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ÖNSÖZ 
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1. GİRİŞ 

 
Etodolak farmakalojik olarak antienflamatuvar, analjezik ve antipiretik özellikler 

gösteren bir ilaç etken maddesidir. Etodolak enflamasyonlu dokuda prostaglandin 

sentezini inhibe eder. Böylece ağrı reseptörlerinin, enflamasyonun mediatörleri olan 

histamin, serotonin ve kininlere karşı duyarlığını azaltır, önler. 

 

1.1 ANTİENFLAMATUAR İLAÇLAR 

 

Non-steroidal anti-inflamatuar ilaçlar ya da Steroid dışı yangı önleyici ilaçlar, kısaca 

NSAİİ’ler, analjezik, antipiretik ve antienflamatuar etkili ilaçlardır - Ağrı, ateş ve 

inflamasyonu azaltırlar. "Non-steroidal" terimi bu ilaçları benzer etkileri olan (çok daha 

geniş etki alanları vardır) steroidlerden ayırmak için kullanılır. NSAİİ'ler narkotik 

değildirler. NSAİİ'ler bazen NSAİA (sondaki A-Analjezik kısaltması) olarak da 

adlandırılırlar. Bu grubun en çok bilinen üyeleri aspirin ve ibuprofendir. Parasetamol 

(asetaminofen) çok az anti-inflamatuar etki gösterdiği için kesinlikle NSAİİ'ler 

içerisinde anılmazlar. 

 

1829 un başlarında, salisilik asitin izolasyonuyla birlikte NASİİ'ler ağrının (düşük 

dozlarda) ve enflamasyonun (yüksek dozlarda) ilaçla tedavisinin önemli bir kısmını 

oluşturmaya başladı. NSAİİ lerin popüler olmasında opioidlere göre çok az bağımlılık 

potansiyeli taşıması ve sedasyon veya solunum depresyonu yapmaması büyük rol 

oynadı. Buna rağmen NSAİİ lerin de kendine özel problemleri vardı. İbuprofen ve 

aspirinin de dahil olduğu bazı NSAİİler, görece güvenli olarak değerlendirildi ve tüm 

dünyada reçetesiz olarak satılmaya başlandı. 

 

Etki mekanizmaları  : Çoğu NSAİİ’ler siklooksijenaz enzimini non-selektif olarak 

inhibe ederek etkirler. Siklooksijenaz-1 (COX-1) ve siklooksijenaz-2 (COX-2] 

izoenzimlerinin her ikisini de inhibe ederler. Siklooksijenaz araşidonik asitten 

tromboksan ve prostaglandin yapımında katalizör görevi görür. Prostaglandinler 

inflamasyon oluşum sürecinde diğer görevli maddelerle birlikte iletim molekülü olarak 
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rol oynar. Bu etki mekanizması John Vane tarafından ortaya çıkarıldı ve bilim adamı bu 

şekilde Nobel ödülü sahibi oldu. 

 

Örnekler  : NSAİİler kimyasal yapılarına göre geniş bir şekilde sınıflandırılırlar. Aynı 

grup içindeki NSAİİler benzer özellik ve tolerabilite gösterirler. Aynı dozda 

kullanıldıklarında NSAİİlerin klinik verimlilikleri arasında çok ufak farklar vardır. Bazı 

çok bilinen örnekler aşağıda verilmiştir. Parasetamol (asetaminofen), siklooksijenaz'ı 

inhibe etme etkisine bağlı olarak bazen NSAAİler ile birlikte aynı grupta gösterilebilir. 

Ancak Parasetamol, gerçekten önemli bir antiinflamatuar etki göstermediği için 

gerçekten bir NSAİİ değildir. 

 

Salisilatlar : Aspirin, Amoksiprin, Benorilat, Kolin, magnezyum salisilat, Diflunisal, 

Faislamin, Metil salisilat, Magnezyum Salisilat, Salisil salisilat (salsalat). 

Arilalkanoik asitler  : Diklofenak, Aseklofenak, Asemetazin, Bromfenak, Etodolak, 

İndometazin, Ketorolak, Nabumeton, Sulindak,Tolmetin. 

2-Arilpropiyonik asitler (profenler): İbuprofen, Karprofen, Fenbufen, Fenoprofen, 

Flurbiprofen, Ketoprofen, Loksoprofen, Naproksen, Tiyaprofenik asit, Suprofen  

N-Arilantranilik asitler (fenamik asitler): Mefenamik asit, Meklofenamik asit, 

Pirazolidin türevleri : enibütazon, azapropazon, metamizol, oksifenbütazon  

 Oksikamlar  : Piroksikam, lornoksikam, meloksikam, tenoksikam  

 COX-2 İnhibitörleri  : Selekoksib (FDA uyarısı 3/2005), etorikoksib, lumirakoksib   

parekoksib, rofekoksib (geri çekme 2004),  valdekoksib (geri çekme 2005)  

 Sülfonanilidler  : Nimesulid  

 Diğerleri : Likofelon   ve Omega-3 Yağ asitleri 

 

Kullanım alanları  : NSAİİler genellikler ağrı ve inflamasyonun olduğu yerdeki akut 

ve kronik durumun tedavisinde endikedir. Kolorektal kanserin önlenmesi ve kanser ile 

kardiyovasküler hastalık gibi diğer durumların tedavisindeki önleme potansiyelleri ile 

ilgili çalışmalar ise sürmektedir. NSAİİler genellikle şu durumlarda semptomatik 

rahatlama için endikedirler: (Rossi, 2006), Romatoid artrit, Osteoartrit, İnflamatuar, 

artropatiler (örneğin: spondilit, psöriyatik artrit, Reiter's sendromu), Akut gut 

Dismenore, Metaztatik kemik ağrısı, Başağrısı ve migren, Ameliyat sonrası ağrı 
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İltihaplanma ve doku zedelenmesi yüzünden oluşan hafiften orta dereceye kadar ağrılar   

Ateş, Böbrek sancısı. 

Aspirin, COX-1 i geri dönüşümsüz olarak inhibe edebilen tek NSAİİ olarak aynı 

zamanda platelet agregasyonu inhibisyonu içinde endikedir. Bu endikasyon arteriyel 

trombozun kontrol edilmesi ve ters kardiyovasküler etkilerin oluşumunun engellenmesi 

için gerekli bir etkidir. 

 

2001 yılında, NSAİİ'ler Birleşik Devletlerde yıllık satışıyla 70,000,000 reçete ve 30 

milyar raf arkası satış dozuna ulaşmıştır. (Green, 2001). NSAİİ'lerin yeni yeni ortaya 

çıkan endikasyonları ve bu yöndeki çalışmalar sonucu da bu rakamların gelecekte daha 

da artacağı tahmin edilmektedir. 

 

1.2 ANTİPİRETİKLER İLAÇLAR 

 

Antipiretikler (ateş düşürücüler), ateşli durumlarda vücut sıcaklığını düşüren ilaçlardır. 

Ancak, ateşi olmayan bir kimse tarafından alındıkları takdirde vücut sıcaklığına 

herhangi bir etkide bulunmazlar. Antipiretiklerin çoğu farklı amaçlar için de 

kullanılabilir. Örneğin, en yaygın kullanılan antipiretiklerden biri olan Aspirin, ağrı 

giderici olarak da kullanılır. Antipiretik ilaçlar vücuttaki ısı kaybını artırarak vücut 

ısısını düşürür. 

 

Vücut ısısı orta beynin ön kısmında bulunan termoregulator merkez tarafından 

düzenlenir. Bu merkez bir termostat görevi yaparak vücuttaki ısı üretimi ile ısı kaybı 

arasında denge sağlar. Antipiretikler hipotalamusun, interlökinin yol açtığı ısıdaki 

yükselişe duyarsız kalmasını sağlar; böylece vücut ısıyı düşürmek için çalışmaya başlar 

ve sonuçta kişinin ateşi düşer. Bazı antipiretikler ise ateşi yükselten nedeni de etkiler. 

Ateş aslında bağışıklık sisteminin enfeksiyona karşı verdiği bir yanıt olduğu için 

antipiretiklerin kullanımı üzerine tartışmalar mevcuttur. 

 

Anilin türevleri (Fenasetin): Anilin antipiretik tesir göstermekle beraber şiddetli 

toksiktir. Organizmada hemoglobini dönüşümsüz olarak okside ederek zehirlenmeye 
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sebep olur. Anilinin antipiretik tesirlerinden faydalanmak için toksik tesirleri daha az 

olan türevleri yapılmıştır. Pirazol türevleri (Antipirin) 

 

1.3 ANALJEZİK İLAÇLAR 

  

Analjezik veya daha basit bir ifadeyle ağrı kesici, ağrı dindirmek ve analjeziye (acı 

yitimine) yol açmak için kullanılan her türlü ilaca verilen isim. Yunanca an- (olmadan) 

ve -algia (ağrı) kelimelerinden türemiştir. Analjezik ilaçlar periferik ve merkezi sinir 

sistemine etki eder. Tarihin en eski ve üzerinde en fazla çalışılmış problemlerinden biri 

ilaç kullanarak ağrıdan kurtulmaktır. Merkezi sinir sistemine etki eden ve ağrıyı 

dindirmekte kullanılan ilaçlar genel olarak analjezikler diye isimlendirilir. İnsanlar en 

eski medeniyet çağlarından beri ağrıyı dindirmek için bitkilerden elde ettikleri 

maddeleri kullanıyorlardı. En çok kullanılan doğal ağrı dindirici maddeler arasında 

afyon da yer alır. Afyon, haşhaşın (papaver somniferum) henüz olgunlaşmamış 

meyvelerinin bıçakla çizilmesiyle sızan ve güneşin tesiriyle kapsül üzerinde kuruyup 

sertleşen bir özsuyudur. Ham afyonda yaklaşık 23 çeşit alkaloid bulunmaktadır. 

Alkaloidler genel olarak heterosiklik bir yapıya sahiptir ve fizyolojik tesir gösterir. 

Afyonun uyuşturucu tesiri de içindeki alkaloidlerden ileri gelmektedir. Bunlara genel 

olarak afyon alkaloidleri denir. Alkaloidler ya elde edildiği bitkiye göre (afyon 

alkaloidleri, kına kına alkaloidleri, vb...) ya da kimyasal yapılarına göre (fenantren sınıfı 

alkaloidler, vb...) adlandırılır. Afyon alkaloidleri kimyasal yapılarına göre ikiye 

ayrılır:1-Fenantren sınıfı: Morfin, Kodein, Tebain 2-İzokinolin sınıfı: Papaverin, 

Narsein, Narkotin, Kotarnin  

 

Analjeziklerin parasetamol, uyuşturucu ilaçlar (morfin gibi), uyuşturucu etkisi olan 

sentetik ilaçlar (tramadol gibi), NSAID'ler (non-steroidal anti-enflamatuvar) gibi birçok 

farklı çeşidi vardır. Nöropatik ağrı sendromlarının tedavisinde kullanılan bazı ilaç 

grupları analjeziklere dahil değildir. Antikonvülzanlar ve trisiklik antidepresanlar bu tip 

ilaçlara örnek olarak verilebilir. Sentetik analjezikler: Petidin, Methadon Zayıf 

analjezikler: Narkotik olmayan analjezikler (Antipiretik analjezikler)  
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1.4 ETODOLAK 

 

1.4.1 ETODOLAK’IN KİMYASAL YAPISI 

 

Etodolak indol türevi bir non-steroid antiinflamatuar ilaçtır. Etodolak antienflamatuvar, 

analjezik ve antipiretik özellikler gösterir. 

 
Şekil 1.1. ETODOLAK Yapısı 

 

Etodolak’ın IUPAC isimlendirmesi 1,8-dietil-1,3,4,9-tetrahidropirano-[3,4-b]indol-1-

asetik asit dir. Kimyasal formülü C17H21NO3  dir. Moleküler ağırlığı 287.354 g/mol dür. 

Erime noktası 145-148°C (-89 °F) dir. Sudaki çözünürlüğü 3.92×10-02 mg/mL dir. Etodolak 

suda çözülmez. Alkoller, kloroform, dimetilsülfoksit ve polietilen glikol etodolakı çözer. 

Etodolak tek bir iyonize olabilen grup içerip, pKa’sı 4,65 dir. Düşük pH larda etodolak 

çözülmez. Etodolak bir kiral merkeze sahip olup, iki enantiyomeri vardır. 

 
Şekil 1.2. Etodolak sentez reaksiyonu 

Etodolak’ ın Avrupa farmakopesinde belirtilen safsızlıkları Çizelge 1 de verilmiştir. 
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Çizelge 1.1. Etodolak ilgili safsızlıkları 

Safsızlıklar Molekül Ağırlığı 
(mol/gr) 

Kimyasal Yapı 

A R1 = H, R2 = CH2-CH3 :  2-[(1RS)-1-
ethyl-1,3,4,9- tetrahydropyrano[3,4-
b]indol-1-yl]acetic acid (8-desethyl 
etodolac), 

259 

 

B. R1 = CH3, R2 = CH2-CH3 : 2-[(1RS)-
1-ethyl-8-methyl-1,3,4,9-
tetrahydropyrano[3,4-b]indol-1-yl]acetic 
acid (8-methyl etodolac), 

 

273,17 

C. R1 = CH2-CH3, R2 = CH3 : 2-[(1RS)-
8-ethyl-1-methyl-1,3,4,9-
tetrahydropyrano[3,4-b]indol-1-yl]acetic 
acid (1-methyl etodolac), 

273,17 

D. R1 = CH(CH3)2, R2 = CH2-CH3 : 2-
[(1RS)-1-ethyl-8-(1- methylethyl)-
1,3,4,9-tetrahydropyrano[3,4-b]indol-1- 
yl]acetic acid (8-isopropyl etodolac), 

301,2156 

E. R1 = CH2-CH2-CH3, R2 = CH2-CH3 : 
2-[(1RS)-1-ethyl-8- propyl-1,3,4,9-
tetrahydropyrano[3,4-b]indol-1-yl]acetic 
acid (8-propyl etodolac), 

301,2156 

F.  R1 = CH2-CH3, R2 = CH(CH3)2  : 
2-[(1RS)-8-ethyl-1-(1- methylethyl)-
1,3,4,9-tetrahydropyrano[3,4-b]indol-
1- yl]acetic acid (1-isopropyl 
etodolac), 

301,2156 

G. R1 = CH2-CH3, R2 = CH2-CH2-
CH3 : 2-[(1RS)-8-ethyl-1- propyl-
1,3,4,9-tetrahydropyrano[3,4-b]indol-
1-yl]acetic acid (1-propyl etodolac) 

301,2156 

H. 2-(7-ethylindol-3-yl)ethanol 189,1154 

I.  (3RS)-3-[7-ethyl-3-(2-
hydroxyethyl)indol-2-yl]-3-(7- 
ethylindol-3-yl)pentanoic acid 
(etodolac dimer) 

432,2414 

J. R = CH3 :  (1RS)-1,8-diethyl-1-
methyl-1,3,4,9- 
tetrahydropyrano[3,4-b]indole 
(decarboxy etodolac)

231,1737 

 

K. R = CH -CO-O-CH  : methyl 2-
[(1RS)-1,8-diethyl-1,3, 

     4,9-tetrahydropyrano[3,4-b]indol-1-
yl]acetate (etodolac methyl ester), 

289,16 

L. (EZ)-3-[7-ethyl-3-(2-hydroxyethyl)-
1H-indol-2-yl]pent-3- enoic acid. 287,1522 
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1.4.2. FARMAKOKİNETİK ÖZELLİKLERİ 

 

Çoğu NSAİİler zayıf asidiktirler ve pKa'ları 3-5 aralığındadır. Mide ve bağırsak 

mukozasından iyi emilirler. Plazma proteinlerine çok yüksek oranda bağlanırlar (tipik 

olarak >95%). Genellikle albümine bağlanarak taşınırlar böylece dağılım hacimleri 

yaklaşık olarak plazma hacmine çok yakın değerdedir. Çoğu NSAİİler karaciğerde 

oksidasyon ve konjugasyon ile inaktif metabolitlerine metabolize olurlar ve tipik olarak 

idrarla atılırlar. Hastalık durumlarında metabolizma anormalleşebilir ve normal dozda 

dahi vücutta birikim oluşabilir. İbuprofen ve diklofenak kısa yarı ömre sahiptir (2-3 

saat). Bazı NSAİİ’ler (tipik olarak oksikamlar) çok uzun yarı ömre sahiptirler (öreneğin 

20-60 saat). 

 

Etodolak oral yoldan alındığında iyi absorbe olur ve yaklaşık 1 saatte plazma pik 

konsantrasyonuna ulaşır. Plazma pik konsantrasyonu 18 μg/ml'dir. İlaç yüksek oranda 

proteinlere bağlanır, serbest fraksiyon ise % 1.2 - % 4.7 arasında değişir. Biyoyararlığı 

68 μg/ml/saat, ortalama yarı ömrü 7 saat, dağılım hacmi 0.4 lt/kg, plazma klerensi 41 

ml/saat/kg'dır. Etodolak’ın biyoyararlığı gıda ve antiasitlerle değişmez. 

 

Endikasyonları :Osteoartrit, romatoid artrit ve ankilozan spondilitin belirti ve 

bulgularının tedavisinde, ağrı tedavisinde, endikedir. 

 

Kontrendikasyonları: Etodolaka duyarlı kişilerde, peptik ülser hikâyesi olan veya aktif 

peptik ülserli hastalarda kullanılmamalıdır. Olası bir kros-reaksiyondan dolayı aspirin 

veya diğer non-steroidal antiinflamatuar ilaçlarla tedavi sırasında astım, rinit veya 

ürtiker gelişen hastalarda da kullanılmamalıdır. 

 

Yetişkin 2-3 x 200-400mg.Günlük max doz 1000mg. Gebelik kategorisi C (yeterli 

çalışma yok). Anne sütüne geçer. Kontr; etodolak veya diğer nonsteroid 

antienflamatuarlara allerji.Koroner cerrahi ağrılarında kullanılmamalı.Fetusta duktus 

arteriosus'un erken kapanmasına yol açabileceğinden gebeliğin son döneminde 

kullanılmamalı. 
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Etkileşim; ACE inhibitörleri, aspirin, furosemid, thiazidler, lityum, methotreksat, 

nonsteroid antienflamatuarlar, oral antikoagulanlar, beta bloker, gliburid, fenilbutazon, 

fenitoin. 

Yan etkiler; bulantı, kusma, dispepsi, karın ağrısı, diare, konstipasyon, somnolans, 

insomni, baş dönmesi, baş ağrısı, sersemlik, kulak çınlaması, allerjik reaksiyonlar 

(ürtiker-anaflaksi), peptik ülser, gastrointestinal kanama, hepatik kolestaz, 

trombositopeni, hemolitik anemi, agranülositozis, proteinüri, intertisyel nefrit, ödem, 

kalp yetmezliği, hipertansiyon, aritmi, trombo emboli riskinde artış. 

 

1.5. ÇALIŞMANIN AMACI 

 

Bu çalışmada, stabilite göstergeli kromatografik teknikle etodolak tayini için basit, hızlı, 

duyarlı ve doğru bir yöntem geliştirilmesi ve bu yöntemlerin farmasötik dozaj 

formlarından etken maddenin analizine uygulanması amaçlanmıştır. Yüksek 

performanslı sıvı kromatografisi (HPLC) ve kromatografik sistemde kullanılan 

Ultraviyole/Görünür Bölge (UV/GB) dedektörü ile uygun bir ayırımın sağlanabilmesi 

için kromatografik koşulların optimizasyonu ve meydana getirilen bu şartlarda 

etodolak’ın miktar tayini uygulanması amaçlanmıştır. 

 

Bu nedenle etodolak’ın farmasötik dozaj şekilleri içerisinde tayini için geliştirilecek 

yöntemin geçerliliğinin kanıtlanması amacıyla yöntem validasyonu uygulanacak, 

yapılan analizlerin sonuçları istatistiksel olarak değerlendirilecektir. Geliştirilen 

yöntemin duyarlılık, doğruluk, kesinlik, aralık ve doğrusallık, cihaz tekrarlanabilirliği, 

tekrarlanabilirlik, sağlamlık, özgünlük, tutarlılık, mutlak ve bağıl geri kazanım, gerçek 

numunelerin analizine uygulanabilirlik gibi parametreleri değerlendirilecek, sistem 

uygunluğu testleri gerçekleştirilecektir. Bu çalışmalardan sonra yöntemin stabilite 

göstergeli olduğunu kanıtlayabilmek amacıyla stress testleri uygulanıp muhtemel 

safsızlık maddelerinin kromatografik şartlarda miktar tayini yönteminde girişim yapıp 

yapmadığı ve mümkünse bu safsızlık maddelerinin tanımlanıp, miktarlandırılması 

LC/MS kombine sistemi ile  sağlanacaktır. HPLC sonuçları ile LC/MS sonuçları 

karşılaştırıp, safsızlık sonuçları değerlendirilecek ve yöntemlerin birbirlerine üstünlüğü 

kanıtlandırılacaktır. 
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1.6. ETODOLAK’IN LİTERATÜRDE YER ALAN TAYİN YÖNTEMLERİ 

 

1.6.1 SPEKTROFOTOMETRİK YÖNTEMLER 

 

Sawsan ve ark.(2005) Etodolak’ın miktar tayini için UV-GB spektrofotometrik bir 

yöntem bulmuşlardır. Yöntem etodolak’ın Bakır 2 asetat ve demir 3 kloridle reaksiyonu 

sonucu oluşan komplekslerin diklorometan ile ekstrekte edilip 684 ve 385 nm’de Cu+2 

ve Fe+3 olarak absorbanslarının ölçümüne dayanmaktadır. Reaksiyonun kimyasına pH, 

konsantrasyon ve zaman etki etmektedir. Reaksiyona girme oranları Cu+2 için 1:2 ve 

Fe+3 için 1:3 olarak bulunmuştur. Beer Yasasına uyan analiz için çalışma aralıklarını 2-9 

mg/ml ve 0,5-2 mg/ml olarak bulmuşlardır. Yöntemi valide etmişler ve diğer 

spektrometrik yöntemlerden farklı olmadığı sonucuna ulaşmışlardır. 

 

Gouda ve ark. (2008) Etodolak’ın saf hali ve farmasötik formlarından analizi için 

yükseltgenme-indirgenme reaksiyonları ile spektrofotometrik, duyarlı ve tekrarlanabilir 

yöntemler geliştirmişlerdir. Yöntem A ve B etodolak’ın o-fenanthroline veya bipiridil 

varlığında Fe+3 ile oksidasyonuna dayanmaktadır. Fe+3’le oluşturulan üçlü kompleks 

yapı ( Fe+3 -o- fen vaya Fe+3-o-bprdl)  asetat  tamponu ortamında optimum pH da 510 

ve 520 nm’de absorbansı o-fenanthroline veya  bipiridile karşı ölçülmüştür. Yöntem C 

ise asidik ortamda etodolak’ın Fe+3 ile oksidasyonuyla oluşan kompleksin 726 nm’de 

absorbans vermesine, ve Fe+2 nin ferriksiyanitle prusya mavisi oluşturmasına dayanır. 

A-B-C yöntemlerinin çalışma aralıkları sırasıyla 0.5-8, 1-10, 2-18 μg/ml olarak 

bulunmuştur. Daha kesin analizler için  Ringbom optimum konsantrasyon aralığı 

hesaplanmıştır. Molar absorptivite , Sandell duyarlılığı, tanıma limiti ve miktarlandırma 

limiti ayrıca hesaplanmıştır. Bulunan yöntem etodolak’ın farmasötik formlarına ve 

karışımlarına herhangi bir yardımcı madde girişimi olmaksızın uygulanabilmiştir. 

Ortalama bağıl sapma> %0.76 ve geri kazanım %99.87-100.21 aralığında bulunmuştur. 

 

Durmus ve ark.(2006) Naproksen ve etodolak gibi elektron verici ağrı kesicilerin 

tetrasiyanoetilen (TCNE) 2,3 dikloro5,6-disiyano p benzokinon (DDQ), p-kloranil gibi 

n alıcılarıyla oluşturdukları yük transfer komplekslerini 21 0C de kloroform içerisinde 

spektrofotometrik olarak incelemişlerdir. Renkli ürünler spektrofotometrik olarak 
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elektron alma ve verme işlemindeki elektronik geçişe göre değişik dalga boylarında 

ölçülmüştür. Beer yasasına uyum sağlanmış ve susuz ortamda renk oluşumu 

gözlemlenmiştir. Tüm kompleksler 2 saatten fazla kararlı olarak bozunmadan 

durmaktadır. Etodolak’ın DDQ ile kompleksi 5 dak. kararlıdır. Yük transferinin denge 

sabiti Benesi-Hildebrand eşitliği ile hesaplanmıştır. Termodinamik sabitler ΔH0, ΔS0, 

ΔG0 Van’t Hoff formülü ile hesaplanmıştır. Oluşan komplekslerin stokiyometrik 

oranları Job’s yöntemi ile belirlenmiş olup, her bir kompleksin oranı 1:1 olarak 

bulunmuştur.  

 

El Kousy (1999) spektrofotometrik ve spektroflorimetrik yöntemlerle etodolak ve 

aseklofenak için basit, duyarlı, ve tekrarlanabilir bir analiz yöntemi geliştirmiştir. İlk 

yöntem p-dimetilaminobenzaldehidle etkin maddenin  sülfürik asit ve Ferrikklorit 

bulunan ortamda renkli bir kompleks oluşturulmasına dayanmaktadır. Etodolak ve 

aseklofenakın absorbans ölçümleri sırasıyla 591.5 ve 545.5 nm’de yapılmıştır. 

Regresyon analizleri sonucunda Beer yasasına göre bir lineerlik 10-80 ve 8-55 μg/ml 

konsantrasyon aralığında sağlanmıştır. İkinci yöntem olan spektroflorimetrik yöntemde 

etanolde çözülen etodolakın 235 nm’de uyarılma, 345nm’de floresans gösterdiği  

saptanmıştır. Aseklofenak içinse pH:8 fosfat tamponunda 250 nm’de uyarılma ve 350 

nm’de floresans spektrumu elde edilmiştir. Lineerlik aralığı etodolak için 96-640 ng/ml, 

aseklofenak için 2-8 μg/ml bulunmuştur. Bulunan metotlarla yapılan iki farklı bulk ilaç 

analizi sonunda ortalama doğruluk sonuçları spektrofotometrik yöntemle etodolak için 

%100.48±0.85 , aseklofenak için %100.03±0,38 ve spektroflorimetrik yöntemle 

etodolak için %100.61±0.79 ve aseklofenak için %99.88±0.45 bulunmuştur. Önerilen 

metotların uygulanabilirliği iki ilaç molekülü için dozaj formlarından yapılan analizle 

test edilmiştir. Geri kazanım sonuçları %98.77-101.46 ve  %98.65-102.1 ve bağıl 

standart hata % 0.6-0.7 ve %0.35-1.06 olarak bulunmuştur. 

 

Ye ve ark. ( 2009 ) Etodolak için oldukça duyarlı ve tekrarlanabilir spektrofotometrik 

bir miktar tayini yöntemi geliştirmişlerdir. Bu yöntem o-fenanthroline ortamında 

etodolak ın Fe+3’le oksidasyonuna dayalıdır. Fe+3’le oluşturulan üçlü kompleks yapı 

asetat  tamponu ortamında optimum pH da 510 nm’de absorbansı o-fenanthroline karşı 

ölçülmüştür. Çalışmanın konsantrasyon aralığı 0.5-20 μg/ml olarak saptamışlardır. Daha 
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kesin analizler için  Ringbom optimum konsantrasyon aralığı hesaplanmıştır. Molar 

absorptivite , Sandell duyarlılığı, tanıma limiti ve miktarlandırma limiti ayrıca 

hesaplanmıştır.  Bulunan yöntem etodolak’ın farmasötik formlarına ve karışımlarına 

herhangibir yardımcı madde girişimi olmaksızın uygulanabilmiştir. Ortalama bağıl 

sapma %0.76 dan küçük ve geri kazanım %99-101 aralığında bulunmuştur. 

 

Amer ve ark. (2005) etodolak analizleri için, hızlı, basit ve seçici bir spektroskopik 

metot geliştirmişlerdir. Yöntem etodolak’ın Bakır(II) asetat ve demir(III) klorit le 

kompleks oluşturması ve diklorometan ile ekstrakte edilmesi sonucunda elde edilen 

kompleksin 684 ve 385 nm de Cu(II) ve Fe(III) e karşı absorbansların ölçülmesine 

dayanmaktadır. Reaksiyona etki eden pH, reaksiyona girenlerin konsantrasyonları, 

zaman, gibi faktörlerin etkisi çalışılmıştır. Devamlı varyasyonlu  Job yöntemi ile 

reaksiyonun stokiyometrik katsayıları Cu(II) için 1:2 ve Fe (III) için1:3 bulunmuştur. 

Metot Beer kanununa Cu(II) için  2-9 ve Fe (III)için 0.5-2 mg /ml konsantrasyon 

aralıklarında uymaktadır. Yöntemde oluşan matrikslerin stabilitesi de çalışılmıştır ve 

reaksiyon sonucu oluşan bileşikler sonraki araştırmalar için saf olarak elde edilmiştir. 

Komplekslerin molar absorbtivitesi Cu(II) 32.14±0.97 ve Fe (III)için168.32±1.12 

bulunmuştur. Oluşturulan yöntem saf etodolak ve farmasötik formülasyonlarında 

uygulanmıştır. Yöntemin validasyonu standart eklenmesi yöntemi ile test edilmiş  ve 

sonuçlar diğer spektrometrik yöntemlerle karşılaştırılmıştır. Kesinlik ve doğruluk 

yönünden fark gözlemlenmemiştir. 

 

1.6.2 HPLC YÖNTEMLERİ 

 

Dongre ve ark.(2009 ) spesifik, kesin, ve doğru ters faz HPLC yöntemiyle tablet 

formundaki etodolak ve asetaminofen’ in miktar tayinini yapmışlardır. BDS Hypersil C-

18, 100 mmx4.6 mm, 5 μm kolon, 274 nm ve izokratik hareketli faz olarak %0.05 lik 

fosforik asit ve asetonitril karışımı kullanmışlardır.  Akış hızı 1ml/dk’dır. Etodolak ve 

asetaminofen in tutulma zamanları 1.32 ve 4.24 dk olarak bulunmuştur. Bulunan 

yöntem spesifiklik, doğrusallık, doğruluk, kesinlik ve güvenilirlik parametreleri ile 

valide edilmiştir. Girişim yapan herhangi bir pik, safsızlık veya bozunan madde 

bulunmadığı için bulunan yöntem spesifik ve stabilite göstergeli olarak 
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değerlendirilmiştir. Doğrusallık eğim grafiğinin r2 değerleri 0.9996 ve 0.998, geri 

kazanım değerleri %101.32 ve %100.94 bulunmuştur. Gün içi ve günler arası  ortalama 

bağıl standart sapma %2 den küçük bulunmuştur. Bulunan bu yöntem bu iki etken 

maddenin ayrı kombinasyonlarında veya birlikte olan kombinasyonlarında başarılı bir 

şekilde uygulanabilir.  

 

Etman ve ark. (2001) etodolakın kandaki tayini için  basit, hızlı spesifik ve hassas ters 

faz HPLC yöntemi geliştirmişlerdir. Analiz süresi 4.5 dakika olan yöntemin teşhis limiti 

0.5 μg/ml bulunmuştur. Geliştirilen yöntem etodolak’ın biyoyararlanım ve 

farmakokinetik parametrelerinin analizlerinde kullanılmıştır. Elde edilen farmakokinetik 

parametreler, grafik altında kalan alan, maksimum kan konsantrasyonu, kandaki 

maksimum konsantrasyon zamanı, yarılanma zamanıdır. Kandaki maksimum 

konsantrasyon rektal yoldan 6.2 μg/ml ve oral yoldan 20.6 μg/ml bulunmuştur. 

Geliştirilen yöntem yeterli duyarlıkta olup kandaki etodolak analizleri için 

kullanılabilmektedir.  Bu yöntem ayrıca diklofenak, sulindak, piroksikam, indometasin 

gibi başka etken maddeler için de kullanılmıştır.  

 

Becker Scharfenkamp ve ark. (1993) etodolakın sterik seçici metabolizmasını yüksek 

performans sıvı kromatografisi yöntemi ile değerlendirmişlerdir. Enantiyometrik 

rasemik karışım olan etodolak  optik olarak aktif olan 1-feniletilaminle kısmı kristalize 

edilip ayrılmıştır. Geleneksel ters faz kolon kullanılarak rasemik etodolak ve önemli 

metabolitleri üre örneklerinde çalışılmıştır. Etodolak ve iki önemli metabolit olan 7-

hidroksi etodolak ve 8-(1hidroksietil)etodolakın enantiyometirk oranı farklı protein 

bağlı kiral durgun faz  kullanılarak bulunmuştur. Beş gönüllüden alınan üre 

numunesinde elde edilen sonuçlar steriyo seçici metabolizmayı açıklamaktadır.  

 

Pirkle ve ark. (1990) kiral sabit faz kullanarak anilid türevlendirmesi yardımıyla  

enantiyometrik ağrı kesicilerin ayırımını sağlayan bir yöntem geliştirmişlerdir. 

Biyolojik olarak aktif olan steriyoizomerik bileşiklerin enantiyometrik safsızlığı ve 

kesin oranının bilinmesi talebiyle yeni yöntemlerin geliştirilmesine ihtiyaç duyulmuştur. 

Geliştirilen bu yöntemle anilid türevlendirmesi yapılarak kiral sabit faz kullanıp HPLC 

yöntemi ile enantiyomerlerin ayrımı sağlanmıştır. Kromatografik şartlar, kiral sabit faz , 
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türevlendirmede kullanılacak amin seçimi gibi faktörler ilaç etken maddesine göre 

seçilerek analiz gerçekleştirilmiştir.  

 

Lapicque ve ark. (1989) etodolak’ın da içinde olduğu bazı ağrı kesicilerin tanımlanması 

ve miktar tayini analizi için  yüksek performans sıvı kromatografisi yöntemiyle bir 

yöntem geliştirmişlerdir. İzokratik HPLC yöntemi ile kan örneklerinde 16 farklı ilaç 

etken maddesi analiz gerçekleştirilebilmektedir. Deteksiyon iki dalga boyunda 254 ve 

370 nm de yapılmış olup, elde edilen piklerin safsızlığı iki absorbans değerinin 

oranından ve tanıma da başka girişim yapan bileşik olmadan gerçekleştirilmiştir. İlaç 

etken maddeleri kandan asidik çözeltileri yapılıp dietilether kullanılarak ekstrakte 

edilerek sağlanmış ve oktadesil ters faz kolon  kullanılarak ayırım sağlanmıştır.  

Hareketli faz olarak asetonitril-%0,3 asetik asit, tetrahidrofuran (36:63,1:0,9, h/h) 

karışımı kullanılmıştır. Geliştirilen yöntem yeterli geri kazanım, kesinlik  ve 

tekrarlanabilirlik göstermiştir. 

 

Cosyns ve ark. (1983) etodolak’ın serumda analizi için yüksek performans sıvı 

kromatografisi yöntemini geliştirmişlerdir. Yöntemin teşhis limiti 0.2 μg/ml 

bulunmuştur. Yöntemin seçicilik parametresi çeşitli serum örnekleri, etodolak eklenmiş 

serum örnekleri ve diğer ilaçların uygulandığı farelerden elde edilen serum örnekleri ile 

test edilmiş ve girişim olmadığı gözlemlenmiştir.  

 

1.6.3 LC/MS KOMBİNE SİSTEMİ YÖNTEMLERİ (LC/MS) 

 

Dung ve ark.(2008) Etodolak’ın enantiyomer safsızlıklarının kapiler elektroforez 

yöntemi ile analiz yöntemi geliştirmişlerdir. 2-hidroksipropil beta siklodekstrin kiral 

seçici olarak, ketoprofen iç standart olarak pik alanı kesinliğini arttırmak için 

kullanılmıştır. Enantiyomerleri ayırmak için kullanılan yöntem 35 dk ve 15 0C de 

gerçekleştirilmiştir. En fazla ayırıcılığı R=4, fosfat tamponu  (0,1 M pH 6), 15 mM HP-

B-CD ve UV detektör de 225 nm de 360 nm’yi referans olarak kullanarak elde 

etmişlerdir. Bu yöntem % 0.2 R-(-)etodolakı  (S)-(+)etodolak da ayırabilmekte ve 

gerekli aralıkta doğrusal bir ilişki göstermektedir. 
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Lee ve ark.(2008) HPLC ve tandem kütle spektroskopisi kombine sistemi ile etodolak ın 

kanda analizini sağlayan bir yöntem geliştirmişlerdir. Basit ve seçici olan yöntem 

başlangıçta bütil asetatla sıvı-sıvı ekstraksiyonu yapılarak elde edilen çözeltinin,  HPLC 

ile bileşenlerine ayrılması ve bu ayrımı yapılan maddelerin kütle spektroskopisine  

bağlanarak  pozitif modda elektrospray iyonizasyon yöntemi ile indometasin’in iç 

standart olarak kullanılmasına dayanmaktadır. Kromatografik ayırım Capcellpak 

MGIIC-18 kolon ve 10 mM amonyum format, %65 asetonitril % 35 su karışımının 

pH:3’e formik asitle ayarlı hareketli fazı kullanılarak sağlanmıştır. Çoklu reaksiyon 

modu (MRM) kullanılmış olup şu dönüşümler incelenmiştir: etodolak için 

287.99>172.23 , iç standart için 357.92>139.01. Yöntemin seçicilik, lineerlik, kesinlik, 

doğruluk, geri kazanım ve dayanıklılık parametreleri valide edilmiştir. Miktarlandırma 

limiti % 15’lik bağıl sapma ile 0.1  μg/ml olarak bulunmuştur. Bu metot kandaki 

etodolak tayini için kesin ve duyarlı analiz yapmaya uygundur. 

 

Koupai ve ark.(1999) at üresi ve serumunda etodolak analizleri için UV detektör 

kullanarak yüksek performans sıvı kromatografisi ve doğrulama ve metabolit 

tanımlaması içinse atmosferik basınç iyonizasyonu kütle spektroskopisi tekniklerini 

kullanarak bir yöntem geliştirmişlerdir. Yöntem bir basamak sıvı-sıvı ekstraksiyon 

işleminden sonra ters faz kolonda yapılan ayırım ve ultraviyole  detektör kullanılmasına 

dayanmaktadır. Ek doğrulama yöntemi için HPLC ile atmosferik basınç iyonizasyon 

kütle spektroskopisi kombine sistemi kullanılmıştır. Numunelerde serbest olarak 

etodolak ve ilgili bileşikleri bulunmaktadır. Ultradol isimli ilacı oral yoldan alan dört 

kısraktan serum ve üre örnekleri alınmıştır. Maksimum etodolak konsantrasyonu 712, 

716, 568 ve 767 μg/ml ürede ve 4.1,3.6,3.1 ve 2.2 μg/ml serum örneklerinde 

bulunmuştur. Ürede 2-10 saat ve serumda 40 d –6 saat içinde maksimum 

konsantrasyona ulaşılmıştır. Maksimum deteksiyon zamanı ise ürede 79 saat ve 

serumda 48 saat olarak gözlemlenmiştir. İlaç eliminasyon profili üre ve serum için 

sunulmuş ve tartışmaya açılmıştır. Yöntem güvenilirliği ve kesinlik ve stabilite 

çalışmaları da yapılmıştır. HPLC-APCI-MS sistemi ile üre içinde üç önemli metabolit 

bulunmuş ve monohidroksillenmiş etodolak olarak karakterize edilmiştir. 
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Berendes ve ark. ( 1996) ürede etodolakın faz-2 metabolitelerinin analizi için bir 

yöntem geliştirmişlerdir. Etodolak vücutta hidroksilasyon ve asil glukurnidasyona 

uğrayarak 1-o-glukurnid oluşturur. Etodolakın asilglukornidleri ve hidroksillenmiş 

metabolitleri RP-18 kolon kullanılarak analiz edilmiştir. Bu metabolitlerin lipofilliğini 

artırmak için hidroksi grupları asetillenmiş ve karboksilik bölgeleri metillendirilmiştir. 

Beş gönüllüden alınan atık örneklerinde asilglukornid  bulunmuştur. S-etodolak 

glukornid 400 mg etodolak alınmasından 6 saat sonra vücuttan atılmış olup, r-glukornid 

daha fazla zamanda vücutta kalmıştır. Bilinmeyen metabolitler kimyasal ve enzimatik 

hidrolizlerle kütle spektroskopisi ve NMR kullanılarak tanımlanmıştır.  

 

1.6.4 KAPİLER ELEKTROFOREZ YÖNTEMLERİ 

 

Rodriguez ve ark.(2005) etodolak’ın farklı biyolojik aktivite ve farmakokinetik aktivite 

gösteren enantiyomerlerini kiral seçici (2-hidroksipropil beta siklodekstrin) ve kapiler 

elektroforez kullanarak ayırmışlardır. Farklı nötral ve aniyonik kaynaklardan 

türevlendirilip elde edilen siklodektrin (CD) kaynaklarının denenmesiyle seçilmiştir. 

Tampon konsantrasyonuyla farklı enantiyometrik ayırımlar, yer değiştirme dereceleri, 

CD konsantrasyonu ve cihaz parametreleri çalışılmıştır. En yüksek ayırım 2.5 olarak 

100 mM fosfat tamponu, 20 mM CD ve 225 nm (10) UV deteksiyonunda 360 nm (50) 

ye karşı elde edilmiştir. Validasyonun seçicilik, doğrusallık, kesinlik (cihazsal, 

yöntemsel ve gün içi günler arası kesinlik), teşhis limiti ve miktarlandırma limit 

parametreleri farklı etodolak rasemik karışımı içeren farmasötik formlarda çalışılmıştır. 

 

Doğrukol ve ark. (2001) etodolak’ın farmasötik formlarının analizi için kapiler 

elektroforez  yöntemini geliştirmişlerdir. Bu yöntemde Diflunisal iç standart , 10 Mm 

pH:9.3 borat elektrolit olarak ve silika kapiler kullanılmıştır. Ayırım 25 kV 

uygulanarak, 226 nm de deteksiyon  sağlanmıştır. Ortalama migrasyon zamanı etodolak 

için 7.1 ve iç standardınki ise 8.3 dak. bulunmuştur.  Tekrarlanabilir pik normalizasyon 

oranı elde edilmiştir. Lineerlik aralığı 1x10-5 ve 2x10-4 M bulunmuştur. Gün içi ve 

günler arası kalibrasyon çalışmaları yapılmış ve güvenilir sonuçlar elde edilmiştir. 

Teşhis limit 3.2x10-6 ve miktarlandırma limiti 9.7x10-6 M bulunmuştur. Geliştirilen bu 

metotla kolaylıkla etodolak’ın tablet formlarının analizleri gerçekleştirilebilmektedir. 
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Bu metot oldukça basit, tekrarlanabilir,kesin, ve  10 dakikadan az bir analiz süresi 

gerektirdiği için hızlıdır. 

 

Strickmann ve ark (2000) kapiler elektrokromatografi yöntemi ile elektrospray 

iyonizasyon kütle spektroskopisi kombinasyonunu birleştirerek etodolakın kalitatif 

biyotransformasyonunu inceleyen bir çalışma yapmışlardır. Bu yöntemle 

elektrokromatografik ayırım sağlanmış ve kütle spektroskopisi ile  ürede bulunun 

etodolak metobolitlerinin varlığı ispatlanmıştır. 

 

Strickmann ve ark (2000) etodolak ve faz 1 üre metabolitleri için kapiler 

elektrokromatografi ve elektrospray iyonizasyon kütle spektroskopisi kombine sistemi 

ile bir yöntem geliştirmişlerdir. Kapiler  yüksek performans sıvı kromatografisi,  basınç 

yardımlı kapiler elektrokromatografi,  ve kapiler elektrokromatografi aynı kapiler 5μ 

oktadesilsilika C-18  sabit faz kullanılarak çalışılmıştır. Bu üç farklı ayırım modu pik 

etkinliği ve ayrım seçiciliğinin pratik biyomedikal problemleri çözümlemesi açısından 

kapiler elekrokromatografi ve kapiler HPLC için karşılaştırılmıştır. Etodolak ve faz-1 

metabolitleri 6-hidroksi etodolak, 7-hidroksi etodolak, 8(1-hidroksietil) etodolak örnek 

olarak seçilmiştir. Bu birbirinden farklı moleküllerin farklı modlarda  ve koşullarda 

zemin ayırımı sağlanmıştır. Elektroforetik ayrım etkileri ve mekanizmalarının 

ayrımdaki seçiciliğe etkisi kapiler elektrokromatografide gösterilmiştir. Yüksek 

elektroosmotik akış C-18 dolgulu kapiler sabit fazda pH:2.5 da başka tamponlarda bile 

gözlemlenmiştir. Buna ek olarak bu ayırım işlemi elektrospray iyonizasyon kütle 

spektrumunun (ESI-MS) sisteme bağlanması ile ana ilaç ve metabolitlerinin ürede 

tanımlanmaları sağlanmıştır. Kapiler elektrokromatografi cihazını ESI-MS ile 

birleştirmek için laboratuvar yapımı bir elektroforetik cihaz teknik problemleri çözmek 

için kullanılmıştır.  

 

Fanali ve ark (1998) kapiler elektroforez ve elektrospray kütle spektroskopisi kombine 

sistemi  ve kiral seçici olarak vankomisin kullanarak bir yöntem geliştirmişlerdir. 

Vankomisin düşük pH’larda pozitif yüklü kiral seçici olarak elektroforetik hareketliliği 

iyon kaynağının kontaminasyonunu önlemektedir. Bu çalışmayla tekniğin kiral aniyonik 

farmasötik bileşiklerde yararı ve önemi anlatılmıştır. İbuprofen ve faz-1 metabolitler, 
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etodolak ve faz-1 metabolitleri üre numunelerinde çalışılmıştır. Kütle spektroskopisinin 

pik tanımlamasında, pik safsızlığı testlerinde ve üst üste gelen piklerin seçici 

görüntülenmesindeki önemi çalışmada anlatılmıştır. 

 

Maboundou ve ark. (1994) on beş adet non steriodal ağrı kesiciyi misellar elektrokinetik 

kapiler kromatografi kullanarak ayırmışlardır. Aniyonik sürfaktant olan Sodyum 

dodesilsülfat ve Micellar elektrokinetik kapiler kromatografi kullanılarak 15 tane ağrı 

kesici ayırımı sağlanmıştır. UV detektör 254 nm’de kullanılmıştır. Elektroosmotik akış 

özellikle ayarlanarak optimal ayırım sağlanmıştır. Etken maddelerin ayırımı 40 mM 

NaH2PO4, 0.104 mol/l sodyum dodesilsülfat, %3 (h/h) metanol karışımının pH’sı 8’e 

sodyum hidroksit ile ayarlanması ile hazırlanan tampon kullanılarak sağlanmıştır. İlaç 

etken maddeleri ve metabolitlerini etkileyen  ve girişim yapan moleküller yoktur. 

Günler arası bağıl standart sapma % 2-10 arasında değişmektedir. 

 

1.6.5 GC/MS YÖNTEMLERİ 

 

Maurer ve ark. (2001) gaz kromatografisi ve kütle spektroskopisi kombine sistemi 

(GC/MS) ile ürede ağrı kesicilerin, metabolitlerinin, asidik ilaçların ve zehirlerin  

sistematik toksikolojik analizleri için bir yöntem geliştirmişlerdir. Bileşikler gaz 

kromatografisi ile ayrılmış ve kütle spektroskopisi ile full skan modunda 

tanımlanmışlardır. Kütle kromatografileri m/z 119, 135, 139, 152, 165, 229, 244, 266, 

272 ve 326 iyonları için ve mümkün olabilecek ağrıkesiciler ve metobolitleri için elde 

edilmiştir. Bu kromatogramlardaki + sinyaller tüm kütle spektrumundaki referans 

spektrumlarla karşılaştırılıp doğrulanmıştır. Bu yöntemle asemetasin, parasetamol, 

asetilsalisilik asit, diklofenak, difunisal, etodolak, fenbufen, fenoprofen, flufenamik asit, 

flurbiprofen, ibufrofen, indometasin, kebuzone, ketoprofen, lonezolak, meklofenamik 

asit, mefenamik asit, mofebutazon, naproksen, niflumik asit, fenilbutazon, suksibutazon, 

tiyoprofenik asit, tolenamik asit ve tolmetin gibi ilaçların üre numunelerinden analizleri 

yapılabilmektedir. Genel geri kazanım %50-80 arasında % 15 den düşük bağıl standart 

sapma ile bulunmuştur. Teşhis limiti full skan modunda 10-50 ng/ml bulunmuştur. 

Ektraktrif metilasyon asidik ilaç  moleküllerinin ve metabolitlerinin ürede analizi için 
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çok yönlü bir yöntem olarak etkinliğini ispatlamıştır. Ayrıca bu yöntem kanda da başarı 

ile uygulanabilmektedir. 

 

Giachetti ve ark. (1994) etodolak’ın insan kanında analizi için oldukça duyarlı bir gaz 

kromatografi ve kütle spektroskopisi (GC-MS) kombine sistemi ile bir yöntem 

geliştirmişlerdir. Yöntemin çalışılabilirliği ve hassasiyeti 5 g %10’luk etodolak jel 

formülasyonu kullanan 12 erkek gönüllünün kan numunelerinden konsantrasyon 

seviyelerinin ölçülmesi ile test edilmiştir. 

 

1.6.6. DİĞER YÖNTEMLER 

 

Kim ve ark.(2008) insan serumu albuminde (HSA) yüksek performans çekim 

kromatografisi kolonunda tutulma katsayılarının denge sistemlerinde veya yüksek filtre 

edilerek bölgesel ayırım  ve ön çekimli kromatografinin kombinasyonuyla bir yöntem 

geliştirmişlerdir. Referans bileşiklerin Zonal ayırım kromatografisi tutulma faktörlerine 

karşı referans bileşiklerin ön çekimli kromatografisindeki birleşme katsayılarıyla bir 

grafik oluşturmuşlardır. Bu grafikte referans maddelerin tutulma faktörü ve birleşme 

katsayıları arasında lineer bir ilişki (r2=0.9993) elde edilmiştir. Bu standart grafik daha 

sonra, az yada orta derecede  HSA’ya tutulma gösteren pek çok ilaç etken maddesinin 

birleşme katsayısını saptamada kullanılmıştır. Bu etken maddelerin birleşme katsayıları 

diğer ölçüm metotları (denge analizleri ve filtreleme) ile de karşılaştırılmış ve oldukça 

yüksek bir ilişki (r2=0.945) bulunmuştur. Bu yeni yöntemin diğer geleneksel 

yöntemlerden farklı avantajlı yanları da belirtmişlerdir. Etken maddenin özelliğine göre 

1.5 dakikada HSA ya birleşme katsayısı bulunabilmektedir. Diğer bir önemli avantajı 

ise aynı zamanda etodolak gibi kiral bileşiklerin birleşme katsayılarını da 

saptayabilmesidir. Aynı yaklaşım tarzıyla diğer etken maddelerin, proteinlerin ve diğer 

ilaç analizlerinde de kullanılabilir. 

 

Garcia ve ark. (2006) güvenilir, kesin ve duyarlı bir yöntem olarak ardışık enjeksiyon 

tekniği ile etodolak’ın farmasötik formlarda analizlerini çalışmışlardır.  Bu sistemle 

ayrıca Trolox isimli ilacın antioksidan aktivitesi değerlendirilmekte ve eşdeğer 

antioksidan kapasitesi ölçülmektedir. Bu yöntem etodolak’ın indirgenmesinden sonra 
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radikal 2,2’azinobis (3-etilbenzothiazoline-6-sulfonik asit) (ABTS (radikaldat)+) ile 734 

nm de bozunma absorbanslarının  ölçülmesine dayanmaktadır. Optimum ABTS (radikal 

dot)+-etodolak reaksiyonu 0.329 ml örnek ve 0.205 ml ABTS (radikal dot)+ çözeltisinin 

reaksiyonu ile elde edilir. Etodolak 4.5x10-5 mol/L konsantrasyonunda çalışılmıştır. 

Yöntemin teşhis sınırı ise 6.6x10-6 mol/L olarak optimize edilmiş deney şartları ile 

bulunmuştur. 10 ölçümün bağıl standart sapması %4.7 ve saatte 21 numuneleme hızı 

bulunmuştur. Yardımcı maddelerden girişim gözlenmemiştir. Geliştirilen yöntemle 

farmasötik formlardan yapılan analizler bağıl standart sapma sonucu  %1.4 olan diğer 

referans çalışmalarla uyumlu bulunmuştur.   

 

Yılmaz ve ark. (2001) kare dalga ve diferansiyel puls voltametrisi kullanarak farmasötik 

formlarda ve insan serumunda etodolak analizi için voltametrik bir yöntem 

geliştirmişlerdir. Etodolak’ın yükseltgenmesi  camsı karbon elektrot kullanarak 

dönüşümlü, doğrusal taramalı, diferansiyel puls ve kare dalga voltametri yöntemleri  ile 

incelenmiştir. Etodolak tayini için değişik parametreler çalışma şartlarının optimize 

edilmesi için test edilmiştir.  Akım yoğunluğu, pH , derişim, hız, tampon özellikleri 

çalışılmıştır. Kare dalga ve diferansiyel puls voltametrisin teknikleri ile analitik 

değerlendirme için  difüzyon kontrollü, ayrılmış voltametrik pik Britton-Robinson 

tamponunda pH:2.15 de  elde edilmiştir. Diferansiyel puls voltametrisiyle lineerlik 

aralığı 2x10-6-8x10-5 M ve teşhis limit 6.8x10-7 M bulunmuştur. Kare dalga 

voltametrisiyle doğrusallık aralığı 6x10-6-8x10-5 M ve teşhis limiti 1.1x10-6 M olarak 

bulunmuştur. Bu çalışmayla basit, hızlı, seçici ve hassas iki ayrı voltametrik metot 

etodolak’ın tablet dozaj formlarında ve insan serumunda analizi için  bulunmuştur.  

 

Lalla ve ark. (1999) tablet formülasyonlarında ve kanda etodolak için, basit, seçici ve 

hızlı yüksek performans ince tabaka kromatografisi kullanarak bir yöntem 

geliştirmişlerdir. Yöntem seçicilik, doğruluk, kesinlik, hassaslık, güvenilirlik ve diğer 

parametreler kullanarak valide edilmiştir. Karşılaştırma amacıyla ayrıca spektroskopik 

yöntem ve yüsek performans sıvı kromatografisi ile de analizler yapılmıştır. Sonuçlar 

HPLC yöntemiyle bulunan sonuçlarla uyumlu bulunmuştur.  Hız, basitlik ve 

güvenilirlik göz önüne alındığında formülasyon ve kan numunelerinde yüksek 
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performans ince tabaka kromatografisi diğer yöntemlere  tercih edilebilir bir yöntem 

olarak saptanmıştır.    

 

 

Sane ve ark (1998) etodolakın farmasötik preparatlarda analizleri için yüksek 

performans ince tabaka kromatografi yöntemi geliştirmişlerdir. Yöntemde silika jel 60 

F254 paketlenmiş aliminyum tabaka kullanılmıştır. Hareketli faz olarak n-hekzan-etil 

asetat-glasiyel asetik asit karışımı kullanılmıştıır. Ketorolak trimetamin iç standart 

olarak kullanılmıştır.  Deteksiyon 282 nm’de densitometri kullanılarak yapılmıştır. 

Doğrusallık 100-400 ng etodolak miktarı aralığında bulunmuştur. 

 

 

Burgot ve ark (1995) termometrik titrimetri ve termodinamik parametreleri kullanarak 

su/n-oktanol transfer sistemi ile fizikokimyasal bir analiz yöntemi geliştirmişlerdir. Bazı 

ağrı kesicilerin termometrik titrasyon ile su/n-oktanol tranfer entalpileri kalorimetrik 

yöntemle çalışmışlardır. Çalışma ile serbest transfer entalpisi logP kullanılarak katının 

transfer entropisi hesaplanabilmektedir. Tüm sonuçlar entalpi ve entropilerin 

bulunabileceğini göstermiştir. Sonuç olarak üç farklı transfer basamağı bu yöntemle 

bulunmuştur. 
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1.7.KROMATOGRAFİ 

 

Kromatografi birbirine fiziksel ve kimyasal özellikleri bakımından benzeyen  

maddelerin, karışımların, birbirinden ayrılmasını, tanınmasını ve tayinini sağlayan, 

birçok yöntemi kapsayan yöntemlerin genel adıdır (Skoog, 1998). Yüzlerce maddenin 

karışımı bile kromatografi yöntemiyle analiz edilebilir. Kromatografi terimi ilk olarak 

Mikhail Tswett tarafından 1906 yılında kullanılmıştır. Daha sonraları analitik 

çalışmaların bir çoğunda kromatografi yer almıştır. Modern gaz ve sıvı 

kromatografisinin temellerini ise Martin ve Synge(1941), buhar hareketli fazın sıvı 

hareketli faz kadar etkili kullanılabileceğini göstererek atmışlardır (White, 1990). 

 

Kromatografik ayırmada örnek, gaz, sıvı veya süper kritik bir akışkan olan hareketli faz 

ile sistemde taşınır. Hareketli faz katı bir yüzeyde ya da kolonda sabitleştirilmiş 

hareketli faz ile karışmayan bir sabit faz içerisinden geçirilir. Bu iki fazın seçimi, örnek 

bileşenlerinin hareketli ve sabit fazlarda farklı oranlarda dağılmasını hedefler. Örnek 

içerisindeki bileşenler ile sabit faz arasında bazı fiziksel ve kimyasal etkileşimler olur. 

Analitin kolon boyunca hareket etmesi, sabit faz ve hareketli faz arasındaki kimyasal ve 

fiziksel dengeleri, dağılımına bağlıdır. Bunlar çözünürlük, elektron çifti alıcı-verici 

etkileşimler, iyonik etkileşimler ve hidrojen bağı oluşumu gibi olaylardır (Hamilton, 

1982; Bidlingmeyer, 1992). İyonik etkileşimler, 

 

a) İyonlar arasında kulombik kuvvetler, 

b) İyon-indirgenmiş iyon etkileşimleri, 

c) Dipol-dipol etkileşimleri, 

d) Dipol-indirgenmiş dipol etkileşimleri, 

e) Nötral atom ya da moleküller arası kuvvetlerdir. 

 

Dipol-dipol etkileşimleri, dipol-indirgenmiş dipol etkileşimleri ve nötral atom ya da 

moleküller arası kuvvetler Van der Waals kuvvetleri olarak da tanımlanmaktadır. 

Ayrıca en iyi koşulların sağlanabilmesi için, sabit faz yapısı, hareketli faz bileşimi ve 

sıcaklığın dağılıma etkisi ayarlanabilir.  
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Hollandalı kimya mühendisi Van Deemter kendi adını taşıyan ve kromatografik 

kolondaki ayırma olaylarını matematiksel olarak tanımlayan bir eşitlik bulmuştur 

(Bidlingmeyer, 1992). 

 

H=A+B/u+C                                                                                                            (1.1) 

 

Eşitlik 1.1’de; 

          H: Tabaka yüksekliği(cm) 

          A: Çoklu akış yolları ve Eddy difüzyonu 

          B: Boyuna difüzyon 

          C: Fazlar arasındaki kütle aktarımı,  

           u:Çizgisel hız 

 

Karışımda bulunan maddelerin kolon boyunca ayrılması ve hareketli faz akış hızıyla 

kolondan geçmesi Şekil 1.3’de gösterilmiştir. 

 

Kromatografi sistemi iki ana grupta toplanır; hareketli fazın gaz ya da sıvı olmasına 

bağlı olarak  sıvı, süperkritik akışkan ve gaz kromatografisidir. Kromatografik 

yöntemler hareketli fazın gaz ya da sıvı olmasına, sabit fazın katı ya da sıvı olmasına, 

kromatografik ayırımın mekanizmasına ve ayırma tekniğine göre isimlendirilirler 

(Adamovics, 1997)(Şekil 1.4). 

              
 1  2 3 

                       Karışım       Ayrılma           Ayrılma bitmiştir, 
                       kolona         başlar.             maddeler dedektöre  
                       yüklenir.                        ayrı olarak gider. 
 

Şekil 1.3. Kromatografik ayırımın şematik olarak gösterilmesi 
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1.7.1. Adsorpsiyon Kromatografisi 

 

Adsorpsiyon; çözünmüş maddenin katı faz üzerinde tutunmasıdır. Bu kromatografi 

çeşidinde analiz edilen madde gaz halinde ise yöntem gaz-katı, sıvı halde ise sıvı-katı 

kromatografisidir. Adsorpsiyon özelliği gösteren maddelere adsorban denir ve burada 

tutunma yüzeyseldir. Adsorpsiyon sırasında çözücü içinde maddeler adsorbe ya da 

desorbe olabilir. Adsorpsiyon ve desorpsiyon hızlarının farkı toplam adsorpsiyon olarak 

tanımlanır. Adsorpsiyon ve desorpsiyon hızları birbirine eşit ise denge halindedir ve bu 

durumda madde kolonda sabit hızla ilerler. Sabit faz ile hareketli faz arasındaki bir A 

çözüneni için kütle aktarımı şu şekilde ifade edilebilir (Skoog, 1998): 

 

       Ahareketli faz  ⇔ Asabit faz                                                                                                                                   (1.2) 

 

Çözünen maddenin adsorpsiyon katsayısı veya dağılma katsayısı K; maddenin 

adsorbandaki molar derişiminin (C1), maddenin hareketli fazdaki derişimine (C2) oranı 

ile tanımlanır. 

 

          1

2

CK=
C

                                                                                                            (1.3)   

 
 
K değerinin büyük olmasının anlamı, karışım içindeki maddenin adsorban tarafından 

daha iyi tutunduğunu, karışım halinde olan K değeri daha düşük maddelere göre daha 

yavaş ilerlediğini gösterir. K değerinin küçük olması ise maddenin hareketli faza daha 

fazla ilgi duyduğunu göstermektedir (Hamilton, 1982). 

 

1.7.2. İyon Çifti Kromatografisi 

 

Bu yöntemde dağılma kromatografisiyle ayrılamayan moleküllerin ayrılması sağlanır. 

İyon-çifti oluşturma kromatografisinde iyonlaşabilen ve iyonik moleküllere, hareketli 

faza eklenen uygun bir karşı iyon ile iyon çifti oluşturularak lipofilik karakter 

kazandırılır ve sabit faza olan ilgi artar. 



 25

İyon çifti oluşturulan maddeler pik kuyruklamasını engellemeyi ve pik keskinliğini 

arttırmayı sabit faz üzerindeki artık silanol gruplarını örterek sağlarlar. Genelde iyon 

çifti maddesi olarak; tersiyer aminler, kuaterner aminler, alkil sülfonik asitler, alkil 

sülfonatlar kullanılır (Sewell, 1987). 

 

1.7.3. İyon Değiştirme Kromatografisi 

İyon değiştirme kromatografisi tıpkı iyon-çifti kromatografisi gibi iyonik ya da 

iyonlaşabilen maddelerin ayrılmasında yararlanılan bir tekniktir. Bu kromatografide 

belirli pH değerlerinde iyon veya iyonik yapı verebilen moleküller (organik baz ya da 

organik asitler) ya da iyonik yapılar (K+ , Na+ , SO4
=) ayrılır. Sabit faz ile ayrılacak 

madde arasında iyonik bağ ne kadar kuvvetli ise o kadar güçlü bir alıkonma sağlanır. 

Sulu tuz çözeltileri ve az miktarda alkol içeren polar hareketli faz çözeltileri ile asidik 

ya da bazik gruplar bağlanmış sabit fazlar kullanılmaktadır. 

 

Ayırım pKa’ya yani analizi yapılacak maddenin iyonik yapısına bağlıdır. Maddenin 

adsorplanmasından sonra desorpsiyon hareketli fazın pH değerinin ya da hareketli 

fazdaki tuz çözeltinin bileşiminin değiştirilmesiyle sağlanır. Peptitlerin ve proteinlerin 

ayrılmasında kullanılan bir yöntemdir. Sıklıkla kullanılan katyon ve anyon değiştiriciler 

Çizelge 1.2’de verilmiştir (Skoog, 1998; Hamilton, 1982; Bidlingmeyer, 1992; Sewel, 

1987; Meyer, 1988; Scott, 1995; Adamovics, 1997). 

Çizelge 1.2. Katyon ve Anyon Değiştiriciler  

Anyon 
Değiştiriciler 

Katyon  
Değiştiriciler 

Polimer Temelli Değiştiriciler 
Hidrofobik 

 
Hidrofilik 

 
Sitrat 
Sülfat 
Oksalat 
İyodür 
Nitrat 
Kromat 
Bromür 
Tiyosiyanat 
Klorür 
Format 
Asetat 
Hidroksit 
Florür 

Ba+2 
Pb+2 
Sr+2 
Ca+2 
Ni+2 
Cd+2 
Cu+2 
Co+2 
Mg+2 
UO2

+2 

Te+2 
 

Ag+ 
Cs+ 
Rb+ 
K+ 

NH4
+ 

Na+ 
H+ 
Li+ 

 

 
i. Polisitiren 
ii. Polimetilmetakrilat 
(%20 Çapraz 
baglþ divinil 
benzen 
içermektedir) 
 

 
i. Selüloz 
ii. Dekstran 
(Ticari adþ 
sephadex) 
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1.7.4. Eleme  Kromatografisi 

 

Eleme kromatografisiyle ayırımda molekülün büyüklüğü önem taşır. Molekülün 

büyüklüğü hakkında da bilgi edinilebilir. Çözücünün viskozitesi çalışma sıcaklığında 

düşük olmalıdır ve seçilen hareketli fazın organik bileşiminin analiz edilecek örneği iyi 

dağıtması gerekir. Çözücü piki ise karışımdaki maddelerden sonra gelir. Çoğunlukla üç 

çeşit jel kullanılmaktadır; aerojeller, zerojeller ve zerojel-aerojeller. Eleme 

kromatografisinde kullanılan çözücüler ve fiziksel özellikleri Çizelge 1.3’de verilmiştir 

(Hamilton, 1982; Bidlinmeyer, 1992; Sewel, 1987; Meyer, 1988; Scott, 1995). 

 

Çizelge 1.3. Eleme kromatografisinde kullanılan çözücüler ve fiziksel özellikleri  

Çözücü 
 

GB Cut-off 
(nm) 

Viskozite 
(cP)20°C 

Maks. Akış 
Hızı ml/dk 

Kırılma 
İndeksi 

Hegzan 
Tetrahidrofuran 
Diklorometan 
p-Dioksan 
Siklohegzan 
Dikloroetan 
Trikloroetan 
Kloroform 
Karbon tetraklorür 
Benzen 
Toluen 
Ksilen 
N,N-Dimetilformamid 
m-kresol* 
1,2,4-triklorobenzen* 

210 
220 
220 
220 
220 
225 
225 
245 
265 
280 
285 
290 
295 

- 
- 

0,326 
0,550 
0,440 
1,439 
0,980 
0,840 
1,200 
0,580 
0,969 
0,652 
0,590 
0,810 
0,924 

184,200 
0,50 

7,2 
4,0 
5,3 
1,6 
2,4 
2,8 
2,0 
4,0 
2,4 
3,6 
4,0 
2,9 
2,5 
- 

4,0 

1,375 
1,407 
1,424 
1,422 
1,426 
1,444 
1,479 
1,446 
1,463 
1,501 
1,497 
1,497 
1,429 
1,540 
1,570 

∗Standart yüksek sıcaklık çözücüleri, GB cut-off:Görünür bölge, bu dalga boyunun altında çözücü 
kullanılamaz. 
 
 
 
1.7.5. Dağılma  Kromatografisi 

 

Dağılma kromatografisi sıvı-sıvı kromatografisi olarak da bilinir ve temelinde birbiri ile 

karışmayan iki sıvı faz arasında maddelerin dağılması ilkesi yatar. Sabit faz katı yüzey 

üzerinde kolon dolgu maddesi üzerine tutturulmuş ince bir sıvı film tabakasıyken, diğer 

sıvı hareketli fazdır. Karışımdaki maddelerin sabit faz içerisinde kısmen çözünmesi 

gerçekleşir (solvofobik etki). Burada maddelerin sabit fazdaki çözünürlükleri fazla, 
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hareketli faz içerisindeki çözünürlükleri ise az olmalıdır. Yoksa maddelerin ayrımı 

gerçekleşmez ve hareketli faz ile beraber atılırlar. 

 

Sabit faz ile hareketli faz farklı polariteye sahip olduklarında örnek molekülleri de farklı 

çözünürlüklere  sahip olabilmektedirler. Bu iki fazın polarite farklılığına göre dağılma 

kromatografisi iki kısımda incelenebilir; bunlar ters-faz sıvı kromatografisi ve normal-

faz sıvı kromatografisidir (Moreira, 1999; White, 1990; Hamilton, 1982; Bidlinmeyer, 

1992;). 

 

1.Ters-Faz Sıvı  Kromatografisi 

 

Ters-faz sıvı kromatografisinde hareketli faz sabit faza göre daha fazla polardır. En çok 

kullanılan kimyasal olarak bağlanmış fonksiyonel grup taşıyan sabit fazlardan biri  ODS 

(18 karbon atomu zincirinden oluşan oktadesilsilan) dır. Bunun yanı sıra fonksiyonel 

grup olarak daha kısa zincirli (C8, C2 gibi), fenil ve siyano (CN) bağlanan sabit fazlar da 

kullanılır. 

 

Ters-faz sıvı kromatografisinde hareketli faz bileşeninin bir parçası  olan tampon 

çözeltiler çok önemlidir. Bu çözeltileri hazırlarken suyun oldukça saf olması gerekir. 

Diğer önemli hareketli faz bileşenleri ise, suyla karışabilen organik çözücülerdir. 

Hareketli fazlarda kullanılan organik çözücüler ile polariteleri ve ilgili detaylar Çizelge 

1.4’de verilmiştir. 

 

Ters-faz sıvı kromatografisinde genellikle apolar maddelerin ayrımı gerçekleştirilir. 

Uzun zincirli sabit fazlar (C18) daha apolar maddelerin, kısa zincirli sabit fazlar (C8, C2) 

ise daha polar maddelerin ayrılmasında kullanılır. Buna göre polar maddeler uzun alkil 

zincirli sabit fazlarda daha az tutunurken, apolar maddelerde kısa zincirli sabit fazlarda 

daha az tutunurlar (Hamilton, 1982; Bidlinmeyer, 1992; Sewel, 1987; Meyer, 1988; 

Scott, 1995). 
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Çizelge 1.4.Çözücülerin fiziksel özellikleri 

 KI GB 
(nm) 
cut-
off 

Viskozite
(cP) 

KN 
(°C) 

δ PÊ 
 

n-Pentan 
n-Heksan 
n-Heptan 
Siklohegzan 
Karbon disülfit 
Karbon tetraklorit 
İzopropil eter 
2-kloropropan 
Toluen 
1-kloropropan 
Klorobenzen 
Benzen 
Bromoetan 
Etil eter 
Kloroform 
Diklorometan 
Tetrahidrofuran 
1,2-Dikloroetan 
Metil etil keton 
Aseton 
Dioksan 
Etil asetat 
Metil asetat 
Pentan-1-ol 
Dimetil sülfoksit 
Anilin 
Nitrometan 
Asetonitril 
Piridin 
Propan-2-ol 
Etanol 
Metanol 
Etilen glikol 
Asetik asit 
Su 

1,358 
1,375 
1,388 
1,427 
1,626 
1,466 
1,368 
1,378 
1,496 
1,389 
1,525 
1,501 
1,424 
1,353 
1,443 
1,424 
1,408 
1,445 
1,381 
1,359 
1,422 
1,370 
1,362 
1,410 
1,478 
1,586 
1,394 
1,344 
1,510 
1,380 
1,361 
1,329 
1,427 
1,372 
1,333 

210 
210 
210 
210 
380 
265 
220 
225 
285 
225 
280 
280 
225 
220 
245 
245 
222 
230 
330 
330 
220 
260 
260 
210 
270 
325 
380 
210 
305 
210 
210 
210 
210 
251 

<190 

0,23 
- 

0,41 
1,00 
0,37 
0,97 
0,37 
0,33 
0,59 
0,35 
0,80 
0,65 
0,41 
0,23 
0,57 
0,44 
0,55 
0,79 
0,43 
0,32 
1,54 
0,45 
0,37 
4,10 
2,24 
4,40 
0,67 
0,37 
0,94 
2,30 
1,20 
0,60 
19,90 
1,26 
1,00 

36,0 
68,7 
98,4 
81,0 
45,0 
76,7 
69,0 
34,8 
110,6 
46,6 
132,0 
80,1 
38,4 
34,6 
61,2 
41,0 
65,0 
84,0 
79,6 
56,2 
104,0 
77,1 
57,1 
137,3 
190,0 
184,0 
100,8 
80,1 
115,5 
82,4 
78,5 
65,0 
198,0 
118,5 
100 

7,1 
7,3 
7,4 
8,2 
10,0 
8,6 
7,0 
- 

8,9 
8,3 
9,6 
9,2 
8,8 
7,4 
9,1 
9,6 
9,1 
9,7 
- 

9,4 
9,8 
- 

9,2 
- 

12,8 
- 

11,0 
11,8 
10,4 
10,2 
11,2 
12,9 
14,7 
12,4 
23,3 

0,0 
0,0 
0,0 
0,0 
1,0 
1,7 
2,2 
- 

2,3 
- 

2,7 
3,0 
3,1 
2,9 
4,4 
3,4 
4,2 
3,7 
4,5 
5,4 
4,8 
4,3 
- 
- 

6,5 
6,2 
6,8 
6,2 
5,3 
4,3 
5,2 
6,6 
5,4 
6,2 
9,0 

 
KI   :Kırılma indeksi 
GB cut-off  :Görünür bölge, bu dalga boyunun altında çözücü kullanılamaz 
Viskozite  :Viskozite (Centipois) 
KN   :Kaynama noktası 
δ   :Hildebrand çözünürlük parametresi 
P’   :Polarite indeksi, Rohrschneider’s verileriyle hesaplanan 
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2.Normal-faz Sıvı  Kromatografisi 
 

Normal-faz sıvı kromatografisinde hareketli faz polaritesi sabit faz polaritesinden daha 

düşüktür. Polar sabit fazlar kullanılır. Hareketli faz içerisinde genelde metilen klorür, 

dietil eter, kloroform veya  hekzan gibi polaritesi düşük çözücüler bulunmaktadır. En 

çok kullanılan sabit fazlar ise; silika ve alüminadır. Ters ve normal-faz sıvı 

kromatografilerinin farklılıkları Çizelge 1.5’de verilmiştir (Skoog, 1998; Hamilton, 

1982; Bidlinmeyer, 1992; Sewel, 1987; Meyer, 1988; Scott, 1995). 

 

 

Çizelge 1.5. Ters ve Normal-faz sıvı kromatografilerin karşılaştırılması    

 Ters-Faz 
Kromatografi 
 

Normal-Faz 
Kromatografi 
 

Sabit faz polaritesi 
Çözücü polaritesi 
Örnek ayrılma zamanı 
Çözücü polarite 
artışının 
etkisi 

Düşük 
Ortadan yükseğe 
Polar olanlar önce 
Ayrþlma zamanþnþ 
artþrþr 
 

Yüksek 
Düşükten ortaya 
Düşük polarlar önce 
Ayrþlma zamanþnþ 
azaltþr 
 

 

İlaçlar genellikle apolar yapıda oldukları için ters-faz sıvı kromatografisi, normal-faz 

sıvı kromatografisine göre daha çok tercih edilir. Bunun yanı sıra kromatografik 

ayrımda söz konusu olan solvofobik olayların etkisi, herketli faz içerisine konulan 

çözücülerin ucuz olması, sulu tampon çözeltilerin oranının yüksek tutulması, 

uygulamanın ve sistem kontrolünün daha kolay olması gibi sebeplerden dolayı ters-faz 

sıvı kromatografisi tercih edilir. 

 

Ters ve Normal-faz sıvı kromatografide kullanılan sabit ve hareketli fazlar Çizelge 

1.6’da verilmiştir. 
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Çizelge 1.6. Ters ve Normal-faz sıvı kromatografide kullanılan sabit ve hareketli fazlar  

Sabit faz Hareketli Faz 

Normal-Faz Sıvı Kromatografisi 

β,β′-oksidipropionitril Pentan, siklopentan, 
hegzan, izooktan, %10- 
20(v/v) kroroform, tetra 
hidro furan, asetonitril, 
dioksan 

1,2,3,-Tris(2- 
siyanoetoksi)propan 
(Fraktonitril) 

 

Dimetilsülfoksit İzooktan 

Su-etilen glikol Hegzan, karbontetra klorür 

Etilendiamin Hegzan 

Su Butanol 

Nitrometan Hegzan, karbontetra klorür 

Ters-Faz Sıvı Kromatografisi 

Hidrokarbonlar Metanol-su 

Dimetilpolisiloksan Asetonitril-su 

ODS Asetonitril/ Metanol/su 

CN Asetonitril/ Metanol/su 

Fenil Asetonitril/ Metanol/su 

C2 Asetonitril/ Metanol/su 

NH2 Asetonitril/ Metanol/su 
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1.7.6.Yüksek Performanslı Sıvı  Kromatografisi 
 

Son yıllarda gelişen teknolojiyle ayırmada çok küçük tanecikler (tanecik çapı; 3-10 µm) 

yaklaşık 5mm çapındaki kolonların kullanılmasını sağlanmıştır. Bu gelişmeler 

kromatografik ayırıcılığın artmasına neden olmuştur. Dolayısıyla kromatografik 

ayırımın performansı artmakta, ayırım çok kısa sürelerde gerçekleşebilmektedir. Bu 

durumda kullanılan malzeme miktarı düşmekte ve birim zamanda daha fazla analiz 

yapılabilmektedir. Bu şartlar altında ayırım işlemi 100-400 atmosfer kolon basıncı 

altında gerçekleştirilmektedir. Uygulanan işlemler sonucunda kullanılan kromatografik 

tekniğe yüksek performanslı sıvı kromatografisi (HPLC) adı verilmektedir. 

 

HPLC’nın diğer kromatografik yöntemlere göre bazı avantajları vardır; 

 

i. Kolon ayırıcılığı yüksektir. 

ii. İşlem kullanıcıya daha az bağımlıdır ve bu nedenle tekrarlanabilirlik artmıştır. 

iii. Nicel analize uygundur. 

iv. Analiz süresi genelde daha azdır. 

v. Geniş derişim aralıklarında çalışma olanağı sağlayacak kadar esnektir. 

vi. Düşük sıcaklıklarda uygulanır. 

vii. Maddenin geri kazanımı kolaydır. 

viii. Dedektör seçme olanağı vardır. 

 

HPLC ile aminoasitler, nükleik asitler, ilaçlar, karbonhidratlar, proteinler, 

hidrokarbonlar ve benzeri maddeler analiz edilebilmektedir. 

 
A.Yüksek Performanslı Sıvı Kromatografisi Sistemi 

 

Bir yüksek performanslı sıvı kromatografisinin kısımları şunlardır (Şekil 1.5); 

 

1. Hareketli faz haznesi, 

2. Bağlantı ekipmanlar ve hareketli faz uygulama sistemi, 

3. Hareketli faz pompası, 

4. Otomatik örnekleyici, 
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5. Kolon, 

6. Dedektör, 

7. Kayıt cihazı. 

 
Şekil 1.5. Yüksek performanslı sıvı kromatografisini kısımları 

 

 

1.Hareketli Faz Haznesi: 

 

Hareketli faz hazne materyalinin hareketli faz ile etkileşmemesi, sistemde korozyona ya 

da oksitlenmeye yol açmaması gerekir. Hazne ya da pompaya gelen hareketli fazda 

herhangi bir tanecik, toz veya kabarcık olmamalıdır. Bu yüzden steril edilebilir, 

materyali cam veya çelikten olan hazneler kullanılır. Kullanılan hareketli fazdan 

çözünmüş gazların uzaklaştırılması gerekir. Bu yüzden sistemden helyum gibi eylemsiz 

bir gazın düşük akış hızında geçirilmesi, hareketli fazı sonikatörde bekletme ya da 

vakumla gaz uzaklaştırma gibi işlemler uygulanır (Skoog, 1998; Hamilton, 1982). 

 

2. Bağlantı Ekipmanlar ve Hareketli Faz Uygulama Sistemi 

 

Hareketli faz sisteme gönderilmeden önce 2 μm ya da 5 μm çapındaki tanecikleri 

süzebilen kağıt ya da çelik filtrelerden geçirilerek tanecikler uzaklaştırılır. Sistemdeki 

bağlantı ekipmanları dış çapı 1/8, 1/16 inch veya daha geniş olan paslanmaz çelikten 

veya teflondan borularla sağlanmaktadır. Hareketli faz akışı, bağlantı elemanları 

(fitting), ferüller ve sıkıştırıcı vida (nut) ile sabitleştirilmiş paslanmaz çelik borularla 

sağlanmaktadır (Hamilton, 1982). 
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HPLC’inde hareketli faz sisteme iki şekilde gönderilir: (i) Gradient elüsyon ve (ii) 

İzokritik elüsyon. Sisteme gönderilen akış ve bileşim sabit ise bu ayırma izokritik 

elüsyon olarak adlandırılır. Eğer hareketli fazın bileşimi veya akış hızı zamanla 

değişiyorsa yapılan ayırma işlemine gradient elüsyon denilmektedir.  

 

3.Hareketli Faz Pompası: 

Bir HPLC sisteminde kullanılan pompanın şu özellikleri göstermesi gerekmektedir; 

 

i. Üst basınç sınırının 400 atm (≈400bar ≈ 6000 lbf/in2) olması gerekmektedir, 

ii. Normal çalışma basıncı ≈100-200 atm olmalıdır, 

iii. ‘‘pulssuz’’ veya ‘‘puls’’ düşürücü ile birlikte kullanılmalıdır,  

iv. Sinyal/gürültü oranı yüksek olmalıdır, 

v. Analitik uygulamalar için 1-10 ml/dk aralığında akış sağlamalıdır, 

vi. Kullanılan çözeltilere karşı eylemsiz olmalıdır, 

vii. Sistem ölü hacmi düşük olmalıdır, 

viii. Çözelti değiştirmek kolay olmalıdır, 

ix. Bakımı ve tamiri kolay olmalıdır, 

x. Conta, halka, valf gibi kolay aşınan parçaların dayanıklı ve yedek parçaları 

kolay bulunabilir olmalıdır. 

 

Ayrıca pompada akış denetleyiciler bulunur. Bunlar, akışla oluşan basıncı ölçüp sabit 

bir basınç değeriyle karşılaştıran ve aradaki fark belirlenen sınırları geçtiğinde pompa 

akış hızının ayarlanmış akışı sabit tutacak şekilde ayarlayan cihazlardır. Yüksek basınç 

altında kolondan geçen akışın hızı, sıvıların bastırılamaz katsayılarındaki 

farklılıklarından dolayı ayarlanan akış hızı gibi olmayabilir. Böylece hareketli faz akışı 

sırasında kolon geçirgenliğinden, viskozite değişikliğinden kaynaklanan değişmelerin 

düzenlenmesi sağlanır. 

 

Bir HPLC sisteminde kullanılan pompalar iki kısımda incelenebilir; sabit basınç 

pompaları ve sabit akış pompaları. Çalışma farklılığına göre ise, bu pompalar; pistonlu 

pompalar, şırınga pompalar ve pnömatik pompalar olarak üç çeşittir (Skoog, 1998; 

Hamilton, 1982). 
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a) Sabit Hacim Pompaları 

 

Motor kontrollü tek vuruşlu şırınga ile ya da bir veya iki pistonun ileri-geri     

hareketiyle hareketli fazın pompalandığı küçük bir silindirden oluşan pompalardır. Tek 

vuruşlu şırınga pompası Şekil 1.6’da verilmiştir. Bu pompanın en önemli üstünlüğü, 

7500 lbf/in2  basınçlara bile dayanabilmesidir.  

  
Şekil 1.6. Tek vuruşlu şırınga sabit hacim pompası 

 

Bu pompaların dezavantajı ise; sınırlı sayıda ve hacimde (yaklaşık 250ml) çözücü ile 

çalışılıyor olmasıdır. İki şırıngalı sistemler ise yüksek maliyetleri nedeniyle pek 

kullanılmamaktadır.   

 

Piston ve diyaframların kullanıldığı pompaların materyali paslanmaz çeliktir ve çözücü 

sadece paslanmaz çelikten olan diyafram ile temastadır.  Bu sistemin en önemli 

parçaları çözücü haznesindeki giriş ve çıkış kontrol vanalarıdır. Bu vanaların görevi 

akışı sabit, doğru ve düzenli bir şekilde sisteme göndermektir. En büyük dezavantajları 

ise, kontrol contalarının aşınması , pulsların oluşması ve bunun da zemin gürültüsü 

olarak gözlenmesidir. Puls oluşumunu gidermek için puls denetleyiciler kullanılır ya da 

birden fazla vana kullanılır.  
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Tek pistonlu ve iki pistonlu pompalar olarak iki çeşidi kullanılmaktadır. İki pistonlu 

diyafram pompasının (Şekil 1.7) ve tek pistonlu sabit hacim pompasının şekilleri (Şekil 

1.8) şematik olarak aşağıda gösterilmiştir. 

Şekil 1.7. İki pistonlu diyafram pompası 

 
Şekil 1.8. Tek pistonlu pompa 

 

    b)Sabit Basınç Pompaları 

 

Sabit basınç pompalarının en büyük avantajları maliyetinin düşük olması, pulssuz akış 

sağlaması ve kolay kullanılabilir olmalarıdır. Dezavantajı ise; sabit hacim pompaları 

kadar doğru hacim ölçemezler ve tekrarlanabilirlikleri düşüktür.  
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Pnömatik pompalarda akışkan madde, sıkıştırılmış bir gaz ile basınçlandırılabilen bir 

kap içine yerleştirilmiş, portatif bir kap içine konur. Sistemden hareketli faz 

geçirildiğinde sabit basınç kontrollü pompalar, çözücü viskozitesindeki değişikliklere ve 

kolon geçirgenliğine karşı oldukça duyarlıdır. Bu nedenle gradient elüsyon çalışmaları 

için uygun değildir. Bir pnömatik yükseltici pompa Şekil 1.9’da şematik olarak 

verilmiştir. 

 
Şekil 1.9. Pnömatik yükseltici pompa 

 

 

4.Otomatik Örnekleyici 

 

Analizi yapılacak olan örnek sisteme doğru ve tekrarlanabilir olarak gönderilmelidir. 

Sisteme gönderilen örneğin enjeksiyonunda kullanılan enjektörler; şırınga enjektörler, 

vana-sarım (valve-loop) enjektörler ve şırınga-sarım (syringe-loop) enjektörlerdir. 

Enjeksiyon sırasında sistem basıncını düşürmeden ve hareketli faz akışını durdurmadan 

veya akış hızını değiştirmeden örnek sisteme gönderilmelidir. Şırınga enjektörler 1500 

lbf/in2  basınca kadar sisteme örnek gönderebilirler. Fakat bu enjektörlerde hareketli faz 

akışı bir süre durdurulur. Bu sebepten dolayı kolay kullanılabilir olmasına rağmen 

tekrarlanabilirliği düşük olduğu için şırınga enjektörler tercih edilmemektedir. 
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Vana-sarım enjektörler 7000 lbf/in2  basınca kadar sisteme örnek enjeksiyonu 

yapabilirler. Belirli bir hacimde sarım kullanılır. Örneğin sisteme enjeksiyonu sırasında 

hareketli faz akışında duraksama veya akış hızında bir değişim olmaz. Sarım hacimleri 

10-1000 μl arasında değişir. Yüksek hacimde örnek enjeksiyonu yapıldığında tayin 

edilen maddenin düşük derişimlerine kadar inilebilmektedir, fakat bu, sisteme yani 

kolona aşırı madde yüklemesi yapılmasından dolayı bant genişlemesine ve pik 

keskinliğinin azalmasına neden olur. Bu nedenle düşük hacimdeki enjeksiyonlar daha 

avantajlıdır. Bu tip enjektörlerde sistem tekrarlanabilirliği yüksektir, çalışma basınç üst 

sınırı yüksektir, otomatik örnekleyicilerle kullanımı mümkün olduğu için birim 

zamandaki, standart enjeksiyon sayısı daha fazladır. 

 

Şırınga enjektörler ise, 0.5-5 μl arasında enjeksiyonlar yapılabilen mikro enjektörlere 

sahiptir. Örnek kabı olmadan sıfır ölü hacimle enjeksiyon yapabilir, küçük hacimlerde 

dahi kesinlik ve doğruluk değerleri yüksektir (Bidlinmeyer, 1992; Sewel, 1987). 

 

 

5.Kolon 

 

Sıvı kromatografisinde kullanılan kolonlar, kullanılan hareketli faz bileşenlerinden 

etkilenmeyen ve bileşenlerle etkileşmeyen, oksitlenmeyen ve korozyona uğramayan 

malzemelerden yapılmıştır. Bunun için özel paslanmaz çelik, teflon ve cam kullanılır. 

Genellikle kullanılan kolonlar 2.1, 3.2, 4.1 ve 4.6 mm çapında, boyu ise 10-30 cm 

arasındadır. Aynı boydaki kolonlar için kolon çapı artarsa kolona gönderilen madde 

miktarı da artmaktadır. Analiz sırasında birden fazla kolon birbiri ile kombine 

kullanılarak analizin kalitesi arttırılabilir. En sık kullanılan kolonlar 25cm boyunda ve 

4,6 mm iç çapında, 5 μm çapında tanecik dolgu maddesi ile doldurulmuş kolonlardır.  

 

Son yıllarda firmalar yukarıda anlatılan kolon boyutlarından farklı olarak iç çapı 1-4,6 

mm olan uzunluğu 5-10 cm olan kolonlar üretmektedir. Dolgu maddesinin tanecik çapı 

da 1,7 μm’ye kadar düşürülmüştür (Bidlinmeyer, 1992; Sewel, 1987). 
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Kolon Dolgu Maddeleri: 

 

Sıvı kromatografisinde iki çeşit kolon dolgu maddesi kullanılmaktadır. Bunlar, film 

dolgular ve gözenekli dolgulardır. Film dolgular cam veya polimer malzemeden 

yapılmış, gözeneksiz, küresel ve çapları 30-40 μm arasında değişen taneciklerdir. Bu 

taneciklerin yüzeyine, silis, alumina, polistiren-divinil benzen sentetik reçinesi veya bir 

iyon değiştirici reçineden oluşan ince bir gözenekli film kaplanmıştır. 

 

Bazı uygulamalar için uygun bir sıvı, absorpsiyon ile katı yüzeye tutturularak, ilave bir 

katman halinde sabit faz olarak kaplanır. Ayrıca organik temelli bir yüzey katmanı 

oluşturulmak amacıyla kimyasal işlemler de uygulanmaktadır. 

 

Sıvı kromatografisinde kullanılan gözenekli taneciklerin çapları 3-50 μm arasında 

değişebilmektedir. Tanecikleri oluşturan reçinelerden biri olan silika, en yaygın olarak 

kullanılanlardan biridir. Bu tanecikler yarı geçirgendir, çapları 10-50 μm ve yüzey 

alanları 1-25 m2/g  arasında değişmektedir. Bu analitik uygulamalarda bir dezavantajdır. 

Mikro gözenekli taneciklerin yüzey alanları ise 200-300 m2/g’a kadar çıkabilmektedir 

ve çapları da 3-10 μm arasındadır. Yüzey alanı arttıkça ayırma kapasitesi artmaktadır. 

Tanecik boyutu küçüldükçe kolon geri basıncı da artmaktadır.  

 

           Bu ilişki Eşitlik 1.4’de gösterilmiştir. 

 

       
1.8

p

1Basınç 
d

α
⎛ ⎞
⎜ ⎟⎜ ⎟
⎝ ⎠

  dp:  Tanecik çapı                                                   (1.4) 

 

Silika bazı kimyasal işlemlerle türevlendirilerek bağlı sabit fazlar elde edilmektedir; 

 

i.Silikat ester oluşumu (Si-O-Si):Oluşumunda yüzey silanol grupları (Si-OH) alkolle 

tepkimeye sokulmaktadır. 

 

           Si-OH + ROH → Si-O-Si  
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ii.Silikon bağları oluşumu (Si-O-Si-R3):Yüzey silanol grupları organoklorosilan ile 

tepkimeye girmektedir. 

 

           Si-OH +  R3SiCl → Si-O-Si-R3 

 

iii.Silikon-karbon bağları oluşumu:Yüzey silanol grupları tionil klorür ile tepkimeye 

sokularak organolityum bileşikleri oluşturulmaktadır. Oluşturulan organik gruplar 

doğrudan silika yüzeyine bağlanır. 

           Si-OH + SOCl2 →  Si-Cl 

 

           Si-Cl + RLi →  Si-R 

 

Ayrıca silika, yüzeyi hidrolizlenerek hidroksil grupları takılır ve metiltriklorosilan ile 

aşağıda gösterildiği gibi tepkimeye sokulur. 

 

 
  

  Doygun hidrokarbon polimer tabakaları, siyanoetilsilikon polimer tabakaları ve naylon 

kaplı silika da kullanılmaktadır. Örneğin, 18 karbon zincirli sabit faz elde edilmesinde 

aşağıdaki tepkimeler kullanılmaktadır. 

           Si-OH + Cl3Si(CH2)17CH3 →  Si-O-Si(CH2)17CH3 

                                                             (ODS geçirgen faz) 
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Benzer şekilde CN bağlı faz elde etmek için aşağıdaki tepkime uygulanmaktadır. 

 

           Si-OH + (CH3O)3SiCH2CH2CN →  Si-O-SiCH2CH2CN 

                                 (Nitril geçirgen faz) 

 

Bu polimerler hareketli faz akışı ile silika yüzeyinden çıkartılamazlar  ve kalıcıdır. 

Silika gruplarına (C8, C2) diğer fonksiyonel grupların, örneğin fenil (SiPh2), alkil fenil 

(SiC6H4CH=CH2), ve floro-eter eklenmesi ile farklı fonksiyonel grupları içeren sabit 

fazlar elde edilebilir (Hamilton, 1982). 

 

6.Sıvı Kromatografi Dedektörleri: 

 

Sıvı kromatografisinin güncel olarak kullanılmasını sağlayan en büyük gelişme hassas 

ölçümler sağlayan dedektörlerin geliştirilmesi ve bu dedektörlerin  ‘‘on-line’’ 

kullanımlarının mümkün olmasıdır. Sıvı kromatografisinde örnek ile hareketli faz 

fiziksel özellikleri yönünden benzerlik gösterir. Buna göre iki çeşit dedektör 

geliştirilmiştir (Skoog, 1998; Hamilton, 1982; Bidlinmeyer, 1992; Sewel, 1987; Meyer, 

1988; Scott, 1995). 

 

  i.Örnek ve hareketli faz özelliklerine göre dedektörler; 

a. Fotometrik dedektörler (UV/GB, Fluoresans dedektör, Foto diyot dizi (FDD) ve 

İnfrared absorbans dedektörleri), 

b. Radyoaktivite dedektörü, 

c. Elektrokimyasal dedektör, 

d. Ayırım sonrası tepkime dedektörü, 

e. Kütle spektrometrisi. 

 

  ii.Örnek özelliklerinin ölçülmesine göre dedektörler; 

a. Dielektirik sabiti dedektörü, 

b. İletkenlik dedektörü, 

c. Yoğunluk ölçümü dedektörü, 

d. Refraktif indeks dedektörleridir. 
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HPLC sisteminde sıkça kullanılan dedektör çeşidi UV/GB dedektör, FDD, fluoresans 

dedektör ve elektrokimyasal dedektördür. 

UV/GB Dedektör 

 

UV/GB ışınının absorblanması ilkesine dayanan dedektör çeşididir. Genellikle üç tip 

lamba kullanılır. Döteryum lambası; 190-400 nm dalga boyu aralığında, Kuartz-

iyot/tungsten lambası; 350-700 nm dalya boyu arasında ve civa lambası; 254, 280, 313, 

334, 365 dalga boylarında ışın yayarlar. Değişken dalga boyunda ışın yayabilen lamba 

kullanılan dedektörlerin bazı avantajları vardır. Bunlar; 

 

i. Aynı anda çoğu madde için yüksek değerlerde absorbans elde edilir. Bu 

durumda duyarlılık artar, 

ii. Seçicilik daha yüksektir. 

iii. Gradient elüsyon için kullanım kolaylığı sağlar. 

 

Absorbans değeri derişimle doğru orantılı bir şekilde artmaktadır. Lambert-Beer yasası 

geçerlidir. Genellikle bağlı olmayan elektron içeren bileşikler ya da çift bağ içeren 

bileşikler saptanabilmektedir. Bir de türevlendirme sonucunda absorpsiyon yapabilen 

maddeler de bu dedektörle saptanabilir. 

 

UV/GB dedektöründe kullanılan akış hücresi 4 ya da 8 μl hacminde, 1mm çapında ve 

10mm uzunluğundadır. Kolon dışı bant genişlemesini en aza indirmek için akış 

hücrelerinin hacimleri mümkün olduğunca en aza indirilmiştir (Skoog, 1998; Hamilton, 

1982; Bidlinmeyer, 1992; Sewel, 1987; Meyer, 1988; Scott, 1995). 

 

 

Absorbans dedektörlerinin bir çoğu çift ışın yolludur. Daha sonra bu  iki ışının 

şiddetinin karşılaştırılması amacıyla fotoelektrik dedektörler kullanılır. Şekil 1.10’da 

UV/GB dedektörü şematik olarak verilmiştir. Işın belirli boşluklardan geçerek istenen 

dalga boyuna ayarlanır. Gelen ışının, lens ile odaklanarak hücreye paralel olarak 

geçmesi sağlanır. Işın filtreden geçtikten sona dedektöre gelir. Işının şiddeti ile orantılı 

olarak sinyaller kayıt edilir. 
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Şekil 1.10. Çift ışın yollu bir UV/GB dedektörü 

 

 

Foto Diyot Dizi Dedektör (FDD) 

 

Foto diyot dizi dedektörde polikromatik ışın kullanılır. Işın kaynağı olarak tungsten ve 

döteryum lambası kullanılır. Işık kaynağından gönderilen polikromatik ışınlar akış 

hücresine gelir, bunlar optik ağ üzerinde dağılır ve çok sayıda diyottan oluşan foto diyot 

dizisi üzerine düşer. 

 

FDD 200-700 nm dalga boyu aralığında 0,1 s aralıklarla spektrum alınabildiğinden 

FDD ile birden fazla dalga boyunda analiz yapılabilmektedir. Kromatografik piklerin 

saflığının ya da pik girişiminin olup olmadığının kontrolünde de kullanılabilmektedir. 

FDD’nin avantajları aşağıda sıralanmıştır (Skoog, 1998). 

 

i. Piklerin bütün dalga boylarında ölçümleri aynı anda yapılabilmektedir. 

ii. Maksimum absorbans yapılan dalga boyları tek bir enjeksiyonla saptanabilir. 

iii. Kromatografik olarak ayrılamamış piklerin nicel analizi yapılabilir. 

iv. Pik kontrolü ve maddenin nicel analizi yapılabilir. 

 

Floresans dedektör 

 

Floresans verebilen maddeler için yüksek seçicilik ve duyarlılıkta saptama sağlayan 

dedektörlerdir. Düşük floresans veren bileşikler; aromatik amino asitler, kinolonlar, 
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östörojenler, fenoller, aflatoksinler, polinükleer aromatikler, konjüge siklik yapıda olan 

bileşiklerdir. 

 

Floresans dedektörler türevlendirme yapılarak fluoresan özellik katılmış bir çok 

maddenin de saptanmasına olanak sağlar. Genel olarak kullanılan türevlendirme ajanı; 

dansil klorür (5-dimetil-aminonaftalen-1-sulfonil klorür) ve fluroseindir. 

 

Dansil klorür primer ve sekonder aminler ve fenollerle, fluoresein ise; primer aminler ve 

biojenik amino asitler ile tepkime vermektedir. 

 

Floresans dedektörde iki dalga boyu seçilmesi saptamada seçiciliği artırmıştır. 

Bunlardan biri; eksitasyon (uyarma) dalga boyudur ve dalga boyu 190-400 nm 

aralığında (döteryum lambası) ve 350-600 nm aralığında (tungsten lambası) saptanacak 

madde özelliğine göre ayarlanmaktadır. Diğeri emisyon dalga boyudur ve 90ο’lik açı ile 

ölçülmektedir. Emisyon tüm yönlerde olduğu için duyarlılık azalır. Bunu önlemek için 

yarıküresel kollektör ayna kullanılmaktadır. Bazı fluoresans dedektörler, absorpsiyon 

dedektörlerine göre yaklaşık 100 kat daha duyarlıdır. Işık kaynağı olarak civa lambası 

da kullanılır. Daha gelişmiş cihazlarda ise, ışık kaynağı olarak ksenon lambası 

kullanılır. Bir floresans dedektör Şekil 1.11’de şematik olarak verilmiştir (Skoog, 1998; 

Hamilton, 1982; Bidlinmeyer, 1992; Sewel, 1987; Meyer, 1988; Scott, 1995). 

 

 
Şekil 1.11. Floresans dedektör 
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Elektrokimyasal dedektör 

 

Elektrokimyasal dedektörler, duyarlılığı yüksek ve seçici dedektörlerdir. Düşük 

derişimdeki maddelerin saptanmasına olanak sağlarlar, fakat kullanımları optik 

dedektörler kadar kolay ve pratik değildir. 

 

Ayrılan maddeler camsı-karbon çalışma elektrodu veya karbon/polimer elektrot 

üzerinde, sabit potansiyel altında yükseltgenme ya da indirgenmeye maruz bırakılır. 

Referans elektrot olarak platin elektrot kullanılır. Örnek derişimi elektrot akımı ile 

doğru orantılıdır. Akım voltaj çıkışı olarak dönüştürülür ve zamanın fonksiyonu olarak 

gözlemlenir. Elektro aktif olmayan maddelerin analizi mümkün değildir. 

 

7. Kayıt Cihazı 

 

Dedektörden gelen sinyallerin yazılmasında tek kalemli yazıcılar, karmaşık integratörler 

ya da bilgisayar sistemli veri kaydediciler kullanılır. 

 
Teknolojinin ilerlemesiyle son yıllarda mikroişlemciler ve bilgisayarlar 

kullanılmaktadır. Bu sistemlerde hareketli faz akış hızı, enjektör, kolon fırını, dedektör, 

örnek alma sistemi ve veri kaydı sistemi merkezi bir veri kayıt cihazı ile kontrol 

edilmektedir. Mikroişlemciler ve bilgisayarların kullanılması kromatografik sistemin 

tekrarlanabilirliğini arttırmakta ve sistem validasyon parametrelerinde daha doğru 

sonuçların elde edilmesini sağlamaktadır (Hamilton, 1982). 

 

 

B. Temel Kromatografi Parametreleri  

 

Kromatografik bir sistemde veriler kromatogramlarla yorumlanmaktadır. Kromatogram; 

tayini yapılan örneğin her bir bileşeni için belirli zamanlarda derişim değerine karşı elde 

edilen cevabın uygun bir dedektör ile saptanmasıyla elde edilmiş pikleri gösteren 

grafiktir. İki bileşenli bir örneğe ait kromatogram Şekil 1.12’de verilmiştir. Bir 

kromatogramı yorumlamada kullanılan ana parametreler şunlardır; 
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i. Alıkonma zamanı, tR 

ii. Kapasite faktörü, k' 

iii. Seçicilik , α 

iv. Kolon etkinliği, N 

v. Ayırıcılık, R 

vi. Pik simetri oranı, PSO 

i. Alıkonma Zamanı,tR 

 

Örneğin enjekte edilmesinden sonra analit pikinin dedektöre gelmesine kadar geçen 

süreye alıkonma zamanı denir. 

 
Şekil 1.12 HPLC yöntemiyle elde edilen kromatogram 

 

Şekil 1.12’de tm; sabit faz ile etkileşmeyen maddelerin veya hareketli fazın alıkonma 

zamanını, tA; A maddesinin alıkonma zamanını, tB; B maddesinin alıkonma zamanını 

göstermektedir. Alıkonma zamanı yerine alıkonma hacmi de denilmektedir. 

Ayrılamayan piklerin veya hareketli fazın alıkonma hacmi, ölü hacim (V0) olarakta 

adlandırılır. Bir maddenin alıkonma hacmi ayırımı yapılacak olan maddenin sabit 

fazdan elüe olması için gerekli olan hareketli faz hacmidir. Alıkonma hacmi; alıkonma 

zamanı ile hareketli faz akış hızını (F) çarpılması ile hesaplanabilir. 



 46

            V0 = tm x F                                                        (1.5) 

                                   

ii. Kapasite faktörü, k' 

 

Kapasite faktörü alıkonma faktörü olarak da bilinmektedir. Kolon içerisinde çözünen 

maddenin ilerleme hızını ifade eden bir faktördür. A çözüneni için kapasite faktörü, 

 

              A S
A

M

K V
k' = 

V
                                                                                               (1.6) 

 

Eşitlik 1.6’da KA; A maddesi için dağılma katsayısı, VS; sabit faz hacmi, VM; hareketli 

faz hacmidir. Dağılma katsayısını ise, K çözünenin sabit fazdaki molar deişiminin (CS), 

hareketli fazdaki molar derişimine (CM), oranı ile hesaplanır (Eşitlik 1.7). 

  

              S

M

C
K = 

C
                                                                                                    (1.7) 

 

Kapasite faktörü, hareketli fazın sabit akış hızında, Eşitlik 1.8’deki gibi alıkonma 

zamanları kullanılarak da hesaplanabilir. İyi bir ayırım için kapasite faktörü değerinin 1 

ile 10 arasında olması gerekmektedir. 

 

              A M

M

t  - t
k' = 

t
                                                                                              (1.8) 

 

Kapasite faktörü maddenin kimyasal ve fiziksel özelliklerine, uygulanan yönteme göre 

farklılıklar gösterir ve özgül bir değerdir. Kromatografik sistemde en önemli 

parametrelerden biridir. 

                          

iii.Seçicilik, α 

 

Seçicilik, esas olarak sabit fazın özelliğine göre değişiklik gösterse de seçiciliği kısmen 

etkileyen faktörlerden birisi de hareketli fazın bileşimidir. 
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Seçiciliğin matematiksel ifadesi Eşitlik 1.9’da gösterilmiştir. Bu eşitlikte kolonda daha 

uzun süre tutulan maddeye ait kapasite faktörünün daha kısa süre tutulan maddeye ait 

kapasite faktörüne oranlanması ile hesaplanabilir. Bu tanıma göre seçicilik daima 1’den 

büyüktür (Skoog, 1998; White, 1990; Hamilton, 1982; Bidlinmeyer, 1992; Sewel, 1987; 

Meyer, 1988; Scott, 1995; Rosing, 2000; Yıldız, 1997). 

 

 

              B

A

k '
 = 

k '
α                                                                                                     (1.9) 

 

iv.Kolon etkinliği, N 

 

Kolon verimliliğinin bir ölçüsü olarak, genel olarak birbiri ile bağlantılı iki terim 

kullanılmaktadır. Bunlar, tabaka yüksekliği, H ve tabaka sayısı N’dir. Bu iki terim 

arasında Eşitlik 1.10’daki bağıntı vardır, 

 

              
LN = 
H

                                                                                                    (1.10) 

 

L, kolon dolgu uzunluğudur. Kolon verimliliği kolon tipi, sabit faz tipi ve boyutu, 

hareketli faz bileşimi ve akış hızına göre değişebilmektedir. Kolonun eşdeğer tabaka 

sayısı (N), kolon etkinliğinin bir ölçüsüdür. Genel olarak N değerinin hesaplanması 

Eşitlik 1.11’de gösterilmiştir. Eşitlik 1.12’de ise teorik plaka sayısının hesaplanması 

verilmiştir. Eşitlik 1.11 ve 1.12’de WA, A maddesine ait zemin çizgisindeki pik cm 

cinsinden genişliğidir (Şekil 1.12)( White, 1990; Hamilton, 1982; Bidlinmeyer, 1992; 

Sewel, 1987; Meyer, 1988; Scott, 1995; Rosing, 2000). 

 

                                                                                 (1.11) 
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2

A m
et

A

t  - t
N  = 16 

W
⎛ ⎞
⎜ ⎟
⎝ ⎠

              (1.12) 

v. Ayırıcılık, R 

 

Ayırıcılık kolon etkinliğinin ve çözücü etkinliğinin bir ölçüsüdür. Eşitlik 1.13’de 

ayırıcılığın matematiksel olarak hesaplanması verilmiştir. 

 

               B A
s

A B

2(t  - t )
R  = 

W + W
 (1.13) 

ve 

               1 α - 1 k'R = N
4 α k' + 1

⎛ ⎞ ⎛ ⎞
⎜ ⎟ ⎜ ⎟
⎝ ⎠ ⎝ ⎠

          (1.14) 

 

Ayırıcılığın hesaplanmasında, kapasite faktörü, tabaka sayısı ve seçicilik 

kullanılmaktadır. Genel olarak birbirini takip eden iki pik için R değeri 1.5 ve üzeri iken 

tam ayırım sağlanmaktadır. R=1.325 iken maddelerden biri diğeri içine % 0.3 oranında 

girmiş durumda, R=1 iken, maddeler birbiri içine % 4 oranında girmiş durumdadır ve 

R=0.75’de ayırım olmamaktadır. R=1,5 olduğu zaman maddeler % 95 olasılıkla 

birbirlerinden ayrılmış olarak kabul edilebilir (Şekil 1.13)( Skoog, 1998; White, 1990; 

Hamilton, 1982; Bidlinmeyer, 1992; Sewel, 1987; Meyer, 1988; Scott, 1995; 

Adamovics, 1997). 

 

 
Şekil 1.13. Ayırıcılığın piklerin birbirinden ayrılmasına etkisi (σ:sabit) 
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Seçiciliğin Ayırıcılık Üzerine Etkisi: Genelde seçicilik arttığı zaman ayırıcılığında 

artması beklenir. Eşitlik 1.14’deki tek değişken α olduğunda bu ifade aşağıdaki gibi 

gösterilebilir (Hamilton, 1982). 

 

              1
α - 1R = C
α

⎛ ⎞
⎜ ⎟
⎝ ⎠

 (1.15) 

 

C1; bir sabittir ve α’ya karşı R grafiğe geçirildiğinde α’nın artmasıyla R değeri belli bir 

değere kadar artıp daha sonra sabit kalmaktadır (Şekil 1.14). α=1 olduğunda iki bileşik 

arasında ayırım gerçekleşmemektedir. 

 

 
Şekil 1.14. Seçiciliğin ayırıcılık üzerine etkisi 

 

 

Kapasite Faktörünün Ayırıcılık Üzerine Etkisi: Ayırıcılık ile kapasite faktörü 

arasındaki ilişki tek değişken k' olduğunda Eşitlik 1.16’daki gibi ifade edilir. 

 

              2
k'R = C

1 + k'
⎛ ⎞
⎜ ⎟
⎝ ⎠

               (1.16) 
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Burada C2 sabittir ve k'=0 iken ayırım gerçekleşemez. Büyük k' değerlerinde Eşitlik 

1.16’in sağ tarafı 1 olur ve ayırıcılıkta bir farklılık olmaz. Optimum k' değeri 1 ile 10 

arasında olduğunda istenilen ayırıcılığa ulaşılır. k' ye karşı R grafiğe geçirildiğinde k' 10  

değerine gelene kadar  R değeri artıp daha sonra sabit kalmaktadır (Şekil 1.15) 

(Hamilton, 1982).  

 

 
Şekil 1.15. Kapasite faktörünün ayırıcılık üzerine etkisi 

 

 

vi. Pik Simetri Oranı, PSO 

 

PSO, bir A pikine ait bc ve ab  uzunluklarının oranlanmasıyla hesaplanır (Şekil 1.12, 

Eşitlik 1.17). PSO pik yüksekliğinin zemin çizgisinden itibaren % 10’luk kısmından 

ölçümler yapılarak hesaplanır. 

 

 bcPSO = 
ab

 (1.17) 
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Düzgün bir kromatogram eğrisinin olması  için PSO değerinin ‘1’ olması gerekir. 

Pratikte ise 0,8-1,2 aralığındaki değerler kabul edilebilir (Hamilton, 1982). 

 

Kromatografide kuramsal olarak kolonda ayrılan maddelere ait bantların Normal 

dağılım (Gauss dağılımı) göstermesi beklenir. Normal dağılımda sabit fazdaki madde 

derişimi ile hareketli fazdaki madde derişimi arasında doğrusal bir ilişki bulunmaktadır. 

Ancak bu her zaman mümkün değildir. Maddeler kolondaki sabit faza tutulduğunda 

Langmuir ya da anti-Langmuir davranış gözlenmektedir (Şekil 1.16). Langmuir 

izotermi sabit fazda daha fazla miktarda madde bulunduğunu, Anti-Langmuir izotermi 

ise, tam tersini göstermektedir. Elüsyon eğrisinin önünde ya da arkasında bir alan oluşur 

ve bu da madde pikinde öne kayma (fronting) ya da kuyruklanma (tailing) şeklinde 

gözlenir. Sabit fazdaki derişim ile hareketli fazdaki derişim arasında doğrusal biri ilişki 

olduğunda, K, dağılma katsayısı sabittir, alıkonma zamanı madde derişiminden 

bağımsızdır ve gözlenen madde piki çan (Gauss) eğrisi şeklindedir (Hamilton, 1982). 

 
Şekil 1.16. Alıkonma zamanı ve pik şekline etkisi 

 

Genellikle kromatogramlarda geç gelen pikler önce gelen piklere göre daha yayvan ve 

genişlemiş olurlar. Bu durum pikin şeklini bozacağından istenilen bir durum değildir. 

Böyle durumlarda pik şeklinde kuyruklanma da gözlenebilir. 
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1.8.KÜTLE SPEKTROMETRİSİ  

 

Atomik kütle spektrometri, madde içindeki elementlerin ne olduklarını saptamada ve 

derişimlerini tayin etmekte yaygın olarak kullanılan bir araçtır. Periyodik çizelgede yer 

alan elementlerin hemen hemen tümü kütle spektrometri ile tayin edilebilir. 

 

Atomik kütle spektrometri, atomik optik spektrometrik yöntemlere göre daha fazla 

sayıda üstünlük sunar: (1) gözlenebilme sınırları, birçok element için optik yöntemlere 

göre üç mertebe daha iyidir, (2) genellikle tayin edilen elemente özgü önemli ölçüde 

basit spektrumlar elde edilir ve bunların yorumları kolayca yapılır, (3) atomların izotop 

oranları ölçülebilir. Sakıncaları ise söylece sıralanabilir: (1) cihaz, optik atomik 

cihazlara göre iki veya üç kat daha pahalıdır, (2) cihazdaki kayma saatte %5’ ten %10’ a 

kadar yüksek değerlerde olabilir, (3) daha sonra değinilecek olan bazı girişim etkileri 

söz konusudur. 

 

Atomik kütle spektrometrelerinin bazı genel özellikleri  

 

Bir atomik kütle spektrometrik analiz aşağıdaki basamakları kapsar: (1)atomlaşma, (2) 

Basamak 1’de oluşan atomların büyük bir kısmının, iyon akımlarına dönüşümü 

(genellikle tek yüklü pozitif iyonlar ) ve (3) Basamak 2’ de oluşan iyonların kütle/yük 

oranlarına (m/z) göre ayrılması ( burada m, atomik kütle birimi olarak iyonun kütlesi, z 

ise yüküdür.) (4) her tip iyonun sayılarının sayılması veya uygun bir transduserle 

numunenin çarpışmasından oluşan iyonların ürettiği iyon akımının ölçülmesi. Basamak 

2’de oluşan iyonların çogu tek yüklü olduğu için, genellikle m/z, iyonun kütlesine 

eşittir. Basamak 1 ve 2, atomik optik spektroskopi ile aynı teknikleri kapsar. Basamak 3 

ve 4 atomik kütle spektrometri ile gerçekleştirilir. 

 

1.8.1.1. Kütle Spektrometride Atom Ağırlıkları 

 

Bu konuya başlarken, kütle spektrometri literatüründe ve bu bölümde, atom 

ağırlıklarının analitik kimyanın ve diğer alt disiplinlerinden  farklı ele alındığını 

söylemekte yarar vardır. Çünkü kütle spektrometrileri izotopların kütleleri arasında fark 
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gözetirken, diğer cihazlar genellikle bunu yapmaz. Bu nedenle kısaca atom ve molekül 

ağırlıkları ile ilgili terimlerden bahsedilmelidir. 

Atom ve molekül ağırlıklarını birimleri genellikle atomik kütle birimi (akb) veya dalton 

(Da) dur. Bunlar C6
12 izotopunu referans kabul eden bağıl bir ölçeğe dayalıdır. C6

12 

izotopunun kütlesi kesinlikle 12 akb olarak kabul edilir. Yani akb vaya Da nötral C6
12  

izotopunun 1-12 si olarak tanımlanır. Bu tanıma göre  

 

              1 akb = 1 Da 

                        
Catomkgx

Catomgx

CmolCatomx
CmolCg

1227

1224

121223

1212

/1066054,1
/1066054,1

/100221,6
/12

12
1

−

−

=

=

⎟⎟
⎠

⎞
⎜⎜
⎝

⎛
=

  

 
Şu halde,  Cl35

17  izotopunun atom ağırlığı ile C12
6   referans atomunun atom ağırlığı 

karşılaştırıldığında, bu iki izotopun kütlelerinin ilişkili olduğu görülür. Böyle bir 

karşılaştırmayla klor-35 izotopunun kütlesinin, karbon izotopunun kütlesinden 2.91407 

kez daha büyük olduğu görülür. Bu durumda klor izotopunun atom kütlesi,  

 atomik kütle   91407,20000,1235
17 DaxCl =  

                                           = 34,9688 Da 

dur. 1 mol C12
6 ’un ağırlığı 12,000 g olduğu için,  Cl35

17 ’un atom ağırlığı 34,9688 

g/mol’dür. 

Kütle spektrometride, kimyanın çoğu alanında olduğunun aksine, bir elementin belli bir 

izotopunun kesin kütlesi (m) ile veya bir dizi izotop içeren bileşiklerin kesin kütlesiyle 

ilgileniriz. Bundan dolayı aşağıdaki örnekte verilen bileşiklerin kütleleri arasında ayırım 

yapmaya gerek duyabiliriz: 

 4
112 HC          4007825,11000,12 xxm +=  

                                     = 16,031 Da 

 4
112 HC           4007825,1100335,13 xxm +=   

   = 17,035 Da 

 1
2

3
112 HHC      10140.23007825,11000,12 xxxm ++=  

                                       = 17,037 Da 
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Normal olarak, kütle spektrometride, kesin kütleler, virgülden sonra üç ya da dört 

basamağa kadar verilir. Çünkü yüksek-ayırma gücü olan kütle spektrometrelerinde bu 

düzeyde bir kesinlikle ölçüm yapılır. 

İleride, kütle ölçümlerinde tam sayılı bir kesinliği ifade eden “anma kütlesi”  terimini 

kullanacağız. Örnekte sözü edilen üç izomerin kütleleri sırasıyla 16, 17 ve 17 Da olarak 

gösterilir.  

 Doğadaki bir elementin kimyasal atom ağırlığı veya ortalama atom ağırlığı (A) 

aşağıdaki eşitlikte verilir:   

 n

n

i
nnn pApApApAA ∑

=

=+++=
1

2211 ...  

 Burada ,,..., 21 nAAA  bir elementin n tane izotopunun dalton olarak atom 

kütleleri,  ,,..., 21 nppp  ise bu izotopların doğadaki bolluk kesirleridir. Kuşkusuz, 

kimyasal atom ağırlığı, kimyacıların birçok amaçla ilgilendikleri ağırlık tipidir. Bir 

bileşiğin ortalama ya da kimyasal molekül ağırlığı, o bileşiği oluşturan atomların, 

kimyasal atom ağılıklarının bir toplamıdır. Yani, 4CH ’in kimyasal molekül ağırlığı, 

12,01115 + 4 x 1,00797 = 16,0434 Da olur.  

1.8.1.2. Kütle/Yük Oranı   
 

Bu bölümde kullanılacak diğer bir terim de bir atomik ya da moleküler iyonun kütle/yük 

oranıdır. Bu terim bir iyonun atom veya molekül kütlesini (m) iyonun taşıdığı yük 

sayısına (z) bölmekle elde edilir. Yani +
4

112 HC  için, +== 2
4

113;035,161/035,16/ HCzm  

için, 518,82/035,17/ ==zm   olur. Kütle spektrometride, çoğu iyon bir yüklü 

olduğundan, m/z oranı genellikle m olarak kısaltılır. Bu kısaltma, gerçek anlamıyla 

doğru değildir, fakat kütle spektrometri literatüründe geniş bir şekilde kullanılır.  

1.8.1.3. Atomik Kütle Spektrometri Tipleri 
 
Çizelge 1-7 atomik kütle spektrometrinin en önemli tiplerini göstermektedir. Tarihsel 

olarak termal iyonlaşma kütle spektrometri ve kıvılcım kaynaklı kütle spektrometri, 

kalitatif ve kantitatif elementel analizler için geliştirilmiş ilk kütle spektrometrik 

yöntemlerdir. Ancak günümüzde, çizelgede belirtilen ICP-MS gibi bazı yöntemlerin, bu 

yöntemleri gölgelemesine rağmen, bunlar hala uygulama alanı bulmaktadır. Çizelgedeki 
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ilk üç yöntem, iki enstrümantal tekniğin bir arada kullanıldığı ikili–yöntemlerdir. Bu 

yöntemlerle, tekniklerin tek başına kullanıldığı durumlara göre çok daha üstün analitik 

sonuçlar elde edilir.  Bu kitabın birçok yerinde buna benzer ikili yöntemlerle 

karşılaşacağız.  

 
Çizelgedeki atomlaşma ve iyonlaşma ilgili çeşitli yöntemleri incelemeye başlamadan 

önce, kütle spektrometrelerinin, iyonik türlerin ayrılmasında ve ölçülmesinde nasıl 

kullanıldığını kısaca anlatmaya gerek vardır.  

 
1.8.2. KÜTLE SPEKTROMETRELER 

 
Kütle spektrometre, hareketli iyonları kütle/yük (m/z) oranlarına göre hızlı olarak ayıran 

bir cihazdır. İyonların çoğu tek yüklü olduğundan, oran basitçe iyonun kütlesine eşittir. 

Cihaz üreten firmalar çok çeşitli tipte kütle spektrometre yapmaktadır. Bu bölümde 

atomik kütle spektrometride genel olarak kullanılan üç tipten bahsedeceğiz. Bunlar, 

kuadrupol kütle spektrometre, uçuş zamanlı kütle spektrometre ve çift-odaklamalı kütle 

spektrometredir. Bunlar moleküler kütle spektrometrileridir. Çizelge 1.7’deki son sütun, 

en çok kullanılan üç tip atomik kütle spektrometriyi göstermektedir.  

 

Çizelge 1.7. Kütle spektrometri türleri 

 
 

Şekil 1-17’deki blok diyagram, kütle spektrometrelerinin her tipine ait ana bileşenlerini 

göstermektedir. Giriş sisteminin amacı, numune bileşenlerinin, elektron, foton, iyon 

veya molekül bombardımanıyla, gaz fazındaki iyonlara dönüştüğü iyon kaynağına, 

mikro miktarda numune göndermektedir. Alternatif olarak, iyonlaşma termal veya 

elektriksel enerjiyle sağlanabilir. İyon kaynağının çıktısı, daha sonra kütle analizörüne 
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gitmek üzere hızlandırılan pozitif (daha yaygın) ya da negatif bir gaz fazında iyon 

akımıdır.  

 
Şekil 1.17. Kütle Spektrometrenin Bileşenleri 

 

Kütle analizörünün işlevi, bir optik spektrometredeki monokromatörün aynıdır. 

Birincide dağılım analit iyonlarının kütle/yük oranına, diğerinde ise fotonların dalga 

boyuna bağlıdır.  

 

Bir optik spektrometre gibi, kütle spektrometre de, iyon demetlerini daha sonra işleme 

sokulacak bir bilgisayarın hafızasına yüklenecek ve görüntülecek veya çeşitli şekillerde 

kaydedilecek elektrik sinyallerine dönüştüren bir transduser içerir. Optik 

spektrometreye benzemeyen tarafı ise, sinyal işlemci ve okuma düzeneği dışında, tüm 

bileşenleri düşük basınçta tutacak bir vakum sistemine gerek duymasıdır.  
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Bundan sonraki bölümlerde, önce kütle spektrometrede kullanılan transduser 

çeşitlerinden bahsedeceğiz. Daha sonra da atomik kütle spektrometrelerinde kullanılan 

üç tip kütle analizöründen bahsedeceğiz. En sonda ise en çok kullanılan çeşitli iyon 

kaynakları hakkında bilgi vermektedir.  

1.8.2.1 Kütle Spektrometre Transduserleri 
 
Kütle spektrometrelerinde kullanılmak üzere, birçok tipte ticari transduser vardır. 

Elektron çoğaltıcı, birçok rutin denemeler için kullanılan bir transduser tipidir.  

 

Elektron Çoğaltıcılar 

Şekil 1.18.a, pozitif iyonlar için geliştirilmiş, ayrı-dinod  bir elektron çoğaltıcıyı şematik 

olarak göstermektedir. Bu transduser, UV- görünür ışın içinkullanılan fotoçoğaltıcı 

transduser’e çok benzer. Her dinod, bir öncekinden daha yüksek potansiyele sahiptir. 

Katot ve çok sayıda dinod, yüksek enerjili iyon ve elektronlar çarptıkça, patlamalar 

şeklinde elektronlar yayan Cu/Be yüzeylere sahiptir. 107 kat akım kazancı sağlayan 20 

dinodlu elektron çoğaltıcılar mevcuttur.  

 

 

 

 
Şekil 1.18.a. Aynı dinod elektron çoğaltıcı 
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Şekil 1.18.b. Sürekli dinod elektron çoğaltıcı 

 

Şekil 1.18.b, trompet şeklinde, kurşunla yoğun şekilde doplanmış, camdan yapılmış bir 

sürekli-dinod elektron çoğaltıcıyı göstermektedir. Transduser’ in uzunluğu boyunca 1,8’ 

den 2V’ a kadar potansiyel elde edilir. Hemen girişten yüzeye çarpan iyonlar, 

elektronlar fırlatırlar ve yüzey boyunca atlayarak daha fazla elektron fırlatılmasına 

neden olurlar. Bu tip transduserler tipik olarak 105 akım kazancı sağlarlar. Fakat bazı 

uygulamalarda kazanç 108 mertebesinde olabilir.  

 

Genellikle elektron çoğaltıcılar, sağlıklı ve tatmin edicidirler. Yüksek akım kazancı ve 

nanosaniye mertebesinde cevap zamanlarına sahiptirler. Bu transduserler kütle 

spektrometrelerinin, manyetik kısımlarının çıkış aralıklarının arkasına doğrudan 

yerleştirilebilirler. Çünkü genellikle transduser’e ulaşan iyonlar, düzeneğin ilk 

bölümünden elektron fırlatmaya yeterli kinetik enerjiye sahiptirler. Elektron çoğaltıcılar 

düşük kinetik enerjili iyon demetleri kullanan (kuadropol tipler) kütle analizörleri ile de 

kullanılabilirler. Fakat bu uygulamalarda analizörü uyaran iyon demeti, ilk bölüme 

çarpmadan önce birkaç bin elektron volt’a kadar hızlandırılır.         
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Faraday Kabı      

 

Şekil 1.19, bir Faraday kabı kollektörünün şematik gösterimidir. Transduser, analizörü 

uyaran iyonların, toplayıcı elektroda çarpacağı şekilde yerleştirilmiştir. Bu elektrotlar, 

fırlatılan ikincil elektronların ve yansıyan iyonların kaçmasını önleyen bir kafesle 

çevrelenmiştir. Toplayıcı elektrodu, elektroda çarpan ya da uzaklaşan taneciklerin, 

kabın giriş kısmından uzağa yansıtılması için, giren iyonların yoluna eğimli olarak 

yerleştirilmiştir. Toplayıcı elektrodu ve kafes, büyük bir direnç aracılığıyla toprağa 

bağlanmıştır. Plakaya çarpan pozitif iyonların yükü, direnç aracılığıyla topraktan iletilen 

elektron akışıyla nötralleştirilir. Direncin uçları arasında oluşan potansiyel düşüşü, 

yüksek empedanslı bir yükseltici tarafından yükseltilir. Bu transduserin cevabı, enerji, 

kütle ve iyonun kimaysal yapısından bağımsızdır. Faraday kabı, hem ucuz, hem de 

mekanik ve elektriksel açıdan basittir. Başlıca dezavantajı, spektrumun taranabileceği 

bir hızı sınırlamaya yarayan yüksek impedanslı bir yükselticiye ihtiyaç duymasıdır. 

Faraday kabı transduseri bu iç yükseltme sağlamadığından elektron çoğaltıcılarından 

daha az hassastır.      

 
Şekil 1.19. Faraday Kabı Dedektörü 

 

Belirleme Sistemlerinin Diğer Tipleri 

 

Gümüş bromür emülsiyonu ile kaplı fotoğraf plakaları, yüksek enerjili iyonlara karşı 

duyarlıdır. Fotoğrafla belirleme, kıvılcım kaynaklı cihazlarda en çok karşılaşılan 

belirleme tipidir.  Bunun nedeni, iyonları bir düzlem üzerinde odaklayan cihazlarda çok 

geniş aralıkta m/z değerlerinin aynı anda gözlenmesine olanak vermesidir.  
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Sintilasyon tipi tarnsduserler de kısmen kullanım alanı bulur. Bu transduserler bir 

fotoçoğaltıcı tübün penceresine monte edilmiş, ince bir alüminyum levha üzerine 

dağıtılmış, kristal fosfordan oluşmuştur. İyonlar (veya iyonlar katoda çarptığında 

üretilen elektronlar) fosforla çarpıştıklarında, fotoçoğaltıcı tarafından algılanan parlak 

bir ışık üretirler.  

1.8.2.2 Kuadrupol Kütle Analizörleri 
 
Atomik kütle spektrometride, en bilinen kütle spektrometre tipi Şekil 1.20’de gösterilen 

kuadrupol kütle analizörüdür. Bu cihaz diğer tiplere göre daha derli toplu, daha ucuz ve 

daha güçlüdür. Aynı zamanda yüksek tarama hızı gibi bir avantajı vardır. Bütün bir 

kütle spektrumu 100 ms’den daha az bir sürede elde edilebilir. 

 

 

Şekil 1.20. Kuadrapol Kütle Spektrometre 

 

Kuadrupol cihazının kalbi, elektrot olarak iş gören dört paralel silindirik çubuktur. 

Karşılıklı çubuklar elektriksel olarak birbirine bağlıdır: bir çift, değişebilir doğru akım 

kaynağının pozitif tarafına, diğer çift ise negatif ucuna bağlanır. İlaveten her çubuk 

çiftine değişebilir radyo-frekanslı (180 derece faz dışı) alternatif akım potansiyeli 

uygulanır. Bu cihazla bir kütle spektrumu elde etmek için, iyonlar çubuklar arasındaki 



 61

boşluğa 5-10 V’ luk bir potansiyelle hızlandırılır. Bu arada çubuklara uygulanan doğru 

akımve alternatif akım potansiyelleri, oranları sabit tutularak aynı anda artırılır. 

Herhangi bir anda belli bir m/z değerine sahip olanların dışında bütün iyonlar çubuklara 

çarpar ve nötral moleküllere dönüşür. Sadace sınırlı bir aralıkta m/z değeri taşıyan 

iyonlar transdusere ulaşır. Tipik olarak, kuadrupol cihazlar kütleleri bir birim farklı 

iyonları bile kolaylıkla ayırır.  

 

Bir kuadrupol kütle spektrometre, içinde bir optik ağın aynı anda elektromanyetik 

ışınının spektrumunu dağıttığı optik bir spektrometreden çok; optik değişebilir bant 

filtreli bir fotometreye benzer. Belki de bu cihazı bir kütle spektrometreden çok, bir 

kütle filtresi olarak adlandırmak daha doğru olacaktır. Bununla beraber kütle 

spektrometre olarak literatürde daha fazla yer almaktadır.  

 

 

Bir Kuadrupolde İyon Yolları     

 

 

Bir kuadrupolün filtreleme yeteneğini anlayabilmek için, çubuklar arsındaki kanaldan 

geçerken iyonların yoluna doğru akım ve alternatif akımın  etkisini incelemek gerekir. 

Başlangıçta, Şekil 1.21’de gösterilen ve xz düzleminde yer alan pozitif çubuk çifti 

üzerinde duralım. Doğru akım potansiyeli yokken kanaldaki iyonlar, alternatif akım 

çevriminin pozitif yarısında kanalın merkezine doğru yönelir; negatif yarısındaysa 

uzaklaşırlar. Bu davranış şekilde A ve B nokatalarında gösterilir. Eğer bir negatif yarı 

çevrimde, bir iyon çubuğa çarparsa, pozitif yük nötralleşir. Sonuçta oluşan molekül 

uzağa taşınacaktır. Bir pozitif iyonun çubuğa çarpıp-çarpmaması, z ekseni üzerindeki 

iyon hareketinin hızına, kütle/yük oranına, alternatif akım sinyalinin frekans ve 

genliğine bağlıdır.     
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Şekil 1.21. xz Düzleminde kuadrapolün çalışması 

 

Şimdi, alternatif akım sinyali üzerine bindirilen pozitif doğru akım potansiyelinin 

etkisinden bahsedelim. Newton fiziğine göre eşit kinetik enerjiye sahip olan iyonların 

momenti kütlenin kare köküyle doğrudan orantılıdır. Dolayısıyla ağır bir iyonu 

saptırmak, hafif olana göre daha zordur. Eğer kanal üzerindeki bir iyon ağır ve/veya 

alternatif akım potansiyelinin frekansı yüksekse, iyon, alternatif akım potansiyeline 

kayda değer bir cevap vermeyecek ve büyük ölçüde doğru akım potansiyelinden 

etkilenecektir. Bu şartlar altında iyon, çubuklar arasındaki boşlukta kalmak isteyecektir. 

Bunun tersi, iyon hafif ve/veya frekans düşükse, iyon çubukla çarpışabilir ve alternatif 

akım potansiyelin negatif kısmında yok olabilir. Şekil 22-a’da görüldüğü gibi, pozitif 

çubuk çifti, xz düzlemi üzerinde hareket eden pozitif iyonlar için yüksek geçirgenlikte 

kütle filtresi oluşturulur.  

 

Şimdi, negatif doğru akım potansiyelinde tutulan çubuk çiftine bakalım. Alternatif akım 

potansiyeli yokken bütün pozitif iyonlar çubuklara doğru gider ve yok olurlar. Daha 

hafif iyonlar için bu hareket alternatif akımın değişimi ile dengelenebilir. Şekil 22-b’de 

görüldüğü gibi, yz düzlemindeki çubuklar az geçirgen bir filtre gibi davranır.      
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Şekil 1.22. Kuadrapol kütle filtesi(a) xz-düzleminde yüksek geçirimli, (b) yz-

düzleminde düşük geçirimli, (c) yüksek ve düşük bir arada dar aralıklı 
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Dedektöre, kuadrupol içinden giden bir iyon hem xz, hem de yz düzlemlerinde kararlı 

bir yola sahip olmalıdır. Yani iyon xz düzlemindeki yüksek-kütle filtresinde yok 

olmayacak kadar ağır, hem de yz düzlemindeki düşük-kütle filtresinde 

uzaklaştırılamayacak kadar hafif olmalıdır. Şekil 22-c’de görüldüğü gibi, tüm 

kuadrupol, sınırlı aralıkta m/z değerlerine sahip bir iyon bandını geçirir. Bu bandın 

merkezi alternatif akım ve doğru akım potansiyellerini ayarlayarak değiştirebilir. 

 

Bir Kuadrupol Filtre ile Tarama     

 

Farklı kütlelere sahip iyonların bir kuadrupoldeki davranışlarını tanımlamak için gerek 

duyulan diferansiyel denklemler çok karmaşık olup analitik çözümü güçtür Bu 

denklemlere göre, yüklü taneciklerin bir kuadrupolde salınması iki grupta incelenir: 

 

1) Salınımların genliği sınırlı olarak ve 

2) Salınımların üstel olarak büyüdüğü ve sonuç olarak sonsuza yaklaştığı 

durum. 

 

Bu denklemlerin içerdiği değişkenler; kütle/yük oranı, doğru akım potansiyeli, alternatif 

akım potansiyelinin ferkansı ve genliği ile çubuklar arasındaki uzaklıktır. Kuadrupolün 

ayırma gücü, alternatif akım ve doğru akım potansiyelleri oranıyla tayin edlir ve bu oran 

6’dan çok az düşük bir değere sahip olduğunda, maksimum olur. Kuadrupol 

spektrometreleri, bu değerin sabit bir potansiyel oranında çalıştırılırlar.  

 

Bir kütle spektrumunu bir kuadrupol cihazla taramak için, alternatif akım potansiyeli 

(V) ve doğru akım potansiyeli (0) aynı anda sıfırdan, ikisi arasındaki oran 6’dan biraz az 

tutuluncaya kadar artırılır. Tipik bir tarama sırasındaki potansiyel değişiklikleri Şekil 

1.23’de gösterilmektedir. Birbirinden uzaklaşan iki doğru çizgi, zamanın bir fonksiyonu 

olarak doğru akım potansiyellerini göstermektedir. Tek bir süpürme zamanı birkaç 

milisaniyedir. Doğru akım potansiyeli sıfırdan ± 250 V’ a değişirken, alternatif akım 

sinyalleri doğrusal olarak sıfırdan yaklaşık 1500 V’a kadar artar. Alternatif akım 

sinyallerinin 180 derece faz dışı olduğuna dikkat ediniz.  
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Şekil 1.23. Kuadrapol analizörü potansiyel ilişkisi 

 

Günümüzde, birçok firma 3000-4000 m/z’ye kadar uzanan aralıklarda kuadrupol kütle 

analizörleri üretmektedirler. Bu cihazlar kütleleri 1 birim farklı olan iyonları bile 

kolayca ayırırlar. Genel olarak kuadrupol cihazlar numuneyi dağıtma bölgesine 

göndermek için, çizgisel bir slitten çok, yuvarlak bir delik içerirler (Şekil 1.20). Bu 

delik, ayırma gücünün slit aralığı ile ters orantılı olduğu manyetik dilim cihazlarıyla 

katlanılabilenden çok daha fazla numune girişi sağlar.           

 

1.8.2.3. Uçuş-Zamanlı Kütle Analizörleri 

 

Uçuş-zamanlı (TOF) cihazlarda, numunenin, kısa elektron pulsları, ikincil iyonlar veya 

lazerle üretilmiş fotonlarla bombardıman edilmesiyle, periyodik olarak pozitif 

iyonlarüretilir. Bu pulslar tipik olarak 10-50 kHz bir frekansa ve 0,25 µs’lik bir ömüre 
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sahiptir. Bu yolla üretilen iyonlar, iyonlaşma pulslarıyla aynı frekansa sahip 103-104 V’ 

luk elektrik alan pulslarıyla hızlandırılırlar. Hızlandırılmış tanecikler yaklaşık 1 metre 

boyunda, alan etkilerinden arınmış bir sürüklenme tübünden geçerler (şekil 1.24). Tübe 

giren bütün iyonlar ideal olarak aynı kinetik enerjiye sahip tüp içindeki hızları, kütleleri 

ile ters olarak değişmelidir. Daha hafif tanecikler dedektöre, ağır olanlardan daha çabuk 

ulaşırlar. Tipik uçuş zamanı 1-30 µs’ dir.  

 

 

 
Şekil 1.24 Uçuş zamanlı kütle spektrometrenin çalışma prensibi 

 

Bir uçuş-zamanlı kütle spektrometrenin transduseri genellikle bir elektron çoğaltıcıdır. 

Bunun çıktısı, bir osiloskobun düşey bükülme plakalarında görünür. Yatay süpürme, 

hızlandırıcı pulslarıyla eş zamanlıdır. Aynı anda kütle spektrumu osiloskop ekranından 

görünür. Tipik uçuş zamanları, mikrosaniyeler mertebesindedir. Bu yüzden rakamsal 

bilgi birikimi çok hızlı elektronik cihazlara gerek duyulur. İyon enerjilerindeki 

değişiklikler ve başlangıç pozisyonları pik genişlemelerine yol açar ve ulaşabilecek 

ayırma gücünü sınırlar.  

 

Ayırma gücü ve tekrarlanabilirlik açısından uçuş zamanlı ayırıcılarını kullanan cihazlar, 

manyetik ya da kuadrupol ayırıcıları kullananlar kadar tatmin edici değildir. Fakat 

birçok avantajı bu sınırlamaları dengeler. Basitliği, iyon kaynağına uyumu, sınırsız kütle 

aralığı, hızlı bilgi biriktirme olanağı bu cihaza da belli bir kullanım olanağı sağlar. 

Birçok üretici firma, uçuş-zamanlı cihazları üretmektedir, fakat bunlar kuadrupol kütle 

spektrometrelerine oranla daha az kullanım alanı bulur.  
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1.8.2.4. Çift- Odaklamalı Analizörler 
 

Şekil 1.25’de görüldüğü gibi, çift-odaklamalı kütle spektrometreleri, bir iyon demetini 

odaklamak üzere iki kısım içerir. Bir elektrostatik analizör ve manyetik dilim analizörü. 

Bu cihazda kaynaktan gelen iyonlar, bir slitten geçerek hızlandırılırlar ve görevi dar bir 

aralıkta kinetik enerjiye sahip iyonları, eğrisel bir manyetik alanın önündeki slit 

üzerinde odaklamak olan eğrisel bir elektiriksel alana gelirler. Manyetik alanda en hafif 

iyonlar en fazla, en ağır olanlar en az olmak üzere bükülürler. Bu dağıtılmış iyonlar bir 

fotoğraf plağı üzerinde kaydedilirler. Çizelge 1.7’de görüldüğü gibi bu tip analizörler, 

birçok tipte atomik kütle spektrometride kullanım alanı bulurlar.      

 
Şekil 1.25 Çift odaklamalı kütle spektrometre 

 

1.8.3 İNDÜKTİF EŞLEŞMİŞ PLAZMA KÜTLE SPEKTROMETRİ 

 
1980’lerin başından beri ICPMS, birçok element için düşük gözlenebilme sınırları, 

yüksek seçiciliği, iyi doğruluk ve kesinliğiyle en önemli tekniklerden biri olarak 

gelişmektedir1. Bu uygulamalarda bir ICP hamlacı atomlaştırıcı ve iyonlaştırıcı olarak iş 

görür. Çözeltiler için, numune klasik ya da ultrasonik bir sisleştirici ile verilir. Katılar 

için diğer bir numune verme tekniği uygulanır. Bu bir kıvılcım, lazer veya elektrik 

boşalımı olabilir. Cihazın ticari tiplerinde tüm bu teknikler 1983’den beri 

                                                 
1 Bu tekniğin ayrıntıları için K.E.Jarvis, A.I. Gray and R.S. Boak, Handbook of Inductively Coupled Plasma 
Mass Spectrometry. New York: Chapman… 
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kullanılmaktadır. Bu cihazlarda pozitif metal iyonları klasik bir ICP hamlacında üretilir. 

Diferansiyel bir pompa yardımıyla, bir kuadropol kütle spektrometreye iletilir. Bu 

şekilde elde edilen spektrumlar, varolan bütün elementler için bir dizi izotop pikinden 

oluşur. Bu spektrumlar numunede bulunan elementlerin kalitatif ve kantitatif 

tayinlerinde kullanılır. Miktar tayini, analit için iyon sayımının bir iç standart için iyon 

sayımına oranı ile derişim arasında çizilen bir kalibrasyon eğrisi aracılığıyla yapılır. 

Analizler izotop seyreltme tekniğiyle de yapılabilir. 

 

1.8.3.1. ICPMS İçin Cihazlar2 
 
Şekil 1.26 ticari bir ICPMS sisteminin bileşenlerini şematik olarak göstermektedir. 

Cihazın en kritik parçası, ICP hamlacını cihaza bağlayan ara birimdir ve bu birim 10-4 

torr’ dan daha düşük bir basınca gerek gösteren kütle spektrometre ile birlikte atmosfer 

basıncında çalışır. Bu bağlantı diferansiyel pompa ile vakuma alınan bir arayüzey 

bağlantı birimi ile sağlanır. Bu birim, ortasında 1 mm’ den küçük bir deliği olan ve 

suyla soğutulan, nikel bir numune verme konisinden oluşur. Sıcak plazma gazı, bu 

delikten bu delikten basıncı bir mekanik pompa yardımıyla 1 torr civarında tutulan bir 

bölgeye geçer. Bu bölgede gaz hızla genleşir ve soğur. Gazın bir kısmı küçük bir 

delikten sıyırıcı denen ikinci bir koniye ve buradan da basıncı, kütle spektrometresinin 

basıncıyla ayrı tutulan bir odacığa geçer. Burada pozitif iyonlar, elektronlardan ayrılır 

ve moleküler türler, negatif bir potansiyel yardımıyla hızlandırılarak, bir manyetik iyon 

merceği ile kuadrapol kütle analizörünün giriş deliğine odaklandırılırlar. 

 

Böyle tipik bir kütle sprektometrenin performans özellikleri şöyledir: kütle aralığı 3-

300, m/z değerleri 1 birim fark ile iyonları ayırma yeteneği, dinamik aralığı ise 6 

ondalık mertebesindedir. Periyodik çizelgedeki elementlerin %90’ı bu cihazla tayin 

edilebilir. Her element için ölçüm zamanı 10 saniye, birçok element için gözlenebilme 

sınırı 0.1-10 ppb’ dir. Kalibrasyon eğrilerinin ortalarında bir derişim için standart 

sapması %2-4 civarındadır. 

                                                 
2 Onbir ticari cihaz için: A.Newmann, Anal. Chem., 1996, 69, 46A 
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Şekil 1.26 ICP MS sistemi 

 

Son zamanlarda en az iki üretici firma katı numuneler için, numune hazırlamaya en az 

gereksinmesi olan lazer sistemini kullanmaktadır3. Bu cihazlarda pulslu lazer demetleri, 

katı numunenin üzerinde birkaç mikrometrekare bir alanda odaklanarak 1012 W/cm2 

mertebesinde güç yoğunlukları elde edilebilir. Böyle yüksek şiddette ışın birçok 

malzemeyi, hatta bazı refrakterleri hızla buharlaştırır. Daha sonra, bir argon akışı 

buharlaşmış numuneyi atomlaşma ve iyonlaşmanın olduğu bir ICP hamlacına taşır. 

Oluşan plazma kütle sprektrometreye iletilir. Bu tip cihazlar, jeolojik numuneler 

alaşımlar, camlar, tarımsal ürünler, kentsel tozlar ve topraklar gibi bozunması ve 

çözünmesi çok güç olan bir çok numunenin yarı kantitatif analizlerinde başarıyla 

kullanılır. Şekil 1.27 bir kaya numunesinin lazer aşındırma/ICPMS ile elde edilen kütle 

sprektrumunu göstermektedir. Bu spektrumu elde etmek için kaya ince toz halinde 

öğütülmüş ve basınç altında küçük diskler haline getirilmiştir. Lazer demeti ile 

uyarıldıktan sonra oluşan buhar, bir enjektör gaz akışı ile, iyonlaşmanın gerçekleştiği 

                                                 
3 E.A. Denoyei, K.J.Fredeen, and J.W. Hagei, Anal.Chem., 1991, 63, 445A. 
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ICP hamlacına verilmiştir. Daha sonra gaz halindeki iyonlar bir kuadropol kütle 

analizöründe analiz edilmiştir. 

 

 
Şekil 1.27 Lazer aşındırma/ICPMS ile elde edilen kaya numunesi 

Bir ICP hamlacına bağlı olarak Çizelge 1.6’da sıralanan diğer iyon kaynaklarının 

çoğunun kullanımına olanak veren aksesuarlar da ticari olarak temin edilebilmektedir. 

 

1.8.3.2.      Atomik Kütle Spektrumları ve Girişimler 

 

Optik olarak belirleme yerine, ICP ile kütle spektrometrik belirleme kullanmanın 

avantajlarından biri, kütle spektrumlarının daha basit ve değerlendirmelerinin daha 

kolay olmasıdır. Bu özellik nadir toprak gibi binlerce emisyon çizgisi gösteren 

elementler için çok önemlidir. Şekil 1.28, seryum içeren bir çözelti için bu avantajları 

ortaya koymaktadır. Şekil 1.28.a, 100 ppm seryum içeren bir çözeltinin optik emisyon 

spektrumunu göstermektedir. Alttaki şekil ise 10 ppm seryum içeren çözeltinin kütle 

sprektrumunu göstermektedir. Optik spektrum bir düzine ya da daha fazla güçlü seryum 

çizgisi ve binlerce zayıf çizgi içermektedir. Bunların tümü karmaşık bir zemin 

spektrumu üzerine bindirilmiş durumdadır. Optik zemin NH, OH, N2 ve H2 gibi 

atmosferik kirliliklerin moleküler bandlarından ve argon ile diğer iyonların elektronlarla 
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yeniden birleştirilmesinden kaynaklanmaktadır. Bunun tersine, Şekil 1.28.b’de görülen 

kütle spektrumu çok daha basittir. Bu spektrum 140Ce+ ve 142 Ce+ izotoplarının 

piklerinden ve iki yüklü 140Ce2+ izotopunun m/z = 70’ e yerleşen küçük piklerinden 

oluşmuştur. Zemin spektrumu hepsi de m/z değerleri 40’tan küçük olan birkaç 

moleküler iyon tipinden ibarettir. 

 

 
Şekil 1.28 a-100 ppm, b-10 ppm seryum’un kütle ICP spektrumu 
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Şekil 1.28.b’deki gibi bir spektrum ICPMS alanında ilk çalışanları, “girişimsiz bir 

yöntem” bulunduğu umuduna kaptırmıştır. Ne yazık ki bu umut, daha sonraki 

çalışmalarla gerçekleşememiştir. Atomik kütle spektrometride de, optik atomik 

spektrosopide karşılaşılan ciddi girişim problemleri vardır. Atomik kütle spektroskopide 

girişim etkileri iki grupta toplanır: spektroskopik girişimler ve spektroskopik olmayan 

girişimler. İkinci tür etkiler optik emisyon, absorpsiyon ve diğer yöntemlerde 

karşılaşılan matriks etkileriyle aynıdır ve bunların üstesinden, genellikle önceki iki 

bölümde tartışılan yöntemlerle gelinebilir. 

 

Spektroskopik Girişimler 

 

Spektroskopik girişim, plazmadaki iyonik türle, analit iyonu aynı m/z değerine sahip 

olduğunda oluşur. Böyle girişimler, dört grupta incelenir: (1) izobarik iyonlar, (2) 

poliatomik iyonlar,(3) çift yüklü iyonlar ve (4) refraktör oksit iyonlar.4 

 

İzobarik Girişimler 

 

İzobarik türler, aynı kütleye sahip izotopları içeren elementlerdir. Kuadrupol kütle 

spektrometrenin kullanıldığı atomik kütle spektrometride izobarik türler, kütleleri 

birbirimden daha az farklı olan izotoplardır. Daha yüksek ayırma güçlü cihazlar daha 

küçük farkları tolere ederler. 

 

Periyodik sistemdeki birçok element izobarik çakışma yapmayan bir, iki ve hatta üç 

izotopa sahiptir. İndiyum bir istisnadır. İndiyum’un 113In+ ve 115In+ olmak üzere iki 

kararlı izotopu vardır. Birincisi 113Cd+ ile, diğeri 115Sn+ ile çakışır. Bir izobarik girişim, 

bolluğu en fazla ve dolayısıyla en duyarlı izotopla oluşur. Örneğin 40Ar+’un büyük piki 

(Şekil 1.28.b), bolluğu en fazla olan 40Ca+ izotopu ile (%97) üst üste gelir. Bu nedenle 

                                                 
4 ICPMS’ deki girişimleri ile ilgili ayrıntılı bilgi için: K.E. JARVİS, A.L. GRAY, AND R.S.Houk,Handbook of 
Inductively Coupled Plasma Mass Spectrometry, Chapter 5. New York: Black, 1992; G.HORLİCK AND 
Y.SHAO, In Inductively Coupled Plasma in Analytical Atomic Spectrometry, 2ND ED, PP. 571‐596, 
A.MONTASER AND D.W.GOLİGHTLY, EDS. NEW YORK: VCH PUBLİSHERS, 1992. 
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ikinci bolluğa sahip olan 44Ca+ (% 2,1)’un kullanılması zorunlu hale gelir. Diğer bir 

örnek 58Ni+ izotopudur ( bolluğu en fazla nikel izotopu). Bu 58Fe+ ile çakışır. Bu 

girişim 56Fe+ piki ölçülerek düzeltilebilir. 56Fe+ ile 58Fe+ arasındaki doğal bolluk 

oranından, demirin m/z 58’deki pike katkısı hesaplanabilir ve düzeltme yapılabilir. Bazı 

cihazla bu düzeltmeleri otomatik olarak yapabilecek yeteneklere sahiptir. 

 

Çok Atomlu İyon Girişimleri 

 

 

Plazma içindeki ve matriks ya da atmosferdeki türlerin etkileşmelerinden oluşan çok 

atomlu türlerin yarattığı problem izobarik girişimlerden çok daha ciddidir. Sonuçta çok 

sayıda moleküler iyon oluşabilir ve büyük olasılıkla girişim yapar. Bu türden bir girişim 

daha çok 82’den küçük m/z türlerinde görülebilir. Şekil 1.28.b’ de bu türlerin varlığı 

görülmektedir. Başlıca girişim yapanlar arasında 40 Ar 2+ , 40ArH+, +
2

16O , H2
16O+, 16OH+, 

14N+ ve diğerleri vardır. Bunların bazıları ciddi problemlere yol açar. Önemli çok 

atomlu girişimlere örnek olarak +
2

14 N ile 28Si+, NOH+ ile 31P+, +
2

16O ile 32S+, 40ArO+ ile 
56Fe+ ve +

2
40 Ar ile 80Se+ verilebilir. Bunların bazıları bir tanık ile düzeltilebilir. Diğerleri 

için ise farklı bir analit izotopu kullanılmalıdır.  

 

Oksit ve Hidroksit Türlerinin Girişimi 

 

ICPMS’deki en ciddi girişimlerden biri, analitin kendisi, matriks bileşenleri, çözücü ve 

plazma gazlarının oluşturduğu oksit ve hidriksitlerin sebep olduğu girişimdir. Bu 

oksitlerden bazıları, Şekil 1.28.b’de gösterilmektedir. En önemli girişim etkileri analit 

ve matriks bileşenlerinin ve hidroksitlerinden kaynaklanmaktadır. Bu türlerden oluşan 

pikler, analit iyonlarının pikleri ile üst üste gelebilir. Bu türlerin hemen hemen hepsi bir 

dereceye kadar MO+ ve MOH+ iyonları oluşturur. Burada M analit veya matriks 

elementini gösterir. Bu türlerin pikleri analit iyonlarından birinin piki ile çakışabilir. 

Örneğin, beş ayrı doğal izotopuolan titanın tek yüklü oksitlerin kütleleri 62, 63, 64, 65 

ve 66’dır. Bu oksitlerin pikleri 62Ni+, 63Cu+, 64Zn+, 65Cu+ ve 66Zn+ analitik pikleri ile 

girişim yaparlar. Başka bir örnek olarak, çeşitli metalik türlerin tayininde kalsiyum 



 74

izotplarının oksit ve hidroksitleri tarafından yaratılan ciddi problemler Çizelge 1.8’de 

gösterilmektedir.      

Çizelge 1.8. Kalsiyum oksit ve hidroksit türleri ve diğer girişimler 

m/z Elementa Girişimler 

56 Fe (91,66) 40ArO, 40CaO 

57 Fe (2,19) 40ArOH, 40CaOH 

58 Ni (67, 77), Fe (0,33) 42CaO, NaCI 

59 Co(100) 43CaO, 42CaOH 

60 Ni(26,16) 43CaOH, 44CaO 

61 Ni(1,25) 44CaOH 

62 Ni(3,66) 46CaO, Na2O, NaK 

63 Cu(69,1) 46CaOH, 40ArNa 

64 Ni(1,16), Zn(48,89) 32SO2, 32S2, 48CaO 

65 Cu(30,9) 33S32S, 33SO2, 48CaOH 
 

aDoğal bolluk yüzdesi parantez içinde verilmiştir. (M.A. Vaughan and D.M. Templeton, 
Appl. Spectrosc., 1990, 44, 1685). 

 

Plazma içinde oksit ve hidroksitlerin oluşumunun azaltılması, çeşitli araştırmalara konu 

olmaktadır. Oksit oluşumu, enjektör akış hızı, radyofrekans gücü, numune sıyırıcı 

boşluğu, numunenin girdiği deliğin büyüklüğü, plazma gaz bileşimi, oksijen giderilmesi 

ve çözücü uzaklaştırma etkinliği gibi deneysel değişkenlere bağlıdır. Bütün bu 

değişkenleri ayarlayarak oksit ve hidroksit girişim problemleri ile başa çıkabilir. 

 

Matriks Etkileri 

 

ICPMS’de bozucu  madde derişimleri 500-1000 µg/mL’den daha büyük olduğunda, 

matriks etkisi söz konusu olabilir. Bu etki, genellikle analit sinyalini zayıflatır. Belli 

deney şartlarında ise sinyallerde zenginleşme görülür. Matriks etkisi, daha seyreltik 

çözeltiler kullanılarak, numune verme işlemini değiştirerek ya da birbirlerini etkileyen 
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türleri ayırarak en aza indirilebilir. Aynı zamanda uygun bir iç standart kullanımı ile de 

matriks etkisi büyük ölçüde giderilebilir. Bu, analitle aynı kütleye ve aynı iyonlaşma 

potansiyeline sahip bir iç standart elementi kullanılarak gerçekleştirilir.    

1.8.3.3.      ICPMS Uygulamaları 
 
ICPMS numunelerde bir ya da daha fazla elementin, kalitatif, yarı-kantitatif tayinlerinde 

kullanılır.  

 

Kalitatif ve Yarı-Kantitatif Uygulamalar 

 

ICPMS çoklu element analizlerine kolayca uyarlanabildiği için, çeşitli tiple doğal ya da 

sentetik karmaşık malzemelerin yarı-kantitatif analizine ve hızlı karakterizasyonuna 

olarak sağlar. Genel olarak gözlenebilme sınırları optik emisyon ICP’den daha iyi, 

elektrotermal atomik absorpsiyon spektroskopi ile yarışabilir niteliktedir.  

 

Genellikle atomik kütle spektrumları, optik emisyon spektrumlarından daha basittir ve 

değerlendirilmesi daha kolaydır. Bu özellik, nadir toprak elementleri ve demir gibi 

karmaşık emisyon spektrumu veren ağır elementler için önemlidir. Şekil 1.28.b bu 

avantajı göstermektedir. Bu spektral basitlik Şekil 1.29’da görülmektedir. Burada, atom 

kütleleri 139-175 aralığında olan 14 nadir toprak elementinin bir karışımının atomik 

kütle spektrumu yer almaktadır. Böyle bir karışımın optik emisyon spektrumu o kadar 

karmaşıktır ki, değerlendirilmesi, sıkıcı ve bitki de olanaksızdır.  

 

Şekil 1.29’taki gibi bir karışımın içindeki bir veya daha fazla bileşenin yarı-kantitatif 

analizi, pikin iyon akımını veya aranan elementin bilinen bir derişimde çözeltisi için pik 

şiddetini ölçerek yapılır. İyon akımının, derişimle orantılı olduğu varsayılarak, analit 

derişimi hesaplanır. Bu kaba fakat basit yöntemle hesaplanan derişimler genellikle ± % 

100 bağıl bir doğruluğa sahiptir.  



 76

 

 
Şekil 1.29 Nadir toprak elementler için ICPMS spektrumu 

 

Gözlenebilme Sınırları 

 

ICPMS’in en cazip yönlerinden biri, kütle spektrometrik belirleme optik belirlemeye 

göre daha düşük gözlenebilme sınırları sağlamasıdır. Bu sınırlar, birçok durumlarda 

elektrotermal atomik absorpsiyonla aynı, bazan da daha düşüktür.  ICPMS işlemi, 

kuşkusuz hız ve çoklu element analizleri gibi avantajlar da sağlar. Şekil 1.30, indüktif 

eşleşmiş plazma optik emisyon spektroskopi (ICPOES) ve elektrotermal atomik 

absorpsiyon spektroskopi (ETAAS) yöntemlerinin gözlenebilme sınırları ile, bazı 

elementler için ICPMS ile gözlenebilme sınırları kıyaslamaktadır. Bu veriler periyodik 

sistemde çoğu diğer elementler için de tipiktir. Genellikle kütle spektrometrik 

belirlemede, tayin aralığı 0,02-0,1 ppb’dir. 
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Şekil 1.30 Gözlemlenebilme Sınırları 

 

 

Kantitatif Analizler     

 

ICPMS’de en çok  kullanılan kantitatif yöntem, kalibrasyon eğrisi hazırlamak üzere, bir 

dizi kalibrasyon standardı kullanılmaktır. Eğer numunedeki toplam çözünmüş katı 

derişimi 2000 µg/mL’nin altında ise, yani yeterince seyreltikse basit sulu standartlar 

genellikle uygundur. Matriks elementlerinin daha yüksek derişimlerinde numunedeki 

matriks elementlerinin, standartta da yer almasına dikkat edilir. Cihazdan gelen 

kararsızlıkları ve matriks etkisini karşılamak üzere standartlara ve numunelere bir iç 

standart eklenir. İç standart, numunede bulunmayan ve analite yakın bir atomik kütle ve 

iyonlaşma potansiyeline sahip bir elementtir. Genellikle kullanılan iki iç standart 

indiyum ve rodyumdur. Her ikisi de elementlerin kütle aralığının ortalarında yer alırlar 

(115, 113 ve 103) ve doğal numunelerde nadiren bulunurlar. Genellikle, numune ve iç 

standartlar için iyon akımı, iyon sayımı veya şiddet oranlarının Log-Log eğrileri 

derişimin birkaç ondalık mertebesi aralığında doğrusaldır. Şekil 1.31 birçok nadir 

toprak elementi tayini için kalibrasyon eğrilerini göstermektedir. Derişimin dört ondalık 

mertebesi boyunca pik sayımı ile derişim arasında doğrusal bir ilişkinin gözlendiğine 

dikkat ediniz.  
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Şekil 1.31 ICPMS kalibrasyon eğrileri 

 

Çizelge 1.9’da, Amerika Ulusal Standartlar Bürosuna (NBS) ait doğal bir su 

numunesinde bulunan, eser elementlerin kantitatif analizleri için elde edilen tipik 

sonuçlar görülmektedir. Derişimler ppb düzeyindedir. Analiz 15 dakika içinde 

tamamlanmıştır. Elementlerin çoğu için sonuçlar, standart numune verilerine uyum 

sağlamaktadır.  
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Çizelge 1.9.Stanadart Su numunesinde eser elementlerin Kantitatif Tayini 

Element İyon 
ICP-MSa 

NBSa Ortalama BSS (%)b 
 
Berilyum 

 

9Be+ 
 

19 
 

21 
 

20 
 
Vanadyum 

 

51V+ 
 

54 
 

52 
 
6 

 
Krom 

 

52Cr+ 
 

17 
 

18 
 

12 
 
Mangan 

 

55Mn+ 
 

32 
 

34 
 
5 

 
Kobalt 

 

59Co+ 
 

19 
 

21 
 
7 

 
Çinko 

 

66Zn+ 
 

69 
 

57 
 

11 
 
Arsenik 

 

75As+ 
 

27 
 

76 
 
5 

 
Stronsiyum 

 

88Sr+ 
 

243 
 

297 
 
7 

 
Molibden 

 

98Mo+ 
 

97 
 

134 
 
9 

 
Gümüş 

 

107Ag+ 
 

2,8 
 

3,5 
 

16 
 
Kadmiyum 

 

114Cd+ 
 

10 
 

13 
 

22 
 
Baryum 

 

138Ba+ 
 

47 
 

74 
 

17 
 
Kurşun 

 

208Pb+ 
 

27 
 

31 
 
8 

aMilyarda kısım (ppb) olarak derişim 
b10 tayinle elde edilmiştir (BSS:Bağıl Standart Sapma) 
 

Pek çok kesin kantitatif analizde izotop seyreltme yöntemi uygulanabilir. Bu tekniğin 

temeli, bir elementin iki izotopundan biriyle zenginleştirilmiş, bir standart çözeltinin 

belirli miktarının katkı olarak ortalama ilave edilmesiyle bu iki izotopun sinyal 

şiddetinin oranındaki değişimin ölçülmesine dayanır. Analit derişimi, ilave edilen katkı 

miktarı ve sinyal oranındaki değişimler arasında ilişki kuran ilkeler ve matematiksel 

bağıntılar, bu tekniğin radyoaktif izotoplara uygulanmasına olanak vermişir. İzotop 

seyreltme yönteminin avantajları, doğruluğun geliştirilmesi ve çok sayıda çeşitli 

kimyasal ve fiziksel girişimlerden etkilenmemesidir. Başlıca sınırlayıcı yönü ise, bu tür 

analizi tamamlamak için gerekli olan zamandır.  
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İzotop Oran Ölçümleri 

 

İzotop oranlarının ölçümü, fen bilimleri ve tıpta ciddi öneme sahiptir. Örneğin arkeolog 

ve jeologlar, tarihi eserlerin ve çeşitli birikimlerin yaşlarını belirlemek için bu tür 

verileri kullanırlar. Kimyacılar ve tıpçılar izotopik bakımdan zenginleştirilmiş 

maddeleri çeşitli türden çalışmalarda izleyici olarak kullanırlar. Bu çalışmalar, izotop 

oranı ölçümlerine dayanır. Tarihsel olarak izotop oran ölçümleri, bir ya da daha fazla 

elektriksel olarak ısıtılmış tel üzerinde numunelerin ayrıştırıldığı, atomlaştırıldığı ve 

iyonlaştırıldığı termal atomlaştırma ve iyonlaştırmaya dayalı olmuştur. Bu şekilde 

oluşturulan iyonlar daha sonra izotopik oranların ölçüldüğü çift- odaklamalı bir kütle 

spektrometreye taşınırlardı. Bu ölçümler zaman alıcı olmakla birlikte % 0,01 düzeyinde 

bağıl standart  sapmaya sahip olacak kadar kesindir. Şimdi izotop oranları sıklıkla 

ölçümlerin 5 ya da 10 dakikada tamamlanabildiği ICPMS ile tayin edilmektedir. Ancak, 

bu durumda sonuçların kesinliği 10 ila 100 defa azalmaktadır. Çoğu amaçlar için bu 

düzeyde bir tekrarlanabilirlik pekala yeterli olmaktadır.            

 

1.8.4.  KIVILCIM  KAYNAKLI  KÜTLE  SPEKTROMETRİ 

 

Kıvılcım kaynaklı atomik kütle spektrometri (SSMS) çok sayıda element ve izotop 

izleme analizi için genel bir araç olarak 1930’larda gelişmişti. Ancak ilk ticari kıvılcım 

kaynaklı kütle spektrometrenin piyasaya sunumu için 1958 yılını beklemek gerekmiştir. 

1960’lardaki hızlı gelişme döneminden sonra bu tekniğin kullanımı sabitleşmiş ve daha 

sonra ICPMS ve bu bölümde tartışılan diğer bazı kütle spektrometrik yöntemlerin 

ortaya çıkışıyla kullanımı azalmıştır. Günümüzde kıvılcım kaynaklı kütle spektrometri 

kolay çözünmeyen ve ICP ile analizlenmeyen numuneler için hala uygulama alanı 

bulabilmektedir.  

 

Kıvılcım kaynaklı kütle spektrometride bir numunenin atomik bileşenleri, yüksek 

potansiyelli ( ≈30 kV) bir radyo frekans kıvılcımı ile kütle analizi için gerekli gaz 

iyonlara çevrilirler. Kıvılcım, kütle anlizörüne hemen komşu bir vakum odasında 

barındırılır. Oda, bir numune değiştirildikten sonra, iç basıncı yaklaşık 10-8 torr’a süratle 

indiren ayrı bir yüksek- hızlı pompalama sistemiyle donatılmıştır. Genellikle numune, 
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elektrotlardan birinin veya her ikisinin yerini alır. Diğer bir seçenek olarak grafit ile 

karıştırılır ve kupa şeklindeki elektroda yüklenir. Kıvılcım plazmasında gaz fazında 

oluşan pozitif iyonlar, bir doğru akım (dc) potansiyeli altında analizöre doğru 

hızlandırılırlar.  

 

Bir kıvılcım kaynağı, geniş bir aralıkta değişen kinetik enerjilerde iyonlar oluşturur. 

Bunun sonucu olarak, iyonların kütlesel analizi için pahalı çift-odaklamalı kütle 

spektrometreleri gereklidir. Bu amaçla Şekil 1.25 de verilen Mattuch-Herzog tipi 

genellikle kullanılır. Modern kıvılcım kaynaklı cihazlar, hem fotoğrafik hem de 

elektriksel dedeksiyon sistemlerini kullanmak üzere tasarlanmışlardır. Elektriksel 

sistemler genellikle elektron çoğaltıcılara dayanırlar. Elektron çoğaltıcılar çift-

odaklamalı cihazlarla birlikte kullanıldığında manyetik analizörün manyetik alanını 

değiştirmek suretiyle spektrum taranır. Genel olarak kıvılcım kaynaklarıyla birlikte 

kullanılan çift-odaklayıcı kütle spektrometrelerinin ayırma gücü, ICP ile birlikte 

kullanılan kuadrupol cihazlarınkinden mertebeler düzeyinde yüksektir. Böylece izobarik 

girişimlerin sayısı önemli miktarda azalır. Örneğin kayaç ya da cam numunelerinde 

görüldüğü gibi bir silikat yapısındaki demir tayininde, silisyumun girişim yapma 

olasılığı vardır. Burada tayin 56Fe+ (m/z=55,93494) pikine dayanır, fakat belirlenebilir 

bir +
2

28Si   (m/z = 55,95386) piki de gözlenir. Çoğu çift-odaklamalı cihazın ayırma gücü 

bu pikleri ayırmaya yeterli iken bir kuadrupol cihazında silisyum dimerinden gelen 

izobarik bir girişim söz konusudur. 

1.8.4.1. Spektrumlar 
 
ICP kütle spektrumları gibi, kıvılcım kaynaklı kütle spektrumları da atomik emisyona 

dayanan benzerlerinden oldukça basittirler; şöyle ki, bu spektrumlar bir elementin her 

bir izotopu için bir ana pik ile birden fazla yüklenmiş iyonlar ve iyonlaşmış oksit ve 

hidroksit türlerine karşılık olan, daha zayıf birkaç çizgiden oluşur. Bu ilave iyonların 

varlığı, ICPMS’de olduğu gibi girişim olasılığı yaratır.  

1.8.4.2.  Kalitatif Uygulamalar 
 

Kıvılcım kaynaklı kütle spektrometri, kalitatif ve yarı-kantitatif analiz için güçlü bir 

araçtır. Periyodik çizelgede 7Li’den 238U’a kadar bütün elementler tek bir uyarma ile 
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tanınabilirler. Ardışık maruz bırakmalarla bir numunenin temel bileşenleri için olduğu 

kadar, milyarda kısım derişim aralığındaki eser bileşenler için de derişim mertebelerini 

belirleme olanağı vardır. Ancak spektrum yorumlaması, birden fazla yüklü türler, 

polimerik türler ve moleküler iyonların varlığından dolayı yetenek ve deneyim 

gerektirir.   

1.8.4.3. Kantitatif Uygulamalar 
 
Bir radyo-ferkans kıvılcımı, kısa süreler boyunca çok tekrarlanabilir bir kaynak değildir. 

Bunun sonucunda iyi kantitatif veriler elde edilmek isteniyorsa, bir kıvılcımdan gelen 

çıktı sinyallerini birkaç saniyeden yüzlerce saniyeye kadar ulaşabilen sürelerde integre 

etmek (yani şiddet-zaman eğrileri altında kalan alanı bulmak) gerekli olmuştur. Bir 

fotoplaka hiç kuşkusuz bir integre edici cihazdır; elektriksel belirleme ile akım 

integrasyonu için hazırlık yapılmalıdır. İntegrasyona ilaveten analitik değişken olarak 

analit sinyalinin iç standardınkine oranını kullanarak tekrarlanabilirliği artırmak yaygın 

bir uygulamadır. Çoğu kez numune matriksinin ana elementlerden biri standart olarak 

seçilir; başka bir seçenek olarak saf bir bileşiğin sabit bir miktarı her bir numuneye ve 

kalibrasyon olarak kullanılan her standarta katılır. Son durum için iç standart olarak 

kullanılan madde numunelerde bulunmamalıdır. Bu önlemlerle yüzde birkaç 

düzeyinden %20’ye varan bağıl standart sapmalar gerçekleştirilebilir. 

Kıvılcım kaynaklı kütle spektrometrinin avantajları yüksek duyarlılık, geniş aralıklarda 

değişen matriksli numunelere uygulanabilirlik, çıkış sinyalinin (çoğu kez birkaç ondalık 

mertebeyi kapsar biçimde) geniş doğrusal dinamik aralığı ve kalitatif ve kantitatif olarak 

ölçülebilen elementlerin oldukça çeşitli oluşudur. (Kılıç, Köseoğlu, Yılmaz, 2006) 

 

1.8.5. AKKOR BOŞALIMLI KÜTLE SPEKTROMETRİ 

 

Çeşitli tipte atomik spektroskopi teknikleri için akkor-boşalımlı kaynak, bir 

atomlaştırma düzeneği olarak kullanılır. Numunelerin atomlaşmasına ek olarak, katı 

numunelerden, pozitif analit iyonlarından oluşan bir bulut da yaratır. Bu düzenek, 0,1 

ila 10 torr arası basınçlarda argon içeren basit bir iki-elektrotlu kapalı sistemden oluşur. 

Pulslu bir doğru akım güç kaynağından 5 ila 15 kV’luk bir potansiyel, pozitif argon 

iyonları oluşturacak biçimde elektrotlar arasına uygulanır ve bu iyonlar katoda doğru 
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hızlandırılır. Katot numuneden yapılır veya diğer bir seçenek olarak, numune inert 

metal katot üzerinde depolanır. Tıpkı oyuk katot lambasındaki gibi numunenin atomları 

katottan iki elektrot arası bölgeye saçılır ki, burada elektronlarla veya pozitif argon 

iyonlarıyla çarpışmalar sonucu pozitif iyonlara dönüştürülür. Bundan sonra analit 

iyonları kütle spektrometreye diferansiyel pompalama ile çekilir. Bunu takiben iyonlar, 

kalitatif ve kantitatif tayin için bir kuardrapol analizörden süzülür veya bir manyetik 

dilimle dağılırlar. 

 

Önceden belirtildiği gibi, akkor boşalımlı kaynakları genellikle ICP hamlaçları ile 

birlikte kullanılırlar. Akkor boşalım, atomlaştırıcı işlevi görürken, ICP hamlacı da 

iyonlaştırmadan sorumludur. 

 

Akkor boşalımlı kaynak, kıvılcım kaynağından daha kararlı görünmekte, alımı ve 

işletimi açısından daha ekonomik olmaktadır. Katı numunelerin doğrudan analizinde 

özellikle yararlıdır. Akkor boşalımlı kaynaklı ticari kuadrupol ve çift-odaklamalı kütle 

spektrometreleri günümüzde piyasaya sunulmuştur. (Skoog, Holler, Nieman, 1998) 

 

1.9. LC/MS KOMBİNE SİSTEMLERİ 

 

Kromatografi ile kütle spektroskopisinin birleştirilmesi son kırk yıldır bilim insanlarının 

ilgisini çekmektedir. Gaz kromatografisi ile kütle spektroskopisinin birleştirilmesi 1958 

yılında başlanmış ve 1967 yılında ticari olarak üretilip kullanmaya başlanmıştır. O 

zamandan beri artan bir şekilde kullanılmaya başlanmış ve en çok kullanılan tandem 

yada ikili analiz şekli olmuştur. GC/MS ikili sisteminin rutin bir analiz şekli olmasında 

GC dolgulu ve kapiler kolonlarından ayırımı yapılan moleküllerin ara yüze ihtiyaç 

duymadan etkili bir şekilde direk olarak MS’e verilebilmesinden  kaynaklanmaktadır. 

GC/MS ile analiz edilmek istenen molekül uçucu olmalı, analiz sıcaklıklarında ısıya 

dayanıklı olmalı ve elektron  veya kimyasal iyonizasyon teknikleri sonucu  EI veya CI 

kütle spektrumu oluşturmalıdır. Basitçe GC kolonundan ayırımı sağlanan tüm 

moleküller iyonlaştırılmış olur ve kütle spektrumunda kolaylıkla analiz edilir. 

(Hoffmann, Stroobant, 2007) 
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HPLC ve kütle spektrokopisini birleştirilmesi ise iki analiz sisteminin doğasından 

kaynaklanan uyumsuzluklar sebebiyle bu kadar kolay olmadı. Kromatrografi de 

kullanılan zaman zaman pekte uçucu olmayan mobil  fazın sistemden uzaklaştırılması 

gerektiğinden arayüz kullanılması zorunlu olmaktadır. Ne yazıkki GC/MS teki gibi, 

kolandan çıkan bütün moleküllerin kütle spektrumunu yani aynı etkinliği gösteren tek 

bir interfaz bulunmamaktadır. Böylece LC/MS gerekli analitik bilgiyi 

veremeyebiliyordu. Buna ek olarak kütle spektroskopisinin karmaşıklığı yüzünden 

kromatograficiler MS cihazına erişim zorlukları yaşadıklarından servis mühendislerinin 

sağladığı sonuçlara güvenmek zorunda kalmaktaydılar. Bu sebeple MS detektörü 

güvenilir bir dedektör olarak kabul etmediler. Elektronikte, bilgisayar teknolojisinde, 

sofistike yazılımlar  sayesinde ve vakum pompalarındaki gelişmeler sonucunda 

güvenilir arayüzler oluşturuldu. Bu sayade büyük, gizemli ve bir operatörün kullandığı 

LC/MS cihazları geçmişte kaldı ve bugün MS  dedektörleri iyi bir LC dedektörü olarak 

genel bir dedektör oldu. 

 

LC ve MS cihazlarının birleştirilmesinden elde edilen faydalar nelerdir sorusuna cevap 

vermeden önce her iki tekniğinde uygulamalar sırasında sınırlandığı, çözüm üretmede 

zorlandığı noktaları göz önüne alıp iki tekniğin birleştirilmesinden sonra bu sorunlara 

çözüm olup olmadığını değerlendirelim. 

 

Pek çok analizde analiz etmek istediğimiz molekül kompleks bir karışımın içinde 

bulunur ve kromatografi bu karışımdan istediğimiz molekülü ayırmamızı, tanımamızı 

ve miktarlandırmamızı sağlar. Tanıma perspektifinden baktığımızda kromatografini en 

önemli eksikliği karışımı oluşturan tüm bileşiklerin tam bir ayrılmayla ayrılsa bile tam 

olarak tanımlanamamasıdır. Tanımlama referans maddenin tutulma zamanıyla aynı 

analiz şartlarında kıyaslanarak gerçekleştirilir. Buna karşın pek çok bilinmeyen 

numunede,  referans maddenin tutulma zamanında gelebilecek bilinmeyen maddeler 

olabilir. Bu gibi durumlarda analiz kesin olarak bu iki madde aynıdır diyemez. 

Kromatografik koşullar yardımıyla ne kadar da olsa ayrım sağlansa bile tam bir ayrım 

sağlamak pek çok durumda mümkün olmamaktadır. Bu durum kesin ve sağlam miktar 

tayini metodu oluşturmada her zaman problem çıkarmaktadır. 
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Kütle spektroskopisinin gücü  kütle spektrumunda pek çok numunenin spesifik olması 

sebebiyle tamamıyla olmasa da  yüksek bir güven mertebesinde tanımlamasının 

sağlanabilmesidir. Kütle spektrumu bu derece spesifikliği sağlarken, kompleks bir 

karışım analiz edildiğinde spektrum karışımın tüm iyonlarını göstereceğinden ve bu 

spektrum oldukça karmaşık ve karışımı oluşturan iyonların birbirleriyle oluşturacağı 

komplekslerinde spektrumda olması sebebiyle daha da karışık olacağından, bazı minör 

bileşikleri karakterize etme ve analiz etme zor hatta imkansız olacaktır. 

 

Bu iki metodun kombinasyonunda ise kromatografi ile karışım oluşturan bileşikler 

ayrılacak ve daha saf bir şekilde kütle spektrumuna gidecek ve böylece kütle 

spektrumunun tanımadaki üstünlüğü sayesinde tutulma zamanları aynı olan benzer 

moleküller kütle spektrumları farklı olduğu için ayrım sağlanıp  seçici bir analiz 

sağlanmış olacaktır. Bu ekstra seçicilik sayesinde kromatografi ile elde edilemeyecek 

seçici analizler yapmak mümkün olacaktır. 

 

Böylece HPLC ile MS metotlarını birleştirilmesi sayesinde kromatografik olarak 

ayrılmayan bileşiklerin bile seçici ve spesifik miktarlandırma analizleri 

gerçekleştirilebilir. 

 

İki yöntemin birleştirilmesi için gerekenler 

 

İdeal olarak ik cihaz birleştirildiğinde tek başlarına çalıştıkları zamanki performanslarını 

aynen göstermelidir. Bunu için şunlar gereklidir. 

1-Interfaz kromatografik performansta düşüklüğe sebep olmamalıdır. Bu durum 

özellikle birden fazla kompleks karışımların analizinde önemli olur. Kütle 

spektrumunda ekstra spesififiklik kazanılması bazı durumlarda performans düşüklüğünü 

tolere etmesine rağmen bu önemlidir. 

2-İnterfazdan geçerken veya kütle spektrumuna girerken analit kontrol edilemeyen 

herhangi bir kimyasal modifikasyona uğramamalıdır.   

3-Kütle spektrumuna yüksek numune transferi olmalıdır. Eğer bu transfer interfazda 

gerçekleşiyorsa iyonizasyon etkinliği yüksek olmalıdır. Bu durum özellikle çok düşük 
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konsantrasyonlarda yapılan miktarlandırma analizlerinde, polar ve bozulmaya açık 

analitlerde önem kazanmaktadır. 

4-Interfaz olabildiğince düşük kimyasal gürültü (arkaplanı) olmalıdır ki analit bu 

gürültüyle karışmasın. 

5-Interfaz güvenilir, kolay kullanılabilir ve tekrarlanabilir olmalıdır. 

6-Interfaz basit ve ucuz olmalıdır. Ucuzluktan kasıt bakım ve onarım maliyetlerinin 

düşük olması anlaşılmalıdır. 

7-Interfaz pek çok kromatografik koşula uyumlu olmalıdır. Bu koşullar hareketli fazın 

akış hızı 20 nl/dk den 2 ml/dk, Solvent sistemi % 100 organik den % 100 su fazına , 

gredient ayırımlarına, uçucu ve uçucu olmayan bufferlar örnek olarak verilebilir. 

8-Interfaz kütle spektrumunun vakum ortamında değişim yapmamalıdır. Ayrıca kütle 

spektroskopsinin bütün fonksiyonlarıyla çalışmasına olanak sağlamalıdır. Bu 

fonksiyonlara yüksek rezolüsyon ve iyonizasyon modları örnek olarak verilebilir. 

9-Oluşturulan kütle spektrumu HPLC ile analiz edilebilecek bileşiklerin biomoleküller 

dahil olmak üzere 1000 Da kadar moleküler ağırlık bilgilerini karışıklık olmadan 

verebilmelidir. Yüksek kütleli molekülller iyonizasyona ve kütle spektrumunun kütle 

aralığına bağlı olarak sınırlı biçimde analiz edilirler. Bu moleküller kolaylıkla 

parçalanabilir.  

10-Kütle spektrumu yapısal tayin için tekrarlanabilir güvenilir ve kütüphanelerde 

kıyaslanıp araştırılabilecek  bilgiler sunabilmelidir. İdeal olarak Elektron Iyonizasyonda 

bu şekilde spektrumlar oluşturulabilir.  

11-Interfaz  miktarlandırma  limitinin % 10 undan daha yüksek tekrarlanabilir 

miktarlandırma analizlerine olanak sağlamalıdır. Lineeer dedektör limiti geniş bir 

numunelemeye olanak sağlamalıdır. (Düşük pico gramlardan mikrogramlara kadar)  

Kromatografik ayrımı sağladıktan sonra fraksiyonel kısımları alabileceğimiz gibi, 

tümünü de alıp, mobil fazı uçurarak kalan numuneyi kütle spektrumuna direk 

enjeksiyon yoluyla analiz edilebilir. Fakat bu yol pek çok sebeple tercih edilmez. Direk 

bağlantı yoluyla pek çok avantaj elde edilebilir. Bunlar analiz süresini kısalması, 

numune kaybının önlenmesi, birden fazla karışımların analizine uygunluk, izotopik 

internal standart kullanarak kesin miktarlandırma tayini analizi, pik safsızlığı gibi bazı 

önemli işlerin sağlanabilmesidir. 
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Başlıca iki temel uyumsuzluk sorunu vardır. Birincisi HPLC nin mobil fazı sıvıdır ve 

önemli bir kısmı sudur. Mobil faz kolondan genellikle 1ml/dk hızla geçer. Buna karşın 

Kütle spektroskopisi 10-6 torr 81,33322×10-4 Pa) basınçlı vakum ortamında çalışır. Bu 

sebeple direk olarak HPLC kolondan geçen elute kütle spektrumuna verilemez. 

Interfazın önemli bir işlevi bu mobil fazın ya tamamını veya önemli bir kısmını 

ortamdan uzaklaştırmaktır. İkinci büyük uyumsuzluk sorunu ise HPLC ile ayrımı 

sağlanan  bileşiklerin önemli bir kısmı uçucu değildir ve sıcaklıkla kolay bir şekilde 

bozulurlar. Bu  sebeple EI veya CI ile iyonize edilemezler. Bu sebeple alternatif 

iyonizasyon teknikleri geliştirilmiştir. (Niessen W., 2006) 

 

LC/MS için Sıvı Kromatografisinde Bilinmesi Gerekenler 

 

HPLC ile MS in temel prensiplerini ve bu prensiplerin bir arada nasıl LC/MS 

analizlerine etki ettiğini iyi bir LC/MS analiz yapabilmek için bilmek gerekir. İyi bir 

LC/MS çalışması yapabilmek için öncelikle LC metodunun çok iyi olması 

gerekmektedir. Kütle dedektörürün seçicilik gücü LC ile elde edilen ayrımdan kimi 

zaman fedakarlık yapılmasını tölare eder. Çizelge 1.10.’da kütle dedektörürünün LC 

metodu üzerinde oluşturduğu zorlukları göstermektedir. 

 

Çizelge 1.10. LC –MS yöntemleri Karşılaştırılması 

Sınırlama LC MS 

Akış Hızı Yüksek Sınırlı 

Uçuculuk Uygulanamaz Gerekli 

Mobil faz düzenleyiciler Önemsiz Sınırlı 

Numune Kirli numune Temiz olmalı 

Detektör Pasif aktif 

 

Akış hızı, mobil fazın uçucu olması ve numunelerin temiz olması gibi zorunluluklar LC 

kısmında LC metodunda ayırımı olumsuz etkiler. Akış hızının kütle spektroskopisi için 

düşük olması akış hızının kolondan sonra akışın bölünmesi ile manüple edilerek 

kolaylıkla önemsiz hale getirilebilir. 
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Mobil fazın, numunenin ve mobil fazı oluşturan düzenleyicilerin uçucu olması çok 

önemlidir. Tüm analiz gaz fazda gerçekleşir. Interfaz da mobil fazın uçucu 

olmamasından ve kalıntı bırakmasından meydana gelebilecek kalıntılar iyonlaşmayı 

olumsuz etkileyerek analizi güçleştirebilir. 

 

LC de UV numune hücresi bulunur ve detektör pasiftir. Buradaki pasiflik tanımlaması 

numunenin akış hücresinden geçerken hiçbir kimyasal değişime uğramadan 

geçmesindendir. Buna karşın kütle spektrometre detektörleri aktiftir. Numune sıvı 

fazdan gaz hale geçer, iyonize edilir, basınç değişir ve vakum ortamında kontrollü bir 

şekilde numune dedekte edilir. Sadece iyonize edilebilen numune kısmı dedekte edilir. 

Bu sebeple Kütle spektroskopileri aktif dedektör olarak adlandırılır. 

 

LC ve MS sistemleri birleştirilirken mobil fazın akışı LC’ye göre değil MS’ye göre 

ayarlanmalıdır.Bu iki şekilde yapılır. 1.Koldan sonra akışın bölünüp bir kısmının atığa 

atılması.2-Kolon çapının ve dolgu maddelerinin değiştirilmesi. 

 

MS kütleye değil konsantrasyona bağlı bir detektördür. Bir kısım akışın dışarı atılması 

çok az bir duyarlılık düşüklüğüne sebebiyet verir. En kolay akış bölme tekniği T 

şeklinde adaptörler kullanıp kısa veya uzun akış boruları kullanarak akışı ayarlama 

yöntemidir. Günümüzde akışı istenilen oranda bölen akış ayırıcılar bulunmaktadır. 

 

En büyük sınırlayıcı mobil faz parametresi uçuculuktur. Mobil faz düzenleyiciler düşük 

oranda kullanılmalıdır. Çözücüler: Su, Asetonitril, methanol, ethanol, izopropil alkol, 

dikloroethan, heksan, tetrahidrofuran (THF) sayılabilir. 

 

Düzenleyiciler : asetik asit, formik asit, TCA (trikloroasetik asit), TFA (trifloroasetik 

asit), HFBA(hepta floro bütrik asit), Trimetilamin, Trietilamin, amonyum hidroksit, 

amonyum asetat, amonyum format. 

 

Metal fosfatlar, boratlar, karbonatlar, mineral asitler, ve metal bazları kullanılmamalıdır. 

Genellikle alkali ve alkali toprak metallerinden sakınılmalıdır. Düzenleyici 

konsantrasyonları 10 mM dan düşük kullanılmalıdır. Konsantrasyon pasif dedektörler 
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de önemli değildir. Ne kadar konsantre numune enjekte etseniz de UV dedektörede bir 

müddet sonra dedektörde numune kalmaz. Ama aktif detektörlerde dedektörü 

kullanılmaz hale getirebilir. Mobil faz düzenleyicilerinin sensitivite üzerine etkisi sonra 

değinilecektir. 

 

Pasif detektörlerde numune kimyası değişmez. Bir UV dedektöre de numune akış 

hücresinden geçip analiz edildikten sonra değişmeden tekrar toplanıp saklanabilir. Aktif 

detektörlerde ise numune kimyası değişir. Mobil fazdaki su/organik oranı, yüzey 

gerilimi, uçuculuk sıcaklığı  ve iyonize olabilen mobil faz bileşenlerinden ötürü iyon 

üretimi değişebilir. Mobil faz düzenleyiciler iyon üretimini etkileyebilir. İyonlar 

birbiriyle etkileşime girebilir. Çözücüler ve mobil faz düzenleyicileri iyonları tutabilir, 

gürültüyü artırabilir. 

 

LC de çalışmak gerekli olan  şeyler LC/MS içinde gereklidir. Özellikle ölü hacim etkisi 

kısa ve küçük çaplı kolonlar kullanıldığında göz önünde bulundurulmalıdır. Yüksek 

basınç karışımlı ikili pompalar kullanıldığında gradient çalışmalarda karıştırıcı hacmine 

önem verilmelidir. LC/MS sistemlerde metot geliştirirken sistemde UV detektörün 

olması büyük kolaylık sağlar. Günümüzde modern MS data sistemleriyle LC ve MS 

kromatogramları elde edilip pek çok analitik problemin üstesinden gelinebilmektedir. 

(Robert E.A., 2003) 
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2. GEREÇ ve YÖNTEM 
2.1. Kimyasal Maddeler 

 
• Etodolak (Moehs) 

• Safsızlık A (Moehs) 

• Safsızlık C (Moehs) 

• Safsızlık H (Moehs) 

• Safsızlık K (Moehs) 

• Fosforik asit H3PO4, JT. Baker) 

• Asetonitril (CH3CN, JT. Baker) 

• Formik Asit  (CH3OH, JT. Baker) 

• Sodyum hidroksit  (NaOH, JT. Baker)  

• Hidroklorik asit (HCI, JT. Baker) 

• Hidrojen peroksit (H2O2, JT. Baker) 

• Milli-Q saf su  

 

2.2. Cihazlar 
 

• HPLC  Cihazı HP Agilent 1200 

• HPLC  Cihazı Waters  Alience 

• MS detektör Micromass Quattro Micro 

• Spektrofotometre Agilent UV-Vis Spectrometre 

• Infra Red Spektrometre Perkin Elmer FT-IR Spektrometre 

• Fotostabilite Kabini Suntest XLS + 

• Vakumlu Etüv Binder Vakumlu Etüv 

• Kolon Gemini 5µ C-18, 110 A, 100 x 4.6 mm 

• pH Metre Mettler Toledo / Seven Multi 

• Ultrasonik banyo Sonorex / RK 514 

• Hassas terazi (Mettler) 

• HPLC saflıkta su cihazı (Elga)       

• Derin dondurucu                                    (Arçelik) 
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2.3. Cam ve Diğer Malzemeler 

 
• Balon joje (10 ml, 25 ml, 100 ml, 200 ml) (İsolab) 

• Mezur (1000 ml, 2000 ml) (İsolab) 

• Beher (İsolab) 

• Enjektör (5 ml, 10 ml) (Ayset) 

• Mikro Pipet (1 ml, 5 ml) (Schott) 

• 0.45μm PTFE filtre (Wattman) 

 
2.4. Çözeltilerin Hazırlanması 
 
2.4.1. Standart Çözeltisi: 40.0 mg etodolak çalışma standardı hassas olarak tartılır, 100 

ml’lik balon jojeye aktarılır ve asetonitril ile hacmine tamamlanır. 15 dakika ultrasonik 

banyoda çözünmesi sağlanır ve bu arada sık sık çalkalanır, süre sonunda ultrasonik 

banyodan çıkartılır, çözelti oda sıcaklığına getirilir. Hazırlanan çözelti 0.45 µ naylon 

filtreden süzülür ve HPLC örnek şişesine alınarak enjeksiyona hazırlanır. (0.4 mg/ml 

etodolak) 

 

2.4.2. Test Çözeltisi: 10 adet tablet bir analiz için kullanılır. Tablet tartımları alınarak 

havana aktarılır ve dikkatlice öğütülerek toz edilir. Öğütülmüş numune tozundan bir 

tablet ağırlığına eşdeğer tablet tozu hassas olarak tartılır ve 200 ml’lik balon jojelere 

aktarılır. 45 dk asetonitril ile ultrasonda çözülüp hacimlerine tamamlanır. 400 mg 

etodolak içeren tabletler 5/25, 200 mg etodolak içeren tabletler 10/25 oranında 

asetonitril ile seyreltilerek, 0.45µ naylon filtreden süzülür ve HPLC örnek şişelerine 

alınarak enjeksiyona hazırlanır.  

 

2.4.3. Plasebo Çözeltisi: Etodolak tablet plasebosu şu yardımcı maddeleri içerir; 

Hidroksipropil metilselüloz, Hidroksipropil metilselüloz, Dibazik sodyum fosfat anhidr, 

Laktoz monohidrat, Etil selüloz (7 cp), Talk, Mg stearat, Opadry White Y-1 7000. 

Plasebo çözeltisi hazırlanırken 400 mg tablet  plasebosu hassas olarak tartılır ve 200 

ml’lik balon jojelere aktarılır. 45 dk asetonitril ile ultrasonda çözülüp hacimine gene 

asetonitril ile tamamlanır. 5/25 oranında asetonitril ile seyreltilerek, 0.45µ naylon 

filtreden süzülür ve HPLC örnek şişelerine alınarak enjeksiyona hazırlanır.  
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2.4.4. Blank çözeltisi : HPLC kalitede asetonitril teflon filtreden süzülerek viallere 

alınır. 

 

2.4.5. Hareketli Faz Çözeltisi: Su-Asetonitril-Fosforik Asit karışımı (50:50:0,25; 

h/h/h/) oranlarında karıştırılıp degaze edilerek hazırlanır. 

 

2.4.6. LC/MS Çalışma Çözeltileri: LC/MS numuneleri yukarıda 2.4.1., 2.4.2 ve 

2.4.3’de belirtildiği gibi hazırlanır.  

 

2.4.7. Asit Stres Test Çözeltisi: Öğütülmüş numune tozundan bir tablet ağırlığına 

eşdeğer tablet tozu hassas olarak tartılır ve 200 ml’lik balon jojelere aktarılır. 45 dak. 

asetonitril ile ultrasonda çözülüp hacimlerine tamamlanır. 5/25 oranında 1 M HCI ile 

seyreltilerek 15 dak. 80 oC su banyosunda bekletilir. 0.45µ naylon filtreden süzülür ve 

HPLC örnek şişelerine alınarak enjeksiyona hazırlanır. 

 

2.4.8. Alkali Stres Test Çözeltisi: Öğütülmüş numune tozundan bir tablet ağırlığına 

eşdeğer tablet tozu hassas olarak tartılır ve 200 ml’lik balon jojelere aktarılır. 45 dak. 

asetonitril ile ultrasonda çözülüp hacimlerine tamamlanır. 5/25 oranında 1 M NaOH ile 

seyreltilerek 15 dak. 80 oC su banyosunda bekletilir. 0.45µ naylon filtreden süzülür ve 

HPLC örnek şişelerine alınarak enjeksiyona hazırlanır. 

 

2.4.7. Oksidasyon Stres Test Çözeltisi: Öğütülmüş numune tozundan bir tablet 

ağırlığına eşdeğer tablet tozu hassas olarak tartılır ve 200 ml’lik balon jojelere aktarılır. 

45 dak. asetonitril ile ultrasonda çözülüp hacimlerine tamamlanır. 5/25 oranında % 

15’lik H202 çözeltisi ile seyreltilerek 15 dak. 80 oC su banyosunda bekletilir. 0.45µ 

naylon filtreden süzülür ve HPLC örnek şişelerine alınarak enjeksiyona hazırlanır. 

 

2.4.7. Işık Stres Test Çözeltisi: Fotostabilite kabininde iki gün bekletilmiş tablet 

numuneleri öğütülerek, numune tozundan bir tablet ağırlığına eşdeğer tablet tozu hassas 

olarak tartılır ve 200 ml’lik balon jojelere aktarılır. 45 dak. asetonitril ile ultrasonda 

çözülüp hacimlerine tamamlanır. 5/25 oranında asetonitril ile seyrltilip 0.45µ naylon 

filtreden süzülür ve HPLC örnek şişelerine alınarak enjeksiyona hazırlanır. 
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2.5. HPLC Yöntemi  

 

2.5.1. Deneyin Yapılışı 

 

HPLC sistemine etodolak enjekte etmeden önce, sistemin dengelenmesi ve kanallarda 

bulunan havanın giderilmesi amacıyla öncelikle deiyonize su ve HPLC saflıkta 

asetonitril geçirilir. Bu işlem aynı zaman da bir önceki analizden kalan hareketli fazın 

temizlenmesi amacıyla da yapılır. Daha sonrasında hareketli fazın kolondan geçirilmesi 

sağlanır. Böylece kolon ve sistem uygun hale getirilir. 

Sistem kapatılırken kolonun temizlenmesi için ilk olarak saf su, daha sonra asetonitril 

ve en son aşamada asetonitril ve saf su birlikte geçirilir. 

 

2.5.2. HPLC Yönteminin Optimizasyonu    

 

Geliştirilecek yöntem için en iyi ayırımın sağlanması amacıyla optimum kromatografik 

koşullar saptanmıştır. Bu amaçla, etodolak’ın ters-faz sıvı kromatografisiyle ayırımında; 

sabit faz seçimi, hareketli faz organik düzenleyici oranı seçimi (asetonitril oranı 

45/50/50 (h/h) , hareketli faz kompozisyonu ( fosforik asit, formik asit), dalga boyu ( 

270, 274, 278 nm), kolon sıcaklığı (20,30,40 derece), ve hareketli faz akış hızı (1,3; 1,5; 

1,7 ml/dk) etkileri incelenmiştir. Ayrıca hazırlanan çözeltilerin ne kadar süreyle stabil 

olduğu saptanmıştır. 
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3. BULGULAR 
 

3.1. Standart Maddelerin Saflık Kontrolü 

 

3.1.1. IR Spektroskopisi 

Etodolak saflık kontrollerini yapabilmek için IR (kızıl ötesi) spektroskopisinden 

yararlanılmıştır. Şekil 3.1’de literatürdeki etodolak’ın, Şekil 3.2’de ise kullanılan 

standardın IR spektroskopsi görülmektedir.(Şekil 3.1 ve Şekil 3.2).(Ketan, Kavita, 

Harry, 2002) 

 
 

 

Şekil 3.1. Referans IR Spektrum 

Dalga sayısı (cm-1) 
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Şekil 3.2. Analizlerde kullanılan standartın IR spektrumu. 

 

Bu iki spektrumda görüldüğü gibi spektrumlar benzerdir. Spektrumlardaki piklerin 

anlamları ise Çizelge 3.1’de verilmiştir. 

Çizelge 3.1 IR Spektrumu açıklaması 

Enerji (cm-1) Açıklama 

644, 693, 747 NH  salınımı 

792, 839, 891 Aromatik hidrojen düzlem dışı salınımı 

930,962,989,1033, C-O gerilimi 

1067, 

1146,1180,1201,1263,131,1364,1413 

CH2-makas deformasyonu ; CH4 

asimetrik bozunma 

1464, 1499, 1743 Karbonil grubu karboksilat gerilimi 

2884, 2939, 2977, 3059, 3108  Aromatik –CH  

3348 Hidroksil grubu karboksilatı 

 

3.1.2 UV-VIS Spektroskopi: Referans ve standart UV spektrumları aşağıdaki şekil 3.3 

ve 3.4 deki gibidir.  

Dalga sayısı (cm-1) 

%
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 96

Şekil 3.3’de literaturdeki standardın, şekil 3.4 de ise kullanılan etodolak standartının 

UV spektroskopsi görülmektedir.(Şekil 3.3 ve Şekil 3.4). (Ketan, Kavita, Harry, 2002) 

 
 

Şekil 3.3. Referans UV spektrum 

 

 
 

Şekil 3.4. Analizlerde kullanılan standartın UV Spektrumu 
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3.2. Geliştirilen HPLC-UV/GB Dedektör Yöntemine Ait Analiz Bulguları 

 

3.2.1. HPLC Sistemi Optimizasyonu 

 

Etodolakın HPLC yöntemiyle analizi için en uygun kromatografik koşulların 

belirlenmesinde, kromatografik davranışı öncelikle sabit faz özellikleri; fonksiyonel 

grup, tanecik çapı, silika türü açısından değerlendirilmiştir. Daha sonra hareketli faz 

organik düzenleyicisinin  seçimi, hareketli faz organik çözücü türünün ve oranının 

etkisi, dalgaboyu ve akış hızının etkileri incelenmiştir.  

A. Sabit Faz Seçimi 

Geliştirilen yöntemde HPLC ile analiz için iki farklı sabit faz (kolon) denenmiştir. 

Kolon seçimi sırasında hareketli fazın hidrojen iyonu düzenlemesi için fosforik asit, 

hareketli faz organik düzenleyici olarakta asetonitril seçilmiştir. Hareketli faz (su, 

asetonitril, fosforik asit) sırasıyla (50: 50: 0,25;h/h/h) oranlarında karıştırılarak 

kullanılmıştır. Kolon sıcaklığı 30°C, hareketli faz akış hızı 1,5 ml/dk ve dalga boyu 274 

nm şeklinde belirlenmiştir. 

 

Etodolak’ın yukarıda verilen şartlarla Gemini 5 µ  C-18, 110 A, 100 x 4.6 mm kolonu 

kullanılarak elde edilen kromatogram Şekil 3.5’de verilmiştir. Aynı şartlar kullanılarak 

Inertsil ODS 3V 5 μm 4.6x100 mm kolonu kullanılmıştır ve kromatogramlar 

kaydedilmiştir (Şekil 3.6). 

 

 
Şekil 3.5. Gemini 5 µ  C-18, 110 A, 100 x 4.6 mm kolonu kullanılarak yapılan analizin 
kromatogramı; 0.4mg/ml derişiminde etodolak. 
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Şekil 3.6. Inertsil ODS 3V 5 μm 4.6x100 mm kolonu kullanılarak yapılan analizin 
kromatogramı; 0.4 mg/ml derişiminde etodolak. 
 
 
Her iki kromatogramda pik simetri oranları değerlendirilmiş, Gemini 5 µ  C-18, 110 A, 

100 x 4.6 mm kolonu kullanıldığında etodolak’ın pik simetri oranı 1,1 ve teorik plaka 

sayısı 5709 bulunmuştur. Inertsil ODS 3V 5 μm 4.6x100 mm kolonu kullanıldığında ise 

bu değerler 1,03 ve 6120 bulunmuştur. Inertsil ODS 3V 5 μm 4.6x100 mm kolonu daha 

fazla kolon etkinliği göstermesine karşın, analiz süresini iki katına çıkardığı için tercih 

edilmemiştir. Bu yüzden Gemini 5 µ  C-18, 110 A, 100 x 4.6 mm kolonu ayırma 

işleminde kullanılacak kolon olarak seçilmiştir. 

 

B. Hareketli Fazın Belirlenmesi 

 

Hareketli faz bileşiminin belirlenmesinde hareketli faz organik düzenleyici seçimi, ve 

akış hızı etkileri incelenmiştir. 

 

1.Organik Düzenleyici Türü ve Miktarının Belirlenmesi 

 

Organik düzenleyici seçimi için hareketli faz organik düzenleyicisi olarak metanol ve 

asetonitrilin etodolak analizine etkisi incelenmiştir. Hareketli faza % 50 (hacimce) 

oranında asetonitril ve metanol eklenmiş, asetonitril içeren hareketli faz ile 4.07’de 

etodolak piki elde edilirken, aynı kromatografik koşullarda, metanol içeren hareketli 

fazda 5,2 de elde edilmiştir. Metanol ile elde edilen pikin pik genişliği asetonitrille elde 

edilenden geniş olduğu ve analiz süresini artırdığı için organik düzenleyici olarak 
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asetonitril seçilmiştir. İyi bir ayırım için en uygun asetonitril oranının saptanması 

amacıyla hareketli faz çözücü içeriği hacimce % 45, 50 ve 55 olacak şekilde 

değiştirilmiştir.  

 

Hareketli fazın asetonitril miktarındaki değişimleri Şekil 3.7, Şekil 3.8 ve Şekil 3.9’da 

verilmiştir. Analizin iyi bir ayırım ile daha kısa sürede güvenli bir bölgede 

gerçekleştirilebilmesi için, Şekil 3.9’daki asetonitril oranının % 50 (h/h) olduğu 

kromatogram seçilmiştir. 

 

 
Şekil 3.7. Asetonitril oranının % 55 (h/h) olduğu kromatogram ; 0.4mg/ml derişiminde 
etodolak. 
 
 

 
 

Şekil 3.8. Asetonitril oranının % 45 (h/h) olduğu kromatogram ; 0.4mg/ml derişiminde 
etodolak. 
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Şekil 3.9. Asetonitril oranının % 50 (h/h) olduğu kromatogram ; 0.4mg/ml derişiminde 
etodolak. 
 
 
2. Hareketli Faz Akış Hızının Belirlenmesi 

 

Etodolak analizinde kullanılan hareketli faz akış hızının ayırıma etkisinin incelenmesi 

amacıyla, asetonitril, su ve fosforik asit (50:50:0,25 h/h/h) içeren hareketli faz, 30°C 

kolon sıcaklığında farklı akış hızlarında HPLC sistemine verilmiştir. Akış hızı 1,3; 1,5 

ve 1,7 ml/dk olarak değiştirilmiştir ve kromatogramlar Şekil 3.9, Şekil 3.10 ve Şekil 

3.11’de verilmiştir. Bu kromatogramlar göze alınarak güvenli optimum akış hızı 1,5 

ml/dk olarak belirlenmiştir. 

 

 

 
Şekil 3.10. Hareketli faz akış hızının 1.3 ml/dk olduğu kromatogram ; 0.4mg/ml derişiminde 
Etodolak  
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Şekil 3.11. Hareketli faz akış hızının 1.7 ml/dk olduğu kromatogram ; 0.4mg/ml derişiminde 
Etodolak 
 
C. Dalgaboyu değişimi 

Etodolak analizinde kullanılacak dalgaboyunun analize etkisini görmek amacıyla şekil 

3.9’deki 274 nm den başka 270 nm ve 278 nm de kromatogramlar incelenmiştir 

Kromatogramlar Şekil 3.9, Şekil 3.12 ve Şekil 3.13’de verilmiştir. Bu kromatogramlar 

göze alınarak 274 nm güvenle çalışılabilecek dalgaboyu olarak olarak belirlenmiştir. 

 
Şekil 3.12. Dalgaboyunun 270 nm olduğu kromatogram ; 0.4mg/ml derişiminde Etodolak 
 

 
Şekil 3.13. Dalgaboyunun 278 nm olduğu kromatogram ; 0.4mg/ml derişiminde Etodolak 
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D. Kolon sıcaklığı değişimi 
 

Etodolak analizinde kullanılacak kolon sıcaklığının analize etkisini görmek amacıyla 

Şekil 3.9’daki 30 0C sıcaklıktan başka 20 0C ve 30 0C sıcaklıklarda kromatogram 

incelenmiştir. Kromatogramlar Şekil 3.9, Şekil 3.14 ve Şekil 3.15’de verilmiştir. Bu 

kromatogramlar göze alınarak 30 0C sıcaklık güvenle çalışılabilecek sıcaklık olarak 

olarak belirlenmiştir. 

 
Şekil 3.14. Kolon sıcaklığın 20 0C olduğu kromatogram ; 0.4mg/ml derişiminde Etodolak 
 

 
Şekil 3.15. Kolon sıcaklığın 40 0C olduğu kromatogram ; 0.4mg/ml derişiminde Etodolak 

E. Sistem Uygunluk Testi Sonuçları  
 
Geliştirilen analiz yöntemi için sistem uygunluk testleri HPLC-UV/GB dedektör 

sistemine enjekte edilerek gerçekleştirilmiştir. Bölüm 2.4.4. te anlatıldığı gibi hazırlanan 

çözeltinin sisteme enjeksiyonundan sonra kromatografik parametreler cihaza 

hesaplatılmıştır (Çizelge 3.2 ve Şekil 3.16). 
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   Çizelge 3.2. Sistem Uygunluk Sonuçları 

 Parametre Kabul Kriteri Sonuçlar 
Standart enjeksiyonunun  
% RSD     ≤ %2.0 % 0.35  

Teorik plaka sayısı ≥ 2000 5709 
Simetri Faktörü ≤ 2.0 1.1 

Kapasite Faktörü (k’) 1< k’<10 3.07 

 

 
Şekil 3.16. Sistem uygunluk parametreleri kromatogramı; 0.4mg/ml derişiminde Etodolak 

 

 

3.3. HPLC-UV/GB Dedektör ile Analizi Yönteminin Validasyonu 

 
Geliştirilen yöntemin geçerliliğinin kanıtlanması amacıyla validasyon parametrelerine 

göre test edilmesinde kaynaklarda bildirilen parametreler seçilmiş ve ilgili geçerlilik 

kriterleri kabul edilmiştir. Bu amaçla, validasyon çalışmalarında, doğrusallık, aralık, 

duyarlılık, kesinlik, geri kazanım, tekrarlanabilirlik parametreleri incelenmiş ve 

istatistiksel değerlendirmeleri yapılmıştır (ICH, 1996, Eurochem, 1998). 

 
Etodolak HPLC Yönteminin kromatografik şartları Çizelge 3.3’de belirtilmiştir. 
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Çizelge 3.3. Kromatografik Şartlar 

Kolon  Gemini  5 µ  C-18, 110 A, 100 x 4.6 mm  

Enjeksiyon hacmi 10 µl 

Akış Hızı 1.5 ml /dak. 

Dedektör UV, 274 nm 

Hareketli Faz  Su-Asetonitril-Fosforik Asit (50:50:0,25;h/h/h) 

Kolon Sıcaklığı 30°C 

Numune bekleme sıcaklığı 15°C 

 

3.3.1. Seçicilik ve Spesifiklik 

 

Spesifiklik, analizlenecek maddenin matriks etkisi ve katkı maddelerinin varlığında, 

ürün içinde tartışmaya yer vermeksizin kesin olarak tayin edilebilirliğidir. Blank ve 

Plasebo çözeltileri etkin madde pikinin alıkonma zamanında herhangi bir pik 

vermemelidir. Numune kromotogramında PDA dedektör değerlendirmesi sonucunda 

etkin madde piki saf olmalıdır. Blank çözeltisi, plasebo çözeltisi, % 100’lük standart 

çözeltisi ve test çözeltisi analiz edilerek herbirinden gelen pikler tespit edildi. Sonuçlar 

Çizelge 3.4’de, pik safsızlığı kromatogramı, çözücü kromatogramı ve plasebo çözeltisi 

kromatogramı Şekil 3.17, 3.18 , 3.19 da verilmiştir. 

 

 
Şekil 3.17. Pik safsızlığının değerlendirildiği kromatogram; 0.4mg/ml derişiminde Etodolak. 
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Şekil 3.18. Çözücü kromatogramı. 
 

 
Şekil 3.19. Plasebo çözeltisi kromatogramı. 
 
Çizelge 3.4. Spesifiklik testi sonuç tablosu 

Numune adı RT Pik Safsızlık Açısı Pik Safsızlık Eşiği 
Çözücü - - - 
Plasebo - - - 
Test çözeltisi_Tablet 4.03 0.181 0.270 

 
3.3.2. Kalibrasyon Eğrisi (Doğrusallık)  

 
Etodolak’ın HPLC ile analizi yönteminde doğrusal aralığın ve kalibrasyon eğrisinin 

saptanmasında 0,0088 mg/ml ile 0.787 mg/ml (Şekil 3.19) arasında farklı derişimlerde 

asetonitril ile çözülüp, seyreltilerek standart çözeltiler hazırlanmıştır ve HPLC kolonuna 

enjekte edilmiştir. 

 
HPLC yöntemi etodolak için 0,0088 mg/ml ile 0,787 mg/ml derişimleri arasında 

doğrusaldır. Etodolağın HPLC-UV/GB dedektör ile analizi yönteminde teşhis sınırı 

(LOD) için; 0,141 μg/ml (sinyal/gürültü; S/G=8598) ve tayin alt sınırı (LOQ) kabul 

edilen BSS sınırları içinde (< %2) 0,423 μg/ml olarak saptanmıştır (Çizelge 3.5). 
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E to d o la k  D o ğ r u s a ll ık

y  =  1 ,1 2 × 1 0 7  x -1 ,8 6 × 1 0 3

R 2  =  0 ,9 9 9 9

0

2 0 0 0 0 0 0

4 0 0 0 0 0 0

6 0 0 0 0 0 0

8 0 0 0 0 0 0

1 0 0 0 0 0 0 0

0 ,0 0 ,1 0 ,2 0 ,3 0 ,4 0 ,5 0 ,6 0 ,7 0 ,8 0 ,9

D e r iş im  (  m g /m l)

A
la

n

 Şekil 3.20. Etodolak Doğrusallık Grafiği. 
 
 

Çizelge 3.5. Miktar Tayini Yöntem Validasyonu Doğrusallık Sonuçları 
Derişim   

(mg/ ml) (x) 
Alan Ortalaması 

(y) 
*Hesaplanan 

Alan (ycal) 
Fark 

(y-ycal) 
Farkların 

karesi(y-ycal)2 

0.008818 98513.1 96684.5 1828.5 3343558.33 
0.017635 196426.1 195231.1 1195.0 1428087.73 
0.035271 395852.2 392324.2 3528.0 12446775.9 
0.070542 771704.4 786510.5 -14806.1 219219293 
0.141084 1575408.8 1574883.0 525.8 276501.891 
0.282167 3158817.6 3151628.0 7189.6 51690568.1 
0.403579 4515862.1 4508524.9 7337.2 53834470.7 
0.499594 5582338.2 5581585.7 752.5 566256.703 
0.605170 6753881.7 6761500.0 -7618.3 58037734.3 
0.787139 8795247.7 8795180.1 67.6 4568.83692 

   FKT : 400847815 
 

*Hesaplanan alan: Derişim değerlerinin doğru formülünde (y = mx ± n) “x” yerine 
konulması ile hesaplanan alan değerleridir. 
 

Atık Standart Sapma = 7079
210

400847815
2

=
−

=
−n

RSS  

 

Bağıl Atık Standart Sapma = 100
alanı stdlük %100'
Deviation Standard Residual x ≤  % 3 

 

Bağıl Atık Standart Sapma = 16,0100
4515862

7079
=x ≤  % 3 
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Çizelge 3.6. Etodolak’ın HPLC-UV/GB dedektörü ile analizi yöntemine ait kalibrasyon eğrisi 

özellikleri (n=10) 

Regresyon Denklemi∗ Y = 1,12×107X-1,86×103 

Eğimin Standart Hatası 8512 

Kesişimin Standart Hatası 3301 

Korelasyon Katsayısı (r) 0,9999 

Determinasyon Katsayısı (r2) 0,9999 

Kalibrasyon Aralığı (mg/ml) 0,0088-0,78 

Teşhis Sınırı (μg/ml) 0,141 

Tayin Alt Sınırı (μg/ml) 0,423 

 
Şekil 3.21. Standart_1 derişim:0,008818 mg /ml etodolak. 

 
Şekil 3.22. Standart_2 derişim:0,017635 mg /ml etodolak. 
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Şekil 3.23. Standart_3 derişim:0,035271 mg /ml etodolak. 

 
Şekil 3.24. Standart_4 derişim:0.070542 mg /ml etodolak. 



 109

 
Şekil 3.25. Standart_5 derişim:0.141084 mg /ml etodolak. 

 
Şekil 3.26. Standart_6 derişim:0,282167 mg /ml etodolak. 

 
Şekil 3.27. Standart_7 derişim:0,403579 mg /ml etodolak. 
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Şekil 3.28. Standart_8 derişim:0,499594 mg /ml etodolak. 

 
Şekil 3.29. Standart_9 derişim:0.605170 mg /ml etodolak. 

 
Şekil 3.30. Standart_10 derişim:0.787139 mg /ml etodolak. 
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3.3.3. Doğruluk ve Duyarlılık 

 

Çalışma konsantrasyonun %70, % 100 ve % 150 lik derişiminde olacak şekilde 

etken madde ve plasebo tartılıp yöntemde belirtildiği gibi çalışılıp analiz edildi. 

Sonuçlar Çizelge 3.7’de verilmiştir. 

 

Çizelge 3.7. Miktar Tayini Validasyonu İçin geri kazanım sonuçları 

Seviye 
Gerçek Derişim 
(mg/ml) 

Bulunan Derişim 
(mg/ml) 

% Geri kazanım 
 

% Ortalama 
Geri Kazanım 

%70  

0,27603 0,27754 100,55 
100,73 0,27664 0,27838 100,63 

0,27700 0,27977 101,00 

%100 

0,39426 0,39969 101,38 
101,41 0,39487 0,40147 101,67 

0,39579 0,40042 101,17 

%150 

0,59134 0,59840 101,19 
101,50 0,59153 0,60116 101,63 

0,59156 0,60147 101,67 

   Xort 101,21 

   SS 0,42 

   %BSS 0,42 

 
3.3.4. Kesinlik (Precision) 

 

Analitik yöntemin kesinliği, aynı homojen örnekten yapılan ardışık örneklemelerden 

elde edilen ölçüm serileri arasındaki uyuşum yakınlığı (saçınım derecesi) olarak tarif 

edilir. Miktar tayini validasyonunda kesinlik parametresi sistem kesinliği, yöntem kesinliği ve 

laboratuvar içi kesinlik olarak çalışılmıştır. 

 

3.3.4.1 Sistem Kesinliği 

 

Sistem kesinliği, aynı çalışma şartlarında ve kısa zaman aralığında test edilir. Sistem 

kesinliği, örnek hazırlama safhasından gelecek hatalardan bağımsız olarak sistem 

performansının ölçütüdür.Yönteme göre hazırlanan standart çözeltisinden 6 defa ardışık 

olarak enjeksiyon yapıldı, elde edilen sonuçlar Çizelge 3.8’de verilmiştir. 
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Çizelge 3.8. Sistem Kesinliği 

Enjeksiyon sayısı Standart Çözeltisinin Alanı 

1 4642487 

2 4641598 

3 4639782 

4 4640249 

5 4642575 

6 4639563 
Xort 4641042 
SS 1352,859 

%BSS 0,029 
 

3.3.4.2 Yöntem Kesinliği 

 

Yöntem kesinliği, aynı çalışma şartlarında kısa zaman aralığında tespit edilir. Sistem 

performansının numune hazırlama safhasından gelecek hatalar dahilinde 

değerlendirilmesidir. 

Yöntem kesinliği çalışması etodolak içeren üç farklı gerçek film tablet numuneleri 

üzerinden altışar numune hazırlanarak yapılmıştır. Bir Etol Fort Film Tablet 400 mg 

Etodolak ve boyar madde olarak titanyum dioksit ve kırmızı demir oksit içerir. Çizelge 

3.9’da Etol Fort 400 mg Film tablet sonuçları görülmektedir. Altı numunenin ortalama 

yüzde miktar tayini sonucu %102,3 ,standart sapma 1,04 ve bağıl standart sapma 1,02 

bulunmuştur. 

Çizelge 3.9. Etol Fort 400 mg Film Tablet Yöntem Kesinliği  Miktar Tayini Sonuçları 
Analist Cihaz Kolon  Test Sonuçlar(%) 

1.Gün HP Agilant  
AGS-021 

Gemini 5 µ C-18, 
110 A, 100x4.6 mm 
(RD-UK/185) 

1 101,2 
2 101,1 
3 102,1 
4 103,4 
5 102,4 
6 103,6 

   Xort 102,28 
   SS 1,04 
   %BSS 1,02 
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Her Tadolak Fort 400 mg Film Tablet’te 400 mg. Etodolak ve titandioksit, kırmızı 

demiroksit vardır. Çizelge 3.10’da Tadolak Fort 400 mg Film Tablet sonuçları görülmektedir. 

Altı numunenin ortalama yüzde miktar tayini sonucu %100,9 ,standart sapma 1,28 ve bağıl 

standart sapma 1,26 bulunmuştur. 

 
Çizelge 3.10. Tadolak Fort 400 mg Film Tablet Yöntem Kesinliği Miktar Tayini 
Sonuçları 
 

Analist Cihaz Kolon  Test Sonuçlar(%) 

1.gün 
HP Agilant  

AGS-021 

Gemini  5 µ C-18, 

110 A, 100x4.6mm 

(RD-UK/185) 

1 101,9 
2 100,0 
3 102,0 
4 98,9 
5 100,8 
6 101,9 

   Xort 100,92 
   SS 1,28 
   %BSS 1,26 

 
Her Lodine 200 mg Film Tablet’te 200 mg. Etodolak, selüloz, hipermeloz, laktoz, 

magnazyum sterat, polietilen glikol, polisorbat 80, povidon, sodyum nişasta glikolat ve 

titanyum dioksit içerir. Çizelge 3.11’de Tadolak Fort 400 mg Film Tablet sonuçları 

görülmektedir. Altı numunenin ortalama yüzde miktar tayini sonucu %101,65 ,standart 

sapma 0,73 ve bağıl standart sapma 0,71 bulunmuştur. 

 
Çizelge 3.11. Lodine 200 mg Film Tablet Yöntem Kesinliği  Miktar Tayini Sonuçları 
 

Analist Cihaz Kolon Test Sonuçlar(%) 

1.Gün 
HP Agilant 

AGS-021 

Gemini 5 µ C-18, 110 

A, 100x4.6mm 

(RD-UK/185) 

1 101,5 
2 101,0 
3 102,0 
4 101,1 
5 103,0 
6 101,4 

   Xort 101,65 
   SS 0,73 
   %BSS 0,71 
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3.3.4.3 Laboratuar içi Kesinlik 
 
Laboratuar içi kesinlik çalışması, laboratuarda gün içindeki rasgele değişimlerin analitik 

yöntemin kesinliği üzerine etkisini görmek amacıyla aynı homojen numunenin analizi 

farklı günde, farklı cihazda ve farklı analist ile gerçekleştirilmek suretiyle test edilir. Bu 

parametrelerin tek tek hepsini denemek gerekmez. Bu çalışmada farklı cihaz, farklı gün 

ve farklı kolon parametreleri çalışılmıştır. İkinci analist sonuçları Çizelge 3.12, Çizelge 

3.13 ve Çizelge 3.14’de ve birinci analist sonuçları ile farkı Çizelge 3.15, Çizelge 3.16 

ve Çizelge 3.17’de gösterilmiştir. 

Çizelge 3.12. Etol Fort 400 mg Film Tablet Yöntem Kesinliği  Miktar Tayini Sonuçları 
Analist Cihaz Kolon  Test Sonuçlar(%) 

2 
HP Agilant  

AGS-022 

Gemini  5 µ  C-18, 110 

A, 100 x 4.6 mm 

(RD-UK/186)  

1 101,5 
2 100,9 
3 102,7 
4 103,5 
5 103,6 
6 99,5 

   Xort 101,96 
   SS 1,61 
   %BSS 1,58 

 
Çizelge 3.13. Tadolak Fort 400 mg Film Tablet Yöntem Kesinliği Miktar Tayini Sonuçları 
 

Analist Cihaz Kolon  Test Sonuçlar(%) 

2 
HP Agilant  

AGS-022 

Gemini  5 µ  C-18, 

110 A, 100 x4.6mm 

(RD-UK/186) 

1 98,4 
2 100,7 
3 98,5 
4 100,5 
5 99,9 
6 102,8 

   Xort 100,13 
   SS 1,63 
   %BSS 1,63 

 
Çizelge 3.14.  Lodine 200 mg Film Tablet Yöntem Kesinliği Miktar Tayini Sonuçları 

Analist Cihaz Kolon  Test Sonuçlar(%) 

2 
HP Agilant  

AGS-022 

Gemini  5 µ  C-18, 

110 A, 100x4.6 mm 

(RD-UK/186) 

1 100,9 
2 103,0 
3 102,7 
4 102,8 
5 101,4 
6 101,7 

   Xort 102,09 
   SS 0,85 
   %BSS 0,84 
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Çizelge 3.15. Etol Fort 400 mg  Film  Tablet 

Analist 1 ve 2’nin Kesinlik Çalışması Miktar Tayini Ortalama sonuçları 
Analist Cihaz Kolon  Ortalama Sonuçlar 

1 
HP Agilant  

AGS-021 

Gemini  5 µ  C-18, 

110 A, 100 x 4.6 mm 

(RD-UK/185) 
102,28 

2 
HP Agilant  

AGS-022 

Gemini  5 µ  C-18, 

110 A, 100 x 4.6 mm 

(RD-UK/186) 
101,96 

  Ortalama Sonuçlar 
arası fark 0,32 

 

 

Çizelge 3.16. Tadolak Fort 400 mg  Film  Tablet  
Analist 1 ve 2’nin Kesinlik Çalışması Miktar Tayini Ortalama sonuçları 

Analist Cihaz Kolon  Ortalama Sonuçlar 

1 
HP Agilant  

AGS-021 

Gemini  5 µ  C-18, 

110 A, 100 x 4.6 mm 

(RD-UK/185) 
100,92 

2 
HP Agilant  

AGS-022 

Gemini  5 µ  C-18, 

110 A, 100 x 4.6 mm 

(RD-UK/186) 
100,13 

  Ortalama Sonuçlar 
arası fark 0,79 

 
 

Çizelge 3.17. Lodine 200 mg  Film  Tablet   
Analist 1 ve 2’nin Kesinlik Çalışması Miktar Tayini Ortalama sonuçları 

Analist Cihaz Kolon  Ortalama Sonuçlar 

1 
HP Agilant  

AGS-021 

Gemini  5 µ  C-18, 110 

A, 100 x 4.6 mm 

(RD-UK/185) 
101,65 

2 
HP Agilant  

AGS-022 

Gemini  5 µ  C-18, 110 

A, 100 x 4.6 mm 

(RD-UK/186) 
102,09 

  Ortalama Sonuçlar arası 
fark -0,44 
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3.3.5. Çözelti Stabilitesi  
 

Analizi yapılacak maddenin stabil olarak analiz şartlarında bekletilme süresi 

saptanmalıdır. Seçilecek bekletilme süresi analize özgüdür. Eğer etkin madde bu süre ve 

saklama şartlarında bozulacak olursa bu şartlar limitlendirilir ve yöntemde belirtilir. 

Standart ve numune çözeltileri yönteme göre hazırlanarak 48 saat boyunca 10°C örnek 

tepsi sıcaklığında bekletilip belli sürelerde analiz edilip. % alan değişimi hesaplandı , 

sonuçlar çizelge 3.18’de verilmiştir. 

 

Çizelge 3.18. Etol Fort 400 mg Film Tablet Test çözeltisi stabilite sonuçları  
Süre (saat) Analiz sonucu  

(alan) Değişiklik % 

0 4674095 0,00 
3 4665149 0,19 
6 4694049 0,43 
9 4727428 1,14 

24 4729319 1,18 
36 4758935 1,82 
48 4761076 1,86 
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3.4. LC/MS Kombine Sistemi ile Analiz Yöntemine Ait Bulgular 

 

3.4.1 LC/MS Kombine Sistemi Yöntem Optimizasyonu 

 

HPLC yöntemi ile valide edilen yöntem şartları LC/MS sisteminde kullanmak için bazı 

optimizasyonlar yapılmıştır. Bilindiği gibi fosforik asitde bulunan fosfat iyonu LC/MS 

sistemlerde iyonlarla etkileşime girerek kompleksler oluşturabilir ve elde edilen MS 

sinyalinin kaybolmasına veya düşmesine sebep olur. Fosforik asit yerine formik asit 

kullanılarak HPLC yöntemindeki gibi hareketli faz hazırlanmıştır.  Optimazyonun diğer 

önemli değişikliği HPLC DAD dedektörünün çıkışından sonra akışın T adaptörü 

vasıtasıyla ikiye bölünmüş ve toplam 1,5 ml/dak olan akışın 0,3 ml/dak’sı MS 

dedektörüne verilmiştir. 

 

LC/MS dedektörü ile çalışma başlatılmadan önce cihazda uygulacak elektrik voltajları 

ayarlamaları yapıldı. Bunu için direk enjeksiyon yöntemi ile MS dedektörüne sürekli 

olarak 10 ml/dak etodolak enjekte edildi ve voltaj ayarları ve diğer ayarlamaları yapıldı. 

Cihazın çalışma tune ayarları şu şekilde sağlandı 

 

ES (-) Çalışma Modu 

Kapiler Voltaj : 3.00 kV 

Cone Voltaj: 50 

Estractor : 5 

RF Lens : 0 

 

Sıcaklık Değerleri: 

İyon kaynağı Sıcaklığı: 120 0C 

Çözücü Uçurma Sıcaklığı : 300 0C 

 

Gaz Akışları 

Çözücü Uçurma Gaz Akışı : 250 L/saat 

Çarpışma Hücresi Ayarları 

Giriş :50-Çarpışma: 2-Çıkış: 50-Çoğaltıcı :650 
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1.Kütle Analizörü Ayarları 2.Kütle Analizörü Ayarları 

Düşük Kütle ayrımı: 15 Düşük Kütle Ayrımı: 15 

Yüksek Kütle Ayrımı: 15 Yüksek Kütle Ayrımı: 15 

Birinci İyon Neerjisi : 2 Birinci İyon Enerjisi: 3 

 

Tune ayarları yapıldıktan sonra SIR modunda MS analiz metodu Çizelge 3.19’da 

belirtildiği gibi oluşturuldu. 

Çizelge 3.19. Kütle Spektroskopi Analizör Ayarları 

Kütle (m/Z) Ölçüm Bekleme Zamanları s Koni Voltajları 

188 0.05 50 

230,2 0.05 50 

242,38 0.05 50 

258 0.05 50 

272,3 0.05 50 

286,15 0.05 50 

286,40 0.05 50 

288,16 0.05 50 

300 0.05 25 

431 0.05 25 

 

İyonizasyon modu :ES(-) 

Kanallar arası Geçiş: 0.03saniye 

Ölçümler arası Geçiş : 0.03 saniye 

Tekrarlama Sayısı :1  

Genişlik 0.1 

 

Ayrıca bu metodlar çalışırken sisteme bağlı olan DAD dedektörü ile UV spektrumları 

ve kromatogramları ve kütle spektrumları data bilgileri de toplandı.Şekil 3.31’de elde 

edilen UV kromatogramı görünmektedir.  
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3.4.2 LC/MS Doğrusallık : M/z: 286,4 Etodolak için kütle ağırlığıdır. Şekil 3.32 de 

kalibrasyon eğrisi ve eğri özellikleri Çizelge 3.20’de gösterilmiştr. Şekil 3.33’de 

Etodolak kalibrasyonu için elde edilen LC/MS kromatogramları sunulmuştur. 

y  =  4 ,0×10 7x+2 ,35×10 3

R 2 =  0 ,9992
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Şekil 3.32. Etodolak’ın LC/MS Kalibrasyon eğrisi 

Çizelge3.20. Etodolak’ın  LC/MS dedektörü ile analizi yöntemine ait kalibrasyon eğrisi 

özellikleri (n=6) 

Regresyon Denklemi∗ y = 4,0×107x+2,35×103 

Eğimin Standart Hatası 5,63×105 

Kesişimin Standart Hatası 2,7×103 

Korelasyon Katsayısı (r) 0,999604 

Determinasyon Katsayısı (r2) 0,999208 

Kalibrasyon Aralığı (μg/ml) 0,1-100 

Teşhis Sınırı (μg/ml) 1,8 ×10-3 

Tayin Alt Sınırı (μg/ml) 5,9×10-3 

∗ y = bx + a ; x : mg/ml biriminde derişim, y : etodolak alan değerleri, a : kesişim, b : eğim 
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3.4.3 Yöntem Kesinliği 

LC/MS kombine sistemi ile yapılan yöntem kesinliği sonuçları Çizelge 3.21, Çizelge 

3.22 ve Çizelge 3.23’de gösterilmiştir.  

 

Çizelge 3.21. Etol Fort 400 mg Film Tablet Yöntem Kesinliği Miktar Tayini Sonuçları 

Cihaz Kolon  Test Sonuçlar(%) 

LC/MS 
Cihazı 

Gemini 5 µ C-18, 
110 A, 100x4.6 mm 
(RD-UK/185) 

1 100,2 
2 100,1 
3 99,1 
4 100,4 
5 99,4 
6 97,6 

  Xort 99,47 
  SS 1,04 
  %BSS 1,05 

 
 
Çizelge 3.22. Tadolak Fort 400 mg Film Tablet Yöntem Kesinliği Miktar Tayini 
Sonuçları 

Cihaz Kolon  Test Sonuçlar(%) 

LC/MS 
Cihazı 

Gemini  5 µ C-18, 

110 A, 100x4.6mm 

(RD-UK/185) 

1 99,9 
2 97,8 
3 100,5 
4 99,8 
5 100,3 
6 97,9 

  Xort 99,37 
  SS 1,20 
  %BSS 1,21 

 
 
Çizelge 3.23. Lodine 200 mg Film Tablet Yöntem Kesinliği  Miktar Tayini Sonuçları 
 

Cihaz Kolon Test Sonuçlar(%) 

LC/MS 
Cihazı 

Gemini 5 µ C-18, 110 

A, 100x4.6mm 

(RD-UK/185) 

1 100,1 
2 99,1 
3 96,7 
4 99,1 
5 100,2 
6 98,4 

  Xort 98,93 
  SS 1,29 
  %BSS 1,30 
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3.4.4. Sistem Kesinliği 

LC/MS yöntemi sistem kesinliği peşpeşe altı defa yapılan standart enjeksiyon alanlarına 

göre değerlendirilmiş ve sonuçlar Çizelge 3.24’de gösterilmiştir. 

 
Çizelge 3.24. LC/MS Yöntemi için Sistem kesinliği sonuçları  

Cihaz Kolon Test Alanlar 

LC/MS 
Cihazı 

Gemini 5 µ C-18, 110 

A, 100x4.6mm 

(RD-UK/185) 

1 439397 
2 438677 
3 438687 
4 440455 
5 439212 
6 441254 

  Xort 439613,7 
  SS 1033,7 
  %BSS 0,235 

 

 

3.5. SAFSIZLIK ANALİZLERİ 

Safsızlık analizleri valide edilen HPLC ve LC/MS teknikleri kullanılarak 

gerçekleştirilmiştir. Her iki teknik sonuçları karşılaştırılacaktır. 

 

3.5.1. HPLC YÖNTEMİ : UV ve LC/MS dedektörüyle aynı anda elde edilen sonuçlar  

aşağıda verilmiştir. Safsızlık sonuçlarını elde edebilmek için öncelikle kalibrasyon 

eğrileri hazırlanmıştır. Bu safsızlık kalibrasyon eğrileri ile Etol Fort 400 mg Film 

Tablet, Tadolak Fort 400 mg Film Tablet ve Lodine 200 mg Film Tablet numuneleri 

için safsızlık sonuçları hesaplanmıştır.  

 

3.5.1.1 İlgili Safsızlıklar için Doğrusallık Çalışmaları 

UV dedektörü ile oluşturulan kalibrasyon eğrileri aşağıdaki gibidir. 
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Safsızlık  A Doğrusallık : HPLC yöntemi ile çizilen kalibrasyon eğrisi Şekil 3.34’da ve 

özellikleri Çizelge 3.25’de gösterilmiştir. Şekil 3.35’de Safsızlık A kalibrasyonu için 

elde edilen UV kromatogramları sunulmuştur. 

 

y = 7,29×105x+1,95×102

R 2 = 0,9999
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Şekil 3.34. Safsızlık A HPLC Kalibrasyon Eğrisi 

 
Çizelge 3.25. Safsızlık A DAD dedektörü ile 274 nm de analiz yöntemine ait 
kalibrasyon eğrisi özellikleri (n=7) 

Regresyon Denklemi∗ y = 7,29×105x+1,95×102 

Eğimin Standart Hatası 1645,3 

Kesişimin Standart Hatası 65,3 

Korelasyon Katsayısı (r) 0,999987 

Determinasyon Katsayısı (r2) 0,999975 

Kalibrasyon Aralığı (μg/ml) 0,1-10 

Teşhis Sınırı (μg/ml) 2,1 ×10-3 

Tayin Alt Sınırı (μg/ml) 6,8×10-3 

∗ y = bx + a ; x : mg/ml biriminde derişim, y : safsızlık A alan oranı değerleri, a : kesişim, b : eğim 
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Safsızlık  C Doğrusallık : HPLC yöntemi ile çizilen kalibrasyon eğrisi Şekil 3.36’da ve 

özellikleri Çizelge 3.26’da gösterilmiştir. Şekil 3.37’de Safsızlık C kalibrasyonu için 

elde edilen UV kromatogramları sunulmuştur. 

y = 6,43×105x+1,21×102
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Şekil 3.36. Safsızlık C HPLC Kalibrasyon Eğrisi 

 

Çizelge 3.26. Safsızlık C DAD dedektörü ile 274 nm de analiz yöntemine ait kalibrasyon eğrisi 

özellikleri (n=7) 

Regresyon Denklemi∗ y = 6,43×105x+1,21×102 

Eğimin Standart Hatası 3493,7 

Kesişimin Standart Hatası 135,2 

Korelasyon Katsayısı (r) 0,999926 

Determinasyon Katsayısı (r2) 0,999853 

Kalibrasyon Aralığı (μg/ml) 0,1-10 

Teşhis Sınırı (μg/ml) 1,7 ×10-3 

Tayin Alt Sınırı (μg/ml) 5,5×10-3 

∗ y = bx + a ; x : mg/ml biriminde derişim, y : safsızlık C alan oranı değerleri, a : kesişim, b : eğim 
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Safsızlık  H Doğrusallık : HPLC yöntemi ile çizilen kalibrasyon eğrisi Şekil 3.38’de ve 

özellikleri Çizelge 3.27’de gösterilmiştir. Şekil 3.39’da Safsızlık H kalibrasyonu için 

elde edilen UV kromatogramları sunulmuştur. 

 

y = 6,45×105x+1,72×102

R 2 = 0,9998
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Şekil 3.38. Safsızlık H HPLC Kalibrasyon Eğrisi 

Çizelge 3.27. Safsızlık H DAD dedektörü ile 274 nm de analiz yöntemine ait kalibrasyon eğrisi 

özellikleri (n=7) 

 

Regresyon Denklemi∗ y = 6,45×105x+1,72×102 

Eğimin Standart Hatası 4523,2 

Kesişimin Standart Hatası 198,6 

Korelasyon Katsayısı (r) 0,999877 

Determinasyon Katsayısı (r2) 0,999754 

Kalibrasyon Aralığı (μg/ml) 0,1-10 

Teşhis Sınırı (μg/ml) 1,5 ×10-3 

Tayin Alt Sınırı (μg/ml) 4,8×10-3 

∗ y = bx + a ; x : mg/ml biriminde derişim, y : safsızlık H alan oranı değerleri, a : kesişim, b : eğim 
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Safsızlık  K Doğrusallık : HPLC yöntemi ile çizilen kalibrasyon eğrisi Şekil 3.40’da ve 

özellikleri Çizelge 3.28’de gösterilmiştir. Şekil 3.41’de Safsızlık K kalibrasyonu için 

elde edilen UV kromatogramları sunulmuştur. 

 

y = 5,56×105x-2,17×102
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Şekil 3.40. Safsızlık K HPLC Kalibrasyon Eğrisi 

 

Çizelge 3.28. Safsızlık K DAD dedektörü ile 274 nm de analiz yöntemine ait kalibrasyon eğrisi 

özellikleri (n=7) 

Regresyon Denklemi∗ y = 5,56×105x-2,17×102 

Eğimin Standart Hatası 4215,9 

Kesişimin Standart Hatası 170,9 

Korelasyon Katsayısı (r) 0,999857 

Determinasyon Katsayısı (r2) 0,999713 

Kalibrasyon Aralığı (μg/ml) 0,1-10 

Teşhis Sınırı (μg/ml) 3,5 ×10-3 

Tayin Alt Sınırı (μg/ml) 1,2×10-2 

∗ y = bx + a ; x : mg/ml biriminde derişim, y : safsızlık_K alan oranı değerleri, a : kesişim, b : eğim 
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3.5.1.2.Dozaj Formlarında Safsızlık Analizi Sonuçları 

Daha önce miktar tayini sonuçlarını hesapladığımız tabletlerin HPLC yöntemi ile 

safsızlık tayini sonuçları Çizelge 3.29, Çizelge 3.30 ve Çizelge 3.31’de verilmiştir. 

 
Çizelge 3.29. Etol Fort 400 mg Film Tablet Safsızlık Tayini Sonuçları 

Test % SafzılıkA % SafsızlıkC % SafsızlıkH % 
SafsızlıkK(%) 

1 D.E 0,0939 0,0385 D.E 
2 D.E 0,0929 0,0392 D.E 
3 D.E 0,0927 0,0362 D.E 
4 D.E 0,0924 0,0345 D.E 
5 D.E 0,0919 0,0461 D.E 
6 D.E 0,0933 0,0399 D.E 

Xort - 0,0928 0,0390 - 
SS - 0,0007 0,0040 - 

%BSS - 0,7222 10,2133 - 
 
Çizelge 3.30. Tadolak Fort 400 mg Film Tablet Safsızlık Tayini Sonuçları 

Test SafzılıkA SafsızlıkC SafsızlıkH SafsızlıkK (%) 
1 0,0753 0,1068 0,0122 D.E 
2 0,0647 0,1041 0,0111 D.E 
3 0,0853 0,1078 0,0098 D.E 
4 0,0722 0,1086 0,0133 D.E 
5 0,0698 0,1034 0,0134 D.E 
6 0,0903 0,1058 0,0153 D.E 

Xort 0,0763 0,1061 0,0125 - 
SS 0,0097 0,0020 0,0020 - 

%BSS 12,7342 1,9160 15,6316 - 
 
Çizelge 3.31. Lodine 200 mg Film Tablet Safsızlık Tayini Sonuçları 

Test SafzılıkA SafsızlıkC SafsızlıkH SafsızlıkK (%) 
1 0,0892 0,0121 0,0469 D.E 
2 0,0794 0,0113 0,0455 D.E 
3 0,0853 0,0119 0,0473 D.E 
4 0,0693 0,0102 0,0466 D.E 
5 0,0992 0,0100 0,0449 D.E 
6 0,0825 0,0130 0,0452 D.E 

Xort 0,0842 0,0114 0,0461 - 
SS 0,0100 0,0012 0,0010 - 

%BSS 11,8733 10,1928 2,1637 - 
D.E: Dedekte edilemedi. 
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3.5.2 LC/MS YÖNTEMİ  
MS dedektörüyle elde edilen sonuçlar  aşağıda verilmiştir. 

3.5.2.1 İlgili safsızlıklar için doğrusallık çalışmaları 

Safsızlık A Doğrusallık : Kalibrasyon eğrisi Şekil 3.42’da ve özellikleri Çizelge 

3.32’de ve kromatogramlar Şekil 3.43’de sunulmuştur. 

y = 3,5×107x+8,82×103

R 2 = 0,9979
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Şekil 3.42. Safsızlık A LC/MS dedektörü ile analizi yöntemine ait kalibrasyon eğrisi 

Çizelge 3.32. Safsızlık A LC/MS dedektörü ile analizi yöntemine ait kalibrasyon eğrisi 

özellikleri (n=6) 

Regresyon Denklemi∗ y = 3,5×107x+8,82×103 

Eğimin Standart Hatası 802780,4 

Kesişimin Standart Hatası 3857,4 

Korelasyon Katsayısı (r) 0,99894 

Determinasyon Katsayısı (r2) 0,99788 

Kalibrasyon Aralığı (μg/ml) 0,1-100 

Teşhis Sınırı (μg/ml) 2,036 ×10-3 

Tayin Alt Sınırı (μg/ml) 6,72×10-3 

∗ y = bx + a ; x : mg/ml biriminde derişim, y : safsızlık_A alan oranı değerleri, a : kesişim, b : eğim 
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Safsızlık  C Doğrusallık : Kalibrasyon eğrisi Şekil 3.44’de ve özellikleri Çizelge 

3.33’de ve kromatogramlar Şekil 3.45’de sunulmuştur. 

 

y = 4,73×107x+2,66×104

R2 = 0,9908
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Şekil 3.44. Safsızlık C LC/MS dedektörü ile analizi yöntemine ait kalibrasyon eğrisi 

 

Çizelge 3.33. Safsızlık C LC/MS dedektörü ile analizi yöntemine ait kalibrasyon eğrisi 

özellikleri (n=6) 

Regresyon Denklemi∗ y = 4,73×107x+2,66×104 

Eğimin Standart Hatası 2283297 

Kesişimin Standart Hatası 10143,4 

Korelasyon Katsayısı (r) 0,9954 

Determinasyon Katsayısı (r2) 0,9908 

Kalibrasyon Aralığı (μg/ml) 0,1-100 

Teşhis Sınırı (μg/ml) 2,15 ×10-3 

Tayin Alt Sınırı (μg/ml) 7,11×10-3 

∗ y = bx + a ; x : mg/ml biriminde derişim, y : safsızlık_C alan oranı değerleri, a : kesişim, b : eğim 
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Safsızlık  H Doğrusallık : Kalibrasyon eğrisi Şekil 3.46’da ve özellikleri Çizelge 

3.34’de ve kromatogramlar Şekil 3.47’de sunulmuştur. 

y = 1,0×106x+1,68×103

R 2 = 0,9927
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Şekil 3.46. Safsızlık H LC/MS dedektörü ile analizi yöntemine ait kalibrasyon eğrisi 

 

Çizelge 3.34. Safsızlık H LC/MS dedektörü ile analizi yöntemine ait kalibrasyon eğrisi 

özellikleri (n=6) 

Regresyon Denklemi∗ y = 1,0×106x+1,68×103 

Eğimin Standart Hatası 43008,5 

Kesişimin Standart Hatası 216,8 

Korelasyon Katsayısı (r) 0,9963 

Determinasyon Katsayısı (r2) 0,9927 

Kalibrasyon Aralığı (μg/ml) 0,1-100 

Teşhis Sınırı (μg/ml) 6,97 ×10-3 

Tayin Alt Sınırı (μg/ml) 2,3×10-2 

∗ y = bx + a ; x : mg/ml biriminde derişim, y : safsızlık_H alan oranı değerleri, a : kesişim, b : eğim 
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Safsızlık  K Doğrusallık: Kalibrasyon eğrisi Şekil 3.48’de ve özellikleri Çizelge 

3.35’de ve kromatogramlar Şekil 3.49’da sunulmuştur. 

 

y = 4,5×106x-1,03×103

R 2 = 0,9977
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Şekil 3.48. Safsızlık K LC/MS dedektörü ile analizi yöntemine ait kalibrasyon eğrisi 

 

Çizelge 3.35. Safsızlık K LC/MS dedektörü ile analizi yöntemine ait kalibrasyon eğrisi 

özellikleri (n=6) 

Regresyon Denklemi∗ y = 4,5×106x-1,03×103 

Eğimin Standart Hatası 107069,1 

Kesişimin Standart Hatası 498,5 

Korelasyon Katsayısı (r) 0,9988 

Determinasyon Katsayısı (r2) 0,9977 

Kalibrasyon Aralığı (μg/ml) 0,1-100 

Teşhis Sınırı (μg/ml) 2,17 ×10-2 

Tayin Alt Sınırı (μg/ml) 7,17×10-2 

∗ y = bx + a ; x : mg/ml biriminde derişim, y : safsızlık_K alan oranı değerleri, a : kesişim, b : eğim 
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3.5.2.2.Dozaj Formlarında Safzıklık Analizi Sonuçları: 
 

LC/MS yöntemi ile safsızlık tayini sonuçları Çizelge 3.36, Çizelge 3.37 ve Çizelge 

3.38’da verilmiştir. 

 
Çizelge 3.36. Etol Fort 400 mg Film Tablet Safsızlık Tayini Sonuçları 

Test %SafzılıkA %SafsızlıkC %SafsızlıkH %SafsızlıkK (%) 
1 0,0067 0,0990 0,1177 0,0633 
2 0,0058 0,0851 0,1257 0,0440 
3 0,0076 0,0798 0,1086 0,0579 
4 0,0083 0,0882 0,1103 0,0626 
5 0,0093 0,0964 0,1356 0,0599 
6 0,0087 0,0937 0,1277 0,0676 

Xort 0,0077 0,0904 0,1209 0,0592 
SS 0,0013 0,0073 0,0106 0,0081 

%BSS 16,7758 8,0790 8,7482 13,7548 
 

Çizelge 3.37. Tadolak 400 mg Film Tablet Safsızlık Tayini Sonuçları 

Test %SafzılıkA %SafsızlıkC %SafsızlıkH %SafsızlıkK (%) 
1 0,0863 0,1098 0,1979 0,0659 
2 0,0732 0,1303 0,1776 0,0585 
3 0,0811 0,1235 0,1883 0,0592 
4 0,0903 0,1127 0,1828 0,0730 
5 0,0973 0,1196 0,2011 0,0857 
6 0,0728 0,0977 0,1697 0,0729 

Xort 0,0835 0,1156 0,1862 0,0692 
SS 0,0097 0,0115 0,0120 0,0103 

%BSS 11,6254 9,9185 6,4466 14,8157 
 

Çizelge 3.38. Lodine 200 mg Film Tablet Safsızlık Tayini Sonuçları 

Test %SafzılıkA %SafsızlıkC %SafsızlıkH %SafsızlıkK (%) 
1 0,09328 0,017083 0,513331 0,06428 
2 0,07439 0,01565 0,5415 0,06614 
3 0,10524 0,01833 0,50584 0,04286 
4 0,08431 0,01983 0,5175 0,05486 
5 0,09558 0,021333 0,5366 0,07428 
6 0,08967 0,02389 0,5537 0,0612 

Xort 0,0904 0,0194 0,5281 0,0606 
SS 0,0105 0,0030 0,0186 0,0108 

%BSS 11,5929 15,4402 3,5256 17,7625 
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3.5.2.3 Diğer Safsızlık ve Stres Çalışması Sonuçları  

 

Avrupa farmakopesinde geçen diğer tanımlı safsızlıkların pikleri kütle spektroskopisi ile 

tayin edildi. Bu safsızlıkların standartları olmadığı için sadece kalitatif olarak varlıkları 

değerlendirilmiştir. Şekil 3.50’de safsızlık H, Şekil 3.51 Safsızlık J, şekil 3.52’de 

Etodolak’tan format ayrılması ile oluşan safsızlık, Şekil 3.53’de Safsızlık A, Şekil 

3.54’de Safsızlık B, Şekil 3.55’de Safsızlık L, Şekil 3.56’da Safsızlık K, Şekil 3.57’de 

ayrımı yapılamayan Safsızlık D,E,F, G ve Şekil 3.58’de Safsızlık I kütle kromatogramı 

sunulmuştur. 

 

Muhtemel bozunma ürünlerinin görülmesini sağlamak için stres testi yapılmış. Numune 

stres testi çalışmalarında asit , alkali, peroksit ve ışık bozunma şartlarına maruz 

bırakılmıştır.  

 

Şekil 3.59’da stres uygulanmamış UV kromatogramı, Şekil 3.60’da asit 

bozundurulmasına uğratılmış numune kromatogramı, Şekil 3.61’de MS dedektörde asit 

bozundurulmasına uğratılmış numune kütle spektrumu, Şekil 3.62’de UV dedektörde  

alkali bozundurulmaya uğratılmış numune kromatogramı, Şekil 3.63’de MS dedektörde  

alkali bozundurulmaya uğratılmış numune kütle spektrumu, Şekil 3.64’de UV 

dedektörde peroksit bozundurulmasına uğratılmış numune kromatogramı, Şekil 3.65’de 

MS dedektörde peroksit bozundurulmasına uğratılmış numune kütle spektrumu, Şekil 

3.66’da UV dedektörde ışık bozundurulmasına uğratılmış numune kromatogramı, Şekil 

3.67’de MS dedektörde ışık bozundurulmasına uğratılmış numune  kütle spektrumu 

sunulmuştur. 
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4.TARTIŞMA 

Etodolak suda çözünmeyip, alkollerde çözünebilen, farmakolojik olarak 

antienflamatuvar, analjezik ve antipiretik özellikler gösteren, non-steroidal bir ilaç etken 

maddesidir. Etodolak enflamasyonlu dokuda prostaglandin sentezini inhibe eder. 

Böylece ağrı reseptörlerinin, enflamasyonun mediatörleri olan histamin, serotonin ve 

kininlere karşı duyarlığını azaltır, acıyı önler. Tez kapsamında etodolak analizleri için 

HPLC yöntemi ile stabilite göstergeli, hızlı, duyarlı ve ekonomik bir analiz yöntemi 

geliştirilmeye çalışılmış ve gerekli optimizasyonlar ve yöntem geçerlik testleri 

yapılmaya çalışılmıştır. 

 

Uygulanacak yönteme ait deneylere başlamadan önce standart olarak kullanılacak 

Etodolak referans standart maddelerinin saflığını araştırmak amacı ile UV ve IR 

spektrumları alınmıştır. Sonuçta elde edilen bulgular ışığında maddelerin bu çalışmayı 

etkileyebilecek herhangi bir safsızlık içermediğine ve çalışmaların bu maddelerle 

yürütülebileceği sonucuna varılmıştır. 

 

Etodolak’ın HPLC yöntemiyle analizi için en uygun kromatografik koşulların 

belirlenmesinde, etodolak’ın kromatografik davranışları öncelikle sabit faz özellikleri; 

fonksiyonel grup, tanecik çapı, silika türü açısından değerlendirilmiştir. Hareketli faz 

organik düzenleyicisinin  seçimi, hareketli faz organik çözücü türünün ve oranının etkisi 

, kolon sıcaklığı, dalgaboyu, akış hızının etkileri incelenmiştir.  

 

Geliştirilen yöntemde HPLC yöntemi ile analiz için iki farklı sabit faz (kolon) 

denenmiştir. Hareketli faz bileşiminin belirlenmesinde hareketli faz organik düzenleyici 

seçimi, hareketli faz organik bileşiminin ve oranının etkisi, kolon sıcaklığı, dalgaboyu 

ve akış hızı etkileri incelenmiştir. Organik düzenleyici seçimi için hareketli faz organik 

düzenleyicisi olarak metanol ve asetonitrilin etodolak analizine etkisi incelenmiştir. 

Hareketli faz bileşiminde organik düzenleyici olarak metanol kullanıldığında etodolak 

pikinin 4,07 den 5,2 ye çıktığı ve pik genişliğinin arttığı gözlemlenmiştir. Bu durum 

ilerde ayırım problemlerine sebep olabileceği ve analiz süresini uzattığı için organik 

düzenleyici olarak asetonitril kullanılmıştır. 
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İyi bir ayırım için en uygun asetonitril oranının saptanması amacıyla hareketli faz 

organik çözücü içeriği  % 45-%50 ve %55 oranları (h/h) incelenmiştir. Bu aşamada 

sadece asetonitril oranı değiştirilmiş olup diğer yöntem parametreleri sabit tutulmuştur. 

Hareketli fazın asetonitril miktarındaki değişimleri Şekil 3.7, Şekil 3.8 ve Şekil 3.9’da 

verilmiştir. Analizin iyi bir ayırım ile daha kısa sürede gerçekleştirilebilmesi için %55 

ile %50 arasında önemli bir fark olmadığı gözlemlenmiş, çalışılacak yöntem için 

güvenli aralık olması, ve az asetonitril kullanımı için %50 asetonitril oranı tercih 

edilmiştir. 

 

Kolon seçimi sırasında Gemini  5 µ  C-18, 110 A, 100 x 4.6 mm kolonu ve Inertsil ODS 

3V 5 μm 4.6x100 mm kolonu analiz edilerek karşılaştırılmıştır. Her iki kolonunda 

etkinliği yakındır. Inertsil ODS 3V 5 μm 4.6x100 mm kolonunun plaka sayısı ve pik 

simetri oranı  6120 , 1,03 bulunmuştur.Bu değerler Gemini kolon için 5709 ve 1,1 

bulunmuştur. Inertsil ODS 3V 5 μm 4.6x100 mm kolonu etodolağı nerdeyse iki katı 

kadar fazla zamanda kolonda tutup analiz süresini uzattığı için sabit faz olarak Gemini  

5 µ  C-18, 110 A, 100 x 4.6 mm kolonu tercih edilmiştir. Seçilen Gemini kolonun farklı 

seri numaralı kolonlarda aynı sonucu verip vermediği validasyon çalışmalarında 

laboratuvar içi kesinlik parametresinde test edilmiş, fark olmadığı tespit edilmiştir. 

  

Etodolak analizinde kullanılan hareketli faz akış hızının ayırıma etkisinin incelenmesi 

amacıyla 1,3 ve 1,7 ml/dk akış hızlarında çalışılmış analiz ilk başta kullanılan 1,5 ml/dk 

hızıyla karşılaştırılmıştır. Yüksek akışta etodolak 0,5 dk daha erken kolondan ayrıldı. 

Akış hızının değişimi analize çok büyük katkı sağlamadığı için 1,5 ml/dk olarak kabul 

edildi. Aynı şekilde güvenle çalışılabilecek analiz bölgesi oluşturmak amacıyla 270 ve 

278 nm dalga boyunun analize etikisi incelenmiş olup analize önemli bir katkı 

sağlamadığı tespit edilmiştir. Yine kolon sıcaklığının analize etkisi normal çalışma 

sıcaklığı 30 0C ±10  0C test  edilmiş en fazla bir dakika fark sağladığı saptamıştır. 

Çalışma sıcaklığı 30 0C olarak belirlenmiştir. 

 

Sonuç olarak etodolak’ın HPLC çalışma şartları 274 nm, 1,5 ml/dk akış hızı, Gemini  5 

µ  C-18, 110 A, 100 x 4.6 mm kolonu, asetonitril: su: fosforik asit (50:50:0,25; h/h/h) 
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karışımı hareketli faz, 30°C kolon sıcaklığı olarak belirlenmiştir. Asetonitrilde 

çözülerek hazırlanan numunelerin 10°C’de 48 saat stabil olduğu saptanmıştır. 

 

Geliştirilen yöntemin validasyonuna geçmeden önce ICH sistem uygunluk parametreleri 

yöntem için test edilmiş ve elde edilen parametreler ışığında (Çizelge 3.2)  yöntemin 

uygulanabilir olduğu bulunmuştur. 

 

Geliştirilen yöntemin geçerliliğinin kanıtlanması amacıyla gerekli yöntem geçerlilik 

testleri için kaynaklarda bildirilen parametreler seçilmiş ve ilgili geçerlilik kriterleri 

kabul edilmiştir. Bu amaçla, validasyon çalışmalarında ; doğrusallık, aralık, duyarlılık, 

kesinlik, geri kazanım, tekrarlanabilirlik vb. parametreler incelenmiş ve istatiksel 

değerlendirmeleri yapılmıştır (ICH Steering Committe, 1996; Eurochem 1998). 

 

Seçicilik için plasebo , standart, blank çözeltileri enjekte edilmiş, etodolak’ın alıkonma 

zamanında yardımcı maddelerden ve çözücüden girişim yapan herhangi bir madde 

saptanmamıştır. Ayrıca DAD dedektörlerinin özelliklerinden olan pik safsızlığı test 

edilmiş pik safsızlık açısının eşik değerinden küçük olduğu için spektral olarak olarak 

elde edilen pikin saf olduğu ilerde kütle dedektörüyle de test edilmek üzere kabul 

edilmiştir.  

 

Validasyon parametrelerinden doğrusallık için dış kalibrasyon tekniği kullanılmıştır. 

Doğrusallık 8,8-780 μg/mL (Çizelge 3.6) aralığında elde edilmiştir. Kalibrasyon eğrisi, 

her bir derişim değeri için elde edilen etodolak pik alanının etodolak derişimi değerine 

karşı işaretlenmesiyle oluşturulmuştur. Etodolak analizi için tanımlanan HPLC-UV/GB 

yönteminde doğrusal aralık doğru denklemi Y = 1,12×107X-1,86×103; r2=0,9999 olarak 

saptanmıştır. 

 

Etodolak  HPLC-UV/GB analizinde teşhis sınırı (LOD); 0,141 μg/ml (sinyal/gürültü; 

S/G=8510 ), ve tayin alt sınırı (LOQ) kabul edilen BSS sınırları içinde (< %2) etodolak 

için; 0,423 μg/ml (Çizelge 3.5), bulunmuştur. 
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Doğruluk ve duyarlılık parametreleri % 100 lük etodolak numune konsantrasyonunun 

%70, %100 ve %150’si konsantrasyonlarında ( 0,27; 0,4;0,6 mg /ml) üçer adet paralel 

numune hazırlanarak test edildi. En düşük ve en yüksek geri kazanımlar %100,6 ve 

%101,8 olarak bulunmuş olup ortalama geri kazanım ve bağıl standart sapma  ise 

%101,2 ve % 0,4 bulunmuştur.  

 

Validasyon parametrelerinden kesinlik sistem kesinliği, yöntem kesinliği ve laboratuvar 

içi kesinlik olarak üç kısımda incelenmiştir. Sistem kesinliği ardışık enjeksiyonların 

bağıl standart sapması %0,029 bulunarak ispat edilmiştir. Yöntem kesinliği ise üç farklı 

etodolak içeren tablet formundan altı adet numune çözeltisi hazırlanıp enjekte edilerek 

ortalama ve bağıl standart sapmasına bakılmak suretiyle değerlendirilmiştir. Elde edilen 

değerler şöyledir :  %102,3-1,02; %100,9-1,26; %101,6-0, 71.  Laboratuvar içi kesinlik 

ise aynı numunelerin başka bir günde, başka bir HPLC cihazı ve aynı seriden farklı 

kolon kullanılarak yapılan analiz sonuçlarının ilk analizle karşılaştırılması ile 

değerlendirilmiştir. Laboratuvar içi kesinlik sonuçları ise şöyledir: % 101,9-1,6; 

%100,1-1,6; % 102,1 – 0,8. İki analiz sonucu arasında önemli bir fark 

gözlemlenmemiştir. En yüksek fark % 0,8 dir. 

 

HPLC yöntemi valide edildikten sonra LC/MS sistemi ile geliştirilen yöntemin 

doğruluğu araştırıldı. İyi bir LC-MS çalışması yapabilmek için öncelikle LC yönteminin 

çok iyi olması gerekmektedir. Valide edilen yöntem LC/MS ile kolay çalışılabilecek bir 

yöntem olarak kısa sürede KS için akış hızı T adaptörü ile 0,3‘e indirilerek ve 

uygulanacak voltaj değerleri belirlenerek optimize edildi. İlk bölümde çalışılan HPLC 

yönteminde kulanılan cihaz HP Agilent 1200 marka , LC/MS sisteminde çalışılan 

HPLC ise Waters Alliance HPLC cihazı olduğu için LC/MS ‘e bağlı UV DAD 

dedektöründe etodolak’ın tutulma zamanı 4,07 den 4,67 ye kaymıştır. Bu durum 

cihazların ölü hacimlerinden veya bağlantı noktalarından kaynaklanmış olabilir. Sonuç 

olarak önemli bir tutulma zamanı farkı yoktur. 

 

LC/MS sisteminde doğrusallık, sistem kesinliği,  yöntem kesinliği çalışmaları 

yapılmıştır. Hazırlanan numuneler hem MS hemde DAD dedektörde aynı anda analiz 

edilerek sonuçlar değerlendirilmiştir. HPLC yöntemi ile analiz edilen etodolak içeren 
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tabletlerin LC/MS sistemi ile analizi sonucunda bulunan etodolak miktar tayini 

sonuçları :Etol 400 mg FTB için %99,47, Tadolak 400 mg FTB için %99,37 ve Lodine 

200 mg FTB için %98,93. Görüldüğü üzere valide edilen HPLC yöntemi sonuçları ile 

(sırasıyla %102,3-%100,9- %101,6) LC/MS sonuçları uyumludur. 

 

LC/MS yöntemi literatürlerdeki tüm etodolak safsızlıklarını en kolay yoldan tespit 

edebilmek için SIR modunda çalışıldı. LC/MS ve HPLC yöntemleri ile aynı anda 

safsızlık tayini analizleri de gerçekleştirildi. HPLC’de DAD dedektörle analiz edilen 

numune MS dedektöre sokularak iki metod sonuçları karşılaştırıldı. HPLC yönteminin 

bazı safsızlık maddelerini düşük derişimleri dolayısıyla dedekte edemediği saptanmıştır. 

Safsızlık analizleri söz konusu olduğunda LC/MS sisteminin HPLC yöntemine 

üstünlüğü bu şekilde tespit edilmiştir. Ayrıca LC/MS sistemi ile bilinmeyen , HPLC  

tespit edilemeyen safsızlıklarda tespit edilmeye çalışılmıştır. Etodolak’tan format 

ayrılması ile oluşan safsızlık piki (242,38 M/z) tespit edilmiştir. 

 

Etodolak içeren numuneler strese sokularak oluşabilecek safsızlık maddeleri 

saptanmaya ve karakterize edilmeye çalışılmıştır. Asit bozunma sonucunda kütle 

ağırlığı 212 ve 242 olan safsızlık maddelerinin oluşumu gözlemlenmiştir. Asit 

bozunması sonucunda en fazla Safsızlık H, sonra Safsızlık K ve çok az Safsızlık A 

oluşumu gözlemlenmiştir. Alıkonma zamanı 1,03 dak. olan safsızlık pikinin kütle 

spektrumuna bakıldığında 163 ağırlığında bir bileşik olduğu saptanmıştır. 

 

Alkali bozunma sonucunda kütle ağırlığı 113, 212, 242, 286, 354, ve 595 olan safsızlık 

maddelerinin oluşumu gözlemlenmiştir. Alıkonma zamanları 0,95; 1,58; 1,72 dak. olan 

safsızlık pikleri elde edilmiştir. Alkali bozunma sonucu bilinmeyen safsızlık pikleri 

oluşmuştur.  

 

Peroksit ile yapılan stres çalışması ile oksidasyon sonucu oluşabilecek safsızlık 

maddeleri saptanmaya ve karakterize edilmeye çalışılmıştır. Oksidasyon sonucunda en 

fazla Safsızlık C’nin, sonra Safsızlık A ve Safsızlık H’nin oluştuğu gözlemlenmiştir. 

Alıkonma zamanı 1.17 dak. olan safsızlık pikinin kütle spektrumuna bakıldığında kütle 

ağırlığı 190, 256, 274, 334, 288 ve 301 olan safsızlık maddeleri gözlemlenmiştir. 
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Işık bozunması sonucu oluşabilecek safsızlık maddelerini saptamak için fotostabilite 

kabininde yirmidört saat tutulan numunelerde bozunma saptanmamıştır. Bu durum 

etodolak’ın ışığa dayanıklı olduğunu kanıtlamaktadır. 

 

Tez konusu seçilirken ülkemizde endüstride pek uygulama alanı bulamayan LC/MS 

teknolojisini ve laboatuvarlarda hangi analizlerde nasıl kullanılabileceğini öğrenmek 

amaçlanmıştır. HPLC yöntemi ile MS teknolojisinin birleştirilmesi daha güvenli, 

duyarlı, seçici yöntemler geliştirmeye olanak sağlamaktadır. 

 

Her iki yöntemle elde edilen etodolak miktar tayini sonuçları valide edilen HPLC 

yönteminin etodolak miktar tayini için stabilite göstergeli olduğunu ispatlamaktadır. 

HPLC yönteminin düşük tayin aralığı ve tayin limitine sahip, doğru, duyarlı, kararlı bir 

stabilite göstergeli yöntem olduğu görülmektedir.   
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SONUÇ ve ÖNERİLER 
 
Analjezik, antipiretik ve antienflamatuar etki gösteren etodolak yaygın kullanılan etkili 

bir ilaçtır. Bu çalışmanın ilk kısmında etodolak tayini için HPLC yöntemi ile yöntem 

geliştirilmiştir. Bu amaçla önce kullanılacak standartların safsızlığına bakılıp, IR ve UV 

spektrumları çekilerek incelendi. HPLC yöntemi için en uygun kromatografik koşulların 

belirlenmesinde, sabit faz (kolon), hareketli fazda organik düzenleyicisi ve  oranı, 

hareketli fazın akış hızı oranı, çalışılacak dalgaboyu ve kolon sıcaklığı parametreleri 

incelendi ve güvenle çalışılabilecek HPLC şartları şu şekilde belirlendi:  

 
Kolon     Gemini  5 µ  C-18, 110 A, 100 x 4.6 mm 
Enjeksiyon hacmi   10 µl 
Akış hızı    1.5 ml /dak. 
Dedektör dalgaboyu   UV, 274 nm 
Hareketli faz    Su-Asetonitril-Fosforik Asit (50:50:0,25;h/h/h) 
Kolon Sıcaklığı   30°C 
Numune bekleme sıcaklığı  15°C 
 
 
Geliştirilen yöntemin sistem uygunluk parametreleri saptanmış ve elde edilen 

parametreler ışığında  yöntemin uygulanabilir olduğu bulunmuştur. Geliştirilen 

yöntemin geçerliliğinin kanıtlanması amacıyla gerekli yöntem geçerlilik testleri için 

kaynaklarda bildirilen parametreler seçilmiş ve ilgili geçerlilik kriterleri kabul 

edilmiştir. Bu amaçla, validasyon çalışmalarında; doğrusallık, aralık, duyarlılık, 

kesinlik, geri kazanım, tekrarlanabilirlik vb. parametreler incelenmiş ve istatiksel 

değerlendirmeleri yapılmıştır. Bu parametrelerden doğrusallık için 8,8-780 μg/mL 

aralığında doğrusallık saptanmıştır. Etodolak analizi için tanımlanan HPLC-UV/GB 

yönteminde doğrusal aralık doğru denklemi Y = 1,12×107X-1,86×103 ve bu denklemin 

determinasyon katsayısı r2=0,9999 olarak saptanmıştır. Geliştirilen ve yöntem geçerlilik 

hesaplamaları yapılmış olan yöntem farklı farmasötik dozaj formlarında uygulanmış ve 

güvenilir bir şekilde etodolak analizinde kullanılabileceği görülmüştür. Tablet içerisinde 

yer alan yardımcı maddelerin analiz yöntemi üzerindeki etkilerini inceleyebilmek için 

geri kazanım çalışmaları yapılmıştır. Elde edilen sonuçlara göre tablet katkı 

maddelerinin analizi etkilemediği, yöntemin etodolak analizi için seçici olduğu 

sonucuna varılmıştır. 
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Çalışmanın ikinci aşamasında ilk aşamada geliştirilen yöntemin sıvı 

kromatografisi/kütle spektroskopisi (LC/MS) kombine sistemiyle doğrulanmasına 

çalışılmıştır. Bu amaçla ilk aşamada geliştirilen yöntem parametreleri KS ile çalışacak 

şekilde optimize edildi. Akış kızı HPLC sisteminden çıkıştan sonra T adaptörü 

kullanılarak 1,5 ml/dk den 0,3 ml/dak ya düşürülmüşür.Diğer KS parametreleri şu 

şekilde belirlendi: Iyonizasyon çalışma modu ;ES (-), Kapiler Voltaj : 3.00 kV, Cone 

Voltaj: 50, Estractor : 5, RF Lens : 0. Sıcaklık değerleri: İyon kaynağı Sıcaklığı: 120 0C, 

Çözücü Uçurma Sıcaklığı : 300 0C. Çözücü uçurma gaz akışı : 250 L/saat. 

Kütle analizörü ayarları: 1.Kütle Analizörü Ayarları, Düşük Kütle ayrımı 15, Yüksek 

Kütle Ayrımı 15, Birinci İyon Neerjisi : 2. Çarpışma Hüresi Ayarları: Giriş :50, 

Çarpışma 2, Çıkış: 50. 2.Kütle Analizörü Ayarları: Düşük Kütle ayrımı 15, Yüksek 

Kütle Ayrımı 15, Birinci İyon Neerjisi : 3. Çoğaltıcı :650 

 

LC/MS yöntemi optimize edildikten sonra etodolak için doğrusallık, uygulama aralığı, 

kesinlik parametreleri çalışılıp ilk bölümde analizi yapılan farmasötik dozaj formlarında 

yöntem test edildi. LC/MS yöntemiyle etodolak analizi için tanımlanan LC/MS 

yönteminde doğrusal aralık doğru denklemi y = 400036256 x-2347.9 ve bu denklemin 

determinasyon katsayısı r2=0,999208 olarak bulunmuştur. Etodolak için sonuçlar 

göstermektedir ki HPLC yöntemi ile LC/MS sonuçları arasında fark yoktur.  

 

Üçüncü aşamada geliştirilen HPLC ve LC/MS yöntemlerinin ne kadar stabilite 

göstergeli olduğu, iki yöntemin birbirinden farkları ve üstünlükleri incelenmiştir. Ayrıca 

asit, baz, oksidasyon ve ışık parametreleri kullanılarak potansiyel bozunma ürünleri 

tespit edilmeye çalışılmıştır.  

 

İki yöntemin sonuçları karşılaştırıldığında LC/MS yöntemi ile daha düşük miktarların 

analiz edilebilediği gözlemlenmiştir. LC/MS ile aynı anda safsızlık sonuçları daha 

güvenilir bir şekilde gerçekleştirilmiştir. Üstelik LC/MS ile diğer bazı safsızlık 

piklerinin varlığı saptanmıştır. İleride yapılacak çalışmalarda etodolak LC/MS yöntemi 

ile plazma içerisinde tayini gerçekleştirilecek ve stabilite testleri geliştirilen yöntem ile 

uygulanacaktır. 
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ÖZET 

Etodolak’ın stabilite göstergeli sıvı kromatografisi ile ilaç dozaj şekillerinden tayini 

 

Etodolak’ın ilaç dozaj şekillerinden tayini için stabilite göstergeli HPLC yöntemi 

sunulmuştur. Bu yöntemde; bir ters-faz kolonu (Gemini 5 µ  C-18, 110 A, 100 x 4.6 

mm.) 1,5 ml/dk akış hızındaki asetonitril: su: fosforik asit (50:50:0,25;h/h) karışımından 

oluşan bir hareketli faz ile 274 nm dalga boyunda ilaç yardımcı maddelerinden ve 

safsızlıklardan ayrılması için kullanılmıştır. Kromatografik ayırım 30°C’de yapılmıştır.  

 

Taze hazırlanmış standart çözelti kromatogramında  validasyon prosedürünün bir 

parçası olan ayrışma, seçicilik, asimetri ve kapasite faktörü gibi çeşitli parametreleri 

kontrol etmek için sistem uygunluk testleri yapılmıştır. Geliştirilen yöntem tamamen 

valide edilmiştir. Etodolak için 8,8-780 μg/mL derişim aralığında doğrusallık elde 

edilmiştir. Geliştirilen yöntemin geçerliliğini ve uygulanabilirliğini göstermek için geri 

kazanım çalışması yapılmıştır. Yüksek orandaki  geri kazanım; yöntemin, ilaçların 

formülasyonunda kullanılan katkı maddelerinden ve yardımcı maddelerden 

etkilenmediğini göstermektedir. Yöntemin stabilite göstergeli olduğunu kanıtlayabilmek 

amacıyla muhtemel safsızlık maddelerinin kromatografik şartlarda miktar tayini 

yönteminde girişim yapıp yapmadığı ve bu safsızlık maddelerini tanımlanıp, 

miktarlandırılması LC/MS kombine sistemi ile incelenmiştir. HPLC sonuçları ile 

LC/MS sonuçları hem miktar ham de safsızlık sonuçlarına göre karşılaştırılmış ve 

yöntemin miktar tayini analizi için stabilite göstergeli olduğu ispatlanmıştır. 

 

HPLC yöntemi, hammaddede ve farmasötik formülasyonlarda etodolak tayini için hızlı, 

basit, yüksek kesinlik ve doğruluktadır.  Geliştirilen bu yöntem, ekonomik ve zaman 

kazandırdığı için, kalite kontrol laboratuvarlarında kullanılabilir.  

Anahtar Sözcükler: Etodolak, LC/MS, Analiz, Farmasötik Dozaj Form, Validasyon.  
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SUMMARY 

Stability indicating Liquid Chromatographic method for the determination of 
Etodolac in pharmaceutical dosage forms. 
 

An HPLC-UV method is presented for the determination of Etodolac. In this method; a 

reversed-phase column (Gemini 5 µ  C-18, 110 A, 100 x 4.6 mm.) with a mobile phase 

of acetonitril: water: fosforik asit (50:50:0,25; v/v/v ) at 1,5 ml/min flow rate was used 

to achieve a good separation, with a detection of 270 nm. The  chromatographic 

separation was performed at 30 oC.  

 

System suitability tests were carried out on the chromatogram of freshly prepared 

standard solutions to check various parameters such as resolution, selectivity, 

asymmetry and capacity factors as a part of validation procedure. The proposed 

methods have been extensively validated. Linearity was obtained in the concentration 

range of 0,0088-0.78 mg/ml for etodolac. In order to demonstrate the validity and 

applicability of the proposed HPLC method, recovery tests were carried. High 

percentage recovery shows that the method is free from the interferences of the 

commonly used excipients and additives in the formulations of drugs. Confirmation of 

the method stability, possible co-elution with other impurities and excipients, is tested 

by LC/MS system. Both assay and impurity results are compared with the result of 

LC/MS system. As a result, it can be concluded that HPLC assay method is stability 

indicating method. 

 

The present HPLC study purposes a rapid, simple, precise and accurate method for the 

simultaneous determination of etodolac, in raw material and pharmaceutical 

formulations. The proposed method is suitable for quality control laboratories, where 

economy and time are essential.  

Key Words: Etodolac, LC/MS, Analysis, Pharmaceutical Dosage Form, Validation. 
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