1. GIRIS

Kapiler elektroforez, goreceli olarak yeni ve dusuk
hacimlerdeki numuneler icin ideal, gug¢lu bir ayirma teknigidir. Biyoanalitik
arastirmalarda, biyoteknoloji ve gesitli klinik, diagnostik, genetik ve adli
uygulamalarda kapiler elektroforez yonteminin kullanimi

yayginlagsmaktadir.

Farmasotik analizlerde de kapiler elektroforez siklikla
kullaniimakta ve rutin analitik yontemler arasinda bulunmaktadir. Ayrica,
kapiler elektroforezin alt yontemleri olan Misel Elektrokinetik Kromatografi
(MEKC) ve Mikroemulsiyon Elektrokinetik Kromatografi (MEEKC)
yontemleri kapiler elektroforezin en énemli dezavantaji olan duyarlilik ve
nétral turlerin ayrim problemini gidermek amaciyla, tercih edilen yontemler

haline gelmistir.

Calismamizda, Guafenezin, Efedrin ve koruyucu olarak
Parabenleri iceren farmasoOtik surupta, Guafenezin, Efedrin, Efedrin
metaboliti Norefedrin ve Parabenlerin kapiler elektroforez teknikleri ile
ayrim ve tayinleri icin yontem gelistiriimesi amaclanmistir. Efedrin’in
metaboliti Norefedrin ile birlikte tayini ve herbir analitin duyarlilik artirilarak
tayin edilebilmeleri calismanin hedefleri arasindadir. Bu amaglarla, 6n
islemleri minimize eden, dogru, kesin ve daha duyarh iki kapiler
elektrokromatografik yontem (MEKC ve MEEKC) gelistiriimis ve bu
yontemler aracihdiyla tayinler gerceklestiriimistir. Calismalar, Onerilen
yontemlerin farmasdétik suruplara uygulanmasi ile sinirlidir. Elde edilen
sonuglar birbirleriyle istatistiksel olarak karsilastirimis ve herbir yontem

sonuglari valide edilmistir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Guafenezin (Gliseril gayakolat)

2.1.1. Kimyasal ve Fiziksel Ozellikleri

D\/]\/DH

OCH3

Sekil 1. Guafenezin’in Kimyasal Yapisi

Kimyasal Adi: (2RS)-3-(2-Metoksifenoksi)propan-1,2-diol (Sekil 1)
Kapali Formalu: C10H1404
Molekal Agirhgr: ~ 198.2 g/mol

Erime Noktasi: 78-83°C

pKa: 15.56

Cozunarlaga: Suda ve alkolde

Rengi: Beyaz veya beyaza yakin
Formu: Kristal toz*

2.1.2. Farmakolojik Ozellikleri

Guafenezin, gayakol’'un gliserolle yaptigi esterdir. Brons

salgisini, bezler Uzerindeki direkt etkisi ile stimlle eder. Ekspektoran
olarak erigkinlerde ginde dort kez 200 mg dozunda verilmesi tavsiye edilir.
Yuksek dozda bulanti, kusma ve uyusukluga neden olabilir. Yuksek dozda
santral kas gevsetici etkisi de vardir. Ekspektoran ilaglar, genellikle agiz
yolundan sistemik olarak uygulanan ve solunum vyollarinda birikmis
balgami sulandirip yapiskanligini azaltmak suretiyle onun oksurtkle disari

atilmasini kolaylastiran ilaglardir®.
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2.2. Efedrin

2.2.1. Kimyasal ve Fiziksel Ozellikleri

Sekil 2. Efedrin’in Kimyasal Yapisi

Kimyasal Adi: (1R,2S)-2-metilamino-1-fenilpropan-1-ol (Sekil 2)
Kapali Formalu: C10H15NO
Molekal Agirhgr:  165.2 g/mol

Erime Noktasi: 36-42°C
PKa: 9.6
Cozundrlagu: 1 g Efedrin 20 mL suda, alkolde, kloroformda, eterde,

zeytinyaginda ve sivi parafinde ¢ézundar.
Rengi: Renksiz veya beyaz

Formu: Kati kristal / Kati toz*

2.2.2. Farmakolojik Ozellikleri

Efedrin, gerek alfa ve gerekse beta-reseptorleri uyarmasi

nedeniyle adrenaline benzeyen; fakat ona oranla sempatomimetik etkileri
zayIf olan bir ilagtir. Ephedra bitkisi turlerinden elde edilen bir alkaloiddir.
Gunumuzde sentez yoluyla elde edilir, levo izomeri veya rasemik karisim
seklinde hidroklorir ya da sulfat tuzu halinde kullanilir. Bronkodilator
etkisinden baska, vazokonstriktor etkisi de vardir. Ayrica amfetamine
benzer bir sekilde, fakat daha zayif olarak Santral Sinir Sistemi (SSS)’ni

stimule eder.



Efedrinin yan etkileri sinirlilik, tremor, uykusuzluk ve istah
azalmasi gibi SSS stimiulasyonuna bagl olan etkiler, tasikardi ve kan
basinci yukselmesidir. Esansiyel hipertansiyon veya konjestif kalp

yetmezligi bulunan hastalarda Efedrin kontrendikedir.

2.2.3. Efedrin’in Suistimali

Bazi spor dallarinda, performans arttirmak amaciyla ilaglarin

amagc disi kullanimi, yani doping kullanimi yaygin ve eski bir uygulamadir.
Dunya Anti-Doping Ajansi tarafindan yasaklanan maddeler listesinde
Efedrin ve efedrin tdrevlerinin de dahil oldugu stimulanlar da yer

almaktadir?.

Stimulanlar, gecici olarak farkindaligi ve uyanikhigi artiran
maddelerdir. Genellikle etkinlikleri arttikga yan etkileri de artar. Kafein ve
nikotin en vyaygin olarak kullanilan stimulanlardir. En ¢ok bilinen
stimulanlar arasinda Efedrin, Amfetaminler, Kokain, Metilfenidat,
Metilendioksimetamfetamin ve modafinil yer alir. Stimulanlar ya sempatik
sinir sisteminde ya merkezi sinir sisteminde ya da her ikisinde birden
etkinligi artirir. Ozellikle merkezi sinir sistemini etkileyen bazi stimulanlar
bir &fori hissi uyandirir. Stimulanlar terapi amagli olarak uyanik kalmayi
saglamak ic¢in kullanilirlar. Stimulanlar genellikle idrardan tayin edilirler.
idrar hem tayin agisindan hem de numune toplama sekli acisindan da
tercih edilir bir vicut sivisidir. Genellikle aranan maddeler ylksek
konsantrasyonlarda bulunur ve metabolitleri de idrarda gdzlenebilir.
Stimulanlar, karacigerde, deaminasyon ve N-demetilasyon reaksiyonlari
sonucu, metabolize olurlar®. Efedrin de, N-demetilasyon reaksiyonu
sonucu Norefedrin’e metabolize olurken?, kendisi de baska bir efedra
alkaloiti olan Metilefedrin’in  N-demetilasyon reaksiyonuna ugramasi
sonucu olusur (Sekil 3). Metabolik yollarina bakildiginda, Norefedrin’in
cogunlukla degismeden idrarla atildigi, Efedrin’in demetilasyona

ugrayarak, Norefedrin olusturdugu; fakat iclerinde en fazla Metilefedrin’in
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digerleriyle kiyaslandiginda, Efedrin’e metabolize oldugu gordimustar.
Genel Efedrin metabolik yoluna bakildiginda ise, Efedrin’in %79.3’Unun
degismeden atildigi, buna karsilik, %4.3’'Unlin Norefedrin’e donuserek
atildi§i bilinmektedir>®.

OH QHS OH H OH
O/krN‘GHa [’?Q],/'\IfNMCHE C/!ﬁ/NHE
= | CH4 % ~ CH, % - CH,

Metilefedrin Efedrin Norfederin

* N-demetilasyon Reaksiyonu

Sekil 3. Metilefedrin, Efedrin ve Norefedrin i¢in metabolik yolak

Efedrin’in idrarla atilimi ile ilgili yapilan ¢alismalarda, pH’'in
onemli bir parametre oldugu gézlenmistir. idrar pH’I asidik oldugunda,
atilan Efedrin’in %26.2’si ilk 16 saatte, % 27.6'sI ilk 24 saatte atilmistir.
Ayni gruba Efedrin ile birlikte, idrarin baziklestiriimesi icin sodyum
bikarbonat verildiginde, ilk 16 saatte %14.7, 24 saatte %16.6’lik bir atilm
olmustur. Yani atilimda bir yavaslama s6z konusudur. Bu durum, doping
amaciyla Efedrin kullanimi olan sporcular tarafindan bilinmekte, Efedrin
bazik stimulanla alinarak etki sdresi arttirilmakta, idrarla atilma miktar

gecikmis oldugu igin, kontrol sirasinda maskelenmis olmaktadir’.

Efedrin’in koétlye kullanimi agisindan baska bir durum da,
amfetamin tlrevlerinin kimyasal olarak Efedrin’den kolaylikla (Sekil 4),

ucuz ve yiiksek verimle sentezlenebilmesidir®.

N N
\I/ cH, HI/P | = \‘[/ CH,
CH, =z CH,
Efedrin Metamfetamin

Sekil 4. Metamfetamin’in Efedrin’den sentezi (HI/P: Hidriodik asit/fosfor indirgemesi)



2.3. Norefedrin (Fenilpropanolamin)

2.3.1. Kimyasal ve Fiziksel Ozellikleri

OH

CHs

Sekil 5. Norefedrin’in Kimyasal Yapisi

Kimyasal adi: (1R,2S)-2-amino-1-phenylpropan-1-ol (Sekil 5)
Kapali Formalu: CoH13NO
Molekul Agirhgi: ~ 151.2 g/mol

Erime Noktasi: 101-101.5°C
pKa: 9.44
Cozundrlagu: Suda, metanolde ¢dzunurligu ylksek, izopropanolde

¢6zunarlagu az
Rengi: Beyaz

Formu: Kristal toz®

2.3.2. Farmakolojik Ozellikleri

Norefedrin, solunum yolu mukozasinda, c¢ogunlukla a-

adrenerjik reseptoérleri, daha az derecede de B-adrenerjik reseptorleri
uyarir. a-adrenerjik reseptoérlerin uyariilmasi, doku hiperemisini azaltarak,
burun tikanikhigini azaltir. indirekt olarak stimiile ettigi B-adrenerjik
reseptorler ile tasikardiye neden olur ve pozitif inotropik etki saglanir.
Efedrin’in aktif metaboliti olan Norefedrin’in, idrardan bulylUk oranda
dedismeden idrarla atilir ve yalnizca %4’lik kismi biyotransformasyon

sonucu, 4-hidroksinorefedrin ve hipiirik aside déniisir'®.



2.4. Parabenler

Parabenler genis pH araliklarinda antimikrobiyal aktivite
gOsteren koruyuculardir. Parabenlerin, alkil zinciri uzunlugu arttikga
antimikrobiyal aktiviteleri de artar. Koruyucu aktivite, farkli paraben
kombinasyonlarinin bir araya getiriimesiyle de arttirilabilir. Parabenler, kuf
ve mayalara kargi korumada da etkilidirler ve Oozellikle Gram-pozitif
bakterilerde daha etkili olduklari belirtiimistir Metil paraben ve Propil
paraben, pH 4-8 araliginda antimikrobiyal aktivite gosterebilen paraben
turleridir. pH arttikga, antimikrobiyal koruyucu etkileri azalmaktadir. Metil

paraben, parabenler icinde, antimikrobiyal aktivitesi en az olandir'*.

2.4.1. Metil Paraben

Ox O

CH4

OH

Sekil 6. Metil Paraben’in Kimyasal Yapisi

Kimyasal Adi: Metil-4-hidroksibenzoat (Sekil 6)
Kapall Formula: CgHgOs3
Molekal Agirhgi:  152.15 g/mol

Erime Noktasi: 125-128°C

pKa: 8.4

Cozunurlagu: 1 grami, 400 mL suda, yaklasik 70 mL gliserolde,
alkol, aseton ve eterde ¢ozunur.

Rengi: Renksiz veya beyaz

Formu: Kristal'


http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/e/e2/Methylparaben.svg

2.4.2. Propil Paraben

HO

Sekil 7. Propil Paraben’in Kimyasal Yapisi

Kimyasal Adi: Propil-4-hidroksibenzoat (Sekil 7)
Kapali Formalu: C10H1203
Molekul Agirhigi: ~ 180.2 g/mol

Erime Noktasi: 95-98°C
pKa: 8.4
Cozundrlagu: 1 grami, 2500 mL soguk suda, 400 mL kaynar suda,

3.5 mL alkol, 4 mL kloroformda ¢6zUunr.
Rengi: Renksiz veya beyaz

Formu: Kristal'?

Farmasotik suruplarda metil ve propil paraben, birlikte yer

aldiklarinda esit miktarlardadir?.


http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/d/db/Propylparaben.svg

2.5. Analiz Yontemleri

2.5.1. Guafenezin

2.5.1.1. Kromatografik Yontemler

Shabir, Guafenezin ve sodyum benzoatin ekspektoran
suruplardan tayini amaciyla bir izokratik HPLC-UV ydntemi gelistirmistir®2.
Doénmez ve grubu, basit ve hizli bir HPLC-DAD yontemi geligtirerek
Guafenezin, Difenhidramin HCI ve Karbetapentan sitrat'in suruplardan
tayinini gergeklegtirmislerdirB. Psodoefedrin, Feniramin, Guafenezin,
Pirilamin, Klorfeniramin ve Dekstrometorfan’in soguk alginhdi ilaglarindan
tayini amaciyla, Louhaichia ve galisma grubu basit ve hizli bir HPLC-UV
yontemi gelistirmislerdir'®. Grosa ve arkadaslar, Guafenezin, Metil ve
Propil parabenlerin ekspektoran suruplardan tayini amaciyla bir HPLC-UV
prosediirii  gelistirmislerdir’. Wilcox ve Stewart, Guafenezin’in farkli
kombinasyonlarda bulundugu kapsul ve surup formullasyonlarindan tayini
amaciyla bir HPLC-UV ydntemi gelistirmislerdir'®. Maithani ve arkadaslari
Salbutamol sulfat, Guafenezin ve Ambroksol’lin tablet formulasyonundan
tayinini yapmak amaciyla bir ters faz HPLC-UV ydntemi gelistirerek valide

etmislerdir®’.

Hatami ve calisma grubu, Guafenezin enantiyomerlerinin,
insan idrarindan tayini amaciyla sivi-sivi ekstraksiyonu takiben floresans
dedektorlii HPLC yontemi gelistirmislerdir'®. Serumda Guafenezin'in tayini
amaciyla, Guafenezin’in 6nzenginlestirildigi ve serumdaki protein ve polar
bilesiklerin uzaklagtirildigi, protein kaphh RP-8 silika 6n kolonundan
gecirildigi  bir HPLC-UV yontemi kullanilmistir’®.  Dekstrometorfan,
Dekstrorfan ve Guafenezin’in  plazmadan tayini amaciyla vyari
otomatiklestiriimis sivi—sivi ekstraksiyon teknigini takiben kullanilan LC-
MS/MS yontemi gelistirilmistir™>. Chen ve arkadaslari, plazmadan
Parasetamol ve Guafenezin'in tayini amaciyla, én ekstraksiyon basamagi

iceren hassas bir LC-MS/MS ydntemi gelistirmislerdir®*. Wen ve calisma
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grubu plazmadan Guafenezin ve Pentoksiverin sitratin tayini amaciyla
duyarl ve spesifik bir Sivi Kromatografi—Elektrosprey lyonizasyon—Kiitle
Spektrometrisi (LC-ESI-MS) yontemi gelistirmislerdir, ayrimdan 6nce etil
asetat ile ekstraksiyon islemi yapilmistir’®. Sheen ve grubu, gelistirdikleri
LC/ESI-MS/MS yontemi  ile Guafenezin, Mefenezin, Simvastatin,
Podofilotoksin ve Inositol’'iin ayrim ve tayinini gerceklestirmisler ve

ydéntemi, insan plazmasina da uygulamislardir®.

Guafenezin ve Norefedrinin de dahil oldugu etken
maddelerin surup ve soguk alginligi preparatlarindan tayini amaciyla,
Harsono ve ekibi, basit ve hizli bir GC-FID (Gaz Kromatografisi-Alev
iyonizasyon Dedektdril) ydntemi gelistirerek, valide etmislerdir®. Sharaf
ve Stiff, Guafenezin’in insan serumundan tayini amaciyla ECD (Elektron
Yakalama Dedektéri) dedektorld kapiler gaz kromatografi sistemi
gelistirmiglerdir, yontem bir 6n ekstraksiyon basamagi ve tureviendirme

icermektedir®®.

2.5.1.2. Elektroforetik Yontemler

Denola ve c¢alisma grubu, Salbutamol, Guafenezin ve
Difilin’in oral formulasyonlardan tayini amaciyla hassas bir MEKC yontemi
gelistirmiglerdir. 20 um i¢ c¢apli kapiler kullanmiglar, etken maddelerin
duyarli tayininin (0.5-60 yg mi™* araliginda), istifleme islemiyle baglantili
oldugunu belirtmigler ve buyuk hacimli istifleme yéntemini tercih ederek,
ortama asetonitril (ACN) eklemislerdir. ACN miktarinin, istifleme islemini
etkiledigi belirtilmistir. Onerilen ydntemde Difilin ic standart olarak
kullanilmigtir. Standart ekleme yontemi ile vyapilan geri kazanim
calismalarinda, hem suruplarda hem de kapsullerde %95-100 araliginda
sonuglar elde etmislerdir. Salbutamol ve Guafenezin icin LOD degerleri,

hesaplanmis ve sirasiyla 0.07 ve 0.21 pg.ml™ olarak bulunmustur®.
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Ambroksol, Bromeksin, Karboksisistein, Gayakol ve
Guafenezin’in ayrimi ve tayini amaciyla basit ve hizli bir MEKC yontemi
gelistiriimigtir. Yontemde, etken maddeler, fosfat tampon ¢ozeltisi (35 mM,
pH3.9) ile ACN oranlari 75:25 (h/h) ve 120 mM SDS igerecek sekilde
hazirlanan galisma elektrolit ¢ézeltisinde ayrilmis ve UV dedektor ile 200
nm’de tayin edilmislerdir. internal standart kullanimi ile diizeltilmis pik-alan
oranlari Uzerinden sinyaller alinmig, LOD degerleri 3.0-5.0 mM araliginda
bulunmustur. Gun ici (n=3), gunlerarasi (n=5) %RSD degerleri %4 altinda
bulunmustur. Analiz siiresi bes analit icin 6 dakikadir®’.

Pomponio ve arkadaslari, Guafenezin, Salbutamol ve
Dekstrometorfan iceren ekspektoran suruplarda MEKC ve GC
yontemlerini kiyaslamiglardir. MEKC’de kullanilan elektrolit ¢ozelti (BGE),
0.04 M SDS igeren, sodyum tetraborat ve 3-(siklohegzilamino)-2-hidroksi-
1-propan-sulfonik asit sodyum tuzu (CAPSO) ¢dzeltisidir. Sonugta, kalitatif
ve kantitatif olarak, tUm surup bilesenlerinin MEKC ile tayini
gerceklestirilmis, yalnizca UV absorbansi olmayan ugucu analitler
(aromalar) igin GC-MS tercih edilmistir. Surubun igerigi nedeniyle CE
ydnteminin daha uygun oldugu; yalnizca aroma veren bilesikler i¢cin GC’nin

kullanilabilecegi belirtilmistir?®.

Guafenezin, Psddoefedrin ve Dekstrometorfan, kapsul
formalasyonundan, bir MEKC yontemi ile tayin edilmistir. Ayrim igin, 50
mM SDS eklenmis, pH 8.5 100 mM Tris tamponu kullaniimis ve 25 kV
voltaj uygulanmistir. UV dedeksiyon ile 220 nm’'de tayin edilen bilesikler
icin elde edilen LOD degerleri, Guafenezin icin 1000 ng.mL™,
Psddoefedrin icin 500 ng mL™ ve Dekstrometorfan icin 500 ng.mL™dir.
Dogrusal araliklar, sirasiyla, 100-1000 pg.mL™, 15-150 pg.mL* ve 5-
50 pg.mL™ bulunmus, elde edilen regresyon katsayilari ise 0.9989'dan
blylk olarak hesaplanmistir. HPLC ile kiyaslandiginda, énerilen yontemin,
daha basit, ekonomik ve az solvan harcanmasindan dolayi ¢evreye zarari
olmayan bir yéntem oldugu bildirilmistir?®.
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Okamoto ve arkadaslari, Guafenezin ve Psddoefedrin’in
dahil oldugu 14 etken maddenin, soguk alginligi ilaglarindan tayini
amaciyla, siklodekstrin (CD) ile modifiye edilmig, yeni bir MEEKC yontemi
gelistirmiglerdir. Etken maddelerin ayrimi igin, yontemde kullanilan ytzey
aktif madde SDS ve organik faz i¢in kullanilan bilesigin miktarlari optimize
edilmistir. Ortama eklenen 2-propanol’in de ayirmaya etkisi incelenmistir.
Tam bilegikler, %0.81 pentan (a/a), %6.61 (a/a) 1-butanol, %2 (a/a) 2-
propanol, %4.47 (a/a) SDS ve 3 mM 2,6-di-O-metil-B-CD igeren, %86.11
(a/a) 10 mM sodyum tetraborat ¢ozeltisinin karigimiyla olusturulan BGE
cozeltisiyle ayriimistir. Yontem valide edilidikten sonra, farmasaétik formlara
da uygulanmis ve herhangi bir girisim gézlenmemistir. Her bir madde igin
yapilan dogrusallik ¢calismasinda, korelasyon katsayisi (r) 0.999 uzerinde
elde edilmistir. Ayrica geri kazanim galismasinin sonuglari, %99.1-100.7,
%RSD degerleri, %0.5-2.8 araligindadir. LOD degerleri 0.6-4.2 pg.mi™
araliginda bulunmustur. Yéontem, HPLC yontemi ile karsilastiriimis ve

sonuglar birbirleri ile uyumlu bulunmustur.

2.5.2. Efedrin
2.5.2.1. Kromatografik Yontemler

Okamura ve arkadaslari, farmasoétik formlardaki Efedrin,
Psodoefedrin, Norefedrin ve Metilefedrinin ayrim ve tayinini HPLC ydntemi
ile gercgeklestirmisler, C18 kolon ve su:asetonitril:SDS (65:35:0.4) mobil
faz sistemi ile izokratik elisyon vyapilmis ve 25 dk.da analiz
tamamlanmistir™>. OQuyang ve arkadaslari, Efedrin, Psodoefedrin ve
Norefedrin’in tayini amaciyla iletkenlik dedektoérli  iyon kromatografi
sistemi ile yontem gelistirmis ve farmasoétik preparatlardan bu bilesiklerin

tayinlerini yapmislardir®.
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Aymard ve arkadaslar, Efedrin ve Norefedrin’in plazmadan
tayinini yapabilmek amaciyla, sivi ekstraksiyonu takiben 9-florenilmetil
kloroformat ile turevlendirme yapmiglar, ardindan HPLC ile ayrim ve
tayinini gergekle§tirmi§lerdir33. Chan ve arkadaslari, Efedrin, Norefedrin,
Norpsddoefedrin, Psddoefedrin, Metilefedrin ve Metilpsddoefedrinin
izokratik elisyonunu, C18 kolon ve tetraetilamonyumfosfat-metanol mobil
faz kullanimi ile HPLC yodntemiyle gerceklestirmisler ve bu ydntemle
idrardan tayin gergeklestirmislerdir®®. Apollonio ve arkadaslari, icerisinde
Efedrin’in de bulundugu amfetamin tarevi dokuz bilesigin ayrimini UPLC-
MS sistemi ile coklu ilag karisimi ve kan numunesi ekstraktindan analiz
siiresi 3 dk’dan daha kisa olacak sekilde gerceklestirmislerdir®. Lee ve
ekibi, LC-MS/MS yontemi ile illegal yedi bilesigin idrardan tayinini
gerceklestirmislerdir, Efedrin’in de dahil oldugu analitleri igeren idrar
numunesi asetonitril (ACN) ile seyreltimis ve santrifijleme igsleminden
sonra, supernatantin dogrudan enjeksiyonu ile ayrim ve tayin
gerceklesmistir’®. Cooper ve arkadaslari, Efedrin, Psddoefedrin ve
Kafein’in  plazmadan tayini amaciyla bir LC-MS/MS ydntemi
gelistirmiglerdir, yontemin basit bir 6n ekstraksiyon basamaginin olmasi ve
¢ok az numune hacmiyle bile tayinin gerceklestirilebilmesi gibi
avantajlariyla toksikolojik calismalarda kullanilabilecegi belirtilmistir”. Wu
ve arkadasglari, gelistirdikleri LC-ESI-MS/MS yoéntemi ile, 17 alkaloidin
insan kan ve gastrik sividan tayinini gergeklestirmigler, numuneler borik
asitle karistirilip, ardindan kloroform ile ekstraksiyon yapilmis, Efedrin’in

de dahil oldugu analitler tayin edilmistir®.

Spyridaki ve arkadaslari, Efedrin, Ps6doefedrin, Norefedrin,
Norpsddoefedrin ve Metilefedrin’in idrardan ayrimi  amaciyla, idrar
numunelerinin ekstraksiyonunun bazik ortamda yapilidigi, GC-MS ydntemi
gelistirmislerdir’®. Wang ve arkadaslari, Efedrin tiirevi olan, yapisal olarak
birbirine ¢ok yakin sekiz bilesigin ayrimini kiral tlrevlendirmeli gaz

kromatografi-kiitle spektrometrisi (GC-MS) ile gergeklestirmislerdir®.
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2.5.2.2. Elektroforetik Yontemler

Efedrin, Metilefedrin ve Psddoefedrin’in ayrim ve tayini

amaciyla, elektrokemiluminesans dedektorli CE yontemi gelistirilmistir.
Optimum kosullarda ayrim ve tayin, her U¢ alkaloit i¢in de basarilmigstir.
Efedrin, Metilefedrin ve Psddoefedrin i¢in bulunan LOD degerleri sirasiyla
4.0x10°%, 6.5x10°%, 4.6x10® mol.L™ ve LOQ degerleri 5.3x107, 9.1x107,
6.9x10”7 mol .L* ‘dir. Yontem, geleneksel ilaclar ve insan idrarinda basaril

bir sekilde uygulanmigtir®*,

Biyolojik numunelerden Efedrin ve Psodoefedrin’in tayini
amaciyla bir CE ydntemi kullaniimistir. Numuneler enjeksiyon oncesi
once, monolitik molekuler imprint polimer fiberli ekstraksiyon isleminden
gegirilmigtir. Molekuler imprint polimer igin Efedrin sablon olarak
kullanilmig, bu durum analitlere secici ve duyarli bir sistem olmasini
saglamistir. LOD degerleri Efedrin icin, 0.00096 g.mL™, Psédoefedrin icin,
0.0011 g.mL™dir*.

Efedrin tayini ve iligkili oldugu proteinlerin bagdlanma
bolgelerini saptayabilmek amaciyla bir kolon sonu elektrokemiliminesans
dedektorli CE  sistemi  geligtirilmistir.  Tris(2,2-bipiridil)rutenyum(ll)
kullanilan dedektor sistemi Efedrin icin bu calisma ile ilk kez denenmistir.
Yontem insan idrarina da basarili bir sekilde uygulanmis ve LOD degeri

4.5x10° g.mL™ olarak bulunmustur®®.

Liu ve ekibi, Efedrin  ve Psbddoefedrin icin
elektrokemiliminesans dedektorli bir CE gelistirmistir. LOD degerleri
Efedrin icin 4.5x10® mol.L™* ve Psddoefedrin icin 5.2x10® mol.L™* olarak
bulunmustur. Yontem insan idrari ve nazal damlalarda basarili bir sekilde

uygulanmistir®.
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Efedrin’i de igeren yedi stimulan ve narkotik bilesigin tayini
amaciyla basit, hizli ve duyarli bir CE-ESI-MS yodntemi gelistirilmistir.
Yontemde, 20 mmol L, pH 9.0 amonyum asetat tamponu elektrolit ¢ozeltisi
olarak kullaniimig ve ayirma voltaji 22 kV olarak ayarlanmistir. Yedi bilesik
bu sartlar altinda, 4.6 dakika iginde ayrilmistir. Genel olarak 0.40-1.0

ng.mL* araliginda LOD degerleri elde edilmistir®.

Alshana ve grubu, 6n basamak olarak Ultrasonik Destekli
Emulsiyon Mikro Ekstraksiyon (USAEME) kullanarak, Efedrin, Norefedrin
ve Psddoefedrin’in tayin edildigi bir CE yontemi gelistirmiglerdir. Herhangi
bir 6n islem uygulanmamis kapiler zon elektroforez sonugclariyla
kiyaslandiginda, emdllsiyon mikroekstraksiyon ile 1750, sivi-sivi

mikroekstraksiyon ile 140 kat duyarlilik artisi gézlenmistir.

Mateus-Avois ve ¢alisma grubu, Efedrin ve tlrevi alkaloitler
icin herhangi bir 6n ekstraksiyon basamag@i kullanmaksizin, optimizasyon
basamagi deneysel dizayn ile kemometrik olarak yapilmig, bir Kapiler Zon
Elektroforez (CZE)-UV yoéntemi gelistirmislerdir. En basarili sonuglar, 260
mM pH 3.5 Tris fosfat tamponu ile 13.3 mM dimetil-B-siklodekstrin
varhiginda elde edilmistir. Sicaklik olarak 25°C ve uygulanan voltaj olarak
da 30 kV segcilmigtir. Optimum kosullarda, ayrim 6 dakika igerisinde

basaril bir sekilde saglanmistir®’.

Fang ve arkadaslari, Efedrin tGrevlerinin idrardan tayini igin
fiber headspace kati-faz mikroekstraksiyonunu takip eden bir CE yontemi
gelistirmiglerdir. Kati faz mikroekstraksiyonunda kullanilan fiber
ekstraksiyonda sabit faz olarak kullanilmis ve diger ticari poli(dimetil) ve
poli(akrilat) kaplanmis liflerle karsilastirildiginda Efedrin ve tdrevleri icin
oldukga yuksek bir ekstraksiyon verimi elde edilmistir. Alan Glglendirilmis
Numune Enjeksiyonu (FASI) ile de duyarlilikta iki kat artis saglanmis ve

bunlarin sonucunda Efedrin icin LOQ degeri 3 ng.mL™ bulunmustur..
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Dong ve arkadaslari, Psodoefedrin ve Efedrin tayini
amaciyla 6n tdrevlendirmeli susuz ortam CE yontemi gelistirmiglerdir.
Tarevlendirme igin  4-kloro-7-nitrobenzo-2-oksa-1, 3-Diazol kullaniimis ve
turevlendirme offline modda yapilmigtir. Optimizasyonlar sonucunda
turevlendirme tamponu olarak 40 mM amonyum asetat ve %20 asetonitril,
¢alisma tamponu olarak 80 mM amonyum asetat ve %3 asetik asitten
olusan sistemlerin uygun oldugu bulunmustur. Efedrin i¢in dogrusal aralik
1.23 mg.L™, korelasyon katsayisi 0.9970, LOD ise 0.014 mg.L™ olarak

bulunmustur. Dort ayri farmasotik preparattan yapilan geri kazanim

calismasinda ise geri kazanim %93.9 olarak bulunmustur®.

Zhang ve arkadaslari, Efedrin ve amfetamin tirevi ilaglarin
tayini icin kolon oncesi turevlendirme yapilan ve lazer kaynakli floresans
(LIF) dedektor kullanilan yeni bir CE ydntemi gelistirmisler ve Efedrin’in de
dahil oldugu alti ilacin miktar tayinlerini gergeklestirmiglerdir. Floresein
izotiyosiyanat ile turevlendirme basamagini takiben alti bilesik ve internal
standart kapiler elektroforez sisteminde kolaylikla ayrilmistir. Mobil faz
olarak 20 mM Borat tamponu (pH 12) kullaniimig, enjeksiyon basing
modunda yapilmis ve 25 kV/ 25°C voltaj uygulanmistir. Analiz suresi 20
dakikadir ve yoéntem validasyonu yapilmistir. idrar ve kanda LOD
degerleri 0.2 ng.mL?, dogrusal calisma araligi 0.5-100 ng.mL™

bulunmustur®.

Xie ve arkadaslari Efedrin ve Pso6doefedrin igin segici ve
duyarh bir MEKC-LIF ydntemi gelistirmigler ve tirevlendirme amaci ile 4-
kloro-7-nitrobenzo-2-oksa-1,3-diazol kullanmiglardir. Ayrim, 16 mM SDS
iceren 10mM sodyumborat kullanilarak gerceklestirilmistir. Efedrin icin
korelasyon katsayisi 0.9943, LOD 0.70 ng.mL™? bulunmustur. Yéntem bu
iki bilesigin farmasotik preparatlarda analizi igin kullaniimis ve %geri

kazanim degerleri %98.3-107.1 araliginda bulunmustur®®.
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2.5.3. Norefedrin
2.5.3.1.Kromatografik Yontemler

Rind ve arkadaslari, 4-dimetilaminobenzaldehit ile ©n
tirevlendirme yaparak, farkli farmasotik preparatlardan HPLC ile
Norefedrin tayinini gerceklestirmislerdir’’>. Ch’afer-Peric’as ve grubu,
Norefedrin’in de dahil oldugu primer amfetaminlerin analizini yapmak
amaciyla, kiral turevlendirme ve kati-faz ekstraksiyonu kombinasyonlu bir
sivi kromatografi ydntemi gelistirmislerdir®. Abbasi ve calisma arkadaslari,
Norefedrin’in farmasoétik preparatlardan tayini amaciyla, kapiler gaz
kromatografi yontemi gelistirmiglerdir. FID dedektoru kullanilan sisteme,

trifloroasetilaseton ile tiireviendirilmis analit verilmis ve tayin edilmistir>.

2.5.3.2. Elektroforetik Yontemler

Kokiashvili ve arkadaslari, Deksamfetamin ve Norefedrin’in
de dahil oldugu impdritelerin ayrim ve tayininde kiral ayirici olarak
Heptakis-(2,3-di-O-asetil-6-O-sulfo)-B-siklodekstrin ~ kullanildigi  bir CE
yontemi 6nermislerdir. Ayrim 20°C’de, 25 kV voltaj uygulanarak yapilmis
ve elektrolit cozeltisi olarak 10 mg.mL™ siklodekstrin iceren 0.1 M sodyum

fosfat tampon ¢ozeltisi kullanilmistir™.

Buiarelli ve calisma arkadaslari, farmasoétik preparatlarda
bulunan etken maddelerin tayini amaciyla, hizli ve dogru bir MEKC
yontemi gelistirmiglerdir. Asetaminofen, Salisilamit, Kafein, Fenilefrin,
Psodoefedrin, Norefedrin ve Klorfeniramin’in ayrimi, 30 mM sodyum
dodesil sulfat iceren Tris-borat (20 mM, pH 8.5) tampon ¢ozeltili elektrolit
cOzeltisi ile gergeklesmistir. Tayin 214 nm dalga boyunda yapilmigtir ve
voltaj 10 kV'dur. Yontem, bu etken maddeleri iceren preparatlara da

basariyla uygulanmis ve validasyon calismasi yapilmistir®.
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2.6. Kapiler Elektroforez

Elektroforez, dogru akimin uygulandigi bir tampon c¢ozeltide
yuklu taneciklerin farkli go¢ hizlarina dayanan bir ayirma yontemidir.
Kapiler elektroforez (CE) bir kapiler tipte gerceklestirilir ve hem buyuk
hem de kuguk molekullerin analizi icin etkili bir ayirma teknigidir. Kapiler
elektroforez, uygulanan bir voltaj ile, iyonlar elektroforetik mobilitelerine
gbre ayiran bir tekniktir. Elektroforetik mobilite, molekulin yukine,
viskoziteye ve molekilin buayuklugune baghdir. Analitin hareket hizi,
uygulanan elektriksel alanla direkt olarak orantilidir, elektriksel alan
arttikca mobilite de artar. Uygulanan bir elektriksel alanda, pozitif yuklu
katyonlar, negatif elektroda (katod) dogru go¢ ederler. Negatif yuklu
anyonlar ise aksi yonde ilerler ve pozitif elektroda (anod) dogru gog¢
ederler. Go6¢ hizi genel olarak yuk-kitle oranina bagl olarak farklilik
gosterir. Ayni yuke sahip daha kiglk iyon blyuk olana oranla daha hizli
hareket ederken, ayni boyuta sahip daha ylksek ylke sahip iyon daha
dusuk ylke sahip olana gore daha hizli go¢ edecektir. Bu durumda ayni
boyutta olan tek ve cift yuklU iyonlar karsilastirildiginda, cift yakla iyon
daha hizli gé¢ hizina sahip olacaktir. Notr molekiller ise, elektrik alandan
etkilenmezler. Elektrik alan altinda, tampon c¢ozelti elektroozmotik akis
nedeniyle hareket kazanir. Tamponun kazandigi bu elektroozmotik akis
nedeniyle, tamponda ¢dzunen ndtral turlerin de dahil oldugu tum bilesikler
negatif elektroda dogru tasinirlar. Kapiler elektroforezde, kapilerin ince
olmasi, yuzey hacim oranini buyuk oranda artirir, bu da yuksek voltalarda

olusabilecek asiri 1Isinmayi énler®’.

2.6.1. Kapiler Elektroforez Modlari

Kapiler elektroforez modlari Tablo 1’de gd&sterilmistir

57,58

Calismamizda bu modlardan, Tabloda son sirada yer alan Miseller
Elektrokinetik Kromatografi ve Mikroemdilsiyon Elektrokinetik Kromatografi

kullanilmig ve bu yontemlerle ilgili genel bilgilere yer verilmigtir.
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Tablo 1. Kapiler Elektroforez modlari

Kapiler elektroforez modu

ingilizcesi ve Kisaltilmig ismi

Kapiler Zon Elektroforez

Capillary Zone Electrophoresis- CZE

Kapiler izotakoforez

Capillary isotachophoresis-CITP

Kapiler izoelektrik Odaklama

Capillary Isoelectric Focusing-CIEF

Kapiler Jel Elektroforez

Capillary Gel Electrophoresis-CGE

Susuz Ortam Kapiler

Elektroforez

Nanoqueous Capillary
Electrophoresis-NACE

Afinite Kapiler Elektroforez

Affinity Capillary Electrophoresis-ACE

Kapiler Elektrokromatografi

Capillary
CEC

Electrochromatography-

Mikrogip Kapiler Elektroforez

Microchip-Based CE

Basinc¢l Kapiler

Elektrokromatografi

Pressurized Capillary

Electrochomatography-pCEC

immunoafinite Kapiler

Elektroforez

Imunoaffinity Capillary

Electrophoresis-IACE

Nano Kapiler Elektroforez

Nano Capillary Electrophoresis-NCE

Mikrolikit Kapiler Elektroforez

Microfluidic Capillary Electrophoresis-
MFCE

Kapiler Elektrokinetik
Kromatografi

1)Miseller Elektrokinetik
Kromatografi
2)Mikroemiilsiyon

Elektrokinetik Kromatografi

Capillary Electrokinetic
Chromatography- CEKC
1)Micellar Electrokinetic
Chromatography-MEKC
2)Microemulsion Electrokinetic
Chromatography-MEEKC
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2.6.1.1 Kapiler Elektrokinetik Kromatografi (CEKC)

Elektrokinetik kromatografi yontemleri, teknik olarak CZE’in,
kromatografi prensibi ile kombine edilmesi seklinde tanimlanabilir. MEKC

ve MEEKC olmak Uzere iki alt baglikta incelenir.

2.6.1.1.1. Misel Elektrokinetik Kromatografi (MEKC)

CE, maliyet, kuiguk ornek hacmi ve hizli analiz suresi gibi

avantajlara sahip, yuklu bilegiklerin, bir elektrik alan altinda ayriminin
saglandigi bir yontemdir. CE’nin yalnizca yukli analitler i¢in uygun olma
dezavantaji, MEKC tekniginin gelistiriimesi ile duzeltilmistir. Analit
molekulleri, misel olusturucu maddelere nufuz ederek, nétr haldeyken, net
bir yike sahip olmaya baslar ve bu sayede, elektrik alan etkisi ile hareket
edebilir. Buradaki analitin gé¢ hizi, ne kadarinin misele nufuz ettigine bagli
olarak degisiklik gdsterir. MEKC’in ayrilma ilkesinin kromatografiyle
benzerligi burada ortaya c¢ikar ve sabit faz olarak kapiler i¢ yluzeyi degil,
misel olusturucu bilesikler kullanilir. Bu nedenle, misel olusturucu yuzey
aktif maddeler, MEKC yontemlerinde psddo-sabit faz (PS) olarak
adlandirihr*®. Mobil faz ise, misel yapisini gevreleyen sulu (tampon ¢ozelti)

fazdir.

Yuzey aktif maddeler (surfaktanlar), suda veya sulu bir ¢ozeltide
¢6zindigunde yuzey gerilimini etkileyen (cogunlukla azaltan) kimyasal
bilesiklerdir. Ylzey aktif maddeler ayni zamanda iki faz arasindaki
yuzeylerarasi gerilimi de etkiler. Ylzey aktif maddeler hem hidrofobik hem
de hidrofilik karakterde olan molekullerdir. Ylizey aktif maddeler, Sekil 8'de
goraldagu gibi, bas (hidrofilik) ve kuyruk bolima (lipofilik) olmak UGzere iki
bolimden olugsur. Bu iki bdlgenin kimyasal yapilarina bakilarak bu

bilesiklerin siniflandirmasi yapilir. Buna gore;
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-Kuyruk kismi; Hidrokarbon zinciri, Alkil eter zinciri, Florokarbon zinciri
Siloksan zinciri seklinde olabilir.
-Bas kismi, yuk durumuna bagli olarak siniflandirilir;
iyonik yiizey aktif maddeler, net bir yiike sahip olan bilesiklerdir.
Anyonik: Negatif yike sahip olan bilesiklerdir. Ornek: Sodyum
dodesil sulfat (SDS)
Katyonik: Pozitif yiike sahip bilesiklerdir. Ornek: Tetradesil trimetil
amonyum bromur (TTAB)
Amfoterik(Zwitteriyonik): Biri anyon, digeri katyon iki gruptan olusur.
Ornek: Dodesil betain
Non-iyonik yuzey aktif maddeler: Yapilarinda herhangi bir yukli grup
tagimayan turlerdir. Ornek: Dodesil eter (Brij 35)
Ayrica, makromolekuler yuzey aktif maddeler de kullanilr.

Ornek: butil akrilat-butil metakrilat-metakrilik asit kopolimerleri (BMMA)>°.

Hidrofilik bas kuism Hidrofobik kuyruk kism

. . . ~_ o (a)
R - FA .
P
Qr e e o w

@/"“v"“v"‘\f"\a" ®
@’/ﬂ\‘/’ NP N

Sekil 8. Yiizey Aktif Maddelerin Genel Yapisi
a)Non iyonik b)Anyonik c¢)Katyonik d)Amfoterik

Yizey aktif maddelerin konsantrasyonlari dnemlidir. Bunun
nedeni, kritk misel konsantrasyonu (CMC) olarak isimlendirilen
konsantrasyon limitidir. Bu limitin Uzerindeki konsantrasyonlarda, yuzey
aktif molekduller biraraya gelerek misel olusumunu saglamaktadir. Miseller,
monomerik halleri ve biraraya gelmis halleri arasinda ¢ok hizli bir denge
kurduklari igin, oldukga dinamik yapilar olarak tanimlanabilirler.
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MEKC tekniginin ayirma prensibi Sekil 9'da gosterilmektedir.
Yontemde iyonik yuzey aktif madde konsantrasyonu, kritik misel
konsantrasyonundan (CMC) yuksek olacak sekilde hazirlanan bir BGE
cOzeltisi kullaniimaktadir. Ylzey aktif madde bu konsantrasyonda misel
olusturacak ve analit molekulleri, misel fazi ve tampon fazi (sulu faz)
arasinda bir dagihm gosterecektir. Elektrik akimi altinda, iyonik misel,
kendi yukunun aksi olan elektroda dogru go¢ eder. Bu durumu SDS
Uzerinden orneklersek, SDS’nin olusturdugu misel anoda dogru
elektroforetik etki ile go¢ ederken, EOF (Electroosmotic flow-EOF), misel
gbg¢undn yaninda daha kuvvetli bir gli¢ oldugu igin, misel katoda dogru
daha dusuk bir hizda go¢ etmeye baslayacaktir. Su, ¢dzinen analit ve
misel go¢ hareketleri incelendiginde, Sekil 10 A’da goéruldugu gibi
kapilerden ilk olarak su, ikinci olarak analit, en son olarak da misel ¢ikar.
Sekil 10 B'de ise elektroferogram verilmistir. Buradaki migrasyon, ideal
kosullarda misel ve sulu fazda dagilmis analit icin gdsterilmistir. Suyun
migrasyonu direkt olarak uygulanan voltaja bagh olusan EOF ile
baglantihidir. Misel gé¢ hizi, EOF ve kendi elektroforetik hizina baghdir,

notral bir analitin go¢ hizi ise, ikisinin arasinda yer alir®®.

o~ Yiizey aktif madde [ > Elektroozmotik alas

Bl Analit N icopin elektroforetik hareketi

Sekil 9. MEKC Yonteminin Ayirma Prensibi
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Sekil 10. MEKC’de Su, Analit ve Miselin Go¢ Siralamasi ve $Sematik Elektroforegram

2.6.1.1.2. Mikroemilsiyon Elektrokinetik Kromatografi (MEEKC)
Mikroemulsiyon  elektrokinetik  kromatografi (MEEKC),

elektroforetik ve kromatografik etkilesimleri biraraya getiren bir bagska CE
modudur. Bu etkilesimlerin biraraya gelmesi, hem yUkli hem de nétral
bilesikler icin, yuksek verimli ayrim ve ¢ok genis bir analit yelpazesi
anlamindadir. Mikroemulsiyon vyapilar bir ayirma ortami olarak
kullanilmakta, karigmadigi bir sivi ortamda dagilarak nano boyutlu
damlaciklar olusturmaktadir. Mikroemdulsiyonlar, su i¢inde organik (O/W)
veya organik iginde su (W/O) fazi seklinde olusturulabilmektedir.
Mikroemulsiyon damlaciklari, etraflarini saran ylzey aktif maddeler ile
stabilize olup, O/W sistemlerde yapiya bakildiginda, ylzey aktif maddenin
kuyruk bdlgesinin organik damlaciginin igerisinde oldugu, bas boélgesinin
ise sulu fazda kaldigi gorulmektedir. Ylzey aktif madde, burada iki faz
arasindaki yuzey gerilimini azaltmak igin kullaniimakta olup, en siklikla
kullanilan yuzey aktif madde SDS (Sodyum Dodesil Silfat)’dir. Ko-
surfaktan adi verilen ve ylzey geriliminin azaltiimasinda yardimci olan,
cogunlukla kisa zincirli alkol tlrevleri de mikroemdlsiyon sistemini
olusturabilmek amaciyla eklenir. Ko-slrfaktanin bir diger dnemli gérevi de,
yuzey aktif maddenin yudkli bas kisimlarinin arasina yerleserek
olusabilecek inter-molekiler kuvvetleri de azaltmaktadir (Sekil 11). W/O
sisteminde ise, su damlaciklari bir organik faz ile ¢evrelenmis,
mikroemulsiyon sisteminde yine ayni bilesenler kullaniimistir. O/W
sistemleri daha ¢ok tercih edilen sistemlerdir.
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Sekil 11. Yiizey Aktif Madde ile Gevrili Organik Damlacigin Sematik Gésterimi

Mikroemulsiyonlar, optik agidan berrak sistemlerdir; ¢lnki
damlaciklarin boyutu 10 nm’den daha kuguktir. Bu durumda isik sagilimi
olmaz ve 190 nm gibi duslk dalga boylarinda tayin gergeklestirilebilir ve
zayif kromofor tlrt maddelerin tayini yapilabilir. Ayrica, elektrolit ¢ozeltisi
olarak mikroemulsiyonlarin kullanimi,  segcicilik agisindan da, CZE'ye
kiyasla ¢ok daha iyidir. Hem hidrofobik hem de hidrofilik analitlerin
¢dzlinmesi acisindan, numune hazirlama ¢ok daha basittir. Sulu fazda ise,
eklenen modifiye edici, asit veya tampon gibi ¢ozeltiler ile pH ve EOF
kontrol altina alinabilir. iyon cifti reaktifleri, siklodekstrinler ve diger organik

bilesiklerle de ayirma kosullari optimize edilebilir.

MEEKC'in ayirma mekanizmasi yine kromatografik
etkilesimlerden yararlanarak gercgeklesir. Sistemde yine analitin iki ayri
fazda (su ve organik faz) dagihmi saglanmistir. Suda ¢é6ziinmeyen turler,
organik fazda ¢o6zinmeyi tercih ederken, ¢ézlnen tlrler su fazini tercih
edeceklerdir. Notral analitlerin dagilimi ise, ¢ozelti ortamindaki dagiima
katsayilarina goére degisiklik gosterir. Ayrim, analit molekulinin boyutu,
yuki ve hidrofobikligine gére degisiklik gdsterir. Sulu fazin pH’1 da ayrim
Uzerine oldukga etkili olan bir parametredir. Borat tamponlari gibi yuksek
pH’li tamponlarin kullanimi ile birlikte pozitif voltaj uygulanmasi, kapiler
icerisinde, katoda dogru yuksek bir EOF olugsmasini saglar. SDS gibi
anyonik bir ylzey aktif maddenin varli§i ile olusturulan mikroemulsiyon
damlaciklari ise, anoda dogru gé¢ etme egilimindedir. EOF daha kuvvetli
oldugu icin, hepsini katoda dogru stpurecektir (Sekil 12).
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* Damlacik = DS

Sekil 12. MEEKC Yénteminin Ayirma Prensibi

Bu sistemde, suda ¢6zunurligu yuksek olan ve nétral olan
bir analit, neredeyse tamamen suda kalacak ve kapasite faktoru
neredeyse sifir olacaktir. Buna karsilik, suda neredeyse hi¢ ¢éziinmeyen
dodesilbenzen gibi bir bilesigin ¢ézunurligu organik fazinda olacak ve ¢ok

yiiksek bir kapasite faktor ile sistemde tutulacaktir®,

Mikroemulsiyonu  olustururken  kullanilan  bilesenlerin
Ozellikleri, sonucgta elde edilen sistem ozelliklerini belilemektedir. Hangi
yuzey aktif maddenin kullanilacagi, organik damlacidinin yuki ve
blyUkIGgundn belirlenmesi agisindan énemlidir. Ayrica EOF gucl ve yonu
acisindan da énemlidir. En énemlisi, hedef analit agisindan, uygun yltzey
aktif maddeye karar verilmesidir. Miktarca ylUksek oranda ylzey aktif
madde kullanimi, yluzey gerilimini azaltacagi igin, daha stabil

mikroemulsiyonlarin olugsmasina da olanak tanir.

Baska bir 6nemli parametre de pHtr. pH analitin
¢ozinmesini ve olusacak EOF'’yi etkileyecedi icin, secicilik agisindan
onemlidir. Cogunlukla kullanilan tampon coézeltiler bazik pH araliginda
secilir. Bu araliktaki pH EOF’un yiksek olmasini saglar. Ayrica iyonize
olabilen turler bu aralikta iyonlagir, 6zellikle bazik karakterde olan ilag

bilesikleri icin bu aralik gok uygundur.
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Organik faz olarak kullanilacak bilesigin segimi tekrarlanabilir
mikroemulsiyon olusumlarina bagh olarak yapilir. En ¢ok tercih edilen
bilesikler, hegzan, heptan ve oktan gibi solvanlar olup, secicilik ve
migrasyon suresi agisindan bir farklik gostermezler. Etil asetat gibi dusuk
yuzey gerilimi gosteren bilesikler, analiz suresinin daha kisa olmasini
saglarlar ve daha az yuzey aktif maddenin varlhdi ile su-organik fazlar
arasinda bir kopru olusumunu mumkuin kilarlar. Ayrica hizli ve etkili bir
rezolisyon saglarlar. Konsantrasyonlarinin ayirma Uzerine direkt olarak

bir etkileri yoktur®?.

Butan-1-ol, ko-surfaktan olarak en ¢ok tercih edilen bilesiktir.
Ko-surfaktanlar, mikroemulsiyon olugsumlarinin en onemli
bilesenlerindendir. Ko-surfaktanin ortamdaki miktarinin segicilige bir etkisi
yoktur; fakat ylksek miktarlardaki kullanimi suda ¢ézinmeyen bilegiklerin
g6¢ zamanlarinin azalmasini saglar. Ayrica, ko-surfaktan konsantrasyonu,
¢cozeltinin  viskozitesini ve EOF hizini etkiler. Olusan karsi faz
damlaciklarinin boyutlari ise, ko-surfaktan artisiyla artmakta, ayrica,

damlacik ylzeyinin yuku de, ko-surfaktan miktari ile degismektedir.

Tampon ¢oOzeltinin  konsantrasyonu ve hangi tampon
¢ozeltinin kullanilacadi ise, EOF olusumunu ve hizini ayrica kapiler iginde
olusacak akimi etkilemektedir. MEEKC ydnteminde, ¢ogunlukla disik
iyonik siddette (5-10 mM) borat ve fosfat tampon c¢ozeltileri tercih
edilmektedir. Bu tur cozeltilerin kullanimi, kapiler i¢cinde dislik akim
olusmasini ve ylksek hizda EOF olugsmasini saglamaktadir. Ylksek
derisimdeki tampon c¢ozeltiler, EOF’u baskilamakta, ayrica uygulanan
voltajl sinirlayabilecek kadar yuksek akimlarin olugmasina neden

olmaktadir. Tampon c¢oézeltilerin derisimi maksimum, 100 mM olmalidir.
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Numune ve standartlarin hazirlanmasinda da dikkat edilmesi
gereken noktalar vardir. Numune ¢ozeltileri hazirlanan mikroemulsiyon
¢Ozeltisi igerisinde; yani BGE igerisinde hazirlanmalidir, aksi halde ayirma
verimliligi diisecektir®®. Ornegin, yapilan bir galismada, numune metanolde
ve mikroemulsiyon ¢ozeltisinde ¢ozllerek sisteme verilmis, 6zellikle uzun
enjeksiyon surelerinde, metanolli ¢ozeltide cok zayif ayirma gucu elde

edilebilmistir®.

Sicaklik ile ilgili yapilan g¢alismalarda, sonuglarin sicaklikla
baglantili olarak degismedigi, yalnizca analit ¢oézunurligun etkilendigi, bu
durumun da elektroforetik mobilite Gzerine etkili oldugu bulunmustur.
Sonugta, MEEKC, cok genis bir analit yelpazesine sahip olup, suda
¢6zlnen-¢gozinmeyen, yukli ve ndétral turler igin oldukga etkin bir ayirma

yontemidir.

2.6.2. On-line (Hat listii) Onzenginlestirme Teknikleri

CE vyontemlerinin birgok analit tart icin ylksek ayirma
glcune sahip olmak gibi bir avantajinin yaninda, duyarlilik gibi cok énemli
bir dezavantaji oldugu bilinmektedir. HPLC ile kiyaslandiginda LOD
degerleri 10-100 kat daha yuksektir ve bu durum enjeksiyon suresi,
dolayisiyla enjeksiyon hacminin kiglik olmasi ve optik yolun kisa
olmasindan kaynaklanir. On-line dnzenginlestirme teknikleri olan, istifleme
(stacking) ve supurme (sweeping) teknikleri, benzer sekilde, BGE ¢ozeltisi
icerisinde ylUzey aktif madde bulundurulan ve misel olusumunu baz alan
MEKC’de kullanildiginda, duyarhlik problemi blyluk oranda azaltilmistir.
Daha 6nce de tanimlandidi gibi, burada olusan misel, kromatografik bir

sistemin sabit fazi gibi davranarak, psdédo-sabit (PS) faz olarak adlandirilir.
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2.6.2.1. Istifleme (Stacking) Yéntemi
istifleme yontemi ilk olarak, yUkli bilesiklerin CZE’de ayrimi

amaciyla kullaniimistir. CZE’de, istiffeme teknigi Sekil 13 a’da sematik
olarak gosterilmigtir. Yontem, daha sonralari MEKC’de kullaniimaya
baslanmig ve yontemin duyarlilik agisindan daha iyi bir noktaya
getirilmesini, ayrica noétral turlerin de ayriminin yapiimasi saglanmistir.
Sekil 13 b’de gosterildigi gibi, nétral turlere daha iyi bir elektroforetik
mobilite vermek Uzere ortamda yUklU bir PS faz olusturulmustur. Analit
¢Ozeltisi, ortamdan daha dusik bir iletkenlige sahip olacak sekilde
hazirlanmis ve kapilere enjekte edilmistir. Miseller, katodik ugtan anodik
uca dogru ilerleyerek, analitlerin taginmasini saglamis ve numune fazi ile
PS fazi arasinda, bir istiffeme bdlgesi olusturmuslardir. PS bolge, elektrik
alan acisindan dusuk bir bdlgedir. Analit molekdllerini tasiyan miseller
yuksek elektrik alana sahip numune fazindan PS fazina gegerken sabit
kalirlar ve burada bir istifleme bolgesi olustururlar. Misellerin dedektore
dogru tasinmasi EOF ile gerceklesmistir; ¢unki EOF hizi, misellerin
elektroforetik mobilitelerinden ¢ok daha yiksektir. Istifieme ile
onzenginlestirmenin orani, kromatografide oldugu gibi dagiima sabitine
bagli olarak artmakta veya azalmaktadir. Buna gdre Onzenginlestirme
faktord (v), v= Cgce/Cs iligkisinden hesaplanabilir. Burada Cggg, analitin

BGE’deki konsantrasyonu, Cs, ¢6zeltideki analit konsantrasyonudur.
istifleme bilgesi

A CZE i
S5

@ Numune Bileesi ;$ Tampon Bilgesj
b&— S-ad

diisiik iletkenlik D> _grcer :
vilksek iletkenlik ¢ M .
- @—P $—' iletkenlik

Tampon Bilgesi

istifleme bilzesi

B M EKCj l EOF *= Misellerin y&ni

l'illnlpuln+_\lisel %%_g% Numune Béleesi R TEIIIPuIn+1[isel
Bilgesi | Bilgesi

of o 2y |
Tl ?.% """’5% [ a8
®] - : - : Lg | o @
g?%,,. - ._»§£‘. -}
g™ Ha |

E[ Elektrik Alan Kuvveti

Sekil 13. istifleme Yénteminin Sematik Gosterimi (a) CZE (b) MEKC
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2.6.2.2. Supurme (Sweeping) Yontemi

Supurme tekniginde analit, PS (Psodo sabit faz) tarafindan
alinir ve konsantre hale getirilir. Numune bdlgesi PS'den yoksundur ve
analiti yapisi igerisine alan PS yapilar, numune bdlgesine niufuz ederler.
Burada ortama eklenen organik ¢ézuculerle veya degistirilen ortam pH'i ile
g6¢ hizi, EOF’den bagimsiz olup, yontem hem yUkli hem de yuksuz
bilesikler icin uygun bir tekniktir. Asidik ortamda yapilan stpurme iglemi,
Sekil 14’de gosterilmigtir. Analitler, iletkenlik agisindan BGE’ye benzeyen;
fakat iceriginde PS bulunmayan bir ¢ozeltide hazirlanmis ve kapilere
katodik uctan olacak sekilde, basing enjeksiyon yolu ile verilmistir. ikinci
basamakta gorulduigu gibi, giris vialinde BGE varken, negatif polaritede
voltaj uygulanmis ve PS’lerin kapilere girisi ve analitleri sUpUrmesi
saglanmistir.  Sonuncu basamakta ise, analitter PS ile tumuyle
stpurulmas, MEKC yonteminde ters migrasyon modu uygulanarak ayirma

saglanmistir®®.

Devktiir

A S BGS

supurilen analitler PS Boslugu

B @[' S BGS s>

} ' anyonik PS bolgesi

C @ BGS I BGS @

tamamen stpiirilmiis
analitler

Sekil 14. Siipiirme Yonteminin Sematik Gosterimi
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3. GEREG VE YONTEM

3.1. GEREC

3.1.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Guafenezin

Efedrin

Norefedrin

Metil paraben

Propil paraben
Sodyum tetraborat
Sodyum hidroksit (Pellet)
Sodyum dodesil sulfat
Asetonitril

Etil asetat

Butan-1-ol

Metanol

Brodil® surup*

(Sanovel ilag San. ve Tic. A.S.)

(TMO Genel Miidirligi)

(TMO Genel Mudurligu)

(Abdi ibrahim ilagc Sanayii ve Tic. A.S.)

(Abdi ibrahim ilagc Sanayii ve Tic. A.S.)

(Riedel-de Haén)
(Merck)

(JT Baker)

(Sigma Aldrich)
(Merck)

(Carlo Erbo Reagent)

(Sigma Aldrich)

(Sanovel ilag San. ve Tic. A.S.)

*5 cc Surup, 6.66 mg Efedrin, 100.0 mg Guafenezin ve gliserin, sorbitol, (%70), vanilin,
metil paraben, propil paraben, sodyum sakkarin, sodyum siklamat, ponceau 4R, alkol,

kiraz ve ahududu aromalari igerir.
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3.1.2. Kullanilan Cihazlar

Kapiler Elektroforez

UV Spektrofotomete

Dijital pH-Metre

Hassas Terazi,

Ultrasonik Banyo

Deiyonize Su Cihazi

Santrifuj

Manyetik Karistirici

Otomatik Pipet

(HP-3D Agilent Technologies, ABD)

(Shimadzu, Japonya)

(Thermo, ABD)

(Shimadzu, Japonya)

(JP Selecta, ispanya)

(Millipore Milli-Q Lab Water System,

Almanya)

(NUve, Turkiye)

(NUve, Turkiye)

(Socorex, isvigre)
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3.2. YONTEM

3.2.1. Cozeltilerin Hazirlanmasi
Efedrin (EPH), Norefedrin (NE), Guafenezin (GUA) ve Metil

paraben (MP)’in stok ¢dzeltilerinin hazirlanmasi igin, her bir maddeden 5.0

mg hassas olarak tartiimis ve 5.0 mL deiyonize su eklenerek, ultrasonik
banyoda tamamen ¢6zinme saglanmis ve deiyonize su ile 10.0 mL
hacme tamamlanmistir. Stok ¢ozeltinin son derisimi her bir madde igin 500
ug.mL™? olmustur. Kullanilacak standart cozeltiler icin, hazirlanan stok
¢cozeltiden gerekli seyreltmeler MEKC igin deiyonize su ile, MEEKC igin

elektrolit ¢ozeltisi ile yapilmistir.
NaOH ¢odzeltisi 1 M ve 0.1 M olacak sekilde hazirlanmis, 1 M
NaOH kapiler sartlandiriimasi icin kullanildigi igin, membran filtreden

(Econcdfilter, 0.2 um PTFE) gegirilerek kullanilmigtir.

MEKC yodntemindeki BGE ¢oézeltisinde kullanilan SDS stok

¢ozeltisi, 100 mM olacak sekilde, deiyonize su ile hazirlanmistir.

3.2.2. Kapilerin Sartlandiriimasi

Calismalar, 75 ym i¢ capl silika kapiler (FS Undeactivated)
kullanilarak gercgeklestirilmistir. Kapiler uzunlugu 60 cm (efektif uzunluk
54 cm) ve 30 cm (efektif uzunluk 26 cm) olacak sekilde calisiimistir. MEKC
icin ilk kullanimda kapiler sirasiyla, 30 dk 1 M NaOH, 20 dk su ve 30 dk
BGE ile yikanmigtir. Enjeksiyonlar arasi yikama ise sirasiyla, 0.5 dk 1 M
NaOH, 1 dk su ve 3 dk BGE c¢ozeltisi ile yapilmistir. MEEKC’de ise, ilk
defa kullanilan kapilerin sartlandiriimasi icin, 30 dk 1 M NaOH, 20 dk su ve
30 dk BGE ile yikama yapilmis, enjeksiyonlar arasinda yalnizca BGE ile 2
dk yikama yapilmistir.
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3.2.3. MEKC Yontemi

3.2.3.1. MEKC Yontemi Optimizasyon Calismalari

MEKC igin kullanilan BGE igin, tampon ¢ozelti olarak, sitrat
tamponu ve borat tamponu ¢oOzeltileri denenmis, basarili sonuglar borat
tamponu ile alindigi igin ¢alismalar borat tampon ile yapilmistir. Sodyum
tetraborattan 100 mM olacak sekilde hazirlanan stok c¢ozelti, istenen
tampon derisimlerine gore seyreltilmis, gerekli pH ayarlamalari 0.1 M
NaOH eklenmesiyle yapilmistir. MEKC yontem optimizasyonlarinda
kosullar, 25 mM, pH 9.5 borat tamponu icinde 30 mM SDS ve %15 ACN
ile hazirlanmis BGE kullaniimis ve 50 mBar basing, 20 s enjeksiyon suresi
uygulanmistir. Kaset sicakligi 30°C ve ayirma igin kullanilan voltaj +22
kV'dir.

Optimizasyon c¢alismalarinda oéncelikle, tampon ¢ozelti pH’si
ve derigimi incelenmistir. Bunun icin, pH degerleri 8.5; 9.5; 10 ve 11 olan
25 mM borat tampon ¢ozeltileri ile ¢alisiimistir. Borat tamponunun derisim
optimizasyonu igin, 25, 12.5 ve 5 mM ile ¢aligiimistir. Tampon ¢dzeltinin
optimizasyonu tamamlandiktan sonra, BGE ¢dzeltisinin bir diger bileseni
olan SDS ic¢in 20; 30; 35; 50; 70 ve 80 mM derisimler calisiimistir. BGE
icine eklenecek olan organik modifiye edici ajan olarak ACN kullaniimis ve
ACN miktari igin de optimizasyon yapilmigtir. Bu ¢alismada ACN miktarlari
%5, %10 ve %15 olacak sekilde taranmistir. Cihaz parametreleri de
(kapiler uzunlugu, kaset sicaklidi, enjeksiyon siresi) sirasiyla degistirilerek
uygun kosullar arastinlmistir. Analitler icin en uygun dalga boyunun
bulunabilmesi icin dalga boyu taramasi en basta vyapilarak, tim
optimizasyon c¢alismalari bulunan dalga boyunda gerceklestirilmistir.
Optimizasyon calismalarinda her bir analitin derisimi 50 pg.mL™ olacak

sekilde ayarlanmigtir.
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3.2.3.2. MEKC Yontemi Kalibrasyon Dogrularinin Eldesi

Optimizasyon c¢aligsmalari sonucu elde edilen optimum

kosullarda analitlerin kalibrasyon dogrulari olusturulmustur. Kalibrasyon
icin her bir maddenin derisimi, 2.5; 5.0; 10.0; 15.0 ve 20.0 pug.mL™ olacak
sekilde hazirlanmis ¢odzeltilerin dlgumu yapilmis, elde edilen pik alani
degerleri, derisim degerlerine kargi grafige alinarak kalibrasyon dogrulari
olusturulmustur. Dogrularinin denklemleri ve dogrusallik igin korelasyon

katsayilari hesaplanmistir.

3.2.3.3. MEKC Yontemi Validasyon Calismalari

Kullanilan analiz ydnteminin guvenilir bir sekilde analiz

edilebildigi en dusuk derigsimleri saptayabilmek amaciyla, gézlenebilme
sinirt (LOD) ve tayin sinin (LOQ) degerleri hesaplandi. Hesaplama, en
klguk kareler yontemine gore ¢izilen kalibrasyon grafiginin denklemindeki,
egim ve kesisim degerleri kullanilarak yapildi. Elde edilen kalibrasyon
denklemindeki kesisim noktasinin standart sapmasi kullanilarak asagidaki
formdaller ile hesaplama yapildi.

LOD= 3.3(SDI/S)

LOQ= 10(SD/S)

SD: Kesisim noktasinin standart sapmasi

S: Kalibrasyon denkleminin egimi

Gunicgi ve gunlerarasi tekrarlanabilirlik ¢alismasi icgin, ayni
derisimde hazirlanan standart c¢ozeltilerin ayni gun igerisinde 6 kez ve
farkli 6 gunde olgimleri yapildi. Olgimler sonucu elde edilen verilerden
ortalama, ortalamanin standart hatasi, standart sapma, % bagil standart

sapma (%RSD) ve glven arali§i degerleri hesaplandi.
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3.2.3.4. MEKC Yonteminin Farmasotik Preparata Uyqulanmasi ve Geri

Kazanim Calismalari

Farmasotik suruptan uygun hacimler alinarak, deiyonize su
ile hacimce 1/500 oraninda seyreltilmistir. Bu seyreltmeler ile son ¢ozelti
icerisindeki EPH konsantrasyonu 13.3 ug.mL™ GUA konsantrasyonu ise
200 pg.mL™* olmustur. Geri kazanim calismasi icin, numune igerisinde
bulunmayan NE disaridan ¢ozeltiye eklenmis ve diger analitlerin standart
¢ozeltileri belirli konsantrasyonlarda eklenerek 6l¢im gergeklestirilmistir. %
Geri kazanim degerleri hesaplanarak, gercek degere olan yakinlik

istatistiksel olarak test edilmisgtir.

3.2.3.5. MEKC Yontemi Sistem Uygunluk Testleri (SUT)

MEKC yonteminin  kromatografik standartlari saglayip

saglamadigini degerlendirmek amaciyla, elde edilen elektroferogram
Uzerinden, her bir analit i¢in, rezolusyon (Rs), pik genisligi, pik simetrisi

(As), sinyal/giirilti (S/N) ve tabaka sayisi (N) degerleri hesaplanmistir®.
3.2.4. MEEKC Yontemi
3.2.4.1. MEEKC Yd&ntemi Optimizasyon Calismalari

MEEKC i¢in kullanilan BGE, tampon ¢ozelti, SDS, etil asetat

ve butan-1-ol ile hazirlanmistir. Bilesenlerin miktarlari, %(a/a) cinsinden

ayarlanmistir. Genel olarak optimizasyonlara baslanirken %97.5 borat
tamponu, %0.8 SDS, %1.2 Butan-1-ol ve %5 Etil asetat olacak sekilde
hazirlanmis BGE ile, 50 mBar basin¢ kullanilarak 20 s enjeksiyon suresi
secilmistir. Ayrica kaset sicakligi 40°C ve ayirma icin kullanilan voltaj da
+15 kV olarak ayarlanmistir. Optimizasyon ¢alismalarinda, stok ¢ézeltiden

gerekli seyreltme yapilarak, 25 ug.mL™ standart ¢ozelti ile galisilmistir.
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Optimizasyon ¢alismalarinda oncelikle, tampon ¢ozelti pH ve
derisimi incelenmigtir. Bunun i¢in, pH 9.6; 10; 10.5; 11; 12; 12.5 ve 13
degerlerindeki, 10 mM Borat tamponu ile galigilmistir. Borat tamponunun
derisimi icin ise, 5; 10; 15; 20 ve 25 mM ile galgilimigtir. Tampon
¢ozeltinin mikroemulsiyon igerisindeki toplam miktari diger bilesenlerden
kalan kisim olarak dusunuldagu igin, yapilan diger optimizasyon
calismalarina gore miktari sekillenmistir. Tampon ¢dzeltinin optimizasyonu
tamamlandiktan sonra, BGE ¢0Ozeltisinin bir diger bileseni olan SDS igin
%0.4; 0.8; 1.0; 1.4 ve 1.6 oranlari g¢alisiimistir. Butan-1-ol igin yapilan
optimizasyon calismasinda ise %1.0; 1.2 ve 1.4 incelenmis ve son olarak
organik fazi olusturacak olan etil asetat optimizasyonu igin %0.3; 0.5; 0.7
ve 0.9 degerleri kullaniimistir. Cihaz parametreleri de (kaset sicakligi,
enjeksiyon suresi) sirasiyla degistirilerek uygun kosullar arastiriimistir.
Analitler igin en uygun dalga boyunun bulunabilmesi icin dalga boyu
taramasi en basta yapilarak, tum optimizasyon ¢alismalari bulunan dalga
boyunda yapilmigtir.  Analizler esnasinda her bir analitin derigimi 25

ug.mL™* olacak sekilde ayarlanmistir.

3.2.4.2. MEEKC Yontemi Kalibrasyon Dogrularinin Eldesi

Optimizasyon c¢alismalari sonucu elde edilen optimum

kosullarda analitlerin kalibrasyon dogrulari olusturulmustur. Kalibrasyon
icin her bir maddenin derisimi, 2.5; 5.0; 10.0; 15.0 ve 20.0 pg.mL™ olacak
sekilde hazirlanmig ¢oOzeltilerin  absorbanslart  pik alani cinsinden
Olgulmus, olusturulan kalibrasyon dogrularinin denklemleri ve dogrusallik

icin korelasyon katsayilari hesaplanmigtir.

3.2.4.3. MEEKC Yontemi Validasyon Calismalari

Kullanilan analiz yonteminin guvenilir bir sekilde analiz

edebildigi en dusuk derisimleri saptayabilmek amaciyla, gozlenebilme

sinir1 (LOD) ve tayin siniri (LOQ) deg@erleri hesaplandi.
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Gunigi ve gunlerarasi tekrarlanabilirlik ¢alismasi igin, ayni
derisimde hazirlanan standart ¢ozeltilerin ayni gun igerisinde 6 kez ve
farkll 6 giinde olgimleri yapildi. Olglimler sonucu elde edilen verilerden
ortalama, ortalamanin standart hatasi, standart sapma, %bagil standart

sapma (%RSD) ve guven araligi degerleri hesaplandi.

3.2.4.4. MEEKC Yonteminin Farmasotik Preparata Uygulanmasi ve Geri

Kazanim Calismalari

Farmasotik suruptan uygun hacimler alinarak, deiyonize su
ile 1/2000 olacak sekilde seyreltme yapilmistir. Bu seyreltmeler ile, son
gozelti icerisindeki EPH konsantrasyonu 3.33 pg.mL* GUA
konsantrasyonu ise 50.0 ug.mL™ olmustur. Geri kazanim galismasi igin,
numunede bulunmayan NE disaridan ¢ozeltiye eklenmistir. Ayni sekilde,
yardimci madde MP de numune c¢oOzeltisine eklenerek tayin edilmigtir.
Standart c¢oOzelti eklenerek olgim gerceklestiriimis, %geri kazanim
degerleri hesaplanarak, gercek degere olan yakinlik istatistiksel olarak test

edilmistir.

3.2.4.5. MEEKC Yd&ntemi Sistem Uygunluk Testleri (SUT)
MEEKC yoénteminin kromatografik standartlari saglayip

saglamadigini degerlendirmek amaciyla, elde edilen elektroferogram
Uzerinden, her bir analit icin, rezolisyon (Rs), pik genisligi, pik simetrisi

(As), sinyal/gurilti (S/N) ve tabaka sayisi (N) degerleri hesaplanmistir®.
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4 BULGULAR

4.1. MEKC Yontemi

4.1.1. MEKC Yonteminde Calisma Elektrolitinin Optimizasyonu

Calisma elektroliti olarak belirli bir derisimde SDS ve organik
modifiye edici igeren tampon ¢ozelti igin optimizasyonlar yapiimistir. Asidik
pH’'da hazirlanan sitrik asit tamponu iceren elektrolit ¢cozeltisi ile sonug
elde edilememis, ayrica MEKC yodnteminde EOF olusumunu saglamasi
icin de Borat tamponuna karar verilmistir. Baslangi¢c kosullari olarak, 20
mM Borat tamponu icinde, 5 mM SDS ve %15 ACN olacak sekilde bir
elektrolit ¢ozeltisine karar verilmistir. Kosullar optimize edilmedigi igin
cihaz parametreleri olarak, enjeksiyon sitresi 50 mBar basing altinda 20 s,
kaset sicakhdi 30°C, uygulanan voltaj +22 kV ile baglanmistir. Ayrica her
bir analitin derisimi 50 yg.mL™ standart ¢cdzelti olacak sekilde optimizasyon
deneyleri yapilmistir. Deneylerde, 75 um i¢ ¢apa sahip, 30 cm (etkin
uzunluk 21.5 cm) uzunlugunda eriyik silika kapiler kullaniimistir. Yapilan
dalga boyu taramasina goére 192.4 nm en uygun dalga boyu olarak

secilmistir.
Tampon pH’si igin yapilan optimizasyon c¢alismalarinda,

bazik pH’lar incelenmis, en iyi sonug, piklerin ortaya ¢ikmasi ve pik

alanlarinin ytksek olmasi nedeniyle pH 9.5'ta elde edilmistir(Sekil 15).
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Sekil 15. BGE Cozeltisinin pH’Iinin Etkisi
(@pH=8.5 (b)pH=9.5 (c)pH=10 (d)pH=11

GUA(50 pg.mL™), MP(50 pg.mL™), NE(50 pg.mL™), EPH(50 pg.mL™)

Elektrolit Cozeltisi: 5 mM SDS igceren, 25 mM Borat tamponu,
Enjeksiyon siiresi: 20 saniye, Voltaj: +22 kV
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Tampon ¢ozeltinin pH optimizasyonunda elde edilen pik

sekillerinin dizgun olmamasi

nedeniyle,

tampon

derisimi

optimizasyonunda, SDS derisimi optimize edilene kadar 35 mM olacak

sekilde calisiimisg, daha duzgin pik sekilleri elde edilmistir. Bu kosullar

altinda yapilan derigsim optimizasyonunda, tam ayrim saglanamasa da

piklerin ¢ikmasi acgisindan en duzgun elektroferogram 5 mM tampon

derigiminde saglanmigtir (Sekil 16).
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Sekil 16. BGE Cozeltisinin Derisiminin Etkisi
@5 mM (b)12.5mM (c)25 mM

GUA (50 pg.mL™), MP (50 ug.mL™), NE (50 pg.mL™), EPH (50 pg.mL™)
Elektrolit Cozeltisi: 35mM SDS igeren, pH 9.5 Borat tamponu,
Enjeksiyon siiresi: 20 saniye, Voltaj: +22 kV
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Ortamdaki SDS derigimi igin yapilan optimizasyon
¢alismasinda, tampon ¢ozelti igin optimize edilen degerlerle galisiimis ve
genis bir aralikta SDS derigimi incelenmistir. SDS derigiminin artmasi ile
rezolisyonun arttigi, pik sekillerinin duzgunlestigi net bir sekilde
goralmustar. 70 mM SDS derisimine kadar durum bdyle devam ederken,
70 mM'in Uzerine cikilan derisimde, piklerdeki keskinligin azaldigi,
sekillerin bozuldugu, pik alanlarinin azaldig1 gézlemlenmigtir. Ayrica, SDS
optimizasyonunda, piklerin belirgin sekilde ortaya ¢ikmasi nedeniyle,
piklerin hangi analitlere ait oldugu da belirlenmigtir. Buna gore birinci
sirada ¢ikan pik GUA, ikincisi MP, Uglncusu NE ve sonuncu pikin EPH’e
ait oldugu gozlenmistir (Sekil 17).
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Sekil 17. BGE Cozeltisindeki SDS Derigiminin Etkisi
@20 mM  (b)3A0 MM (c)35mM (d)50 MM (e)70mM ()80 mM
GUA(50 pg. mL™), MP(50 pg.mL™), NE(50 pg.mL™), EPH 50 pg. mL™)
Elektrolit Cozeltisi: 5 mM, pH 9.5 Borat tamponu,
Enjeksiyon siiresi: 20 saniye, Voltaj: +22 kV
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Elektrolit ¢ozeltisinin son bileseni olarak organik modifiye
edici ajan ACN yulzdesi incelenmistir. Alinan sonuglardan pik sekillerinin
ACN derisimine bagl olarak degistigi gorulmustar. %15 ACN‘in dizgun pik
sekillerine ek olarak, analiz suresi agisindan da daha avantajli oldugu
g6zlenmistir. %15’in Uzerinde eklenen ACN miktarinin anlamli bir farkinin

olmayisi, en ideal miktarin %15 oldugunu gostermistir (Sekil 18).
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Sekil 18. BGE Cozeltisindeki %ACN Miktarinin Etkisi
(@)%5 (b)%10 (c)%15
GUA(50 pg.mL™), MP(50 ug.mL™), NE(50 pg.mL™), EPH(50 pg.mL™)
Elektrolit Cozeltisi: 70 mM SDS igeren, 5 mM, pH 9.5 Borat tamponu,
Enjeksiyon siiresi: 20 saniye, Voltaj: +22 kV
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4.1.2. MEKC Yonteminde Cihaz Parametrelerinin Optimizasyonu

Cihaz parametreleri optimizasyon cgalismalarinda, oncelikle
daha uzun kapiler kullaniminin sonugclara etkisi incelenmistir. Daha uzun
kapiler kullanimi ile analiz suresi uzamig; ancak baseline duzelmis, pikler
de daha keskin ve simetrik hale gelmistir. En dnemlisi pik alanlarinda artis
saglanmis bu sayede duyarhlik artirilmigtir. Bu nedenle 30 cm kapiler

yerine 60 cm kapiler kullanimina karar verilmigtir (Sekil 19).
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Sekil 19. Kapiler Uzunlugunun Etkisi (a)30cm (b)60 cm
GUA(50 pg.mL™), MP(50 ug.mL™), NE(50 pg.mL™), EPH (50 pg.mL™)
Elektrolit Cozeltisi: 70 mM SDS, %15 ACN igeren, 5 mM, pH 9.5 Borat
tamponu; Enjeksiyon siiresi: 20 saniye, Voltaj : +22 kV

Enjeksiyon stresi optimizasyonunda, sure, pik alanlarinin
artisinin dogrusal olarak devam ettigi noktaya kadar artiriimigtir. Bunun
icin her bir analitin, enjeksiyon surelerine karsilik, pik alanlari grafikleri
cizilerek, determinasyon katsayilari (R?) hesaplanmistir. 30 s’de elde
edilen pik alanlari hari¢ diger pik alani degerleri ile cizilen grafiklerde, R?
degerleri, 0.9999, 0.9822, 0.9973 ve 0.9763 olarak hesaplanmistir. 30s’nin
dahil edildigi R? degerleri ise, 1’den uzaktir. Pik sekilleri acisindan da en
uygun sonuglarin 20s enjeksiyon suresinde elde edildigi gértlmustir (Sekil
20).
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Sekil 20. Enjeksiyon Siiresinin Etkisi
(@5s (b)10s (c)20s (d)30s
GUA(50 pg.mL™), MP(50 ug. mL™), NE(50 pg.mL™), EPH (50 pg.mL™)
Elektrolit Cozeltisi: 70 mM SDS, %15 ACN iceren, 5 mM, pH 9.5 Borat
tamponu; Voltaj: +22 kV

Sicaklik optimizasyonlarinda, incelenen sicakliklar arasinda

anlamli bir fark gézlenmedigi icin, 30°C’nin kullaniimasina karar verilmistir.

Tablo 2'de yapilan optimizasyon calismalarinda, incelenen parametreler

ve optimum kosullar verilmigtir.
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Tablo 2. MEKC Yéntemi Optimizasyon Parametreleri

incelenen

(50mBar)

Parametreler Karar verilen
Tampon pH’1 8.5; 9.5;10; 11 9.5

Tampon derigimi (mM) | 5; 12.5; 25 5

SDS derisimi (mM) 20; 30; 35; 50; 70; 80 | 70

ACN miktari (%) 5; 10; 15 15

Kapiler uzunlugu (cm) | 30; 60 60
Enjeksiyon siresi (s) 5: 10: 20: 30 20

4.1.3. MEKC Yonteminde Kalibrasyon Grafikleri

Optimize edilen kosullarda, analitlerin kalibrasyon grafikleri

cizilmis ve kalibrasyon denklemleri elde edilmigtir. Buna gore, GUA, MP,

NE ve EPH igin elde edilen kalibrasyon grafikleri, denklemleri ve

regresyon katsayilari ile birlikte, sirasiyla Sekil 21, Sekil 22, Sekil 23 ve

Sekil 24’de gosterilmistir.
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Sekil 21. MEKC Yoéntemi ile GUA i¢in Elde Edilen Kalibrasyon Grafigi
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Sekil 22. MEKC Yontemi ile MP igin Elde Edilen Kalibrasyon Grafigi
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Sekil 23. MEKC Yoéntemi ile NE igin Elde Edilen Kalibrasyon Grafigi
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Sekil 24. MEKC Yontemi ile EPH igin Elde Edilen Kalibrasyon Grafigi

Her bir analit igin iki kalibrasyon grafigi cizilmis, bu grafikler
kiyaslanmis ve egimin sifirdan farki arastiriimistir. iki kalibrasyonun egim
degerlerinin istatistiksel olarak anlamli farkinin olup olmadigina bakilmistir.

Tablo 3, 4, 5 ve 6'de degerler ve istatistiksel sonuglar verilmistir.
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Tablo 3. MEKC Yénteminde GUA Kalibrasyonu igin Elde Edilen istatistiksel

Sonuglar

Denklem 1

Denklem 2

y=34.15x-4.582

y=33.03x+3.090

Egimin sifirdan farki

FA (p<0.0001)

FA (p<0.0001)

Egimin GA* (%95)

32.66-35.63

29.53-36.53

Egimler arasi fark

FAD*(p=0.3864)

GA*: Glven Araligi  FA: Fark anlamli  FAD: Fark anlaml degil

Tablo 4. MEKC Yénteminde EPH Kalibrasyonu igin Elde Edilen istatistiksel

Sonuglar

Denklem 1

Denklem 2

y=71.13X-1.860

y=69.52X+7.026

Egimin sifirdan farki

FA (p<0.0001)

FA (p<0.0001)

Egimin GA (%95)

69.73-72.53

66.83-72.20

Egimler arasi fark

FAD (p=0.1407)

Tablo 5. MEKC Yénteminde NE Kalibrasyonu igin Elde Edilen istatistiksel Sonuglar

Denklem 1

Denklem 2

y=36.39x-4.826

y=38.26x-12.31

Egimin sifirdan farki

FA (p<0.0001)

FA (p=0.0003)

Egimin GA (%95)

35.33-37.46

32.13-44.39

Egimler arasi fark

FAD (p=0.3772)

Tablo 6. MEKC Yénteminde MP Kalibrasyonu igin Elde Edilen istatistiksel Sonuglar

Denklem 1

Denklem 2

y=19.78x+4.034

y=18.79x+11.25

Egimin sifirdan farki

FA (p<0.0001)

FA (p=0.0005)

Egimin GA (%95)

18.67-20.89

15.06-22.52

Egimler arasi fark

FAD(p=0.4465)




4.1.4. MEKC Yontemi Validasyon Calismalari

GUA, MP, NE ve EPH igin LOD degerleri sirasiyla, 0.56;
0.72; 0.38 ve 0.25 ug.mL™ olarak hesaplanmistir. LOQ degerleri ise, 1.68;

2.17; 1.13 ve 0.76 ug.mL™ olarak bulunmustur.

Gunigi ve gunlerarasi tekrarlanabilirlik c¢alismasi igin elde

edilen pik alanlari, ortalama, ortalamanin standart hatasi, standart sapma,

%RSD ve Guven Araligi olarak Tablo 7 ve Tablo 8'de gosterilmistir.

Tablo 7. MEKC Yéntemi Giini¢i Tekrarlanabilirlik Galismasi Sonuglar

*Sp: Standart Hata

GUA MP NE EPH
161.3 99.6 178.2 324.7
157.4 102.8 176.4 322.9
156.1 99.9 174.9 322.3
159.3 97.0 171.7 335.7
160.0 99.2 176.0 333.9
161.5 99.8 173.9 339.0
Ortalama 159.3 99.7 175.2 329.8
Ortalamanin
Standart Hatas! 0.879 0.757 0.915 2.978
Sp* 2.153 1.855 2.24 7.29
%RSD** % 1.35 % 1.86 % 1.28 % 2.21
GA (%95) 157.0-161.5 | 97.7-101.7 | 172.8-177.5 | 322.1-337.4
p>0.10 p>0.10 p>0.10 p>0.10

**%RSD: %Bagil Standart Sapma
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Tablo 8. MEKC Yoéntemi Giinlerarasi Tekrarlanabilirlik Caligsmasi Sonuglari

GUA MP NE EPH
160.0 91.1 178.2 351.5
164.9 92.3 180.4 357.8
163.6 90.8 190.2 351.8
167.3 95.9 187.5 337.5
168.9 89.9 185.3 348.9
167.2 95.9 192.8 339.0
Ortalama 165.3 92.6 185.7 347.8
Ortalamanin
standart Hatas 1.313 1.083 2.298 3.237
Sp 3.22 2.65 5.62 7.93
%RSD % 1.95 % 2.86 % 3.02 % 2.28
GA (%95) 161.9-168.7 | 89.8-95.4 179.8-191.6 | 339.4-356.1
p>0.10 p>0.10 p>0.10 p>0.10

4.1.5. MEKC Yonteminin Farmasotik Preparatlara Uyqulanmasi ve Geri

Kazanim Calismasi Sonuclari

Surup igeriginde bulunan etken madde derigsimleri, gercek
degerle kiyaslanmis ve aradaki farkin istatistiksel olarak anlamli olup
olmadigi hesaplanmigtir. Toplam Paraben (P) derisiminin suruplarda
bulunmasi gereken aralikta olup olmadigi degerlendirilmistir. Ayrica surup
icerigindeki GUA, EPH ve toplam Paraben’e (P) ilaveten NE de dabhil
edilerek, dort analit i¢in standart ekleme yontemiyle suruptan geri kazanim
calismalari yapilmistir. Suruptan elde edilen sonuglarin gercek degerle
kiyaslanmasi, Tablo 9'da, geri kazanim c¢alisma sonuglari Tablo 10’de
gOsterilmistir.  Her bir analit i¢cin suruptan elde edilen sonuglar, GUA
(Tablo 11) ve EPH (Tablo 12) ve NE (Tablo 13) ve MP (Tablo 14)'de

gOsterilmistir.
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Tablo 9. Elde Edilen Sonuglarin Gergek Degerle Kiyaslanmasi

Gergek Deger

Farkin
Bulunan Deger
Degerlendirilmesi

GUA 200 pg.mL™ 202.35 yg.mL™* | FAD (p>0.05)
EPH 13.3 yg.mL™ 12.3 pg.mL™ FAD (p>0.05)
MP %0.015-0.2 %0.095 Belirtilen Aralikta

Tablo 10. MEKC Yénteminde Geri Kazanim Galismalari Sonuglar

Gercek Deder Bulunan Farkin % Geri
¢ g Deger Degerlendirilmesi | Kazanim

GUA -1 -1 0
(%50) 300 pg.mL 301.6 pg.mL FAD (p>0.05) % 100.5
EPH 19.96 yg.mL™* | 18.49 pg.mL™* | FA (p>0.05) % 92.6
(%50) .96 ug. 49 ug. p>0. .
MP 13.3 ug.mL* 13.8 pg.mL™* FAD (p>0.05) % 103.7
NE 13.3 ug.mL™* 14.9 pg.mL™* FAD (p>0.05) % 112.0

Tablo 11. MEKC Yoéntemi ile Suruptan GUA Tayini Sonuglari

Numune Bulunan miktar Belirtilen Miktar
No. pg.mL™ 200 pg.mL™*
1 204.1 X =201.6
2 203.5 Sp=2.44
3 199.8 %RSD=1.21
4 198.4 GA=198.6-204.6
5 202.3 (p=0.05)
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Tablo 12. MEKC Yoéntemi ile Suruptan EPH Tayini Sonuglari

Numune Bulunan miktar Belirtilen Miktar
No. ug.mL* 13.3 pg.mL™*
1 11.9 X =11.9
2 13.0 Sp=0.94
3 11.8 %RSD=7.9
4 12.2 GA=9.9-12.3
5 10.4 (p=0.05)

Tablo 13. MEKC Yéntemi ile Suruptan NE Tayini Sonuglari

Numune Bulunan miktar Eklenen Miktar
No. pug mL*? 13.3 yg mL™*
1 14.0 X =14.2
2 13.7 Sp=0.84
3 13.3 %RSD=5.9
4 14.9 GA=13.1-15.3
5 15.3 (p=0.05)

Tablo 14. MEKC Yontemi ile Suruptan MP Tayini Sonuglari

Numune Bulunan miktar Belirtilen Arahk
No. Mol/L 0.23-3.0 Mol/L
1 1.48 X =1.41
2 1.43 Sp=0.11
3 1.28 %RSD=7.8
4 1.31 GA=1.3-1.6
5 1.55 (p=0.05)




4.1.6. MEKC Yontemi icin Sistem Uygunluk Testi (SUT) Sonuclari

Analitler igin, optimum kosullarda, pik simetrisi (As), pik

genigligi (W), tabaka sayisi (N), pikler arasi rezolisyon (Rs) ve S/N

oranlari hesaplanmistir. Elde edilen veriler Tablo 15’de gdsterilmigtir. N

degderinin tum analitler i¢cin 2000 Uzerinde olmasi, Rs degerlerinin 2’den

yuksek olmasi ve EPH disindaki analitler icin As degerlerinin 2’den dusuk

olmasi, gelistirilen MEKC ydnteminin SUT agisindan uygun oldugunu

gostermektedir®.

Tablo 15. MEKC Yénteminde Elde Edilen SUT Sonuglari

Pik Pik Tabaka Rezoliisyon
simetrisi genisligi sayisi (N) S/N orani (Rs) y
(As) (W) (dk)
GUA 1.86 0.1350 14639 60.2
10.75
MP 1.79 0.0658 98478 59.4
8.04
NE 0.18 0.1583 23499 53.0
14.84
EPH 2.47 0.2067 28877 67.1
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4.2. MEEKC Yontemi

4.2.1. MEEKC Yonteminde Calisma Elektrolitinin Optimizasyonu

MEEKC ydnteminde, c¢alisma elektroliti olarak kullanilacak
olan mikroemulsiyon bilesenleri icin optimizasyon c¢alismasi yapilmigtir.
Genel olarak optimizasyonlara baglarken %97.5 Borat tamponu, %0.8
SDS, %1.2 Butan-1-ol ve %0.5 Etil asetat olacak sekilde hazirlanmis BGE
kullanimi ile, 50 mBar basing, 20 s enjeksiyon suresi segilmigtir. Ayrica
kaset sicakligi 40°C, ayirma icin kullanilan voltaj da +22 kV olarak
ayarlanmigtir. Optimizasyon c¢alismalarinda, stok c¢ozeltiden gerekli
seyreltme vyapilarak, 25 pg.mL™* standart c¢ozelti ile calisilmistir.
Deneylerde 30 cm (etkin uzunluk 21.5 cm) uzunlugunda fused silika, 75
Mm i¢c capa sahip kapiler kullaniimigtir. Dalga boyu taramasinda 192.4 nm,
tim analitler igin en uygun dalga boyu olarak secilmis ve c¢aligmalar bu

dalgaboyunda yapilmistir.

Optimizasyon c¢alismasinda ilk olarak incelenen Borat
tamponu pH’si igin en uygun sonuglar, pH 11’de elde edildi. pH 11 borat
tamponunun kullanildi§gi mikroemdilsiyon BGE ile elde edilen sonuglarda,
daha dusuk pH’lara gore, daha iyi duyarhlik elde edilmistir. pH 12 ve pH
13'te, pH 11’e gdre daha yiksek pik alanlari elde edilmesine ragmen,
tekrarlanabilirlik agisindan en iyi sonucglar pH 11’de elde edilmistir. Sekil

25’'de tum pH’larda elde edilen elektroferogramlar gosterilmistir.
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Sekil 25. BGE Cozeltisinin pH’Iinin Etkisi

(@)pH=9.6 (b)pH=10 (c)pH=10.5 (d)pH=11 (e)pH=12 (f)pH=12.5 (g)pH=13
GUA(25 pg.mL™), MP(25 pug.mL™), NE(25 ug.mL™), EPH(25 pg.mL™)
Elektrolit Cozeltisi: %0.8 SDS, %1.2 Butan-1-ol, %0.5 EA iceren, %97.5 10

mM Borat tamponu; Enjeksiyon siiresi: 20 saniye, Voltaj: +22 kV,
sicaklik:40°C

Elde edilen pik sekillerinin ve zemin sinyalinin duzgun olmasi
nedeniyle 10 mM en uygun tampon ¢ozelti derisimi olarak segilmistir. Sekil
26'da BGE c¢oOzeltisinin derisim optimizasyonu sonucu elde edilen
elektroferogramlar gosterilmistir.
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Sekil 26. BGE Cozeltisinin Derisiminin Etkisi
(@5.0mM (b)I0 MM (c)20 mM
GUA(25 pg.mL™), MP(25 pg.mL™), NE(25 ug.mL™), EPH(25 pg.mL™)
Elektrolit Cozeltisi: %0.8 SDS, %1.2 Butan-1-ol, %0.5 EA igeren, %97.5 pH 11
Borat tamponu; Enjeksiyon siiresi: 20 saniye, Voltaj:+22 kV, Sicaklik: 40°C

58



BGE’ye eklenen SDS derigiminin etkisi incelendiginde,
konsantrasyon artigi ile rezolUsyonun arttigi gorulmektedir. En yuksek
derisimde MP ve NE piklerinin birlestigi, en dusik derisimde ise
rezolisyonun tam olarak saglanamadigi gorulmektedir. %0.8, %1.0 ve
%1.4’luk SDS derisimlerinin timunde rezolusyon iyi olmakla birlikte %0.8
ve %1.0 SDS kullaniminda analiz suresi daha kisadir. Ancak %1.4 SDS
derisiminde pik alanlarinin anlaml bir farkla arttigi goruldugu icin, bu
deger optimum SDS %’si olarak secilmistir (Sekil 27).

BGE’nin diger bir bileseni olan butanol miktar igin yapilan
optimizasyon calismasinda ise sonuglara bakildiginda, 1-butanol’lin
artmas! durumunda duyarliligin da rezolisyonun da arttigi goériimustar.
MP pikine odakli bakildiginda %1.4 butan-1-ol miktarinin daha ideal
oldugu dusunulse de, diger U¢ pik %1.2’de daha iyidir (Sekil 28).

BGE’nin organik fazini olusturmak Uzere eklenen etil asetat
yuzdesi incelendiginde, %0.9°da ¢ok daha yuUksek pik alanlari elde
edilirken, zemin sinyali acisindan %0.7 daha tercih edilir bir
elektroferogram vermigtir. Ayrica %0.9 etil asetat kullanildiinda NE

pikinde ¢atallanma varken, %0.7’de bu pik duzelmistir (Sekil 29).
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Sekil 27. BGE Gozeltisindeki SDS Derigimi Optimizasyonu

(2)%60.4 (b)%0.8 (c)%1.0 (d)%1.4 (e)%l.6

GUA(25 pg.mL™), MP(25 pg.mL™), NE(25 pg.mL™), EPH(25 pg.mL™)
Elektrolit Cozeltisi: %1.2 Butan-1-ol, %0.5 EA iceren, %97.5 pH 11, 10 mM
Borat tamponu; Enjeksiyon siiresi: 20 saniye, Voltaj:+22 kV, Sicaklik: 40°C
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Sekil 28. Butanol Derigsim Optimizasyonu
(2)%1.0 (b)%1.2 (c)%l1l.4
GUA(25 pg.mL™), MP(25 pg.mL™), NE(25 pg.mL™), EPH(25 pg. mL™)
Elektrolit Cozeltisi: %1.4 SDS, %0.5 EA iceren, %96.9 pH 11, 10 mM Borat
tamponu; Enjeksiyon siiresi: 20 saniye, Voltaj: +22 kV, Sicaklik: 40°C
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Sekil 29. Etil Asetat Derigsim Optimizasyonu

(2)%60.3 (b)%0.5 (c)%0.7 (d)%0.9
GUA(25 pg.mL™), MP(25 pg.mL™), NE(25 pg.mL™), EPH(25 pg.mL™)
Elektrolit Cozeltisi: %1.4 SDS, %1.2 Butan-1-ol iceren, %96.9 pH 11, 10 mM
Borat tamponu; Enjeksiyon siiresi: 20 saniye, Voltaj:+22 kV, Sicakhk: 40°C



4.2.2. MEEKC Yonteminde Cihaz Parametrelerinin Optimizasyonu

Enjeksiyon suresi arttikga pik alanlari artmakta; fakat 20 s’nin
uzerine cikildiginda pikler birlesmektedir. Ayrica iki yontemin (MEKC ve
MEEKC) ayni enjeksiyon surelerinde kiyaslanabilmesi icin, 20 s en ideal
enjeksiyon suresi olarak segilmis ve enjeksiyon suresi optimizasyon
sonuglari Sekil 30’da gosterilmistir.
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Sekil 30. Enjeksiyon Siiresi Optimizasyonu
(10s (b)15s (c)20s
GUA(25 pg.mL™), MP(25 pg.mL™), NE(25 pg.mL™), EPH (25 pg mL™)
Elektrolit Cozeltisi: %1.4 SDS, %1.2 butan-1-ol, %0.7 EA igeren, %96.7 pH
11, 10 mM Borat tamponu; Voltaj: +22 kV, Sicaklik: 40°C
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MEEKC yontemlerinde genel olarak yuksek kaset
sicakliklarin  kullanildigi, bu durumun da stabil mikroemulsiyonlar
olusturabilmek igin yararli oldugu bilinmektedir. Bu nedenle ylUksek
sicakliklarin denendigi optimizasyon kosullarinda 40°C optimum sicaklik

olarak secilmigstir (Sekil 31).
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Sekil 31. Sicaklik Optimizasyonu
(a)30°C (b)40°C (c)50°C
GUA(25 pg.mL™), MP(25 pg.mL™), NE(25 pg.mL™), EPH(25 pg.mL™)
Elektrolit Cozeltisi: %1.4 SDS, %1.2 Butan-1-ol, %0.7 EA igeren, %96.7 pH
11, 10 mM Borat tamponu; Enjeksiyon siiresi: 20 s, Voltaj: +22 kV
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Tablo 16. MEEKC Yontemi Optimizasyon Parametreleri

Parametreler

incelenen

Karar verilen

9.6; 10; 10.5; 11; 12;

Tampon pH 12.5: 13 11
Tampon derigimi (mM) | 5; 10; 20 10
SDS derisimi (%) 0.4;0.8;1.0;14;16 |14
Butan-1-ol derigimi (%) | 1.0; 1.2; 1.4 1.2
Etil asetat derisimi (%) | 0.3; 0.5; 0.7; 0.9 0.7
ér:)j;k;;;r/;)n suresi (s) 10: 15: 20 20
Kaset sicakligi ("C) 30; 40; 50 40

4.2.3. MEEKC Yonteminde Kalibrasyon Grafikleri

Optimize edilen kosullar altinda,

analitlerin  kalibrasyon

grafikleri cizilmis ve kalibrasyon denklemleri elde edilmistir. Buna gore,

GUA, MP, NE ve EPH icin elde edilen kalibrasyon grafikleri, denklemleri

ve regresyon katsayilari ile birlikte, sirasiyla Sekil 32, Sekil 33, Sekil 34 ve

Sekil 35’de gosterilmigtir.

65



1600 -
1400 - y =59,718x - 9,3437,
1200 -
1000 -

800 -

Pik alani

600 -
400 -

200 -

0 T T T T T
0 5 10 15 20 25

Derisim (ug mL?)

Sekil 32. MEEKC Yoéntemi ile GUA i¢in Elde Edilen Kalibrasyon Grafigi
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Sekil 33. MEEKC Yontemi ile MP igin Elde Edilen Kalibrasyon Grafigi
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Sekil 34. MEEKC Yoéntemi ile NE igin Elde Edilen Kalibrasyon Grafigi
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Sekil 35. MEEKC Yoéntemi ile EPH igin Elde Edilen Kalibrasyon Grafigi

Her bir analit icin elde edilen iki kalibrasyon denklemleri
kiyaslanmis, edimin sifirdan farki arastirilmig, ayrica iki kalibrasyonun
egim degerlerinin istatistiksel olarak anlamli farkinin olup olmadigina
bakilmistir. Tablo 17, Tablo 18, Tablo 19 ve Tablo 20'de degerler ve

istatistiksel sonugclar verilmistir.
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Tablo 17. MEEKC Yénteminde GUA Kalibrasyonu igin Elde Edilen istatistiksel

Sonuglar

Denklem 1

Denklem 2

y=59.72x-9.344

y=62.30x-14.54

Egimin sifirdan farki

FA (p<0.0001)

FA (p<0.0001)

Egimin GA (%95)

57.61-61.82

58.80-65.80

Egimler arasi fark

FAD (p=0.09065)

Tablo 18. MEEKC Yénteminde MP Kalibrasyonu igin Elde Edilen istatistiksel

Sonuglar

Denklem 1

Denklem 2

y=38.76x-7.103

y=41.12x-13.16

Egimin sifirdan farki

FA (p<0.0001)

FA (p=0.0005)

Egimin GA (%95)

36.90-40.63

37.39-44.86

Egimler arasi fark

FAD(p=0.122)

Tablo 19. MEEKC Ydnteminde NE Kalibrasyonu igin Elde Edilen Istatistiksel

Sonuglar

Denklem 1

Denklem 2

y=110.9x-10.57

y=116.5x-19.58

Egimin sifirdan farki

FA (p<0.0001)

FA (p<0.0001)

Egimin GA (%95)

107.5-114.2

107.1-125.9

Egimler arasi fark

FAD(p=0.1217)

Tablo 20. MEEKC Yénteminde EPH Kalibrasyonu igin Elde Edilen istatistiksel

Sonuglar

Denklem 1

Denklem 2

y=175.8x-22.48

y=186.8x-42.66

Egimin sifirdan farki

FA (p<0.0001)

FA (p<0.0001)

Egimin GA (%95)

169.5-182.0

173.5-200.0

Egimler arasi fark

FAD(p=0.05452)




4.2.4. MEEKC Yontemi Validasyon Calismalari

GUA, MP, NE ve EPH igin LOD degerleri sirasiyla, 0.45;
0.61; 0.38 ve 0.46 pg.mL™olarak hesaplanmistir. LOQ degerleri ise, 1.36;
1.86; 1.15 ve 1.38 ug.mL* olarak bulunmustur.

Gunigi ve gunlerarasi tekrarlanabilirik galismasinda elde

edilen pik alanlari, ortalama, ortalamanin standart hatasi, standart sapma,

%RSD ve Guven Araligi olarak Tablo 21 ve Tablo 22’de verilmistir.

Tablo 21. MEEKC Yontemi Gunig¢i Tekrarlanabilirlik Galigmasi Sonuglari

GUA MP NE EPH
296.7 186 514 859
304 186.1 524.4 858.4
297 182.4 539 849.2
296.6 189.5 523 850.5
307.1 185.6 528.9 854
297.3 182.2 526.8 852
Ortalama 299.8 185.3 526.0 853.9
Ortalamanin
Standart Hatas! 1.870 1.109 3.335 1.668
Sp 4.580 2.716 8.168 4.087
%RSD %1.53 %1.47 %1.55 %0.48
GA (%95) 294.9-304.6 | 182.5-188.2 | 517.4-534.6 | 849.6-858.1
p>0.10 p>0.10 p>0.10 p>0.10
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Tablo 22. MEEKC Yontemi Glinlerarasi Tekrarlanabilirlik Galismasi Sonuglari

GUA MP NE EPH
281 196.8 545.9 857.4
286.3 189.9 562.3 910.5
301.3 195.8 583.0 933.5
286.8 188.9 587.9 877.6
296.5 179.9 524.0 910
292.4 196.3 548.8 874.6
Ortalama 290.7 191.3 558.7 893.9
Ortalamanin 3.042 2.666 9.869 11.652
Standart Hatasi
Sob 7.450 6.530 24.174 28.542
%RSD %2.56 %3.41 %4.32 %3.19
GA (%95) 282.9-298.5 | 184.4-198.1 | 533.3-584.0 | 863.9-923.9
p>0.10 p>0.10 p>0.10 p>0.10

4.2 5.MEEKC Yonteminin Farmasotik Preparata Uyqulanmasi ve Geri

Kazanim Calismasi Sonuclari

Surup numunesinden yapilan 6lgimle, surup iceriginde

bulunan etken madde miktarlarinin gergcek degere yakinligina bakilmis ve
aradaki farkin istatistiksel olarak anlamli olup olmadidi hesaplanmistir.
GUA ve EPH icin bu sekilde yapilan ¢alisma, toplam Paraben’in (P) icin
suruplarda bulunmasi gereken deger araligi iginde olup olmadigi
acisindan incelenmistir. Ayrica NE de dahil edilerek, dort analit igin
standart c¢ozelti ekleme vyoluyla suruptan geri kazanim calismasi
yapilmistir. Suruptan elde edilen sonuglarin gercek degerle kiyaslanmasi,
Tablo 23’de, geri kazanim c¢alisma sonuglari Tablo 24’de g0sterilmistir.
Her bir analit icin suruptan elde edilen sonucglar, GUA(Tablo 25) ve

EPH(Tablo 26) ve NE(Tablo 27) ve MP(Tablo 28)'de gdsterilmistir.
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Tablo 23. Elde Edilen Sonugclarin Gergek Degerle Kiyaslanmasi

Farkin
Gercek Deger | Bulunan Deger . . ]
Degerlendirilmesi

GUA 50 pug.mL™ 49.1 ug.mL* FAD (p>0.05)
EPH 3.33 ug.mL* 3.25 ug.mL* FAD (p>0.05)
MP %0.015-0.2 %0.085 Belirtilen Aralikta

Tablo 24. MEEKC Yoénteminde Geri Kazanim Galismasi Sonuglari

. Bulunan Farkin % Geri
Gergek Deger .
Deger Degerlendirilmesi | Kazanim
GUA L L
75 pg.mL’ 69.8 pg.mL" FA (p=0.0002) % 93.1
(%50)
=PH 4.99 LY | 4.90 LY | FAD (p>0.05) % 98.2
. .m . .m >0. 0 Yo.
(%50) Mg Mg Y
MP 3.33 ug.mL* | 3.39 ug.mL* | FAD (p>0.05) % 101.8
NE 3.33ug.mL* | 3.49 uyg.mL* | FAD (p>0.05) % 104.8

Tablo 25. MEEKC Yontemi ile Suruptan GUA Tayini Sonuglari

Numune Bulunan miktar Belirtilen Miktar
No. pg.mL*? 50 pug.mL™
1 47.9 X =49.6
2 50.9 Sp=1.15
3 49.0 %RSD=2.32
4 49.8 GA=48.17-51.03
5 50.2 (p=0.05)
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Tablo 26. MEEKC Yontemi ile Suruptan EPH Tayini Sonuglari

Numune Bulunan miktar Belirtilen Miktar
No. pg.mL™ 3.33 yg.mL™
1 3.2 X =3.3
2 3.4 Sp=0.2
3 35 %RSD=6.06
4 3.0 GA=3.05-3.55
5 34 (p=0.05)

Tablo 27. MEEKC Yo6ntemi ile Suruptan NE Tayini Sonuglari

Numune Eklenen miktar Belirtilen Miktar
No. pg.mL*? 3.33 ug.mL*
1 3.5 X =3.38
2 3.2 Sp=0.13
3 3.3 %RSD=3.85
4 3.4 GA=3.22-3.54
5 3.5 (p=0.05)

Tablo 28. MEEKC Yontemi ile Suruptan MP Tayini Sonuglari

Numune Bulunan miktar Belirtilen Aralik
No. Mol.L™ 0.23-3.0 mol.L™*
1 1.17 X =1.26
2 1.23 Sp=0.07
3 1.26 %RSD=5.5
4 1.35 GA=1.17-1.35
5 1.28 (p=0.05)
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4.2.6. MEEKC Yontemi icin Sistem Uyqunluk Testi (SUT) Sonuclari

Analitler igin, optimum kosullarda, sistem uygunluk testlerinin

geregi olarak pik simetrisi (As), pik genisligi (W), tabaka sayisi (N), pikler

arasi rezolusyon (Rs) ve S/N oranlari hesaplanmigtir. Elde edilen veriler

Tablo 30’da verilmistir. N degerinin tim analitler icin 2000’den yuksek elde

edilmesi ve Rs degerlerinin 2’'nin Uzerinde olmasi ve As degerlerinin de

2’nin altinda olmasi ile gelistirilen MEEKC yontemi SUT agisindan uygun

sonuglar vermistir®™ (Tablo 29).

Tablo 29. MEEKC Yénteminde Elde Edilen SUT Sonuglari

Pik Pik
_ o . Tabaka Rezoliisyon
simetrisi genisligi S/N orani
sayisli (N) (Rs)
(As) (W) (dk)
GUA 1.05 0.0850 25580 101.2
7.49
MP 1.40 0.1100 26248 52.7
4.14
NE 0.38 0.1350 23492 117.4
8.06
EPH 0.20 0.2150 17798 117.3
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4.3. MEKC ve MEEKC Yontemleri ile Elde Edilen Surup Sonuglarinin
Karsilagtiriimasi

Suruplardan GUA ve EPH, NE ve MP tayini igin elde edilen
sonuglar, Student t testi ile ortalama degerler ve ve Fisher testi ile
kesinlik agisindan Elde edilen sonuglar Tablo 30 ve Tablo 31'de

gOsterilmigtir.

Tablo 30. MEKC ve MEEKC Yontemlerinin Student t Testi ile Kargilagtiriimasi

MEKC/ MEEKC

(p=0.05)
GUA taeneysel (2.16) < tieorik(2.23)
EPH tdeneysel (1.78) < tieorik (2.23)
NE tdeneysel (6.57) > tieorik (2.23)
MP tdeneysel (0.19) < tieorik (2.23)

Tablo 31. MEKC ve MEEKC Yontemlerinin Fisher Testi ile Kargilastiriimasi

MEKC/ MEEKC

(p=0.05)
GUA Fdeneysel (4.70) < Freorik (5.50)
EPH Faeneysel (3.00) < Freorik (5.50)
NE Faeneysel (2.22) < Fieorik (5.50)
MP Fdeneysel (1.5) < Fieorik (5.50)
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5. TARTISMA

Calismamizda, Efedrin (EPH), Guafenezin (GUA) ve
koruyucu olarak paraben (metil paraben(MP) ve propil paraben(PP))
iceren farmasotik suruplarda analitlerin ayni anda miktar tayinine imkan
veren duyarli iki kapiler elektroforez yontemi gelistirilmistir. Ayrica,
numune g¢ozeltisine EPH’In metaboliti Norefedrin(NE) eklenerek GUA,
EPH, NE ve MP iceren bir matriks ¢ozeltisi olusturulmus ve tayinler bu
¢Ozeltide gercgeklestiriimigtir. Metil ve propil paraben, farmasotik
suruplarda birlikte kullanildiklarinda esit miktarlarda bulunmaktadir**. Metil
ve propil parabenin esit konsantrasyonlardaki ¢ozeltilerinin UV
spektrumlari esdeger ve Molar Ekstinksiyon katsayilari da esit oldugu igin
toplam paraben tayinleri, metil paraben Uzerinden yapilmistir. Gelistirilen
iki yontem, Misel Elektrokinetik Kapiler KromatografiMEKC) ve
Mikroemulsiyon Elektrokinetik Kapiler KromatografiMEEKC) ile elde
edilen bulgular, ortalamalar agisindan Student t testi ve kesinlik

acgisindan Fisher testi ile kiyaslanmistir.

5.1. Optimizasyon Caligmalar

Misel Elektrokinetik Kapiler Kromatografi (MEKC) yontemi
optimizasyon caligmalarinda elektrolit ¢ozeltisinin bir bileseni olan tampon
¢ozelti icin pH ve konsantrasyon optimizasyonu yapildi. Tampon c¢ozelti
pH’si optimizasyonunda, asidik pH’larda herhangi bir veri eldesi
beklenmedigi icin bazik pH’lar tarandi. Bu taramada pH 9.5 ve pH 10.0
Borat tamponlari ile dort ayri pik gozlendi ve daha yuksek pik alani
degerleri elde edildigi icin pH 95 tamponu segcildi. Tampon
konsantrasyonu optimizasyonunda, disik tampon konsantrasyonunda (5
mM) piklerin belirginlestigi, tam ayrim saglanamasa da yuksek tampon

konsantrasyonlarina oranla daha dizgun bir elektroferogram elde edildigi
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goraldi ve 5 mM tampon konsantrasyonu optimum konsantrasyon olarak
secildi. Burada tam ayrim saglanamamasinin nedeni SDS derisiminin
henlz optimize edilmemis olmasidir. Elektrolit ¢ozeltisine eklenen SDS
konsantrasyonu optimizasyonunda ise, SDS konsantrasyonlari taranmis
ve kritik misel konsantrasyonunun olusabilmesi igin gerekli yUksek
konsantrasyonda (70 mM SDS) ayrimin gergeklestigi ve pik sekillerinin
simetrik ve keskin oldugu gorulmustar. Elektrolit ¢ozeltisine eklenen
organik modifiye ajan ACN ile pik sekillerinin daha keskin oldugu, ylksek
ACN konsantrasyonlarinda genis piklerin daraldigi ve pik sekillerinin
dizeldigi gorulmustar. Ayrica, ACN konsantrasyonundaki artis ile analiz
suresinin  kisaldigi da goérlulmustar. Literatirde MEKC c¢alismasinda
kullanilan ACN ile de ayni etki saglanmig, beklenildigi Uzere ACN
konsantrasyon artisi ile migrasyon sireleri kisalmistir’*. Optimize edilen
MEKC yonteminde standart ve numune ¢ozeltilerinin  su iginde
hazirlanmasi ile bir o6nzenginlestirme tliri olan istiffeme yontemi

kullanilmis olmaktadir.

MEKC yoénteminde cihaz parametrelerinin optimizasyonlari
amaciyla 30 cm ve 60 cm.lik kapiler denenmig, 60 cm.lik kapiler ile analiz
suresi uzamasina ragmen zemin sinyalinin ve pik sekillerinin daha duzgun
oldugu 60 cm. lik kapiler tercih edilmistir. Enjeksiyon suresi optimizasyonu
ile beklenildigi gibi artan sure ile paralel olarak sinyallerde artis saglanmis,
pik sekillerinin ve dogrusalligin bozuldugu 30 s enjeksiyon suresinin
uygun olmadigina karar verilmis ve 20 s enjeksiyon suresi secilmigtir.
Kaset sicakliginin analiz slresi Uzerine etkisi incelendiginde ise, farkl
sicakliklarda anlamli farklar elde edilmedigi igin 30°C kaset sicakhgdinin

uygun olduguna karar verilmistir.

ikinci  yéntem, Mikroemiilsiyon Elektrokinetik Kapiler

Kromatografi (MEEKC) igin yapilan optimizasyon calismalarinda éncelikle
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mikroemulsiyon elektrolit ¢ozeltinin bileseni olan tampon ¢ozelti pH’1 igin
optimizasyon c¢alismasi yapilmigtir. pH 11’in altindaki tampon ¢ozeltilerle
elde edilen pik alanlari kiguktir. pH 11’den buylk olan tamponlarla
olusturulan mikroemulsiyon elektrolit ¢ozeltileriyle ise daha ylksek pik
alanlar1 elde edilmesine ragmen, tekrarlanabilir sonuglar alinmamigtir.
Yuksek pH’larda daha iyi sonuglarin elde edilmesi, bazik ilaglarin ylksek
pH’larda nétr halde olmasi nedeniyledir. Bu kosullarda, bazik 6zellikteki
ilac etken maddelerinin ayrim verimliligi MEKC ve MEEKC yontemlerinde
artar. Calismamizda pK, degerleri 8-10 araliginda olan EPH, NE ve MP,
yuksek pH degerlerinde iyonlasamadiklari igin nétr halde kalmisglar ve
organik fazdaki dagihim oranlari artmistir. Bu nedenle en iyi ayrim pH
11’de gerceklesmistir. Ancak pKysi 15,56 olan GUA’™ bu kosullarda
iyonize haldedir, o nedenle elektroferogramda ilk ¢ikan pik GUA pikidir. Bu
durum MEKC yontemi icin de gecerlidir. Ayrica kullanilan bu ylksek
pH’daki BGE ile tim CE yontemlerinde oldugu gibi EOF hizi da artmistir.
Tampon derisimi optimizasyonunda, 10 mM tampon derisimi ile elde
edilen sonuglarda, zemin sinyalinin daha dizgun olmasindan dolayi, bu
derisim ile c¢alismaya devam edilmistir. Tampon ¢ozeltiye eklenen
surfaktanin  (SDS) konsantrasyonu %0,8'den baslayarak artiriimis,
beklendigi gibi rezolisyonda iyilesme goérulmis, fakat ylksek
konsantrasyonda MP piki ve NE pikinin birbirlerine yaklastiklari gozlendigi
icin  %1.4 SDS konsantrasyonu optimum degder olarak secilmistir.
Mikroemulsiyon  bilesiminde yer alan  ko-surfaktan, 1-butanol
konsantrasyonunun optimizasyonunda, konsantrasyonun artis1 ile
duyarlihgin  ve rezoliusyonun arttigi gorulmektedir. Mikroemulsiyon
elektrolit ¢dzeltisinin bilesiminde yer alan ve organik fazi olusturan Etil
asetat konsantrasyonu, yuksek derisimde, yuksek pik alanlari beraberinde
yuksek zemin sinyalleri goéruldugu ve ayrica NE pikinde bozulma

goruldagu icin, %0.7 olarak optimize edilmigtir.
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MEEKC'de cihaz parametreleri optimizasyonunda optimum
enjeksiyon suresi taranmis ve 20 s olarak segilmigtir. 20 s’nin altinda pik
alanlari dusuktar, 20 s’nin Uzerinde pik alanlan blyumektedir, ancak iki
yontemin kiyaslanabilmesi agisindan MEKC'’de kullanilan 20 s enjeksiyon
suresine karar verilmigtir. MEEKC yontemlerinde kullanilan yiksek kaset
sicakliklarinin  mikroemdalsiyon elektrolit ¢ozeltilerinin  stabilitelerini
korumakta énemli oldugu bilinmektedir, bu nedenle yapilan optimizasyon
calismasinda yuksek sicakliklar da incelenmigtir. 50°C’de elde edilen
elektroferogramda, pik alanlarinin azaldigdi goérilmus, bu nedenle 40°C

calisma icin ideal bulunmustur.

Sonu¢ olarak yontemlerin avantaj ve dezavantajlarina
bakildiginda, her iki ydontemin de duyarllik agisindan sinirlamalari oldugu
gorilmektedir. Dedektér secgiminde duyarli bir dedektér olan MS
dedektdriinin MEKC ve MEEKC ile problem vyarattigi bilinmektedir®.
Bunun nedeni yuksek konsantrasyonlarda kullanilan misel olusturucu
surfaktanlardir. Ayrica MEKC icin kullanilabilen istifleme yontemi, MEEKC
yonteminde mikroemulsiyonun yapisini bozmasi nedeniyle
kullanilamamaktadir. MEEKC ydénteminde analitin  mikroemulsiyon
elektrolit ¢ozeltisi icinde hazirlanmasi gerekir. Aksi halde, yani analit su
icinde enjekte edildiginde, ayirma verimi duger. Bunun nedeni, analitin
enjeksiyon bolgesi ile mikroemulsiyonun kapiler icerisinde komsu halde
bulunmasi ve kullanilan suyun mikroemdalsiyonun yapisini organik ve su
fazi olarak ayirarak bozmasidir. Bu durum kapasite faktérinin azalmasi
ve pik kuyruklanmasina neden olur. iki yéntemin prensiplerinin benzer
olusu yaninda MEEKC sistemlerinin daha kompleks olusu, MEEKC’in
daha zahmetli; fakat ayni zamanda daha avantajli olmasini saglar. Bu
avantajlar olusan mikroemulsiyon yapisinin, misel yapisina oranla daha az
rijid olmasi ve kitle transferinin daha ylksek olmasidir. MEKC’de daha
rijid olan misel yapisina analitlerin adsorpsiyonu daha zor olacagi igin,

MEEKC daha fazla analit ile calisabilme segenegi sunabilmekte,
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yapisindaki ko-surfaktan ile de daha ylksek verimlilikte kutle transferi
saglamaktadir. iki yontemi ayirma ydntemlerinde siklikla kullanilan ve
CZE’ye gore duyarhligi daha iyi olan HPLC ile kiyasladigimizda ise,
olugsan misel veya organik organik damlaciginin yalanci sabit faz oldugunu
dusunerek, her iki yontemdeki sabit faz partikillerinin HPLC’ye oranla
daha kuguk oldugu ve sekillerinin daha homojen oldugu sodylenebilir.

Ayrica sistemde mobil fazin hareketi icin basinca ihtiyac yoktur®:.

5.2. Literatur Bulgulanyla Karsilagtirma

Literatirde, GUA icin gelistirilen MEKC yontemiyle kapsul
preparatindan tayin gercgeklestiriimistir. MEKC sisteminde kullanilan BGE
50 mM SDS igeren pH 8.5 100 mM Tris tamponudur ve GUA igin bulunan
LOD degeri (1000 ng mL™), calismamizda MEKC ve MEEKC ile elde
edilen LOD degerlerinin (0.56 ve 0.45 ug.mL™) vyaklasik iki kati
kadardir®®. Bir diger calismada ise, farmasétik bir preparattan GUA’nin de
dahil oldugu bilesenler icin MEEKC yontemi ile ayirma ve tayin
gerceklestiriimistir. Bu calismada kullanilan BGE sistemi pentan, 1-
butanol, 2-propanol, SDS ve 10 mM sodyum tetraborat ile olusturulan
mikroemulsiyona modifiye edici ajan 3 mM 2,6-di-O-metil--CD eklenmesi
ile olusturulmustur. Calisma sonucunda elde edilen LOD degerleri tim
aktif bilesenler icin 0.6-4.2 pg.mL™ aralijinda olup, ¢alismamizda her iki
yontemle elde edilen LOD degerleri bu arahidin alt sinirindan diisiiktiir®.
NE tayini igin, gelistirlien MEKC yonteminde BGE olarak 30 mM SDS
iceren Tris-borat tamponu kullanmistir. Gelistirdigimiz yontemlerle NE igin
elde edilen LOD degerleri her iki ydntemde 0.38 pg.mL™’ iken,
arastirmacilar LOD degeri olarak 1.0 ug.mL™* bulmustur®®. NE igin
gelistirilen bir diger CE yonteminde kullanilan CD igceren BGE ¢ozeltisi ile,
NE icin LOD ve LOQ degerileri sirasiyla 0.4 ug.mL™ ve 1.2 pg.mL™ olarak
elde edilmistir™>. Bu degerler yaninda bizim NE igin elde ettigimiz LOD

degerleri daha duguktur.
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Literatir taramasinda bazi kromatografik ydntemlerin de,
duyarlilik acisindan gelistirdigimiz yontemlere gore dezavantajli oldugu
gordlmastar.  Surup preparatindan GUA tayini HPLC-UV yontemi ile
gerceklestiriimis ve GUA igin LOD degeri 1.9 pg.mL™, LOQ degeri ise 5.9
ug.mL™ olarak bulunmustur'®. RPLC-UV yénteminde ise, GUA icin elde
edilen LOD ve LOQ verileri sirasiyla 3.95 pug.mL™ ve 11.98 ug.mL™ dir.
MEKC ve MEEKC yontemleriyle GUA icin elde ettigimiz LOD ve LOQ
degerleri bu calismalardaki degerlerden diisiiktiir®. HPLC-UV ile yapilan
bir calismada ise EPH ve NE igin bulunan LOD deger araliklari 0.34-51.0
ug.mL™ ve 0.40-0.50 pg.mL™ olarak verilmistir®. Baska bir HPLC-UV
yénteminde ise EPH igin bulunan LOD degeri 0.4 pug.mL™ olup, MEKC ile
elde ettigimiz EPH igin LOD degeri bu degerlere gére daha diisiiktir ™.

5.3. Validasyon ve SUT

Calismamizda MEKC ve MEEKC yoéntemleri igin
optimizasyon calismalari sonrasi ideal kosullar belirlenmis ve ydntemler
icin validasyon ve Sistem Uygunluk Testleri (SUT) yapilmistir. Her iki
yontemde de elde edilen kalibrasyon denklemleri istatistiksel olarak
incelenmigtir. Buna goére egimin sifirdan farki degerlendiriimis ve her iki
yontemde de elde edilen egim degerleri igin farkin anlamli oldugu
sonucuna varimigtir. Ayrica elde edilen egimlerin guven araliklar
saptanmig, ayni yontemle yapilan iki calismadaki egimler kiyaslanmistir.
Her bir analit icin incelenen bu degerler tekrarlanabilirlik acisindan
onemlidir. Her iki yontemde egimlerin anlamli farklara sahip olmadigi iki
kalibrasyon denklemi elde edilmistir. Bu da her iki yontemin de, farkh
calismalarda farkh kalibrasyon denklemleri ile elde edilen sonugclarinin

guvenilirligini gostermektedir.

80



Duyarlilik agisindan, EPH digindaki analitler icin MEEKC ile
elde edilen LOD sonuglari MECK’e gére daha dusuktur. Ham veri olarak
elektroferogram sonuglarindan sinyalleri inceledigimizde, MEEKC ile elde
edilen pik alanlari ¢cok daha yuksekken, gurultl sinyalinin yuksekliginden
kaynakl bir duyarlilik kaybi oldugu sdylenebilir. Gun igi tekrarlanabilirlik
sonuglarina bakildiginda, %RSD degerleri, EPH haricindeki analitler igin
MEKC’de daha dusuktir. Genel olarak iki yonteme baktigimizda ise,
%RSD degerleri 2'den kiigiiktiir®®. EPH igin bulunan giinigi %RSD degeri
ise 2’den yuksektir. Gunlerarasi tekrarlanabilirlik agisindan MEEKC ile
elde edilen tim % RSD degerleri MEKC'e gére yiiksektir. iki yéntem
sonuglari, ortalamalar agisindan Student t testi ve kesinlik agisindan
Fisher testi ile kiyaslanmistir. Student t testinde, yalnizca NE sonuglarinin
iki yontem agisindan anlaml farka sahip oldugu, diger analitler igin her iki
yontem sonuglari arasinda anlamli bir fark olmadidi gértulmastir. Fisher
testinde ise tum analitler i¢in her iki yontem sonuglari arasinda anlamli bir

fark olmadigi goértulmustar.

Sistem  Uygunluk  Testleri agisindan  yontemlerin
degerlendiriimesi Avrupa Farmakopesi parametrelerine gére yapilmistir®.
Pik simetrisi (As) icin elde edilen degerler MEKC ile elde edilen EPH piki
haricinde 2’nin altinda bulunmustur®. Tabaka sayisinin her iki yéntem icin
de 2000’den yuksek olmasi ve rezolisyonun 2’nin Uzerinde olmasi

yontemin gecerliliginin gdstergesidir®®.
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6. SONUG

EPH, NE, GUA ve MP dortli karisiminin ayrimi ve tayini
amaciyla MEKC ve MEEKC yontemleri geligtirildi ve optimize edildi. Her
iki yontem icin BGE ¢ozeltisi, surfaktan, tampon pH ve konsantrasyonu ve
ayrica cihaz parametreleri optimizasyonlari yapildi. Optimizasyon
c¢alismalarinda bir parametre incelenirken tim diger parametreler sabit
tutuldu. Optimum kosullarda farmasoétik surup numunelerinde yapilan
tayinler sonucu elde edilen LOD degerleri her iki yontemin de duyarli
oldugunu gosterdi. Validasyon calismalariyla yontemlerin dogrulugu ve
tekrarlanabilirligi gosterildi. iki yontem kiyasladiginda EPH digindaki diger
analitler icin MEEKC ydnteminin daha duyarli oldugu gérulda.
Tekrarlanabilirlik ve geri kazanim acgisindan MEKC yontemi ile daha iyi
sonuglar elde edildi. Sonugta her iki yontem de duyarliik, dogruluk,

tekrarlanabilirlik ve secicilik agisindan avantajlidir.
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7. OZET

Farmasotik Suruplarda Kapiler Elektroforez Yontemi ile

Efedrin, Norefedrin ve Guafenezin Miktar Tayini
Efedrin, Norefedrin, Guafenezin ve Parabenler’in tayini

amaciyla, iki yontem gelistiriimesi ve karsilastirimasi amacglanmistir.
Mikroemulsiyon elektrokinetik kromatografi (MEEKC) ve misel
elektrokinetik kromatografi (MEKC) yontemleri kullanilarak, tampon pH’i
tampon konsantrasyonu, surfaktan konsantrasyonu, ko-surfaktan
konsantrasyonu, organik fazi olugturan c¢6zucinin konsantrasyonu
optimizasyonlari ile, en wuygun ayirma ve tayini gergeklestirmek
amaclanmistir. MEKC igin en iyi sonuglar elektrolit ¢dzeltisinin 70 mM SDS
icerdigi pH 9.5, 5 mM borat tamponu ile elde edilmistir. Ayrica ¢ozeltiye
organik modifiye edici ACN, %15 oraninda eklenmistir. Kapiler kosullari da
optimize edilerek, 20 s enjeksiyon suresi ve 30 °C kaset sicakligi optimum
deger olarak secilmis, ayirma igin +22 kV kullaniimistir. MEEKC igin
yapilan optimizasyon calismalarinda, pH 11, 10 mM Borat tamponu %96.7
(a/a) oraninda olacak sekilde, buna ek olarak %1.4 SDS, %1.2 1-butanol
ve % 0.7 etil asetat bulunan bir elektrolit ¢gdzeltisinin kullaniimasi ile ayrim
saglanmistir. 20 s enjeksiyon suresi ve 40 °C kaset sicakligi kullaniimistir.
Kalibrasyon calismalari ile yontemlerin dogrusalliklari incelenmigtir.
Validasyon ¢alismalarinda bulunan LOD degerleri, GUA, MP, NE ve EPH
icin sirasiyla MEKC ydnteminde 0.56; 0.72; 0.38 ve 0.25 ug.mL™ olarak
hesaplanmis, MEEKC yénteminde ise 0.45; 0.61; 0.38 ve 0.46 pg.mL™
olarak hesaplanmistir . LOQ degerleri ise, ilk yontemde, 1.68; 2.17; 1.13
ve 0.76 ug.mL™ iken, ikinci yéntemde1.36; 1.86; 1.15 ve 1.38 ug.mL™
olarak bulunmustur. Son olarak surup preparatinin analizi ve geri kazanim
calismasi yapilmig, bulunan sonuglar istatistiksel olarak incelenmistir.
Anahtar Kelimeler: Kapiler Elektroforez, MEKC, MEEKC, Guafenezin,

Efedrin, Norefedrin, Farmasoétik surup
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8. SUMMARY

Determination of Ephedrine, Norephedrine and
Guaifenesin in Syrup Preparations by Capillary Electrophoresis

The aim of the study was to develop and compare two
capillary electrophoresis methods for the determination of Ephedrine,
Norephedrine, Guaifenesin and Methylparaben. In MEEKC and MEKC
methods, parameters were optimized according to the best separation and
determination results. In MEKC method, the best results were obtained by
using a pH 9.5, 5 mM borate buffer electrolyte solution including 70 mM
SDS and 15% ACN. While optimizing the capillary conditions, the best
separation was obtained by using 30°C cassette temperature and +22 kV
separation voltage with an injection time of 20 s. In MEEKC, the optimum
conditions were obtained by using a mixture of pH 11, 10 mM borate
buffer 96.7% (w/w) and 1.4% SDS , 1.2% 1-butanol and 0.7% ethyl
acetate in microemulsion solution. Injection time of 20 s and temperature
of 40°C were chosen for the separation. The linearity of the methods were
between 1-25 pg.mL™ for both MEKC and MEEKC. In validation studies,
the LOD and LOQ values for GUA, MP, NE and EPH were found to be
0.56; 0.72; 0.38 and 0.25 pug.mL™ and 0.45; 0.61; 0.38 and 0.46 pg mL™
respectively by MEKC. In MEEKC LOD and LOQ values for the analytes
were found to be 1.68; 2.17; 1.13; 0.76 pg.mL™ and 1.36; 1.86; 1.15 and
1.38 yg.mL™ respectively. Finally, the recovery studies were obtained by
the analysis of the syrup preparation and the results were analyzed
statistically.
Keywords: Capillary Electrophoresis, MEKC, MEEKC, Guaifenesin,

Ephedrine, Norephedrine, Pharmaceutical syrup

84



9. KAYNAKLAR
1. British Pharmacopeia, Her Majesty’s stationary Office: London; 2009.
2. World Anti-doping Agency (WADA). The 2007 Prohibited List, 2006.

3. Segura J., Ventura R., Marcos J., Gallego R.G. Forensic Science
Handbook of Analytical Separation. 2™ Edt. Amsterdam: Elsevier; 2008.

4. Wooltorton E, Sibbald B. Ephedra/ephedrine: Cardiovascular and CNS
Effects. CMAJ 2002;166(5):633.

5. Wilkinson G.R, Beckett A.H. Absorption, Metabolism and Excretion of
the Ephedrine in Man. I. The Influence of Urinary pH and Urine Volume
Output. JPET 1968; 162:139-147.

6. Csajka C, Haller C.A, Benowitz N.L, Verotta D. Mechanistic
Pharmacokinetic Modelling of Ephedrine, Norephedrine and Caffeine in

Healthy Subjects. Br J Clin Pharmacol 2005; 59:335-345.

7. Vural N, Saygi S. insanlarda Efedrin Atiliminin idrar pH’sina Bagl
Olarak Degisimi. JTPA 1988; 60(1):5-9.

8. Abourashed E.A, EI-Alfy AT, Khan |L.A, Walker L. Ephedra in
Perspective- Current Review. Phytother Res 2003; 17:703-712.

9. The Merck Index, An Encyclopedia of Chemical Drugs and Biologicals.
10" Edt. Rahway,NJ.USA:Merck and Co Inc; 1983.

85



10. Haller C.A, Jacob P, Benowitz N.L. Pharmacology of Ephedra
Alkaloids and Caffeine after Single-dose Dietary Supplement Use. Clin
Pharmacol Ther 2002;71:421-432.

11. Rowe R.C, Sheskey P.J, Owen S.C. Handbook of Pharmaceutical
Excipients. 5" Edt. Londra-Chicago: AphA (Pharmaceutical Press-
American Pharmacist Association); 2006.

12. Shabir G.A. Determination of Guaiphenesin and Sodium benzoate in
Liqufruta Garlic Medicine Cough Medicine by High Performance Liquid
Chromatography. J Anal Chem 2011;66:963-968

13. Dénmez O, As B, Bozdogan A, Sungur S. Simultaneous
Determination of Potassium Guaiacolsulfonate, Guaifenesin,
Diphenhydramine HCI and Carbetapentane citrate in Syrups by Using
HPLC-DAD. Talanta 2011;83:1601-1605.

14. Louhaichia M.R, Jebali S, Loueslatia M.H, Adhoumb N, Monserb L.
Simultaneous  Determination of Pseudoephdrine,  Pheniramine,
Guaifenisin, Pyrilamine, Chlorpheniramine and Dextromethorphan in
Cough and Cold Medicines by High Performance Liquid Chromatography.
Talanta 2009;78:991-997.

15. Grosa G, Grosso E.D, Russo R, Allegrone G. Simultaneous, Stability
Indicating, HPLC-DAD Determination of Guaifenesin and Methyl and
Propyl-parabens in Cough Syrup. J Phar Biomed Anal 2006;41:798-803.

16. Wilcox M.L, Stewart J.T. HPLC Determination of Guaifenesin with

Selected Medications on Underivatized Silica with an Aqueous-organic
Mobile Phase. J Phar Biomed Anal 2000;23:909-916.

86



17. Maithani M, Sahu S, Chaudhary A.K, Singh R. Development and
Validation of a Novel RP-HPLC Method for Simultaneous Determination of
Salbutamol sulfate, Guaifenesin and Ambroxol hydrochloride in Tablet
Formulation. J Lig Chromatogr R T 2012; 35:1156-1170.

18. Hatami M, Farhadi K, Abdollahpour A. Using Dispersive Liquid-liquid
Microextraction and Liquid Chromatography for Determination of
Guaifenesin Enantiomers in Human Urine. J Sep Sci 2011;34:2933-2939.

19. Emara S, Kamal M, Hadad G, ZaaZaa H, Kawi M.A. Back-flush
Column-switching Technique for on-line Sample Cleanup and Enrichment
to Determine Guaiphenesin in Human Serum. J Lig Chromatogr R T
2012;35:15-27.

20. Eichhold T.H, McCauley-Myers D.L, Khambea D.A, Thompsonb G.A,
Hoke S.T. Simultaneous Determination of Dextromethorphan,
Dextrorphan, and Guaifenesin in Human Plasma using Semi-automated
Liquid/liquid Extraction and Gradient Liquid Chromatography Tandem
Mass Spectrometry. J Phar Biomed Anal 2007;43:586-600.

21. Chen X, Huang J, Kong Z, Zhong D. Sensitive Liquid
Chromatography—tandem Mass  Spectrometry method for the
Simultaneous Determination of Paracetamol and Guaifenesin in Human
Plasma. J Chromatogr B 2005;817:263-269.

22. Wen J, Zhang H, Xia C, Hu X, Xu W, Cheng X, Gao J, et al. A
Sensitive Liquid Chromatography—electrospray ionization—mass
Spectrometry Method for the Simultaneous Determination of
Pentoxyverine citrate and Guaifenesin in Human Plasma. Biomed
Chromatogr 2010;24:351-35.

87



23. Sheen J.F, Her G.R. Analysis of Neutral Drugs in Human Plasma by
Fluoride Attachment in Liquid Chromatography/negative lon Electrospray
Tandem Mass Spectrometry. Rapid Commun Mass Spectrom
2004;18:1911-1918.

24. Harsono T, Yuwono M, Indrayanto G. Simultaneous Determination of
Some Active Ingredients in Cough and Cold Preparations by Gas
Chromatography, and Method Validation. J AOAC Int 2005;88(4):1093-
1098.

25. Sharaf M.H.M, Stiff D.D. Determination of Guaifenesin in Human
Serum by Capillary Gas Chromatography and Electron Capture Detection.
J Phar Biomed Anal 2004;35:801-806.

26. Denola N.L, Quiming N.S, Saito Y, Catabay A.P, Jinno K. Sensitive
Micellar Electrokinetic Chromatographic Determination of Salbutamol,
Guaifenesin, and Dyphylline in Oral Formulations. J Lig Chromatogr R T
2009;32:1407-1422.

27. Lin Y-T, Kou H-S, Wu H-L. A Simple Micellar Electrokinetic Capillary
Chromatographic Method for the Quantitative Analysis of Organic
Expectorants. Electrophoresis 2008;29:3524-3530.

28. Pomponio R, Gotti R, Hudaib M, Adrisano V, Cavrini V. Analysis of
Guaifenesin-based Cough  Syrups by Micellar  Electrokinetic
Chromatography and GC-MS. J Sep Sci 2001;24:258-264.

29. Xu X, Stewart J.T. MEKC Determination of Guaifenesin,

Pseudoephedrine and Dextrometorphan in a Capsule Dosage Form. J Liq
Chromatogr R T 2000;23(1):1-13.

88



30. Okamoto H, Nakajima T, Ito Y, Aketo T, Shimada K, Yamato S.
Simultaneous Determination of Ingredients in a Cold Medicine by
Cyclodextrin-modified Microemulsion Electrokinetic Chromatography. J
Phar Biomed Anal 2005;37:517-528.

31. Okamura N, Miki H, Harada T, Yamashita S, Masaoka Y, Nakamoto Y,
Tsuguma M., Yoshitomi H, Yagi A. Simultaneous Determination of
Ephedrine, Pseudoephedirne, Norephedrine and Methylephedrine by
High-Performance Liquid Chromatography. J Phar Biomed Anal 1999;
20:363-372.

32. Ouyang J., Gao X., Baeyens W.R.G., Delanghe J.R. Determination of
Ephedrine and Related Compounds in Pharmaceutical Preparations by
lon Chromatography with Direct Conductivity Detection. Biomed
Chromatogr 2005;19:266-271.

33. Aymard G, Labarthe B, Warot D, Berlin I, Diquet B. Sensitive
Determination of Ephedrine and Norephedrine in Human Plasma Samples
Using Derivatization with 9-fluorenylmethyl Chloroformate and Liquid
Chromatography. J Chromatogr B 2000;744:25-31.

34. Chan K.H, Pan R-N, Hsu M-C. Simultaneous Quantification of six
Ephedrines in Urine by High- Performance Liquid Chromatography.
Biomed Chromatogr 2005;19:337-342.

35. Apollonio L.G., Pianca D.J., Whittall I.R., Maher W.A., Kyd J.M. A
Demonstration of the use of Ultra-Performance Liquid Chromatography-
Mass Spectrometry [UPLC/MS] in the Determination of Amphetamine-type
Substances and Ketamine for Forensic and Toxicological Analysis. J
Chromatogr B 2006;836:111-115.

89



36. Lee K.M, Kim H.J, Jeong E.S, Yoo H.H, Kwon O.S, Jin C et al. Simple
and Accurate Quantitative Analysis of Seven Prohibited Threshold
Substances in Human Urine by Liquid Chromatography/tandem Mass
Spectrometry in Doping Control. Rapid Commun Mass Spectrom
2011;25:2261-2267.

37. Cooper S.D, Fletcher B.L, Silinski M.A.R, Brown S.S, Lodge J.W,
Fernando R.A. Determination of L-Ephedrine, Pseudoephedrine, and
Caffeine in Rat Plasma by Liquid Chromatography—Tandem Mass
Spectrometry. J Anal Toxicol 2011;35:341-348.

38. Wu H, Xiong X, Huang X, Zhu Z, Huang F, Lin X. Simultaneous
Determination of 17 Toxic Alkaloids in Human Fluids by Liquid
Chromatography Coupled with Electrospray lonization Tandem Mass
Spectrometry. J Lig Chrom & Rel Technol 2013; 36:1149-1162.

39. M-H.E.Spyridaki, Tsitsimpikou C.J., Sisko P.A., Georgakopoulos C.G.
Determination of Ephedrines in Urine by Gas Chromatography-mass
Spectrometry. J Chromatogr B 2001,;758:311-314.

40. Wang S-M., Lewis R.J., Canfield D., Li T-L., Chen C-Y., Liu R.H.
Enantiomeric Determination of Ephedrines and Norephedrines by Chiral
Derivatization Gas Chromatography-mass Spectrometry Approaches. J
Chromatogr B 2005;825:88-95.

41. Liu Y-M, Li J, Yang Y, Du J, Mei L. Separation and Determination of
Ephedra Alkaloids in Traditional Chinese Medicine and Human Urines by
Capillary Electrophoresis Coupled with Electrochemiluminescence
Detection. Can J Chem 2012;90:180-185.

90



42. Deng D-L, Zhang J-Y, Chen C, Hou X-L, Su Y-Y, Wu L. Monolithic
Molecular Imprinted Polymer Fiber for Recognition and Solid Phase
Microextraction of Ephedrine and Pseudoephedrine in Biological Samples
Prior to Capillary Electrophoresis Analysis. J Chromatogr A 2012;
1219:195-200.

43. Yang R, Zeng H-J, Li J-J, Zhang Y, Li S-J, Qu L-B. Capillary
Electrophoresis Coupled with End-column Electrochemiluminescence for
the Determination of Ephedrine in Human Urine, and a Study of its
Interactions with Three Proteins. Luminescence 2011; 26: 374-379.

44. Liu Y.M, Peng L.F, Mei L, Liu L.M. Determination of Diastereoisomeric
Alkaloids in Urine by Capillary Electrophoresis with
Electrochemiluminescence Detection. CCL 2011;22:197-200.

45. Lu M, Li Q, Lai Y, Zhang L, Qiu B, Chen G, et al. Determination of
Stimulants and Narcotics as well as Their in vitro Metabolites by Online
CE-ESI-MS. Electrophoresis 2011;32:472-478.

46. Alshana U, Goger N, Ertas N. Ultrasound-assisted Emulsification
Microextraction for the Determination of Ephedrines in Human Urine by
Capillary Electrophoresis with Direct Injection. Comparison with dispersive
liquid—liquid Microextraction. J Sep Sci 2012;35:2114-2121.

47. Mateus-Avois L, Mangin P, Saugy M.Development and Validation of a
Capillary Zone Electrophoresis Method for the Determination of Ephedrine
and Related Compounds in Urine without Extraction. J Chromatogr B
2003; 791:203-216.

91



48. Fang H, Liu M, Zeng Z. Solid-phase Microextraction Coupled with
Capillary Electrophoresis to Determine Ephedrine Derivatives in Water
and Urine Using a Sol-gel Derived butyl methacrylate/silicone Fiber.
Talanta 2006;68:979-986.

49. Dong Y, Chen Y, Chen X, Hu Z. Method for Derivatization of
Ephedrine and Pseudoephedrine in Nonagueous Media and
Determination by Nonaqueous Capillary Electrophoresis with Laser
Induced Fluorescence Detection. Biomed Chromatogr 2006;20:1150-1156

50. Zhang L, Wang R, Yu Y, Zhang Y. Capillary Electrophoresis with
Laser-induced Fluorescence and pre-column Derivatization for the
Analysis of lllicit Drugs. J Chromatogr B 2007;857:130-135.

51. Xie J, Zhang J, Liu J, Tian J, Chen X, Hu Z. Micellar Electrokinetic
Chromatography with Laser-induced Fluorescence Detection for Sensitive
Determination of Ephedrine and Pseudoephedrine. J Sep Sci 2004;
27:1211-1214.

52. Rind F.M.A, Khuhawar M.Y, Rajper A.D. HPLC Determination of
Phenylpropanolamine in  Pharmaceutical Preparations using 4-
dimethylaminobenzaldehyde as a Derivatizing Reagent. J Phar Biomed
Anal 2001; 26:331-336.

53. Ch’afer-Peric’as C, Camp’ins-Falc’o P, Herr'aez-Hern'andez R.
Application of Solid-phase Microextraction Combined with Derivatization to
the Enantiomeric Determination of Amphetamines. J Phar Biomed Anal
2006 ; 40:1209-1217.

92


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Zhang%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17689300
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Wang%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17689300
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Yu%20Y%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17689300
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Zhang%20Y%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17689300

54. Abbasi K, Bhanger M., Khuhawar M.Y. Capillary Gas
Chromatographic Determination of Phenylpropanolamine in
Pharmaceutical Preparation. J Phar Biomed Anal 2006;41:998-1001.

55. Kokiashvili N.G, Wongwana S, Landgraf C, Michaelis K, Hammitzsch-
Wiedemanna M, Scribaa G.K.E. Profiling of Levoamphetamine and
Related Substances in Dexamphetamine sulfate by Capillary
Electrophoresis. J Phar Biomed Anal 2009;50:1050-1053.

56. Buiarelli F, Coccioli F, Josionowska R, Terracciano A. Development
and Validaton of an MEKC Method for Determination of
Nitrogencontaining drugs in Pharmaceutical Preparations. Electrophoresis
2008;29:3519-3523.

57. Baker D.R. Capillary Electrophoresis. 1% Edt. Canada: A Wiley-

Interscience Publication;1995.

58. Altria K.D. Overview of Capillary Electrophoresis and Capillary
Electrochromatography. J Chromatogr A 1999;856:443-463.

59. Kim J-B, Terabe S. On-line Sample Preconcentration Techniques in
Micellar Electrokinetic Chromatography. J Phar Biomed Anal 2003;

30:1625-1643.

60. Terabe S. Micellar Electrokinetic Chromatography for High-
Performance Analytical Separation. Chemical Record 2008;8:291-301.

61. Altria K.D. Background Theory and Applications of Microemulsion
Electrokinetic Chromatography. J Chromatogr A 2000;892:171-186.

93



62. Poole C.F, Wilson I.D, editors. Encyclopedia of Separation Science,
Online Update. Oxford:Elsevier; 2007.

63. Altria.  K.D.  Application  of = Microemulsion electrokinetic
Chromatography to the Analysis of a Wide Range of Pharmaceuticals and
Excipients. J Chromatogr A 1999;844:371-386.

64. European Pharmacopoeia: Supplement. 5th Edt. Council of Europe;
2005.

65. USP32- NF 27. Rockville, MD: The United States Pharmacopeial
Convention; 2008.

66. Center for Drug Evaluation & Research, US Food and Drug
Administration. Reviewer Guidance, Validation of Chromatographic
Methods; FDA Rockville MD; 1994.

67. Interactions 6-Volume Set.1° Edt. Alexander V. Lyubimov: John Wiley
and Sons Inc; 2012.

68. Elkady E.F. Simultaneous Determination of Diclofenac potassium and
Methocarbamol in Ternary mixture with Guaifenesin by Reversed Phase
Liquid Chromatography. Talanta 2010;82:1604-1607.

69. Sheu S.J., Huang M.H. Determination of Ephedra Alkaloids by High-
Performance Liquid Chromatography. Chromatographia 2001;54:117-119.

70. Li H-X., M-Y., Lv K., Yu J-Y. Simultaneous Separation and
Determination of Ephedrine Alkaloids and Tetramethyl-pyrazine in
Ephedra sinica stapf by HPLC. J Lig Chrom & Rel Technol 2002 ;
25(2):313-320.

94



71. Hou J, Zheng J, Rizvi SA, Shamsi SA. Simultaneous chiral separation
and determination of ephedrine alkaloids by MEKC-ESI-MS using
polymeric surfactant I: method development.Electrophoresis
2007;28:1352-1363

72. Deepak S.N, Vedha Hari B.N. Optimization, Development and
evaluation of Microemulsion for the release of combination of Guaifenesin
and Phenylephrine. JAPS 2013;3:48-56

95



10. TESEKKUR

Doktora tezimi planlayan ve yoneten, hosgorl ve anlayigla
her konuda yanimda olan sevgili tez hocam Prof. Dr. Nilgiin GUNDEN
GOGER’e,

Calismalarimda yasadigim her zorlukta danisabildigim,
bilimsel katkilariyla yardimlarini higbir zaman esirgemeyen Sayin Prof. Dr.
Nusret ERTAS a,

Bilgi ve deneyimleriyle yanimizda olan, tecrubeleriyle her
zaman yol gosteren Sayin Prof. Dr. M. Tevfik ORBEY’e,

Yardimlarini esirgemeyen hocalarim Prof. Dr. Hasan
BASAN ve Dog. Dr. Ugur TAMER'e,

Her zaman c¢ekinmeden herseyi sorabildigim sevqili
arkadasim Dog. Dr. H. Eda SATANA KARA'ya,

ictenligi, glilimseyen yiizii ile her zaman moral veren Uzm.
Sebnem YILMAZ'a,

Oda arkadaslarim, okuldaki ailem, her seyi paylastigimiz ve
sabirla hep yanimda olan ¢ok sevgili arkadaslarim Yard. Dog. Dr. Aysel
PEHLIVAN BERKKAN ve Uzm. Dr. Orkun ALP’e,

Cok sevgili arkadaslarim Ars. Gor. Hilal TORUL, Ars. Gor.
Merve ERYILMAZ, Ars. Goér. Hiima YILMAZ ve Ars. Gor. Uzeyir
DOGAN’a,’a,

Her zaman, her konuda yanimda olan, moralini ve destegini
higcbir zaman esirgemeyen c¢ok sevdigim canim dostum Ars. Gor. Dr. N.
Basaran MUTLU AGARDAN'a,

Hem iyi gunde hem de kotu gunde hep yanibagsimda olan,
yardim ve destegi ile bana given veren cok sevgili dostum Feriba
TURHAN’a,

Bircok konuda farkli bakis agilari kazanmami saglayan,

bilgisine cok giivendigim sevgili arkadasim Soner AGARDAN’a,

96



Uzakta olmalarina ragmen desteklerini her zaman hissettiren
cok sevgili arkadaslarim Derya GUVEN ve Kaan GUVEN'e,

Her zaman yanimda olan Nurcan BAS, Hayri BAS, Evren
BAS GUNDOGAN ve Tugrul GUNDOGANa,

Herseyimi paylastigim, her zorlukta yanimda olan ve
¢ozUmler bulan, hep yanimda olan kardesim Nazhi TOPBASI
SINANOGLU'na,

Herseyden c¢ok sevdigim, bir tanecik kardesim Sinan
YARIMKAYA'ya,

Hayat boyu her kararima saygi gosteren, beni bugulnlere
getiren, her zaman yanimda olan, sevildigimi her zaman hissettiren ve ¢ok
sevdigim canim annem Ferhan YARIMKAYA ve canim babam Kemal
YARIMKAYA'ya,

Her zaman sabirla bana destek veren, her konuda bana
sonuna kadar inanan, iyi giinde ve kotu glinde hep yanimda olan, sevgili
esim Erdem BAS’a

En icten tesekkdrlerimi sunarim...

97



11. OZGECMIS

Adi: Sezen
Soyadi: YARIMKAYA BAS
Dogum yeri ve tarihi: Ankara-16.01.1983

Egitimi:

Doktora: Gazi Universitesi Eczacilik Fakultesi, Analitik Kimya Anabilim
Dali, (Subat 2007-)

Yiiksek Lisans: Gazi Universitesi Eczacilik Fakiiltesi, Analitik Kimya
Anabilim Dali, (2005-2007).

Yiksek Lisans Tezi

Akrilat Bazli pH-Duyarli Polimerler ile Sulu Ortamlardan Bakir(ll)'nin

Uzaklastiriimasi ve Spektrofotometrik Yontemle Tayini

Lisans: Ankara Universitesi Fen Fakiiltesi Biyoloji Bélimii, 2004.

Yabanci Dili: ingilizce

YAYINLAR

Hasan BASAN Sezen YARIMKAYA (2013) A Novel Solid-Phase
Extraction—Spectrofluorimetric Method for The Direct Determination of
Atenolol in Human Urine. Luminescence, DOI: 10.1002/bi0.2532

Sezen YARIMKAYA Hasan BASAN (2007) Synthesis and Swelling

Behavior of Acrylate-Based Hydrogels. J Macromol Sci Pure 44 (7-9)(699-
706).

98



Sezen YARIMKAYA Hasan BASAN (2007) Swelling Behavior of Poly(2-
Hydroxyethyl  Methacrylateco-Acrylic  Acid-co-Ammonium  Acrylate)
Hydrogels. J Macromol Sci Pure 44 (7-9)(939-946).

BILDIRILER

Yarimkaya, S., Ertas,N., Goger, N.G., 2012. Analysis of Antazolin and
Naphazolin by Microemulsion Electrokinetic Chromatography, 10th Int.
Symp. on Pharm. Sciences ANKARA

Yener,B., Yarimkaya,S., Ertag,N., Goger, N.G. , 2012. Separation and
Determination of Paracetamol, Chlorpheniramin maleate,
Pseudoephedrine HCI and Dextromethorphan HCI in Tablets using
Capillary Zone Electrophoresis, 10th Int. Symp. on Pharm. Sciences
ANKARA

Sacinti,C., Yarimkaya Bas,S., Goger,N.G. , 2012. Quantitative
Determination of Lansoprazole and its Impurities by HPLC, 4th EuCheMS
Chemistry Congress PRAG

Yarimkaya S., Alshana U., Ertag N., Goger N.G., 2011. Separation and
determination of ephedrine, norephedrine and guaifenesin in
pharmaceutical syrup and biological samples using micellar electrokinetic
chromatography, 7th International Conference "IMA 2011-Instrumental

Methods of Analysis-Modern Trends and Applications" Crete, Greece

Basmakgi, G., Satana, H.E., Yarimkaya, S., Ertas, N., Goger, N.G.,
2010. Simultaneous Determination of Dexphantenol, Mepyramine Maleate
and Lidocaine Hydrochloride in Combined Pharmaceutical Gels by
Capillary  Electrophoresis, 28th  International =~ Symposium  on

Chromathography Valencia, Spain

99



Yarimkaya, S., Basan H., 2006. Piroxicam release from acrylate-based

pH-sensitive hydrogels, 8th Int. Symp. on Pharm. Sciences ANKARA

PROJELER

Lansoprazol ve Safsizliklarinin HPLC ve CE ile tayini, Gazi Universitesi
Arastirma Fonu Projesi No: 02/2012-13, Nilgun Gunden Gdger (Proje
Yoneticisi), Sezen Yarimkaya Bas, Caglar Sa¢inti, 2012- Proje devam

etmekte.

Kapiler Elektroforez Yontemiyle Efedrin, Pseudoefedrin ve Metabolitleri
Norefedrin ve Norpseudoefedrin’in Tayini, Gazi Universitesi Arastirma
Fonu Projesi N0:02/2011-19 Nilgun Gunden Goger (Proje Yoneticisi),

Sezen Yarimkaya, 2011-Proje tamamlandi.

Kapiler Elektroforez Yontemiyle Farmasoétik Formlarda Mepiramin Maleat,
Lidokain HCI, Dekspantenol ve Benzalkonyum Klorur Miktar Tayini, Gazi
Universitesi Arastirma Fonu Projesi No: 02/2009-13, Nilgiin Giinden
Goger (Proje Yoneticisi), Eda SATANA, Sebnem YILMAZ, Sezen

Yarimkaya, 2009-Proje tamamlandi.

100



