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I. GIRIS VE AMAG

Dekspantenol (DEK), mepiramin (MEP) ve lidokain (LID)’in
Ucli kombinasyonlari g¢abuk etki gosteren antialerjik, antienflamatuar,
antipruritik ve anestezik preparatlardir. Ayni zamanda antiseptik 6zelliklere
de sahiptirler. Bu etken maddeleri igceren farmasoétik preparatin analizi igin
valide edilmig, dogru, kesin, kolay uygulanabilen, 6zellikle de dusuk
maliyetli analiz yontemine ihtiya¢ duyulmaktadir. Kapiler elektroforez, ilag
analizlerinde sikga uygulanan bir yontemdir. Adi gegen Uglu
kombinasyondaki maddelerin ayni anda analizi i¢in valide edilmis bir
kapiler elektroforez yontemine kaynaklarda rastlanmamig olmasi, bizi bu

calismaya yonlendirmigtir.

Bu calismanin amaci, Gg¢li karisim halindeki farmasoétik
preparatlardan Dekspantenol, Mepiramin ve Lidokain’in ayni anda analizi
igin var olan yontemlere gore UstunlUkleri olan alternatif bir analiz yontemi
gelistirmektir. Kapiler elektroforez, diger analitik yontemlere gore yontem
gelistirme suresi daha kisa, kimyasal tuketimi ve maliyeti daha az, ayirm
etkinligi yuksek, hizl, dogru, tutarli ve kolay uygulanabilen bir yontemdir.
Bu nedenle kapiler elektroforez yontemiyle Dekspantenol, Mepiramin ve
Lidokain iceren jel preparatlarda her bir maddenin ayni anda miktar tayini
icin optimum yontem parametreleri arastiriimig, optimize edilen yontemin
gecerliliginin kanitlanmasi amaciyla gozlenebilirlik siniri, alt ve Ust tayin
sinirlari, dogrusallik arahigi, kesinlik, dogruluk, secicilik ve tekrarlanabilirlik

gibi parametreler degerlendirilmigtir.

13



2. GENEL BILGILER

Dekspantenol, mepiramin ve lidokain Ugli kombinasyon
olarak jel formundaki farmasoétik preparatlarda kullanilmaktadir. Bu
preparatlar cabuk etki gésteren antialerjik, antienflamatuar, antipruritik ve
anestezik bir preparatlardir ve ayni zamanda antiseptik Ozellige de
sahiptirler.

Bu preparatlar glines yaniklari, bdocek sokmalari, Urtiker,

kaginti ve birinci sinif yaniklarin tedavisinde kullanilir'.

2.2.Dermatolojik ilaglarin Siniflandiriimasi

|.Kortikosteroidler (Glukokortikoidler) (Topikal Dermatolojik)

[l. Antihistaminikler (Topikal Dermatolojik)

lll. Lokal Anestezikler ve Antipruritikler (Topikal Dermatolojik)

IV. Antipsoriyatik flaclar

IV-1.Antipsoriyatik ilaclar (Topikal Dermatolojik)

Amonyakli Civa
Antralin

Husagaci katran yagi
Kalsipotrien

Katran

Katran ve katran yaglari
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Komur katrani
Metoksalen

I\V-2.Antipsorivatik ilaclar (Sistemik Dermatolojik)

Alefasept

Asitretin

Efaluzumab
Etretinat

ikatibant

Metoksalen
Metotreksat
Metotreksat Sodyum
Siklosporin

V.Astrenjan Ajanlar (Topikal Dermatolojik)

VI.Glines Isidina Karsi Koruyucu Ilaclar (Topikal Dermatolojik)

VIl.Antiinfektif ilaclar (Topikal Dermatolojik)

VII-1Antiseptik ve Dezenfektanlar (Topikal Dermatolojik)

Kinolin Turevleri
Biguanidler ve Amidinler

Kuaterner Amonyum Bilesikleri
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Fenol ve Turevleri

Nitrofuran Turevleri

lyotlu ilaglar

Civali Bilesikler

Diger Antiseptik ve Dezenfektanlar

VI1l-2.Antibiyotikler (Topikal Dermatolojik)

Tetrasiklinler (Topikal Dermatolojik)
Diger Antibiyotikler (Topikal Dermatolojik)

VIl-3.Antiviral ilaglar (Topikal Dermatolojik)

VII-4.Diger Antiinfektifler (Topikal Dermatolojik)

VII-5.Silfonamidler (Topikal Dermatolojik)

VI1l-6.Ektoparazitisidler

VII-7.Antifungaller

VII-7-1.Topikal Kullanilan Antifungaller (Topikal Dermatolojik)

Antibiyotikler
imidazol ve Triazol Turevleri
Topikal Olarak Kullanilan Diger Antifungaller

VII-7-2. Sistemik Kullanilan Antifungaller

VII-8 Antineoplastik ilaclar (Topikal Dermatolojik)
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VI1I-9. Pigmentasyon Ajanlari (Topikal Dermatolojik)

VI1I-10. Hidrotik, Emolivan ve Koruyucu Preparatlar (Topikal Dermatolojik)

Emoliyanlar ve Yag Banyolari (Topikal Dermatolojik)
Deride Bariyer Olusturan Preparatlar
Ure Preparatlari

Vl1l-11.Enzimler (Topikal Dermatolojik)

VII-12.immiinosiipresifler (Topikal Dermatolojik)

VI1l-13.immiinostimiilanlar (Topikal Dermatolojik)

VII-14. Akne Tedavisinde Kullanilan ilaclar

Anti-Akne ilaglar (Topikal Dermatolojik)
Retinoidler (Topikal Antiakne)

Kikurtl ilaclar

Peroksitler (Topikal Antiakne)

Antiinfektitler (Topikal Antiakne)?
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2.3. Dekspantenol ile ilgili Genel Bilgiler

2.3.1. Kimyasal Yapisi ve Fiziksel Ozellikleri

H OH
HO
O
Kapali formull : CoH19NO4
Molekul agirligi : 205.3 g/mol
Kimyasal adi :(R)-2,4-Dihidroksi-N-(3-

hidroksipropil)-3,3-dimetilbutanamid

Diger adlari :D-pantenal, dekstro-pantotenil

alkol, pantotenol?®.

Dekspantenol (DEK) berrak, kokusuz veya hafif karakteristik
kokulu, higroskopik ve viskoz bir sividir. Su, metil alkol ve propilen glikolde
serbestgce ¢odzunur; kloroform ve eterde ¢oziunur; gliserolde hafifge

¢Ozinlr. Bekletildiginde kristallenebilir.

2.3.2. Farmakolojik Ozellikleri

Dekspantenol, parenteral yoldan kullanilan gastrointestinal
bir stimulandir. Koenzim A’nin bilesimine giren pantotenik asit, c¢esitli
metabolitik olaylara katilir. Kolin’in asetilkolin’e donusturulmesini saglayan
asetilasyonu kolaylastirir. Epitel dokusunun olusumunda ve normal iglevini

surdurmesinde pantotenik asit dnemli rol oynar. Dekspantenol, B vitamini

18



kompleksinin bir faktéri olan pantotenik asitin alkol formudur.
Dekspantenol, pantotenik asitten daha hizli ve daha ¢ok absorbe olur; bu
durum Ozellikle topikal uygulama agisindan 6nem tasir. Dekspantenol,
cerrahi girisim sonrasi ileus’un dnlenmesi igin proflaktik olarak da kullanilir.
Gastrointestinal aktivitenin zayifladi§i durumlarda da endikedir. Pantotenik
asit igin gercek bir eksiklik tablosu tanimlanmamistir. Buna ragmen
multivitamin preparatlarinda D-pantotenik asit veya rasemik sekli, kalsiyum

veya sodyum tuzlari ya da dekspantenol seklinde katilir.

Pantotenik asit besinlerde yaygin olarak bulunur. Hububat ve
baklagiller pantotenik asit bakimindan en zengin besin kaynaklaridir.
Pantotenik asit koenzim A’in bilesimine girer. Koenzim A, asetilkoenzim A
seklinde vlcutta birgok metabolitik olayda rol oynar. Karbonhidrat
metabolizmasi, asetilkolin sentezi, kolestol sentezi, karacigerde ilaglarin
ve diger ksenobiyotiklerin asetillenmesi ve biyotransformasyonu bunlardan
baslicalaridir. Ayrica, suksinilkoenzim A seklinde sitrik asit dongusinde ve

hem sentezinde rol oynar.

Dekspantenol asetilkolin sentezi i¢in gereksinim duyulan
oncu  maddedir.  Asetilkolin  normal gastrointestinal  aktivitenin
surdurdlmesini saglayan parasempatik aktivite icin gereklidir. Bu
dekspantenolin adinamik ileus tedavisindeki etki mekanizmasini

aciklayabilir.

Dekspantenol oral, paranteral ve topikal olarak uygulanir.
Absorbe olduktan sonra karacigerde pantotenik asite donusur ve
endorejen vitamin depolarina katilir. Topikal olarak pomat, losyon ve
benzeri farmasotik sekiller halinde uygulandiginda deriden hizla absorbe
olur. Pantotenik asit, kanda basta -globulinler ve albimine olmak Uzere
plazma proteinlerine baglanir. Saglikh eriskinlerde tam kanda yaklasik

500-1000 pg/L ve serumda 100 upg/L konsantrasyonunda bulunur.
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Pantotenik asit insan vicudunda metabolize olmaz; bu nedenle de oral
dozu %60-70 idrar yoluyla, geri kalan bolumu de diskiyla degismemis
halde atilir. Erigkinlerde idrarla itrah edilen pantotenik asit miktari 2-7 mg,

cocuklarda ise 2-3 mg’dir?®,

2.4. Mepiramin ile ilgili Genel Bilgiler

2.4.1. Kimyasal Yapisi ve Fiziksel Ozellikleri

=

= e YL

M M

i
o
Kapall formulu . C17H23N30.C4H404
Molekul agirligi : 401.5 g/mol
Kimyasal adi :2-  [(2-Dimetilaminoetil)(p-
methoksibenzil)amino]piridin maleat
Diger adlari : Pirilamin maleat®

Mepiramin (MEP) kokusuz veya hafif kokulu, beyaz veya
sarimsi beyaz renkte kristalize bir tozdur. Erime sicakhigi 99°C’dir. Suda
cok ¢ozunur; alkol ve kloroformda serbestgce ¢ozunur, eterde ¢ok hafif

¢Ozunur*®.
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2.3.2. Farmakolojik Ozellikleri

Mepiramin antimuskarinik ve santral sedatif etkileri guglu ve
etilendiamin turevi bir antihistaminiktir. Esas olarak asin duyarlik
reaksiyonlari ve pruritik cilt hastaliklarinin semptomatik tedavisinde
kullanilir. Ayrica oksuruk ve soguk alginhginin semptomatik tedavisi igin
kullanilan preparatlarin bilesimine girer. Bu tip preparatlarda bulunmasinin
nedeni antikolinerjik etkisine bagh olarak nazal ve sinus bosluklarini
kurutmasidir. Mepiramin maleat’in gézdeki alerjik durumlarin tedavisinde
kullanilan oftalmik preparatlari da bulunmaktadir. %2’lik jelleri topikal
olarak bocek i1sirma ve sokmalarinda; ciltte asiri duyarlilik ve kasinti ile
seyreden durumlarin semptomatik tedavisinde kullanilir. Bazi Ulkelerde

parenteral kullanimina 6zgu preparatlari da vardir.

Hi-reseptor antagonistleri kromolin ve nedokromilinin yaptigi
gibi histaminin saliverilmesini engellemez; bunun yerine H;- reseptorlerine
baglanmak icin serbest histamin ile yarismaya girer. Bdylece
gastrointestinal kanal, genel kan damarlari ve brons diuz kasinda H:-
reseptorleri  duzeyinin de histaminin etkilerini bloke eder. H;-
reseptorlerinin blokaji etkilenen bolgede histamine bagl 6dem, kizariklik
ve pruritusu baskilar. H1- antagonistleri dedisen derecede antikolinerjik
etki de gosterir; etilendiamin tlrevi antihistaminiklerin antikolinerjik etkileri
guclidir. Mepiramin maleat 6ksurik merkezi Gzerinde direkt slpresif etki
yapar ve SSS'de yaptigi depresyonla sedasyon olusturur. Bdcek
Isirmalarinda, kuguk yaniklarda veya zedelenmelerde topikal olarak
uygulandiginda lokal iyilesme saglayabilir. Bu etkisi sinir membraninda
sodyum iyonlarina karsi gegirgenligi azaltmasina baglidir ve boylece sinir
uyarilarinin iletimi inhibe olur. Uzun sureli kullanildiginda etkilerine karsi

tolerans geligir®®.
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2.5. Lidokain ile ilgili Genel Bilgiler

2.5.1. Kimyasal Yapisi ve Fiziksel Ozellikleri

Kapali formula : C1sH22N20

Molekul agirligi : 234.3 g/mol

Kimyasal adi . 2-Dietilaminoaseto-2’,6’-ksilidid
veya 2-(Dietilamino)-N-(2,6-dimetilfenil)
asetamid?®

Lidokain (LID) beyazdan sariya c¢alan renkte karakteristik
kokulu kristal bir tozdur. Erime sicakhdi 66-70°C arasinda degisir. Pratik
olarak suda ¢ozinmez; alkol, kloroform veya metilen klorirde ¢ok
¢6zUnuUr; eterde serbestce ¢ozunur; yaglarda ¢ézunur. Lidokain, prilidokain
ile erime noktasi her iki bilesenden daha dusuk olan bir karigim olusturur.

Bu otektik karisim topikal dozaj formlarinda kullanilir.

2.5.1. Farmakolojik Ozellikleri

Lidokain yaygin olarak kullanilan bir antiaritmik ve lokal
anesteziktir. Antiaritmik ilaglar siniflandirilmasinda Ib grubunda yer alir;
meksiletin, tokainid ve fenitoin de bu grupta yer alirlar. Paranteral yoldan

etkin bir antiaritmik olarak aktivite gdsterir ve yagsami tehdit eden akut
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aritmilere karsi ilk sira ilag durumundadir. Migren bas agrisi, higkirik, ve
kanser agrisinda kullanilir. Lokal anestezik etkisi igin kullaniimak Uzere
ointment, jel veya oral ¢Ozeltileri ile lokal anesteziye 6zel enjeksiyonluk

preparatlari vardir.

Lidokain’in antiaritmik etkileri miyokard hicre membraninda
bulunan “hizli” kanallardan sodyumun hucre igine girisini inhibe etmesine
dayanir, bdylece repolarizasyon sonrasi dinlenim periyodu uzar. Diger
lokal anestezikler gibi hiicre membranindan sinirsel uyarilarin olusumu ve
iletimini de inhibe eder. Lokal anesteziklerin sistemik absorbsiyonu santral
sinir sitemi ve kardiyovaskuler sistemde etkilere yol acgabilir. Terapotik
dozlarda ulasilan kan konsantrasyonlarinda, kalpteki iletim, eksitabilite,
refrakterlik ve periferik vaskuler direncgte degisikler olabilecegi bildirilmigtir.
Toksik kan konsantrasyonlari bazen olumcul olabilen Atriyoventrikuler
(AV) blok, ventrikuler aritmi ve kalp durmasi ile sonuglanan kardiyak iletim

ve eksitabilite depresyonuna yol acgar.

Lidokain oral, paranteral veya perkitan yoldan uygulanir.
Oral verilmesini takiben hemen hemen butlndyle absorbe olur, fakat
karacigerde yogun bir ilk gecis metabolizmasina ugrar ve bu nedenle
sistemik biyoyararlanimi sadece %35 duzeyinde kalir. Lidokain sistemik
etki i¢in oral yoldan kullanilmamasina ragmen, agizda topikal uygulama
icin hazirlanmig konsantre oral ¢ozeltilerinin bir bolumunin absorbsiyonu

mUumkuinddr.

intravendz(lV) enjeksiyonundan sonra ilag iki faza ayrilir.
Erken faz Lidokain’in cok fazla kanlanan dokulara dagildigi fazdir. ikinci
faz esnasinda ilagc yag dokusu ve iskelet kaslarina dagilir. IV yoldan
verilen dozlarin etkisi hemen baslarken, intramuskuler (IM) verilen bir
dozun etkisinin baslamasi 5-15 dakika sonra olur. IV bir dozun slresi
10-20 dak. ve IM bir dozun etki siresi ise 60-90 dak.’d1r.
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Lidokain karacigerde kapsamli bir sekilde iki aktif bilesige
metabolize olur. Bunlardan biri lidokain kadar guglu aktivite gdosteren
monoetilglisineksilid, digeri ise Lidokain'in ancak %25’i kadar aktivite
gOsteren glisineksilid’tir. Lidokain’in saglikli bireylerde baslangi¢ yari dmru
7-30 dak., terminal yari Oomru ise 1.5-2 saattir. Lidokain subkutan
enjeksiyondan sonra dolasima sadece ¢ok kuguk miktarda girer. Mukoz
membranlara topikal olarak uygulandiginda etkisi 1-2 dak. icerisinde

baslar ve 30-60 dak. devam eder?’.
2.6. Tayin Yontemleri
2.6.1. Dekspantenol i¢in Tayin Yontemleri

Moreno ve Salvado multivitamin iceren farmasotik
preparatlarda suda ve yagda ¢ozinen vitaminlerin ayni anda tayinini ters
faz HPLC ydntemi ile gergeklestirmislerdir. Suda ¢dzlinen vitaminlerden
olan dekspantenol tayini icin kati faz ekstraksiyonunu takiben ters faz
Nova-Pack Cis (150x3.9 mm, 4um) kolon, mobil faz olarak 0.05 M
amonyum asetat ve metanol karigimi gradient olarak kullaniimistir. Akis
hizi 1mL/dak olup, tayin 270 nm’de UV dedektor ile gergeklestirilmistir.

Yontemin dogrulugu %78-%116 geri kazanim oranlariyla test edilmistir®.

Shehata ve calisma arkadagslari kozmetik Grlnlerde ve
farmasotik formulasyonlarda pantenol tayini igin iki yontem énermiglerdir.
ilk yéntem pantenolin alkali hidrolizine maruz kaldigi kolorimetrik
yontemdir. Reaksiyon sonucunda agiga ¢ikan B-alanol vanilin (Dugénois
reaktifi) ile reaksiyona sokulmus, olusan renkli tlrevin absorbansi 406
nm’de Olgulmustir. Bu yontemde dogrusal aralik 50-500 ug/mL olarak
belirlenmistir. Ikinci ydntemde opantenol alkali hidrolizinden sonra
ninhidrin ile muamele edilmigtir. Olusan tloresans Urunun uyarma dalga
boyu 385 nm ve emisyon dalga boyu 465 nm olarak bulunmustur.

Dogrusal aralik 0.01-3 ug/mL olarak belirlenmistir®.
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Havlikova ve calisma arkadaslari topikal jel icersindeki
kalsiyum pantotenat ve koruyucu maddeler olan metil paraben ve propil
paraben tayinlerini ayni anda ters faz-HPLC-UV yoOntemi ile
gerceklestirmiglerdir. Calismada Zorbax TSM (250 mmx4.6 mm, 5um) ve
Hypersil ODS(250 mmx4.6 mm, 5um) kolonlari, mobil faz olarak metanol:
fosforik asit pH: 2.5, 65: 35 (v/v) karisimi kullaniimig, tayin 214 nm'de
yapilmistir. Akis hizi 0.7 mL/dak olarak belirlenmigtir ve analiz suresi 12
dakikadir'.

Kulikov ve Zinchenko aerosol ve jel icerisindeki
dekspantenolun tayini ic¢in isokratik HPLC yontemi gelistirmigler ve
yontemi valide etmiglerdir. Calismada Vydac Proteins C4 kolon, mobil faz
olarak sulu trifloroasetik asit ¢ozeltisi kullaniimig ve tayin 206 nm’de
yapilmisgtir.  13.0-130 pg/mL araliginda dogrusaldir. Yontemin geri
kazanimi oldukga iyidir ve gun icgi ve gunler arasi bagil standart sapma
degerleri %1.0° den kuguktur. Validasyon parametrelerinden spesifiklik,

dogruluk, saglamlik da belirlenmigstir'".

Golubitskii ve calisma arkadaglari farmasotik preparatlarda
bazi multikomponentlerin  tayini icin gradient HPLC yontemini
kullanmiglardir. Nazal spreylerde dekspantenol tayini icin mobil faz olarak
0.025 M CHs;CN ve KH,PO, (pH:3.0)in degisen oranlardaki karigsimi
kullanilmig akis hizi 1mL/dak olarak belirlenmis ve tayin 210 nm’de UV

dedeksiyonla yapilmistir'.

USP 32, BP 2007 ve Avrupa Farmakopesi 6.0 dekspantenol
miktar tayini icin 0.1 M perklorik asit ¢ozeltisindeki dekspantenolln
naftolbenzein indikatoru kullanilarak 0.1 M potasyum hidrojen fitalat

cOzeltisi ile titrasyona dayal bir ydntem énermektedir®',

Xie ve calisma arkadaslan bulk ilaclarda pantenolin

enantiyomerik safligini saptamak igin bir HPLC yontemi gelistirmis ve
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yontemi valide etmiglerdir. Bu yontem pantenolun 3,5-dinitrobenzoil klorur
iginde turevlendiriimesine dayanmaktadir. Calismada Kromasil CHI-DMB
(250 9 4.6 mm) kolon, mobil faz olarak n-hekzan: etanol (95:5 v/v) karigimi
kullanilmis akis hizi 1.5 mL/dak olarak belirlenmis ve tayin 265 nm’de
yapilmistir. Geri kazanimlar %98.3 ve %101.4 arasindadir ve bagil

standart sapma degeri %1.6’dan azdir™.

2.6.2 Mepiramin igin Tayin Yontemleri

Aksu ve calisma arkadaslari mepiramin maleat, lidokain
hidroklorir ve dekspantenoll iceren farmasdtik preparatlarda eszamanli
tayini icin kemometrik yontem gelistirmiglerdir. Deneysel kalibrasyon igin
27 6rnek hazirlanmistir. Konsantrasyon araliklari Mepiramin igin 2, 3, 4 ug/
mL, Lidokain i¢in 2, 3, 4 pg/mL ve Dekspantenol i¢in 8, 10, 12 pg/mL’ dir.
Absorbans degerleri 190 ve 340 nm arali§inda kaydedilmistir'®.

BP 2007 ve Avrupa Farmakopesi 6.0 mepiramin miktar tayini
igin susuz asetik asitte ¢ozinen mepiraminin 0.1 M perklorik asitle

titrasyonuna dayali potansiyometrik bir yontem énermektedir®™.

Louhaichi ve c¢alisma arkadaslari dekstrometorfan hidro
bromur, prilamin maleat ve sodyum benzoat igceren soguk alginligi
suruplarinda es zamanlh tayin igcin bir LC ydntemi gelistirmislerdir. Bu
yontem iyon giftlestirici ajan olarak sodyum klorur ile heptan sulfonatin yer
degistirmesi esasina dayanmaktadir. Mobil faza sodyum klorur ilavesiyle
ilaclarin alikonma davraniglari degismektedir. Kromasil C1s kolon ve mobil
faz olarak 29: 71 oraninda asetonitril: 0.1 M dihidrojen fosfat (0.1 M NaCl
iceren) karisimi izokratik olarak kullanildiginda maddelerin ayrimi 8 dakika
daha erken gerceklesmistir. Analiz 1mL/dak akis hizi ve 220 nm dalga

boyunda UV dedeksiyonla gergeklestirilmigtir. Yontemin dogrusallik araligi
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1-140 pg/mL’ dir ve r?0.999'dan daha iyidir. Dekstrometorfan hidrobromr
ve prilamin maleat’in tayin alt sinirlari sirasiyla 0.10 ve 0.12 pg/mL olarak

tespit edilmistir™.

2.6.3. Lidokain igin Tayin Yontemleri

Rehim ve calisma arkadasglari lidokain ve alti metabolitinin
kromatografik davranislarini incelemek icin gaz kromatografi yontemini
kullanmiglardir. Farkh Ureticilerin Urettigi genis polarite araliklarinda on
farkl silika kapli kapiler kolon denenmistir. Nonpolar kolonlar olan HP1 ve
Rtx-1 kolonu ile yapilan analizlerde rezolusyon ve pik simetrisinin, HTS ile
yapilan analizlere gére daha iyi oldugu tespit edilmistir. Ylksek polariteye
sahip BPX70 kolonu ile yedi analitten sadece besi ayrilabilmistir.
Genellikle orta polariteye sahip kolonlar DB17, HP50 ve BPX35 pik
simetrisinde en iyi performansi gostermis ve tum metabolitlerin ayrimi 10
dakika surmustur. Farkh enjeksiyon sicakliklarinin  (200-350°C),
birlesenlerin stabilitesi Uzerindeki etkisi de arastirilmistir. Lidokain ve
metabolitlerinin LOQ degeleri, azot fosfor dedeksiyonu ile 30-400 fmol

araliginda bulunmustur’®.

Anderson ve calisma arkadaslari Lidokain ve alti
metabolitinin plazmadan ayirnrmi i¢in kapiler elektroforez ydntemi
gelistirmiglerdir. Ayirrm 35 mM fosfat tamponunun pH’si Tris ile 3.0’a
ayarlanarak, 6 mM setiltrimetilamonyumbromur (CTAB) ve metanol
karisimi (%9 h/h) kullanilarak yapiimistir. CTAB ve metanol orani optimize
edilmistir. G6¢ zamaninin tekrarlanabilirligini artirmak i¢in her analiz
sonrasi kapiler, etanol ile yikanmistir. Optimize edilen kosullar altinda yedi

analit 8.1 dakika igerisinde ayriimaktadirlar'.
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Gilabert ve galisma arkadaslari iglerinde lidokainin de oldugu
alti farkli lokal anestezik madde tayini igcin HPLC yontemi geligtirmislerdir.
Ayirim i¢cin Spherisorb ODS kolon kullaniimis ve UV dedeksiyon 230
nm’de yapilmistir. Miseller mobil faz olarak sodyum dodesil sulfat ve 1-
propanol’in fakli oranlardaki karisimlari incelenmigtir ve 0.15 M SDS+ %1-
propanol karisimda (pH 3) en iyi ayinm saglanmigtir. Sekiz farkh
farmasotik formulasyonun analizi sonucu geri kazanim degerleri
%93-100.2 arasinda tespit edilmistir®.

Liawruangrath ve c¢alisma arkadasglari tolperizon ve lidokainin
es zamanl ayrimi igin ters faz HPLC yontemini gelistirmislerdir. Ayirim igin
Spherisorb ODS kolon, mobil faz olarak %5.5 trietilamin: asetonitril (70/30
h/h) karisimi kullaniimigtir. Akis hizi 0.7 mL/dak’dir ve UV dedeksiyon
dalga boyu 254 nm’dir. Dedeksiyon limitleri tolperizon ve lidokain igin
sirasiyla 0.20 ng/20 pyL ve 100 ng/ uyL'dir. Tolperizon i¢in geri kazanim
degerleri % 99.9 ve %99.7 arasindadir ve. RSD degeri 0.66- 0.67°dir.
Lidokain igin ise geri kazanim degeri %98.9, RSD ise %0.59'dir?",

Wang ve caligma arkadagslari Lidokain ve altt metabolitinin
hem sulu elektrolit sistemleri ve hem de dusuk pH'da susuz elektrolit
sistemleri  kullanarak ayirimini  kapiler elektroforez  yontemi ile
gerceklestirmislerdir. Sulu sistemde bilesiklerin en iyi ayirimi %15 metanol
iceren 60 mM trifloroasetik asit/trietilamin  (pH 2.5) karisiminda
saglanmistir. Bu elektrolit sistemi ile yedi bilegik en ylksek verimle
ayriimistir ve go¢ zamanlari tekrarlanabilirdir. Ayirimlar fused-silika ve
poliakrilamit kapli kapiler kullanilarak gerceklestiriimistir. Susuz ortam igin
ise metanol ve ftrifloroasetik asit (99:1, h/h) icerisinde 40 mM amonyum

asetat kullaniimigtir.

Wiberg ve calisma arkadaslari farmasoétik solUsyonlarda

lidokain tayini icin Diyot Array dedektorli klasik bir HPLC sistemini kolon
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baglanmadan kullanmislardir. Onerilen ydntemde HPLC sisteminin
pompasi ve otomatik Ornekleyicisi, numunenin dedektore girisi igin
otomatik bir yol olarak islev gormugstur(Akisa enjeksiyom yontemi, FIA).
Absorbans degerleri 190 ve 340 nm araliginda kaydedilmistir. Deneysel
kalibrasyon i¢in konsantrasyon araliklari 0.02-0.2 mg/mL olan 14 6érnek ve
0.1- 0.2 mg/mL olan 12 6rnek hazirlanmistir. Elde edilen sonuglardan
geligtirilen yontemin dogru ve tekrarlanabilir olduguna karar verilmistir.
Yoéntem HPLC ile karsilastirildiginda daha kisa analiz suresi, basit analitik

prosediirler ve az organik ¢bzlici tiiketimi gibi GstlinlUklere sahiptir®,

Youngvises ve cgalisma arkadaslari lidokain ve tolperizon’'un
es zamanh ayrim ve tayini i¢cin miseller LC yontemini geligtirmiglerdir.
Tayin C18 kolon, 0.075 mol/L sodyum dodesil sulfat'in %7.5 (h/h)
isopropanol igindeki ¢ozeltisi mobil faz olarak kullanilarak 0.7 ml/dak akisla
ve 210 nm’de Diyod Array Dedektor kullanilarak gercgeklestirilmistir.
Dedeksiyon limitleri lidokain ve tolperizon igin sirasiyla 0.73 ng/20 uL, 1.43
ng/20 uL’dir. Dogrusallik aralklari lidokain icin 0.124-500 pg/mL ve
tolperizon i¢in 1.00-500 pg/mL’dir. Her iki madde icin geri kazanim
degerleri %98-103 olarak hesaplanmigtir®.

Yin ve c¢alisma arkadaslari bakterisit, analjezik veya
anestezik etkileri olan ofloksazin ve lidokainin hastalardaki medikal
prosesini incelemek icin bir yontem gelistirmiglerdir. Bu amacla
elektrokemiliminesans ile birlestiriimis kapiler elektroforez yontemi
kullaniimigtir. Analiz suresini kisaltmak ve analitik performansi arttirmak
icin ayirma 10 cm kapiler kullanilarak yapilmistir. 40 cm’lik kapiler
elektroforezle karsilastirildiginda gelistirilen yontem daha dar bantlarla
avantaj saglamigtir. Optimum kosullar altinda Lidokain ve ofloksazin igin
tayin sinirlari 3x10® M ve 5x107 M olarak hesaplanmistir. Lidokain ve
ofloksazinin pespese bes enjeksiyonu i¢in gé¢ zamani ve pik yuksekligine
ait %RSD degerleri 3.2-3.9 ve 4.7-5.3 olarak bulunmustur®.
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Candioti ve calisma arkadaslari farmasotik preparatlardaki
dort etken madde olan vitamin Bs, vitamin B+, , deksametazon ve lidokain
analizi igin kapiler elektroforez yontemi gelistirmiglerdir. Analiz kapiler zon
elektroforez ile silika kapiler kullanilarak gergeklestiriimis ve UV
dedeksiyon 240 nm dalga boyunda yapilmigtir. Optimum kosullar sodyum
fosfat tampon c¢ozeltisi pH 7.0 ve 17.2 kV voltaj uygulanmasiyla

saglanmistir. Geri kazanim degerleri %98.5- 102.6 olarak bulunmustur®.

Oliveira ve calisma arkadaslari lokal anestezik preparatlarda
lidokain tayini icin elektrokimyasal bir yontem geligtirmislerdir. Analiz
boron- doped diamond (BDD) elektrot kullanilarak siklik ve kare- dalga
voltametrisi yontemiyle gergeklestirilmistir. LOD ve LOQ degerleri sirasiyla
10.0 ve 34.4 pg/L olarak tespit edilmistir. Lidokain geri kazanim degerleri
%97.6 ve %99.2 arasindadir®’.

Sun ve calisma arkadasglari, insan idrarinda lidokain, prolin
ve lomefloksasin tayini igin elektrokemiliminesans dedeksiyonlu bir kapiler
elektroforez yontemi gelistirmislerdir. Calismada elektrokemiliminesans
reaktifi olarak Luminol ve tris(2,2’- bipridin)rutenyum kullaniimistir. En iyi
rezolisyon 20 mM pH 6.7 fosfat tamponu kullanilarak gergeklesmistir.
LOD degerleri lidokain igin 0.02 pg/mL, prolin i¢in 0.03 ug/mL ve
lomefloksasin igin 0.06 pg/mL  bulunmustur. Ayirm 360 saniyede
saglanmistir. Geri kazanim degerleri %93.3-97.2 arasinda ve % RSD

degerleri 3.8-4.9 arasinda tespit edilmistir®.

BP 2007 ve Avrupa Farmakopesi 6.0 lidokain miktar tayini
icin %96’lik etanolde c¢6zlinen lidokainin 0.1 M sodyum hidroksitle

titrasyonuna dayali bir potansiyometrik yontem onermektedir®™.

USP 32, Lidokain miktar tayini i¢in bir yuksek basingli sivi
kromatografisi yontemi dnermektedir. Yontemde, mobil faz olarak pH: 3,4

glasiyel asetik asit ¢ozeltisi ve asetonitril (4:1) karisimi, C+s (3,9 mm x 30
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cm) kolon, mobil faz akis hizi 1,5 ml/dak, UV dedektér 254 nm ve
enjeksiyon hacmi 20 uL'dir™.

Lombardo-Agui ve calisma arkadaglari aralarinda lidokainin
de oldugu lokal anestezikler ve opium alkaloitleri icin kapiler zon
elektroforez yontemi gelistirmislerdir. Analiz bir kati faz ekstraksiyonu
sonrasl gergeklestiriimistir. idrar drneklerinden geri kazanim degerleri
%81-107 arasinda bulunmustur. Yontem, bu bilesenlerin tayinine
uygundur ve elektroforetik analizlerden O6nceki numune hazirlama

basamagi kisadir®.

2.7. Kapiler Elektroforez
2.7.1. Teorik Bilgiler

Elektroforez, dogru akimin uygulandigi bir tampon ¢ozeltide
yuklu taneciklerin diferansiyel go¢ hizlarina dayanan bir ayirma yontemdir.
Bu ayirma yéntemini bulan Isvigreli kimyaci Arna Tisselius bu bulusu ile
1948’ de Nobel Odili almistir. Bu teknikle inorganik anyon ve katyonlar,
katekolaminler, amino asitler, ilaglar, vitaminler, peptitler, karbonhidratlar,
proteinler, nukleik asitler, nukleotitler ve polinlkletitler gibi pek ¢ok madde

ayrilabilmektedir.

Elektroforez, bir duzlemde bulunan destek ortaminda
gerceklesiyorsa “tabaka elektroforezi”, kapiler tlp icinde gergeklesiyorsa

“kapiler elektroforez” adini alir.

Elektroforetik ayirmanin temeli ince bir tup igersindeki sulu
bir tampon ¢o6zeltiye numunenin kiguk bir miktarinin enjeksiyonu sonrasi
tampon ¢ozeltiye iki ucundaki elektrotlar yardimiyla yuksek bir dogru akim

potansiyeli uygulanmasi sonucu ortamdaki iyonlarin elektrotlardan birine
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go¢ etmesidir. Numunede bulunan taneciklerin gog¢ hizlari taneciklerin
yukine ve buyukliklerine baghdir. Elektroforetik olaylarda numune
icersindeki analizi yapilan maddelerin ayirmi, maddenin yUk/boyut
oranlarinin farkli olmasi esasina dayanir. Bu oranin buylk olmasi

durumunda elektrik alanda iyon daha hizli hareket eder.

Kapiler elektroforezde uygulanan yontemlerin

siniflandiriimasi ve ingilizce kisaltmalari séyledir®®®"32,

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

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

CZE, kapiler elektroforezin ilk uygulanmis olan temel taridur.
CZE’de, kapiler icindeki iyonlara iki kuvvet etki eder. Birincisi, uygulanan

voltajdan kaynaklanan elektriksel alanin iyon Gzerinde olusturdugu kuvvet
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(elektroforetik kuvvet), ikincisi de iyonun bulundugu tampon c¢o6zeltinin
akisidir (elektroosmotik akis). Elektriksel alan, pozitif yUkla iyonlar
(katyonlar) Uzerinde negatif yUkli elektrot (katot) yonine dogru bir kuvvet
olustururken, negatif yukla iyonlar (anyonlar) Uzerinde de pozitif yUklu
elektrot (anot) yénunde bir kuvvet olusturur. Cozeltideki nétr molekiller
elektriksel alandan etkilenmezler. Elektriksel alanin olusturdugu kuvvet,
iyonlarda elektroforetik gbé¢ denen harekete neden olur. lyonlarin
elektroforetik go¢ hizlari yuk/gcap oranina baghdir. Yuk/gcap orani buyuk
olan iyonlar daha hizli go¢ ederken, kiguk olan iyonlar daha yavas go¢
ederler. iyonlarin géciinii etkileyen diger kuvvet elektroosmotik akistir. Bu
akisin nedeni, kapilerin i¢ ¢ceperinde cgalisma elektroliti ile SiO gruplar
arasinda cift tabaka olusmasidir. Kapilerin ic ceperinde pH 3.0’in Gzerinde
silanol gruplarinin ayrismasi ile negatif yikli SiO gruplari olusur. Calisma
elektrolitindeki pozitif yuklu iyonlar, kapiler ¢eperine yaklasirlar. Cepere
¢ok yakin pozitif yuklU iyonlar hareketsizdir. Ancak ¢eperden uzaklastikca,
ceperle pozitif yUkli iyonlar arasinda elektrostatik ¢cekim zayiflar, kapilere
uygulanan elektriksel alanin iyonlar Uzerindeki kuvveti baskin gelir ve
pozitif yukla iyonlar topluca negatif yuklu elektrota (katot) dogru gog
ederler. Bu toplu gdg, kapiler icindeki tamponun katoda dogru akmasina

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

Elektroosmotik akis hizi (veor), esitlik 2.1.e gore aciklanir.
Veor = E. Meor (2.1.)
Veor: Elektroosmotik akig hizi
E: Elektriksel alan (V cm™)

Meor= Elektroosmotik hareketlilik
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Kapiler ¢eperine yakin olan hareketli katman ile merkeze
yakin olan hareketli katmanin meydana getirdigi ¢ift tabaka arasinda
olusan potansiyele zeta potansiyeli (§) adi verilir. Calisma elektrolitinin
dielektrik sabiti arttikga zeta potansiyeli diser. Zeta potansiyeli arttikca,

calisma elektrolitinin elektroosmotik hareketliligi artar.

Elektroosmotik ve elektroforetik etkiler sonucunda CZE’de

elUsyon sirasi asagidaki sekilde gosterilmistir.

-4 @@@%@@@ —

Anot Katot

Elektroosmotik akis ﬁ

Sekil 1. Kapiler zon elektroforez’de iyonlarin eliisyon sirasi

YUklG ¢dzinen maddeler, farkli elektroforetik hareketliliklere
sahip olduklari icin birbirlerinden ayrilirlar. No6tral ¢ézinen maddeler
birbirlerinden degil yuUkli ¢6zinen maddelerden ayrilirlar. YUuksek
hareketlilige sahip, daha fazla ylUkli ve boyut olarak daha kiguk katyonlar
kapilerden ilk olarak gecgerler. Kapilerden en son fazla yuUkli kuguk
anyonlar gegerler. Sekil 2’de tipik bir elektroferogram gorulmektedir. Notral
¢6zinen maddeler birbirlerinden farkli tip kapiler elektroforez ve miseller

elektrokinetik kapiler kromatografi kullanilarak ayrilirlar.
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Sekil 2. Tipik bir elektroferogram

EOF’nin Odl¢limesi i¢cin numune igine iyonize olmayan,
dedektorde tanimlanabilen, saf, kapiler duvariyla etkilesmeyen ve
tamponda ¢ozunebilen bir madde eklenebilir. Bu amacgla en sik metanol

kullaniimakta olup, aseton ve dimetilstlfoksit de kullanilabilir.

Elektroforetik hiz, kapillerin etkin uzunlugu (baglangigtan
dedektdre kadar olan uzunlugu) ve maddenin go¢ zamanindan hesaplanir
(Esitlik 2.2).

Va= Vep + Veor = lewin / g (2.2.)
Va: Gozlenen elektroforetik hiz
Vep: Maddenin elektroforetik hizi
Veor: EOF hizi
letin: Kapilerin etkin uzunlugu

ty: GO¢ zamani

EOF’yi hizlandirmak, yavaslatmak, durdurmak veya tersine
cevirmek icin kapilerin i¢c yuzeyi degisik maddelerle kaplanabilir veya

tampona degisik maddeler eklenebilir. Katyonik ylzey aktif maddeler
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tampona az miktarda eklenince EOF yavaslamakta, katyonik ylzey aktif
madde derigimi arttirlhinca EOF durmakta, daha fazla eklenince de EOF
ters yone donmektedir. Genelde pHnin artmasiyla EOF artmaktadir.
Cunkl yuksek pH’da kapiler i¢ ¢eperindeki SiO™ artar bu da EOF’de artisa

neden olur.

Elektroosmotik akis goreceli olarak diuz bir profile sahiptir.
Sekil 3’'de HPLC’deki laminer ve pompa akigi ile bir elektroosmotik akigin

karsilastiriimasi goriimektedir.

EOQF Laminar flow

L™

(a) (b)

Sekil 3. a) Elektroosmotik akis b) Basing altindaki akis

Akis profilinin  diz olmasi nedeniyle EOF, kolon
kromatografisinde oldugu gibi bant genislemesine 6nemli dl¢lide etki
etmez. Kapiler elektroforezde bant genislemesi iki nedenle meydana gelir.
Numune iyonlarinin kapiler ¢eperinde adsorbsiyonu bantin geriye dogru
kuyruklanmasina neden olurken Joule Isinmasi da bolgesel mikro

konveksiyonlar olusturarak bantin genislemesine neden olur.

Uygulanabilecek maksimum voltaj deneysel olarak bulunur.
Voltajdaki artis elektroosmotik akisi artirir ve goé¢ zamanini azaltir bu da

kisa analiz sUresine neden olur. Buna ragmen yuksek voltaj normal
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kosullarda uygulanmaz. YuUksek voltaj daha yuksek akim demektir ve
Joule 1sisini artirir. Genelde 5-30 kV arasi voltaj uygulanmaktadir. 40 kV
Uzeri voltaj normal kosullarda uygulanmaz c¢unku kivilcimlarla elektrik

bosalmasi ve kapilerin kirilimasi s6z konusudur®.

Kapiler sicakligindaki degisim tamponun viskozitesinde
azalma meydana getirecek ve daha fazla akimin akisina imkan
taniyacaktir. Kapiler igindeki sicakligin artisi genis piklere, tekrar
edilemeyen go6¢ zamanlarina, Ornedin bozulmasina hatta kapilerde
yalitkan bolgeler olusmasi sonucu elektroforetik sistemin kapanigi
sonucuna kadar varabilecek sekilde tamponun kaynamasina neden olur.
Sonuclarin tekrarlanabilirligi icin termostatli sistem sayesinde sicaklik sabit

tutulur.

Kapiler sicakhgi kontrol edildigi zaman, tamponun iyonik
gucundeki veya derisimindeki artig, zeta potansiyelini dusurdigu igin,
elektroosmotik akisda azalma meydan gelecektir. Disuk tampon derigimi
daha kisa analiz siresi saglarken, ¢ok dusuk derisimler de ise genis ve
simetrik olmayan pikler meydana gelir. Eger tampon derigimi numune
derigsiminden dusuk ise pik genislemesi ve kuyruklanma gozlenir. Genel bir
kural olarak, tampon derisimi numune derisiminin 100 kati kadar olmalidir.

Tipik tampon derisimi 10-100 mM arasindadir.

Calisma elektrolitine eklenen organik c¢ozlcller viskozite,
dielektrik sabiti ve zeta potansiyeli gibi bir takim degiskenleri etkilediginden
sonuglarl tahmin etmek zordur. Elektrolite metanol eklenmesi pik
simetrisini ve ayiricihgi iyilestirirken, asetonitril eklenmesi analiz suresini

kisaltmaktadir*,

CZE’ deki en 6nemli degiskenlerden biri ¢calisma elektrolitinin

pH’ sidir. Anyonik ¢6zunen maddelerin hareketliligi, yuksek pH’ da baskin
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olarak negatif yukli formlar oldugu icin, pH arttikga artar. Disik pH’da

negatif ylklerin gogu, nétralize olurlar ve hareketlilikleri azalir®.

2.7.2. Kapiler Elektroforez Cihazinin Kisimlari

Bir kapiler elektroforez cihazinin baslica bilesenleri, bir 6rnek
viali, kaynak ve hedef vialleri, kapiler, dedektor, yuksek gerilim

destekleyicisi ve bilgisayardan ibarettir.

Sekil 4’de bir kapiler elektroforez cihazinin semasi

gorulmektedir.

Kapiler Termostat

Ka@

Kontrol Unitesi

| Dedektr:')ri -
Katot@(\

Eilgisayar / Yazilim

e e

Cikig Viali Girig Viali
Sekil 4. Kapiler elektroforez cihazinin semasi

Elektroforez, kaynak viali, kapiler ve hedef vialinin genellikle
bir sulu tampon ¢o6zeltisi gibi bir elektrolitle doldurulmasiyla bagslar. Kapiler
baglangici, numune vialinin igersine konulur, numune igeri verilir, daha
sonra kapiler girisi kaynak vialine yerlestirilir, kaynak ve hedef vialleri
arasina bir elektriksel alan uygulanir. Cézunen maddeler kapilerden go¢

ettigi icin, bunlar dedektor tarafindan belirlenir. Cikti, dedektdr yanitinin
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zamana kars! belirtildigi ve pikler halinde gérulduigu elektoferogram olarak

verilir.

2.7.3. Kapiler Ozellikleri

Kapiler elektroforezde kullanilacak kapilerin tira ve boyutlari
uygulanacak yontem, analiz edilecek numune, istenen ayiricilik ve uygun
analiz suresine gore segilir. Kapilerden beklenen, kisa analiz suresinde
yeterli ayirimi saglayabilmesidir. Kapilerin Uretildigi materyalin elektrik
iletkenliginin olmamasi, kimyasal olarak inert olmasi, dedektorle uyumlu
olmasi (6rnegin UV dedektor icin kapilerin 1ginlari absorblamamasi),

ayrica kapilerin kolay kirilmamasi gerekir.

Eritilmis silika, glUnimuzde en c¢ok kullanilan kapiler
materyalidir. Genellikle 30-100 cm uzunlugunda ve 50-70 um i¢ ¢apinda
ve 375 um dis ¢apindadir. Buyuk capli kapilerlerde yuksek sicaklik agiga
cikar ve kapilerin i¢ duvariyla merkezi arasindaki sicaklik farki ¢ok buyuk
olur. Kuguk c¢aph kapiler kullaniimasi ile UV dedektérlerde 1sik yolunun
klgultulmesinden dolayl absorbans duser ve duyarhlik azalir. Ayrica ¢ok
kiclik capli kapilerin partikillerle tikanma olasiligi ylksektir®. Kolay
kinldigi igin dis kismi poliimit ile kaplanip saglamlastiriimistir. UV dedektor
kullanilacaksa, i1sik yolunu kapatmamasi igin poliimit kaplama bu bdlgeden
kaldinlir. Bu durum asagidaki sekilde gorulmektedir. Boylece ¢ozunen
maddeler kapiler icersinde de dedekte edilebilir. Bu da off- column
dedeksiyonuna karsi on-column dedeksiyonu olarak adlandirilir ki bunun

icersinde kapiler ve dedektorin arasinda bir tip kismi bulunur.

Sekil 5de eritimis silika kapilerin  buyuna kesiti

gOrulmektedir.
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Eritilmis silika hv (Isik kaynag)

4
5-60 cm - U
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l P {

Poliimid kaplama Poliimid kaplamanin
olmadig kisim

(Dedektér penceresi) Dedektdr

i

25-100pum $

Sekil 5. Eritilmis silika kapilerin boyuta kesiti

Kapilerin tekrarlanabilir sonuglar vermesi igin ilk kullanimda
ve her analizden d6nce sartlandirma islemlerinden gegiriimesi gerekir®.
Sartlandirmayla kapilerin i¢ ¢eperindeki silanol gruplarinin iyonlagsma
orani, dolayisiyla EOF, her analizde ayni olur. Eritilmis silika kapilerin
icinden ilk kullanimdan énce 1,0 N NaOH 15 dakika sure ile gegirilir.
Bundan sonra yapilacak her analizden 6nce sirasiyla 0,1 N NaOH, su,
ardindan calisma elektroliti gegirilir. Sartlandirma i¢in gereken zaman

kapiler uzunluguyla ilgili olup deneysel olarak tespit edilir.

Kapiler elektroforezde tekrarlanabilir sonuglar almak igin
kapiler sicakhginin kontroli 6nemlidir. Sicakligin degismesiyle etkinlik, go¢
zamani, enjeksiyon hacmi ve dedektor cevabi degisir. Ayrica humunenin
bozulmasina da neden olabilir. Kapiler sicakhidinin kontroll, kapilerin
icinde bulundugu kasetin igine, termostatli sistem ile istenen sicakliga

ayarlanmig havanin fan ile Gflenmesi ile saglanir.

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

enjekte edildigi icin kliglk hacimde bir numune yeterlidir.

Kapiler i¢cine numune enjeksiyonu hidrodinamik veya
elekrokinetik olarak vyapilabilir. Hidrodinamik enjeksiyon basin¢ veya
sifonlama ile yapilir. Sifon enjeksiyonu diger bir tanimlama ile yer ¢ekimi
enjeksiyonu numune vialini numuneyi kapiler icindeki sifona yerlestirecek
sekilde kaldirmakla yapilir. Basing enjeksiyonu ise, ya numune vialini
basinca tabi tutmakla ya da hedef vialine vakum uygulamakla
gerceklestirilir. Uygulanan vakumla istenen miktarda numune kapilere
girince vakum kesilir, numune viali ¢ikartilip caligma elektroli viali takilir ve

voltaj uygulanarak analize devam edilir.

Elektrokinetik enjeksiyonda ise kapilerin giris kismina
yerlestirilen numune vialine numune bilesenlerinin kapiler igersinde gog¢

etmelerini saglayacak bir elektriksel alan uygulanir.

Sekil 6'da kapiler elektroforezde enjeksiyon sistemleri

gOrulmektedir.
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Sekil 6. Kapiler elektroforezde enjeksiyon sistemleri

2.7.5. Gug Kaynagi

Gug¢ kaynaginin amaci kapiler Gzerinde bir elektrik alani
olusturmaktir. Genelde 30 kV’a kadar voltaj saglayabilen, voltaji 0.01 kV
duyarlilikta ayarlanabilen dogru akim kaynaklari kullanilir. Voltajin analiz
suresince sabit kalmasi igin cihaz kesintisiz gu¢ kaynagina baglanmalidir.
Kapilerden gegen akimin 50 yA’den az olmasi istenir. 100 yA’e kadar
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akim kabul edilebilirken 125 pyA’den fazla akim Joule i1sinmasina neden

olur®’.

Pek cok elektroforez ayriminda molekiller anottan katoda
dogru go¢ eder. Bazi durumlarda ise go6¢ yonunun tersine dondugu
gorulmustur. Bu tur durumlarda uygulanan elektrik alaninin polaritesi de
tersine donmdustir. Negatif elektrot kapilerin girisinde pozitif elektrot da
kapilerin ¢ikisindadir. Gogun yonu degistiginde polaritenin de yonunu

degistirmek gerekir. Yoksa ¢ozUnen madde kaynak vialine dogru gog¢ eder,

kapilerin veya dedektorun igerisine girmez.

40 kV ustundeki voltajlar normal kosullarda uygulanamaz,
cunkd kivilcimlarla elektrik bosalmasi ve kapilerin  kirilmasi s6z
konusudur®. Genelde 5-30 kV arasi voltaj uygulanmaktadir. Ancak 6zel

elektrik kanallari kullanilarak 120 kV’a kadar voltaj uygulanmistir®®.

2.7.6. Kullanilan Dedektorler

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

kullanilan dedektor tipleri ve gozlenebilme sinirlari verilmistir®.
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Dedektér tipi Gozlenebilme sinir®

Spektrofotometri
Absorbsiyon® 107'5-10"®
Floresans
Kapilerden dnce tlireviendirme 10-"7- 102
Kapilerden tlireviendirme 8x107®
Kapilerden sonra tiireviendirme 2x10°"7
Dolayl floresans 5x10™"7
Termal mercekler® 4x107"7
Raman® 2x10°"

Kdtle spektrometri

Elektrokimyasal 107
iletkenlik® 1071
Potansiyometri Belirtilmemistir.
Amperimetri 7x10°"7

Radyometri® 10°

Tablo 1. Kapiler elektroforezde kullanilan dedektorler

@ Burada verilen goézlenebilme sinirlari 18 pL ile 10 nL’lik genis bir enjeksiyon hacmi

araligindan hesaplanmigtir.

b Kitle gbzlenebilme sinir 1 nL enjeksiyon hacmi kullanilarak derisim goézlenebilme

sinirindan gevrilmigtir.
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2.7.7. Cihaz ve Yontem Parametrelerinin Validasyon Parametreleri ile

lligkisi

Kapiler elektroforezde ayirma ve miktar tayininde gelistirilen
yontemin basarili sayllmasi igin analiz siresinin kisa, etkinligin, segiciligin

ve ayiricihgin yuksek olmasi gerekmektedir.

Analiz suresinin kisa olmasi igin, yapilmasi gereken On
islemlerin ve kapiler sartlandirilmasinin az zaman almasi, ayrica cihazdan
elde edilen verilerle sonuca kisa zamanda ulasilabilmesi gerekir. Kapiler
elektroforezde 6n islemlerin basit olmasi ve kisa zaman almasi, cihazdan
elde edilen verinin yazihm yardimiyla aninda sonuca donuasturilmesi,
analiz suresini kisaltmaktadir. Analizin tamamlanmasi icin tum numune
bilesenlerinin  dedektére ulasmasi gerektiginden, bilesenlerin go¢
zamanlarinin kisa olmasi 6nemlidir. Egitlik 2.3 e gore, yuksek voltaj, kisa

kapiler ve yliksek EOF ile kisa analiz siiresi elde edilebilir®.

tg= |etkin. Ltoplam / ”g . V (23)
tg : GO¢ zamani
V : Uygulanan voltaj

lewin  : Kapilerin etkin uzunlugu
Liopam : Kapilerin toplam uzunlugu
Mg : Gozlenen elektroforetik hiz

Kapiler elektroforezde etkinlik, teorik tabaka sayisi (N) ile
belirlenir. Teorik tabaka sayisi go¢ zamani ve pik genigligine baglidir.
Kapiler uzunlugu teorik tabaka sayisina bolunerek teorik tabaka sayisina

esdeger yukseklik bulunabilir.
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N

ty

w

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

: Pik genisligi

Esitlik 2.4’e gore, sabit go¢ zamaninda pik genigligi

kuguldukge etkinlik artar.

Esitlik 2.5’'e gore, kapiler elektroforezde uygulanan voltaj
arttikga etkinlik artmaktadir*.

ue

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

: Maddenin elektroforetik hareketliligi

: Uygulanan voltaj

: Maddenin difizyon katsayisi

Esitlik 2.6'da segicilik katsayisinin hesaplanigi gorulmektedir.

ts

)

to

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

: GO¢ zamani kisa olan maddenin go¢ zamani

: G6¢ zamani uzun olan maddenin go¢ zamani

: Sadece EOF ile suriklenen maddenin gé¢ zamani
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CZE’de calisma elektrolitinin pH’si ve organik ¢oézuculer
segiciligi etkiler.

Ayiricilik, komsu iki pikin birbirine olan uzakhigi ile ilgilidir ve

Esitlik 2.7’ye gore elektroferogramlardan hesaplanir.
R=2. (t2—t)/ (wy +wp) (2.7.)
R : Ayiricilik (Rezolusyon)
t4 : Go¢ zamani kisa olan maddeniz go¢ zamani
t2 : GO¢ zamani uzun olan maddenin gé¢ zamani

wi, w2 : Komgu piklerin pik genisligi
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3. GEREG VE YONTEM
3.1. Tez Calismasinda Kullanilan Geregler
3.1.1. Kullanilan Cihazlar

» Kapiler Elektroforez (Hewlett Packard Agilent 3D-CE, UV diyot

array dedektorld, bilgisayar kontroll()

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

» Hassas terazi (Shimadzu xx200, 0,1 mg hassasiyetli)
» Bilgisayar (Microsoft Windows®isletim sistemi yiikli)
» Santrifij (NGve Fuge CN 090)

» Ultrasonik Banyo (Bondelin Sonorex)

* Vorteks

* Manyetik karigtirici

e Otomatik pipet

3.1.2. Kullanilan Kimyasal Maddeler

* Dekspantenol T.C. Hifzissihha Merkezi Baskanligi
* Lidokain T.C. Hifzissihha Merkezi Baskanligi
e Mepiramin T.C. Hifzissihha Merkezi Baskanligi
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* Fosforik asit Merck

* Sodyum Hidroksit (NaOH) Merck
» Hidroklorik Asit (HCI) Merck
* Metanol Merck

3.1.3. Kullanilan Farmasotik Preparatlar

Gelistirilen analiz yontemi Stilex” jel (Abdi ibrahim, Tarkiye)
isimli farmasotik preparatta Dekspantenol, Lidokain, Mepiramin tayininde

uygulanmistir.

1 gram Jel 50 mg Dekspantenol, 15 mg Lidakain Hidroklorur
ve Mepiramin maleat ve koruyucu olarak Benzalkonyum Kilorur

icermektedir.

3.2. On Deneysel Galigmalar
3.2.1. Cozeltilerin Hazirlanmasi

Stok Dekspantenol cozeltisinin hazirlanmasi (5000 yg/mL):

50.0 mg Dekspantenol tartihp 5 mL su ile ¢dzuldukten sonra ayni ¢ézicu
ile 10.0 mlL’ye tamamlanmis ve 4°C’de buzdolabinda saklanmistir.
Standart Dekspantenol ¢ozeltileri, bu stok ¢ozeltiden istenen derisime

calisma tamponu ile seyreltilerek hazirlanmigtir.
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Stok Mepiramin ve Lidokain ¢dzeltilerinin hazirlanmasi (1500
ug/mL): 15.0 mg Mepiramin ve 15.0 mg Lidokain tartiip 5 mL su ile
¢ozuldukten sonra ayni ¢ozucu ile 10.0mL’ye tamamlanmis ve 4°C’de
buzdolabinda saklanmistir. Standart Mepiramin ve Lidokain ¢dzeltileri, bu
stok cozeltilerinden istenen derisime calisma tamponu ile seyreltilerek

hazirlanmistir.

100 mL 20 mM Fosfat tamponu hazirlamasi: %85’ lik fosforik

asit ¢oOzeltisinden 136 uL alinarak 100 mL’lik balon jojeye aktariimisg,
uzerine 80.0 mL su ilave edilmigtir. 1M sodyum hidroksit ¢ozeltisi yavas
yavas eklenerek pH istenen degere geldiginde ¢ozelti 100 mL'ye su ile

tamamlanmistir.
3.2.2. Farmasotik Preparatlarin Analize Hazirlanmasi

Dekspantenol, mepiramin ve lidokaini birlikte igeren jelden
1.0 g hassas olarak tartilarak 10 mL’lik balon jojeye alinmistir. 5 mL su
ilave edilerek iyice karistiriimis ve ultrasonik banyoda 15 dakika
bekletilmistir. Su ile hacim 10.0 mL’ye tamamlanmistir. Bu ¢ozelti 5000
rom’de 10 dakika santriflij edildikten sonra, berrak c¢ozeltiden otomatik
pipetle 200.0 pyL alinip 10 mL’lik balon jojeye aktariimis ve c¢alisma
elektroliti ile tamamlandiginda, 100 pg/mL Dekspantenol, 30 pg/mL
Mepiramin ve Lidokain igermesi gereken bir ¢ozelti elde edilmistir. Bu
cozelti, kapiler elektroforez cihazinin vialine konularak gelistirilen analiz

yontemi etken maddelerin tayini igin uygulanmistir.

3.3. Yontem Geligtirme ve Optimizasyon Deneyleri

3.3.1. Kapilerin Sartlandiriimasi
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Analizler, 75 pm i¢ c¢apli eritiimis silika kapiler kullanilarak

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

ik kullanimda, kapilerden 15’er dakika 1.0 M NaOH ve distile
su gegcirilmigtir. Her numune enjeksiyonundan dnce sirasiyla 0.1 M NaOH,
distile su ve cgalisma elektroliti (20 mM pH 3.0 fosfat tamponu ) 2’'ser
dakika sureyle kapilerden gegirilerek sartlandirma yapilmistir. Analiz
sonrasi cihazin kapatiimasindan once kapilerden 10’ar dakika 0.1 M
NaOH ve distile su gecirilerek kapiler igerisindeki tampon ¢ozeltinin
temizlenmesi saglanmistir. Analize uzun sure ara verilecegi zaman kapiler

kaseti kutusunda saklanmistir.
3.3.2. Numunenin Cihaza Verilmesi

Miktar tayini yapilacak her numune, viale konularak cihaza
yerlestirilir. Kapiler sartlandiriimasi yapildiktan sonra, 5 saniye sureyle 50
mbar basingla hidrodinamik olarak numune enjeksiyonu yapilmistir. Daha
sonra, kapiler ¢alisma elektrolitine daldirilarak 20°C’de 30 kV potansiyel
uygulanip analiz baslatilmistir. Dizi diyot dedektér kullanilarak yapilan 200

nm dalga boyundaki dedeksiyonla elektroferogram elde edilmistir.

3.3.3. Yontemin Optimizasyonu

Dekspantenol, Lidokain ve Mepiramin’in ayni anda analizi
icin secilen kapiler elektroforez yonteminde calisma tamponuna (calisma
tamponu tara, pH’i, derisimi ve organik ¢ozlucu etkisi) ve cihaza
(enjeksiyon suresi, uygulanan voltaj, analiz sicaklhdl ve dedektor dalga
boyu) ait parametrelerin duyarlihda, analiz suresine ve ayirma verimliligine
etkisi incelenerek en uygun deneysel sartlar arastiriimisgtir. Bu caligsmalar

sirasinda Dekspantenol derisimi 100 pg/ mL, Lidokain ve Mepiramin
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derisimleri 30 ug/ mL’ dir. Tablo 2’de yéntem optimizasyonunda denenen

tamponlar ve pH degerleri gosterilmektedir.

Tablo 2. Yontem optimizasyonunda kullanilan tampon ¢ozeltiler

Tampon adi pKa degeri Hazirlanan tamponun pH’si
Fosfat 2,12 (pKa1) 3,0
Asetat 4,74 4,0
Asetat 4,74 5,0
Asetat 4,74 6,0
Fosfat 7.2 (pKa2) 7,0
Fosfat 7.2 (pKa2) 8,0
Borat 9.2 9,0

3.3.4. Kalibrasyon Dogrularinin Cizimi

Dekspantenol standart ¢ozeltisinde 25, 37.5, 50, 100, 200
pMg/mL, Mepiramin ve Lidokain standart ¢ozeltilerinin her birinden 7.5, 10,

15, 30, 60 pg/mL iceren gozeltiler, standart stok ¢ozeltilerinden gerekli
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miktarlar alinarak c¢alisma elektroliti icerisinde hazirlanmistir. Analiz
sonucunda elde edilen elektroferogramlardan, birbirinden ayrilan
maddelerin gé¢ zamanlari ve pik alanlari, bilgisayar yazilimi ile tespit

edilmistir.

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

hesaplanmistir.
3.4. Validasyon Deneyleri

Gozlenebilme sinir (LOD), sinyal/gurulta (S/G) oraninin 3

oldugu derisim dikkate alinarak bulunmustur?.

Dogrusallik araligi, alt ve Ust tayin sinirlar belirlenmis, alt
tayin sinin (LOQ), S/G oraninin 10 oldugu deger Olculerek bulunmustur.
Ust tayin sinirt (LOL), kalibrasyon dogrusunda dogrusalligin bozuldugu

noktadir®.

GuUn ici kesinlik ve dogruluk calismalari, Ug¢ paralel ¢ozelti
kullanilarak ayni gun igersinde, gunler arasi c¢aligmalar ise Ug¢ paralel

¢Ozelti yeniden hazirlanarak Ug ayri ginde yapilmistir.

Yoéntem tekrarlanabilirligi icin, ayni derisimde standart
maddeleri igeren karisim, geligtirilen yontemle 7 kez analiz edilip, sonuglar

arasindaki bagil standart sapma degerleri hesaplanmigtir.

Kapiler elektroforez cihazinin tekrarlanabilirligi icin, ayni
derisimdeki standart, 7 kez enjekte edilerek elde edilen

elektroferogramlarda pik alanlari ve gé¢ zamanlari incelenmistir.
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4. BULGULAR
4.1. Optimum Yontem Parametrelerinin Seg¢imi
4.1.1. Elektrolit Segimi

Calisma elektroliti olarak pH 7,0 ve 8,0 fosfat tamponu, pH
9,0 amonyak tamponu, pH 9,0 borat tamponu ve pH 4,0, 5,0 ve 6,0 asetat
tamponlari denenmis ancak yeterli bir ayirnm elde edilememistir. Fosfat
tamponu pH 3,0 ile yapilan denemeler sonucunda en iyi ayirrm elde

edilmigtir.

Kullanilan pH 3,0 fosfat tamponunun derigimi, 10-40 mM
araliginda denenerek en iyi ayinm 20 mM tampon derigimi ile elde

edilmistir.

20 mM pH 3,0 fosfat tamponuna metanol ilavesi ayirim
uzerine olumlu etki yapmamakla beraber, elektroosmotik akigi etkileyerek
analiz suresini uzatmigtir. Bu nedenle metanolin tampona eklenmemesine

karar verilmistir.

4.2. Cihaz Parametrelerinin Belirlenmesi
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Elektroforez sirasinda enjeksiyon suresini (tey) belirlemek
igin, enjeksiyon basinci (Penj) olarak 50 mbar sabit basing ile hidrodinamik
enjeksiyonlar yapilarak farkl enjeksiyon sureleri denenmistir. En uygun
enjeksiyon suresinin 5 s olduguna karar verilmigtir. Sekil 7’de enjeksiyon

suresinin analiz Uzerine etkisi gorulmektedir.

Uygulanacak enjeksiyon basincini (Pey) belirlemek amaciyla
farkli basinclarda hidrodinamik enjeksiyonlar yapilmis, en uygun
enjeksiyon basincinin 50 mbar olduguna karar verilmigtir. Sekil 8'de

enjeksiyon basincinin analiz Uzerine etkisi gorulmektedir.

Calisma elektrolitine uygulanacak voltajin belirlenmesi igin,
uygulanan voltaja karsi akim deg@erleri incelenmistir. Voltaj degeri artikca
akim deg@erinin de dogrusal olarak arttigi ve ylksek voltajda dogrusalligin
bozulmadigi goézlenmistir. Uygulanacak voltaj 30 kV olarak belirlenmistir.

Sekil 9’da uygulanan voltajin analize Uzerine etkisi gorulmektedir.

Kapilerin ¢alisma sicakligi 20-30°C arasinda degistirilerek
en uygun sicaklik 20 °C secilmistir. Sekil 10’da kapiler sicakliginin analiz

uzerine etkisi gorulmektedir.

Yontemin gelistiriimesi sirasinda optimizasyonu yapilan

parametreler Tablo 3’ te aciklanmistir.

Tablo 3. Optimizasyon parametreleri

Arastirilan parametreler Secilen Parametreler

Tampon bilesimi ve pH’ si Fosfat pH 3,0

Tamponunun derigimi 20 mM Fosfat

Organik ¢ozlcl Organik ¢oziicl eklenmemesine karar verilmistir
Dedektér dalga boyu 200 nm

Uygulanan voltaj 30 kV
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Kapiler sicakhgi 20°C
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Sekil.7. Enjeksiyon Siiresinin (t.;) sinyal Gizerine etkisi
a) 5s,b)3s,c)10s

Kosullar: 20 mM pH 3,0 fosfat tamponu, P.,= 50mbar, V=30 kV, 20°C, A= 200nm,
Mepiramin ve Lidokain derisimi: 30 pg/mL, Dekspantenol derisimi: 100ug/mL.
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Sekil.8. Enjeksiyon Basincinin (P.y;) sinyal lizerine etkisi

a) 50mbar, b) 40mbar, c) 30mbar

Kosullar: 20 mM pH 3,0 fosfat tamponu, te;= 5s, V=30 kV, 20°C, A= 200nm,
Mepiramin ve Lidokain derigimi: 30 ug/mL, Dekspantenol derigimi: 100ug/mL.

57



mal

z.zas
r
=]

(= g =

Mepiramin | Lidokain

Dekspantznal

a}

FEI13

=g
=
=]

=2.450

Sekil.9. Uygulanan voltajin sinyal lizerine etkisi

a) 30KV, b) 20 kV c) 10 kV

Kosullar: 20 mM pH 3,0 fosfat tamponu, te,= 5s, Pey= 50mbar, 20°C, A= 200nm,
Mepiramin ve Lidokain derisimi: 30 ug/mL, Dekspantenol derigimi: 100ug/mL.
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Sekil.10. Kapiler sicakliginin sinyal lizerine etkisi

a) 20°C b) 25°C c) 30°C

Kosullar: 20 mM pH 3,0 fosfat tamponu, te;= 5s, Pey= 50mbar, V=30 kV,

A=200nm
Mepiramin ve Lidokain derigimi: 30 ug/mL, Dekspantenol derigimi: 100ug/mL.
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4.3. Gelistirilen Yontem ile Elde Edilen Bulgular
4.3.1. Kalibrasyon Bulgulari

Jel icerisindeki etken maddelerin miktarinin hesaplanmasi
icin standart madde derisimlerine kargi pik alanlari degeri grafige

gegcirilerek kalibrasyon dogrulari gizilmigtir.

Lidokain

180
160 y=2,7528x-3,1047

R*=0,9994
140

120
100
80
60
40
20

Pik alani

0 10 20 30 40 50 60 70
Derisim (Hg/mL)

Sekil 11. Lidokain kalibrasyon dogrusu
Kalibrasyon Dogrusunun denklemi 1 y=2,7528x - 3,1047

Kalibrasyon araligi : 7,5 -60 pg/mL

r=0,9997, R*= 0,9994

LOD : 1,75 pg/mL
LOQ : 5,84 pg/mL
Egimin standart hatasi : 0,033
Kesisimin standart hatasi : 1,0466
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Mepiramin
140
120 y=19436x-1,6573
R?=0,9986
100
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Pik Alani

40
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Derisim (Hg/ mL)

Sekil 12. Mepiramin kalibrasyon dogrusu

Kalibrasyon Dogrusunun denklemi :y=1,9436x — 1,6573
Kalibrasyon araligi : 7,5 -60 pg/mL

r=0,9993, R?>= 0,9986

LOD : 0,76 pg/mL
LOQ : 2,53 pg/mL
Egimin standart hatasi : 0,034
Kesisimin standart hatasi 11,0626

70
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Dekspantenol
300

250

y=1,4692x- 11,987

200 R2 = 0,0982

150

Pik alani

100

50

0 50 100 150 200
Derisim (ng/mL)

Sekil 13. Dekspantenol kalibrasyon dogrusu

Kalibrasyon Dogrusunun denklemi :1,4692x - 11,987
Kalibrasyon araligi : 25— 200 pg/mL

r=0,9991, R*= 0,9982

LOD : 3,06 pg/mL
LOQ 10,21 pg/mL
Egimin standart hatasi : 0,038
Kesisimin standart hatasi 23,9840

250
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Gelistirilen yontemin analitik performans verileri Tablo 4’ te

sunulmustur.

Tablo 4. Gelistirilen yontemin analitik performans verileri

DEK MEP LID
Regresyon y=1,4692x-12 y=1,9436x-1,657 | y=2,7528x-3,10
denklemi
Egimin standart 0,038 0,034 0,033
hatasi
Kesisimin 3,9840 1,0626 1,0466
standart hatasi
Determinasyon 0,9982 0,9986 0,9994
katsayisi (r?)
Kalibrasyon 25-200 7,5-60 7,5-60
araligi (ug/mL)
LOD (pg/mL) 3,06 0,76 1,75
LOQ(pg/mL) 10,21 2,53 5,84

4.3.2. Tekrarlanabilirlik Galigmasi Sonuglari
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Gelistirilen

yontemin

enjeksiyon

tekrarlanabilirliginin

belirlenmesi i¢gin 100 ug/mL Dekspantenol, 30 pg/mL Mepiramin ve 30 ug/

mL Lidokain ¢ozeltisi yedi kez enjekte edilmis ve her bir enjeksiyonun pik

alani, pik yuksekligi ve go¢ zamani okunarak bu verilerin standart sapma

degerleri ve Bagil Standart Sapma (BSS) degerleri hesaplanmigtir. Her bir

etken madde igin elde edilen %BSS degerlerinin %3’den kuglik oldugu

goOrulmektedir. Bu sonuglar yapilan enjeksiyonlarin tekrarlanabilir oldugunu

gOstermektedir.

Tablo 5. Tekrarlanabilirlik galismasi sonuglari

Mepiramin Lidokain Dekspantenol
Num
no Pik Pik Gog Pik Pik Gog Pik Pik Gog
alani yuksekligi | zamani | alani yuksekligi zamani alani yuksekligi zamani
1 59,7 16,4 2,502 | 82,7 17,7 3,582 | 128,2 10,4 7,46
2 57,3 16,5 2,455 | 81,3 17,7 3,612 | 133,2 10,1 7177
3 58,0 16,3 2,439 | 81,9 18,0 3,493 | 134,2 10,5 7,149
4 59,0 16,2 2,418 | 82,7 17,9 3,457 | 137,9 10,7 7,255
5 58,7 16,3 2,491 | 79,1 17,4 3,578 | 136,1 10,4 7655
6 58,6 16,4 2,480 | 81,0 17,6 3,557 | 133,0 10,3 7,476
7 58,0 16,4 2,416 | 79,2 17,3 3,466 | 138,3 10,6 7,372
Xort 58,5 16,3 2,457 | 81,1 17,6 3,520 | 1344 10,4 7,363
SD 0,78 0,09 0,03 | 1,49 0,25 0,05 3,47 0,20 0,18
RSD | 1,34 0,55 1,22 | 1,84 1,42 1,42 2,58 1,89 2,44

Yontemin kesinliginin belirlenebilmesi icin gun ici ve gunler

arasi tekrarlanabilirlik c¢alismalari yapilmigtir.

Bunun i¢cin 30 pg/mL

Lidokain, 30 pg/mL Mepiramin ve 100 pg/mL Dekspantenol cozeltileri

hazirlanarak gun icersindeki ve gunler arasindaki tekrarlanabilirlik test

edilmistir. Tablo 6, 7 ve 8 de goruldigu gibi elektroferogramlardan elde
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edilen veriler dogrultusunda %BSS degerleri 3'den kuguktir. Bu veri

gelistirilen yontemin kesinliginin bir dlgisudur.

Tablo 6. Mepiramin giin i¢i ve giinler arasi analiz sonuglan

1.GUn (Pik Alani) | 2.Gun (Pik Alani) [ 3.Gun (Pik Alani)
58,7 61,7 59,0
30 pg/mL
58,7 60,9 59,0
Mepiramin
58,0 60,2 59,7
Kort 58,4 60,9 59,2
Gin SD 0,40 0,75 0,40
ici
¢ %RSD 0,69 1,23 0,68
Kort 59,53
Gunler
SD 0,25
arasl
%RSD 0,42

Tablo 7. Lidokain giin i¢i giinler arasi analiz sonuglari

1.Gun (Pik Alani) 2.Gun (Pik Alani) 3.Gln (Pik Alani)
81,9 84,9 82,7
30 pg/mL
81,0 84,4 82,7
Lidokain
81,3 84,4 83,6
Kort 81,4 84,5 83,0
Gun SD 0,45 0,29 0,52
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ici %RSD 0,55 0,34 0,62
Xort 82,9
Gunler
SD 0,23
arasi
%RSD 0,28

Tablo 8. Dekspantenol Giin igi ve giinler arasi analiz sonuglari

1.Gln (Pik Alani)

2.Gun (Pik Alani)

3.Guln (Pik Alani)

133,2 129,5 137,9
100 pg/mL
o 133,0 127,3 136,2
Mepiramin
134,2 128,2 138,3
Kort 133,4 128,3 1374
Giln SD 0,64 1,10 1,11
iGi
¢ %RSD 0,48 0,85 0,81
Kort 133,0
Glnler
SD 0,80
arasi
%RSD 0,60

edilen sonuglar

Dekspantenol 100 pg/mL, Mepiramin ve Lidokain 30 pg/mL’ dir.

Gelistirilen yontemde sistem uygunluk testleri yapiimis, elde

Tablo 9 da gosterilmigtir.

Calismalar

Tablo 9. Gelistirilen CE yonteminde sistem uygunluk testi sonuglari

MEP | LIiD DEK
Ortalama go¢ zamani(dak) 2,457 | 3,520 | 7,363
Pik simetrisi 0,99 0,80 ]0,97
Taban pik genisligi(dak) 0,056 | 0,07 | 0,195
Etkinlik (teorik tabaka sayisi) | 10766 | 14307 | 8143

sirasinda
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Alan 58,5 | 81,1 134,4

Pik yiksekligi 16,3 17,6 |104
Ayiricilik (R) 10,03 17,37
Secicilik (a) 1,43 2,10

4.3.3. Farmasotik Preparatin Analiz Bulgulari

Tez calismasinda, 1 g jel icersinde 50 mg Dekspantenol, 15
mg Lidokain ve 15 mg Mepiramin igeren bir farmasoétik preparat olan

Stilex” Jel analiz edilmistir.

Kapiler elektroforez yontemi ile yapilan miktar tayininde
Bolim 3.2.2.’de anlatilan yol izlenerek elektroferogramlar elde edilmistir.
Sekil 14’'te tampon ¢dzeltisi, standart mepiramin, lidokain, dekspantenol
karisimi  ve farmasotik preparatlarin  gelistirilen kapiler elektroforez

yontemiyle elde edilen elektroferogramlari gorilmektedir.

Tayinlerde sonuglar 5 paralel numune c¢ozeltisinin
ortalamasina karsilik gelmektedir. Tayin sonuglari ve istatistiksel

degerlendirmesi Tablo 10, 11 ve 12’ de verilmektedir.
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Sekil.14. Gelistirilen Kapiler elektroforez yontemi ile elde edilen elektroferogramlar

a) Tampon ¢ozeltisi

b) Standart mepiramin, lidokain ve dekspantenol karigimi
c) Farmasdtik preparat (Stilex ” Jel)

Kosullar: 20 mM pH 3,0 fosfat tamponu, ten= 5, Pen= 50mbar, V=30 kV,

A=200nm, 20°C.

Mepiramin: 30 pg/mL, Lidokain: 30 ug/mL, Dekspantenol:100 pg/mL.

Tablo 10. Mepiramin miktar tgyini sonuglari

Numune Bulunan miktar Belirtilen miktar
no. mg /1gr jel 15 mg/ 1gr jel
1 15,05 Xo= 14,96
2 14,74 SS= 0,20 %BSS= 1,33
3 15,10

t.SDAN=0,25 68
4 14,74
5 15.15 GA=15,21- 14,71
p=0,05




Tablo 11. Lidokain miktar tayini sonuclari

Numune Bulunan miktar Belirtilen miktar
no. mg /1gr jel 15 mg / 1gr jel
1 14,82 Xo= 14,85
2 15,28 SS= 0,34 %BSS= 2,28
3 15,10
t.SD/Nn= 0,42
4 14,59
5 14,46 GA=15,27- 14,43
p=0,05

Tablo 12. Dekspantenol miktar tayini sonuglari

Numune

Bulunan miktar

Belirtilen miktar
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no. mg /1gr jel 50 mg / 1gr jel

1 49,90 Xon=49,26
2 50,40 S$S=1,32 %BSS=2,69
3 47,90
t.SD/Nn= 1,64
4 50,35
5 47,75 GA= 50,9' 47,62
p=0,05

4.3.4. Geri Kazanim Galigmasi Bulgulan

Geligtirilen yontemin dogrulugunun belirlenebilmesi igin geri
kazanim c¢aligsmasi yapiimistir. Bu amagla, daha once tayini yapiimig olan
jel ¢ozeltisi Uzerine bilinen miktarlarda standart etken madde c¢ozeltileri
ilave edilmigtir. Bu c¢oOzeltilerin enjeksiyonu sonucu elde edilen
elektroferogramlardan hareketle standart c¢ozeltiler ile hazirlanan
kalibrasyon dogrulari kullanilarak geri kazanim degerleri hesaplanmistir.
Geri kazanim calismasina ait sonuglar Tablo 13, 14 ve 15 de
gOsterilmistir. Tablolarda goruldigu gibi her bir etken madde igin elde
edilen geri kazanim degerlerinin %100’e yakin olmasi geligtirilen ydntemin

dogru oldugunu gostermektedir.

Tablo 13. Mepiramin geri kazanim sonuglari
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Xor=101,1
Numune no. % Mepiramin
SS=0,5 %BSS= 0,49
1 100,6
t.SD/Nn= 1,24
2 101,1 GA= 102,3- 99,86
3 101,6 p=0,05
Tablo 14. Lidokain geri kazanim sonuglari
Numune no. % Lidokain Xor=99,8
= 0, =
1 1018 SS= 1,83 %BSS= 1,83
t.SD/Nn= 4,54
2 99,4
GA=104,3- 95,26
3 98,2 p=0,05
Tablo 15. Dekspantenol geri kazanim sonuglari
Xort=98,9
Numune no. % Dekspantenol
SS=1,73 %BSS= 1,75
1 100,9
t.SD/An= 4,29
2 97,9
GA= 103,2- 94,61
3 97,9 p=0,05
5. TARTISMA

71



Mepiramin, Lidokain ve Dekspantenol’u birlikte igeren
farmasotik preparatlar, gabuk etki gosteren antialerjik, antienflamatuar,
antipruritik ve anestezik ilaglardir. Bu preparatlarin rutin analizleri, Uretim
ve kalite kontrol asamasinda yapilmaktadir. Kalite  kontrol
laboratuvarlarinda kisa zamanda dogru ve tutarli sonug veren, uygulamasi
kolay, maliyeti duslk, ayni zamanda cevreyi kirletmeyen, valide edilmis
analiz yontemlerine ihtiyag vardir. Kaynaklarda, adi gecen maddelerin tek
tek miktar tayinleri igin yontemler mevcuttur, ancak Ugli karisimin tek bir
yontemle ayni anda analiz edildigi yontemler, zaman ve maliyet Ustunlugu
acisindan tercih edilmektedir. Adi gecen uglu karigimin ayni anda miktar
tayini icin kaynaklarda herhangi bir kapiler elektroforez ydntemine

rastlanmamistir.

Kalite kontrol laboratuvarlarinda miktar tayini amaciyla
genelde Yuksek Performansli Sivi Kromatografisi ve UV-Spektrofotometrik
yontemler uygulanmaktadir. Kapiler elektroforez, diger analitik yontemlere
gore yontem gelistirme slresi daha kisa, sarf malzeme tiketimi ve maliyeti
daha az, ayirm etkinligi daha yuksek olan, hizli, dogru, tutarli ve kolay

uygulanabilen bir yontemdir®.

Mepiramin, Lidokain ve Dekspantenol’u birlikte iceren jel
formundaki farmasoétik preparatlardan bu maddelerin ayni anda analizi igin
valide edilmis bir kapiler elektroforez yontemine rastlanmadigi icin, bu

yontemin gelistiriimesi tez ¢calismasi kapsaminda secilmistir.

Kapiler elektroforez, elektriksel ortamda iyonlarin hareketine
dayal bir ydontem oldugu igin kullanilan elektrolit ¢gozeltilerinin pH degeri ve
konsantrasyonu, ayirnmi buyuk Olgude etkilemektedir. Bu nedenle
analizlerde kuguk pH degisimlerini tolere edebilmek igin tampon
cOzeltilerle calisilir. Maddelerin ayrilabilmesi igin farkli bilesim ve

derigsimlerdeki calisma elektrolitleri kullanilarak pH 3,0- 10 araliginda
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denemeler yapilmigtir. Farkh pH araliklarinda tamponlama kapasitesine
sahip fosfat, asetat ve borat tampon c¢ozeltileri denenmistir. Asetat ve
borat tamponlarinda yeterli ayinm saglanamamistir. En iyi ayirrm ve
etkinlik pH 3,0 fosfat tamponunda gdzlenmistir. Calisma tamponunun
konsantrasyonunu belirlemek icin 10-40 mM fosfat tamponu c¢oézeltileri
hazirlanmig ve yeterli ayinmin saglandigi ve etkinligin gozlendigi ve
zeminin duzgun oldugu pH 3,0 fosfat tamponu secilmis ve derisimi 20mM

olarak belirlenmistir.

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

voltaj 30 kV olarak belirlenmisgtir.

Calismalar sirasinda numune verme yoOntemi olarak
hidrodinamik enjeksiyon kullaniimig ve enjeksiyon basinci farkli degerlere

ayarlanmig, en iyi sonu¢ 50mBar’la saglanmistir.

Enjeksiyon suresi optimizasyonu igin etken maddeleri
belirtilen oranlarda igeren bir ¢ozelti hazirlanmig ve 3, 5, 10 saniye
enjeksiyon surelerinde analizler yapilmistir. Enjeksiyon suresi 5 saniye
oldugunda elektroferogramda pik sekillerinin keskin ve simetrik olduklari
gorulmustur. Bu sirada enjeksiyon basinci 50mBar ve uygulanan voltaj 30
kV'dur.

Kapiler galisma sicakhigi 20-30°C arasinda degistirilerek, en

uygun sicaklik olarak 20 °C segilmigtir.

Tdm c¢alisma boyunca 50 cm uzunlugunda (41 cm etkin

uzunluk ) ve 75 ym i¢ ¢apta kapiler kullaniimig ve iyi bir rezolisyon ve kisa
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analiz suresi elde edildigi icin farkli cap ve uzunlukta kapiler denenmesine

gerek kalmamistir.

Geligtirilen yontemin tekrarlanabilirliligini belilemek amaciyla,
hazirlanan karisim c¢ozeltisinin belirtilen calisma kosullarinda 7 kez
enjeksiyonu yapilmigtir. Her bir analit i¢cin elde edilen pik alani, pik
yuksekligi ve migrasyon zamani verilerinin ortalama, standart sapma ve
bagdil standart sapma degerleri hesaplanmigtir. Her U¢ analit icin elde
edilen bagil standart sapma dederleri, yontemin tekrarlanabilir oldugunun
gOstergesidir. Miktar tayini hesaplamalarinda pik alani degerleri

kullaniimigtir.

Kalibrasyon c¢alismalarinda, Ugli kalibrasyon yapilmistir.
Yani her bir dilisyon, analitlerin GglnU de birlikte icermektedir. Boylece
kalibrasyona ortamdan gelebilecek etkiler minimuma indirilmistir. Her bir
analit icin konsantrasyonlarina karsilik pik alanlari kullanilarak gizilen
kalibrasyon dogrularinin korelasyon katsayisi degerleri 0,999°'dan
bayuktir. Bu da, calisilan konsantrasyon araliklarinda, pik alani ile

konsantrasyon arasindaki iligkinin dogrusal oldugunu gostermektedir.

Geligtirilen yontemle Mepiramin, Lidokain ve Dekspantenol
miktar tayini ¢alismalarinda elde edilen ortalama degerler, jel Uzerinde
belirtilen degerle uyumludur. Jel sonuglarinin bagil standart sapma

degerleri ise yontemin kesinliginin bir gostergesidir.

Geri kazanim calismalarin sonucunda elde edilen ortalama
geri kazanim ve %95 olasilik duzeyine gore hesaplanan guven araligi
degerleri sirasiyla, Mepiramin igin %101,1 ve %101,1+1,24, Lidokain igin
icin %99,8 ve %99,814,54 ve Dekspantenol igin %98,9ve %98,9+4,29, dir.
Her G¢ analit icin de geri kazanim galismasi sonuglari, kabul edilebilir

degerler icindedir ve yontemin dogrulugunun bir gostergesidir.
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Onerilen yéntemin dogru ve tekrarlanabilir oldugu, analit
piklerinin ayrim igin yeterli rezolisyonu sagladigi ve analiz suresinin kisa
oldugu bulunmustur. Sonug¢ olarak bu tez c¢alismasinda Onerilen ve
optimize edilen kapiler elektroforez ydnteminin Mepiramin, Lidokain ve
Dekspantenol’d bir arada iceren farmasétik preparatlardan bu maddelerin

ayni anda analizi i¢in uygun oldugu gorulmustur.

6. SONUC
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Tez calismamizda dekspantenol, mepiramin ve lidokainin
uclid kombinasyonunu igceren farmasotik jellerde bu maddelerin ayni anda
analizi icin bir kapiler elektroforez yontemi gelistirilmigtir. En iyi ayirim
calisma elektroliti olarak 20 mM pH 3,0 fosfat tamponu kullaniimasiyla
elde edilmigtir. Yapilan optimizasyon g¢alismalari sonucunda ayirm
eritilmis silika kapilerde (75 pm i¢ ¢cap, 50 cm toplam uzunluk, 41 cm etkin
uzunluk) 20°C’de, enjeksiyon suresi 5 sn ve 50 mbar basingta
hidrodinamik enjeksiyon ve 30 kV potansiyel uygulanarak gerceklesmigtir.
Dedektor dalga boyu olarak 200 nm segilmistir. Optimum kosullar altinda
g0¢ zamanlari Dekspantenol igin 7.363 dakika, Mepiramin igin 2.457
dakika ve Lidokain igin 3.520 dakika olarak bulunmustur. Yontem
Dekspantenol igin 25- 200 pg/mL, Mepiramin igin 7,5- 60ug/mL ve
Lidokain igin 7,5- 60ug/mL derisim araliginda dogrusaldir. Yontemin
gOzlenebilme siniri Dekspantenol i¢in 3,06 pg/mL, Mepiramin igin 0,76 ug/
mL ve Lidokain i¢in 1,75 ug/mL olarak bulunmustur. Gelistirilen yontemin
validasyonu icgin dogrusallik, tekrarlanabilirlik, alt ve Ust tayin sinirlari, geri
kazanim parametreleri degerlendirilmig, butun parametrelerin kabul
kriterlerini sagladigr saptanmistir. Valide edilen kapiler elektroforez
yontemi Turkiye ilag piyasasinda satilan Stilex” Jel isimli farmasotik
preparata uygulanmistir. Geri kazanim calismasi sonucu elde edilen
veriler istatistiksel olarak degerlendiriimis ve yontemin dogrulugu
belirlenmistir. Geligtirilen ve valide edilen kapiler elektroforez yonteminin,
dogru, segici, kesin, tekrarlanabilir olmasi, 6n islemlere gerek duyulmadan
analize imkan saglamasi nedeni ile rutin analizler i¢in uygun olacagi

dusunulmektedir.

7. OZET
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Farmasotik jellerde kapiler elektroforez yontemi ile

dekspantenol, mepiramin maleat ve lidokain hidrokloriir miktar tayini

Dekspantenol, mepiramin ve lidokainin U¢li kombinasyonunu
iceren farmasoétik preparatlardan bu maddelerin ayni anda analizi igin
kapiler elektroforez yontemi gelistirilmistir. En iyi sonuglar, calisma
elektroliti olarak 20 mM pH 3,0 fosfat tamponu kullaniimasiyla elde
edilmistir. Ayinm eritilmis silika kapilerde (75 pm i¢ ¢ap, 50 cm toplam
uzunluk, 41 cm etkin uzunluk) 20°C’de, 50 mbar basingla 5 sn sureli
hidrodinamik enjeksiyon ve 30 kV potansiyel uygulanarak gerceklesmigtir.
Dedektor dalga boyu 200 nm’dir. Bu sartlardaki go¢ zamanlari DEK igin
7.363, MEP icin 2.457 ve LID igin 3.520 dakika olarak bulunmustur.
Yontemin dogrusal araligi DEK i¢in 25- 200 ug/mL, MEP igin 7,5- 60ug/mL
ve LID icin 7,5- 60ug/mL olarak saptanmistir. Yontemin gozlenebilme
sinirt DEK igin 3,06 ug/mL, MEP igin 0,76 ug/mL ve LID igin 1,75 pg/mL
olarak bulunmustur. Validasyon c¢alismalari sonucunda gelistirilen
yontemin dogru, kesin, duyarl, spesifik ve tekrarlanabilir oldugu

ispatlanmistir.

Anahtar Kelimeler : Dekspantenol, mepiramin, lidokain, tglu

karisim, kapiler elektroforez

8. SUMMARY
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Simultaneous determination of dexphantenol,
mepyramine and lidocaine in combined pharmaceutical gels by

capillary electrophoresis

A new capillary electrophoresis method was developed to
analyze pharmaceutical preparations containing ternary combination of
dexphantenol, mepyramine and lidocaine simultaneously. Best result were
obtained by use of 20 mM pH 3,0 phosphate buffer as the background
electrolyte. The separation was performed through a fused-silica capillary
(75 um internal diameter, 50 cm total length, 41 cm effective length) at
20°C with the application of 5 seconds of hydrodynamic injection at 50
mbar pressure and potential of 30 kV. Detection wavelength was 200 nm.
Under these conditions, the migration times were found to be 7.363 min
for dexphantenol, 2.457 min for mepyramine and 3.520 min for lidocaine.
Linearity ranges for the method were 25- 200 pg/mL for DEK, 7,5- 60
pug/mL for MEP and 7,5- 60 pg/mL for LID. Limit of detection values were
found as 3,06pg/mL for DEK, 0,76 ug/mL for MEP and 1,75 ug/mL for LID.
According to the validation study, it was proved that the developed method

was accurate, precise, sensitive, specific and repeatable.

Keywords : Dexphantenol, mepyramine, lidocaine, ternary

mixture, capillary electrophoresis.
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