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OZET

Bu c¢alismada, goz damlasi olarak kullanilan bazi ilaglarin etken maddesi olan
Olopatadin HCI (OLO) 'nin kapiler zon elektroforez (CZE) ile tayini igin hassas ve segici

ayirma kosullari arastirilmistir.

Tampon derigimi, tampona eklenen organik coziiciilerin miktari, pH, tamponun
viskozitesi, kolon sicakligi, enjeksiyon hacmi, enjeksiyon siiresi optimize edilmistir.
Analizler 20 mM, %15 (h/h) asetonitril igeren pH= 9,5 sodyum tetraborat tamponu
kullanilarak, 50mbar’da 10 s enjeksiyon ile, 205 nm dalgaboyunda, 30 °C’da ve 25 kV
potansiyel uygulanarak yapilmistir. Uygun kosullar belirlendikten sonra ydntemin
hassasiyetini ve tekrarlanabilirligini arttirmak i¢in uygun bir i¢ standart (IS) belirlenmistir.
Sistem i¢in uygun olan metil paraben IS olarak kullanilmigtir. Gelistirilen ydntemin
dogruluk, kesinlik, dogrusallik, geri kazanim, tayin sinir1 (LOQ) ve gozlenebilme sinir
(LOD) gibi validasyon parametreleri arastirilmistir. Bu yontem OLO’nun tayini i¢in goz
damlasi ilacina basariyla uygulanmigtir. Bu ¢alisma OLO’nun CZE ile tayini agisindan

0zglin bir calismadir.

Anahtar Kelimeler: Kapiler zon elektroforez, olopatadin, farmasotik
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SUMMARY

In this study, sensitive and selective separation conditions were investigated with
the capillary electrophoresis for the determination of Olopatadine HCI (OLO) which is an
active ingredient of some medicines used as an eye drops.

Buffer concentration, the quantity of the organic solvents added to buffer, pH the
viscosity of the buffer, column temperature injection volume, injection time were
optimized. Analyses were made using a run buffer consisting of 20 mM sodium tetraborate
buffer of 15% ACN (acetonitrile) with pH 9.5, applying 50 mbar of pressure s at 10 s, at
205 nm and at 30 °C of fixed temperature. Certain parameters were used to find a suitable
IS increases the repeatability and sensitivity of the developed method. Methyl paraben was
suitable IS for this system. Validation parameters such as precision, accuracy, linearity,
recovery, detection and quantification limits (LOD and LOQ) of the developed method
were investigated. This method was applied for the determination of OLO in the
pharmaceutical preparation of an eye drop. To the best of our knowlodge, this study is the
first application for the determination of OLO by CZE.

Keywords: Capillary zone electrophoresis, Olopatadine, Pharmaceutical
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1. GIRIS VE AMAC

Histamin viicutta dogal olarak bulunan bir kimyasal olup goézlerde kizariklik,
kasinti, sulanma gibi alerjik etki yaratabilmektedir. Alerjik belirtilerin tedavisi igin
histaminin etkilerine tersi yonde bir etki gosteren Olopatadin HCI (OLO) kullanilmaktadir.
Antihistaminik 6zellikte olan OLO viicuttaki histamin salimimni engelleyerek histaminin

sebep oldugu belirtileri azaltmaktadir (Sharif vd., 1996).

Gunumiizde basit, kisa siireli, tekrar edilebilir, kesin sonug veren ve ekonomik olan
analiz yontemleri gelistirmek amaciyla siirekli yeni yontemler sunulmaktadir. Ozellikle
ilagc ve ila¢c etken maddesi analizlerinde yeni yontemler gelistirmek olduk¢a ihtiyag
duyulan bir konudur. Tayini yapilacak olan OLO bir géz damlasinin ilag etken maddesi
olup seg¢ici, hassas, kisa slirede sonug veren, rutin analizlerde kullanilabilecek ekonomik
bir yontem gelistirilmesine ihtiya¢ duyulmaktadir. Yapilan tez calismasinin amaci, ilag
etken maddesi olan OLO’nun tayini i¢in kisa siirede analiz edilecek ve giivenilir bir
yontem gelistirmektir. Bu yontem sayesinde ¢oziicii kullanimi da mikrolitre diizeyine
indirilecektir. Kapiler zon elektroforez (CZE) kullanilarak OLO tayini i¢in kolay, kesin,
dogru ve ekonomik bir yontem gelistirilmistir. Literatiirde ilag etken maddesi olan
OLO’nun CZE’de tayinine ait herhangi bir c¢alismaya rastlanamamistir. Bu tez
kapsaminda; OLO’nun CZE’de ayirma kosullar1 ve bunun yani sira ila¢ ortamindan ve
sentetik karigimdan geri kazanimini saglamak amaciyla uygun ekstraksiyon kosullart
belirlenmistir. Elektroforetik sartlar1 belirlemek i¢in tamponun pH’1 ve tamponun derigimi,
tampona ilave edilen organik ¢Oziicii miktari, ortam sicakligi, tampon viskozitesi,
enjeksiyon hacmi, enjeksiyon siiresi incelenmis, validasyon parametreleri kullanilarak
deneysel veriler degerlendirilmistir. En uygun deneysel kosullar belirlendikten sonra
yontemin hassasiyeti ve tekrarlanabilirligini arttirmak amaciyla ¢ozeltiye i¢ standart

eklenmistir.



2. OLOPATADIN HCI

Olopatadin  hidroklorir  (OLO)  (11-[(Z)-3-(dimetilamino)propylidene]-6,11-
dihydrodibenz [b,e]oxepin-2-asetik asit mono hidrokloriir)(X) antialerjik histamin H1
reseptOr antagonist olan yeni bir ilagtir (Ohshima vd., 1992). Kimyasal yapist Sekil 2.1°de

gosterilmistir.

HOOCH,C

CHCH,CH,N(CHy), . HCI

Sekil 2.1. OLO’ nun kimyasal yapis1

Histamin reseptoriinii baglayici etkisi olan OLO, segici histamin M1 karsitidir.
Endojen histaminin etkisini bloke etmesi ile histaminin sebep oldugu negatif semptomlarda
gecici bir rahatlama saglar. Genellikle OLO giinliik olarak 2 ile 20 mg doz araliginda alinir
ve histaminin sebep oldugu egzama, gozlerde kasint1 veya sulanma, kizariklik gibi alerjik

semptomlari azaltici etki gosterir (Ohmori vd., 1996; Ohmori vd., 2002).

OLO’ nun oftalmik %0,1 ya da %0,2’ lik c¢ozeltisi, alerjik konjonktivitlerin
tedavisinde kullanilir (Ohmori vd., 2002; Dey vd., 2010).

Literatiir taramast OLO i¢in yapilan analitik ¢alismalarin sinirli sayida kaldigi ve
spektrofotometrik (Dey vd., 2010), HPLC (Wen-Fang vd., 2010; Rao vd., 2012), LC-MS
(Fujita vd., 1999; Zhu vd., 2011; Fujimaki vd., 2006; Zhu vd., 2011; Liang vd., 2006) ve
HPTLC (Anand vd., 2010) gibi yontemlerdir. Yapilan ¢alismalarda kapiler elektroforez

yonteminin daha 6nce hi¢ kullanilmadig: tespit edilmistir.

Bu ¢alismanin amaci, OLO’nun tayini i¢in elektroforezin bir modu olan kapiler zon

elektroforez yontemi gelistirmektir. Bu yOntemin kesinlik, dogruluk, dogrusallik,



gozlemlenebilme sinir1 (LOD), tayin sinir1 (LOQ) gibi parametrelerle valide edilmistir.

Valide edilen bu yontem g6z damlasi ilacindaki OLO tayinine basariyla uygulanabilmistir.



3. LITERATUR TARAMASI

Biyojenik bir amin olan histamin, bitki, hayvan ve insanlarin yagsamsal siireglerinde
viicut tarafindan tretilir ve L-histidinin enzimatik dekarboksilasyonu ile sentezlenmektedir
(Collado vd., 2000). Histamin, sinir tasiyicisi (neurotransmitter) olarak merkezi sinir
sisteminde etkin bir role sahiptir (Schwartz vd., 1991). Alerjik reaksiyonlarla dogrudan
iliskisi vardir (Bachert, 1998). Insan viicudunda diiz kaslarin kasilmasi, ter bezlerinin
uyarilmasi, midede sindirim salgilarinin salgilanmasi, kii¢iik dolagimin, viicut isisinin,

atardamar kan basincinin ve uyku diizeninin ayarlanmasi1 gibi 6nemli biyolojik

fonksiyonlara sahiptir (Schwartz vd., 1991; Collado vd., 1999).

Alerjik hastaliklarin  tedavisinde Hj; histamin reseptér antagonisti olan
antihistaminik ilaglar kullanilmaktadir. Bu ilaglar ayrica soguk algmligi semptomlarinin

giderilmesi amaciyla yaygin olarak kullanilmaktadir (Simons, 2003; Parsons vd., 2006).

OLO da viicuttaki histaminin salinimini engelleyerek kizariklik, kasinti, vb.

semptomlar1 azaltan bir kimyasal olup ilag etken maddesi olarak kullanilmaktadir.

Bu tez kapsaminda mast hiicre mediatdr salinimini 6nleyen ve histamin H1 reseptor
blokaji yaparak etki gdsteren etken madde olarak OLO igeren ilaglarda miktar tayininin
yapilmasi i¢in ekonomik, duyarli, dogru ve basit bir kapiler zone elektroforez yonteminin

onerilmesi ve bu yontemin ilaglarada uygulanmasi amaglanmustir.

Mahajan ve arkadaslar1 (2013) tarafindan, LC (Sivi Kromatografisi) ve LC-
MS/TOF (Ugus Zamanh Kiitle Spektrometreli S1ivi Kromatografisi) kullanilarak OLO’nun
ICH (Uluslararas1t Uyum Konferansi) tarafindan onerilen bozulma {iriinlerinin yapisal
aydinlatilmasi yapilmistir. Yapilan caligma, antialerjik ila¢ olan OLO’nun farkli gerilme
kosullarinda bozulma {iriinlerini belirlemek ve karakterize etmeyi amaglamistir. Bu sartlar
altinda ila¢ kararh iken; asidik, bazik ve fotolitik gerilme altinda yapisal degisimlerin
oldugunu gozlemislerdir. Sabit faz olarak, Inertsil ODS 3 (250 mm x 4,6 mm, 5 um) kolon

kullanilarak gradient eliisyonu programi kullanilarak toplam bes bozunma {iriiniin tespiti
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gerceklestirilmistir. Gelistirilmis yontem formiilasyon analizi i¢in kullanilmistir (Mahajan,
2013).

Tablet dozaj formlarinda OLO rutin kalite kontrol analizi i¢in Nageswara ve ark.
(2012), ters faz yiiksek performansli sivi kromatografi (RP/HPLC) metodu gelistirilmistir.
Yontemde C18 kolon kullanilarak, 30:70 h/h oraninda su ve metanol karisimdan olusan
hareketli faz sisteminden yararlanilmistir. OLO i¢in g¢alisilan dalga boyu 246 nm ve
optimum akis hiz1 1,0 mL/dk olarak verilmistir. OLO’nun alikonma stiresi 2,745 dk olarak
belirlenmistir. Calisma araligi 5,0-50,0 ug/mL ve korelasyon katsayist ise 0,999 olarak
gdzlenmistir. Onerilen yontem dogrusallik, dogruluk, kesinlik ve saglamlik i¢in ICH

kurallarina gére dogrulanmigtir (Nageswara vd., 2012).

Tablet dozaj formundaki ilaglarda OLO’nun tayini i¢cin Varghese ve ark. (2011)
tarafindan kararlilik gosteren, yiiksek performansli sivi kromatografisi ve yiiksek
performansl ince tabaka kromatografik yontemleri gelistirilmistir. Bu arastirmada tablet
dozaj formunda OLO miktar tayini icin iki basit, yeni yontem gelistirilmistir. Ik yontem,
kararlilik gdsteren izokratik yliksek performansli sivi kromatografisi yontemidir. Analiz %
0,1 0-H3POy (trietilamin ile pH 4,5'e ayarlanmig)-asetonitril (75:25, h/h) 1 mL/dk' lik bir
akis hizinda hareketli faz kullanilarak ters faz C18 kolon {iizerinden yapilmistir.
Parasetamol i¢ standart olarak bu yontemde kullanilmistir. OLO ve parasetamol alikonma
siireleri 11,30 ve 4,70 dakikadir. Ikinci ydntemde yiiksek performansl ince tabaka
kromatografisi kullanilmis olup, 6nceden kaplanmis silika jel 60 F254 aliiminyum levha
lizerinde sabit faz olarak uygulanmistir; bu yontemin haraketli fazi kloroform-metanol-
amonyak (8:2:0,1, h/h/h)’dir. Analit bandinin belirlenmesi i¢in i¢in secilen dalga boyu
301,0 nm'de olup ve referans degeri 0,46 olarak verilmistir. Kalibrasyon grafikleri i¢in
dogrusal regresyon analizi verileri cevabi ve 0,1-1,0 ng/mL ve 0,1-0,9 pg/mL band derisim
araliginda HPLC ve HPTLC (High Performance Thin Layer Chromatography) yontem igin
dogrusal iligski oldugunu géstermistir (Varghese vd., 2011).

HPLC kullanilarak yapilan bir bagka caligmada Rele ve Warkar (2011) tarafindan
OLO igeren oftalmik ¢ozelti i¢indeki safsizliginin tayini yapilmistir. OLO ve safsizliklarin
ayrilmasi i¢in Kromasil 100 C18 (150 x 4,6 mm i.d., 3,5 um) kolonu sabit faz olarak

kullanilmistir. Yontemde kullanilan hareketli faz, tampon ve asetonitril (80:20, h/h)
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karisimindan olup, akis hiz1 1,5 mL/dk, ¢alisma dalga boyu olarak 220 nm belirlenmis ve
kolon sicakligi 25°C’de sabitlenmistir. Yontemim OLO igin alt tayin sinir1 0,08924 mg/mL
olarak bulunmustur. Gozlenebilme sinir1 0,2704 pg/mL olarak bulunmustur. OLO igin
calisma araligr 0,27-3,75 pg/mL olarak bulunmustur. Yontem eser diizeyde safsizliklarin
tayinleri ile OLO igeren oftalmik c¢ozeltilerde etken madde tayini i¢in basariyla

uygulanmistir (Rele vd., 2011).

Bhatt ve Akhtar (2011) tarafindan OLO igeren ila¢ etken madde miktar tayini i¢in
HPLC yontemi gelistirilmis ve ilaglara uygulamasi yapilmistir. Kolay, secici, kesin ve
saglam olan bu yontemde Inertsil-ODS-3V kolon sabit faz olarak kullanilmis ve hareketli
faz olarak pH 3,0’a 0-H3POy ile ayarlanmig tampon:metanol:trietilamin (55:45:0,1, h/h/h)
olusan bir karisim kullanilmistir. OLO i¢in alikonma siiresi 6,3 dakika olarak tespit
edilmistir. Yontemin calisma aralig1 35,0-65,0 pg/mL olarak belirlenmistir. OLO i¢in geri
kazanimin % 98,7-100,4 araliginda oldugu bulunmustur (Bhatt vd., 2011).

2011 yilinda sunulan bir bagka ¢alismada, Zhu ve ark. (2011) tarafindan insan
plazmasindaki OLO derisiminin belirlenmesi i¢in hizli ve hassas LC-MS/MS yontemi
gelistirilmistir. Numunelerin her biri, etilasetat/diklorometan ile sivi-sivi ekstre edilerek
proteinleri ¢oktiirtildiikkten sonra asetonitril ve i¢ standart (IS, amitriptilin) ilavesi yapilip
kurutulduktan sonra elde edilen tortu hareketli fazda c¢oziilmiistiir. Bu numuneler, C18
kolonlu LC-MS/MS de analizlenerek OLO ve IS belirlenmistir. Yontemde 0,2-100,0
ng/mL araliginda bir dogrusallik tespit edilmis ve yontem igin toplam 3,5 dakika gibi bir
calisma siiresinin oldugu bildirilmistir. Bu yontemi farmakokinetik degerlendirmek
amaciyla 5 mg oral dozda OLO verilmesinden sonra insan plazmasinda OLO miktarinin

6l¢limii i¢in basaril bir sekilde uygulanmistir (Zhu vd., 2011).

Han ve arkadaslari, (2010) OLO igeren géz damlasinin i¢inde benzalkonyum kloriir
miktarinin belirlenmesi i¢cin HPLC kullanmislardir. Sabit faz olarak siyano kolonu ve
hareketli faz olarak ise asetonitril-su-trietilamin (440:560:1, h/h/h) karisimi1 kullanilmistir.
pH’1 3,4°e ayarlamak i¢in H3PO, kullanilmislardir. Akis hizi 1,0 mL/dk’dir. Bu yontemde
calisilan dalga boyu 210,0 nm’dir. Caligmanin tayin araligi 0,05-0,15 mg/mL (r= 0,9998)

olarak belirlemislerdir. Ortalama geri kazanim benzalkonyum kloriir i¢in % 99,7 (n= 9,
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RSD= % 0,69)’dir. Bu yontem OLO g6z damlasi icinde benzalkonyum kloriir belirlenmesi
icin tekrar edilebilir, basit ve hassastir (Han vd., 2010 a).

Han ve ark. (2010) tarafindan sunulan bir bagka c¢alismada OLO igeren goz
damlasinda etken madde miktar tayini i¢in yeni bir HPLC yontemi gelistirilmistir. Bu
yontemde CI18 kolonu 0,05 mol/L potasyum dihidrojen fosfat-asetonitril-trietilamin
(240:2:760, h/h/h) hareketli faz1 ile birlikte kullanilmistir. Yontemde segilen dalga boyu
254,0 nm olarak verilmistir. Akis hiz1 1,0 mL/dk’dir. Kalibrasyon grafiginin OLO ig¢in
0,05-0,15 mg/mL (r= 0,9997) arasinda dogrusal oldugunu bildirmislerdir. Ortalama geri
kazanim OLO i¢in % 100,2’dir. Bu yontemin OLO goz damlasinin kalite kontrolii i¢in iyi
tekrarlanabilirlikte basit, hassas bir yontem oldugundan bahsedilmistir (Han vd., 2010 b).

Mahajan ve ark. (2010) tarafindan OLO igeren oftalmik ¢ozeltilerde etken
maddenin miktar tayini i¢cin HPTLC yontemi Onerilmistir. Yontem, silika jel 60 F254 ile
onceden kaplanmis aliiminyum plakalar {izerinde metanol:su:buzlu asetik asit (8:2:0,2,
h/h/h) hareketli faz olarak kullanilarak gergeklestirilmistir. Ilacin referans degeri 0,37 +
0,01 oldugu bulunmustur. Yontemi dogrusallik, dogruluk, kesinlik ve saglamlik agisindan
incelemislerdir. Kalibrasyon egrisi 200-1200 ng/grup arasinda bir aralik i¢inde dogrusal
oldugu bulunmustur. Bu yontem oftalmik cozeltiler i¢inde etken maddenin miktar tayini
i¢cin basarili bir sekilde uygulanmistir. Analiz sonucu (ortalama £ SS) OLO i¢in 100,51 +
1,01 olarak bulunmustur. Bdylece, Onerilen yontemin, etken maddeyi igeren oftalmik
cozeltilerin rutin analizlerine daha hizli ve uygun maliyetli bir kantitatif kontrolii saglamak

icin uygun olacagindan bahsedilmistir (Mahajan vd., 2010).

Insan plazmasinda OLO’nun miktar tayini icin Chen ve ark. (2009) tarafindan LC-
MS ile bir tayin yontemi Onerilmistir. Plazma numuneleri lizerine asetonitril ve i¢ standart
olarak desloratadin ilave edilerek protein c¢okelmesi yapilmis ve ¢okelek kurulmustur.
Yontemde hareketli faz olarak asetonitril-metanol-% 0,1 formik asit, (25:5:70, h/h/h)
karigimi C18 kolonundan yiiriitiilmiistiir. Calisma araligi 1,0-200,0 pg/L olup goézlenebilme
siir1 insan plazmasi iginde 1,0 pg/L dir. Yontemde geri kazanimin % 85-115 arasinda ve
bagil standart sapmanin % 10'dan daha az oldugu hesaplanmistir. Yontemin OLO
farmakokinetik degerlendirmesi i¢in segici, hassas ve hizli oldugu belirtilmistir (Chen vd.,
2009).



Xu ve Niu (2007) tarafindan farmasotik preparatlar igerisindeki OLO’nun miktar
tayini i¢in HPLC yontemi onerilmistir. Yontemde sabit faz olarak ODS kolonu (250 mm x
4,6 mm, 5 um) ve hareketli faz olarak ise asetonitril-0,02 mol/L NaH,POy ¢6zeltisi (35:65)
ve % 0,2 sodyum oktan siilfonat iceren pH’1 H3PO, ile 3,0'a ayarlanmis karigim
kullanilmistir. Dalga boyu olarak 210,0 nm’de se¢ilmistir (Xu vd., 2007).

HPLC-MS ile diger bir ¢alismada insan plazmasinda OLO’nun kantitatif miktar
tayinini Liang ve ark. (2006) yapmislardir. Plazma numuneleri SPE kullanilarak
hazirlanmis ve C18 kolonu iizerinden metanol:% 0,05 formik asit (50:50, h/h) hareketli
faz1 kullanilarak ayirim gerceklestirmislerdir. OLO’nun miktar tayini i¢in alt tayin sinirmi
0,1 ng/mL olarak hesaplamislardir. Yontemin calisma araligin1 0.1-100 ng/mL olarak
belirlemislerdir. Bu yontemin insan plazmasinda OLO tayini i¢in uygulanmis segici, hassas

ve dogru oldugunu belirtmislerdir (Liang vd., 2006).

Fujimaki ve ark. (2006), insan plazmasinda anti-alerjik ilaglardan ketotifen, OLO,
setirizin ve ibudilast’in miktar tayinlerini HPLC-MS kullanarak gergeklestirmislerdir. ilag
numuneleri 6n ayirma islemlerinden sonra gradient sistem kullanilarak asetonitril esasli
hareketli faz iginde ayirimi gerceklestirilmistir. Dort anti-alerjik ilag igin regresyon
denkleminin plazmada 1,0-100,0 ng/mL araliginda dogrusal oldugu bildirilmistir.
Yontemde alt tayin sinir1 tiim bilesikler i¢in 0,5 ng/mL olarak hesaplanmistir. Plazmadaki
ilag giin i¢i ve giinler aras1 kesinliginin % 9,5’den biiyiikk olmadigin1 hesaplamislardir.
Bunlarin oral uygulamasindan sonra insan plazmasinda anti-alerjik ilaglarin gercek tayini

elde edilen veriler olup ayni zamanda yontemi dogrulamak i¢in de sunulmustur (Fujimaki
vd., 2006).

HPLC kullanarak Fujita ve arkadaglarinin (1999) OLO ve OLO’nun insan
plazmasindaki metabolitlerini tayin etmek i¢in bir yontem Onermislerdir. OLO’i, C18
dolgulu SPE kolonundan gecirerek plazmadan ayirmislardir. Eluati kurutarak, yeniden
yapilandirmiglar ve LC-ESI-MS-MS sistemi icine enjekte etmislerdir. OLO’nun
kalibrasyon egrilerinin  1,0-200,0 ng/mL araliginda iyi dogrusallik gosterdiginden
bahsetmislerdir. Yontemi insan kan plazma orneklerindeki OLO ve metabolitlerinin

belirlenmesi i¢in kullanmislardir (Fujita vd., 1999).



OLO’nun farmasotik dozaj formundaki miktar tayini i¢in Mathrusri Annapurna ve
arkadaslar1 (2012) iki adet spektrofotometrik yontem gelistirmislerdir. Bu yontemlerden
ilkinde etken maddenin NaOH igerisindeki ¢dzeltisinden yararlanilmustir. Ikinci yontemde
ise ¢Oziicii olarak amonyum format kullanilmistir. Beer yasasi birinci yontem ve ikinci
yontemin sirasiyla korelasyon katsayilari R?= 0,999 ve 0,9998 olan ve ¢alisma araliklari ise
0,5 — 25,0 pg/mL ve 1,0 — 25,0 pg/mL olarak hesaplanmistir. Gilin i¢i ve giinler arasi
kesinlik ¢aligmalar1 i¢cin % BSS degerleri sirasiyla 0,31-0,42 ve 0,65-0,69 birinci yontem
icin ve ikinci yontem icin 0,48 — 0,51 ve 0,54 — 0,58 olarak bulunmustur. Onerilen yéntem
farmasotik dozaj bigiminde OLO’nun belirlenmesi i¢in kullanilmistir (Mathrusri vd.,
2012).

Bir baska c¢aligmada Saifulla Khan ve arkadaslar1 (2012) tarafindan tablet dozaj
formlarindaki OLO miktar tayini i¢in asit boyar maddeleri kullanarak spektrofotometrik
yontem &nerilmistir. Ug farkli boyar madde kullanilarak, brom timol mavisi, brom krezol
yesili ve brom moru boyar maddeleri ile basit dogru, hizli ve hassas spektrofotometrik
yontemlerden yaralanmislardir. Asit boyalarla OLO’nun meydana getirdigi iyon c¢ifti
komplekslerinin maksimum dalga boylarmi 415,0 nm, 420,0 nm ve 417,0 nm olarak
belirlemislerdir. Beer Kanuna goére OLO’nun ¢alisma araligi brom timol mavisi i¢in 5,0 —
55,0 pg/mL, brom krezol yesili i¢in 5,0 — 50,0 pg/mL ve brom moru i¢in 5,0 — 45,0 ug/mL
olarak hesaplanmistir. Tiim bu secilen boyar maddeler i¢in i¢in analiz sonuglari istatistiksel
ve geri kazanmim calismalari ile dogrulanmistir. Onerilen yontem duyarli, ekonomiktir ve
OLO igeren farmasotik preparatlarda etken madde miktar tayini igin rutin analizlerde

kullanilabilecegini gdstermislerdir (Saifulla vd., 2012).

Secici H1-reseptor antagonisti etkinligine sahip bir antihistaminik olan OLO miktar
tayini i¢in Dey ve arkadaslar1 (2010), OLO igeren ilag tabletlerinde, basit, dogru, hassas ve
ekonomik UV-VIS spektrofotometrik yontem oOnermislerdir. Yontemde ¢oziicii olarak
metanol ve 0,1 N HCI (50:50, h/h) karisimi kullanilmis ve ¢alisma dalga boyu olarak 206,0
nm kullanilmistir. Yontemlerde ¢alisma araligi 2,0 - 10,0 pg/mL aralifinda gézlemislerdir.
Bu yontem matriks girisimi olmaksizin OLO’nun kalite kontrol formiilasyonunun

belirlenmesi i¢in kullanilabileceginden bahsedilmistir (Dey vd., 2010).
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Sreedhar ve arkadaglar1 (2012) OLO igeren ilaglarda tayini i¢in asili civa damla
elektrodu kullanilarak dongiisel voltametri ve diferansiyel puls polografi yontemlerini
kullanmiglardir. Gézlenebilme sinir1 ve tayin sinirini sirastyla 1,92 ng/mL ve 6,34 ng/mL
olarak bulmuslardir. Onerilen ydntem basarili bir sekilde matriks etkisi olmaksizin

ilaglarda OLO miktar tayini i¢in uygulanmustir (Sreedhar vd., 2012).
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4. KROMATOGRAFi

Kromatografi, yirminci yiizyilin ilk yarisinda Rus botanik¢i Mikhail Tswett
(Tswett, 1910) tarafindan bitki pigmentlerinin ayriminda kullanilarak bulunmustur. Tswett,
igerisine toz kalsiyum doldurulan cam kolondan bitki pigmentleri ¢ozeltisini gegirmis;
klorofil ve ksantrofil gibi bir¢ok bitki pigmentinin kolonda renkli bantlar seklinde
ayirildigini gozlemistir (Ettre, 1980). Tswett deneyinde, sivi-kati kromatografisinin basit
bir seklini kullanmistir (Tswett, 1910). Bu sebeple Tswett bu yonteme kromatografi
(Yunancada chroma "renk", graphein "yazma") adimi vermistir. Son yillarda karmagik
karisimlarin  ayrilmasinda yeni yontemlere ihtiyag duyuldugu i¢in, kromatografik

yontemler hizla gelisme gostermistir (Ettre, 1980).

Kromatografi, kompleks karigim halinde bulunan ve 0zellikleri bakimindan
birbirine benzeyen bilesenlerin ayrilmasi, taninmasi ve tayini i¢in kullanilan yontemlerin
genel adidir. Modern analiz yontemleri icerisinde en giiclii ve cok yonli olarak
kullanilabilen bir tekniktir. Tek asamali islemlerde, karisim igerisindeki bagimsiz
bilesenleri birbirinden ayirabilir ve ayni anda her bilesen i¢in miktar tayini
yapabilmektedir. Kromatografik ayrilma, numune igerisindeki bilesenlerin hareketli ve
sabit (durgun) faz arasindaki dagilim oranlarina gore gergeklesmektedir. Gaz, sivi veya
stiperkritik akiskan ozellikte bulunan hareketli faz, kendisi ile karismayan kolonda ya da
kat1 yiizeyde sabitlestirilmis durgun faz icinden gecirilir. Numune bilesenlerinden durgun
faz ile kuvvetli tutulanlar, hareketli faz akistyla yavas hareket ederken, durgun faz ile zayif
tutunanlar hareketli faz akisiyla hizlica hareket ederler. Boylece numune bilesenleri,
hizlarinin farkliligina bagli olarak birbirinden kalitatif ve/veya kantitatif olarak farkli

bantlar veya bolgeler seklinde ayrilirlar (Skoog vd., 1998).

Kromatografik yontemleri farkli sekillerde siniflandirmak miimkiindiir.
Ik olarak “hareketli ve durgun fazin fiziksel olarak temas etmelerine” ve “durgun
ve hareketli fazlarin tipleri ve fazlar arasinda madde aktarimini saglayan dengelerin

cinsine” gore siniflandirildiginda;

1. Hareketli ve durgun fazin fiziksel olarak temas etmelerine gore;
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o Kolon Kromatografisi: Hareketli faz, basing altinda ince kolonda tutulan durgun
fazdan gegirilir.

e Diizlemsel Kromatografi: Hareketli faz, kapiler veya yercekimi etkisiyle diiz bir
plaka {lizerine veya bir kagidin gozenekleri arasina tutturulan durgun fazdan gegirilir.

2. Durgun ve hareketli fazlarin tipleri ve fazlar arasinda madde aktarimini saglayan

dengelerin cinsine gore;

e Sivi Kromatografisi: Hareketli fazin sivi oldugu kromatografik yontemdir.
Kolonlarla ve diiz yiizeyler tizerinde gergeklestirilmektedir.

e Gaz Kromatografisi: Hareketli fazin gaz oldugu kromatografik yontemdir. Sadece
kolonlarda gerceklestirilmektedir.

e Siiperkritik Akiskan Kromatografisi: Hareketli fazin siiperkritik akiskan oldugu
kromatografik yontemdir. Sadece kolonlarda gergeklestirilmektedir (Skoog vd., 1998).

Ikinci olarak “ayrilma mekanizmas1”, “uygulama bicimleri” ve “faz tipleri”
siniflandirildiginda;

e Ayrilma mekanizmasi: Adsorpsiyon, partisyon, iyon degistirme, iyon gifti,
molekiiler eleme ve afinite kromatografisi

e Uygulama bicimleri: Kagit, ince tabaka (ITK), kolon kromatografisi, gaz
kromatografisi (GC), s1v1 kromatografi (LC) ve iyon degistirme kromatografisi seklindedir
(Skoog vd., 1998).

e Faz tipleri: Sivi-s1vi, sivi-kati, gaz-sivi ve gaz-kat1 kromatografisi

4.1. Elektroforez

Tampon ¢ozeltiye dogru akim uygulanmasiyla yiiklii taneciklerin diferansiyel go¢
hizlarina dayanarak gergeklestirilen bir ayirma yontemidir (Skoog vd., 1998). Elektroforez,
elektriksel alan varliginda iletken bir c¢ozeltideki yiklii yiiksiiz parcaciklarin veya
molekiillerin go¢line dayanan ayirma ve tayin yontemi olarak da ifade edilebilmektedir
(Lima vd. , 2007). Elektroforez ilk olarak Isvegli Kimyager Arne Tiselius tarafindan serum
proteinleri lizerinde calisirken bulunmustur. Arne Tiselius bu ¢alismasi ile 1948’te Nobel

Odiilii kazanmustir.
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Elektroforez, inorganik anyon ve katyonlar, amino asitler, ilaglar, vitaminler,
karbonhidratlar, peptitler, proteinler, niikleik asitler, niikleotidler, poliniikleotidler ve baska

tiirlerdeki analitik ayirmalarda kullanilmaktadir (Skoog vd., 1998).

Elektroforez, yliklii makromolekiilleri ayirmasi ile dnemli bir 6zellige sahiptir. Bu
sebeple biyoteknoloji alaninda yapilan arastirmalarda elektroforez tercih edilmektedir
(Skoog vd., 1998).

4.1.1. Elektroforez tipleri

Elektroforez yontemi tabaka (slab) elektroforez ve kapiler elektroforez olmak iizere

iki tiirde gergeklestirilir.

4.1.1.1. Tabaka (slab) elektroforez

Elektroforez destek ortaminda gerceklesiyorsa tabaka elektroforezi admi alir
(Baker, 1998). Gozeneklerinde sulu tampon ¢ozelti bulunan yari-kati gozenekli ince jel
tabakas1 kullanilarak ayirma yapilmaktadir. Numune tabakaya damla veya bant seklinde
eklenir ve dogru akim potansiyeli uygulanir. Ayrilan molekiiller boyama teknigi ile
gozlenmektedir. Ayn1 anda birden fazla numune ile calisilabilmektedir ve karmasik,
yiiksek molekiil agirligina sahip biyolojik ve biyokimyasal molekiillerin ayrilmasinda

kullanilmaktadir (Skoog vd., 1998).

4.1.1.2. Kapiler elektroforez

Elektroforez kapiler tiip igerisinde gergeklesiyorsa kapiler elektroforez olarak
adlandirilir. Kapiler elektroforez (CE), biiylik ve kiiciik molekiillerin analizlerinde

kullanilabilen bir ayirma yontemidir (Baker, 1998).
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Sekil 4.1. Kapiler elektroforez sistemi (Holland vd., 1997)

Elektroforetik ayirmada kapiler tiip icerisindeki sulu tampon ¢dzeltiye numune az
miktarda enjekte edilir. Sonrasinda, tampon c¢ozeltiye Sekil 4.1°de de gorildiigii gibi
kapiler elektroforezin her iki ucunda bulunan elektrotlar araciligi ile yiiksek bir dogru akim
potansiyeli uygulanir ve bunun sonucu olarak ortamdaki iyonlar elektrotlardan birine dogru
go¢ etmektedir (Skoog vd., 1998). Pozitif yiiklii katyonlar, negatif yiike sahip olan katod
elektroduna, negatif yiiklii anyonlar ise pozitif yiike sahip anod elektroduna dogru hareket
ederler (Baker, 1998). Kapiler clektroforezde voltajin uygulanmasi ile numunedeki yiiklii

tanecikler elektroforetik hareketliliklerine gére ayrilmaktadir (Skoog vd., 1998).

Kapiler elektroforez, olduk¢a hizli bir yontem olmasinin yamisira 0,1 ile 10nL
arasindaki c¢ok kiicliik hacimli numunelerde yiiksek ayirma giiciine sahip bir ayirma
yontemidir. Ayrilan maddeler HPLC’de oldugu gibi kantitatif dedektor ile saptanabilir.
Tabaka elektroforezde kullanilan zorlayicti boyama tekniginin yerine bu o6zelligin
kullanilabiliyor olmas1 kapiler elektroforeze iistiinliik kazandirmaktadir (Jorgenson, 1986;
Ewing vd., 1989; Lauer vd., 1991; Baker, 1998; Weinberger, 1994; Li, 1992; Camileri vd.,
1993; Foret vd., 1993).

Elektroforetik ayirmanin temeli, iyonlarin elektriksel alandaki farkli gé¢ hizlarina
sahip olmasina dayanir. Bir iyonun alan siddeti E (V cm™) ile elektroforetik

hareketliliginin e (cm? V's™) garpimi elektriksel alandaki g hizmi v (cm s™) verir,



15

v =ukE

v:GO¢ hizt

E: Elektriksel alan

we: Elektroforetik hareketlilik

Bu esitlige bagli olarak, elektroforetik hareketlilik analitin iyonik yiikii ile dogru
orantili, slirtiinmeli geciktirme katsayisi ile ters orantilidir. Elektroforetik ayirmada nétral
tiirler ayrilamaz c¢iinkii elektrik alan iyonlar iizerinde etkili olmaktadir. Birbirinden farkli
iki tlirlin iyon yilikii ve tampondan gecerken sahip oldugu siirtiinme kuvveti birbirinden
farkli oldugu takdirde bu iki maddenin ayrilmasi s6z konusudur. Analit iyonunun sahip
oldugu siirtiinmeli geciktirme kuvveti, iyonun sekline, boyutuna ve i¢inde goc ettigi
ortamin viskozitesine baghdir. Ayni boyuta sahip iyonlarda, yiikii biiyiikk olan iyonun
yiiriitiici kuvveti ve go¢ hiz1 diger iyonlardan daha biiyiiktiir. Eger iyonlar ayni1 yiike sahip
ise, kiiciik olan iyonun siirtiinme kuvveti daha kiigiik, go¢ hiz1 daha fazladir. Iyonun sahip
oldugu yiik/boyut orani bu iki etkiyi birlestirmektedir (Skoog vd., 1998). Yiik/boyut orani
biiyiik olan iyon, elektriksel alanda daha hizli bir sekilde hareket etmektedir (Skoog vd.,
1998). Ayn1 yiikte olan iki iyondan kiigiik olan iyon, biiyiik olan iyona gore daha hizli bir
sekilde goc etmektedir. Ayni boyuttaki iki iyondan yiikii biiylik olan iyon, yiikii kii¢iik
iyona gore daha hizl1 go¢ etmektedir. Ayn1 boyuta sahip tek ve ¢ift yiiklii iyonlarda ise ¢ift
yiiklii iyonlar tek yiiklii olanlara gore daha hizli hareket ederler (Baker, 1998).

Bir iyonun go¢ hizi, elektrik alanin siddeti ile iligkilidir. Elektrik alani, uygulanan

potansiyelin biiyiikliigiine ve uygulandigi kapilerin boyutuna baghdir (Skoog vd., 1998).

\'
UV = He E
V: Go¢ hizt

we: Elektroforetik hareketlilik
V: Potansiyelin biiyiikligii (volt)

L: Kapiler uzunlugu

Bu ifade ile anlasiliyor ki potansiyelin biiylik olmasi ile hizli iyonik go¢ ve hizh

ayirim saglanir. Yapilan analizlerde hizli ayirimin yani sira 6ncelikli olarak istenen yiiksek
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aymrim giictidiir. Bu nedenle ayirma giiciinii etkileyen faktorler oldukga 6nemlidir (Skoog
vd., 1998).

Kapiler elektroforezde tabaka yiikseklikleri

Kromotografide, hem boyuna hem de kiitle aktarimina karst olan direng bant
genislemesine sebep olurken elektroforezde, tek bir faz olaya etki eder ve boylece sadece

boyuna diflizyon dikkate alinir.

_ RV
2D
N: Tabaka sayis1

N

we: Elektroforetik hareketlilik
V: Potansiyelin biiyiikligii (volt)

D: Coziinen maddenin difiizyon katsayisi (cm?s™)

Tabaka sayis1 arttikca ayirma giicii artacagindan yiliksek potansiyel uygulanarak
ayirma verimi arttirilabilir. Kromatografide tabaka sayisi kolonun uzulugu ile artar ancak

elektroforezde kolon uzunlugunun bir etkisi bulunmamaktadir (Skoog vd., 1998).

Elektroosmotik akug
Kapiler elektroforezde bilesenler, elektroforetik akigin yanisira hizli ayirimi
saglayan elektroosmotik akisin etkisinde siiriiklenir. Igerisinde tampon ¢dzelti bulunan

kapiler tiipe yliksek bir potansiyel uygulandiginda elektroosmotik akis meydana gelir ve
¢oziicli katot veya anoda dogru hareket eder (Skoog vd., 1998).

N1 [/ Y 4 N 5 NS 3

S{ \51 gij Sif Sl;i Sif 51 51/
O- O O- O O O O O

@ 0 o6 © (O] (o] (O] o]

. © 6 & @ © ©o o0 o |
Elektroosmotik akag
Anot o © 0 o 0 o o re) Katot

@ 0 (©] (o] @ O] (©] ©
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S N Si Si Si Si Si 1
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Sekil 4.2. Elektriksel ¢ift tabaka
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Elektroosmotik akisin nedeni, silika ile c¢ozelti arayiizeyinde elektriksel cift
tabakanin meydana gelmesidir. pH 3’iin iizerinde silika kapilerinin i¢ yiizeyindeki silanol
gruplart ayrisir ve negatif yiiklii SiO gruplart olusur. Tampondaki katyonlar kapiler
¢eperine tutunur ve Sekil 4.2°de gosterilen elektriksel cift tabaka olusur. Cift tabakanin
disindaki pozitif yiiklii iyonlar arasindaki elektrostatik ¢ekim azalir ve kapilere uygulanan
elektriksel alanin iyonlar {lizerindeki etkisi baskin gelerek pozitif iyonlar negatif elektroda
(katoda) dogru hizlica hareket ederler ve beraberinde negatif yiikleri de siiriiklerler.
Boylece negatif yiiklii iyonlarin da katoda dogru ilerlemesi saglanir. Sekil 4.3’de de
goriildiigii gibi HPLC’de basing ile birlikte ¢6zelti akis1 parabolik kesitli iken elektroosmoz
tiip icerisinde parabolik olmayan diiz kesitli ¢ozelti akisina sebep olur. Akis profilinin diiz

sebebiyle elektroosmotik akis (EOF) HPLC’deki gibi bant genislemesine dnemli dlgiide

etki etmez (Skoog vd., 1998).
EOF

Laminar Akis
Sekil 4.3. Akis profilleri

Iyonlarin elektroforetik gd¢ hiz1 elektroosmotik akis hizina gore daha zayif oldugu
icin hareketli faz elektroosmotik akisin etkisinde hareket etmektedir. Boylelikle pozitif,
negatif ve notral yiikli iyonlar elektroosmotik akis ile kapiler boyunca siiriiklenir ve herbiri
ayni noktadan gegerek tayin edilmektedir. Sekil 4.4’de 6rnegi verilen elektroferogram

kromatograma benzer sekilde elde edilmektedir (Skoog vd., 1998).
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Sekil 4.4. Elektroferogram 6rnegi

Elektroosmotik akis hizi, elektroforetik hareketliligin formiilii ile benzer sekildedir;

U = HeoE
v: Elektroosmotik akis hizi
Leo: Elektroosmotik hareketlilik
E : Elektriksel Alan

Elektroosmoz olan iyonun hizi, elektroforetik ve elektroosmotik akis hizinin

toplami seklinde verilmektedir.

V = (He + Heo)E

V: Iyon hiz1

we: Elektroforetik hareketlilik
eo: Elektroosmotik hareketlilik

Le, anyonlar igin negatif olacagindan anyon iyonun sahip oldugu hiz, katyonun
hizina gore daha azdir. Bunun sonucu olarak elektroforetik ayirmada kolondan sirasiyla
hizli katyonlar, yavas katyonlar, notral tanecikler, yavas anyonlar ve hizli anyonlar
seklinde cikarlar (Skoog vd., 1998). Sekil 4.5’de molekiillerin elektroosmotik akis

varliginda hizlarinin ne sekilde olacagina ayrintili sekilde yer verilmistir.
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Sekil 4.5. Elektroosmotik akis varliginda molekiil hizlari. (Iyonlarin
yanlarinda bulunan okun uzunlugu iyon hizinin biiyiikliiglinii, okun yonii
ise hareketin yoniinii ifade eder. Cozeltinin bu bdlgesinde negatif elektrot
sag tarafta, pozitif elektrot sol tarafta bulunmaktadir.)

EOF’nin 6l¢iilmesi i¢in numuneye iyonize olmayan, dedektorde saptanabilen, saf,
kapiler ¢eperiyle etkilesmeyen ve tamponda ¢oziinen madde ilave edilebilir. Genelde en
¢ok metanol tercih edilir ancak bazi durumlarda aseton ve dimetilsiilfoksit de tercih

edilebilir (Poppe, 1997).

Elektroforetik hiz, kapilerin baslangigtan dedektére kadar olan uzunlugu ve

maddenin gé¢ zamani kullanilarak bulunur.

I etkin
t

Vy = Ve + Vgg =
g

Va : GOzlenen elektroforetik hiz
Ve : Maddenin elektroforetik hizi
Veo : Elektroosmotik akis hizi
lewin : Kapilerin etkin uzunlugu

ty : Gog hiza
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EOF kapilerin i¢ yilizeyi farkli maddeler ile yikanarak istege gore hizlandirilir,
yavaslatilir, durdurulur veya tersine g¢evrilebilir. EOF’nin yavaslatilmak istenildigi
durumlarda tampona katyonik bir yiizey aktif madde eklenir. Katyonik yiizey aktif
maddenin derisimi arttirildiginda EOF durur, derisim daha fazla arttirilirsa EOF ters yone
doner. Yiiksek pH’ larda kapilerin i¢ yiizeyindeki SiO™ artar ve boylece EOF de artar
(Poppe, 1997).

4.1.1.3. Kapilerin ozellikleri

Kapilerde en 6nemli 6zellik kisa analiz siiresinde yiiksek ayirim giiciiniin saglanmis

olmasidir. Kapilerin tiirii ve boyutlari, hangi yontemin uygulanacagina, analiz edilecek

numuneye, istenen ayiriciliga ve uygun analiz siiresine gore secilmektedir. Kapilerin

iretildigi materyal, elektrik iletkenligine sahip olmamali, kimyasal olarak inert olmali,

dedektdrle uyumlu olmali ve kolay kirilmayan bir materyal olmalidir.

Sekil 4.6’da boyuna kesiti gdsterilen ve en ¢ok kullanilan kapiler olan eritilmis
silika, 30-100 cm uzunlugunda, 50-70 um i¢ ¢apinda ve 375 pum dis ¢apindadir. Kapiler
cap1 biiylik ise kapilerin i¢ duvariyla merkezi arasindaki sicaklik farki ¢ok biiyiik olur.
Kapiler ¢ap1 kii¢iik ise UV dedektorlerde 151k yolu azaltilmis olur ve absorbans diiger ve
duyarhilik azalir. Kii¢iik capl kapilerlerde karsilagilan diger sorun ise partikiillerle tikanma

olasiliginin yiiksek olusudur (Poppe, 1997).

Eritilmig silika hv sk kaynag

e

e -0 cm—mM ——

25-100 um 3

. /\
Poliimid kaplama \Z {}

o Dedektdr
Polimid kaplamalzrm
clmadiz ksm
(dedektor penceresi)

Sekil 4.6. Eritilmis silika kapilerin boyuta kesiti
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Analizin tekrar edilebilir olmasi i¢in kapiler ilk kullanimda ve her kullanimdan
once sartlandirilir. Boylece kapilerin i¢ ¢eperindeki silanol gruplar1 her analizde ayni
oranda iyonlasir ve EOF’nin her analizde ayni olmasi saglanmis olur. Tekraredilebilirlik
icin kapiler sicakliginin kontrolii de onemlidir. Sicakligin degismesi etkinligin, gog
zamaninin, enjeksiyon hacminin ve dedektér cevabinin degismesine sebep olur. Sicaklik
kontrolii, kapilerin igerisinde oldugu kasete termostatli sistem konularak istenilen

sicaklikta calisma saglanabilir (Poppe, 1997; Heiger, 1997).

4.1.1.4. Kapiler elektroforezde karsilasilan sorunlar

Diiz profile sahip oldugu i¢in EOF’ de genel olarak bant genislemesi gibi bir sorun
ile karsilagilmaz. Ancak CE’ de iki sebeple bant genislemesi olusabilir. Numunedeki
iyonlar kapiler ¢eperinde adsorbe olursa bant geriye dogru kuyruklanir. Joule 1sinmasi
bolgesel mikro konveksiyonlar olusturur ve bant gerilemesi meydana gelir. Voltaj
arttirildiginda EOF artar ve go¢ zamani azalir. Bu etki analiz siiresinin kisalmasina sebep
olur. Ancak yiiksek voltaj Joule 1sinmasina sebep olacagindan genel olarak

uygulanmamaktadir (Poppe, 1997).

Kapiler sicakligi arttirildiginda tamponun viskozitesi azalir ve akim akisinin
artmasina olanak saglar. Kapilerin sicakliginin artmasi pik genislemesine, tekrar1 olmayan
g0¢ zamanlarina, 6rnegin bozulmasina, tamponun kaynayarak yalitkan bolgeler olusmasina
ve elektroforetik sistemin kapanmasina sebep olur. Termostatl sistem ile sicakligin sabit

tutulmasi saglanir ve boylece sonuglarin tekrarlanabilirligi saglanmis olur.

Kapilerin sicakligi kontrol altinda iken tamponun giiciinde veya derigiminde artis

meydana gelir ve zeta potansiyeli diiserek EOF’ de azalma olur.

Tampon derisimi diisiik tutuldugu zaman analiz stiresi kisalir. Ancak ¢ok kiiciik
derisimler, piklerin genislemesine ve simetrik olmayan piklere sebep olur. Tampon

derisimi numune derigiminden diisiik ise pik genislemesi ve kuyruklanma meydana gelir.

Calisma elektrolitine organik ¢oziicii eklendiginde viskozite, dielektrik sabiti ve

zeta potansiyeli degiskenleri ve sonuglarin saptanmasi zorlasir. Pik simetrisi ve ayiriciligin
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iyilestirebilmesi i¢in elektrolite MeOH eklenmelidir. ACN eklenmesi ise analiz siiresinin
kisalmasini saglar (Nemutlu, 2003; Nemutlu, 2004).

Calisma elektrolitinin pH’1 CZE’de 6nemli bir parametredir. Yiiksek pH’da negatif
yiiklii formlar oldugu i¢in anyonik ¢6zlinen maddelerin hareketliligi pH’1n artis1 ile artar.

pH’mn diisiiriilmesi ile negatif yiikler genel olarak noétralize olur ve hareketlilikleri azalir

(Altria, 1998).

4.1.1.5. Cihaz ve yontem parametrelerinin validasyon parametreleri ile iliskisi

CE’de ayrrma ve miktar tayini, kisa analiz siliresinde, etkinlik, segcicilik ve

ayiriciligin yliksek olmasi durumunda basarili olarak kabul edilmektedir.

On islemlerin ve kapilerin sartlandirilmasinin siiresinin kisa olmas1 ve cihazdan
alian verilerle sonucun kisa zamanda elde edilmesi ile kisa analiz siiresi saglanmis olur.
Numunedeki bilesenlerin tamami dedektore ulagtiginda analiz sonuglanacagi i¢in numune
bilesenlerinin gd¢ zamanlarinin kisa olmasi analizin kisa siirede tamamlanmasini saglar.
Asagidaki denkleme gore yiiksek voltaj, kisa kapiler ve yiiksek EOF ile analizin kisa

zamanda gergeklesmesi elde edilebilir.

_ LetkinLtoplam
& 1Y
tg: GO¢ zamani
V: Uygulanan voltaj
letkin: Kapilerin etkin uzunlugu
Ltoplam: Kapilerin toplam uzunlugu

ug: Gozlenen elektroforetik hiz

CE’de tabaka sayisi etkinligi belirleyen bir parametredir. G6¢ zamani ve pik
genisligi ile teorik tabaka sayisi bulunabilir. Go¢ zamani sabit iken pik genisliginin

kiigtilmesi etkinligi arttirir.
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2

t
N =16 (—g)
w

N : Teorik tabaka sayis1
ty : GO¢ zamani

w : Pik genisligi

Secicilik katsayisinin hesaplanisi asagidaki esitlikte verilmektedir. CZE’de ¢alisma

elektrolitinin pH’1 ve organik ¢oziiciiler se¢iciligi etkiler.

o= (t; — to)
(1 — to)
a: Segicilik katsayisi
t;: Go¢ zamani kisa olan maddenin gb¢ zamani
t,: GO¢ zamani uzun olan maddenin go¢ zamani

to: Sadece EOF ile siiriiklenen maddenin gé¢ zamant

Ayirim (rezoliisyon) ise iki komsu pik arasindaki uzakliga baghdir. Esitlik

elektroferogramdan yararlanilarak asagidaki esitlige gore hesaplanmaktadir.

2(t, -t
20—t
W1+W1

R: Ayirim (rezoliisyon)
t;: GO¢ zamani kisa olan maddenin go¢ zamani
t,: Go¢ zamani uzun olan maddenin go¢ zamani

Wi, W,: Komsu piklerin pik genisligi

4.1.1.6. Kapiler elektroforezin uygulamalari

Kapiler elektroforetik ayirma kapiler zon elektroforez (CZE), kapiler jel
elektroforez (CGE), kapiler izoelektrik odaklama (CIEF) ve kapiler izatakoforez (CITP)
modlarinda yapilmaktadir (Skoog vd., 1998). Sekil 4.7°de elektroferotik ayirmalarda

kullanilan uygulamalardan bazilar1 gosterilmektedir.
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Sekil 4.7. Elektroforez ile ayirmada kullanilan modlardan tigti (Skoog vd.,
1998).

Kapiler zon elektroforez (CZE)

CZE, kapiler elektroforezin uygulanmis ilk tiiriidiir. Tampon ¢6zeltinin bilesimi
ayirma bolgesinin her yerinde aymidir. Potansiyelin uygulanmasi ile karisimdaki
parcaciklar kendi iyonik hareketliliklerine gore zonlara ayrilirlar. Zonlar tamamen

ayrilabilir ya da kismen ortiisebilir (Skoog vd., 1998).

Kapiler jel elektroforez (CGE)

CGE, genellikle gézenekli polimer matriks i¢inde yapilir. Ayni yiikte olup hacimce
biiyiikliikleri farkli olan proteinler, DNA parcalar1 ve oligomerler gibi makromolekiillerin
ayrilmasinda kullanilmistir. Giinlimiizde de makromolekiillerin elektroforetik ayrilmasi

genelde jel tabaka yontemiyle yapilir (Skoog vd., 1998).
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Kapiler izotakoforez (CITP)

Kapiler izotakoforezde biitiin analit bantlar1 ayn1 hizda goger, bu sebeple
izotakoforez ismi izo (ayni) ve tach (hiz) kelimelerinden olusur. Bu teknik ile anyonlar ve

katyonlar ayn1 anda ayrilamaz (Skoog vd., 1998).

Kapiler izoelektrik odaklama (CIEF)

Bir zayif karboksilik asit grubu ve bir zayif amino grubu igeren protein ve
aminoasitler gibi amfiprotik tiirlerin ayrilmasinda kullanilir. Amfiprotik tiirler, tampon

boyunca degisen bir pH ortaminda ayrilir (Skoog vd., 1998).

Kapiler elektrokromatografi (CEC)
Kapiler elektroforez gibi basingli pompa sistemine ihtiya¢ duymaksizin minumum
diizeydeki ¢ozelti miktarinin ayrilmasi saglar ve HPLC yontemi gibi yiiksiiz taneciklerin

ayrilmasina olanak saglamaktadir (Skoog vd., 1998).

Miselsi elektrokinetik kromatografi (MEKC)
Notral tiirlerin ayrilmasina imkan saglayan ve gelecek vadeden bu yontem diisiik
molekiil agirlikli aromatik fenol ve nitro bilesiklerinin ayrilmasinda kullanilmaktadir

(Skoog vd., 1998).

4.1.1.7. Kapiler elektroforez cihazinin kisimlari

CE cihazinin baslica bilesenleri Sekil 4.8’de de gortildiigii gibi; 6rnek viali, kaynak
ve hedef wvialleri, kapiler, dedektor, yiiksek gerilim destekleyicisi ve bilgisayardan
olugmaktadir (Heiger, 1997).
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Sekil 4.8. Cihazin sekli

Erimis silika kapiler, 10-100 um ¢apinda ve 40-100 cm uzunlugunda olup igerisine
tampon doldurulur ve igerisinde platin elektrotlar bulunan iki tampon haznesinin arasina
yerlestirilir. Kaynak ve hedef vialleri arasina elektriksel alan uygulanir. Bir uctan verilen
numune, diger uca ayrilarak ulasir ve burada tayin edilir. Yiiksek potansiyele sahip gii¢
kaynaginin kutuplart ayrimi istenen iyonlarin tiiriine gore degistirilir ya da ters cevrilebilir.
Ayrilan iyonlar dedektor tarafindan tespit edilir. Dedektor yaniti zamana karsi ve pikler

halinde elektroferogram olarak verilir (Heiger, 1997).

Numune enjeksiyonu

Numune, elektrokinetik enjeksiyon veya hidrodinamik enjeksiyon seklinde verilir.
Elektrokinetik enjeksiyonda kapilerin bir ucu ve buna bagli elektrot tamponun bulundugu
kiigiik vial icerisine konur ve belli bir siire potansiyel uygulanir. Numune elektroosmotik
akis ve iyon gocii ile kapilerin icerisine alinmis olur. Kapiler ve elektrot yeniden tampon
cozeltiye yerlestirilir ve analiz siliresi boyunca potansiyel uygulanir. Elektrokinetik

enjeksiyon ile hizli olan iyonlar, yavas iyonlara gore daha fazla oranda kapilere alinir.

Hidrodinamik enjeksiyon vakum enjeksiyonu, basing enjeksiyonu veya sifonlama
ile saglanmaktadir. Vakum enjeksiyonunda, istenilen miktarda numune vakum yardimu ile
kapilere alinir ve vakum kesilir. Numune viali ¢ikarilarak yerine ¢aligma tamponu viali
getirilir ve analize voltaj uygulanarak devam edilir. Sifon enjeksiyonunda numune

kapilerin igerisindeki sifona yerlestirilecek sekilde numune vialini kaldirmakla yapilir.
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Basing enjeksiyonunda ise kapilerin numune verilen ucu, numune bulunan vialin igerisine
gecici olarak konur. Kapilerin dedektor ucuna vakum, numune ucuna basing uygulayarak
ya da numune ucunun yiikseltilmesi ile basing farki olugmasi saglanir. Basing farki ile

numune kapiler igerisine enjekte edilir (Skoog vd., 1998; Altria, 1999).

Basinc i
Vakum
— >
TREREL | |
—>
—>
Sifon Elektrokinetik
— = — >
[
|
=in

Sekil 4.9. Kapiler elektroforezde enjeksiyon sistemleri

Gii¢ kaynag

Kapiler iizerinde elektrik alani olusturmak amaciyla kullanilmaktadir. Analiz
boyunca voltaji sabit tutmak amaciyla cihaz kesintisiz gii¢ kaynagina baglanmalidir

(Heiger, 1997).

Kullanilan dedektorler

Kapiler elektroforezdeki dedektorlerin  tasarimi  ve fonksiyonlari HPLC’de
kullanilan dedektorler ile benzer 6zelliktedir. HPLC ve CE’de ayrilan analitler ayni
noktadan geger ve bu ozellikleri ile iki yontem birbirine benzer. Ancak CE’de her iyonun
elektroforetik hareketliligine gore belli bir go¢ hizi vardir. Bu nedenle analit bantlar
dedektorden farkli hizlarla gecer yani pik alanlari kismen alikonma zamanina baglhdir.
HPLC’de ise her bir tiir hareketli faz esliginde dedektdrden gecer yani alikonma zamani ile
pik alanlari birbirinden bagimsizdir (Skoog vd., 1998). Kullanilan dedeksiyon yontemleri
Sekil 4.10°da gosterilmistir.



Dedeksiyon Yontemi Gozlenebilme

a
Sinir1

(Belirlenen Mol)

Spektrometri
Absorpsiyon® 1015 _ 1013
Floresans
Kolondan once tiirevlendirme 101 ~ 10
Kolon tiirevlendirme 8x10™
Kolondan sonra tiirevlendirme %107V
Dolayl1 Floresans 5x10™7
Termal Mercekler” 4x10°Y7
Raman® 2%10715
Kiitle Spektrometri 1x107Y

Elektrokimyasal

fletkenlik” 1x10™

Potansiyometri Verilmemistir

Amperometri 7x10™°
Radyometri® 1x107™*

Sekil 4.10. Kapiler elektroforezde dedeksiyon yontemleri

®Burada verilen gozlenebilme smirlart 18 pL ile 10 nL’ lik enjeksiyon
araliginda ¢ikarilmstir.

"Kiitle gozlenebilme sinir1 1 nL enjeksiyon hacmi kullamilarak derisim
gozlenebilme sinirindan gegmistir (Skoog vd., 1998).
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5. MATERYAL VE YONTEM

5.1. Kimyasallar ve Ornekler

OLO (lot no: 01195901 saflik %99,2) Jialin Pharmaceutical (Beijing, China)
tarafindan saglanmistir. Metilparaben (IS), metanol (MeOH) ve asetonitril (ACN) Sigma-
Aldrich (St. Louis, MO, USA) firmasindan temin edilmistir. Sodyum tetraborat (STB) ve

sodyum fosfat Merck GmbH (Darmstadt, Germany) firmasindan satin alinmstir.

Biitiin kimyasallar analitik safliktadir ve saflastirilmadan kullanilmistir. Patanol®
(Alcon Ilaclar1 Beykoz Istanbul) farmasotik preparat (%0,1 OLO iceren, mg/mL)
Tiirkiye’de yerel bir eczaneden satin alinmistir. Patanoliin her bir mL’si aktif bilesik olarak
1,11 mg OLO, benzalkonyum kloriir % 0,01 inaktif ¢ift bazli sodyum (koruyucu olarak);
sodyum kloriir; hidroklorik asit / sodyum hidroksit (pH ayar1 i¢in) ve su icermektedir.

5.2. Kullanilan Cihazlar

Tayinler i¢in 75pm i¢ ¢apli ve tamami 57 cm ve etkin boyu 50 cm uzunlugunda
silika kapiler kolonu (Agilent, Oregon USA) olan diyot dizinli UV dedektorlii (model
G1600 A) kapiler elektroforez cihazi (Agilent Technologies, Waldbronn, Germany)

kullanilmistir.

Cozeltilerin pH oOlgtimlerini yapmak i¢in, Orion 71-03 marka cam elektrotlu,
ThermoOrion 720A model pH/lon metre (Beverly, MA 01915-6199, USA) kullanilmistir.
Cozeltileri degaze ederek igerisindeki coziinmiis gazlari uzaklastirmak icin Sonorex
Ultrasonic Banyo (Bandelin, Berlin, Germany) kullanilmistir. Ultra-saf su (18,2 uS cm™)
Milli-Q su aritma sistemi Millipore” dan (Molsheim, Fransa) elde edilmistir. G6z damlasi
olarak kullanilan patanol ¢ozeltisi igerisindeki pozitif yiiklerin uzaklastirilmasi igin DSC-

C18 kat1 faz kolonu (Supelco Bellefonte, PA, USA) kullanilmistir.
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5.3. Cozeltilerin Hazirlanmasi

Ik olarak, stok sodyum tetraborat tampon ¢ozeltisi (100 mM) hazirlanmis (2,0 g
tetraborat tartilarak 100 mL’> ye tamamland1) ve ilgili ¢aligma tamponlar1 bu ¢dzeltiden
seyreltme yoluyla hazirlanmistir. Cézelti pH’ 11 ayarlamak i¢in 0,1 M HCl ya da 0,1 M
NaOH c¢ozeltileri kullanilmistir. Istenilen pH degerlerinin ayarlanmasi icin, stok tampon

¢ozeltiler, su, MeOH / ACN uygun hacimlerde giinliik olarak hazirlanmistir.

15,2 mg metil paraben (IS) tartilip ve 100 mL’lik deney tiipiine aktarilmistir. 30
mL’lik MeOH’de ¢oziiliip saf su ile 100 mL’ye seyreltilmistir.

5.4. Kati Faz Ekstraksiyonu (SPE) Yéntemi ve Orneklerin Hazirlanmasi

Kat1 faz ekstraksiyon kolonlarinin tiimii i¢in genel olarak kolonun yikanmasi ya da
aktivasyonu, kolonun sartlandirilmasi, kolona 6rnegin uygulanmasi, 6rnegin temizlenmesi
ve analitlerin eliisyonu gibi bes farkli adim bulunmaktadir. Bu ¢alismada ii¢ farkli SPE
kolonu (Kat1 Anyon Degistirici (SAX) ve ters faz kolonlar1 (C8 ve C18 SPE)) denenmistir.
Geri kazamim igin en iyi sonuglar C18 kolonu kullamldiginda saglanmistir. Patanol®iin 1
mL’si su ile 10 mL’ye seyreltilmis bu ¢ozeltinin 3 mL’si 0,1 M sodyum hidroksit ve
formik asit ile pH 2,5’a ayarlanip, 3 mL MeOH ile aktive edilen C18 kolonu boyunca
yavasca gecirilmistir. Numune igerisindeki OLO’nun tiipte kalmasi saglanmistir. Kolon bir
miktar distile su ile yikanarak temizlenmistir. Tutulan OLO, MeOH’iin 10 mL’si ile eliie
edilmistir. 0,1M NaOH ¢o6zeltisinin 1 mL’si, eliiatin 3 m’lik kismina eklendi. 0,3 mL IS
ilavesinden (son derisim 3,02 x 10° M) sonra ¢ozelti su ile 10 mL’ye seyreltilmis ve bu

¢ozelti CE kolonu boyunca enjekte edilmistir.

5.5. Kapiler Elektroforetik Yontemler

Kolon sicakligt 30 °C ve yikama 935 mbar’da olacak sekilde sistem
sartlandirilmistir ve her bir enjeksiyon dncesinde 2 dk distile su, 1 dk 0,1 N NaOH, 3 dk
distile su ve son olarak 5 dk tampon ¢ozeltisi ile kolon yikanmistir. Analiz Oncesi, tiim
tamponlar ve 6rnek ¢ozeltiler La-Pha-Pack (Rockwood, TN, USA)’den 0,45 um’ lik Profill

model membran filtre boyunca siiziilmiistiir. Biitiin ¢ozeltiler ve ornekler kapiler kolona
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enjekte edilmeden once 5 dk boyunca degaze edilmistir. Standartlar ve 6rnek ¢ozeltiler
hidrodinamik enjeksiyon ile anodik taraftan, 10 s ve 50 mbar’lik diisiik basing ile enjekte
edilmistir. Olgiimler 205 nm’de yapilmistir ve toplam analiz siiresi 10 dk’dir. Baz
parabenler (metil, etil, propil ve biitil) uygun IS’1t (i¢ standart) belirlemek igin

incelenmistir.
5.6. Sistem Uygunlugu

Onerilen ydntem igin sistem uygunlugu Agilent Software kullanilarak
degerlendirilmistir. Kapasite faktorii, kuyruklanma faktorii, teorik tabaka sayisi, go¢ siiresi

aymrim Ve segicilik faktorii gibi temel analitik parametreler test edilmistir.
5.7. Analiz Validasyonu
5.7.1. Kesinlik

Analitik yontemlerin validasyonu i¢in ICH kurallarina gére metod valide edilmistir.
Yontemin hassasiyetini incelemek i¢in tekraredilebilirlik (giin i¢i) ve kesinlik (glinler arasi)
deneyleri yapilmistir. Tekraredilebilirlik deneyleri i¢in, numuneler her giin (I=3), bes kez
(n=5) analiz edilerek degerlendirilmistir. Farkli giinlerde (3giin) yapilan deneyler
karsilastirildiginda orta hassasiyette oldugu bulunmustur. Standart OLO ¢6zeltisi (3,21 x
10° M) ve sabit IS derisimi (3,02 x 10° M) kullanilmistir. 3 giin yapilan deneyler

karsilagtirilarak kesinligin orta hassasiyette oldugu belirlenmistir.
5.7.2. Kalibrasyon testleri

Kalibrasyon caligmalari, ii¢ set halinde (I=3) ve her bir sette 1,13x10™° M ve 5,65x
10° M araliginda olacak sekilde bes seyreltme (n=5) yapilarak gerceklestirilmistir. Bu
cozeltiler li¢ giin (gilin i¢1) ard arda kolona enjekte edilmistir. Kalibrasyon egrileri en kiiciik
kareler yontemine dayanan lineer regresyon analizi ile saptanmistir. Bunun yaninda diger
istatistiksel yontemler de kullanilmistir. Kalibrasyon egrileri i¢in; egim, kesim, korelasyon
katsayisi, regrasyon denkleminin standart sapmasi ve giiven sinirlar1 gilin i¢i ve giinler arasi

deneyler icin belirlenmistir. Kapiler elektroforez elektroferogramindan elde edilen
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piklerden LOD ve LOQ gibi bazi analitik parametreler hesaplanmistir. LOD ve LOQ
degerleri [(regresyon denkleminin standart sapmasi) / (regresyon denkleminin egimi)]

sirasiyla 3,3 ve 10 ile ¢arpilarak hesaplanmstir.
5.7.3. Yontemin dogrulugu

Yontemin dogrulugu asagida belirtildigi gibi farmasotik olarak hazirlanan

I”*iin bilesenleri goz Gniinde bulundurularak test edilmistir:

Patano

Yontemin dogrulugu asagida belirtilen sentetik karisim hazirlanarak incelenmistir:
Belli miktarda standart OLO (1,19 x 10* M’n 1,87; 2,80; ve 3,73 mL’si), sentetik inaktif
bilesenlerden olusan % 0,1 benzalkonyum kloriir (2,79 x 10 M, mol/L), ¢ift bazli sodyum
fosfat, sodyum kloriir ve hidroklorik asit / sodyum hidroksit i¢eren matriks ¢ozeltisine
tutturuldu. Sentetik karigimin pH’1 yaklasik olarak 7’ye ayarlandi. Karigimin 1 mL’si su ile
10 mL’ye seyreltildi. ‘Kat1 faz ekstraksiyonu ve yontemi ve Orneklerin hazirlanmasi®
kisminda uygulanan yontemin aynisi uygulandi ve sonra kapiler elektroforeze enjekte
edildi.

5.7.4. Ozgiinliik

Ozgiinliik, numune matriksi igerisinde bulunmasi beklenen bilesenlerin varliginda
ilgili analiti spesifik olarak ve dogru bir sekilde 6lgiilme kabiliyetidir. Normalde goz
damlas1 ¢ozeltisi bos ¢ozeltide herhangi bir etkilesimin olup olmadiginin yani sira goz
damlas1 i¢cinde OLO pikinin yardimc1 madde pikleri ile girisim olup olmadigini kontrol
etmek icin enjekte edilir. G6z damlas1 ¢ozeltisi pozitif yiiklii benzalkonyum kloriir ilavesi
ile hazirlanmistir. Silika kolonun yiizeyi oldukg¢a negatif yiiklii oldugu icin analizden 6nce
negatif yiikler giderilmelidir. SPE uygulamas: ile g6z damlasi ¢ozeltisinden yardimci
maddeler uzaklastirildiginda elektroferogramda yalnizca OLO piki goriilmektedir. Bu
calismada spesifiklik testine gerek duyulmadi.
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5.7.5. Saglamhk

pH (9,4; 9,5 ve 9,6), tetraborat derisimi (19,9; 20 ve 20,1 mM), hazirlanan tampon
¢ozeltideki ACN yiizdesi (19,9 (v); 20 (v) ve 20,1 (v) %), uygulanan potansiyel (24,8; 25
ve 25,2), dalga boyu (204; 205 ve 206 nm), kolon sicaklig (29; 30 ve 31 "C) ve enjeksiyon
siiresi (9,9; 10 ve 10,1 s) gibi optimize edilmis parametrelerde kiiciik degisiklikler

yapilarak gelistirilen yontemin degismeden kalma kabiliyeti incelendi.

5.8. Goz damlasindaki OLO tayini

Farmasétik Patanol® goz damlasindaki OLO gelistirilen CE yontemi ile belirlendi.
GOz damlasinin 1 mL’si su ile 10 mL’ye seyreltildi. Kat1 faz ekstraksiyonu yontemi

orneklerin hazirlanmasi kismindaki ayni1 yontem uygulandi.

5.9. Yontemin degerlendirilmesi

Sonuglar pik normalizasyon oranit (rPN) ya da pik normalizasyon kullanilarak
degerlendirilmistir. Pik normalizasyon orani, IS’nin PN degerinin OLO’nun PN degerine
boliinmesi ile hesaplanmigtir (rPN= PNo_o/ PNjs). OLO ve IS i¢in pik normalizasyon
degerleri alikonma siirelerinin pik alanlarina boliinmesi ile (PNoo= Pik alanig o/
Alikonma siiresio o) Ve (PNis= Pik alanis / Alikonma siiresijs) hesaplanmistir. ilgili
parametreler deneysel degerlendirmeler boyunca PN ya da rPN degerlerine bagl olarak

incelenmistir.
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6. BULGULAR VE TARTISMA

OLO yapisi, soz konusu ilacin analizi i¢in alkali (bazik) kosullarda CZE
yonteminin kullanilabilecegini gostermektedir. OLO’nun sahip oldugu pKa degeri 4,18 dir
(Mahajan, 2013). pH 6,5’un iistiinde iken ila¢ tamamiyla iyonik formda bulunmaktadir. Bu
yiizden calisma pH’ 1 bu pH degerinin iizerinde olmalidir. Béylece OLO iyonlasabilir ve
CZE kullanilarak analiz edilebilir. Bunun yan1 sira bazik tampon giiclii bir elektroosmotik

akis olusturur ve analiz siiresi daha kisa olur.
6.1. OLO i¢in Yontem Optimizasyonu

Tampon (Cozeltinin Bilesenlerinin Optimizasyonu ve Enstriimental Parametreler
Bu sistem igin ¢aligma tamponu, ACN ya da MeOH eklenmis sodyum tetraborat
olarak se¢ilmistir. OLO ¢ozeltisi lizerine MeOH eklenmesi ile ¢dzelti bulaniklastigi i¢cin

calisma boyunca ACN kullanilmistir.

Optimum kosullarin saglanmasi i¢in, sodyum tetraboratin derigimi (10-30 mM),
organik ¢oziicii ACN’in yiizdesi (5 — 25 v/v ) ve pH (8 — 10,5), uygulanan potansiyel (20-
30 kV), enjeksiyon siiresi (5 - 10 s, 50 mbar’da) ve dalga boyunun etkisi incelenmistir.

6.1.1. Tampon tiirii

Oncelikle galismada kullanilan tamponun tiirii belirlenmistir. Sodyum tetraborat ve
sodyum fosfat tamponu kullanilarak denemeler yapilmistir. Sodyum fosfat tamponu
kullanildiginda pik genislemesi oldugu i¢in sodyum tetraborat (Na,B;O7) tamponu ile

calisiimastir.
6.1.2. Tampon pH’s1
Tampon ¢dzeltinin tiirii belirlendikten sonra pH’s1 optimize edildi. OLO (3,39x10

M) ¢ozeltisi ve metil paraben (3,04x10”° M) karisimindan olusan ¢ozelti Cizelge 6.1°de
belirtilen pH’ larda enjeksiyonlar yapildi. Sekil 6.1°den anlasilacagi gibi calisma i¢in pik
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alan1 goz Oniinde bulunduruldugunda en uygun pH pik alaninin en biiyiik oldugu pH

9,5’dur.

Cizelge 6.1. Standart OLO pik (normalize edilmis) alanina tampon pH’ nin etkisi
Tampon Standart OLO Pik

pH’s1 (Normalize edilmis) Alani
8,0 0,00
8,5 17,22
9,0 30,74
9,5 37,88
10,0 32,54
10,5 24,93
40
*
_ 35
T 39 S ¢
g
S 25 *
2 20
= *
Qo 15
]
3 10 -
Z 5
0 - r
6 7 8 9 10 11
rH

Sekil 6.1. Standart OLO pik (normalize edilmis) alanina tampon pH’sinin
etkisi

6.1.3. Tampon derisimi

Standart OLO (3,39x10™° M) ¢ozeltisi ve metil paraben (3,04x10° M) karisimindan
olusan ¢ozelti, pH’s1 9,5 olacak sekilde ¢esitli Na,B4O7 derisimlerinde hazirlanan tampon
¢oOzelti ile enjeksiyon yapilmistir. Elde edilen sonuglardan (Cizelge 6.2 ve Sekil 6.2), en iyi
sonucun pik alani en biiyiik olan Na;B4O; derisiminin 25 mM oldugu goziikmektedir.
Ancak 25 mM’lik tampon kullanildiginda kisa araliklar ile tikanmalar oldugundan

Na,B407 derisimi, 20 mM olarak se¢ilmistir.
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Cizelge 6.2. OLO (3,39x10° M) ¢ozeltisi ve metil paraben (3,04x10° M) karisim1, 205
nm’de pH 9,5’de ¢esitli Na;B4O7 derisimleri ile OLO’nun pik (normalize edilmis) alanlar1

Na,B4O; Derisimi Standart OLO Pik
(mM) (Normalize edilmis) Alam
10 0,82
15 11,23
20 28,16
25 32,81
30 21,41
35
-
30
ey -
£ 25
.%_’ 20 ¢
r-% 15
o
5: 10 *
0 -
0 5 10 15 20 25 30 35
Tampon Derisimi (imM)

Sekil 6.2. OLO (3,39x10™ M) ¢ozeltisi ve metil paraben (3,04x10° M)
karigimi, 205 nm’de pH 9,5°de ¢esitli Na,B4O7 derisimleri ile OLO’nun
pik (normalize edilmis) alaninin degisimi

6.1.4. Organik coziicii yiizdesi

Elektroferogramda gozlenen piklerin ayirimini saglamak i¢in Ozellikle tayini
yapilacak maddenin numunelerden gelebilecek matriks piklerinden daha iyi ayrilmasi
amaciyla tampon ¢ozeltinin viskozitesini arttirmak igin tampon ¢ozeltiye akiskanligi az
olan organik ¢oziiciiler ilave edilir. Bunun i¢inde en yaygin kullanilan ¢oziicii olarak ACN
sec¢ilmistir. Sabit derisimlerde hazirlanan standart OLO ¢ozeltisi, pH’s1 9,5 olan ve 20 mM
Na;B4O7 derisimi olan, gesitli yiizdelerdeki (v/v) ACN ilavesi ile hazirlanan tampon
cozeltilerde analiz edilmistir. Standart OLO alaninin (normalize edilmis) en iyi oldugu

yiizde belirlenmeye calisilmistir. Bu sonuglar Cizelge 6.3 ve Sekil 6.3’de verilmistir. %10
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(v/v)’lik ACN bulunduran ortamda OLO pik alam biiyiiktiir. Fakat bu pik yaninda bir
omuz pikin olusmasi tayinde sorun olusturacagindan tampon ¢ozeltideki asetonitril yiizdesi

% 15 (v/v) secilmistir.

Cizelge 6.3. OLO (3,39x10° M) ¢ozeltisi ve metil paraben (3,04x10° M) karisim1, 205
nm’de pH 9,5’de gesitli Nay,B4O7 derisiminde degisen ACN yiizdeleri ile OLO’nun pik
(normalize edilmis) alanlar1

ACN Standart OLO Pik
(%) (v/Iv) (Normalize edilmis) Alam
5 14,53
10 31,47
15 29,31
20 13,22
25 6,89
35
— 30 * *
z 25
% 20
Z 5 *
0 . . . . . .
0 5 10 15 20 25 30

Asetonitril Yiizdesi (v/v), (2 ACN)

Sekil 6.3. OLO (3,39x10° M) ¢ozeltisi ve metil paraben (3,04x10° M)
karigimi, 205 nm’de pH 9,5’de cesitli Na;B4O7 derisiminde degisen ACN
yiizdeleri ile OLO’nun pik (normalize edilmis) alaninin degisimi

6.1.5. Uygulanan voltajin optimizasyonu

Potansiyelin biiyiikliigiiniin artmasi sonucu iyonik go¢ daha hizli hale gelir ve

bunun sonucu olarak hizli bir ayirim saglanmis olur.
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v: Go¢ hiz1

Leo: Elektroosmotik akis hizi

V: Potansiyelin biiyiikligii (volt)
L: Kapilerin uzunlugu

Potansiyelin bliyiikliigliniin artmasi sonucu iyonik gé¢ daha hizli hale gelir ve
bunun sonucu olarak hizli bir ayirim saglanmis olur. Ancak hizli ayirimdan daha énemli
bir nokta olan yiliksek ayirim giicii, en iyi 25 kV sonucunda goriilmektedir. Bu nedenle

optimum potansiyel 25 kV olarak belirlenmistir.

Cizelge 6.4. Standart OLO pik (normalize edilmis) alanina uygulanan potansiyelin etkisi

Uygulanan Potansiyel  Standart OLO Pik

(kV) (Normalize edilmis) Alani
20 26,13
25 32,31
30 28,89
40
= .
’é 30 .
E *
=
S 20
<
Z
10
15 25 35

Uygulanan voltaj (kKV)

Sekil 6.4. Standart OLO pik (normalize edilmis) alanmna uygulanan
potansiyelin etkisi
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6.1.6 Kolon sicakhgi
Sicakligin artmast ile viskozite azalir. Viskozitenin azalmasi ile birlikte
elektroosmotik akis hizinda artis meydana gelir ve boylece alikonma zamaninin azalmasina

sebep olur.

10, 20 ve 30 °C’lik sicaklik taramasi sonucu Cizelge 6.5 ve Sekil 6.5’den gériildiigii
gibi pik alan1 en yiiksek olan elektroferogram 30 °C’a aittir.

Cizelge 6.5. Standart OLO pik (normalize edilmis) alanina uygulanan sicakligin etkisi

Uygulanan Sicakhk  Standart OLO Pik

(°C) (Normalize edilmis) Alam
10 16,13
20 22,69
30 29,49

= 30 L J
-
§ 25
= L 2
= 20
S
= 15 .
=

10
o
=
Z s

0

0 10 20 30 40

Uygulanan Sicakhk (°C)

Sekil 6.5. Standart OLO pik (normalize edilmis) alanina uygulanan
sicakligin etkisi

6.1.7. Enjeksiyon siiresi

Ayirima etki eden parametrelerden birisi de enjeksiyon siiresidir. Yapilan ¢calismada
uygun pik morfolojisi ve pik alaninin daha iyi bir sekilde gézlenebilmesi igin 5 ve 10 s’lik

siireler i¢in alan incelenmis ve sonuglar Cizelge 6.6 ve Sekil 6.6’da verilmistir. Sonuglar
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enjeksiyon siiresinin artmasi ile alanin biliyldiigini gostermektedir. 10 saniyenin
tizerindeki enjeksiyonlarda pik alani blytimiistiir. Fakat pik morfolojisi asir1 derecede
bozulmustur. Ayrica 5 s’den kiiciik enjeksiyonlarda da pik alan1 gozlenememistir. Bu

nedenle enjeksiyon siiresi 10 s olarak belirlenmistir.

Cizelge 6.6. Standart OLO pik (normalize edilmis) alanina enjeksiyon siiresinin etkisi

Enjeksiyon siiresi Standart OLO Pik
(s) (Normalize edilmis) Alam
5 14,91
10 31,12
40
E 30 *
s
=
E 20
=
o L 4
—
CD_ 10
Z
0
0 5 10 15

Enjeksivon siiresi (s)

Sekil 6.6. Standart OLO pik (normalize edilmis) alanina enjeksiyon
stiresinin etkisi

6.1.8. Cahisilacak dalga boyu

Pik morfolojisi agisindan en uygun pik, 20 mM’ 1k Na;B407, % 15’lik (v/v) ACN
ve pH’s1 9,5 olan tampon ¢o6zelti kullanilarak gozlenmistir. Bu islemler sirasinda
uygulanan potansiyel 25 kV, enjeksiyon basinci 50 mbar ve siiresi 10 s, kolon sicakligi
30°C ve dalga boyu 205 nm olarak ayarlanmistir. Sekil 6.7°de bu degerler igin ayarlanan

ortamda yapilan analiz sonucu ile elde edilen elektroferogram gosterilmistir.
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Sekil.6.7. pH=9,5"da, 20 mM sodyum tetraborat tamponu, % 15’lik (v/v)
ACN kullanilmak iizere 50 mbar’da enjeksiyon siiresinin 10 s,
dalgaboyunun 205 nm, sabit sicakligin 30°C ve uygulanan potansiyelin 25
kV oldugu kosullar altindaki 3,39x10° M OLO

6.1.9. i¢ standartin belirlenmesi

Uygulanan metodun hassasiyeti ve tekraredilebilirliginin artmasi i¢in uygun IS
kullanilarak parametrelerin kesinliginin belirtilmesi gerekir. Bu sistem i¢in fenobarbital,
metil paraben, etil paraben, propil paraben, nikotin amid gibi kimyasallar denenmis ve
bunlarin i¢inde gozlenebilen ve en uygun pik morfolojisine sahip IS metil paraben olarak

belirlenmistir.

3,39x10° M OLO, 3,04x10° M IS ve 10 mM NaCl maddelerinin optimum
kosullardaki elektroferogrami Sekil 6.8’de gosterilmistir. NaCl; elektriksel iletkenligin

saglanabilmesi i¢in kullanilmistir.
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Sekil.6.8. pH=9,5" da, 20 mM sodyum tetraborat tamponu, % 15°1ik (v/v)
ACN kullanilmak {izere 50 mbar’da enjeksiyon siiresinin 10 s, dalga
boyunun 205 nm, sabit sicakligin 30 °C ve uygulanan potansiyelin 25 kV
oldugu kosullar altindaki 3,39X10'5 M OLO, 3,04X10'5 M IS ve 10 mM
NaCl’ e ait elektroferogram.

Optimum kosullarda OLO ve IS’ nin go¢ zamanlari sirastyla 4,03 (RSD %1,44) ve
5,86 (% 2,596) dakikadir. Ayrica OLO ve IS’nin anoda dogru elektroforetik hareketliligi
sirastyla 5,80x10® (RSD % 1,9) ve 1,07x10® (RSD % 2,37) olarak ii¢ deney yapilarak

hesaplanmustir.

Mevcut kosullar altinda elde edilen sistem uygunluk parametreleri Cizelge 6.7°de

verilmistir.

Cizelge 6.7. Optimum kosullardaki OLO’ nun sistem uygunluk parametreleri

Parametreler Gozlenen sonuclar Gozlenen

(OLO) sonuclar
(15)

Gog stresi (t, dk) 4,031 5,864

Kapasite Faktorii (K) 0,123 0,633

Kuyruklanma Faktorii (T) 1,177 1,488

Teorik Tabaka Sayis1t (N)  447622,1 304600,1

Ayirim (Rs) 55,045

Secicilik Faktorii () 1,455
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6.2. OLO i¢in Yontemin Validasyonu

6.2.1. Yontemin tekrarlanabilirligi ve dogrusallhi

Yontemin tekrarlanabilirligi ve dogrusalligi giin i¢i ve giinler arasi olarak
incelenmistir. Optimum kosullarda 1,13x10° M (4,22 pgmL™) ve 5,65x10° M (21,12
pugmL™?) arasinda bes farkli derisimde OLO olacak sekilde, ii¢ paralel ¢ozelti
hazirlanmistir. Her biri 5 kez farkl glinlerde enjekte edilmistir. Tekrarlanabilirlik sonuglari
cizelge 6.8’de ve dogrusallik sonuglar ¢izelge 6.9’de verilmistir. Hesaplamalar Microsoft

Office 2007 Excel programi kullanilarak yapilmigtir.

Cizelge 6.8. OLO’ nun giin ici ve giinler aras1 sonuglarinin hassasiyeti (3,21x10° M OLO
ve 3,O4X10'5 M IS derisimleri kullanilarak)

I. Giin I1. Giin II1. Giin Giinler arasi
(n=5) (n=5) (n=5) (n=15)

X (PPN (fPN=PNolo / PNis) 17,61 17,54 17,44 17,53

S 0,194 0,193 0,345 0,247

RSD% 1,10 1,10 1,97 1,41

CL 0,139 0,379 0,210 0,243

n yapilan deney sayist,

X pik normalizasyonun ortalama orani,

2L, (i—%)?
N-1

RSD yiizde olarak bagil standart sapma, RSD = 100.5

s ortalama cevabin standart sapmasi, s =

. t
CL giiven simir1 CL = + \/—SN (t secilen glivenilirlik derecesine ve dlgiim sayisina bagli sabit, s standart
sapma) (Say., 2009)

Cizelge 6.8.’de goriildigii gibi derisim ve dedektoriin tepkisi arasindaki iliski
belirtilen derisim aralifinda hesaplanmistir. Elde edilen dogrunun denklemi Sekil 6.9°da
¢izilen grafikten de goriildiigii gibi rPN=2,88x10°CoL0-0,36 seklindedir. lyi bir korelasyon
sabitine (r=0,9995) ve sifira oldukga yakin bir kesim degerine (-0,36) sahiptir.
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Cizelge 6.9. Optimum kosullar altinda OLO igin kalibrasyon unsurlari

Parametreler 1. Giin II. Giin II1. Giin Giinler arasi
n=5 n=5 n=5 n=15

a 2,89x10° 2,88x10° 2,88x10° 2,88x10°

b -0,38 -0,32 -0,36 -0,36

R 0,9997 0,9996 0,9994 0,9995

S, 0,142 0,126 0,148 0,138

CL +4406 +3923 +4597 +4286

LOD* (M) 1,62x10°® 1,44 x10°® 1,69x10° 1,58x10°
LOQ? (M) 4,90x10° 4,38x10° 5,12x10° 4,78x10°

aegim,

b kesim,

R korelasyon katsayisi,

Sy kalibrasyon egrisinin standart sapmasi,
CL giiven siniri,

LOD gozlenebilme siniri,

LOQ tayin sinir1.

Yontemin gozlenebilme sinir1 (LOD) ve tayin smir1 (LOQ), tekrarlanabilirligin
standart sapmasinin, lineerliginin egimine boliindiikten sonra 3,3 ve 10,0 ile ¢arpilmasiyla
elde edilmistir. Giinler arasi tekrarlanabilirlik verilerine gére LOD ve LOQ degerleri
sirasiyla 1,58x10° M ve 4,78x10° M olarak hesaplanmuistir.
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Sekil 6.9. Bes farkli derisimde standart OLO’ nun, optimum kosullardaki
glinler aras1 normalize edilmis pik alan1 (PNoo / PNs) sonuglarina goére
kalibrasyon verileri

6.2.2. Geri kazanim

OLO’nun geri kazammi standart ilave etme yontemi kullanilarak belirlendi. Ug
farkli derisimde OLO standardi, icinde OLO olmayan ilaca eklenerek SPE kolonunun ii¢
tirtinden (SAX, C8 ve C18) gecirilmis ve segilen en uygun olan kolon ile CE igin analize
hazir hale getirilmistir. SAX ve C8 kolonlar1 diisiik geri kazanim degerleri nedeniyle
sentetik ¢ozeltiden pozitif yiikli partikiilleri (benzalkonyum kloriir) uzaklastirmada
yetersiz kalmistir. C18 kolonu (yaklasik % 100 geri kazanim saglayarak) SPE kolonun 3
tiri arasinda en iyl sonucu vermistir. Sonuglar kalibrasyon esitligi kullanilarak
hesaplanmistir. % RSD degerleri ¢izelge 6.10°da ve ilave edilen OLO’ya kars1 elde edilen
OLO’nun grafigi Sekil 6.10°da verilmistir.

Cizelge 6.10. OLO icin geri kazanim verileri

Eklenen OLO, M Bulunan OLO, M Geri kazanilan % (RSD%)
2,00x10™ M 1,96x10° M 98,09 (0,65)
3,00x10° M 2,95x10° M 98,26 (0,42)

4,00x10° M 3,93x10° M 98,36 (0,53)
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ilave edilen OLO miktari, M

Sekil 6.10. ilave edilen OLO’ nun bulunan OLO’ya kars1 ¢izilen grafigi

6.2.3. Ozgiinliik

SPE uygulamasi ile g6z damlasindan yardimci maddeler uzaklastirilabilmis ve

elektroferogramda sadece saf bir OLO piki gézlenmistir.

6.2.4. Yontemin saglamhg

Saglamlik voltaj, dalga boyu, kolon sicakligi ve enjeksiyon siiresi gibi aletsel
parametrelerde ve pH, mobil faz bilesimi ve sicaklik gibi deneysel optimizasyon
parametrelerindeki kii¢iik ama 6nemli degisikliklere kars1 etkilenmeden kalma yeteneginin
Olciisiidiir.

Saglamlik, kullanim boyunca yontemin giivenilirliginin gdstergesidir. Saglamlik ile
ilgili parametreler Cizelge 6.11°de verilmistir. Saglamlik parametreleri igin RSD
degerlerinin 2’den kiigiik olmasi gelistirilen yontemin son derece giivenilir bir yontem

oldugunu gostermektedir.
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Cizelge 6.11. Saglamlik deneylerinin sonuglari

Parametreler SD RSD (%)
pH (9,4, 9,5, 9,6) 0,18 0,99
Tetraborat derisimi (19,9, 20, 20,1 mM) 0,22 1,18
ACN (19,9, 20, 20,1 %) 0,23 1,26
Uygulanan potansiyel (24,8, 25, 25,2) 0,19 1,01
Dalgaboyu (204, 205, 206 nm) 0,21 1,16
Kolon sicaklig1 (29, 30, 31 °C) 0,19 1,04
Enjeksiyon stiresi (9,9, 10, 10,1 s) 0,17 0,92

% RSD 2’nin altinda olan (% RSD < 2) degerlere iliskin olan kiigiik degisikliklerin
timii kabul edilebilir orandadir ve s6z konusu yontemin son derece saglam oldugu

sOylenebilir.

6.3. Yontemin OLO Go6z Damlasina Uygulanmasi

Pozitif iyonlar, elektroosmozdan ve deney sirasindaki ilgili olan parcaciklarin
hareketliliginden etkilendigi i¢in analiz edilecek olan c¢ozeltiden uzaklastiriimasi
gerekmektedir. Uzaklastirmak i¢in 3 prosediir denenmistir. SAX SPE kolonu

benzalkonyum kloriiriin tamamini tagtyamamaktadir.

Bu yiizden C18 SPE kolonu kullanilarak deneysel kisimda da anlatildigi gibi

neredeyse tiim aktif OLO’nun tutunmasi saglanmastir.
GOz damlast ilacinda OLO’nun analizi deneysel kisimda belirtildigi gibi
gerceklestirilmistir. Deneysel sonuclar degerlendirilip rPN degerleri hesaplanmistir. Aktif

madde OLO miktari, kalibrasyon denkleminden hesaplanmustir.

Sonuglar ve degerlendirmeler ¢izelge 6.12°de gosterilmistir.



48

Cizelge 6.12. Patanol G6z damlasindaki OLO sonuglar1

Degiskenler Istatistiksel veriler
(mg mL™)

X 1,094 (98,2%)

S 0,009

RSD% 0,009

CL 0,012

Cizelge 6.12. de goriildiigii gibi goz damlasi (Patanol) 1,11 mg/mL OLO
¢ozeltisine sahiptir ve g¢ozeltide %98,2 dogrulukta 1,09 mg/mL olarak tespit edilmistir.
OLO yeni bir goz damlas1 oldugu icin heniiz farmakopede herhangi bir monografi
bildirilmemistir. OLO g6z damlast i¢in uygulanan kabul kriteri USP (ABD pharmacopeia
sozlesmesi)’ nin Genel Bildirimler’ de % 15’lik sapmaya izin oldugu belirtilmistir. Bu
Onerilere gore bu tiir analizler i¢in etiketteki yazilandan % 85-115 orani ile sinirlandirilir.
OLO icin elde edilen sonucun sapmasi (%1,80) bu smirlar icerisindedir. Ilacin bagil
standart (%RSD) son dozaj birimleri farmakope de ki agirlik varyasyon testine gore %
2’den fazla olmamalidir. % RSD degeri, bizim c¢alismamizdaki bu degerlerden (0.009)
daha kiictktiir (Cizelge 6.12). Sonug¢ olarak % RSD ve sapma (mutlak hata) degerleri
etikette yazan degerlerle ile uyum igerisindedir. Bu degerlendirmeler uygulanan yontemin

gegcerli ve giivenilir oldugunu gostermektedir.
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SONUCLAR VE ONERILER

Viicutta dogal olarak bulunan histaminin alerjik etkilerine tersi yonde etki gosteren
OLO, antihistaminik ozellikte olup viicuttaki histamin salinimini engeller ve alerjik
etkilerin azalmasini saglar. G6z damlasinin ila¢ etken maddesi olan OLO tayini igin segici,
hassas, kisa siirede sonu¢ veren bir yonteme ihtiya¢c duyulmaktadir. Yapilan literatiir
incelemelerinde daha 6nce HPLC, LC-MS ve HPTLC yontemlerinin kullanildigr, OLO

icin yapilan analitik calismalarin yetersiz kaldig1 goriilmektedir.

Yapilan bu ¢alismada kolay, kesin, dogru ve ekonomik bir yontem olan ve ¢dziicii
kullantmin1 mikrolitre diizeyine indirgeyen CZE kullanilmistir. CZE' nin OLO tayini i¢in
yontem optimizasyon ve cihaz optimizasyon deneyleri yapilarak ayirma kosullari
belirlenmistir. Ayn1 zamanda ila¢ ortamindan ve yapay ortamdan geri kazanimi saglamak

icin uygun kosullar arastirilmistir.

Deneysel calismalarda oncelikle iyi bir goriiniimii ve elektroferogram elde etmek
icin yontem optimizasyonu yapilmistir. Belirlenen tampon c¢ozeltisi farkli pH' larda
denenmistir ve en uygun pH'in alan degeri en yiiksek olan 9,5 oldugu belirlenmistir.
Calisilan NayB4O7 ¢ozeltisi farkli derisimlerdeki alan degerleri incelenmis ve 20 mM'daki
pik seklinin en iyi oldugu ve numune ile yapilan 6n denemelerde iyi ayirim sagladigi
gozlenmistir. Cozeltiye ACN eklenerek daha iyi bir aymrim saglanmistir ve farkh
degerlerde ACN yiizdesi eklenerek pik alani degisimi incelenmistir. ACN icin kullanilan
en iyi sonucun %15’lik (v/v) ACN oldugu belirlenmistir.

OLO i¢in yontem optimizasyonu yapildiktan sonra cihaz optimizasyon deneyleri
yapilmustir. Standart OLO ¢ozeltisi farkli basing ve potansiyellerde ayirma yapilmis ve
alikonma siiresi, pik morfolojisi ve pik alanlar1 agisindan en uygun sartlarm 30°C'deki
kolon sicakliginda, 25 kV voltaj uygulanarak, 10 s, 50 mbar basing enjeksiyonu ile 205

nm’de elektroferogramda gozlenmistir.

OLO tayini i¢in gizilen kalibrasyon egrisi i¢in dogru denklemi
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rPN = 2,88x10°Co_0 — 0,36 Ve korelasyon sabiti r = 0,9995
olarak bulunmustur. Yontemin gozlenebilme siniri (LOD) ve tayin edilebilme sinir1 (LOQ)
giinler arasi verilerine gore bu degerler sirasiyla 1,58x10° M ve 4,78x10° M olarak

hesaplanmustir.

Ilag 6rneginden OLO' nun geri kazanimi gerceklestirilmistir. Geri kazanim igin SPE
kolonunun {i¢ tiiri (SAX, C8 ve C18) denenmis ve en uygun kolonun C18 kolonu
(%RSD= %98,2) belirlenmistir. ABD Farmakope Sozlesmesine gore kabul kriteri en fazla
%15’lik bir sapma olarak belirlenmistir. Bu Onerilere gore 85-115 araliginda
siirlandirilmaktadir. Bulunan %98,2°’lik RSD degeri, uygulanan yontemin gegerli ve
giivenilir oldugunu gostermektedir. Literatiir taramasi sonucunda HPLC (0,27-3,75 pg/mL
(Rele, vd., 2011), 35,0-65 pg/mL (Bhatt vd., 2011), 0,05-0,15 mg/mL (Han, vd., 2010)),
HPTLC (0,1-1,0 pg/mL (Varghese, vd., 2011), 200-1200 ng/grup (Mahajan, vd., 2010)),
LC-MS (1,0-200,0 ug/mL (Chen, vd., 2009)) ve UV-VIS (2,0-10,0 ug/mL (Dey, vd.,
2010) cihazlar1 kullanildiginda elde edilen veriler ile CZE (4,22-21,12 pg/mL ) ile
gelistirmis oldugumuz bu yontem karsilastirildiginda; ¢aligma araliginin diger yontemlere
alternatif olarak kullanilabilir oldugu ve diger yontemlere gore daha hizli ve ¢oziicii

sarfiyatinin daha az olmasi sebebi ile tercih edilebilir bir yontem oldugu goriilmiistiir.

Uygun ekstraksiyon kosullar1 saglanarak OLO' nun CZE' de ayirma kosullar1 ve
ila¢ ortamindan ve yapay ortamdan geri kazanimi saglanmistir. Tamponun pH’1, tamponun
derisimi, tampona eklenen organik ¢6ziiciiniin miktari, ortam sicakligi, tampon viskozitesi,
enjeksiyon hacmi ve enjeksiyon zamani incelenmis ve validasyon basamaklari kullanilarak
deneysel veriler degerlendirilmistir. Ilag etken maddesi olan OLO’nun tayini CZE’de

yapilarak literatiirde bir ilk gerceklestirilmistir.
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