapilir. Bu pH

gradienti birkag farkl amfolitin sulu ¢ozeltisinin karisimindan hazirlanir®®.
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MATERYAL VE YONTEM

3.1. Kullanilan Arag ve Geregler

Kapiler Elektroforez Sistemi : Agilent Kapiler Elektroforez Sistemi

Dijital pH-Metre : Orion 720 A+

Analitik Terazi : SHIMADZU AW320

Ultrasonik Banyo : Sonorex Bandelin

3.2. Kullanilan Kimyasallar

Tayini yapilacak analitlerin (Parasetamol, Kafein Sitrat ve Kodein
Fosfat) standartlari Miinir SAHIN ila¢g Sanayi ve Ticaret A.S. firmasindan

temin edilmigtir.

Disodyum hidrojen fosfat dihidrat (Merck)

Metanol (Sigma-Aldrich)

3.3.  Kullanilan Farmasotik Preparat

Geralgine K : Her tablet 10 mg Kodein Fosfat, 30 mg Kafein ve 500 mg

Parasetamol icermektedir.
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3.4. On Galismalar

3.4.1. Tampon Cozelti, pH ve Konsantrasyon Secimi

Yapilan literatir taramasinda tayin etmek istedigimiz analitler
icin genellikle fosfat tamponu kullanildigi goérildi ve calismaya fosfat

tamponu ile baslandi.

Calisilan tabletteki analitlerin (kodein fosfat, kafein ve
parasetamol) sulu ¢ozeltileri zayif bazik 6zellik gostermektedir. Bu ylzden

bazik bir tamponla ¢alisildi.

Bu amagcla 20 mM ve 25 mM Na,HPO4 ¢dzeltileri hazirlandi.

3.4.2. Enjeksivon icin Basinc¢ ve Siire Secilmesi

Calisilan analitlerin standartlarindan, 14,8 npg/mL kodein
fosfat, 44,4 ng/mL kafein ve 741 ug/mL parasetamol igeren bir ¢ozelli
calisma tamponu igerisinde hazirlanarak 5, 10, ve 15 saniye enjeksiyon
surelerinde analizleri yapildi. Bu sirada enjeksiyon basinci 40 mBar'da sabit

tutuldu.

3.4.3. Optimum Calisma Kosullari

Kolon Uzunlugu ve Capi: 56 cm uzunluk (47,5 cm efektif

uzunluk) ve 50 um i¢ cap
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Elektrolit Cozelti (Calisma Tamponu): % 10 Metanol iceren 25 mM

Na,HPO,4 tamponu, pH = 8,5

Enjeksiyon basinci ve suresi: 40 mBar, 10 saniye

Voltaj: 27 kV

Dedektor: UV Dedektor (210 nm, 214 nm, 220 nm)

3.4.4. Tekrarlanabilirlik Calismalari

Onerilen ydntemin tekrarlanabilirligini belirlemek amaciyla
tablettekine benzer oranlarda standart maddeler igeren bir sentetik karigim

hazirlandi.

3,1 mg Kodein fosfat, 9,9 mg kafein sitrat (4,98 mg kafein) ve
99,9 mg parasetamol hassas olarak tartilarak 25 mL’lik balonjoje iginde %
10 metanol iceren 25 mM NaHPO, tampon c¢ozeltisi (pH 8,5) icinde
¢ozuldi. 15 dakika ultrasonik banyoda karistirnldi ve 25,0 mLl’ye
tamamlandi. Bu stok ¢ozeltiden 5,0 mL alinarak ¢alisma tamponu ile 10,0

mL’ye seyreltildi. Analitlerin son konsantrasyonlari;

Kodein fosfat : 62 ng/mL,

Kafein : 99,6 ug/mL,

Parasetamol : 1998 ug/mL’dir.
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Elde edilen bu coézeltinin optimum kosullarda 7 kez o6lgimu
yapildi. Her bir analit igin, pik alani, pik ylksekligi ve gb¢ zamanina gore
ortalama, standart sapma ve bagil standart sapma (RSD) degerleri

hesaplandi.

3.5. Kalibrasyon Calismalari

3.5.1. Stok Cozeltinin ve Dillisyonlarin Hazirlanmasi

4,6 mg kodein fosfat, 28,6 mg kafein sitrat (14,38 mg kafein)
ve 249,3 mg parasetamol hassas olarak tartildi ve 50 mL’lik bir balon jojeye
konuldu. Uzerine 25 mL hacimce % 10 metanol iceren 25 mM Na,HPO,
tampon c¢ozeltisi (pH 8,5) eklendi ve 15 dakika ultrasonik banyoda

karistirildi ve ayni ¢ozelti ile 50,0 mL’ye tamamlandi.

Hazirlanan bu stok ¢ozeltisindeki analit konsantrasyonlari:

92 ng/mL Kodein fosfat,

287,6 ung/mL kafein ve

4986 ug/mL parasetamoldur.

Bu stok c¢ozeltiden 0,2; 0,5; 1,0; 2,5 ve 4,0 mL’ler alinarak

% 10 metanol iceren tampon ¢ozelti ile 10.0 mL’ye tamamlandi. Elde edilen
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¢Ozeltilerin analit derigsimleri Tablo 2’de goérllmektedir. Bu ¢dzeltilerin

optimize edilen kosullarda Ucer kez olgumleri yapildi ve elde edilen

elektroferogramlardaki pik alanlarinin ortalamalari alinarak her bir analit i¢in

ayri ayri kalibrasyon dogrular gizildi.

Tablo 2. Kalibrasyon Cdzeltilerinin Konsantrasyonlari

Eklenen
Tampon Son Kodein
Dilisyon | Alinan Stok | Miktari Hacim fosfat. Kafein Parasetamol
No. Hacmi (mL) (mL) (mL) (ng/mL) (ng/mL) (ng/mL)
1 0,2 9,8 10,0 1,84 5,75 99,72
2 0,5 9,5 10,0 4,60 14,38 249,30
3 1,0 9,0 10,0 9,20 28,76 498,60
4 2,5 7,5 10,0 23,00 71,90 1246,50
5 4,0 6,0 10,0 36,80 115,04 1994,40
Hazirlanan dilusyonlarin Olgcumleri yapildi ve

elektroferogramdaki pik alani degerleri alinarak her bir analit icin ayri ayri

kalibrasyon dogrulari gizildi.

3.6. Farmasotik Tabletlerde Parasetamol, Kafein ve Kodein Fosfat Miktar

Tayini

Toplam 10 adet tablet hassas olarak tartildi ve toz edildi.

Yaklasik 39,7 mg parasetamol, 2,4 mg kafein ve 0,8 mg kodein fosfata
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esdeger yaklasik 53,6 mg tablet tozu tartildi. Uzerine 20 mL % 10 metanol
iceren 25 mM Na;HPO, tampon c¢oézeltisi (pH 8,5) eklendi. Ultrasonik
banyoda 15 dakika karistinldi ve ayni ¢ozelti ile 50,0 mL’ye tamamlandi.
Elde edilen ¢ozeltinin belirtilen kosullarda pik alani degerleri alindi ve ayni
kosullarda her bir analit i¢in cizilen kalibrasyon dogrulari yardimi ile

tabletlerin igerdigi parasetamol, kafein ve kodein fosfat miktari hesaplandi.

3.7. Geri Kazanim Calismalari

Bolim 3.6’daki kosullarda hazirlanmis yaklagik 794 pg/mL
parasetamol, 48 ug/mL kafein ve 16 ug/mL kodein fosfat iceren tablet
¢Ozeltisinden 9 mL alindi ve 5007 pug/mL parasetamol, 309 ug/mL kafein
104 ng/mL kodein fosfat iceren stok standart ¢ozeltisinden 240 pL, 250 uL
ve 260 ul’ler alinarak tablet ¢ozeltisi Uzerine eklendi. Son hacim 10,0 mL’ye
calisma tamponu ile tamamlandi. Elde edilen g¢ozeltilerin optimize edilen

kosullarda dlgumleri yapildi ve ilgili kalibrasyon dogrularindan hareketle %

geri kazanim degerleri hesaplandi.
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BULGULAR

4.1. On Galigma Sonuglari

4.1.1. Tampon Cozelti, Tampon Cozelti pH'1 ve Konsantrasyonu Secimi

Calismasi Sonuclari

Tampon ¢ozelti optimizasyonu igin Bolum 3.1.1.’de anlatilan
yol izlenmis ve elde edilen elektroferogramlar Sekil 6 ve Sekil 7'da

gOsterilmigtir.
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Sekil 6. Parasetamol, kafein ve kodein fosfat karigiminin elektroferogrami;
Parasetamol (570 pg/mL), kafein (34,2 pg/mL), kodein fosfat (11,4 pg/mL),

Elektrolit Cozelti: % 10 metanol iceren 20 mM fosfat tamponu
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DAD1 A, Sig=210,4 Ref=off (KORAY\TABLET05.D)
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Sekil 7. Parasetamol, kafein ve kodein fosfat karisiminin elektroferogrami;

Parasetamol (1050 pg/mL), kafein (63 pg/mL), kodein fosfat (21 pg/mL),
Elektrolit Cozelti: % 10 metanol iceren 25 mM fosfat tamponu

Elektroferogramlardan da goéruldigu gibi Na,HPO,4 tamponu
tayini yapilacak analitlerin ayrimi igin uygundur. Tum pikler ayrim icin yeterli
¢b6zunurluktedir. Ancak 20 mM Na;HPO, tamponu kullanildiginda EOF
(Elektroosmotik Akis) daha yavas oldugu igin piklerin ¢6zinlrlGgu yuksektir.
Fakat kodein ve kafeinin pikleri yavas elektroosmotik akistan dolayi

genislemiglerdir. Parasetamol ise en son ve 8. dakikadan sonra ¢ikmistir.

25 mM NayHPO, tamponu kullanildiginda elektroosmotik
akigin daha hizli olmasindan dolayl hem analiz suresi kisalmig, hem de pik
sekilleri duzelmigtir. Bu sartlarda elde edilen analitlerin pikleri, ayrim igin

yeterli cozunurluktedir.

Parasetamoliin ¢ézunmesi igin % 10 metanol iceren fosfat

tamponu kullaniimigtir (pH 8,5).
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4.1.2. Enjeksiyon Suresi Optimizasyonu Sonuglari

Bolim 3.4.2.”de anlatildidi gibi basin¢ literatir bulgularina
dayanarak 40 mBar’da ve voltaj 27 kV iken enjeksiyon sureleri 5, 10, ve 15
saniyelere ayarlanmistir. Bu kosullarda elde edilen elektroferogramlar Sekil

8, Sekil 9 ve Sekil 10’da gorulmektedir.

DAD1 A, Sig=210,4 Ref=off (KOR15EYL\1ENJ5S01.D)
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Sekil 8. Parasetamol, kafein ve kodein fosfat karisiminin elektroferogrami;
Parasetamol (741 pg/mL), kafein (44 ug/mL), kodein fosfat (14,8 ug/mL);
Elektrolit Cozelti: % 10 metanol iceren 25 mM fosfat tamponu; Enjeksiyon suresi: 5

saniye

DAD1 A, Sig=210,4 Ref=off (KOR15EYL\ENJ10S08.D)
mAU
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Sekil 9. Parasetamol, kafein ve kodein fosfat karisiminin elektroferogrami;
Parasetamol (741 pg/mL), kafein (44 pug/mL), kodein fosfat (14,8 ug/mL);
Elektrolit Cozelti: % 10 metanol iceren 25 mM fosfat tamponu; Enjeksiyon suresi:

10 saniye, R*=2.312
*R=2[tr par -tr kar)/ (Wpar+Wkar)
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DAD1 A, Sig=210,4 Ref=off (KOR15EYL\1ENJ15S0.D)
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Sekil 10. Parasetamol, kafein ve kodein fosfat karisiminin elektroferogrami;

Parasetamol (741 pg/mL), kafein (44 ug/mL), kodein fosfat (14,8 pug/mL);
Elektrolit Cozelti: % 10 metanol iceren 25 mM fosfat tamponu; Enjeksiyon suresi:
15 saniye

Enjeksiyon siresinin 15 saniye oldugu elektroferogramda
piklerin genisledigi, pik simetrisinin bozuldugu ve kafein ile parasetamol
piklerinin  analiz i¢cin yeterli ¢ozunurlukte ayrim saglamadiklari

gorulmektedir.

Enjeksiyon slresi 5 saniye olan elektroferogramda piklerin
seklinin keskin ve simetrik oldugu gorulmektedir. Fakat konsantrasyonu ¢ok
diguk olan kodeinin, daha dugsuk konsantrasyonlarda bu enjeksiyon

zamaninda belirgin bir sinyal veremeyecegi anlasiimaktadir.

Enjeksiyon slresi 10 saniye olan elektroferogramda da

piklerin seklinin keskin ve simetrik oldugu gorulmektedir. Bu enjeksiyon
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suresinde kodeinin de dusuk konsantrasyonlarda belirgin bir sinyal
verebilecedi g6z onune alinarak, yapilacak c¢alismalarda enjeksiyon

suresinin 10 saniye ve enjeksiyon basincinin 40 mbar olarak

uygulanmasina karar verildi.

4.1.3. Tekrarlanabilirlik Calismasi Sonuclari

Bolim 3.4.4’te anlatildigi sekilde hazirlanan sentetik

karigsimin elektroferogrami sekil 11‘de gosterilmistir.

DAD1 A, Sig=210,4 Ref=off (KORAKAL\22NISN27.D)
mAU
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Sekil 11. Parasetamol, kafein ve kodein fosfat iceren sentetik karisimin
elektroferogrami; Parasetamol (1998,0 ug/mL), kafein (99,6 ug/mL), kodein

fosfat (62,0 pug/mL); Elektrolit Cozelti: % 10 metanol iceren 25 mM fosfat
tamponu; Enjeksiyon suresi: 10 saniye

Hazirlanan sentetik karisim c¢ozeltisinin 7 kez tekrarlanan

Olcum sonuglarindan elde edilen pik alani, pik yuksekligi ve go¢ zamani
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degerleri ile hesaplanan ortalama, standart sapma (SD) ve bagil standart

sapma (RSD) degerleri Tablo 3’de gosterilmigtir.

Tablo 3. Tekrarlanabilirlik galismasi sonuglari

Parasetamol Kafein Kodein fosfat
Pik Alam Yijkzzi(ligi ZaGn?gnl Pik Alami Yukzziligi zfnifﬁn. Pik Alami Yuk::;digi ZaGn?gnl
2526,54834| 362,48895 |4,427 |119,53727| 47,38323 3,984 |39,33578 [20,45057 |3,300
2531,11768| 351,04480 |4,416 |120,75073| 47,73225 |3,940 |39,96278 [20,34912 |3,280
2518,95020| 347,04407 |4,431 |119,67500| 47,43950 |3,951 |39,50307 |20,16232 |[3,.273
2577,76270| 364,55423 4,377 |126,00547| 47,51655 |3,948 |40,34583 |20,17558 |3,243
2575,78052| 376,59982 |4,364 |123,50389| 47,56366 |3,952 |40,62750 |20,14774 |3,232
2560,53882| 375,66199 |4,362 | 123,55623| 47,42000 |3,949 |41,46445 |20,50787 |3,227
2550,93140| 378,20035 |4,346 |124,54987| 47,38305 |3,943 |40,40873 |20,18512 [3,215
Ortalama| 2551,37567| 365,08489 |4,389 |122,51122| 47,49248 |3,952 |40,23545 |20,28262 |3,253
SD* 25077  |12,557  |0,035 |2,531 0,125 0,015 [0722  |0,151 0,032
RSD™  |0,983 3,440 0,794 |2,066 0,263 0,369 |1,794  |0,745 0,072

Tablo’dan goraldugu gibi parasetamole iliskin pik yuksekligi

(RSD= 3,44) hari¢ tum oélgtmler icin RSD degerleri 2,6’dan kiguktir. Bu da

yontemin tekrarlanabilirligini gosterir.

*SD: Standart Sapma (SS)

**RSD: Bagil Standart Sapma (BSS)
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4.2. Kalibrasyon Caligmasi Sonuglari

Kalibrasyon dogrusunu olusturacak dilisyonlar Bolum
3.5.1.’de anlatildigi sekilde hazirlanmis ve herbir dilisyondan elde edilen

elektroferogramlar Sekil 12-16’da gosterilmistir.

DAD1 A, Sig=210,4 Ref=off (KOR29HAZ\DIL-1-07.D)
mAU 8

T T T T T
1 2 3 4 5 mi

Sekil 12. 99,72 ug/mL parasetamol, 5,752 ug/mL kafein ve 1,84 ug/mL kodein

fosfat iceren ¢dzeltinin elektroferogrami (Dilisyon 1)

DAD1 A, Sig=210,4 Ref=off (KOR29HAZ\DIL-2-03.D)
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Sekil 13. 249,30 ug/mL parasetamol, 14,38 ug/mL kafein ve 4,60 ug/mL kodein

fosfat iceren ¢dzeltinin elektroferogrami (Dilisyon 2).
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DAD1 A, Sig=210,4 Ref=off (KOR29HAZ\DIL-3-05.D)
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Sekil 14. 498,60 ug/mL parasetamol, 28,76 ng/mL kafein ve 9,20 ug/mL kodein

fosfat iceren ¢dzeltinin elektroferogrami (Dilisyon 3).

DAD1 A, Sig=210,4 Ref=off (KOR29HAZ\DIL-4-03.D)
mAU &
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Sekil 15. 1246,50 ug/mL parasetamol, 71,90 pug/mL kafein ve 23,00 ug/mL

kodein fosfat iceren ¢dzeltinin elektroferogrami (Dilisyon 4).

DAD1 A, Sig=210,4 Ref=off (KOR29HAZ\DIL-5-03.D)
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Sekil 16. 1994,40 ug/mL parasetamol, 115,04 ug/mL kafein ve 36,40 ug/mL

kodein fosfat iceren ¢ozeltinin elektroferogrami (Dillisyon 5).
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Bu elektroferogramlardan elde edilen her ¢ 6lgim sonucu pik

alani ortalama ve SD degerleri Tablo 4’te gosterilmigtir.

Tablo 4. Kalibrasyon Cozeltilerinin Konsantrasyon-Pik Alani de@erleri

Kodein Fosfat Kafein Parasetamol
Konsantrasyon Konsantrasyon Konsantrasyon
Pik Alani Pik Alani Pik Alani
Dil. No (ng/mL) (ng/mL) (ng/mL)

1,3304 8,1930 122,8238
1,84 1,4097 5,75 7,8062 99,72 122,4939
1 1,4375 7,8104 122,1227
Ortalama 1,3925 7,9365 122,4801
sD’ 0,0556 0,2221 0,3508

RSD** 3,99 2,80 0,29
3,0662 16,8477 318,9410
4,60 3,1969 14,38 17,2979 249,30 319,3032
2 2,9871 16,7985 319,3854
Ortalama 3,0834 16,9814 319,2099
SD 0,1060 0,2752 0,2364

RSD 3,43 1,62 0,07
5,4726 35,0396 643,3229
9,20 5,5202 28,76 34,1138 498,60 674,9089
3 5,7706 36,4043 680,1950
Ortalama 5,5878 35,1859 666,1423
SD 0,1601 1,1523 19,9381

RSD 2,86 3,27 2,99
14,5286 89,2020 1791,8639
23,00 14,6075 71,90 89,6712 1246,50 1825,6472
4 14,3447 88,2630 1791,9457
Ortalama 14,4936 89,0454 1803,1523
SD 0,1349 0,7170 19,4812

RSD 0,93 0,81 1,08
23,2513 143,7244 2841,9597
36,40 23,6066 115,04 147,7698 1994,40 2957,1133
5 22,9403 140,3822 2750,6126
Ortalama 23,2661 143,9588 2849,8952
SD 0,3334 3,6994 103,4788

RSD 1,43 2,57 3,63

SD: Standart Sapma (SS) **RSD: Bagil Standart Sapma (BSS)
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Herbir analit i¢in (parasetamol, kafein ve kodein fosfat)
konsantrasyona (ug/mL) karsi ortalama pik alani degerleri kullanilarak

cizilen kalibrasyon dogrularn Sekil 17, Sekil 18 ve Sekil 19°da gorulmektedir.

25

20

15 -

Pik Alani
IS

(¢}
|

0 T T T T T T
0,00 5,00 10,00 15,00 20,00 25,00 30,00 3500 40,00

Kons. (ug/mL)

Sekil 17. Kodein Fosfat kalibrasyon dogrusu

Dogrusal Konsantrasyon Arahgi: 1,84 — 36,40 ug/mL
Kalibrasyon Dogrusunun Denklemi: y = 0,634x + 0,049
r* = 0,9997, R®=0,9995

LOD** =3. SD/m = 0,263 pg/mL

LOQ*** =10.SD/m = 0,877 ng/mL

*r: Regresyon Katsayisi **LOD: Gézlenebilme Sinirt ***LOQ: Tayin Alt Siniri
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Sekil 18. Kafein kalibrasyon dogrusu

Dogrusal Konsantrasyon Araldi: 5,75 — 115,04 ug/mL
Kalibrasyon dogrusunun denklemi: y = 1,2507 x — 0,3702
r=0,9999, R*=0,9998

LOD = 0,533 pg/mL

LOQ = 1,776 pg/mL

r: Regresyon Katsayisi LOD: Gdzlenebilme Sinirt - LOQ: Tayin Alt Siniri
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Sekil 19. Parasetamol kalibrasyon dogrusu

Dogrusal Konsantrasyon Araligi: 99,72 — 1994 ,40
Kalibrasyon dogrusunun denklemi: y = 1,4527 x — 35,713
r=0,9998, R*= 0,9997

LOD = 0,724 pug/mL

LOQ = 2,415 ug/mL

r: Regresyon Katsayisi LOD: Gézlenebilme Sinirt - LOQ: Tayin Alt Siniri
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4.3. Tabletlerde Etken Madde Miktar Tayini Sonuglari

Kapiler elektroforez yontemi ile tabletlerden parasetamol,
kafein ve kodein fosfat tayini igin Bolim 3.6.’da anlatilan yol izlenmis ve bu
yolla elde edilen bir tablet tozu c¢ozeltisi elektroferogrami Sekil 20’de

gOsterilmigtir.

DAD1 A, Sig=210,4 Ref=off (KR2EYLR\TBT10003.D)
mAU
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Sekil 20. Parasetamol, kafein ve kodein fosfat iceren tablet c¢ozeltisinin

4.002

elektroferogrami; Parasetamol (794,07 pg/mL), kafein (99,6 pg/mL), kodein

fosfat (15,88 pg/mL); Elektrolit Cozelti: % 10 metanol iceren 25 mM fosfat
tamponu; Enjeksiyon suresi: 10 saniye

4.3.1. Tabletlerde Parasetamol Miktar Tayini Sonuclari

Tabletlerde parasetamol miktar tayini igin Bolum 3.6.da

anlatilan yol izlenmig ve sonuglar Tablo 5’te gosterilmistir.
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Tablo 5. Tabletlerde Parasetamol Miktar Tayini Sonugclari

Belirtilen Miktar
Tablet Bulunan Miktar
No. (mg/tablet) (500 mg/tablet)
1 500,14 X = 500,35
2 500,34 SD*=1,00
0 **=
3 499,42 %RSD**= 0,20
t.SD/y/n=1,25
4 502,03
Glven Arahigi = 499,10 - 501,60
5 499,81 p= 0,05

SD: SS, RSD*: BSS

4.3.2. Tabletlerde Kafein Miktar Tayini Sonuclari

Tabletlerde kafein miktar tayini icin Bolim 3.6.’da anlatilan yol

izlenmis ve sonuglar Tablo 6’da gosterilmigtir.

Tablo 6. Tabletlerde Kafein Miktar Tayini Sonuclari

Tablet Bulunan Miktar Belirtilen Miktar
No. (mg/tablet) (30 mg/tablet)
1 29,51 X =29,43
SD= 0,55
2 29,12
%RSD= 1,88
3 29,01
! t.SD/~/n = 0,68
4 29,14 Giiven Araligi = 28,75 - 30,11
5 30,36 p=0,05

*SD:SS RSD:BSS
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4.3.3. Tabletlerde Kodein Fosfat Miktar Tayini Sonuclari

Tabletlerde kodein fosfat miktar tayini i¢cin Bolim 3.6.'da

anlatilan yol izlenmis ve sonuglar Tablo 7’de gosterilmigtir.

Tablo 7. Tabletlerde Kodein Fosfat Miktar Tayini Sonuglari

Tablet | Bulunan Miktar Belirtilen Miktar
No. (mg/tablet) (10 mg/tablet)
1 9,84 X =992
SD=0,09
2 9,99
%RSD= 0,90
3 10,02
t.SD/+/n = 0,11
4 9,82
Guven Arahgi = 9,81-10,03
5 9,90 p= 0,05

*SD:SS RSD:BSS

4.4. Geri Kazanim Calismalari

4.4.1. Parasetamol Geri Kazanim Sonuclari

Parasetamol geri kazanim c¢alismasi i¢in Bolum 3.7.de

anlatilan yol izlenmis ve sonuglar Tablo 8'de gosterilmigtir.
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Tablo 8. Parasetamol igin Geri Kazanim Calismasi Sonuglari

Eklenen Bulunan v _
No. |Konsantrasyon | Konsantrasyon| % Geri X=1024
' Kazanim SD = 1.39
(ng/mL) (ng/mL) o
% RSD = 1,36
1 120,17 121,33 101,0
t.SD /+/n=3,5
2 125,17 129,85 103,7
Gulven Araligi = 98,9 — 105,9
3 130,18 133,53 102,6 p= 0,05

*SD:SS RSD:BSS

4.4 1. Kafein Geri Kazanim Sonuclari

Kafein geri kazanim galismasi igin Bolim 3.7.’de anlatilan yol

izlenmis ve sonugclar Tablo 9’da gosterilmigtir.

Tablo 9. Kafein igin Geri Kazanim Calismasi Sonuclari

Eklenen Bulunan X =980
No. |Konsantrasyon | Konsantrasyon | % Geri ’
’ Kazanim
(ng/mL) (ng/mL) Sb=0.,84
1 7,42 7,20 97,00 % RSD = 0,86
2 7.72 7.61 98,60 tSD /vn=2.1
Guven Arahgi= 95,9 — 100,1
3 8,03 7,90 98,40
p= 0,05

*SD:SS RSD:BSS
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4.4.1. Kodein Fosfat Geri Kazanim Sonuclari

Kodein fosfat geri kazanim c¢alismasi igin Boélum 3.7.de

anlatilan yol izlenmis ve sonuglar Tablo 10’da gosterilmigtir.

Tablo 10. Kodein fosfat igin Geri Kazanim Calismasi Sonuglari

Eklenen Bulunan
No Konsantrasyon | Konsantrasyon | % Geri
' Kazanim
(ng/mL) (ng/mL)
1 2,49 2,42 97,2
2 2,60 2,49 95,8
3 2,70 2,64 97,8

X =096,9
SD=1,03

% RSD =1,07

t.SD/\n=26

Guven Arahgi= 94,3 — 99,5

p= 0,05

*SD:SS RSD:BSS
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TARTISMA VE SONUG

Calismamizda, parasetamol, kafein ve kodein fosfat etken
maddelerini iceren farmasatik tabletlerde herbir etken maddenin ayni anda

miktar tayinine imkan veren duyarli bir ydontem gelistiriimesi planlanmistir.

Parasetamol, analjezik ve antipiretik etki gosteren,
glnumuzde aspirinden sonra en ¢ok kullanilan ve birgok tUlkede aspirin ve
fenasetine alternatif bir ilag etken maddesidir. Parasetamol, genellikle
500 mg etken madde igeren tablet formunda bulunmakla beraber, kapsdl,

damla, eliksir, sispansiyon ve supozituvar formlari da bulunmaktadir.

Kodein, bir morfin tlrevidir. Morfinin ¢ok glgli analjezik ve
antitussif etkisi de olmasina ragmen, metillenmis tlirevi olan kodein kayda
deger bir analjezik etki gostermez, ancak antitussif etkisi vardir. Bu ylzden
kodein, farmasoétik preparatlarda genellikle antitusif ve sedatif olarak
kullanilir. Fakat kodeinin diger analjezik maddelerle birlikte kullanimi onlarin
analjezik etkinligini artinr. Kodein, farmasotik formlarda genellikle suda

¢6zlunen fosfat tuzu halinde bulunur.

Kafein, cayda ve kahvede dogal olarak bulunan ve diger
iceceklere katllan stimdlan bir maddedir. Bazi analjezik ilag
formalasyonlarina stimulan etkisi nedeniyle katilir, fakat analjezik etkisi
yoktur.
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Parasetamol, kafein ve kodein fosfat’ bir arada igeren ikili ve
Uclt karisim halinde farmasaétik preparatlar bulunmaktadir. Bu preparatlarda
kodein, parasetamolin analjezik etkisini artirmakta ve hafif sedatif etki
gOstermektedir, kodeinden kaynaklanan sedatif etkiyi azaltmak igin de

kafein kullaniimaktadir.

LiteratUrlerde, adi gegen etken maddeleri ikili veya Uglu olarak
iceren karisimlarin analizleri genellikle kromatografik yontemlerde 6zellikle
de ylksek basingl sivi kromatografisinde yogunlasmistir. Parasetamol,
kafein ve kodein fosfati bir arada igeren tabletlerde miktar tayini igin bir
yuksek basingli  sivi kromatografisi yontemi gelistiriimis ve valide
edilmistir’’. Kapiler Elektroforez ydntemi ile farmasodtik tabletlerde
parasetamol, kafein ve kodein fosfat miktar tayinine yonelik bir calismaya

rastlanmamisgtir.

Kapiler elektroforez, elektriksel ortamda iyonlarin hareketine
dayali bir yontem oldugu igin kullanilan elektrolit ¢ézeltinin pH degeri ve
konsantrasyonu ayrimi buyuk olgude etkilemektedir. Bu yuzden analizlerde

klguk pH degisimlerini tolere edebilmek i¢in tampon ¢ozeltilerle galisilir.

Calismamizda secilen analitlerin  sulu ¢ozeltileri zayif bazik
Ozellik gosterdikleri igin bazik bir tampon c¢ozelti ile c¢alisiimasi
dusunulmastir. Literatirde kodein ve parasetamolin kapiler elektroforez ile
miktar tayinlerinde genellikle pH 6,8 fosfat tamponu kullaniimistir. Bu

nedenle calismalara fosfat tamponu ile baslanmistir. Ancak pH 6,8 fosfat

86



tamponu ile Ggla karisimin ayrimi gergeklestirilememis ve pH'in 8,5 civarina
cekilmesi ile iyi bir rezolisyon (ayirma gucu) saglanabilmistir. Calisma
tamponunun konsantrasyonunu belirlemek igin 20 mM ve 25 mM fosfat
tamponu c¢ozeltileri hazirlanmig ve bu c¢ozeltilere parasetamolin
¢6zUnUrliGgunu saglamak Uzere % 10’u kadar metanol eklenmistir. 20 mM
fosfat tamponu ile yapilan galismalarda herbir analit i¢in elde edilen pikler
arasindaki rezolusyon yuksektir. Ancak ayrim suresi uzundur. Parasetamol
en son ve 8. dakikadan sonra ¢ikmistir. Oysa 25 mM fosfat tamponu ile
yapilan calisma yaklagik 5 dakikada tamamlanmig ve pikler arasinda yeterli
rezolisyon (R=2,312) elde edilmigtir. Her iki konsantrasyondaki tampon
cOzeltilerle de 27 kV voltaj uygulanarak ¢aligiimistir. 20 mM tampon ¢ozelti
ile akim 34 pA iken, 25 mM tampon ¢ozelti ile akim 42 uA’e ylukselmistir. Bu
durum, 25 mM’'da ortamin iyon siddetindeki artisa paralel olarak elektro
osmotik akigin artmasi ve dolayisiyla migrasyon surelerinin degismesini

aciklamaktadir.

Calisilan tabletteki analitlerin miktarlari (50:3:1) birbirlerinden
oldukga farklidir. Herbir tabletin 500 mg parasetamol, 30 mg kafein ve
10 mg kodein fosfat igerdigi Dbelirtiimistir. Miktari c¢ok yuksek olan
parasetamolun suda az ¢6zindugu dikkate alinarak daha dnce bahsedildigi

gibi calisma tamponuna % 10’u kadar metanol ilave edilmigtir.

Daha sonraki analizlerde g¢alisma tamponu (elektrolit ¢ozelti)

olarak, % 10 metanol iceren 25 mM fosfat tamponu kullaniimistir. Kullanilan
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calisma tamponunun pH’i 8,5 olarak oélgilmis ve pH ayarlamasina gerek

kalmamistir.

Calismalar sirasinda numune verme yontemi olarak
hidrodinamik enjeksiyon kullaniimis ve enjeksiyon basinci 40 mBara

ayarlanmigtir.

Enjeksiyon slresi optimizasyonu igin, etken maddeleri
belirtilen oranlarda igeren bir ¢ozelti hazirlanmig ve 5, 10 ve 15 saniye
enjeksiyon surelerinde analizler yapilmistir. Bu sirada enjeksiyon basinci

40 mBar’da sabit tutulmustur ve uygulanan voltaj 27 kV’dur.

Enjeksiyon sdresinin 15 saniye oldugu elektroferogramda
piklerin genisledigi, pik simetrisinin bozuldugu ve kafein ile parasetamol

piklerinin analiz i¢in yeterli rezolisyonda ayrim saglamadiklari goralmustar.

Enjeksiyon suresinin 5 saniye oldugu elektroferogramda ise
piklerin  seklinin keskin ve simetrik oldugu gorulmustir. Ancak
konsantrasyonu c¢ok dusuk olan kodein tayini icin duyarlihgin yeterli

olmayacagi anlasiimistir.

Enjeksiyon suresinin 10 saniye oldugu elektroferogramda da
piklerin seklinin keskin ve simetrik oldugu gorulmastir. Bu enjeksiyon
suresinde kodeinin de duyarlihginin daha yuksek olmasi nedeniyle 10

saniyelik sturenin uygun olduguna karar verilmigtir.
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Tdm calisma boyunca 56 cm uzunlukta (47,5 cm efektif
uzunluk) ve 50 um i¢ capta kapiler kullanilmis ve iyi bir rezolisyon ve kisa
analiz suresi elde edildigi i¢in farkli cap ve uzunlukta kapiler denenmesine

gerek kalmamisgtir.

Geligtirilen yéntemin tekrarlanabilirligini belirlemek amaciyla,
hazirlanan sentetik karigim ¢ozeltisinin belirtilen galisma kosullarinda 7 kez
enjeksiyonu yapilmigtir. Herbir analit igin elde edilen pik alani, pik yuksekligi
ve migrasyon zamani verilerinin ortalama, standart sapma ve bagil standart
sapma degerleri hesaplanmigtir. Her U¢ analit i¢cin de elde edilen bagil
standart sapma degerleri, yontemin tekrarlanabilirliginin iyi oldugunun
gOstergesidir.  Miktar tayini hesaplamalarinda pik alani degerleri

kullaniimistir.

Kalibrasyon calismasinda, uclu kalibrasyon yapilmistir. Yani
herbir dilisyon, analitlerin Ug¢unlu de birlikte icermektedir. Boylece
kalibrasyona ortamdan gelebilecek etkiler minimuma indirilmistir. Herbir
analit icin  konsantrasyonlarina karsilik pik alanlari kullanilarak cizilen
kalibrasyon dogrularinin korelasyon katsayisi degerleri 0,999°’dan buyuktur.
Bu da, calisilan konsantrasyon araliklarinda, pik alani ile konsantrasyon
arasindaki iliskinin dogrusal oldugunu gdstermektedir. Uclii karisim halinde
kalibrasyon yapildigi icin tablette miktari diger etken maddelere oranla

odukga yuksek olan parasetamolin standart sapma degeri yUksek
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cikmistir. Bu da parasetamol igin hesaplanan LOD ve LOQ degerlerinin bu

¢alisma igin yukselmesine neden olmustur.

Tabletlerde 6nerilen yontemle parasetamol, kafein ve kodein
fosfat miktar tayini ¢alismalarinda elde edilen ortalama degerler, tablet
uzerinde belirtilen degerlerle uyumludur. Tablet sonuglarinin bagil standart

sapma degerleri ise yontemin kesinliginin bir gdstergesidir.

Geri kazanim calismalari sonucunda elde edilen ortalama
geri kazanim ve %95 olasilik dizeyine gbre hesaplanan guven arahgi
degerleri, Parasetamol igin % 102,4 ve % 102,413,5; kafein i¢in % 98 ve
% 98+2,1; kodein fosfat igin % 96,9 ve % 96,9+2,6 dir. Her g analit igin de
geri kazanim calismasi sonuglari, kabul edilebilir degerler igindedir ve

yontemin dogrulugunun bir gdstergesidir.

Onerilen yéntemin dogru ve tekrarlanabilir oldugu, analit
piklerinin ayrim icin yeterli rezolisyonu sagladigi ve analiz suresinin
kisa (5 dakika) oldugu bulunmustur. Sonug olarak, gelistirilen yontemin
parasetamol, kafein ve kodein fosfatin miktar tayinleri igin uygun oldugu

gOrulmustar.
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OZET

Kapiler Elektroforez Yontemiyle Farmasotik Tabletlerde Parasetamol,

Kafein ve Kodein Miktar Tayini

Parasetamol, kafein ve kodein fosfat Ucll karisimlarini iceren
farmasoétik preparatlarda bu etken maddelerin analizi i¢in yeni bir kapiler
elektroforez yontemi gelistiriimistir. En iyi sonuglar, % 10 metanol igceren
25 mM pH 8,5 fosfat tamponu kullanilarak elde edilmigtir. Ayrim, erimis
silika kapilerde (50 um i¢ ¢ap, 56 cm toplam uzunluk, 47,5 cm efektif
uzunluk), 25°C’de ve 40 mbar basing altinda 10 s hidrodinamik enjeksiyon
ile 27 kV potansiyel uygulanarak gergeklestirilmistir. Dedeksiyon dalgaboyu
210 nm’dir. Bu kosullar altinda goé¢ zamanlari parasetamol igin 4,427, kafein
icin 3,952 ve kodein igin 3,253 dakika olarak bulunmustur. Dogrusal
konsantrasyon araligi parasetamol igin 99,72 — 1994,40 ug/mL, kafein igin
5,75 — 115,04 ug/mL ve kodein fosfat i¢in 1,84 — 36,40 ug/mL’dir. LOD
degerleri parasetamol igin 0,724 pug/mL, kafein igin 0,533 ug/mL ve kodein
fosfat igin 0,263 pug/mL olarak bulunmustur. LOQ dederleri parasetamol igin
2,415 ug/mL, kafein igin 1,776 pug/mL ve kodein fosfat icin 0,877 pug/mL
olarak bulunmustur. Elde edilen sonuglara gére yontem duyarli, spesifik ve

tekrarlanabilirdir.

Anahtar Kelimeler: Parasetamol, Asetaminofen; Kafein; Kodein; Kapiler
Elektroforez
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SUMMARY

Quantitative determination of paracetamol, caffeine and codeine in

pharmaceautic tablets by capillary electrophoresis

A new capillary electrophoresis method has been developed
to analyze the pharmaceutical preparations containing ternary combination
of paracetamol, caffeine and codeine phosphate. Best results were
obtained by using a background electrolyte solution consist of 25 mM pH
8,5 phosphate buffer containing % 10 methanol. The separation was
performed through a fused silica capillary (50 um internal diameter, 56 cm
total length, 47,5 cm effective length) at 25 °C with the application of 10 s of
hydrodynamic injection at 40 mbar pressure and a potential of 27 kV.
Detection wavelength was 210 nm. Under these conditions, the migration
times were found to be 4,427 min for paracetamol, 3,952 min for caffeine,
and 3,253 min for codeine phosphate. Linearity ranges for the method were
determined as 99,72 — 1994,40 pugmL™ for paracetamol, 5,75 — 115,04
ngmL™" for caffeine and 1,84 — 36,80 pgmL™" for codeine phosphate. Limit of
detections were found as 0,724 pgmL™ for paracetamol, 0,533 ugmL™ for
caffeine and 0,263 ugmL'1 for codeine phosphate. Limit of quantitations
were found as 2,415 ugmL™" for paracetamol, 1,776 pgmL™" for caffeine and
0,877 ugmL™" for codeine phosphate. According to the obtained results, the

method is sensitive, specific and repeatable.

Keywords: Paracetamol; Acetaminophen; Caffeine; Codeine; Capillary

Electrophoresis.
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