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ONSOZ

Bu yiiksek lisans ¢aligsmasinda stabilite gostergeli HPLC yontemi ile etodolak tayini i¢in
yontem gelistirilmeye ¢alisilmistir. Bu calismay1 yaparken yeni olarak LC/MS yontemi
ve bu yeni yontemle neler yapilabilegi konusunda genis bir bilgi birikimi sagladim.

Yiiksek lisans egitimim ve yiiksek lisans tezim boyunca basta saygi deger hocalarima
olmak iizere Ankara Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Analitik Kimya A.B.D.’nin tiim
personeline tesekkiir ederim. Bu sebeple basta danigman hocam Dog¢.Dr. Bengi
USLU’ya, yiiksek lisans egitimim boyunca bana gostermis oldugu yakin ilgi ve
alakasindan, tezimin her asamasinda yararlandigim tecriibesinden ve c¢alismalarimin
bilimsellik dahilinde yiiriimesi i¢in aktardigi engin bilgisinden otiirii tesekkiir ederim.
Degerli hocalarim, Prof.Dr.Feyyaz Onur’a, Prof.Dr.Sibel A. Ozkan’a ve Prof.Dr.Nevin
Erk’e vermis olduklar bilgiler i¢in sonsuz saygi ve stikranlarimi sunarim.

Calismalarim boyunca benden destegini esirgemeyen ve bu ¢alismanin yapilmasi igin
gerekli imkan1 veren, Sanovel ilag ailesini kurup bugiinlere getiren Erol TOKSOZ ‘e ve
TOKSOZ ailesine de tesekkiir etmek isterim. Bugiine kadar birlikte keyifle ¢alistigim
basta Muharrem OLCER, Abdullah USLU, Yasar ERDOGAN, Ali TURKYILMAZ
dahil olmak iizere tiim mesayi arkadaglarima ve 6zel olarak Tugba KUTUCU’ya da
tesekkiirii bir borg bilirim.

En sonunda haklarini hi¢bir zaman 6deyemeyecegim annem Necmiye, babam Hiiseyin
ADIGUZEL ve sevgili kardeslerim Tiilay, Feray, Tugba ve Tolga ADIGUZEL’e
verdikleri sonsuz destek icin tesekkiir ederim.
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1. GIRIS

Etodolak farmakalojik olarak antienflamatuvar, analjezik ve antipiretik 6zellikler
gosteren bir ilag etken maddesidir. Etodolak enflamasyonlu dokuda prostaglandin
sentezini inhibe eder. Boylece agr1 reseptorlerinin, enflamasyonun mediatorleri olan

histamin, serotonin ve kininlere karsi duyarligini azaltir, onler.
1.1 ANTIENFLAMATUAR ILACLAR

Non-steroidal anti-inflamatuar ilaglar ya da Steroid dis1 yangi Onleyici ilaglar, kisaca
NSAIl’ler, analjezik, antipiretik ve antienflamatuar etkili ilaglardir - Agr1, ates ve
inflamasyonu azaltirlar. "Non-steroidal" terimi bu ilaglar1 benzer etkileri olan (¢ok daha
genis etki alanlar1 vardir) steroidlerden aymrmak igin kullanilir. NSAii'ler narkotik
degildirler. NSAli'ler bazen NSAIA (sondaki A-Analjezik kisaltmasi) olarak da
adlandirilirlar. Bu grubun en ¢ok bilinen iiyeleri aspirin ve ibuprofendir. Parasetamol
(asetaminofen) ¢ok az anti-inflamatuar etki gosterdigi icin kesinlikle NSAIfi'ler

icerisinde anilmazlar.

1829 un baslarinda, salisilik asitin izolasyonuyla birlikte NASII'ler agrimin (diisiik
dozlarda) ve enflamasyonun (yiiksek dozlarda) ilacla tedavisinin 6nemli bir kismini
olusturmaya basladi. NSAII lerin popiiler olmasinda opioidlere gére ¢ok az bagimlilik
potansiyeli tasimasi ve sedasyon veya solunum depresyonu yapmamasi biiyiikk rol
oynadi. Buna ragmen NSAII lerin de kendine &zel problemleri vardi. Ibuprofen ve
aspirinin de dahil oldugu bazi NSAliler, gorece giivenli olarak degerlendirildi ve tiim

diinyada recetesiz olarak satilmaya baslandi.

Etki mekanizmalar1 : Cogu NSAIl’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 aragidonik asitten
tromboksan ve prostaglandin yapiminda katalizor gorevi goriir. Prostaglandinler

inflamasyon olusum stirecinde diger gorevli maddelerle birlikte iletim molekiilii olarak



rol oynar. Bu etki mekanizmasi John Vane tarafindan ortaya ¢ikarildi ve bilim adami bu

sekilde Nobel 6diilii sahibi oldu.

Ornekler : NSAfiler kimyasal yapilarina gore genis bir sekilde simiflandirilirlar. Ayni
grup icindeki NSAIliler benzer o6zellik ve tolerabilite gosterirler. Aym dozda
kullanildiklarinda NSAfilerin klinik verimlilikleri arasinda ¢ok ufak farklar vardir. Bazi
cok bilinen ornekler asagida verilmistir. Parasetamol (asetaminofen), siklooksijenaz'i
inhibe etme etkisine bagli olarak bazen NSAAIler ile birlikte ayn1 grupta gosterilebilir.
Ancak Parasetamol, gercekten Onemli bir antiinflamatuar etki gostermedigi igin

gercekten bir NSAII degildir.

Salisilatlar : Aspirin, Amoksiprin, Benorilat, Kolin, magnezyum salisilat, Diflunisal,
Faislamin, Metil salisilat, Magnezyum Salisilat, Salisil salisilat (salsalat).

Arilalkanoik asitler : Diklofenak, Aseklofenak, Asemetazin, Bromfenak, Etodolak,
Indometazin, Ketorolak, Nabumeton, Sulindak, Tolmetin.

2-Arilpropiyonik asitler (profenler): ibuprofen, Karprofen, Fenbufen, Fenoprofen,
Flurbiprofen, Ketoprofen, Loksoprofen, Naproksen, Tiyaprofenik asit, Suprofen
N-Arilantranilik asitler (fenamik asitler): Mefenamik asit, Meklofenamik asit,
Pirazolidin tiirevleri : enibiitazon, azapropazon, metamizol, oksifenbiitazon
Oksikamlar : Piroksikam, lornoksikam, meloksikam, tenoksikam

COX-2 Inhibitérleri : Selekoksib (FDA uyaris1 3/2005), etorikoksib, lumirakoksib
parekoksib, rofekoksib (geri gekme 2004), valdekoksib (geri gekme 2005)
Siilfonanilidler : Nimesulid

Digerleri : Likofelon ve Omega-3 Yag asitleri

Kullanim alanlar1 : NSAliler genellikler agr1 ve inflamasyonun oldugu yerdeki akut
ve kronik durumun tedavisinde endikedir. Kolorektal kanserin dnlenmesi ve kanser ile
kardiyovaskiiler hastalik gibi diger durumlarin tedavisindeki 6nleme potansiyelleri ile
ilgili calismalar ise siirmektedir. NSAliler genellikle su durumlarda semptomatik
rahatlama icin endikedirler: (Rossi, 2006), Romatoid artrit, Osteoartrit, inflamatuar,
artropatiler (O6rnegin: spondilit, psoriyatik artrit, Reiter's sendromu), Akut gut

Dismenore, Metaztatik kemik agrisi, Basagris1 ve migren, Ameliyat sonrasi agri



[Itihaplanma ve doku zedelenmesi yiiziinden olusan hafiften orta dereceye kadar agrilar
Ates, Bobrek sancisi.

Aspirin, COX-1 i geri doniisiimsiiz olarak inhibe edebilen tek NSAII olarak aymi
zamanda platelet agregasyonu inhibisyonu i¢inde endikedir. Bu endikasyon arteriyel
trombozun kontrol edilmesi ve ters kardiyovaskiiler etkilerin olusumunun engellenmesi

icin gerekli bir etkidir.

2001 yilinda, NSAil'ler Birlesik Devletlerde yillik satistyla 70,000,000 regete ve 30
milyar raf arkasi satis dozuna ulasmustir. (Green, 2001). NSAfi'lerin yeni yeni ortaya
cikan endikasyonlar1 ve bu yondeki ¢aligmalar sonucu da bu rakamlarin gelecekte daha

da artacagi tahmin edilmektedir.

1.2 ANTIPIRETIKLER ILACLAR

Antipiretikler (ates diisiiriiciiler), atesli durumlarda viicut sicakligini diisiiren ilaglardir.
Ancak, atesi olmayan bir kimse tarafindan alindiklar1 takdirde viicut sicakligina
herhangi bir etkide bulunmazlar. Antipiretiklerin ¢ogu farkli amaglar icin de
kullamilabilir. Ornegin, en yaygin kullanilan antipiretiklerden biri olan Aspirin, agr
giderici olarak da kullanilir. Antipiretik ilaglar viicuttaki 1s1 kaybimi artirarak viicut

1s1s1n1 distirtir.

Viicut 1si1s1 orta beynin 6n kisminda bulunan termoregulator merkez tarafindan
diizenlenir. Bu merkez bir termostat gorevi yaparak viicuttaki 1s1 iiretimi ile 1s1 kaybi
arasinda denge saglar. Antipiretikler hipotalamusun, interlokinin yol actigi 1sidaki
yiikselise duyarsiz kalmasini saglar; boylece viicut 1s1y1 diisiirmek icin ¢alismaya baslar
ve sonugta kisinin atesi diiser. Bazi antipiretikler ise atesi ylikselten nedeni de etkiler.
Ates aslinda bagisiklik sisteminin enfeksiyona karsi verdigi bir yanit oldugu ig¢in

antipiretiklerin kullanimu {izerine tartismalar mevcuttur.

Anilin tiirevleri (Fenasetin): Anilin antipiretik tesir goOstermekle beraber siddetli

toksiktir. Organizmada hemoglobini doniigiimsiiz olarak okside ederek zehirlenmeye



sebep olur. Anilinin antipiretik tesirlerinden faydalanmak i¢in toksik tesirleri daha az

olan tiirevleri yapilmistir. Pirazol tiirevleri (Antipirin)

1.3 ANALJEZIK iLACLAR

Analjezik veya daha basit bir ifadeyle agr kesici, agr1 dindirmek ve analjeziye (aci
yitimine) yol agmak i¢in kullanilan her tiirlii ilaca verilen isim. Yunanca an- (olmadan)
ve -algia (agr1) kelimelerinden tiiremistir. Analjezik ilaglar periferik ve merkezi sinir
sistemine etki eder. Tarihin en eski ve lizerinde en fazla ¢alisilmis problemlerinden biri
ilag kullanarak agridan kurtulmaktir. Merkezi sinir sistemine etki eden ve agriyi
dindirmekte kullanilan ilaclar genel olarak analjezikler diye isimlendirilir. Insanlar en
eski medeniyet caglarindan beri agriyr dindirmek ig¢in bitkilerden elde ettikleri
maddeleri kullaniyorlardi. En ¢ok kullanilan dogal agri dindirici maddeler arasinda
afyon da yer alir. Afyon, hashasin (papaver somniferum) heniiz olgunlagsmamis
meyvelerinin bigakla ¢izilmesiyle sizan ve giinesin tesiriyle kapsiil lizerinde kuruyup
sertlesen bir O0zsuyudur. Ham afyonda yaklasik 23 c¢esit alkaloid bulunmaktadir.
Alkaloidler genel olarak heterosiklik bir yapiya sahiptir ve fizyolojik tesir gosterir.
Afyonun uyusturucu tesiri de i¢indeki alkaloidlerden ileri gelmektedir. Bunlara genel
olarak afyon alkaloidleri denir. Alkaloidler ya elde edildigi bitkiye gore (afyon
alkaloidleri, kina kina alkaloidleri, vb...) ya da kimyasal yapilarina gore (fenantren sinifi
alkaloidler, vb...) adlandirilir. Afyon alkaloidleri kimyasal yapilarina gore ikiye
ayrilir:1-Fenantren smnifi: Morfin, Kodein, Tebain 2-izokinolin smifi: Papaverin,

Narsein, Narkotin, Kotarnin

Analjeziklerin parasetamol, uyusturucu ilaglar (morfin gibi), uyusturucu etkisi olan
sentetik ilaclar (tramadol gibi), NSAID'ler (non-steroidal anti-enflamatuvar) gibi bir¢cok
farkli c¢esidi vardir. Noropatik agri sendromlarinin tedavisinde kullanilan bazi ilag
gruplar1 analjeziklere dahil degildir. Antikonviilzanlar ve trisiklik antidepresanlar bu tip
ilaclara Ornek olarak verilebilir. Sentetik analjezikler: Petidin, Methadon Zayif

analjezikler: Narkotik olmayan analjezikler (Antipiretik analjezikler)



1.4 ETODOLAK
1.4.1 ETODOLAK’IN KIMYASAL YAPISI

Etodolak indol tiirevi bir non-steroid antiinflamatuar ilagtir. Etodolak antienflamatuvar,

analjezik ve antipiretik 6zellikler gosterir.

o O
N
H OH
Sekil 1.1. ETODOLAK Yapis1

Etodolak’in TUPAC isimlendirmesi 1,8-dietil-1,3,4,9-tetrahidropirano-[3,4-b]indol-1-
asetik asit dir. Kimyasal formiilii C,;H,;NO; dir. Molekiiler agirligi 287.354 g/mol diir.
Erime noktas1 145-148°C (-89 °F) dir. Sudaki ¢oziiniirliigii 3.92x10* mg/mL dir. Etodolak
suda ¢oziilmez. Alkoller, kloroform, dimetilsiilfoksit ve polietilen glikol etodolaki ¢ozer.
Etodolak tek bir iyonize olabilen grup igerip, pKa’st 4,65 dir. Diisiikk pH larda etodolak

¢oziilmez. Etodolak bir kiral merkeze sahip olup, iki enantiyomeri vardir.

1. p-TBA
N OH 4 CiHy—C—CHCO00CH; ————»
H 2. KOH
CaHg
Tryptophol
| o
H
CaHe CyHy CHaCOOH
Etodolat

Sekil 1.2. Etodolak sentez reaksiyonu

Etodolak’ in Avrupa farmakopesinde belirtilen safsizliklar1 Cizelge 1 de verilmistir.



Cizelge 1.1. Etodolak ilgili safsizliklar

Safsizliklar

Molekiil Agirhg:
(mol/gr)

Kimyasal Yap1

A R1=H, R2=CH2-CH3 : 2-[(IRS)-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-bJindol-1-yl]acetic
acid (8-methyl etodolac),

273,17

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

301,2156

R1

ZT

R2

CO,H

H. 2-(7-ethylindol-3-yl)ethanol

189,1154

H3C

I. (3RS)-3-[7-ethyl-3-(2-
hydroxyethyl)indol-2-y1]-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-bJindole
(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

HiC

ZT

CH3

COzH

OH




1.4.2. FARMAKOKINETIK OZELLIiKLERI

Cogu NSAliler zayif asidiktirler ve pKa'lar1 3-5 araligidadir. Mide ve bagirsak
mukozasindan iyi emilirler. Plazma proteinlerine ¢ok yiiksek oranda baglanirlar (tipik
olarak >95%). Genellikle albiimine baglanarak tasinirlar boylece dagilim hacimleri
yaklasik olarak plazma hacmine ¢ok yakin degerdedir. Cogu NSAliler karacigerde
oksidasyon ve konjugasyon ile inaktif metabolitlerine metabolize olurlar ve tipik olarak
idrarla atilirlar. Hastalik durumlarinda metabolizma anormallesebilir ve normal dozda
dahi viicutta birikim olusabilir. ibuprofen ve diklofenak kisa yar1 émre sahiptir (2-3
saat). Bazi NSAII’ler (tipik olarak oksikamlar) cok uzun yar1 dmre sahiptirler (Srenegin

20-60 saat).

Etodolak oral yoldan alindiginda iyi absorbe olur ve yaklasik 1 saatte plazma pik
konsantrasyonuna ulasir. Plazma pik konsantrasyonu 18 pg/ml'dir. lac yiiksek oranda
proteinlere baglanir, serbest fraksiyon ise % 1.2 - % 4.7 arasinda degisir. Biyoyararligi
68 pg/ml/saat, ortalama yar1 émrii 7 saat, dagilim hacmi 0.4 1t/kg, plazma klerensi 41

ml/saat/kg'dir. Etodolak’in biyoyararlig1 gida ve antiasitlerle degismez.

Endikasyonlar1 :Osteoartrit, romatoid artrit ve ankilozan spondilitin belirti ve

bulgularinin tedavisinde, agr1 tedavisinde, endikedir.

Kontrendikasyonlar1: Etodolaka duyarl kisilerde, peptik iilser hikayesi olan veya aktif
peptik iilserli hastalarda kullanilmamalidir. Olas1 bir kros-reaksiyondan dolay1 aspirin
veya diger non-steroidal antiinflamatuar ilaglarla tedavi sirasinda astim, rinit veya

tirtiker gelisen hastalarda da kullanilmamalidir.

Yetiskin 2-3 x 200-400mg.Giinlik max doz 1000mg. Gebelik kategorisi C (yeterli
calisma yok). Anne siitine geger. Kontr; etodolak veya diger nonsteroid
antienflamatuarlara allerji.Koroner cerrahi agrilarinda kullanilmamali.Fetusta duktus
arteriosus'un erken kapanmasma yol acabileceginden gebeligin son déneminde

kullanilmamali.



Etkilesim; ACE inhibitorleri, aspirin, furosemid, thiazidler, lityum, methotreksat,
nonsteroid antienflamatuarlar, oral antikoagulanlar, beta bloker, gliburid, fenilbutazon,
fenitoin.

Yan etkiler; bulanti, kusma, dispepsi, karin agrisi, diare, konstipasyon, somnolans,
insomni, bag donmesi, bas agrisi, sersemlik, kulak ¢inlamasi, allerjik reaksiyonlar
(turtiker-anaflaksi), peptik {lser, gastrointestinal kanama, hepatik kolestaz,
trombositopeni, hemolitik anemi, agraniilositozis, proteiniiri, intertisyel nefrit, 6dem,

kalp yetmezligi, hipertansiyon, aritmi, trombo emboli riskinde artis.

1.5. CALISMANIN AMACI

Bu caligmada, stabilite gostergeli kromatografik teknikle etodolak tayini igin basit, hizli,
duyarli ve dogru bir yontem gelistirilmesi ve bu yoOntemlerin farmasotik dozaj
formlarindan etken maddenin analizine uygulanmasi amaglanmistir. Yiiksek
performansli sivi kromatografisi (HPLC) ve kromatografik sistemde kullanilan
Ultraviyole/Goriiniir Bolge (UV/GB) dedektorii ile uygun bir ayirimin saglanabilmesi
icin kromatografik kosullarin optimizasyonu ve meydana getirilen bu sartlarda

etodolak’in miktar tayini uygulanmasi amaglanmaistir.

Bu nedenle etodolak’in farmasotik dozaj sekilleri igerisinde tayini igin gelistirilecek
yontemin gecerliliginin kanitlanmas1 amaciyla yontem validasyonu uygulanacak,
yapilan analizlerin sonuclarn istatistiksel olarak degerlendirilecektir. Gelistirilen
yontemin duyarhilik, dogruluk, kesinlik, aralik ve dogrusallik, cihaz tekrarlanabilirligi,
tekrarlanabilirlik, saglamlik, 6zgiinliik, tutarlilik, mutlak ve bagil geri kazanim, gercek
numunelerin analizine uygulanabilirlik gibi parametreleri degerlendirilecek, sistem
uygunlugu testleri gergeklestirilecektir. Bu calismalardan sonra yontemin stabilite
gostergeli oldugunu kanitlayabilmek amaciyla stress testleri uygulanip muhtemel
safsizlik maddelerinin kromatografik sartlarda miktar tayini yonteminde girisim yapip
yapmadigr ve mimkiinse bu safsizlik maddelerinin tanimlanip, miktarlandiriimasi
LC/MS kombine sistemi ile saglanacaktir. HPLC sonuglar ile LC/MS sonuglari
karsilastirp, safsizlik sonuclar1 degerlendirilecek ve yontemlerin birbirlerine tistiinliigii

kanitlandirilacaktir.



1.6. ETODOLAK’IN LITERATURDE YER ALAN TAYIN YONTEMLERI
1.6.1 SPEKTROFOTOMETRIK YONTEMLER

Sawsan ve ark.(2005) Etodolak’in miktar tayini i¢cin UV-GB spektrofotometrik bir
yontem bulmuslardir. Yontem etodolak’in Bakir 2 asetat ve demir 3 kloridle reaksiyonu
sonucu olusan komplekslerin diklorometan ile ekstrekte edilip 684 ve 385 nm’de Cu™
ve Fe olarak absorbanslarinin él¢iimiine dayanmaktadir. Reaksiyonun kimyasina pH,
konsantrasyon ve zaman etki etmektedir. Reaksiyona girme oranlari Cu' igin 1:2 ve
Fe' icin 1:3 olarak bulunmustur. Beer Yasasina uyan analiz i¢in ¢aligma araliklarini 2-9
mg/ml ve 0,5-2 mg/ml olarak bulmuslardir. Yontemi valide etmisler ve diger

spektrometrik yontemlerden farkli olmadigi sonucuna ulasmislardir.

Gouda ve ark. (2008) Etodolak’in saf hali ve farmasotik formlarindan analizi i¢in
yiikseltgenme-indirgenme reaksiyonlari ile spektrofotometrik, duyarli ve tekrarlanabilir
yontemler gelistirmiglerdir. Yontem A ve B etodolak’in o-fenanthroline veya bipiridil
varliginda Fe™ ile oksidasyonuna dayanmaktadir. Fe™le olusturulan diglii kompleks
yap1 ( Fe™ -o- fen vaya Fe™-o-bprdl) asetat tamponu ortaminda optimum pH da 510
ve 520 nm’de absorbansi o-fenanthroline veya bipiridile kars1 6l¢giilmiistiir. Yontem C
ise asidik ortamda etodolak’mn Fe® ile oksidasyonuyla olusan kompleksin 726 nm’de
absorbans vermesine, ve Fe™ nin ferriksiyanitle prusya mavisi olusturmasma dayanr.
A-B-C yontemlerinin ¢alisma araliklar1 sirasiyla 0.5-8, 1-10, 2-18 pg/ml olarak
bulunmustur. Daha kesin analizler i¢in Ringbom optimum konsantrasyon araligi
hesaplanmistir. Molar absorptivite , Sandell duyarliligi, tanima limiti ve miktarlandirma
limiti ayrica hesaplanmistir. Bulunan yontem etodolak’in farmasotik formlarina ve
karisimlarina herhangi bir yardimc1 madde girisimi olmaksizin uygulanabilmistir.

Ortalama bagil sapma> %0.76 ve geri kazanim %99.87-100.21 araliginda bulunmustur.

Durmus ve ark.(2006) Naproksen ve etodolak gibi elektron verici agr1 kesicilerin
tetrasiyanoetilen (TCNE) 2,3 dikloro5,6-disiyano p benzokinon (DDQ), p-kloranil gibi
n alicilartyla olusturduklar: yiik transfer komplekslerini 21 °C de kloroform igerisinde

spektrofotometrik olarak incelemiglerdir. Renkli {iriinler spektrofotometrik olarak
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elektron alma ve verme islemindeki elektronik gecise gore degisik dalga boylarinda
Olclilmiistiir. Beer yasasina uyum saglanmis ve susuz ortamda renk olusumu
gbézlemlenmistir. Tiim kompleksler 2 saatten fazla kararli olarak bozunmadan
durmaktadir. Etodolak’in DDQ ile kompleksi 5 dak. kararlidir. Yiik transferinin denge
sabiti Benesi-Hildebrand esitligi ile hesaplanmistir. Termodinamik sabitler AH?, AS’,
AG® Van’t Hoff formiilii ile hesaplanmistir. Olusan komplekslerin stokiyometrik
oranlar1 Job’s yontemi ile belirlenmis olup, her bir kompleksin orami 1:1 olarak

bulunmustur.

El Kousy (1999) spektrofotometrik ve spektroflorimetrik yontemlerle etodolak ve
aseklofenak igin basit, duyarli, ve tekrarlanabilir bir analiz yontemi gelistirmistir. 11k
yontem p-dimetilaminobenzaldehidle etkin maddenin siilfiirik asit ve Ferrikklorit
bulunan ortamda renkli bir kompleks olusturulmasina dayanmaktadir. Etodolak ve
aseklofenakin absorbans Olgiimleri sirasiyla 591.5 ve 545.5 nm’de yapilmistir.
Regresyon analizleri sonucunda Beer yasasina gore bir lineerlik 10-80 ve 8-55 pg/ml
konsantrasyon araliginda saglanmstir. Ikinci yéntem olan spektroflorimetrik yontemde
etanolde c¢oziillen etodolakin 235 nm’de uyarilma, 345nm’de floresans gosterdigi
saptanmistir. Aseklofenak icinse pH:8 fosfat tamponunda 250 nm’de uyarilma ve 350
nm’de floresans spektrumu elde edilmistir. Lineerlik araligi1 etodolak i¢in 96-640 ng/ml,
aseklofenak i¢in 2-8 pg/ml bulunmustur. Bulunan metotlarla yapilan iki farkli bulk ilag
analizi sonunda ortalama dogruluk sonuglar1 spektrofotometrik yontemle etodolak i¢in
%100.48+0.85 , aseklofenak icin %100.03+0,38 ve spektroflorimetrik yoOntemle
etodolak icin %100.61£0.79 ve aseklofenak icin %99.88+0.45 bulunmustur. Onerilen
metotlarin uygulanabilirligi iki ila¢ molekiilii i¢in dozaj formlarindan yapilan analizle
test edilmistir. Geri kazanim sonuglart %98.77-101.46 ve %98.65-102.1 ve bagil
standart hata % 0.6-0.7 ve %0.35-1.06 olarak bulunmustur.

Ye ve ark. ( 2009 ) Etodolak icin oldukca duyarli ve tekrarlanabilir spektrofotometrik
bir miktar tayini yOntemi gelistirmislerdir. Bu yontem o-fenanthroline ortaminda
etodolak 1n Fe™le oksidasyonuna dayalidir. Fe™le olusturulan iiclii kompleks yapi
asetat tamponu ortaminda optimum pH da 510 nm’de absorbansi o-fenanthroline karsi

Ol¢iilmiistiir. Calismanin konsantrasyon araligi 0.5-20 pg/ml olarak saptamislardir. Daha



11

kesin analizler i¢cin Ringbom optimum konsantrasyon araligi hesaplanmistir. Molar
absorptivite , Sandell duyarlilifi, tanima limiti ve miktarlandirma limiti ayrica
hesaplanmistir. Bulunan yontem etodolak’in farmasotik formlarina ve karigimlarina
herhangibir yardimci madde girisimi olmaksizin uygulanabilmistir. Ortalama bagil

sapma %0.76 dan kiigiik ve geri kazanim %99-101 araliginda bulunmustur.

Amer ve ark. (2005) etodolak analizleri i¢in, hizli, basit ve segici bir spektroskopik
metot gelistirmiglerdir. Yontem etodolak’in Bakir(I) asetat ve demir(IIl) klorit le
kompleks olusturmasi ve diklorometan ile ekstrakte edilmesi sonucunda elde edilen
kompleksin 684 ve 385 nm de Cu(Il) ve Fe(Ill) e kars1 absorbanslarin 6l¢iilmesine
dayanmaktadir. Reaksiyona etki eden pH, reaksiyona girenlerin konsantrasyonlari,
zaman, gibi faktorlerin etkisi ¢aligilmistir. Devamli varyasyonlu Job ydntemi ile
reaksiyonun stokiyometrik katsayilar1 Cu(Il) i¢in 1:2 ve Fe (III) i¢inl:3 bulunmustur.
Metot Beer kanununa Cu(Il) i¢cin 2-9 ve Fe (Ill)icin 0.5-2 mg /ml konsantrasyon
araliklarinda uymaktadir. Yontemde olusan matrikslerin stabilitesi de calisilmistir ve
reaksiyon sonucu olusan bilesikler sonraki arastirmalar i¢in saf olarak elde edilmistir.
Komplekslerin molar absorbtivitesi Cu(Il) 32.14+0.97 ve Fe (Ill)i¢in168.32+1.12
bulunmustur. Olusturulan yontem saf etodolak ve farmasotik formiilasyonlarinda
uygulanmistir. Yontemin validasyonu standart eklenmesi yontemi ile test edilmis ve
sonuclar diger spektrometrik yontemlerle karsilastirilmistir. Kesinlik ve dogruluk

yoniinden fark gézlemlenmemistir.

1.6.2 HPLC YONTEMLERI

Dongre ve ark.(2009 ) spesifik, kesin, ve dogru ters faz HPLC yontemiyle tablet
formundaki etodolak ve asetaminofen’ in miktar tayinini yapmislardir. BDS Hypersil C-
18, 100 mmx4.6 mm, 5 pum kolon, 274 nm ve izokratik hareketli faz olarak %0.05 lik
fosforik asit ve asetonitril karigimi kullanmiglardir. Akis hizi 1ml/dk’dir. Etodolak ve
asetaminofen in tutulma zamanlari 1.32 ve 4.24 dk olarak bulunmustur. Bulunan
yontem spesifiklik, dogrusallik, dogruluk, kesinlik ve giivenilirlik parametreleri ile
valide edilmistir. Girisim yapan herhangi bir pik, safsizlik veya bozunan madde

bulunmadigr i¢in bulunan yOntem spesifik ve stabilite gostergeli olarak
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degerlendirilmistir. Dogrusallik egim grafiginin r* degerleri 0.9996 ve 0.998, geri
kazanim degerleri %101.32 ve %100.94 bulunmustur. Giin i¢i ve giinler aras1 ortalama
bagil standart sapma %?2 den kiiclik bulunmustur. Bulunan bu ydntem bu iki etken
maddenin ayr1 kombinasyonlarinda veya birlikte olan kombinasyonlarinda basarili bir

sekilde uygulanabilir.

Etman ve ark. (2001) etodolakin kandaki tayini icin basit, hizli spesifik ve hassas ters
faz HPLC yontemi gelistirmislerdir. Analiz stiresi 4.5 dakika olan yontemin teshis limiti
0.5 pg/ml bulunmustur. Gelistirilen yontem etodolak’in  biyoyararlanim ve
farmakokinetik parametrelerinin analizlerinde kullanilmistir. Elde edilen farmakokinetik
parametreler, grafik altinda kalan alan, maksimum kan konsantrasyonu, kandaki
maksimum konsantrasyon zamani, yarilanma zamanidir. Kandaki maksimum
konsantrasyon rektal yoldan 6.2 pg/ml ve oral yoldan 20.6 pg/ml bulunmustur.
Gelistirilen yontem yeterli duyarlikta olup kandaki etodolak analizleri igin
kullanilabilmektedir. Bu yontem ayrica diklofenak, sulindak, piroksikam, indometasin

gibi baska etken maddeler i¢in de kullanilmistir.

Becker Scharfenkamp ve ark. (1993) etodolakin sterik sec¢ici metabolizmasini yiiksek
performans sivi kromatografisi yontemi ile degerlendirmislerdir. Enantiyometrik
rasemik karisim olan etodolak optik olarak aktif olan 1-feniletilaminle kismi kristalize
edilip ayrilmistir. Geleneksel ters faz kolon kullanilarak rasemik etodolak ve 6nemli
metabolitleri iire 6rneklerinde ¢alisilmistir. Etodolak ve iki 6nemli metabolit olan 7-
hidroksi etodolak ve 8-(lhidroksietil)etodolakin enantiyometirk orani farkli protein
bagli kiral durgun faz  kullanilarak bulunmustur. Bes goniilliiden alinan {ire

numunesinde elde edilen sonuglar steriyo seg¢ici metabolizmay1 agiklamaktadir.

Pirkle ve ark. (1990) kiral sabit faz kullanarak anilid tiirevlendirmesi yardimiyla
enantiyometrik agr1 kesicilerin ayirimin1 saglayan bir yontem gelistirmislerdir.
Biyolojik olarak aktif olan steriyoizomerik bilesiklerin enantiyometrik safsizligi ve
kesin oraninin bilinmesi talebiyle yeni yontemlerin gelistirilmesine ihtiya¢ duyulmustur.
Gelistirilen bu yontemle anilid tiirevlendirmesi yapilarak kiral sabit faz kullanip HPLC

yontemi ile enantiyomerlerin ayrimi saglanmistir. Kromatografik sartlar, kiral sabit faz ,
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tiirevlendirmede kullanilacak amin sec¢imi gibi faktorler ila¢ etken maddesine gore

secilerek analiz gergeklestirilmistir.

Lapicque ve ark. (1989) etodolak’in da i¢inde oldugu bazi agr1 kesicilerin tanimlanmasi
ve miktar tayini analizi i¢in yliksek performans sivi kromatografisi yontemiyle bir
yontem gelistirmislerdir. Izokratik HPLC yéntemi ile kan &rneklerinde 16 farkl ilag
etken maddesi analiz gergeklestirilebilmektedir. Deteksiyon iki dalga boyunda 254 ve
370 nm de yapilmis olup, elde edilen piklerin safsizlig1 iki absorbans degerinin
oranindan ve tanima da baska girisim yapan bilesik olmadan gergeklestirilmistir. Ilag
etken maddeleri kandan asidik c¢ozeltileri yapilip dietilether kullanilarak ekstrakte
edilerek saglanmis ve oktadesil ters faz kolon kullanilarak ayirim saglanmistir.
Hareketli faz olarak asetonitril-%0,3 asetik asit, tetrahidrofuran (36:63,1:0,9, h/h)
karigtmi  kullanilmistir.  Gelistirilen yontem yeterli geri kazanim, kesinlik  ve

tekrarlanabilirlik gostermistir.

Cosyns ve ark. (1983) etodolak’in serumda analizi icin yiiksek performans sivi
kromatografisi yoOntemini gelistirmislerdir. Yontemin teshis limiti 0.2 pg/ml
bulunmustur. Yontemin secicilik parametresi ¢esitli serum Ornekleri, etodolak eklenmis
serum Ornekleri ve diger ilaglarin uygulandig: farelerden elde edilen serum 6rnekleri ile

test edilmis ve girisim olmadig1 gdzlemlenmistir.

1.6.3 LC/MS KOMBINE SISTEMI YONTEMLERI (LC/MS)

Dung ve ark.(2008) Etodolak’in enantiyomer safsizliklarinin kapiler elektroforez
yontemi ile analiz yontemi gelistirmislerdir. 2-hidroksipropil beta siklodekstrin kiral
se¢ici olarak, ketoprofen i¢ standart olarak pik alami kesinligini arttirmak igin
kullanilmistir. Enantiyomerleri ayirmak igin kullamlan yontem 35 dk ve 15 °C de
gerceklestirilmistir. En fazla ayiricilign R=4, fosfat tamponu (0,1 M pH 6), 15 mM HP-
B-CD ve UV detektor de 225 nm de 360 nm’yi referans olarak kullanarak elde
etmislerdir. Bu yontem % 0.2 R-(-)etodolaki (S)-(+)etodolak da ayirabilmekte ve

gerekli aralikta dogrusal bir iligki gdstermektedir.
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Lee ve ark.(2008) HPLC ve tandem kiitle spektroskopisi kombine sistemi ile etodolak 1n
kanda analizini saglayan bir yontem gelistirmislerdir. Basit ve seg¢ici olan yOntem
baslangicta biitil asetatla sivi-sivi ekstraksiyonu yapilarak elde edilen ¢ozeltinin, HPLC
ile bilesenlerine ayrilmast ve bu ayrimi yapilan maddelerin kiitle spektroskopisine
baglanarak pozitif modda elektrospray iyonizasyon yontemi ile indometasin’in i¢
standart olarak kullanilmasina dayanmaktadir. Kromatografik ayirim Capcellpak
MGIIC-18 kolon ve 10 mM amonyum format, %65 asetonitril % 35 su karisiminin
pH:3’e formik asitle ayarli hareketli faz1 kullanilarak saglanmistir. Coklu reaksiyon
modu (MRM) kullanilmis olup su donilisiimler incelenmistir: etodolak igin
287.99>172.23 , i¢ standart i¢in 357.92>139.01. Yontemin segicilik, lineerlik, kesinlik,
dogruluk, geri kazanim ve dayaniklilik parametreleri valide edilmistir. Miktarlandirma
limiti % 15°lik bagil sapma ile 0.1 pg/ml olarak bulunmustur. Bu metot kandaki

etodolak tayini i¢in kesin ve duyarli analiz yapmaya uygundur.

Koupai ve ark.(1999) at iiresi ve serumunda etodolak analizleri icin UV detektor
kullanarak yiiksek performans sivi kromatografisi ve dogrulama ve metabolit
tanimlamasi1 iginse atmosferik basing iyonizasyonu kiitle spektroskopisi tekniklerini
kullanarak bir yontem gelistirmiglerdir. Yontem bir basamak sivi-sivi ekstraksiyon
isleminden sonra ters faz kolonda yapilan ayirim ve ultraviyole detektor kullanilmasina
dayanmaktadir. Ek dogrulama yontemi i¢in HPLC ile atmosferik basing iyonizasyon
kiitle spektroskopisi kombine sistemi kullanilmistir. Numunelerde serbest olarak
etodolak ve ilgili bilesikleri bulunmaktadir. Ultradol isimli ilac1 oral yoldan alan dort
kisraktan serum ve iire 6rnekleri alinmistir. Maksimum etodolak konsantrasyonu 712,
716, 568 ve 767 pg/ml tirede ve 4.1,3.6,3.1 ve 2.2 pg/ml serum Orneklerinde
bulunmustur. Urede 2-10 saat ve serumda 40 d —6 saat icinde maksimum
konsantrasyona ulasilmistir. Maksimum deteksiyon zamani ise iirede 79 saat ve
serumda 48 saat olarak gdzlemlenmistir. ila¢ eliminasyon profili iire ve serum igin
sunulmus ve tartismaya acilmistir. Yontem giivenilirligi ve kesinlik ve stabilite
calismalar1 da yapilmistir. HPLC-APCI-MS sistemi ile iire i¢inde li¢ 6nemli metabolit

bulunmus ve monohidroksillenmis etodolak olarak karakterize edilmistir.
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Berendes ve ark. ( 1996) iirede etodolakin faz-2 metabolitelerinin analizi i¢in bir
yontem gelistirmislerdir. Etodolak viicutta hidroksilasyon ve asil glukurnidasyona
ugrayarak 1-o-glukurnid olusturur. Etodolakin asilglukornidleri ve hidroksillenmis
metabolitleri RP-18 kolon kullanilarak analiz edilmistir. Bu metabolitlerin lipofilligini
artirmak i¢in hidroksi gruplar asetillenmis ve karboksilik bolgeleri metillendirilmistir.
Bes goniilliiden alinan atik Orneklerinde asilglukornid — bulunmustur. S-etodolak
glukornid 400 mg etodolak alinmasindan 6 saat sonra viicuttan atilmis olup, r-glukornid
daha fazla zamanda viicutta kalmistir. Bilinmeyen metabolitler kimyasal ve enzimatik

hidrolizlerle kiitle spektroskopisi ve NMR kullanilarak tanimlanmaistir.

1.6.4 KAPiLER ELEKTROFOREZ YONTEMLERI

Rodriguez ve ark.(2005) etodolak’in farkli biyolojik aktivite ve farmakokinetik aktivite
gosteren enantiyomerlerini kiral segici (2-hidroksipropil beta siklodekstrin) ve kapiler
elektroforez kullanarak ayirmiglardir. Farkli ndétral ve aniyonik kaynaklardan
tirevlendirilip elde edilen siklodektrin (CD) kaynaklarinin denenmesiyle secilmistir.
Tampon konsantrasyonuyla farkli enantiyometrik ayirimlar, yer degistirme dereceleri,
CD konsantrasyonu ve cihaz parametreleri ¢calisilmistir. En yiliksek ayirim 2.5 olarak
100 mM fosfat tamponu, 20 mM CD ve 225 nm (10) UV deteksiyonunda 360 nm (50)
ye karsi elde edilmistir. Validasyonun segicilik, dogrusallik, kesinlik (cihazsal,
yontemsel ve giin i¢i glinler arasi kesinlik), teshis limiti ve miktarlandirma limit

parametreleri farkli etodolak rasemik karisimi igeren farmasotik formlarda ¢alisilmastir.

Dogrukol ve ark. (2001) etodolak’in farmasotik formlarinin analizi igin kapiler
elektroforez yontemini gelistirmiglerdir. Bu yontemde Diflunisal i¢ standart , 10 Mm
pH:9.3 borat elektrolit olarak ve silika kapiler kullanilmistir. Ayirim 25 kV
uygulanarak, 226 nm de deteksiyon saglanmistir. Ortalama migrasyon zamani etodolak
icin 7.1 ve i¢ standardinki ise 8.3 dak. bulunmustur. Tekrarlanabilir pik normalizasyon
orani elde edilmistir. Lineerlik araligi 1x10” ve 2x10™* M bulunmustur. Giin ici ve
gilinler aras1 kalibrasyon g¢alismalar1 yapilmis ve giivenilir sonuglar elde edilmistir.
Teshis limit 3.2x10° ve miktarlandirma limiti 9.7x10° M bulunmustur. Gelistirilen bu

metotla kolaylikla etodolak’in tablet formlarinin analizleri gerceklestirilebilmektedir.
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Bu metot oldukca basit, tekrarlanabilir,kesin, ve 10 dakikadan az bir analiz siiresi

gerektirdigi icin hizlidir.

Strickmann ve ark (2000) kapiler elektrokromatografi yontemi ile elektrospray
iyonizasyon kiitle spektroskopisi kombinasyonunu birlestirerek etodolakin kalitatif
biyotransformasyonunu inceleyen bir c¢alisma yapmislardir. Bu  yoOntemle
elektrokromatografik ayirim saglanmis ve kiitle spektroskopisi ile iirede bulunun

etodolak metobolitlerinin varlig1 ispatlanmistir.

Strickmann ve ark (2000) etodolak ve faz 1 {ire metabolitleri i¢in kapiler
elektrokromatografi ve elektrospray iyonizasyon kiitle spektroskopisi kombine sistemi
ile bir yontem gelistirmislerdir. Kapiler yiiksek performans sivi kromatografisi, basing
yardimli kapiler elektrokromatografi, ve kapiler elektrokromatografi ayni kapiler Sp
oktadesilsilika C-18 sabit faz kullanilarak ¢alisilmistir. Bu ii¢ farkli ayirim modu pik
etkinligi ve ayrim seciciliginin pratik biyomedikal problemleri ¢éziimlemesi acisindan
kapiler elekrokromatografi ve kapiler HPLC igin karsilastirilmistir. Etodolak ve faz-1
metabolitleri 6-hidroksi etodolak, 7-hidroksi etodolak, 8(1-hidroksietil) etodolak &rnek
olarak secilmistir. Bu birbirinden farkli molekiillerin farklt modlarda ve kosullarda
zemin ayirimi saglanmistir.  Elektroforetik ayrim etkileri ve mekanizmalarinin
ayrimdaki segicilige etkisi kapiler elektrokromatografide gosterilmistir. Yiksek
elektroosmotik akis C-18 dolgulu kapiler sabit fazda pH:2.5 da baska tamponlarda bile
gozlemlenmistir. Buna ek olarak bu ayirim islemi elektrospray iyonizasyon kiitle
spektrumunun (ESI-MS) sisteme baglanmasi ile ana ila¢g ve metabolitlerinin {irede
tanimlanmalar1  saglanmistir. Kapiler elektrokromatografi cihazint ESI-MS ile
birlestirmek i¢in laboratuvar yapimi bir elektroforetik cihaz teknik problemleri ¢6zmek

i¢in kullanilmustir.

Fanali ve ark (1998) kapiler elektroforez ve elektrospray kiitle spektroskopisi kombine
sistemi ve kiral secici olarak vankomisin kullanarak bir yontem gelistirmislerdir.
Vankomisin diisiik pH’larda pozitif yiiklii kiral secici olarak elektroforetik hareketliligi
iyon kaynaginin kontaminasyonunu 6nlemektedir. Bu ¢alismayla teknigin kiral aniyonik

farmasdtik bilesiklerde yarar1 ve énemi anlatilmistir. Ibuprofen ve faz-1 metabolitler,
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etodolak ve faz-1 metabolitleri iire numunelerinde ¢alisilmistir. Kiitle spektroskopisinin
pik tanimlamasinda, pik safsizligi testlerinde ve f{ist iiste gelen piklerin segici

goriintiilenmesindeki 6nemi ¢aligmada anlatilmistir.

Maboundou ve ark. (1994) on bes adet non steriodal agr1 kesiciyi misellar elektrokinetik
kapiler kromatografi kullanarak ayirmislardir. Aniyonik siirfaktant olan Sodyum
dodesilsiilfat ve Micellar elektrokinetik kapiler kromatografi kullanilarak 15 tane agri
kesici ayirimi saglanmistir. UV detektor 254 nm’de kullanilmistir. Elektroosmotik akis
ozellikle ayarlanarak optimal ayirim saglanmistir. Etken maddelerin ayirimi 40 mM
NaH;,POy4, 0.104 mol/l sodyum dodesilsiilfat, %3 (h/h) metanol karigimimnin pH’s1 8’e
sodyum hidroksit ile ayarlanmasi ile hazirlanan tampon kullanilarak saglanmstir. Ilag
etken maddeleri ve metabolitlerini etkileyen ve girisim yapan molekiiller yoktur.

Glinler arasi bagil standart sapma % 2-10 arasinda degismektedir.

1.6.5 GC/MS YONTEMLERI

Maurer ve ark. (2001) gaz kromatografisi ve kiitle spektroskopisi kombine sistemi
(GC/MS) ile iirede agr kesicilerin, metabolitlerinin, asidik ilaclarin ve zehirlerin
sistematik toksikolojik analizleri icin bir yOntem gelistirmislerdir. Bilesikler gaz
kromatografisi ile ayrilmis ve kiitle spektroskopisi ile full skan modunda
tanimlanmiglardir. Kiitle kromatografileri m/z 119, 135, 139, 152, 165, 229, 244, 266,
272 ve 326 iyonlar1 i¢in ve miimkiin olabilecek agrikesiciler ve metobolitleri i¢in elde
edilmistir. Bu kromatogramlardaki + sinyaller tiim kiitle spektrumundaki referans
spektrumlarla karsilastirilip dogrulanmistir. Bu yoOntemle 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 ilaglarin iire numunelerinden analizleri
yapilabilmektedir. Genel geri kazanim %50-80 arasinda % 15 den diisiik bagil standart
sapma ile bulunmustur. Teshis limiti full skan modunda 10-50 ng/ml bulunmustur.

Ektraktrif metilasyon asidik ilag molekiillerinin ve metabolitlerinin iirede analizi i¢in
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cok yonlii bir yontem olarak etkinligini ispatlamistir. Ayrica bu yontem kanda da basari

ile uygulanabilmektedir.

Giachetti ve ark. (1994) etodolak’in insan kaninda analizi i¢in olduk¢a duyarli bir gaz
kromatografi ve kiitle spektroskopisi (GC-MS) kombine sistemi ile bir yontem
gelistirmisglerdir. Yontemin calisilabilirligi ve hassasiyeti 5 g %10’luk etodolak jel
formiilasyonu kullanan 12 erkek goniilliiniin kan numunelerinden konsantrasyon

seviyelerinin 6l¢iilmesi ile test edilmistir.

1.6.6. DIGER YONTEMLER

Kim ve ark.(2008) insan serumu albuminde (HSA) yiiksek performans c¢ekim
kromatografisi kolonunda tutulma katsayilarinin denge sistemlerinde veya yiiksek filtre
edilerek bolgesel ayirim ve on ¢ekimli kromatografinin kombinasyonuyla bir yontem
gelistirmislerdir. Referans bilesiklerin Zonal ayirim kromatografisi tutulma faktorlerine
kars1 referans bilesiklerin 6n ¢ekimli kromatografisindeki birlesme katsayilariyla bir
grafik olusturmuglardir. Bu grafikte referans maddelerin tutulma faktorii ve birlesme
katsayilar1 arasinda lineer bir iliski (r’=0.9993) elde edilmistir. Bu standart grafik daha
sonra, az yada orta derecede HSA’ya tutulma gdsteren pek c¢ok ilag etken maddesinin
birlesme katsayisini saptamada kullanilmistir. Bu etken maddelerin birlesme katsayilari
diger o6l¢lim metotlart (denge analizleri ve filtreleme) ile de karsilastirilmis ve oldukca
yilksek bir iliski (1"=0.945) bulunmustur. Bu yeni yontemin diger geleneksel
yontemlerden farkli avantajli yanlar1 da belirtmislerdir. Etken maddenin 6zelligine gore
1.5 dakikada HSA ya birlesme katsayis1 bulunabilmektedir. Diger bir dnemli avantaj
ise aynt zamanda etodolak gibi kiral bilesiklerin birlesme katsayilarini da
saptayabilmesidir. Ayni yaklasim tarziyla diger etken maddelerin, proteinlerin ve diger

ila¢ analizlerinde de kullanilabilir.

Garcia ve ark. (2006) giivenilir, kesin ve duyarli bir yontem olarak ardisik enjeksiyon
teknigi ile etodolak’in farmasoétik formlarda analizlerini ¢alismiglardir. Bu sistemle
ayrica Trolox isimli ilacin antioksidan aktivitesi degerlendirilmekte ve esdeger

antioksidan kapasitesi Ol¢iilmektedir. Bu yontem etodolak’in indirgenmesinden sonra
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radikal 2,2’azinobis (3-etilbenzothiazoline-6-sulfonik asit) (ABTS (radikaldat)+) ile 734
nm de bozunma absorbanslarinin 6l¢lilmesine dayanmaktadir. Optimum ABTS (radikal
dot)+-etodolak reaksiyonu 0.329 ml 6rnek ve 0.205 ml ABTS (radikal dot)+ ¢dzeltisinin
reaksiyonu ile elde edilir. Etodolak 4.5x10” mol/L konsantrasyonunda ¢alisilmustir.
Yontemin teshis smir1 ise 6.6x10° mol/L olarak optimize edilmis deney sartlari ile
bulunmustur. 10 6l¢iimiin bagil standart sapmasi %4.7 ve saatte 21 numuneleme hizi
bulunmustur. Yardimci maddelerden girisim goézlenmemistir. Gelistirilen yoOntemle
farmasdtik formlardan yapilan analizler bagil standart sapma sonucu %]1.4 olan diger

referans ¢aligmalarla uyumlu bulunmustur.

Yilmaz ve ark. (2001) kare dalga ve diferansiyel puls voltametrisi kullanarak farmasotik
formlarda ve insan serumunda etodolak analizi i¢in voltametrik bir yontem
gelistirmislerdir. Etodolak’in yiikseltgenmesi  camsi karbon elektrot kullanarak
dontistimli, dogrusal taramali, diferansiyel puls ve kare dalga voltametri yontemleri ile
incelenmistir. Etodolak tayini i¢cin degisik parametreler calisma sartlarinin optimize
edilmesi i¢in test edilmistir. Akim yogunlugu, pH , derisim, hiz, tampon o6zellikleri
calisilmigtir. Kare dalga ve diferansiyel puls voltametrisin teknikleri ile analitik
degerlendirme icin diflizyon kontrollii, ayrilmis voltametrik pik Britton-Robinson
tamponunda pH:2.15 de elde edilmistir. Diferansiyel puls voltametrisiyle lineerlik
araligi 2x10°-8x10° M ve teshis limit 6.8x107 M bulunmustur. Kare dalga
voltametrisiyle dogrusallik araligr 6x10°-8x10° M ve teshis limiti 1.1x10° M olarak
bulunmustur. Bu ¢alismayla basit, hizli, se¢ici ve hassas iki ayr1 voltametrik metot

etodolak’in tablet dozaj formlarinda ve insan serumunda analizi i¢in bulunmustur.

Lalla ve ark. (1999) tablet formiilasyonlarinda ve kanda etodolak igin, basit, segici ve
hizli yiiksek performans ince tabaka kromatografisi kullanarak bir yontem
gelistirmislerdir. Yontem secicilik, dogruluk, kesinlik, hassaslik, giivenilirlik ve diger
parametreler kullanarak valide edilmistir. Karsilastirma amaciyla ayrica spektroskopik
yontem ve ylisek performans sivi kromatografisi ile de analizler yapilmistir. Sonuglar
HPLC yontemiyle bulunan sonuglarla uyumlu bulunmustur.  Hiz, basitlik ve

giivenilirlik g6z Oniline alindiginda formiilasyon ve kan numunelerinde yliksek
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performans ince tabaka kromatografisi diger yontemlere tercih edilebilir bir yontem

olarak saptanmistir.

Sane ve ark (1998) etodolakin farmasotik preparatlarda analizleri igin yiiksek
performans ince tabaka kromatografi yontemi gelistirmislerdir. Yontemde silika jel 60
F254 paketlenmis aliminyum tabaka kullanilmistir. Hareketli faz olarak n-hekzan-etil
asetat-glasiyel asetik asit karisimi kullanilmistur. Ketorolak trimetamin i¢ standart
olarak kullanilmigtir. Deteksiyon 282 nm’de densitometri kullanilarak yapilmistir.

Dogrusallik 100-400 ng etodolak miktar1 araliginda bulunmustur.

Burgot ve ark (1995) termometrik titrimetri ve termodinamik parametreleri kullanarak
su/n-oktanol transfer sistemi ile fizikokimyasal bir analiz yontemi gelistirmislerdir. Bazi
agr1 kesicilerin termometrik titrasyon ile su/n-oktanol tranfer entalpileri kalorimetrik
yontemle ¢alismislardir. Calisma ile serbest transfer entalpisi logP kullanilarak katinin
transfer entropisi hesaplanabilmektedir. Tiim sonuglar entalpi ve entropilerin
bulunabilecegini gostermistir. Sonug¢ olarak {i¢ farkli transfer basamagi bu yontemle

bulunmustur.
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1.7.KROMATOGRAFI

Kromatografi birbirine fiziksel ve kimyasal o6zellikleri bakimindan benzeyen
maddelerin, karigimlarin, birbirinden ayrilmasini, taninmasini ve tayinini saglayan,
bir¢ok yontemi kapsayan yontemlerin genel adidir (Skoog, 1998). Yiizlerce maddenin
karisimi bile kromatografi yontemiyle analiz edilebilir. Kromatografi terimi ilk olarak
Mikhail Tswett tarafindan 1906 yilinda kullanilmistir. Daha sonralari analitik
calismalarin  bir c¢ogunda kromatografi yer almistir. Modern gaz ve sivi
kromatografisinin temellerini ise Martin ve Synge(1941), buhar hareketli fazin sivi

hareketli faz kadar etkili kullanilabilecegini gostererek atmislardir (White, 1990).

Kromatografik ayirmada 6rnek, gaz, sivi veya siiper kritik bir akiskan olan hareketli faz
ile sistemde tasimir. Hareketli faz kat1 bir yiizeyde ya da kolonda sabitlestirilmis
hareketli faz ile karigmayan bir sabit faz i¢erisinden gegirilir. Bu iki fazin se¢imi, 6rnek
bilesenlerinin hareketli ve sabit fazlarda farkli oranlarda dagilmasimi hedefler. Ornek
icerisindeki bilesenler ile sabit faz arasinda bazi fiziksel ve kimyasal etkilesimler olur.
Analitin kolon boyunca hareket etmesi, sabit faz ve hareketli faz arasindaki kimyasal ve
fiziksel dengeleri, dagilimina baglhidir. Bunlar ¢oziniirliik, elektron cifti alici-verici
etkilesimler, iyonik etkilesimler ve hidrojen bagi olusumu gibi olaylardir (Hamilton,

1982; Bidlingmeyer, 1992). Iyonik etkilesimler,

a) Iyonlar arasinda kulombik kuvvetler,
b) Iyon-indirgenmis iyon etkilesimleri,
c) Dipol-dipol etkilesimleri,

d) Dipol-indirgenmis dipol etkilesimleri,

e) Notral atom ya da molekiiller aras1 kuvvetlerdir.

Dipol-dipol etkilesimleri, dipol-indirgenmis dipol etkilesimleri ve nétral atom ya da
molekiiller arasi1 kuvvetler Van der Waals kuvvetleri olarak da tanimlanmaktadir.
Ayrica en 1yi kosullarin saglanabilmesi i¢in, sabit faz yapisi, hareketli faz bilesimi ve

sicakligin dagilima etkisi ayarlanabilir.
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Hollandali kimya miihendisi Van Deemter kendi adini tasiyan ve kromatografik
kolondaki ayirma olaylarini matematiksel olarak tanimlayan bir esitlik bulmustur

(Bidlingmeyer, 1992).

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

Esitlik 1.1°de;
H: Tabaka yiiksekligi(cm)
A: Coklu akis yollar1 ve Eddy diflizyonu
B: Boyuna diflizyon
C: Fazlar arasindaki kiitle aktarima,

u:Cizgisel hiz

Karisimda bulunan maddelerin kolon boyunca ayrilmasi ve hareketli faz akis hiziyla

kolondan ge¢cmesi Sekil 1.3’de gosterilmistir.

Kromatografi sistemi iki ana grupta toplanir; hareketli fazin gaz ya da sivi olmasina
baglh olarak  sivi, siiperkritik akiskan ve gaz kromatografisidir. Kromatografik
yontemler hareketli fazin gaz ya da sivi olmasina, sabit fazin kat1 ya da sivi olmasina,
kromatografik aymrimimn mekanizmasina ve ayirma teknigine goére isimlendirilirler

(Adamovics, 1997)(Sekil 1.4).

~
1 2 3
Karisim  Ayrilma Ayrilma bitmistir,
kolona baglar. maddeler dedektore
yiiklenir. ayr1 olarak gider.

Sekil 1.3. Kromatografik ayirimin sematik olarak gosterilmesi
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1.7.1. Adsorpsiyon Kromatografisi

Adsorpsiyon; ¢oziinmils maddenin kat1 faz iizerinde tutunmasidir. Bu kromatografi
cesidinde analiz edilen madde gaz halinde ise yontem gaz-kati, siv1 halde ise sivi-kati
kromatografisidir. Adsorpsiyon ozelligi gosteren maddelere adsorban denir ve burada
tutunma yiizeyseldir. Adsorpsiyon sirasinda ¢oziicli icinde maddeler adsorbe ya da
desorbe olabilir. Adsorpsiyon ve desorpsiyon hizlarinin farki toplam adsorpsiyon olarak
tanimlanir. Adsorpsiyon ve desorpsiyon hizlar1 birbirine esit ise denge halindedir ve bu
durumda madde kolonda sabit hizla ilerler. Sabit faz ile hareketli faz arasindaki bir A

¢Oziineni icin kiitle aktarimi su sekilde ifade edilebilir (Skoog, 1998):

Ahareketli faz < Asabit faz (1 2)

Cozlinen maddenin adsorpsiyon katsayist veya dagilma katsayist K; maddenin
adsorbandaki molar derisiminin (C;), maddenin hareketli fazdaki derisimine (C,) orani

ile tanimlanir.

Ci
K=— 1.3
C (1.3)

K degerinin biiylik olmasinin anlami, karisim i¢indeki maddenin adsorban tarafindan
daha iyi tutundugunu, karisim halinde olan K degeri daha diisiik maddelere gére daha
yavas ilerledigini gosterir. K degerinin kii¢iik olmas1 ise maddenin hareketli faza daha

fazla ilgi duydugunu gostermektedir (Hamilton, 1982).

1.7.2. iyon Cifti Kromatografisi

Bu yontemde dagilma kromatografisiyle ayrilamayan molekiillerin ayrilmasi saglanir.
Iyon-¢ifti olusturma kromatografisinde iyonlasabilen ve iyonik molekiillere, hareketli
faza eklenen uygun bir karsi iyon ile iyon ¢ifti olusturularak lipofilik karakter

kazandirilir ve sabit faza olan ilgi artar.
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Iyon ¢ifti olusturulan maddeler pik kuyruklamasini engellemeyi ve pik keskinligini
arttirmay1 sabit faz {izerindeki artik silanol gruplarmi orterek saglarlar. Genelde iyon
cifti maddesi olarak; tersiyer aminler, kuaterner aminler, alkil siilfonik asitler, alkil

stilfonatlar kullanilir (Sewell, 1987).

1.7.3. Iyon Degistirme Kromatografisi

Iyon degistirme kromatografisi tipki iyon-gifti kromatografisi gibi iyonik ya da
iyonlagabilen maddelerin ayrilmasinda yararlanilan bir tekniktir. Bu kromatografide
belirli pH degerlerinde iyon veya iyonik yap1 verebilen molekiiller (organik baz ya da
organik asitler) ya da iyonik yapilar (K" , Na" , SO,") ayrilir. Sabit faz ile ayrilacak
madde arasinda iyonik bag ne kadar kuvvetli ise o kadar giiclii bir alikonma saglanir.
Sulu tuz ¢ozeltileri ve az miktarda alkol igeren polar hareketli faz ¢ozeltileri ile asidik

ya da bazik gruplar baglanmis sabit fazlar kullanilmaktadir.

Ayirim pK,’ya yani analizi yapilacak maddenin iyonik yapisina baglidir. Maddenin
adsorplanmasindan sonra desorpsiyon hareketli fazin pH degerinin ya da hareketli
fazdaki tuz ¢ozeltinin bilesiminin degistirilmesiyle saglanir. Peptitlerin ve proteinlerin
ayrilmasinda kullanilan bir yontemdir. Siklikla kullanilan katyon ve anyon degistiriciler
Cizelge 1.2°de verilmistir (Skoog, 1998; Hamilton, 1982; Bidlingmeyer, 1992; Sewel,
1987; Meyer, 1988; Scott, 1995; Adamovics, 1997).

Cizelge 1.2. Katyon ve Anyon Degistiriciler

Anyon Katyon Polimer Temelli Degistiriciler
Degistiriciler Degistiriciler Hidrofobik Hidrofilik

Sitrat Ba™ Ag’
Siilfat Pb* Cs* | i. Polisitiren i. Seliiloz
Oksalat Sr Rb" ii. Polimetilmetakrilat ii. Dekstran
Iyodiir Ca™ K" (%20 Capraz (Ticari ad1
Nitrat Nit? NH," | bagl divinil sephadex)
Kromat cd™ Na" benzen
Bromiir Cu™? H icermektedir)
Tiyosiyanat Co™ Li"
Klortiir MgJr2
Format U0,™
Asetat Te™
Hidroksit
Floriir




26

1.7.4. Eleme Kromatografisi

Eleme kromatografisiyle ayirimda molekiiliin biyiikligii 6nem tasir. Molekiiliin
biiylikliigii hakkinda da bilgi edinilebilir. Coziiciiniin viskozitesi ¢alisma sicakliginda
diisiik olmalidir ve segilen hareketli fazin organik bilesiminin analiz edilecek 6rnegi iyi
dagitmasi gerekir. Coziicii piki ise karigimdaki maddelerden sonra gelir. Cogunlukla ii¢
cesit jel kullanilmaktadir; aerojeller, zerojeller ve zerojel-aerojeller. Eleme
kromatografisinde kullanilan ¢oziiciiler ve fiziksel 6zellikleri Cizelge 1.3°de verilmistir

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

Cizelge 1.3. Eleme kromatografisinde kullanilan ¢oziiciiler ve fiziksel 6zellikleri

Coziicii GB Cut-off Viskozite Maks. Akis Kirilma

(nm) (cP)>e Hiz1 ml/dk Indeksi
Hegzan 210 0,326 7,2 1,375
Tetrahidrofuran 220 0,550 4,0 1,407
Diklorometan 220 0,440 5,3 1,424
p-Dioksan 220 1,439 1,6 1,422
Siklohegzan 220 0,980 2,4 1,426
Dikloroetan 225 0,840 2,8 1,444
Trikloroetan 225 1,200 2,0 1,479
Kloroform 245 0,580 4,0 1,446
Karbon tetrakloriir 265 0,969 2.4 1,463
Benzen 280 0,652 3,6 1,501
Toluen 285 0,590 4,0 1,497
Ksilen 290 0,810 29 1,497
N,N-Dimetilformamid 295 0,924 2,5 1,429
m-kresol* - 184,200 - 1,540
1,2,4-triklorobenzen* - 0,50 4,0 1,570

*Standart yiiksek sicaklik ¢oziiciileri, GB cut-off:Goriiniir bolge, bu dalga boyunun altinda ¢oziicii
kullanilamaz.

1.7.5. Dagilma Kromatografisi

Dagilma kromatografisi sivi-sivi kromatografisi olarak da bilinir ve temelinde birbiri ile
karismayan iki sivi faz arasinda maddelerin dagilmasi ilkesi yatar. Sabit faz kat1 ylizey
tizerinde kolon dolgu maddesi iizerine tutturulmus ince bir siv1 film tabakasiyken, diger
sivi hareketli fazdir. Karisimdaki maddelerin sabit faz icerisinde kismen ¢oziinmesi

gerceklesir (solvofobik etki). Burada maddelerin sabit fazdaki coziiniirlikkleri fazla,




27

hareketli faz icerisindeki ¢oziiniirliikleri ise az olmalidir. Yoksa maddelerin ayrimi

gerceklesmez ve hareketli faz ile beraber atilirlar.

Sabit faz ile hareketli faz farkli polariteye sahip olduklarinda 6rnek molekiilleri de farkli
coziiniirliiklere sahip olabilmektedirler. Bu iki fazin polarite farkliligina gore dagilma
kromatografisi iki kisimda incelenebilir; bunlar ters-faz sivi kromatografisi ve normal-
faz siv1 kromatografisidir (Moreira, 1999; White, 1990; Hamilton, 1982; Bidlinmeyer,
1992;).

1.Ters-Faz Sivi Kromatografisi

Ters-faz sivi kromatografisinde hareketli faz sabit faza gore daha fazla polardir. En ¢cok
kullanilan kimyasal olarak baglanmis fonksiyonel grup tasiyan sabit fazlardan biri ODS
(18 karbon atomu zincirinden olusan oktadesilsilan) dir. Bunun yani sira fonksiyonel
grup olarak daha kisa zincirli (Cs, C, gibi), fenil ve siyano (CN) baglanan sabit fazlar da

kullanilir.

Ters-faz sivi kromatografisinde hareketli faz bileseninin bir pargast olan tampon
cozeltiler cok onemlidir. Bu ¢ozeltileri hazirlarken suyun oldukca saf olmasi gerekir.
Diger onemli hareketli faz bilesenleri ise, suyla karisabilen organik c¢doziiciilerdir.
Hareketli fazlarda kullanilan organik ¢oziiciiler ile polariteleri ve ilgili detaylar Cizelge

1.4°de verilmistir.

Ters-faz sivi kromatografisinde genellikle apolar maddelerin ayrimi gergeklestirilir.
Uzun zincirli sabit fazlar (C;s) daha apolar maddelerin, kisa zincirli sabit fazlar (Cs C,)
ise daha polar maddelerin ayrilmasinda kullanilir. Buna gore polar maddeler uzun alkil
zincirli sabit fazlarda daha az tutunurken, apolar maddelerde kisa zincirli sabit fazlarda
daha az tutunurlar (Hamilton, 1982; Bidlinmeyer, 1992; Sewel, 1987; Meyer, 1988;
Scott, 1995).



Cizelge 1.4.Coziiciilerin fiziksel 6zellikleri
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KI GB | Viskozite | KN S P
(nm) (cP) (O
cut-
off

n-Pentan 1,358 | 210 0,23 36,0 7,1 0,0
n-Heksan 1,375 210 - 68,7 7.3 0,0
n-Heptan 1,388 | 210 0,41 98,4 7,4 0,0
Siklohegzan 1,427 210 1,00 81,0 8,2 0,0
Karbon distilfit 1,626 | 380 0,37 45,0 10,0 1,0
Karbon tetraklorit 1,466 | 265 0,97 76,7 8,6 1,7
izopropil eter 1,368 220 0,37 69,0 7,0 2,2
2-kloropropan 1,378 | 225 0,33 34,8 - -
Toluen 1,496 | 285 0,59 110,6 8,9 2,3
1-kloropropan 1,389 | 225 0,35 46,6 8,3 -
Klorobenzen 1,525 280 0,80 132,0 9,6 2,7
Benzen 1,501 280 0,65 80,1 9,2 3,0
Bromoetan 1,424 | 225 0,41 38,4 8,8 3,1
Etil eter 1,353 | 220 0,23 34,6 7,4 2,9
Kloroform 1,443 | 245 0,57 61,2 9,1 4.4
Diklorometan 1,424 | 245 0,44 41,0 9,6 3,4
Tetrahidrofuran 1,408 222 0,55 65,0 9,1 4,2
1,2-Dikloroetan 1,445 | 230 0,79 84,0 9,7 3,7
Metil etil keton 1,381 330 0,43 79,6 - 4.5
Aseton 1,359 | 330 0,32 56,2 9,4 54
Dioksan 1,422 | 220 1,54 104,0 9,8 4,8
Etil asetat 1,370 | 260 0,45 77,1 - 4,3
Metil asetat 1,362 | 260 0,37 57,1 9,2 -
Pentan-1-ol 1,410 | 210 4,10 137,3 - -
Dimetil siilfoksit 1,478 | 270 2,24 190,0 | 12,8 6,5
Anilin 1,586 | 325 4,40 184,0 - 6,2
Nitrometan 1,394 | 380 0,67 100,8 | 11,0 6,8
Asetonitril 1,344 | 210 0,37 80,1 11,8 6,2
Piridin 1,510 | 305 0,94 115,5 | 104 5,3
Propan-2-ol 1,380 | 210 2,30 82,4 10,2 4,3
Etanol 1,361 210 1,20 78,5 11,2 5,2
Metanol 1,329 | 210 0,60 65,0 12,9 6,6
Etilen glikol 1,427 | 210 19,90 198,0 | 14,7 54
Asetik asit 1,372 | 251 1,26 118,5 | 12,4 6,2
Su 1,333 | <190 1,00 100 23,3 9,0
KI :Kirilma indeksi
GB cut-off :Goriiniir bolge, bu dalga boyunun altinda ¢6ziicli kullanilamaz
Viskozite :Viskozite (Centipois)
KN :Kaynama noktasi
) :Hildebrand ¢oziiniirliik parametresi

P’ :Polarite indeksi, Rohrschneider’s verileriyle hesaplanan
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2.Normal-faz Sivi Kromatografisi

Normal-faz sivi kromatografisinde hareketli faz polaritesi sabit faz polaritesinden daha
diistiktiir. Polar sabit fazlar kullanilir. Hareketli faz igerisinde genelde metilen kloriir,
dietil eter, kloroform veya hekzan gibi polaritesi diisiik ¢oziiciiler bulunmaktadir. En
¢ok kullanilan sabit fazlar ise; silika ve aliiminadir. Ters ve normal-faz sivi
kromatografilerinin farkliliklar1 Cizelge 1.5’de verilmistir (Skoog, 1998; Hamilton,
1982; Bidlinmeyer, 1992; Sewel, 1987; Meyer, 1988; Scott, 1995).

Cizelge 1.5. Ters ve Normal-faz sivi kromatografilerin karsilagtirilmasi

Ters-Faz Normal-Faz
Kromatografi Kromatografi
Sabit faz polaritesi Diistik Yiiksek
(Coziicii polaritesi Ortadan yiiksege Diisiikten ortaya
Ornek ayrilma zamam Polar olanlar 6nce Diisiik polarlar dnce
Coziicii polarite Ayrilma zamanini Ayrilma zamanini
artisinin artirir azaltir
etkisi

Ilaglar genellikle apolar yapida olduklari igin ters-faz sivi kromatografisi, normal-faz
stvi kromatografisine gore daha ¢ok tercih edilir. Bunun yani sira kromatografik
ayrimda soz konusu olan solvofobik olaylarin etkisi, herketli faz icerisine konulan
coziicilerin ucuz olmasi, sulu tampon ¢ozeltilerin oranmin yiiksek tutulmasi,
uygulamanin ve sistem kontroliiniin daha kolay olmas1 gibi sebeplerden dolayi ters-faz

s1vl kromatografisi tercih edilir.

Ters ve Normal-faz sivi kromatografide kullanilan sabit ve hareketli fazlar Cizelge

1.6’da verilmistir.



Cizelge 1.6. Ters ve Normal-faz sivi kromatografide kullanilan sabit ve hareketli fazlar
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Sabit faz

Hareketli Faz

Normal-Faz Sivi Kromatografisi

B, B -oksidipropionitril

Pentan, siklopentan,
hegzan, izooktan, %10-

1',2,3,-Tr1i(2_- 20(v/v) kroroform, tetra
styanoeto §1)propan hidro furan, asetonitril,
(Fraktonitril) dioksan
Dimetilsiilfoksit [zooktan

Su-etilen glikol

Hegzan, karbontetra kloriir

Etilendiamin Hegzan
Su Butanol
Nitrometan Hegzan, karbontetra kloriir

Ters-Faz Sivi Kromatografisi

Hidrokarbonlar Metanol-su
Dimetilpolisiloksan Asetonitril-su

ODS Asetonitril/ Metanol/su
CN Asetonitril/ Metanol/su
Fenil Asetonitril/ Metanol/su
G, Asetonitril/ Metanol/su

NH,

Asetonitril/ Metanol/su
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1.7.6.Yiiksek Performansh Sivi Kromatografisi

Son yillarda gelisen teknolojiyle ayirmada ¢ok kiiciik tanecikler (tanecik ¢api; 3-10 um)
yaklagik 5Smm c¢apindaki kolonlarin kullanilmasini saglanmistir. Bu gelismeler
kromatografik ayiriciligin  artmasina neden olmustur. Dolayisiyla kromatografik
ayirimin performansi artmakta, ayirim ¢ok kisa siirelerde gerceklesebilmektedir. Bu
durumda kullanilan malzeme miktar1 diismekte ve birim zamanda daha fazla analiz
yapilabilmektedir. Bu sartlar altinda ayirim islemi 100-400 atmosfer kolon basinci
altinda gergeklestirilmektedir. Uygulanan islemler sonucunda kullanilan kromatografik

teknige yiiksek performansli sivi kromatografisi (HPLC) adi verilmektedir.

HPLC’nin diger kromatografik yontemlere gore bazi avantajlar1 vardir;

i.  Kolon ayiricilig1 yiiksektir.
ii.  Islem kullanictya daha az bagimlidir ve bu nedenle tekrarlanabilirlik artmustir.
iii.  Nicel analize uygundur.
iv.  Analiz stiresi genelde daha azdir.
v.  Genis derisim araliklarinda calisma olanagi saglayacak kadar esnektir.
vi.  Diisiik sicakliklarda uygulanir.
vii.  Maddenin geri kazanimi kolaydir.

viii.  Dedektor segme olanagi vardir.

HPLC ile aminoasitler, niikleik asitler, ilaclar, karbonhidratlar, proteinler,

hidrokarbonlar ve benzeri maddeler analiz edilebilmektedir.

A.Yiiksek Performansh Sivi Kromatografisi Sistemi

Bir yliksek performansl sivi kromatografisinin kisimlart sunlardir (Sekil 1.5);
1. Hareketli faz haznesi,

Baglanti ekipmanlar ve hareketli faz uygulama sistemi,

Hareketli faz pompasi,

el

Otomatik ornekleyici,
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5. Kolon,
6. Dedektor,
7. Kayait cihazi.

deteltir
- ahilk
Harzkefli faz i enjekisr l
sttt | |
Yazlel

Sekil 1.5. Yiiksek performansli sivi kromatografisini kisimlari

1.Hareketli Faz Haznesi:

Hareketli faz hazne materyalinin hareketli faz ile etkilesmemesi, sistemde korozyona ya
da oksitlenmeye yol agmamasi gerekir. Hazne ya da pompaya gelen hareketli fazda
herhangi bir tanecik, toz veya kabarcik olmamalidir. Bu ylizden steril edilebilir,
materyali cam veya celikten olan hazneler kullanilir. Kullanilan hareketli fazdan
¢cozlinmiis gazlarin uzaklastirilmasi gerekir. Bu yilizden sistemden helyum gibi eylemsiz
bir gazin disiik akis hizinda gecirilmesi, hareketli fazi sonikatorde bekletme ya da

vakumla gaz uzaklastirma gibi islemler uygulanir (Skoog, 1998; Hamilton, 1982).

2. Baglanti Ekipmanlar ve Hareketli Faz Uygulama Sistemi

Hareketli faz sisteme gonderilmeden 6nce 2 um ya da 5 um capindaki tanecikleri
stizebilen kagit ya da celik filtrelerden gegirilerek tanecikler uzaklastirilir. Sistemdeki
baglanti1 ekipmanlar1 dis ¢ap1 1/8, 1/16 inch veya daha genis olan paslanmaz c¢elikten
veya teflondan borularla saglanmaktadir. Hareketli faz akisi, baglanti elemanlari
(fitting), fertiller ve sikistirict vida (nut) ile sabitlestirilmis paslanmaz ¢elik borularla

saglanmaktadir (Hamilton, 1982).
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HPLC’inde hareketli faz sisteme iki sekilde gonderilir: (i) Gradient eliisyon ve (ii)
Izokritik eliisyon. Sisteme gonderilen akis ve bilesim sabit ise bu aywrma izokritik
eliisyon olarak adlandirilir. Eger hareketli fazin bilesimi veya akis hizi zamanla

degisiyorsa yapilan ayirma islemine gradient eliisyon denilmektedir.

3.Hareketli Faz Pompasi:

Bir HPLC sisteminde kullanilan pompanin su 6zellikleri gdstermesi gerekmektedir;

i.  Ust basing smirmin 400 atm (=400bar ~ 6000 1by/in®) olmas1 gerekmektedir,
it.  Normal ¢aligma basinci =100-200 atm olmalidir,
iii.  “‘pulssuz’ veya “‘puls’’ diisiiriicii ile birlikte kullanilmalidir,
iv.  Sinyal/giiriiltii oran1 yiiksek olmalidur,
v.  Analitik uygulamalar i¢in 1-10 ml/dk araliginda akis saglamalidir,
vi.  Kullanilan ¢ozeltilere kars1 eylemsiz olmalidir,
vii.  Sistem 06lil hacmi diisiik olmalidir,
viii.  Cozelti degistirmek kolay olmalidir,
ix.  Bakimi ve tamiri kolay olmalidir,
Xx.  Conta, halka, valf gibi kolay asman pargalarin dayanikli ve yedek pargalar

kolay bulunabilir olmalidir.

Ayrica pompada akis denetleyiciler bulunur. Bunlar, akisla olusan basinci Slgiip sabit
bir basing degeriyle karsilastiran ve aradaki fark belirlenen sinirlar1 gectiginde pompa
akis hizinin ayarlanmis akisi sabit tutacak sekilde ayarlayan cihazlardir. Yiiksek basing
altinda kolondan geg¢en akisin hizi, sivilarin  bastirllamaz  katsayilarindaki
farkliliklarindan dolay1 ayarlanan akis hizi gibi olmayabilir. Béylece hareketli faz akisi
sirasinda kolon gecirgenliginden, viskozite degisikliginden kaynaklanan degismelerin

diizenlenmesi saglanir.

Bir HPLC sisteminde kullanilan pompalar iki kisimda incelenebilir; sabit basing
pompalar1 ve sabit akis pompalari. Calisma farkliligina gore ise, bu pompalar; pistonlu
pompalar, siringa pompalar ve pndmatik pompalar olarak ii¢ c¢esittir (Skoog, 1998;

Hamilton, 1982).
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a) Sabit Hacim Pompalan

Motor kontrollii tek vuruslu sirmnga ile ya da bir veya iki pistonun ileri-geri
hareketiyle hareketli fazin pompalandig: kiigiik bir silindirden olusan pompalardir. Tek
vuruslu siringa pompasi Sekil 1.6’da verilmistir. Bu pompanin en 6nemli stiinligi,

7500 lbf/in2 basinglara bile dayanabilmesidir.

Atk

o Hazne
Kolon girigi erkigl
Caziel
vana kab
Hareketli
conta

Hareketli
piston vidasi

Mator

Sekil 1.6. Tek vuruslu siringa sabit hacim pompasi

Bu pompalarin dezavantaji ise; sinirli sayida ve hacimde (yaklasik 250ml) ¢oziicii ile
calistliyor olmasidir. Iki siringali sistemler ise yiiksek maliyetleri nedeniyle pek

kullanilmamaktadir.

Piston ve diyaframlarin kullanildig1 pompalarin materyali paslanmaz ¢eliktir ve ¢dziicii
sadece paslanmaz c¢elikten olan diyafram ile temastadir. Bu sistemin en &nemli
parcalart ¢oziicli haznesindeki giris ve ¢ikis kontrol vanalaridir. Bu vanalarin gorevi
akis1 sabit, dogru ve diizenli bir sekilde sisteme gondermektir. En biiylik dezavantajlar
ise, kontrol contalarinin asinmasi , pulslarin olusmasi ve bunun da zemin giiriiltiisi
olarak gdzlenmesidir. Puls olusumunu gidermek i¢in puls denetleyiciler kullanilir ya da

birden fazla vana kullanilir.
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Tek pistonlu ve iki pistonlu pompalar olarak iki ¢esidi kullamlmaktadir. Iki pistonlu
diyafram pompasinin (Sekil 1.7) ve tek pistonlu sabit hacim pompasinin sekilleri (Sekil

1.8) sematik olarak asagida gosterilmistir.

Balon vana Ctzalti harnesi
Chzelti Yo ___,...a--""'"
irigi /| T o
.%L Q.'Q; —_ @ ® — Eolon girig

Diyaf; -y
ryatEm — Taghaznes

#—— Taghaznesd girig

Warug blogn / Fiston contast
= | [
g Iz
/ > I
Karg piston Caligna pistonn

Sekil 1.7. iki pistonlu diyafram pompasi

Eclon girig

T Zozelti harnesinden gelan

S /S
Il II:
II II : I

Sekil 1.8. Tek pistonlu pompa

b)Sabit Basin¢ Pompalari

Sabit basing pompalarinin en biiyiik avantajlar1 maliyetinin diisiik olmasi, pulssuz akis

saglamas1 ve kolay kullanilabilir olmalaridir. Dezavantaji ise; sabit hacim pompalari

kadar dogru hacim 6l¢cemezler ve tekrarlanabilirlikleri diisiiktiir.
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Pnomatik pompalarda akiskan madde, sikistirilmis bir gaz ile basinglandirilabilen bir
kap i¢ine yerlestirilmis, portatif bir kap i¢ine konur. Sistemden hareketli faz
gecirildiginde sabit basing kontrollii pompalar, ¢oziicii viskozitesindeki degisikliklere ve
kolon gecirgenligine karsi olduk¢a duyarlidir. Bu nedenle gradient eliisyon c¢aligsmalari
icin uygun degildir. Bir pnomatik yiikseltici pompa Sekil 1.9°da sematik olarak

verilmistir.

Harteketli faz girig

Hidrolik pisten

F 3 o
Balon vana
=" T -s Hareketli
T L _ ™ fazkalm
M
Gaz piston Conta 1
Eolon girig

ZFaz silindir

Sekil 1.9. Pnomatik yiikseltici pompa

4.0tomatik Ornekleyici

Analizi yapilacak olan 6rnek sisteme dogru ve tekrarlanabilir olarak gonderilmelidir.
Sisteme gonderilen 6rnegin enjeksiyonunda kullanilan enjektorler; siringa enjektorler,
vana-sarim (valve-loop) enjektorler ve siringa-sarim (syringe-loop) enjektorlerdir.
Enjeksiyon sirasinda sistem basincini diisiirmeden ve hareketli faz akisin1 durdurmadan
veya akis hizin1 degistirmeden O6rnek sisteme gonderilmelidir. Siringa enjektorler 1500
Ib¢/in® basinca kadar sisteme 6rnek gonderebilirler. Fakat bu enjektorlerde hareketli faz
akig1 bir siire durdurulur. Bu sebepten dolay1 kolay kullanilabilir olmasina ragmen

tekrarlanabilirligi diisiik oldugu i¢in siringa enjektorler tercih edilmemektedir.
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Vana-sarim enjektorler 7000 Ibgin®  basinca kadar sisteme 6rnek enjeksiyonu
yapabilirler. Belirli bir hacimde sarim kullanilir. Ornegin sisteme enjeksiyonu sirasinda
hareketli faz akisinda duraksama veya akis hizinda bir degisim olmaz. Sarim hacimleri
10-1000 pl arasinda degisir. Yiiksek hacimde o6rnek enjeksiyonu yapildiginda tayin
edilen maddenin diisiik derisimlerine kadar inilebilmektedir, fakat bu, sisteme yani
kolona asirt madde yiliklemesi yapilmasindan dolayr bant genislemesine ve pik
keskinliginin azalmasina neden olur. Bu nedenle diisiik hacimdeki enjeksiyonlar daha
avantajlidir. Bu tip enjektorlerde sistem tekrarlanabilirligi yiiksektir, ¢aligma basing iist
siirt yiiksektir, otomatik ornekleyicilerle kullanimi miimkiin oldugu i¢in birim

zamandaki, standart enjeksiyon sayisi daha fazladir.

Siringa enjektorler ise, 0.5-5 ul arasinda enjeksiyonlar yapilabilen mikro enjektorlere
sahiptir. Ornek kab1 olmadan sifir 6lii hacimle enjeksiyon yapabilir, kii¢iik hacimlerde

dahi kesinlik ve dogruluk degerleri ytiksektir (Bidlinmeyer, 1992; Sewel, 1987).

5.Kolon

Sivi kromatografisinde kullanilan kolonlar, kullanilan hareketli faz bilesenlerinden
etkilenmeyen ve bilesenlerle etkilesmeyen, oksitlenmeyen ve korozyona ugramayan
malzemelerden yapilmistir. Bunun i¢in 6zel paslanmaz celik, teflon ve cam kullanilir.
Genellikle kullanilan kolonlar 2.1, 3.2, 4.1 ve 4.6 mm c¢apinda, boyu ise 10-30 cm
arasindadir. Ayni1 boydaki kolonlar i¢in kolon ¢ap1 artarsa kolona gonderilen madde
miktar1 da artmaktadir. Analiz sirasinda birden fazla kolon birbiri ile kombine
kullanilarak analizin kalitesi arttirilabilir. En sik kullanilan kolonlar 25¢m boyunda ve

4,6 mm i¢ ¢apinda, 5 um ¢apinda tanecik dolgu maddesi ile doldurulmus kolonlardir.

Son yillarda firmalar yukarida anlatilan kolon boyutlarindan farkli olarak i¢ ¢ap1 1-4,6
mm olan uzunlugu 5-10 cm olan kolonlar tiretmektedir. Dolgu maddesinin tanecik ¢ap1

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

Sivi kromatografisinde iki cesit kolon dolgu maddesi kullanilmaktadir. Bunlar, film
dolgular ve gozenekli dolgulardir. Film dolgular cam veya polimer malzemeden
yapilmis, gozeneksiz, kiiresel ve caplart 30-40 um arasinda degisen taneciklerdir. Bu
taneciklerin yiizeyine, silis, alumina, polistiren-divinil benzen sentetik reginesi veya bir

iyon degistirici re¢cineden olusan ince bir gézenekli film kaplanmistir.

Bazi uygulamalar i¢in uygun bir sivi, absorpsiyon ile kat1 yiizeye tutturularak, ilave bir
katman halinde sabit faz olarak kaplanir. Ayrica organik temelli bir ylizey katmani

olusturulmak amaciyla kimyasal islemler de uygulanmaktadir.

Sivi kromatografisinde kullanilan goézenekli taneciklerin ¢aplart 3-50 pm arasinda
degisebilmektedir. Tanecikleri olusturan reginelerden biri olan silika, en yaygin olarak
kullanilanlardan biridir. Bu tanecikler yar1 gecirgendir, ¢aplari 10-50 pm ve ylizey
alanlar1 1-25 m%/g arasinda degismektedir. Bu analitik uygulamalarda bir dezavantajdur.
Mikro gozenekli taneciklerin yiizey alanlari ise 200-300 m*/g’a kadar ¢ikabilmektedir
ve ¢aplart da 3-10 pum arasindadir. Yiizey alani arttikca ayirma kapasitesi artmaktadir.

Tanecik boyutu kiigiildiik¢e kolon geri basinci da artmaktadir.

Bu iliski Esitlik 1.4’de gosterilmistir.

1.8
Basing O{dL] dp: Tanecik gap1 (1.4)

p
Silika bazi1 kimyasal islemlerle tiirevlendirilerek bagl sabit fazlar elde edilmektedir;

1.Silikat ester olusumu (Si-O-Si):Olusumunda ylizey silanol gruplart (Si-OH) alkolle

tepkimeye sokulmaktadir.

Si-OH + ROH — Si-O-Si
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i1.Silikon baglari olusumu (Si-O-Si-R3):Yiizey silanol gruplar1 organoklorosilan ile

tepkimeye girmektedir.

Si-OH + R;3SiCl — Si-O-Si-R3
iii.Silikon-karbon baglar1 olusumu:Yiizey silanol gruplari tionil kloriir ile tepkimeye
sokularak organolityum bilesikleri olusturulmaktadir. Olusturulan organik gruplar
dogrudan silika yiizeyine baglanir.

Si-OH + SOCl, — Si-Cl

Si-Cl1+ RLi — Si-R

Ayrica silika, yiizeyi hidrolizlenerek hidroksil gruplar takilir ve metiltriklorosilan ile

asagida gosterildigi gibi tepkimeye sokulur.

i A
|
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| ‘ CHsSICl | _ | _ RSiCl E — g—cH

- Ssi—pg—8—— —= CH 7s|1 — CHs CHs Si CHy —— CH; —35i CHs CHs i 3
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s & .‘|Si - s o |81 —

Doygun hidrokarbon polimer tabakalari, siyanoetilsilikon polimer tabakalari ve naylon
kapl1 silika da kullamlmaktadir. Ornegin, 18 karbon zincirli sabit faz elde edilmesinde
asagidaki tepkimeler kullanilmaktadir.

Si-OH + CI3Si(CH,)7,CH3 — Si-O-Si(CH3);7CHj3
(ODS gecirgen faz)
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Benzer sekilde CN bagl faz elde etmek icin asagidaki tepkime uygulanmaktadir.

Si-OH + (CH30)3SiCH,CH,CN — Si-O-SiCH,CH,CN
(Nitril gecirgen faz)

Bu polimerler hareketli faz akisi ile silika yiizeyinden ¢ikartilamazlar ve kalicidir.
Silika gruplarina (Cs, C,) diger fonksiyonel gruplarin, 6érnegin fenil (SiPh,), alkil fenil
(SiCH4CH=CH,;), ve floro-eter eklenmesi ile farkli fonksiyonel gruplar1 iceren sabit
fazlar elde edilebilir (Hamilton, 1982).

6.S1v1 Kromatografi Dedektorleri:

Sivi kromatografisinin giincel olarak kullanilmasini saglayan en biiyiik gelisme hassas
Olcimler saglayan dedektorlerin gelistirilmesi ve bu dedektorlerin = “‘on-line”’
kullanimlarinin miimkiin olmasidir. Sivi kromatografisinde ornek ile hareketli faz
fiziksel Ozellikleri yoOniinden benzerlik gosterir. Buna gore iki ¢esit dedektor
gelistirilmistir (Skoog, 1998; Hamilton, 1982; Bidlinmeyer, 1992; Sewel, 1987; Meyer,
1988; Scott, 1995).

i.0rnek ve hareketli faz 6zelliklerine gére dedektorler;
a. Fotometrik dedektorler (UV/GB, Fluoresans dedektor, Foto diyot dizi (FDD) ve
Infrared absorbans dedektorleri),
b. Radyoaktivite dedektort,
c. Elektrokimyasal dedektor,
d. Ayirim sonrasi tepkime dedektorti,

e. Kiitle spektrometrisi.

ii.Ornek 6zelliklerinin 6lciilmesine gore dedektorler;
a. Dielektirik sabiti dedektorii,
b. Tletkenlik dedektori,
c. Yogunluk 6l¢iimii dedektorti,

d. Refraktif indeks dedektorleridir.
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HPLC sisteminde sik¢a kullanilan dedektor ¢esidi UV/GB dedektor, FDD, fluoresans
dedektor ve elektrokimyasal dedektordiir.
UV/GB Dedektir

UV/GB 1sminin absorblanmasi ilkesine dayanan dedektor ¢esididir. Genellikle ¢ tip
lamba kullanilir. Do6teryum lambasi; 190-400 nm dalga boyu araliginda, Kuartz-
iyot/tungsten lambasi; 350-700 nm dalya boyu arasinda ve civa lambasi; 254, 280, 313,
334, 365 dalga boylarinda 151n yayarlar. Degisken dalga boyunda 151n yayabilen lamba

kullanilan dedektorlerin bazi avantajlar1 vardir. Bunlar;

i.  Aynm anda ¢ogu madde i¢in yiiksek degerlerde absorbans elde edilir. Bu
durumda duyarlilik artar,
it.  Segcicilik daha yiiksektir.

iii.  Gradient eliisyon i¢in kullanim kolaylig1 saglar.

Absorbans degeri derisimle dogru orantili bir sekilde artmaktadir. Lambert-Beer yasasi
gecerlidir. Genellikle bagli olmayan elektron igeren bilesikler ya da cift bag iceren
bilesikler saptanabilmektedir. Bir de tiirevlendirme sonucunda absorpsiyon yapabilen

maddeler de bu dedektorle saptanabilir.

UV/GB dedektoriinde kullanilan akis hiicresi 4 ya da 8 ul hacminde, 1mm capinda ve
10mm uzunlugundadir. Kolon dis1 bant genislemesini en aza indirmek i¢in akis
hiicrelerinin hacimleri miimkiin oldugunca en aza indirilmistir (Skoog, 1998; Hamilton,

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

Absorbans dedektorlerinin bir ¢ogu ¢ift 1s51n yolludur. Daha sonra bu iki i1ginin
siddetinin karsilastirilmas1 amaciyla fotoelektrik dedektorler kullanilir. Sekil 1.10°da
UV/GB dedektorii sematik olarak verilmistir. Isin belirli bosluklardan gegerek istenen
dalga boyuna ayarlanir. Gelen 1sinin, lens ile odaklanarak hiicreye paralel olarak
geemesi saglanir. Isin filtreden gegtikten sona dedektdre gelir. Isinin siddeti ile orantili

olarak sinyaller kayit edilir.
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Sekil 1.10. Cift 151 yollu bir UV/GB dedektorii

Foto Divot Dizi Dedektor (FDD)
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Foto diyot dizi dedektdrde polikromatik 1s1n kullanilir. Isin kaynagi olarak tungsten ve

doteryum lambasi1 kullanilir. Isik kaynagindan gonderilen polikromatik 1sinlar akis

hiicresine gelir, bunlar optik ag iizerinde dagilir ve ¢cok sayida diyottan olusan foto diyot

dizisi iizerine diiser.

FDD 200-700 nm dalga boyu aralifinda 0,1 s araliklarla spektrum alinabildiginden

FDD ile birden fazla dalga boyunda analiz yapilabilmektedir. Kromatografik piklerin

safliginin ya da pik girisiminin olup olmadiginin kontroliinde de kullanilabilmektedir.

FDD’nin avantajlar1 asagida siralanmigtir (Skoog, 1998).

i.  Piklerin biitiin dalga boylarinda dl¢iimleri ayn1 anda yapilabilmektedir.

ii.  Maksimum absorbans yapilan dalga boylar tek bir enjeksiyonla saptanabilir.

iii.  Kromatografik olarak ayrilamamis piklerin nicel analizi yapilabilir.

iv.  Pik kontrolii ve maddenin nicel analizi yapilabilir.

Floresans dedektor

Floresans verebilen maddeler i¢in yiiksek se¢icilik ve duyarhlikta saptama saglayan

dedektorlerdir. Diisiik floresans veren bilesikler; aromatik amino asitler, kinolonlar,
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Ostorojenler, fenoller, aflatoksinler, poliniikleer aromatikler, konjiige siklik yapida olan

bilesiklerdir.

Floresans dedektorler tlirevlendirme yapilarak fluoresan Ozellik katilmis bir c¢ok
maddenin de saptanmasina olanak saglar. Genel olarak kullanilan tiirevlendirme ajan;

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

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

biojenik amino asitler ile tepkime vermektedir.

Floresans dedektorde iki dalga boyu secilmesi saptamada segiciligi artirmistir.
Bunlardan biri; eksitasyon (uyarma) dalga boyudur ve dalga boyu 190-400 nm
araliginda (d6teryum lambasi) ve 350-600 nm araliginda (tungsten lambasi) saptanacak
madde 6zelligine gore ayarlanmaktadir. Digeri emisyon dalga boyudur ve 90° lik ac1 ile
Olclilmektedir. Emisyon tiim yonlerde oldugu i¢in duyarlilik azalir. Bunu 6nlemek igin
yarikiiresel kollektdr ayna kullanilmaktadir. Baz1 fluoresans dedektorler, absorpsiyon
dedektorlerine gore yaklasik 100 kat daha duyarhidir. Isik kaynagi olarak civa lambasi
da kullanilir. Daha geligsmis cihazlarda ise, 151k kaynagi olarak ksenon lambasi
kullanilir. Bir floresans dedektor Sekil 1.11°de sematik olarak verilmistir (Skoog, 1998;
Hamilton, 1982; Bidlinmeyer, 1992; Sewel, 1987; Meyer, 1988; Scott, 1995).
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Sekil 1.11. Floresans dedektor
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Elektrokimyasal dedektor

Elektrokimyasal dedektorler, duyarliligi yiiksek ve secici dedektorlerdir. Diisiik
derisimdeki maddelerin saptanmasina olanak saglarlar, fakat kullanimlar1 optik

dedektorler kadar kolay ve pratik degildir.

Ayrilan maddeler camsi-karbon calisma elektrodu veya karbon/polimer elektrot
tizerinde, sabit potansiyel altinda ylikseltgenme ya da indirgenmeye maruz birakilir.
Referans elektrot olarak platin elektrot kullanilir. Ornek derisimi elektrot akimi ile
dogru orantilidir. Akim voltaj ¢ikis1 olarak doniistiiriiliir ve zamanin fonksiyonu olarak

gbzlemlenir. Elektro aktif olmayan maddelerin analizi miimkiin degildir.

7. Kayit Cihaz

Dedektorden gelen sinyallerin yazilmasinda tek kalemli yazicilar, karmasik integratorler

ya da bilgisayar sistemli veri kaydediciler kullanilir.

Teknolojinin  ilerlemesiyle son yillarda mikroiglemciler ve  bilgisayarlar
kullanilmaktadir. Bu sistemlerde hareketli faz akis hizi, enjektor, kolon firini, dedektor,
ornek alma sistemi ve veri kaydi sistemi merkezi bir veri kayit cihazi ile kontrol
edilmektedir. Mikroislemciler ve bilgisayarlarin kullanilmas1 kromatografik sistemin
tekrarlanabilirligini arttirmakta ve sistem validasyon parametrelerinde daha dogru

sonuclarin elde edilmesini saglamaktadir (Hamilton, 1982).

B. Temel Kromatografi Parametreleri

Kromatografik bir sistemde veriler kromatogramlarla yorumlanmaktadir. Kromatogram,;
tayini yapilan 6rnegin her bir bileseni i¢in belirli zamanlarda derisim degerine karsi elde
edilen cevabin uygun bir dedektor ile saptanmasiyla elde edilmis pikleri gdsteren
grafiktir. iki bilesenli bir &rnege ait kromatogram Sekil 1.12°de verilmistir. Bir

kromatogrami yorumlamada kullanilan ana parametreler sunlardir;
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1.  Alikonma zamani, tg
i1.  Kapasite faktorii, k'
mi.  Segicilik , o
iv.  Kolon etkinligi, N

v.  Ayirclik, R

vi.  Pik simetri orani, PSO

i Ahkonma Zamani.tg

Ornegin enjekte edilmesinden sonra analit pikinin dedektdre gelmesine kadar gecen

stireye alikonma zamani denir.

h/2

h/10 \TI
Vv V

ta ip

Sekil 1.12 HPLC yontemiyle elde edilen kromatogram

Sekil 1.12°de t,; sabit faz ile etkilesmeyen maddelerin veya hareketli fazin alikonma
zamanini, ta; A maddesinin alikonma zamanini, tg; B maddesinin alikonma zamanini
gostermektedir. Alikonma zamani yerine alikonma hacmi de denilmektedir.
Ayrilamayan piklerin veya hareketli fazin alikonma hacmi, 6li hacim (Vy) olarakta
adlandirilir. Bir maddenin alikonma hacmi ayirimi yapilacak olan maddenin sabit
fazdan eliie olmasi i¢in gerekli olan hareketli faz hacmidir. Alikonma hacmi; alikonma

zamani ile hareketli faz akis hizini (F) carpilmasi ile hesaplanabilir.
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Vo=tnx F (1.5)

ii. Kapasite faktorii. k'

Kapasite faktorii alikonma faktorii olarak da bilinmektedir. Kolon igerisinde ¢oziinen

maddenin ilerleme hizin1 ifade eden bir faktordiir. A ¢dziineni i¢in kapasite faktorii,

(1.6)

Esitlik 1.6’da Ka; A maddesi i¢in dagilma katsayisi, Vs; sabit faz hacmi, Vy; hareketli
faz hacmidir. Dagilma katsayisini ise, K ¢oziinenin sabit fazdaki molar deigiminin (Cs),

hareketli fazdaki molar derisimine (Cyy), orani ile hesaplanir (Esitlik 1.7).
K= S (1.7)
CM

Kapasite faktorii, hareketli fazin sabit akis hizinda, Esitlik 1.8’deki gibi alikonma
zamanlar1 kullanilarak da hesaplanabilir. Iyi bir ayirim i¢in kapasite faktorii degerinin 1

ile 10 arasinda olmas1 gerekmektedir.

LY (1.8)

Kapasite faktorii maddenin kimyasal ve fiziksel 6zelliklerine, uygulanan yonteme gore
farkliliklar gosterir ve 0Ozgiil bir degerdir. Kromatografik sistemde en Onemli

parametrelerden biridir.
iii.Secicilik. o

Secicilik, esas olarak sabit fazin 6zelligine gore degisiklik gosterse de segiciligi kismen

etkileyen faktorlerden birisi de hareketli fazin bilesimidir.
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Seciciligin matematiksel ifadesi Esitlik 1.9’da gosterilmistir. Bu esitlikte kolonda daha
uzun siire tutulan maddeye ait kapasite faktoriiniin daha kisa siire tutulan maddeye ait
kapasite faktoriine oranlanmasi ile hesaplanabilir. Bu tanima gore segicilik daima 1’den
biiyliktiir (Skoog, 1998; White, 1990; Hamilton, 1982; Bidlinmeyer, 1992; Sewel, 1987;
Meyer, 1988; Scott, 1995; Rosing, 2000; Yildiz, 1997).

o= Ko (1.9)
k,'

iv.Kolon etkinligi, N
Kolon verimliliginin bir Olgiisii olarak, genel olarak birbiri ile baglantili iki terim

kullanilmaktadir. Bunlar, tabaka yiiksekligi, H ve tabaka sayist N’dir. Bu iki terim
arasinda Esitlik 1.10°daki bagint1 vardr,

(1.10)

o =

L, kolon dolgu uzunlugudur. Kolon verimliligi kolon tipi, sabit faz tipi ve boyutu,
hareketli faz bilesimi ve akis hizina gore degisebilmektedir. Kolonun esdeger tabaka
sayist (N), kolon etkinliginin bir Olgiistidiir. Genel olarak N degerinin hesaplanmasi
Esitlik 1.11°de gosterilmistir. Esitlik 1.12°de ise teorik plaka sayisinin hesaplanmasi
verilmigtir. Esitlik 1.11 ve 1.12’de WA, A maddesine ait zemin ¢izgisindeki pik cm
cinsinden genisligidir (Sekil 1.12)( White, 1990; Hamilton, 1982; Bidlinmeyer, 1992;
Sewel, 1987; Meyer, 1988; Scott, 1995; Rosing, 2000).

(1.11)
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tA -tl

2
N, =16 L 1.12
et ( WA j ( )

v. Aviriciik. R

Ayiricilik kolon etkinliginin ve c¢oziicii etkinliginin bir Sl¢listidiir. Esitlik 1.13°de

ayiriciligin matematiksel olarak hesaplanmasi verilmistir.

R = 2(tB -tA)

1.13
W (1.13)

Ve

R:l(“_'lj( K jm (1.14)

Ayiriciligin -+ hesaplanmasinda, kapasite faktorii, tabaka sayis1 ve segicilik
kullanilmaktadir. Genel olarak birbirini takip eden iki pik i¢in R degeri 1.5 ve iizeri iken
tam ayirim saglanmaktadir. R=1.325 iken maddelerden biri digeri i¢ine % 0.3 oraninda
girmis durumda, R=1 iken, maddeler birbiri i¢ine % 4 oraninda girmis durumdadir ve
R=0.75’de ayirim olmamaktadir. R=1,5 oldugu zaman maddeler % 95 olasilikla
birbirlerinden ayrilmis olarak kabul edilebilir (Sekil 1.13)( Skoog, 1998; White, 1990;
Hamilton, 1982; Bidlinmeyer, 1992; Sewel, 1987; Meyer, 1988; Scott, 1995;
Adamovics, 1997).

Sinyal = o —30—
i~ .\ Rs=0.50 Rs=0.75

Zaman

Sekil 1.13. Ayiriciligin piklerin birbirinden ayrilmasina etkisi (c:sabit)
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Seciciligin Ayiricihk Uzerine Etkisi: Genelde secicilik arttigi zaman aymriciliginda

artmasi beklenir. Esitlik 1.14°deki tek degisken a oldugunda bu ifade asagidaki gibi
gosterilebilir (Hamilton, 1982).

R:C(&j) (1.15)
o

Cy; bir sabittir ve a’ya kars1 R grafige gecirildiginde o’nin artmasiyla R degeri belli bir

degere kadar artip daha sonra sabit kalmaktadir (Sekil 1.14). a=1 oldugunda iki bilesik

arasinda ayirim ger¢eklesmemektedir.

0.8 5
" "
I/
06 /
//)
é | |
5 04- /
fof
= .
0.2 4
00 T T T T T T T
0 1 2 3 4 5 4] 7

Sekil 1.14. Seciciligin ayiricilik {izerine etkisi

Kapasite Faktoriiniin Aymriciik Uzerine Etkisi: Ayiricilik ile kapasite faktorii
arasindaki iliski tek degisken k' oldugunda Esitlik 1.16’daki gibi ifade edilir.

k'
R=C{l+kj (1.16)




50

Burada C; sabittir ve k'=0 iken ayirim ger¢eklesemez. Biiyiik k' degerlerinde Esitlik
1.16’1n sag tarafi 1 olur ve ayiricilikta bir farklilik olmaz. Optimum k' degeri 1 ile 10
arasinda oldugunda istenilen ayiriciliga ulasilir. k' ye kars1 R grafige gegirildiginde k' 10

degerine gelene kadar R degeri artip daha sonra sabit kalmaktadir (Sekil 1.15)
(Hamilton, 1982).

0.8

o
o)
1

Avyirieilik
<
I
1

0.2+

0.0

kx

Sekil 1.15. Kapasite faktoriiniin ayiricilik iizerine etkisi

vi. Pik Simetri Orani. PSO

PSO, bir A pikine ait bc ve ab uzunluklarinin oranlanmastyla hesaplanir (Sekil 1.12,

Esitlik 1.17). PSO pik yiiksekliginin zemin ¢izgisinden itibaren % 10’luk kismindan

Olctimler yapilarak hesaplanir.

PSO = — (1.17)
ab
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Diizgiin bir kromatogram egrisinin olmast i¢in PSO degerinin ‘1’ olmas1 gerekir.

Pratikte ise 0,8-1,2 araligindaki degerler kabul edilebilir (Hamilton, 1982).

Kromatografide kuramsal olarak kolonda ayrilan maddelere ait bantlarin Normal
dagilim (Gauss dagilimi) gostermesi beklenir. Normal dagilimda sabit fazdaki madde
derisimi ile hareketli fazdaki madde derisimi arasinda dogrusal bir iligki bulunmaktadir.
Ancak bu her zaman miimkiin degildir. Maddeler kolondaki sabit faza tutuldugunda
Langmuir ya da anti-Langmuir davranis goézlenmektedir (Sekil 1.16). Langmuir
izotermi sabit fazda daha fazla miktarda madde bulundugunu, Anti-Langmuir izotermi
ise, tam tersini gostermektedir. Eliisyon egrisinin oniinde ya da arkasinda bir alan olusur
ve bu da madde pikinde 6ne kayma (fronting) ya da kuyruklanma (tailing) seklinde
gbzlenir. Sabit fazdaki derisim ile hareketli fazdaki derisim arasinda dogrusal biri iligki
oldugunda, K, dagilma katsayisi sabittir, alikonma zamani madde derisiminden

bagimsizdir ve gozlenen madde piki ¢an (Gauss) egrisi seklindedir (Hamilton, 1982).

Do gruzal L angmuir Anfi-L angmuir
g
5
4
b=
&
=
EE L
Hareketli Fazdaki derigim

%

g

s

¥

7

=

tR tR t1'-{
Gauss Euyruklanma one kayma

Sekil 1.16. Alikonma zamani ve pik sekline etkisi

Genellikle kromatogramlarda ge¢ gelen pikler once gelen piklere gore daha yayvan ve
genislemis olurlar. Bu durum pikin seklini bozacagindan istenilen bir durum degildir.

Boyle durumlarda pik seklinde kuyruklanma da gdzlenebilir.
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1.8.KUTLE SPEKTROMETRISI

Atomik kiitle spektrometri, madde i¢indeki elementlerin ne olduklarini1 saptamada ve
derigimlerini tayin etmekte yaygin olarak kullanilan bir aractir. Periyodik ¢izelgede yer

alan elementlerin hemen hemen tiimii kiitle spektrometri ile tayin edilebilir.

Atomik kiitle spektrometri, atomik optik spektrometrik yontemlere gore daha fazla
sayida tstlinliik sunar: (1) gozlenebilme sinirlari, birgok element i¢in optik yontemlere
gore lic mertebe daha iyidir, (2) genellikle tayin edilen elemente 6zgli dnemli 6l¢iide
basit spektrumlar elde edilir ve bunlarin yorumlar1 kolayca yapilir, (3) atomlarin izotop
oranlar1 Olgiilebilir. Sakincalar1 ise sdylece siralanabilir: (1) cihaz, optik atomik
cihazlara gore iki veya li¢ kat daha pahalidir, (2) cihazdaki kayma saatte %5’ ten %10’ a
kadar yiiksek degerlerde olabilir, (3) daha sonra deginilecek olan bazi girisim etkileri

sOz konusudur.

Atomik Kkiitle spektrometrelerinin bazi genel 6zellikleri

Bir atomik kiitle spektrometrik analiz asagidaki basamaklar1 kapsar: (1)atomlasma, (2)
Basamak 1°de olusan atomlarin biiyiikk bir kisminin, iyon akimlarina doniigiimii
(genellikle tek yiikli pozitif iyonlar ) ve (3) Basamak 2’ de olusan iyonlarin kiitle/yiik
oranlarina (m/z) gore ayrilmasi ( burada m, atomik kiitle birimi olarak iyonun kiitlesi, z
ise yikiidiir.) (4) her tip iyonun sayilarmin sayilmasi veya uygun bir transduserle
numunenin ¢arpismasindan olusan iyonlarin iirettigi iyon akiminin 6l¢iilmesi. Basamak
2’de olusan iyonlarin ¢ogu tek yiiklii oldugu ig¢in, genellikle m/z, iyonun kiitlesine
esittir. Basamak 1 ve 2, atomik optik spektroskopi ile ayn1 teknikleri kapsar. Basamak 3

ve 4 atomik kiitle spektrometri ile gerceklestirilir.

1.8.1.1. Kiitle Spektrometride Atom Agirhiklar:

Bu konuya baglarken, kiitle spektrometri literatiirinde ve bu bdliimde, atom

agirhiklarinin  analitik kimyanin ve diger alt disiplinlerinden farkli ele alindigini

sOylemekte yarar vardir. Clinkii kiitle spektrometrileri izotoplarin kiitleleri arasinda fark
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gozetirken, diger cihazlar genellikle bunu yapmaz. Bu nedenle kisaca atom ve molekiil
agirliklari ile ilgili terimlerden bahsedilmelidir.

Atom ve molekiil agirliklarini birimleri genellikle atomik kiitle birimi (akb) veya dalton
(Da) dur. Bunlar C¢'? izotopunu referans kabul eden bagil bir Slgege dayahdir. Cq'
izotopunun kiitlesi kesinlikle 12 akb olarak kabul edilir. Yani akb vaya Da nétral Cg'?

izotopunun 1-12 si olarak tanimlanir. Bu tanima gore

1 akb=1 Da
1 ( 12¢"2C/mol*C }

" 120 6,0221x10% atom>C / mol >C
=1,66054x10** g/ atom"C
=1,66054x10"*" kg / atom'>C

Su halde, CI izotopunun atom agirhig ile ''C  referans atomunun atom agirligi

karsilagtirildiginda, bu iki izotopun kiitlelerinin iliskili oldugu goriliir. Boyle bir
karsilastirmayla klor-35 izotopunun kiitlesinin, karbon izotopunun kiitlesinden 2.91407

kez daha biiyiik oldugu gortiliir. Bu durumda klor izotopunun atom kiitlesi,

atomik kiitle >CI =12,0000Dax2,91407

= 34,9688 Da

dur. 1 mol ?C’un agirhg 12,000 g oldugu igin, >CI’un atom agirhg 34,9688
g/mol’diir.
Kiitle spektrometride, kimyanin ¢ogu alaninda oldugunun aksine, bir elementin belli bir
1zotopunun kesin kiitlesi (m) ile veya bir dizi izotop igeren bilesiklerin kesin kiitlesiyle
ilgileniriz. Bundan dolay1 asagidaki 6rnekte verilen bilesiklerin kiitleleri arasinda ayirim
yapmaya gerek duyabiliriz:

“C'H, m =12,000x1+1,007825 x4

=16,031 Da
“C'H, m =13,00335x1+1,007825x4
=17,035 Da
“C'H:’H, m=12,000x1+1,007825x3 +2.0140x1
=17,037 Da
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Normal olarak, kiitle spektrometride, kesin kiitleler, virgiilden sonra ii¢ ya da dort
basamaga kadar verilir. Ciinkii yliksek-ayirma giicli olan kiitle spektrometrelerinde bu
diizeyde bir kesinlikle 6l¢iim yapilir.
Ileride, kiitle dlgiimlerinde tam sayili bir kesinligi ifade eden “anma kiitlesi” terimini
kullanacagiz. Ornekte sdzii edilen ii¢ izomerin kiitleleri sirasiyla 16, 17 ve 17 Da olarak
gosterilir.

Dogadaki bir elementin kimyasal atom agirligi veya ortalama atom agirligi (A)

asagidaki esitlikte verilir:
A=A p + A, p,+..+A4,p, =D A,p,
i=1

Burada 4,,4,,...A,, bir elementin n tane izotopunun dalton olarak atom
kiitleleri, p,,p,,...p,, ise bu izotoplarin dogadaki bolluk kesirleridir. Kuskusuz,
kimyasal atom agirligi, kimyacilarin bircok amacla ilgilendikleri agirlik tipidir. Bir
bilesigin ortalama ya da kimyasal molekiil agirligi, o bilesigi olusturan atomlarin,
kimyasal atom agiliklarinin bir toplamidir. Yani, CH,’in kimyasal molekiil agirhigi,

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

1.8.1.2. Kiitle/Yiik Oram

Bu boliimde kullanilacak diger bir terim de bir atomik ya da molekiiler iyonun kiitle/yiik
oranidir. Bu terim bir iyonun atom veya molekiil kiitlesini (m) iyonun tasidigi yiik
sayisina (z) bolmekle elde edilir. Yani “C'H igin, m/z=16,035/1=16,035,"C'H ;"
icin, m/z=17,035/2=8,518 olur. Kiitle spektrometride, ¢ogu iyon bir yiiklii
oldugundan, m/z orani genellikle m olarak kisaltilir. Bu kisaltma, gercek anlamiyla

dogru degildir, fakat kiitle spektrometri literatiirtinde genis bir sekilde kullanilir.

1.8.1.3. Atomik Kiitle Spektrometri Tipleri

Cizelge 1-7 atomik kiitle spektrometrinin en 6nemli tiplerini gostermektedir. Tarihsel
olarak termal iyonlasma kiitle spektrometri ve kivilcim kaynakli kiitle spektrometri,
kalitatif ve kantitatif elementel analizler i¢in gelistirilmis ilk kiitle spektrometrik
yontemlerdir. Ancak giiniimiizde, ¢izelgede belirtilen ICP-MS gibi bazi yontemlerin, bu

yontemleri golgelemesine ragmen, bunlar hala uygulama alan1 bulmaktadir. Cizelgedeki
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ilk li¢ yontem, iki enstriimantal teknigin bir arada kullamildig1 ikili—-yontemlerdir. Bu
yontemlerle, tekniklerin tek basina kullanildigi durumlara gore ¢cok daha {istiin analitik
sonuclar elde edilir. Bu kitabin bir¢ok yerinde buna benzer ikili yontemlerle

karsilasacagiz.

Cizelgedeki atomlasma ve iyonlasma ilgili cesitli yontemleri incelemeye baslamadan
once, kiitle spektrometrelerinin, iyonik tiirlerin ayrilmasinda ve oOlgiilmesinde nasil

kullanildigini kisaca anlatmaya gerek vardir.
1.8.2. KUTLE SPEKTROMETRELER

Kiitle spektrometre, hareketli iyonlar kiitle/yiik (m/z) oranlarina gore hizli olarak ayiran
bir cihazdir. Iyonlarin ¢ogu tek yiiklii oldugundan, oran basitge iyonun kiitlesine esittir.
Cihaz iireten firmalar ¢ok cesitli tipte kiitle spektrometre yapmaktadir. Bu bdliimde
atomik kiitle spektrometride genel olarak kullanilan {i¢ tipten bahsedecegiz. Bunlar,
kuadrupol kiitle spektrometre, ugus zamanh kiitle spektrometre ve ¢ift-odaklamali kiitle
spektrometredir. Bunlar molekiiler kiitle spektrometrileridir. Cizelge 1.7°deki son siitun,

en ¢ok kullanilan ti¢ tip atomik kiitle spektrometriyi gostermektedir.

Cizelge 1.7. Kiitle spektrometri tiirleri

Isim Kisaltma Atomik ivon Kaynaklar Tipik Kiitle Anafizorii
indiiktif eslesmis plazma ICPMS Yiiksek-s:caklik argon plazma Kuadrupol

Dogru akim plazma DCPMS Yiksek-sicaklik argon plazma Kuzdrupol
Mikrodalga-uyarmml: plazma MIPMS Yiiksck-sicaklik argon plazma Kuadrupol

Kivileim kaynagi SSMS Radyo-frekans elektrik krvilerme Cift-odaklamah

Termal iyonlagma TIMS Elektriksel olarak 1smilan plazma Cift-odaklamah

Akkor bosahmlt GDMS Akkor-bogalimli plazma Cift-odaklamah

Lazer mikroprobu LMMS Odaklanmis lazer 15m Ugus-zaman]

Tkincil iyon SIMS Hizlandimlmig iyon bombardimam Cift-odaklamalt

Sekil 1-17°deki blok diyagram, kiitle spektrometrelerinin her tipine ait ana bilesenlerini
gostermektedir. Giris sisteminin amaci, numune bilesenlerinin, elektron, foton, iyon
veya molekiill bombardimaniyla, gaz fazindaki iyonlara doniistiigii iyon kaynagina,
mikro miktarda numune gondermektedir. Alternatif olarak, iyonlagsma termal veya

elektriksel enerjiyle saglanabilir. Iyon kaynagimin ¢iktisi, daha sonra kiitle analizdriine
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gitmek lizere hizlandirilan pozitif (daha yaygin) ya da negatif bir gaz fazinda iyon

akimudir.
- T 1
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Sekil 1.17. Kiitle Spektrometrenin Bilesenleri

Kiitle analizoriinlin islevi, bir optik spektrometredeki monokromatdriin aynidir.
Birincide dagilim analit iyonlarinin kiitle/ylik oranimna, digerinde ise fotonlarin dalga

boyuna baglhdir.

Bir optik spektrometre gibi, kiitle spektrometre de, iyon demetlerini daha sonra isleme
sokulacak bir bilgisayarin hafizasina yiiklenecek ve goriintiilecek veya ¢esitli sekillerde
kaydedilecek elektrik sinyallerine doniistiiren bir transduser igerir. Optik
spektrometreye benzemeyen tarafi ise, sinyal islemci ve okuma diizenegi disinda, tiim

bilesenleri diisiik basingta tutacak bir vakum sistemine gerek duymasidir.
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Bundan sonraki boliimlerde, once kiitle spektrometrede kullanilan transduser
cesitlerinden bahsedecegiz. Daha sonra da atomik kiitle spektrometrelerinde kullanilan
ic tip kiitle analizoriinden bahsedecegiz. En sonda ise en ¢ok kullanilan cesitli iyon

kaynaklar1 hakkinda bilgi vermektedir.

1.8.2.1 Kiitle Spektrometre Transduserleri

Kiitle spektrometrelerinde kullanilmak {izere, bir¢ok tipte ticari transduser vardir.

Elektron ¢ogaltici, birgok rutin denemeler i¢in kullanilan bir transduser tipidir.

Elektron Cogalticilar

Sekil 1.18.a, pozitif iyonlar i¢in gelistirilmis, ayri-dinod bir elektron ¢ogalticty1 sematik
olarak gostermektedir. Bu transduser, UV- goriiniir 151n ig¢inkullanilan fotogogaltici
transduser’e ¢ok benzer. Her dinod, bir dncekinden daha yiiksek potansiyele sahiptir.
Katot ve ¢ok sayida dinod, yiiksek enerjili iyon ve elektronlar ¢arptikca, patlamalar
seklinde elektronlar yayan Cu/Be yiizeylere sahiptir. 10’ kat akim kazanci saglayan 20

dinodlu elektron ¢ogalticilar mevcuttur.

fyon demeti

\\ Dedektdr yarijfi
|
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Sekil 1.18.a. Ayn1 dinod elektron ¢ogaltici
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(b)
Sekil 1.18.b. Siirekli dinod elektron ¢ogaltici

Sekil 1.18.b, trompet seklinde, kursunla yogun sekilde doplanmis, camdan yapilmis bir
stirekli-dinod elektron ¢ogalticiy1 gostermektedir. Transduser’ in uzunlugu boyunca 1,8’
den 2V’ a kadar potansiyel elde edilir. Hemen giristen ylizeye carpan iyonlar,
elektronlar firlatirlar ve yiizey boyunca atlayarak daha fazla elektron firlatilmasina
neden olurlar. Bu tip transduserler tipik olarak 10° akim kazanci saglarlar. Fakat bazi

uygulamalarda kazang 10® mertebesinde olabilir.

Genellikle elektron ¢ogalticilar, saglikli ve tatmin edicidirler. Yiiksek akim kazanci ve
nanosaniye mertebesinde cevap zamanlarina sahiptirler. Bu transduserler kiitle
spektrometrelerinin, manyetik kisimlarinin ¢ikis araliklarinin  arkasina dogrudan
yerlestirilebilirler. Ciinkii genellikle transduser’e ulasan iyonlar, diizenegin ilk
boliimiinden elektron firlatmaya yeterli kinetik enerjiye sahiptirler. Elektron ¢ogalticilar
diistik kinetik enerjili iyon demetleri kullanan (kuadropol tipler) kiitle analizorleri ile de
kullanilabilirler. Fakat bu uygulamalarda analizorii uyaran iyon demeti, ilk boliime

carpmadan Once birkag bin elektron volt’a kadar hizlandirilir.
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Faraday Kabi

Sekil 1.19, bir Faraday kab1 kollektoriiniin sematik gosterimidir. Transduser, analizorii
uyaran iyonlarin, toplayici elektroda ¢arpacagi sekilde yerlestirilmistir. Bu elektrotlar,
firlatilan ikincil elektronlarin ve yansiyan iyonlarin kagmasini onleyen bir kafesle
cevrelenmistir. Toplayict elektrodu, elektroda carpan ya da uzaklasan taneciklerin,
kabin giris kismindan uzaga yansitilmasi igin, giren iyonlarin yoluna egimli olarak
yerlestirilmistir. Toplayic1 elektrodu ve kafes, biiylik bir diren¢ araciligiyla topraga
baglanmistir. Plakaya ¢arpan pozitif iyonlarin yiikii, direng araciligiyla topraktan iletilen
elektron akisiyla nétrallestirilir. Direncin ucglar arasinda olusan potansiyel diisiisii,
yiiksek empedansh bir yiikseltici tarafindan yiikseltilir. Bu transduserin cevabi, enerji,
kiitle ve iyonun kimaysal yapisindan bagimsizdir. Faraday kabi, hem ucuz, hem de
mekanik ve elektriksel agidan basittir. Baslica dezavantaji, spektrumun taranabilecegi
bir hizi sinirlamaya yarayan yiliksek impedansh bir yiikselticiye ihtiya¢ duymasidir.
Faraday kabi transduseri bu i¢ ylikseltme saglamadigindan elektron ¢ogalticilarindan

daha az hassastir.

I/ basnm; Toplayic:
I}fun ,..f"" elektrodu

demctl S—
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Sekil 1.19. Faraday Kab1 Dedektorii

Belirleme Sistemlerinin Diger Tipleri

Gilimiis bromiir emiilsiyonu ile kapli fotograf plakalari, yiiksek enerjili iyonlara karsi
duyarhidir. Fotografla belirleme, kivilcim kaynakli cihazlarda en cok karsilasilan
belirleme tipidir. Bunun nedeni, iyonlar1 bir diizlem iizerinde odaklayan cihazlarda ¢ok

genis aralikta m/z degerlerinin ayn1 anda gozlenmesine olanak vermesidir.
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Sintilasyon tipi tarnsduserler de kismen kullanim alanmi bulur. Bu transduserler bir
fotogogaltict tiibiin penceresine monte edilmis, ince bir aliiminyum levha {izerine
dagitilmis, kristal fosfordan olusmustur. Iyonlar (veya iyonlar katoda carptiginda
tiretilen elektronlar) fosforla carpistiklarinda, fotogogaltici tarafindan algilanan parlak

bir 151k tretirler.

1.8.2.2 Kuadrupol Kiitle Analizorleri

Atomik kiitle spektrometride, en bilinen kiitle spektrometre tipi Sekil 1.20°de gosterilen
kuadrupol kiitle analizoriidiir. Bu cihaz diger tiplere gore daha derli toplu, daha ucuz ve
daha giicliidiir. Ayn1 zamanda yiiksek tarama hizi gibi bir avantaji vardir. Biitiin bir

kiitle spektrumu 100 ms’den daha az bir siirede elde edilebilir.

Kararsiz
ol izleven g
b Y Tyon
iransduseri
-

fyon
kaynaf1

yol izleyen
iyon

dogru akim (dc) ve
radyo frekansi (of)
F potansiyelleri

Sekil 1.20. Kuadrapol Kiitle Spektrometre

Kuadrupol cihazinin kalbi, elektrot olarak is gdéren dort paralel silindirik ¢ubuktur.
Karsilikli ¢ubuklar elektriksel olarak birbirine baglidir: bir ¢ift, degisebilir dogru akim
kaynagmin pozitif tarafina, diger cift ise negatif ucuna baglanir. Ilaveten her cubuk
ciftine degisebilir radyo-frekansli (180 derece faz disi) alternatif akim potansiyeli

uygulanir. Bu cihazla bir kiitle spektrumu elde etmek i¢in, iyonlar ¢ubuklar arasindaki
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bosluga 5-10 V’ luk bir potansiyelle hizlandirilir. Bu arada ¢ubuklara uygulanan dogru
akimve alternatif akim potansiyelleri, oranlar1 sabit tutularak ayni anda artirilir.
Herhangi bir anda belli bir m/z degerine sahip olanlarin disinda biitiin iyonlar ¢ubuklara
carpar ve notral molekiillere doniisiir. Sadace sinirli bir aralikta m/z degeri tasiyan
iyonlar transdusere ulasir. Tipik olarak, kuadrupol cihazlar kiitleleri bir birim farkl

iyonlar1 bile kolaylikla ayirir.

Bir kuadrupol kiitle spektrometre, i¢inde bir optik agin ayni anda elektromanyetik
isininin spektrumunu dagittigi optik bir spektrometreden cok; optik degisebilir bant
filtreli bir fotometreye benzer. Belki de bu cihazi bir kiitle spektrometreden ¢ok, bir
kiitle filtresi olarak adlandirmak daha dogru olacaktir. Bununla beraber kiitle

spektrometre olarak literatiirde daha fazla yer almaktadir.

Bir Kuadrupolde iyon Yollar

Bir kuadrupoliin filtreleme yetenegini anlayabilmek i¢in, ¢ubuklar arsindaki kanaldan
gecerken iyonlarin yoluna dogru akim ve alternatif akimin etkisini incelemek gerekir.
Baslangicta, Sekil 1.21°de gosterilen ve xz diizleminde yer alan pozitif ¢ubuk cifti
tizerinde duralim. Dogru akim potansiyeli yokken kanaldaki iyonlar, alternatif akim
cevriminin pozitif yarisinda kanalin merkezine dogru yonelir; negatif yarisindaysa
uzaklagirlar. Bu davranis sekilde 4 ve B nokatalarinda gosterilir. Eger bir negatif yari
cevrimde, bir iyon ¢ubuga carparsa, pozitif yiikk nétrallesir. Sonugta olusan molekiil
uzaga tasiacaktir. Bir pozitif iyonun ¢ubuga carpip-¢arpmamasi, z ekseni lizerindeki
iyon hareketinin hizina, kiitle/yiik oranina, alternatif akim sinyalinin frekans ve

genligine baghdir.
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Sekil 1.21. xz Diizleminde kuadrapoliin ¢aligmast

Simdi, alternatif akim sinyali iizerine bindirilen pozitif dogru akim potansiyelinin
etkisinden bahsedelim. Newton fizigine gore esit kinetik enerjiye sahip olan iyonlarin
momenti kiitlenin kare kokiiyle dogrudan orantilidir. Dolayisiyla agir bir iyonu
saptirmak, hafif olana gore daha zordur. Eger kanal {izerindeki bir iyon agir ve/veya
alternatif akim potansiyelinin frekansi yiiksekse, iyon, alternatif akim potansiyeline
kayda deger bir cevap vermeyecek ve biiyiik oOlciide dogru akim potansiyelinden
etkilenecektir. Bu sartlar altinda iyon, ¢gubuklar arasindaki boslukta kalmak isteyecektir.
Bunun tersi, iyon hafif ve/veya frekans diisiikse, iyon ¢ubukla carpigabilir ve alternatif
akim potansiyelin negatif kisminda yok olabilir. Sekil 22-a’da goriildiigli gibi, pozitif
cubuk ¢ifti, xz diizlemi lizerinde hareket eden pozitif iyonlar icin yiiksek gecirgenlikte

kiitle filtresi olusturulur.

Simdi, negatif dogru akim potansiyelinde tutulan ¢cubuk ¢iftine bakalim. Alternatif akim
potansiyeli yokken biitiin pozitif iyonlar ¢ubuklara dogru gider ve yok olurlar. Daha
hafif iyonlar i¢in bu hareket alternatif akimin degisimi ile dengelenebilir. Sekil 22-b’de

goriildiigii gibi, yz diizlemindeki ¢ubuklar az gegirgen bir filtre gibi davranir.
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Gegirgenlik

(a)

(b)

(c)

Sekil 1.22. Kuadrapol kiitle filtesi(a) xz-diizleminde yliksek gecirimli, (b) yz-

diizleminde diisiik ge¢irimli, (c¢) yiiksek ve diisiik bir arada dar aralikli
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Dedektore, kuadrupol i¢inden giden bir iyon hem xz, hem de yz diizlemlerinde kararh
bir yola sahip olmalidir. Yani iyon xz diizlemindeki yiiksek-kiitle filtresinde yok
olmayacak kadar agir, hem de yz diizlemindeki diisiik-kiitle filtresinde
uzaklastirilamayacak kadar hafif olmalidir. Sekil 22-c’de goriildiigii gibi, tiim
kuadrupol, sinirhi aralikta m/z degerlerine sahip bir iyon bandini gegirir. Bu bandin

merkezi alternatif akim ve dogru akim potansiyellerini ayarlayarak degistirebilir.

Bir Kuadrupol Filtre ile Tarama

Farkli kiitlelere sahip iyonlarin bir kuadrupoldeki davraniglarin1 tanimlamak i¢in gerek
duyulan diferansiyel denklemler ¢ok karmasik olup analitik ¢oziimii gligtiir Bu

denklemlere gore, yiiklii taneciklerin bir kuadrupolde salinmasi iki grupta incelenir:

1) Salinimlarin genligi sinirli olarak ve
2) Salinimlarin istel olarak biiylidiigi ve sonug¢ olarak sonsuza yaklastigi

durum.

Bu denklemlerin icerdigi degiskenler; kiitle/yiik orani, dogru akim potansiyeli, alternatif
akim potansiyelinin ferkansi ve genligi ile ¢ubuklar arasindaki uzakliktir. Kuadrupoliin
ayirma giicii, alternatif akim ve dogru akim potansiyelleri oraniyla tayin edlir ve bu oran
6’dan ¢ok az diisiik bir degere sahip oldugunda, maksimum olur. Kuadrupol

spektrometreleri, bu degerin sabit bir potansiyel oraninda ¢alistirilirlar.

Bir kiitle spektrumunu bir kuadrupol cihazla taramak i¢in, alternatif akim potansiyeli
(V) ve dogru akim potansiyeli (0) ayn1 anda sifirdan, ikisi arasindaki oran 6’dan biraz az
tutuluncaya kadar artirilir. Tipik bir tarama sirasindaki potansiyel degisiklikleri Sekil
1.23’de gosterilmektedir. Birbirinden uzaklasan iki dogru ¢izgi, zamanin bir fonksiyonu
olarak dogru akim potansiyellerini gdstermektedir. Tek bir siiplirme zamani birkag
milisaniyedir. Dogru akim potansiyeli sifirdan + 250 V’ a degisirken, alternatif akim
sinyalleri dogrusal olarak sifirdan yaklagik 1500 V’a kadar artar. Alternatif akim

sinyallerinin 180 derece faz dis1 olduguna dikkat ediniz.



65

+1500
=
%, 1000 =
B Z
@ +500 §
£ g
= 0 )
) Py
B - 500 E
E 1000 E
- =]
3 tl
~1500 #

Zaman .
m{z > 2000

Sekil 1.23. Kuadrapol analizorii potansiyel iliskisi

Gilinlimiizde, bir¢ok firma 3000-4000 m/z’ye kadar uzanan araliklarda kuadrupol kiitle
analizorleri tretmektedirler. Bu cihazlar kiitleleri 1 birim farkli olan iyonlar1 bile
kolayca ayirirlar. Genel olarak kuadrupol cihazlar numuneyi dagitma bdolgesine
gondermek icin, cizgisel bir slitten ¢ok, yuvarlak bir delik icerirler (Sekil 1.20). Bu
delik, ayirma giicliniin slit aralif1 ile ters orantili oldugu manyetik dilim cihazlariyla

katlanilabilenden ¢ok daha fazla numune girisi saglar.

1.8.2.3. Ucus-Zamanh Kiitle Analizorleri

Ugus-zamanli (TOF) cihazlarda, numunenin, kisa elektron pulslari, ikincil iyonlar veya
lazerle iretilmis fotonlarla bombardiman edilmesiyle, periyodik olarak pozitif

iyonlariiretilir. Bu pulslar tipik olarak 10-50 kHz bir frekansa ve 0,25 ps’lik bir dmiire
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sahiptir. Bu yolla iiretilen iyonlar, iyonlasma pulslariyla ayni frekansa sahip 10>-10* V°
luk elektrik alan pulslariyla hizlandirilirlar. Hizlandirilmis tanecikler yaklasik 1 metre
boyunda, alan etkilerinden arinmis bir siiriiklenme tiibiinden gecgerler (sekil 1.24). Tiibe
giren biitiin iyonlar ideal olarak ayni kinetik enerjiye sahip tiip i¢indeki hizlari, kiitleleri
ile ters olarak degismelidir. Daha hafif tanecikler dedektore, agir olanlardan daha ¢abuk

ulagirlar. Tipik ugus zamani 1-30 ps’ dir.

Numune Siiriikienme tiibii (uzuniugn=1.) TIyon dedektori
el 2w e - . F——
=l —_— . — | [
| 4]
Uto Sinyal

_ lazer iyonlar hizlanimn
puisunun ¢arpmasiyla ff | farkina baBli olarak

olugurlar yayihrlar

"~ Iyonlar birbirinin
ardmdan hedefe
ulagirlar

Sekil 1.24 Ucgus zamanl kiitle spektrometrenin ¢aligsma prensibi

Bir ugus-zamanl kiitle spektrometrenin transduseri genellikle bir elektron ¢ogalticidir.
Bunun ¢iktisi, bir osiloskobun diisey biikiilme plakalarinda goriiniir. Yatay siipiirme,
hizlandirict pulslartyla es zamanlidir. Ayni anda kiitle spektrumu osiloskop ekranindan
goriiniir. Tipik ucus zamanlari, mikrosaniyeler mertebesindedir. Bu yiizden rakamsal
bilgi birikimi ¢ok hizli elektronik cihazlara gerek duyulur. Iyon enerjilerindeki
degisiklikler ve baslangic pozisyonlar: pik genislemelerine yol agar ve ulasabilecek

ayirma giiclinii sinirlar.

Ayirma giicii ve tekrarlanabilirlik agisindan ugus zamanli ayiricilarint kullanan cihazlar,
manyetik ya da kuadrupol ayiricilart kullananlar kadar tatmin edici degildir. Fakat
birgok avantaji bu sinirlamalar1 dengeler. Basitligi, iyon kaynagina uyumu, sinirsiz kiitle
araligi, hizli bilgi biriktirme olanagi bu cihaza da belli bir kullanim olanagi saglar.
Birgok iiretici firma, ugus-zamanl cihazlan tiretmektedir, fakat bunlar kuadrupol kiitle

spektrometrelerine oranla daha az kullanim alan1 bulur.
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1.8.2.4. Cift- Odaklamal Analizorler

Sekil 1.25°de goriildiigli gibi, ¢ift-odaklamali kiitle spektrometreleri, bir iyon demetini
odaklamak tizere iki kisim igerir. Bir elektrostatik analizér ve manyetik dilim analizorii.
Bu cihazda kaynaktan gelen iyonlar, bir slitten gecerek hizlandirilirlar ve gorevi dar bir
aralikta kinetik enerjiye sahip iyonlari, egrisel bir manyetik alanin Oniindeki slit
tizerinde odaklamak olan egrisel bir elektiriksel alana gelirler. Manyetik alanda en hafif
iyonlar en fazla, en agir olanlar en az olmak lizere biikiiliirler. Bu dagitilmis iyonlar bir
fotograf plag: lizerinde kaydedilirler. Cizelge 1.7°de goriildiigii gibi bu tip analizorler,

bir¢ok tipte atomik kiitle spektrometride kullanim alani bulurlar.

Hizlandirier f \
lit ! \ mylz < myz
Kmvilcim .2 e
kaynagl\\l ;oartso’
/ ! X m}lk Manyetik

555 mzfz

Elektrostalik
analizér

Sekil 1.25 Cift odaklamali kiitle spektrometre

1.8.3 INDUKTIF ESLESMIS PLAZMA KUTLE SPEKTROMETRI

1980’lerin basindan beri ICPMS, bir¢cok element i¢in diisiik gdzlenebilme sinirlari,
yiiksek seciciligi, iyi dogruluk ve kesinligiyle en Onemli tekniklerden biri olarak
gelismektedir'. Bu uygulamalarda bir ICP hamlaci atomlastirici ve iyonlastirici olarak is
goriir. Cozeltiler i¢in, numune klasik ya da ultrasonik bir sislestirici ile verilir. Katilar
icin diger bir numune verme teknigi uygulanir. Bu bir kivileim, lazer veya elektrik

bosalimi olabilir. Cihazin ticari tiplerinde tiim bu teknikler 1983’den beri

! Bu teknigin ayrintilari icin K.E.Jarvis, A.l. Gray and R.S. Boak, Handbook of Inductively Coupled Plasma
Mass Spectrometry. New York: Chapman...
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kullanilmaktadir. Bu cihazlarda pozitif metal iyonlari klasik bir ICP hamlacinda iiretilir.
Diferansiyel bir pompa yardimiyla, bir kuadropol kiitle spektrometreye iletilir. Bu
sekilde elde edilen spektrumlar, varolan biitlin elementler icin bir dizi izotop pikinden
olusur. Bu spektrumlar numunede bulunan elementlerin kalitatif ve kantitatif
tayinlerinde kullanilir. Miktar tayini, analit i¢in iyon sayiminin bir i¢ standart i¢in iyon
sayimina orani ile derisim arasinda cizilen bir kalibrasyon egrisi araciliiyla yapilir.

Analizler izotop seyreltme teknigiyle de yapilabilir.

1.8.3.1.  ICPMS i¢in Cihazlar’

Sekil 1.26 ticari bir ICPMS sisteminin bilesenlerini sematik olarak gostermektedir.
Cihazin en kritik pargasi, ICP hamlacim cihaza baglayan ara birimdir ve bu birim 10
torr’ dan daha diislik bir basinca gerek gosteren kiitle spektrometre ile birlikte atmosfer
basincinda c¢aligir. Bu baglanti diferansiyel pompa ile vakuma alinan bir araylizey
baglant1 birimi ile saglanir. Bu birim, ortasinda 1 mm’ den kii¢lik bir deligi olan ve
suyla sogutulan, nikel bir numune verme konisinden olusur. Sicak plazma gazi, bu
delikten bu delikten basinci bir mekanik pompa yardimiyla 1 torr civarinda tutulan bir
bolgeye geger. Bu bolgede gaz hizla genlesir ve sogur. Gazin bir kismu kiiglik bir
delikten siyirict denen ikinci bir koniye ve buradan da basinci, kiitle spektrometresinin
basinciyla ayri tutulan bir odaciga gecer. Burada pozitif iyonlar, elektronlardan ayrilir
ve molekiiler tiirler, negatif bir potansiyel yardimiyla hizlandirilarak, bir manyetik iyon

mercegi ile kuadrapol kiitle analizoriiniin giris deligine odaklandirilirlar.

Boyle tipik bir kiitle sprektometrenin performans 6zellikleri soyledir: kiitle araligi 3-
300, m/z degerleri 1 birim fark ile iyonlar1 ayirma yetenegi, dinamik araligi ise 6
ondalik mertebesindedir. Periyodik ¢izelgedeki elementlerin %90’1 bu cihazla tayin
edilebilir. Her element i¢in 6l¢iim zamani 10 saniye, birgok element i¢in gézlenebilme
sinirt 0.1-10 ppb’ dir. Kalibrasyon egrilerinin ortalarinda bir derisim i¢in standart

sapmas1 %?2-4 civarindadir.

% Onbir ticari cihaz icin: AANewmann, Anal. Chem., 1996, 69, 46A
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Sekil 1.26 ICP MS sistemi

Son zamanlarda en az iki iiretici firma kat1 numuneler i¢cin, numune hazirlamaya en az
gereksinmesi olan lazer sistemini kullanmaktadir’. Bu cihazlarda pulslu lazer demetleri,
kat: numunenin iizerinde birka¢ mikrometrekare bir alanda odaklanarak 10'? W/cm?
mertebesinde glic yogunluklar1 elde edilebilir. Boyle yliksek siddette 1s1n bircok
malzemeyi, hatta bazi refrakterleri hizla buharlastirir. Daha sonra, bir argon akisi
buharlasmis numuneyi atomlasma ve iyonlagsmanin oldugu bir ICP hamlacina tasir.
Olusan plazma kiitle sprektrometreye iletilir. Bu tip cihazlar, jeolojik numuneler
alasimlar, camlar, tarimsal iriinler, kentsel tozlar ve topraklar gibi bozunmasi ve
¢Oziinmesi ¢ok giic olan bir ¢ok numunenin yar1 kantitatif analizlerinde basariyla
kullanilir. Sekil 1.27 bir kaya numunesinin lazer asindirma/ICPMS ile elde edilen kiitle
sprektrumunu gdstermektedir. Bu spektrumu elde etmek i¢in kaya ince toz halinde
ogitiilmiis ve basing altinda kiiciik diskler haline getirilmistir. Lazer demeti ile

uyarildiktan sonra olusan buhar, bir enjektor gaz akisi ile, iyonlasmanin gergeklestigi

*EA. Denoyei, K.J.Fredeen, and J.W. Hagei, Anal.Chem., 1991, 63, 445A.
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ICP hamlacma verilmistir. Daha sonra gaz halindeki iyonlar bir kuadropol kiitle

analizoriinde analiz edilmistir.
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Sekil 1.27 Lazer asindirma/ICPMS ile elde edilen kaya numunesi
Bir ICP hamlacina bagli olarak Cizelge 1.6’da siralanan diger iyon kaynaklarinin

¢ogunun kullanimina olanak veren aksesuarlar da ticari olarak temin edilebilmektedir.

1.8.3.2.  Atomik Kiitle Spektrumlar ve Girisimler

Optik olarak belirleme yerine, ICP ile kiitle spektrometrik belirleme kullanmanin
avantajlarindan biri, kiitle spektrumlarinin daha basit ve degerlendirmelerinin daha
kolay olmasidir. Bu 06zellik nadir toprak gibi binlerce emisyon ¢izgisi gosteren
elementler icin ¢ok onemlidir. Sekil 1.28, seryum iceren bir ¢ozelti i¢in bu avantajlari
ortaya koymaktadir. Sekil 1.28.a, 100 ppm seryum igeren bir ¢dzeltinin optik emisyon
spektrumunu gostermektedir. Alttaki sekil ise 10 ppm seryum igeren ¢ozeltinin kiitle
sprektrumunu gostermektedir. Optik spektrum bir diizine ya da daha fazla giiclii seryum
cizgisi ve binlerce zayif cizgi icermektedir. Bunlarin tiimii karmasik bir zemin
spektrumu {izerine bindirilmis durumdadir. Optik zemin NH, OH, N, ve H, gibi

atmosferik kirliliklerin molekiiler bandlarindan ve argon ile diger iyonlarin elektronlarla
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yeniden birlestirilmesinden kaynaklanmaktadir. Bunun tersine, Sekil 1.28.b’de goriilen
kiitle spektrumu cok daha basittir. Bu spektrum '*°Ce” ve '** Ce” izotoplarinin
piklerinden ve iki yiiklii '*°Ce*" izotopunun m/z = 70’ e yerlesen kiigiik piklerinden
olugsmustur. Zemin spektrumu hepsi de m/z degerleri 40’tan kiicliik olan birkag

molekiiler iyon tipinden ibarettir.
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Sekil 1.28 a-100 ppm, b-10 ppm seryum’un kiitle ICP spektrumu
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Sekil 1.28.b’deki gibi bir spektrum ICPMS alaninda ilk c¢alisanlarn, “girisimsiz bir
yontem” bulundugu umuduna kaptirmistir. Ne yazik ki bu umut, daha sonraki
calismalarla gerceklesememistir. Atomik kiitle spektrometride de, optik atomik
spektrosopide karsilagilan ciddi girisim problemleri vardir. Atomik kiitle spektroskopide
girisim etkileri iki grupta toplanir: spektroskopik girisimler ve spektroskopik olmayan
girisimler. Ikinci tiir etkiler optik emisyon, absorpsiyon ve diger yodntemlerde
karsilagilan matriks etkileriyle aynidir ve bunlarin istesinden, genellikle onceki iki

boliimde tartisilan yontemlerle gelinebilir.

Spektroskopik Girisimler

Spektroskopik girisim, plazmadaki iyonik tiirle, analit iyonu ayn1 m/z degerine sahip
oldugunda olusur. Boyle girisimler, dort grupta incelenir: (1) izobarik iyonlar, (2)

poliatomik iyonlar,(3) ¢ift yiiklii iyonlar ve (4) refraktor oksit iyonlar.”

Izobarik Girisimler

Izobarik tiirler, ayn1 kiitleye sahip izotoplar1 iceren elementlerdir. Kuadrupol kiitle
spektrometrenin kullanildigr atomik kiitle spektrometride izobarik tiirler, kiitleleri
birbirimden daha az farkli olan izotoplardir. Daha yiiksek ayirma giiclii cihazlar daha

kiiciik farklari tolere ederler.

Periyodik sistemdeki bir¢ok element izobarik ¢akisma yapmayan bir, iki ve hatta ii¢

113 115

izotopa sahiptir. Indiyum bir istisnadir. Indiyum’un '“In" ve '"In" olmak iizere iki
kararl1 izotopu vardir. Birincisi '°Cd” ile, digeri ''°Sn" ile ¢akusir. Bir izobarik girisim,
bollugu en fazla ve dolayisiyla en duyarli izotopla olusur. Ornegin *“°Ar""un biiyiik piki

(Sekil 1.28.b), bollugu en fazla olan YCa” izotopu ile (%97) ist iiste gelir. Bu nedenle

*|PMS" deki girisimleri ile ilgili ayrintili bilgi icin: K.E. JARVIS, A.L. GRAY, AND R.S.Houk,Handbook of
Inductively Coupled Plasma Mass Spectrometry, Chapter 5. New York: Black, 1992; G.HORLICK AND
Y.SHAOQ, In Inductively Coupled Plasma in Analytical Atomic Spectrometry, 2ND ED, PP. 571-596,
A.MONTASER AND D.W.GOLIGHTLY, EDS. NEW YORK: VCH PUBLISHERS, 1992.
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ikinci bolluga sahip olan **Ca” (% 2,1)’un kullanilmas1 zorunlu hale gelir. Diger bir
ornek **Ni” izotopudur ( bollugu en fazla nikel izotopu). Bu 58Fe+ ile cakisir. Bu
girisim “°Fe” piki olgiilerek diizeltilebilir. *°Fe” ile *Fe” arasindaki dogal bolluk
oranindan, demirin m/z 58’deki pike katkis1 hesaplanabilir ve diizeltme yapilabilir. Baz1

cihazla bu diizeltmeleri otomatik olarak yapabilecek yeteneklere sahiptir.

Cok Atomlu Iyon Girisimleri

Plazma i¢indeki ve matriks ya da atmosferdeki tiirlerin etkilesmelerinden olusan ¢ok
atomlu tiirlerin yaratti31 problem izobarik girisimlerden ¢ok daha ciddidir. Sonugta ¢ok
sayida molekiiler iyon olusabilir ve biiyiik olasilikla girisim yapar. Bu tiirden bir girisim
daha ¢ok 82’den kiigiik m/z tiirlerinde goriilebilir. Sekil 1.28.b” de bu tiirlerin varligi
goriilmektedir. Baslica girisim yapanlar arasinda * Ar **, “ArH", 05, H,'°0", '°OH",
"N ve digerleri vardir. Bunlarin bazilar1 ciddi problemlere yol acar. Onemli ¢ok
atomlu girisimlere 6rnek olarak "N, ile **Si", NOH" ile *'P*, 05 ile **S", *’ArO" ile
°Fe’ ve *Ar, ile *Se” verilebilir. Bunlarin bazilar bir tanik ile diizeltilebilir. Digerleri

icin ise farkli bir analit izotopu kullanilmalidir.
Oksit ve Hidroksit Tiirlerinin Girisimi

ICPMS’deki en ciddi girisimlerden biri, analitin kendisi, matriks bilesenleri, ¢oziicii ve
plazma gazlarinin olusturdugu oksit ve hidriksitlerin sebep oldugu girisimdir. Bu
oksitlerden bazilari, Sekil 1.28.b’de gosterilmektedir. En 6nemli girisim etkileri analit
ve matriks bilesenlerinin ve hidroksitlerinden kaynaklanmaktadir. Bu tiirlerden olusan
pikler, analit iyonlarinin pikleri ile st {iste gelebilir. Bu tiirlerin hemen hemen hepsi bir
dereceye kadar MO™ ve MOH' iyonlar1 olusturur. Burada M analit veya matriks
elementini gosterir. Bu tiirlerin pikleri analit iyonlarindan birinin piki ile ¢akisabilir.
Ornegin, bes ayr1 dogal izotopuolan titanin tek yiiklii oksitlerin kiitleleri 62, 63, 64, 65
ve 66’dir. Bu oksitlerin pikleri 2N, 63Cu+, 64Zn+, Cu* ve ®Zn" analitik pikleri ile

girisim yaparlar. Baska bir 6rnek olarak, ¢esitli metalik tiirlerin tayininde kalsiyum
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izotplarinin oksit ve hidroksitleri tarafindan yaratilan ciddi problemler Cizelge 1.8’de
gosterilmektedir.

Cizelge 1.8. Kalsiyum oksit ve hidroksit tiirleri ve diger girisimler

m/z Element” Girisimler

56 Fe (91,66) YAr0, *Ca0

57 Fe (2,19) Y ArOH, **CaOH
58 Ni (67, 77), Fe (0,33) *2Ca0, NaClI

59 Co(100) a0, *CaOH

60 Ni(26,16) BCaOH, **Ca0

61 Ni(1,25) *“CaOH

62 Ni(3,66) *Ca0, Na,0, NaK
63 Cu(69,1) *CaOH, *ArNa
64 Ni(1,16), Zn(48,89) 3280,, %282, ¥Ca0
65 Cu(30,9) 38323, $50,, ¥CaOH

“Dogal bolluk yiizdesi parantez i¢inde verilmistir. (M.A. Vaughan and D.M. Templeton,
Appl. Spectrosc., 1990, 44, 1685).

Plazma icinde oksit ve hidroksitlerin olusumunun azaltilmasi, ¢esitli arastirmalara konu
olmaktadir. Oksit olusumu, enjektdr akis hizi, radyofrekans giicli, numune siyirici
boslugu, numunenin girdigi deligin biiytikligii, plazma gaz bilesimi, oksijen giderilmesi
ve c¢Oziicii uzaklastirma etkinligi gibi deneysel degiskenlere baghdir. Biitiin bu

degiskenleri ayarlayarak oksit ve hidroksit girisim problemleri ile basa ¢ikabilir.

Matriks Etkileri

ICPMS’de bozucu madde derisimleri 500-1000 pg/mL’den daha biiyiik oldugunda,
matriks etkisi s6z konusu olabilir. Bu etki, genellikle analit sinyalini zayiflatir. Belli
deney sartlarinda ise sinyallerde zenginlesme goriiliir. Matriks etkisi, daha seyreltik

coOzeltiler kullanilarak, numune verme islemini degistirerek ya da birbirlerini etkileyen
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tiirleri ayirarak en aza indirilebilir. Ayn1 zamanda uygun bir i¢ standart kullanimi ile de
matriks etkisi biiyiik dlgiide giderilebilir. Bu, analitle aym kiitleye ve ayni iyonlagma

potansiyeline sahip bir i¢ standart elementi kullanilarak gerceklestirilir.

1.8.3.3. ICPMS Uygulamalari

ICPMS numunelerde bir ya da daha fazla elementin, kalitatif, yari-kantitatif tayinlerinde

kullanilir.

Kalitatif ve Yari-Kantitatif Uygulamalar

ICPMS ¢oklu element analizlerine kolayca uyarlanabildigi i¢in, ¢esitli tiple dogal ya da
sentetik karmagsik malzemelerin yari-kantitatif analizine ve hizli karakterizasyonuna
olarak saglar. Genel olarak gozlenebilme sinirlar1 optik emisyon ICP’den daha iyi,

elektrotermal atomik absorpsiyon spektroskopi ile yarigabilir niteliktedir.

Genellikle atomik kiitle spektrumlari, optik emisyon spektrumlarindan daha basittir ve
degerlendirilmesi daha kolaydir. Bu 6zellik, nadir toprak elementleri ve demir gibi
karmasik emisyon spektrumu veren agir elementler icin 6nemlidir. Sekil 1.28.b bu
avantaj1 gostermektedir. Bu spektral basitlik Sekil 1.29°da goriilmektedir. Burada, atom
kiitleleri 139-175 araliginda olan 14 nadir toprak elementinin bir karistminin atomik
kiitle spektrumu yer almaktadir. Boyle bir karisimin optik emisyon spektrumu o kadar

karmagiktir ki, degerlendirilmesi, sikici ve bitki de olanaksizdir.

Sekil 1.29°taki gibi bir karisimin i¢indeki bir veya daha fazla bilesenin yari-kantitatif
analizi, pikin iyon akimini veya aranan elementin bilinen bir derisimde ¢ozeltisi i¢in pik
siddetini olgerek yapilir. Iyon akiminin, derisimle orantili oldugu varsayilarak, analit
derisimi hesaplanir. Bu kaba fakat basit yontemle hesaplanan derigimler genellikle + %

100 bagil bir dogruluga sahiptir.
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Sekil 1.29 Nadir toprak elementler i¢in ICPMS spektrumu

Gozlenebilme Sinirlar:

ICPMS’in en cazip yonlerinden biri, kiitle spektrometrik belirleme optik belirlemeye
gbre daha diisiik gozlenebilme sinirlar1 saglamasidir. Bu sinirlar, birgok durumlarda
elektrotermal atomik absorpsiyonla ayni, bazan da daha diisliktiir. ICPMS islemi,
kuskusuz hiz ve ¢oklu element analizleri gibi avantajlar da saglar. Sekil 1.30, indiiktif
eslesmis plazma optik emisyon spektroskopi (ICPOES) ve elektrotermal atomik
absorpsiyon spektroskopi (ETAAS) yontemlerinin gozlenebilme sinirlart ile, bazi
elementler i¢in ICPMS ile gozlenebilme sinirlart kiyaslamaktadir. Bu veriler periyodik
sistemde cogu diger elementler i¢in de tipiktir. Genellikle kiitle spektrometrik

belirlemede, tayin araligi 0,02-0,1 ppb’dir.
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Sekil 1.30 Gozlemlenebilme Sinirlar

Kantitatif Analizler

ICPMS’de en ¢ok kullanilan kantitatif yontem, kalibrasyon egrisi hazirlamak {izere, bir
dizi kalibrasyon standardi kullanilmaktir. Eger numunedeki toplam ¢oziinmiis kati
derisimi 2000 pg/mL’nin altinda ise, yani yeterince seyreltikse basit sulu standartlar
genellikle uygundur. Matriks elementlerinin daha yiiksek derisimlerinde numunedeki
matriks elementlerinin, standartta da yer almasina dikkat edilir. Cihazdan gelen
kararsizliklar1 ve matriks etkisini karsilamak {izere standartlara ve numunelere bir i¢
standart eklenir. I¢ standart, numunede bulunmayan ve analite yakin bir atomik kiitle ve
iyonlagsma potansiyeline sahip bir elementtir. Genellikle kullanilan iki i¢ standart
indiyum ve rodyumdur. Her ikisi de elementlerin kiitle araliginin ortalarinda yer alirlar
(115, 113 ve 103) ve dogal numunelerde nadiren bulunurlar. Genellikle, numune ve ig¢
standartlar i¢in iyon akimi, iyon sayimi veya siddet oranlarinin Log-Log egrileri
derisimin birka¢ ondalik mertebesi araliginda dogrusaldir. Sekil 1.31 bir¢cok nadir
toprak elementi tayini i¢in kalibrasyon egrilerini gostermektedir. Derisimin dort ondalik

mertebesi boyunca pik sayimi ile derisim arasinda dogrusal bir iliskinin gézlendigine
dikkat ediniz.
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Sekil 1.31 ICPMS kalibrasyon egrileri

Cizelge 1.9°da, Amerika Ulusal Standartlar Biirosuna (NBS) ait dogal bir su
numunesinde bulunan, eser elementlerin kantitatif analizleri i¢in elde edilen tipik
sonuglar goriilmektedir. Derisimler ppb diizeyindedir. Analiz 15 dakika i¢inde
tamamlanmistir. Elementlerin ¢ogu i¢in sonuglar, standart numune verilerine uyum

saglamaktadir.
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Cizelge 1.9.Stanadart Su numunesinde eser elementlerin Kantitatif Tayini

ICP-MS®
Element Iyon NBS* Ortalama BSS (%)"
Berilyum Be” 19 21 20
Vanadyum Sy 54 52 6
Krom 2Cr' 17 18 12
Mangan *Mn" 32 34 5
Kobalt PCo” 19 21 7
Cinko 67n" 69 57 11
Arsenik PAs” 27 76 5
Stronsiyum 8Srt 243 297 7
Molibden *Mo* 97 134 9
Giimils Ag" 2,8 3,5 16
Kadmiyum Med” 10 13 22
Baryum %Ba” 47 74 17
Kursun 208pp* 27 31 8

“Milyarda kisim (ppb) olarak derisim
®10 tayinle elde edilmistir (BSS:Bagil Standart Sapma)

Pek cok kesin kantitatif analizde izotop seyreltme yontemi uygulanabilir. Bu teknigin
temeli, bir elementin iki izotopundan biriyle zenginlestirilmis, bir standart ¢dzeltinin
belirli miktariin katki olarak ortalama ilave edilmesiyle bu iki izotopun sinyal
siddetinin oranindaki degisimin Ol¢ililmesine dayanir. Analit derigimi, ilave edilen katki
miktar1 ve sinyal oranindaki degisimler arasinda iligki kuran ilkeler ve matematiksel
bagmtilar, bu teknigin radyoaktif izotoplara uygulanmasina olanak vermisir. izotop
seyreltme yoOnteminin avantajlari, dogrulugun gelistirilmesi ve ¢ok sayida cesitli
kimyasal ve fiziksel girisimlerden etkilenmemesidir. Baslica sinirlayict yonii ise, bu tiir

analizi tamamlamak icin gerekli olan zamandir.
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izotop Oran Ol¢iimleri

[zotop oranlarinin 6lgiimii, fen bilimleri ve tipta ciddi dneme sahiptir. Ornegin arkeolog
ve jeologlar, tarihi eserlerin ve cesitli birikimlerin yaslarin1 belirlemek i¢in bu tiir
verileri kullanirlar. Kimyacilar ve tipgilar izotopik bakimdan zenginlestirilmis
maddeleri gesitli tiirden ¢aligmalarda izleyici olarak kullanirlar. Bu ¢alismalar, izotop
oran1 Ol¢limlerine dayanir. Tarihsel olarak izotop oran Sl¢limleri, bir ya da daha fazla
elektriksel olarak 1sitilmis tel iizerinde numunelerin ayristirildigi, atomlastirildigr ve
iyonlastirildigi termal atomlastirma ve iyonlastirmaya dayali olmustur. Bu sekilde
olusturulan iyonlar daha sonra izotopik oranlarin 6l¢iildiigii ¢ift- odaklamali bir kiitle
spektrometreye taginirlardi. Bu 6l¢iimler zaman alict olmakla birlikte % 0,01 diizeyinde
bagil standart sapmaya sahip olacak kadar kesindir. Simdi izotop oranlart siklikla
Ol¢iimlerin 5 ya da 10 dakikada tamamlanabildigi ICPMS ile tayin edilmektedir. Ancak,
bu durumda sonuglarin kesinligi 10 ila 100 defa azalmaktadir. Cogu amaclar i¢in bu

diizeyde bir tekrarlanabilirlik pekala yeterli olmaktadir.

1.8.4. KIVILCIM KAYNAKLI KUTLE SPEKTROMETRI

Kiviletm kaynakli atomik kiitle spektrometri (SSMS) ¢ok sayida element ve izotop
izleme analizi i¢in genel bir ara¢ olarak 1930’larda gelismisti. Ancak ilk ticari kivilcim
kaynakli kiitle spektrometrenin piyasaya sunumu i¢in 1958 yilin1 beklemek gerekmistir.
1960’lardaki hizl1 gelisme doneminden sonra bu teknigin kullanimi sabitlesmis ve daha
sonra ICPMS ve bu bdliimde tartisilan diger bazi kiitle spektrometrik yontemlerin
ortaya cikisiyla kullanimi azalmistir. Giiniimiizde kivilcim kaynakli kiitle spektrometri
kolay coziinmeyen ve ICP ile analizlenmeyen numuneler i¢in hala uygulama alani

bulabilmektedir.

Kiviletm kaynakli kiitle spektrometride bir numunenin atomik bilesenleri, yiiksek
potansiyelli ( =30 kV) bir radyo frekans kivileimi ile kiitle analizi i¢in gerekli gaz
iyonlara cevrilirler. Kivileim, kiitle anlizoriine hemen komsu bir vakum odasinda
barindirilir. Oda, bir numune degistirildikten sonra, i¢ basinc1 yaklasik 107® torr’a siiratle

indiren ayn bir yiiksek- hizli pompalama sistemiyle donatilmistir. Genellikle numune,
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elektrotlardan birinin veya her ikisinin yerini alir. Diger bir secenek olarak grafit ile
kanistirilir ve kupa seklindeki elektroda yiiklenir. Kivilcim plazmasinda gaz fazinda
olusan pozitif iyonlar, bir dogru akim (dc) potansiyeli altinda analizoére dogru

hizlandirilirlar.

Bir kivileim kaynagi, genis bir aralikta de§isen kinetik enerjilerde iyonlar olusturur.
Bunun sonucu olarak, iyonlarin kiitlesel analizi i¢in pahali ¢ift-odaklamali kiitle
spektrometreleri gereklidir. Bu amagla Sekil 1.25 de verilen Mattuch-Herzog tipi
genellikle kullanilir. Modern kiviletm kaynakli cihazlar, hem fotografik hem de
elektriksel dedeksiyon sistemlerini kullanmak tizere tasarlanmislardir. Elektriksel
sistemler genellikle elektron ¢ogalticilara dayanirlar. Elektron c¢ogalticilar ¢ift-
odaklamali cihazlarla birlikte kullanildiginda manyetik analizériin manyetik alanim
degistirmek suretiyle spektrum taranir. Genel olarak kivileim kaynaklariyla birlikte
kullanilan ¢ift-odaklayict kiitle spektrometrelerinin ayirma giicii, ICP ile birlikte
kullanilan kuadrupol cihazlarinkinden mertebeler diizeyinde yiiksektir. Boylece izobarik
girisimlerin sayis1 onemli miktarda azalir. Ornegin kaya¢ ya da cam numunelerinde
goriildiigii gibi bir silikat yapisindaki demir tayininde, silisyumun girisim yapma
olasilig1 vardir. Burada tayin *°Fe” (m/z=55,93494) pikine dayanir, fakat belirlenebilir
bir **Sil  (m/z = 55,95386) piki de gozlenir. Cogu ¢ift-odaklamali cihazin ayirma giicii
bu pikleri ayirmaya yeterli iken bir kuadrupol cihazinda silisyum dimerinden gelen

izobarik bir girisim s6z konusudur.

1.8.4.1. Spektrumlar

ICP kiitle spektrumlar1 gibi, kiviletm kaynakli kiitle spektrumlar1 da atomik emisyona
dayanan benzerlerinden oldukga basittirler; sdyle ki, bu spektrumlar bir elementin her
bir izotopu i¢in bir ana pik ile birden fazla yiliklenmis iyonlar ve iyonlasmis oksit ve
hidroksit tiirlerine karsilik olan, daha zayif birka¢ ¢izgiden olusur. Bu ilave iyonlarin

varhigi, ICPMS’de oldugu gibi girisim olasilig1 yaratir.

1.8.4.2. Kalitatif Uygulamalar

Kivileim kaynakli kiitle spektrometri, kalitatif ve yari-kantitatif analiz i¢in gii¢lii bir

aractir. Periyodik ¢izelgede 'Li’den **®U’a kadar biitiin elementler tek bir uyarma ile
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taninabilirler. Ardisik maruz birakmalarla bir numunenin temel bilesenleri i¢cin oldugu
kadar, milyarda kisim derisim aralifindaki eser bilesenler i¢cin de derisim mertebelerini
belirleme olanagi vardir. Ancak spektrum yorumlamasi, birden fazla yiiklii tiirler,
polimerik tiirler ve molekiiler iyonlarn varligindan dolay1 yetenek ve deneyim

gerektirir.

1.8.4.3. Kantitatif Uygulamalar

Bir radyo-ferkans kivilcimi, kisa siireler boyunca ¢ok tekrarlanabilir bir kaynak degildir.
Bunun sonucunda iyi kantitatif veriler elde edilmek isteniyorsa, bir kivilcimdan gelen
ciktr sinyallerini birkag¢ saniyeden yiizlerce saniyeye kadar ulasabilen siirelerde integre
etmek (yani siddet-zaman egrileri altinda kalan alan1 bulmak) gerekli olmustur. Bir
fotoplaka hi¢ kuskusuz bir integre edici cihazdir; elektriksel belirleme ile akim
integrasyonu igin hazirlik yapilmalidir. Integrasyona ilaveten analitik degisken olarak
analit sinyalinin i¢ standardinkine oranini kullanarak tekrarlanabilirligi artirmak yaygin
bir uygulamadir. Cogu kez numune matriksinin ana elementlerden biri standart olarak
secilir; bagka bir secenek olarak saf bir bilesigin sabit bir miktar1 her bir numuneye ve
kalibrasyon olarak kullanilan her standarta katilir. Son durum igin i¢ standart olarak
kullanilan madde numunelerde bulunmamalidir. Bu Onlemlerle yiizde birkag
diizeyinden %20’ye varan bagil standart sapmalar gergeklestirilebilir.

Kivileim kaynakli kiitle spektrometrinin avantajlart yliksek duyarlilik, genis araliklarda
degisen matriksli numunelere uygulanabilirlik, ¢ikis sinyalinin (¢ogu kez birka¢ ondalik
mertebeyi kapsar bicimde) genis dogrusal dinamik aralig1 ve kalitatif ve kantitatif olarak

Olciilebilen elementlerin oldukga ¢esitli olusudur. (Kilig, Kdseoglu, Yilmaz, 2006)

1.8.5. AKKOR BOSALIMLI KUTLE SPEKTROMETRI

Cesitli tipte atomik spektroskopi teknikleri i¢in akkor-bosalimli kaynak, bir
atomlagtirma diizenegi olarak kullanilir. Numunelerin atomlagsmasina ek olarak, kati
numunelerden, pozitif analit iyonlarindan olusan bir bulut da yaratir. Bu diizenek, 0,1
ila 10 torr aras1 basinglarda argon igeren basit bir iki-elektrotlu kapali sistemden olusur.
Pulslu bir dogru akim gii¢ kaynagindan 5 ila 15 kV’luk bir potansiyel, pozitif argon

iyonlar1 olusturacak bi¢cimde elektrotlar arasina uygulanir ve bu iyonlar katoda dogru
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hizlandirilir. Katot numuneden yapilir veya diger bir secenek olarak, numune inert
metal katot iizerinde depolanir. Tipki1 oyuk katot lambasindaki gibi numunenin atomlar1
katottan iki elektrot aras1 bolgeye sacilir ki, burada elektronlarla veya pozitif argon
iyonlariyla carpismalar sonucu pozitif iyonlara dontstiiriiliir. Bundan sonra analit
iyonlar kiitle spektrometreye diferansiyel pompalama ile ¢ekilir. Bunu takiben iyonlar,
kalitatif ve kantitatif tayin i¢in bir kuardrapol analizorden siiziiliir veya bir manyetik

dilimle dagilirlar.

Onceden belirtildigi gibi, akkor bosalimli kaynaklar1 genellikle ICP hamlaglar1 ile
birlikte kullanilirlar. Akkor bosalim, atomlagtirict islevi goriirken, ICP hamlaci da

iyonlagtirmadan sorumludur.

Akkor bosalimli kaynak, kiviletm kaynagindan daha kararli goriinmekte, alimi ve
isletimi agisindan daha ekonomik olmaktadir. Kati numunelerin dogrudan analizinde
ozellikle yararhidir. Akkor bosalimli kaynakli ticari kuadrupol ve ¢ift-odaklamali kiitle

spektrometreleri glinlimiizde piyasaya sunulmustur. (Skoog, Holler, Nieman, 1998)

1.9. LC/MS KOMBINE SiISTEMLERI

Kromatografi ile kiitle spektroskopisinin birlestirilmesi son kirk yildir bilim insanlarinin
ilgisini ¢gekmektedir. Gaz kromatografisi ile kiitle spektroskopisinin birlestirilmesi 1958
yilinda baslanmis ve 1967 yilinda ticari olarak iiretilip kullanmaya baslanmistir. O
zamandan beri artan bir sekilde kullanilmaya baslanmis ve en ¢ok kullanilan tandem
yada ikili analiz sekli olmustur. GC/MS ikili sisteminin rutin bir analiz sekli olmasinda
GC dolgulu ve kapiler kolonlarindan ayirimi yapilan molekiillerin ara yiize ihtiyag
duymadan etkili bir sekilde direk olarak MS’e verilebilmesinden kaynaklanmaktadir.
GC/MS ile analiz edilmek istenen molekiil ugucu olmali, analiz sicakliklarinda 1siya
dayanikli olmali ve elektron veya kimyasal iyonizasyon teknikleri sonucu EI veya CI
kiitle spektrumu olusturmalidir. Basitce GC kolonundan ayirimi saglanan tiim
molekiiller iyonlastirilmis olur ve kiitle spektrumunda kolaylikla analiz edilir.

(Hoffmann, Stroobant, 2007)
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HPLC ve kiitle spektrokopisini birlestirilmesi ise iki analiz sisteminin dogasindan
kaynaklanan uyumsuzluklar sebebiyle bu kadar kolay olmadi. Kromatrografi de
kullanilan zaman zaman pekte ugucu olmayan mobil fazin sistemden uzaklastirilmasi
gerektiginden arayiiz kullanilmasi zorunlu olmaktadir. Ne yazikki GC/MS teki gibi,
kolandan ¢ikan biitiin molekiillerin kiitle spektrumunu yani ayni etkinligi gosteren tek
bir interfaz  bulunmamaktadir. Boylece @LC/MS  gerekli analitik  bilgiyi
veremeyebiliyordu. Buna ek olarak kiitle spektroskopisinin karmasikligi yiiziinden
kromatograficiler MS cihazina erisim zorluklar1 yasadiklarindan servis miihendislerinin
sagladig1 sonuglara glivenmek zorunda kalmaktaydilar. Bu sebeple MS detektorii
giivenilir bir dedektor olarak kabul etmediler. Elektronikte, bilgisayar teknolojisinde,
sofistike yazilimlar  sayesinde ve vakum pompalarindaki gelismeler sonucunda
giivenilir arayiizler olusturuldu. Bu sayade biiyiik, gizemli ve bir operatoriin kullandig:
LC/MS cihazlar1 ge¢miste kaldi ve buglin MS dedektorleri iyi bir LC dedektorii olarak
genel bir dedektor oldu.

LC ve MS cihazlarinin birlestirilmesinden elde edilen faydalar nelerdir sorusuna cevap
vermeden Once her iki tekniginde uygulamalar sirasinda siirlandigi, ¢6ziim iiretmede
zorlandig1 noktalar1 géz Oniine alip iki teknigin birlestirilmesinden sonra bu sorunlara

¢oziim olup olmadigini degerlendirelim.

Pek ¢ok analizde analiz etmek istedigimiz molekiil kompleks bir karisimin iginde
bulunur ve kromatografi bu karisimdan istedigimiz molekiilii ayirmamizi, tanimamizi
ve miktarlandirmamizi saglar. Tanima perspektifinden baktigimizda kromatografini en
onemli eksikligi karisimi olusturan tiim bilesiklerin tam bir ayrilmayla ayrilsa bile tam
olarak tanimlanamamasidir. Tanimlama referans maddenin tutulma zamaniyla ayn
analiz sartlarinda kiyaslanarak gerceklestirilir. Buna karsin pek c¢ok bilinmeyen
numunede, referans maddenin tutulma zamaninda gelebilecek bilinmeyen maddeler
olabilir. Bu gibi durumlarda analiz kesin olarak bu iki madde aynidir diyemez.
Kromatografik kosullar yardimiyla ne kadar da olsa ayrim saglansa bile tam bir ayrim
saglamak pek ¢ok durumda miimkiin olmamaktadir. Bu durum kesin ve saglam miktar

tayini metodu olusturmada her zaman problem ¢ikarmaktadir.
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Kiitle spektroskopisinin giicii kiitle spektrumunda pek ¢ok numunenin spesifik olmasi
sebebiyle tamamiyla olmasa da yiiksek bir giiven mertebesinde tanimlamasinin
saglanabilmesidir. Kiitle spektrumu bu derece spesifikligi saglarken, kompleks bir
karisim analiz edildiginde spektrum karigimin tiim iyonlarini gdstereceginden ve bu
spektrum oldukc¢a karmasik ve karisimi olusturan iyonlarin birbirleriyle olusturacagi
komplekslerinde spektrumda olmasi sebebiyle daha da karisik olacagindan, bazi minér

bilesikleri karakterize etme ve analiz etme zor hatta imkansiz olacaktir.

Bu iki metodun kombinasyonunda ise kromatografi ile karisim olusturan bilesikler
ayrilacak ve daha saf bir sekilde kiitle spektrumuna gidecek ve bdylece kiitle
spektrumunun tanimadaki istiinliigli sayesinde tutulma zamanlar1 ayni olan benzer
molekiiller kiitle spektrumlar1 farkli oldugu i¢in ayrim saglanip secici bir analiz
saglanmis olacaktir. Bu ekstra segicilik sayesinde kromatografi ile elde edilemeyecek

secici analizler yapmak miimkiin olacaktir.

Boylece HPLC ile MS metotlarin1 birlestirilmesi sayesinde kromatografik olarak
ayrilmayan Dbilesiklerin  bile segici ve spesifik miktarlandirma analizleri

gerceklestirilebilir.

iki yontemin birlestirilmesi icin gerekenler

Ideal olarak ik cihaz birlestirildiginde tek baslarina ¢alistiklar1 zamanki performanslarini
aynen gostermelidir. Bunu i¢in sunlar gereklidir.

l-Interfaz kromatografik performansta diisiikliige sebep olmamalidir. Bu durum
Ozellikle birden fazla kompleks karigimlarin analizinde Onemli olur. Kiitle
spektrumunda ekstra spesififiklik kazanilmasi bazi durumlarda performans diisiikliglinii
tolere etmesine ragmen bu 6nemlidir.

2-Interfazdan gecerken veya kiitle spektrumuna girerken analit kontrol edilemeyen
herhangi bir kimyasal modifikasyona ugramamalidir.

3-Kiitle spektrumuna yiiksek numune transferi olmalidir. Eger bu transfer interfazda

gerceklesiyorsa iyonizasyon etkinligi yiiksek olmalidir. Bu durum 6zellikle ¢ok diisiik
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konsantrasyonlarda yapilan miktarlandirma analizlerinde, polar ve bozulmaya agik
analitlerde 6nem kazanmaktadir.

4-Interfaz olabildigince diisiik kimyasal giiriiltii (arkaplani) olmalidir ki analit bu
giiriiltiiyle karigmasin.

S-Interfaz gilivenilir, kolay kullanilabilir ve tekrarlanabilir olmalidir.

6-Interfaz basit ve ucuz olmalidir. Ucuzluktan kasit bakim ve onarim maliyetlerinin
diisiik olmas1 anlasilmalidir.

7-Interfaz pek ¢ok kromatografik kosula uyumlu olmalidir. Bu kosullar hareketli fazin
akis hiz1 20 nl/dk den 2 ml/dk, Solvent sistemi % 100 organik den % 100 su fazina ,
gredient ayirimlarina, ugucu ve ugucu olmayan bufferlar 6rnek olarak verilebilir.
8-Interfaz kiitle spektrumunun vakum ortaminda degisim yapmamalidir. Ayrica kiitle
spektroskopsinin  biitiin  fonksiyonlariyla ¢alismasina olanak saglamalidir. Bu
fonksiyonlara yiiksek rezoliisyon ve iyonizasyon modlar1 6rnek olarak verilebilir.
9-Olusturulan kiitle spektrumu HPLC ile analiz edilebilecek bilesiklerin biomolekiiller
dahil olmak tizere 1000 Da kadar molekiiler agirlik bilgilerini karigiklik olmadan
verebilmelidir. Yiiksek kiitleli molekiilller iyonizasyona ve kiitle spektrumunun kiitle
araligina bagli olarak sinirli bigimde analiz edilirler. Bu molekiiller kolaylikla
parcalanabilir.

10-Kiitle spektrumu yapisal tayin i¢in tekrarlanabilir giivenilir ve kiitliphanelerde
kiyaslanip arastirilabilecek bilgiler sunabilmelidir. ideal olarak Elektron Iyonizasyonda
bu sekilde spektrumlar olusturulabilir.

11-Interfaz  miktarlandirma  limitinin % 10 undan daha yiiksek tekrarlanabilir
miktarlandirma analizlerine olanak saglamalidir. Lineeer dedektdr limiti genis bir
numunelemeye olanak saglamalidir. (Diistik pico gramlardan mikrogramlara kadar)
Kromatografik ayrimi sagladiktan sonra fraksiyonel kisimlari alabilecegimiz gibi,
timiinli de alip, mobil fazi ugurarak kalan numuneyi kiitle spektrumuna direk
enjeksiyon yoluyla analiz edilebilir. Fakat bu yol pek ¢ok sebeple tercih edilmez. Direk
baglant1 yoluyla pek ¢ok avantaj elde edilebilir. Bunlar analiz siiresini kisalmasi,
numune kaybimin onlenmesi, birden fazla karisimlarin analizine uygunluk, izotopik
internal standart kullanarak kesin miktarlandirma tayini analizi, pik safsizlig1 gibi bazi

onemli islerin saglanabilmesidir.
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Baglica iki temel uyumsuzluk sorunu vardir. Birincisi HPLC nin mobil faz1 sividir ve
onemli bir kismi1 sudur. Mobil faz kolondan genellikle 1ml/dk hizla gecer. Buna karsin
Kiitle spektroskopisi 107 torr 81,33322x10™ Pa) basingli vakum ortaminda caligir. Bu
sebeple direk olarak HPLC kolondan gecen elute kiitle spektrumuna verilemez.
Interfazin 6nemli bir islevi bu mobil fazin ya tamamimi veya onemli bir kismin
ortamdan uzaklastirmaktir. Ikinci biiyikk uyumsuzluk sorunu ise HPLC ile ayrimi
saglanan bilesiklerin 6nemli bir kismi ugucu degildir ve sicaklikla kolay bir sekilde
bozulurlar. Bu sebeple EI veya CI ile iyonize edilemezler. Bu sebeple alternatif

iyonizasyon teknikleri gelistirilmistir. (Niessen W., 2006)

LC/MS i¢in Sivi Kromatografisinde Bilinmesi Gerekenler

HPLC ile MS in temel prensiplerini ve bu prensiplerin bir arada nasil LC/MS
analizlerine etki ettigini iyi bir LC/MS analiz yapabilmek i¢in bilmek gerekir. Iyi bir
LC/MS c¢alismas1 yapabilmek icin Oncelikle LC metodunun c¢ok iyi olmasi
gerekmektedir. Kiitle dedektoriiriin segicilik giicii LC ile elde edilen ayrimdan kimi
zaman fedakarlik yapilmasini tolare eder. Cizelge 1.10.’da kiitle dedektoriirtiniin LC

metodu lizerinde olusturdugu zorluklar1 géstermektedir.

Cizelge 1.10. LC —MS yontemleri Karsilastirilmast

Simirlama LC MS

Akis Hiz1 Yiiksek Siirh
Ucguculuk Uygulanamaz Gerekli
Mobil faz diizenleyiciler Onemsiz Sinirht
Numune Kirli numune Temiz olmali
Detektor Pasif aktif

Akis hizi, mobil fazin ugucu olmasi ve numunelerin temiz olmasi gibi zorunluluklar LC
kisminda LC metodunda ayirimi olumsuz etkiler. Akis hizinin kiitle spektroskopisi igin
diisiik olmasi1 akis hizinin kolondan sonra akisin bdliinmesi ile maniiple edilerek

kolaylikla 6nemsiz hale getirilebilir.
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Mobil fazin, numunenin ve mobil faz1 olusturan diizenleyicilerin ugucu olmasi ¢ok
onemlidir. Tim analiz gaz fazda gerceklesir. Interfaz da mobil fazin ugucu
olmamasindan ve kalinti birakmasindan meydana gelebilecek kalintilar iyonlagmay1

olumsuz etkileyerek analizi giiglestirebilir.

LC de UV numune hiicresi bulunur ve detektor pasiftir. Buradaki pasiflik tanimlamasi
numunenin akis hiicresinden gecerken higbir kimyasal degisime ugramadan
gecmesindendir. Buna karsin kiitle spektrometre detektorleri aktiftir. Numune sivi
fazdan gaz hale gecer, iyonize edilir, basing degisir ve vakum ortaminda kontrollii bir
sekilde numune dedekte edilir. Sadece iyonize edilebilen numune kismi dedekte edilir.

Bu sebeple Kiitle spektroskopileri aktif dedektor olarak adlandirilir.

LC ve MS sistemleri birlestirilirken mobil fazin akisi1 LC’ye gore degil MS’ye gore
ayarlanmalidir.Bu iki sekilde yapilir. 1.Koldan sonra akisin boliiniip bir kisminin atiga

atilmasi.2-Kolon ¢apinin ve dolgu maddelerinin degistirilmesi.

MS kiitleye degil konsantrasyona bagli bir detektordiir. Bir kisim akisin disar1 atilmasi
cok az bir duyarlilik diisiikliigiine sebebiyet verir. En kolay akis bolme teknigi T
seklinde adaptorler kullanip kisa veya uzun akis borulari kullanarak akisi ayarlama

yontemidir. Giiniimiizde akisi istenilen oranda bdlen akis ayiricilar bulunmaktadir.

En biiyiik siirlayici mobil faz parametresi uguculuktur. Mobil faz diizenleyiciler diistik
oranda kullanilmalidir. Coziiciiler: Su, Asetonitril, methanol, ethanol, izopropil alkol,

dikloroethan, heksan, tetrahidrofuran (THF) sayilabilir.

Diizenleyiciler : asetik asit, formik asit, TCA (trikloroasetik asit), TFA (trifloroasetik
asit), HFBA(hepta floro biitrik asit), Trimetilamin, Trietilamin, amonyum hidroksit,

amonyum asetat, amonyum format.

Metal fosfatlar, boratlar, karbonatlar, mineral asitler, ve metal bazlar1 kullanilmamalidir.
Genellikle alkali ve alkali toprak metallerinden sakimilmalidir. Diizenleyici

konsantrasyonlart 10 mM dan diisiik kullanilmalidir. Konsantrasyon pasif dedektorler
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de 6nemli degildir. Ne kadar konsantre numune enjekte etseniz de UV dedektorede bir
miiddet sonra dedektérde numune kalmaz. Ama aktif detektorlerde dedektorii
kullanilmaz hale getirebilir. Mobil faz diizenleyicilerinin sensitivite iizerine etkisi sonra

deginilecektir.

Pasif detektorlerde numune kimyasi degismez. Bir UV dedektére de numune akis
hiicresinden geg¢ip analiz edildikten sonra degismeden tekrar toplanip saklanabilir. Aktif
detektorlerde ise numune kimyasi degisir. Mobil fazdaki su/organik orani, ylizey
gerilimi, ucuculuk sicakligi ve iyonize olabilen mobil faz bilesenlerinden o&tiirii iyon
iiretimi degisebilir. Mobil faz diizenleyiciler iyon iiretimini etkileyebilir. Iyonlar
birbiriyle etkilesime girebilir. Coziiciiler ve mobil faz diizenleyicileri iyonlar: tutabilir,

giiriiltiiyli artirabilir.

LC de ¢alismak gerekli olan seyler LC/MS iginde gereklidir. Ozellikle 6lii hacim etkisi
kisa ve kiiclik ¢apli kolonlar kullanildiginda g6z oniinde bulundurulmalidir. Yiiksek
basing karisimli ikili pompalar kullanildiginda gradient calismalarda karistirict hacmine
onem verilmelidir. LC/MS sistemlerde metot gelistirirken sistemde UV detektoriin
olmas1 biiyilik kolaylik saglar. Giiniimiizde modern MS data sistemleriyle LC ve MS
kromatogramlar1 elde edilip pek c¢ok analitik problemin iistesinden gelinebilmektedir.

(Robert E.A., 2003)



2. GEREC ve YONTEM
2.1. Kimyasal Maddeler

e FEtodolak (Mocehs)

e Safsizlik A (Moehs)

e Safsizlik C (Moehs)

e Safsizhik H (Moehs)

e Safsizlik K (Moehs)

e Fosforik asit H;PO,, JT. Baker)

e Asetonitril (CH;CN, JT. Baker)
e Formik Asit (CHsOH, JT. Baker)
e Sodyum hidroksit (NaOH, JT. Baker)
e Hidroklorik asit (HCI, JT. Baker)

e Hidrojen peroksit (H,0O,, JT. Baker)

e Milli-Q saf su

2.2. Cihazlar

e HPLC Cihaz1 HP Agilent 1200

e HPLC Cihaz1 Waters Alience

e MS detektor Micromass Quattro Micro

e Spektrofotometre Agilent UV-Vis Spectrometre

e Infra Red Spektrometre Perkin Elmer FT-IR Spektrometre
e Fotostabilite Kabini Suntest XLS +

e Vakumlu Etiiv Binder Vakumlu Etiiv

e Kolon Gemini 5p C-18, 110 A, 100 x 4.6 mm
e pH Metre Mettler Toledo / Seven Multi

e Ultrasonik banyo Sonorex / RK 514

e Hassas terazi (Mettler)

e HPLC saflikta su cihaz1 (Elga)

e Derin dondurucu (Argelik)
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2.3. Cam ve Diger Malzemeler

e Balon joje (10 ml, 25 ml, 100 ml, 200 ml)  (Isolab)

e Mezur (1000 ml, 2000 ml) (Isolab)
e Beher (Isolab)
e Enjektor (5 ml, 10 ml) (Ayset)
e Mikro Pipet (1 ml, 5 ml) (Schott)
e 0.45um PTFE filtre (Wattman)

2.4. Cozeltilerin Hazirlanmasi

2.4.1. Standart Cozeltisi: 40.0 mg etodolak calisma standardi hassas olarak tartilir, 100
ml’lik balon jojeye aktarilir ve asetonitril ile hacmine tamamlanir. 15 dakika ultrasonik
banyoda ¢oziinmesi saglanir ve bu arada sik sik g¢alkalanir, siire sonunda ultrasonik
banyodan cikartilir, ¢ozelti oda sicakligina getirilir. Hazirlanan ¢ozelti 0.45 p naylon
filtreden siiziiliir ve HPLC 06rnek sisesine alinarak enjeksiyona hazirlanir. (0.4 mg/ml

etodolak)

2.4.2. Test Cozeltisi: 10 adet tablet bir analiz i¢in kullanilir. Tablet tartimlar1 alinarak
havana aktarilir ve dikkatlice dgiitiilerek toz edilir. Ogiitiilmiis numune tozundan bir
tablet agirhigina esdeger tablet tozu hassas olarak tartilir ve 200 ml’lik balon jojelere
aktarilir. 45 dk asetonitril ile ultrasonda ¢oziiliip hacimlerine tamamlanir. 400 mg
etodolak iceren tabletler 5/25, 200 mg etodolak igeren tabletler 10/25 oraninda
asetonitril ile seyreltilerek, 0.45u naylon filtreden siiziiliir ve HPLC 6rnek siselerine

aliarak enjeksiyona hazirlanir.

2.4.3. Plasebo Cozeltisi: Etodolak tablet plasebosu su yardimci maddeleri igerir;
Hidroksipropil metilseliiloz, Hidroksipropil metilseliiloz, Dibazik sodyum fosfat anhidr,
Laktoz monohidrat, Etil seliiloz (7 cp), Talk, Mg stearat, Opadry White Y-1 7000.
Plasebo ¢ozeltisi hazirlanirken 400 mg tablet plasebosu hassas olarak tartilir ve 200
ml’lik balon jojelere aktarilir. 45 dk asetonitril ile ultrasonda ¢oziiliip hacimine gene
asetonitril ile tamamlanir. 5/25 oraninda asetonitril ile seyreltilerek, 0.45u naylon

filtreden siiziiliir ve HPLC 6rnek siselerine alinarak enjeksiyona hazirlanir.
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2.4.4. Blank cozeltisi : HPLC kalitede asetonitril teflon filtreden siiziilerek viallere

alinir.

2.4.5. Hareketli Faz Cozeltisi: Su-Asetonitril-Fosforik Asit karisimi (50:50:0,25;
h/h/h/) oranlarinda karigtirilip degaze edilerek hazirlanir.

2.4.6. LC/MS Calisma Cozeltileri: LC/MS numuneleri yukarida 2.4.1., 2.4.2 ve
2.4.3’de belirtildigi gibi hazirlanir.

2.4.7. Asit Stres Test Cozeltisi: Ogiitiilmiis numune tozundan bir tablet agirligma
esdeger tablet tozu hassas olarak tartilir ve 200 ml’lik balon jojelere aktarilir. 45 dak.
asetonitril ile ultrasonda ¢oziiliip hacimlerine tamamlanir. 5/25 oraninda 1 M HCI ile
seyreltilerek 15 dak. 80 °C su banyosunda bekletilir. 0.45u naylon filtreden siiziiliir ve

HPLC 6rnek siselerine alinarak enjeksiyona hazirlanir.

2.4.8. Alkali Stres Test Cozeltisi: Ogiitiilmiis numune tozundan bir tablet agirligina
esdeger tablet tozu hassas olarak tartilir ve 200 ml’lik balon jojelere aktarilir. 45 dak.
asetonitril ile ultrasonda ¢6ziiliip hacimlerine tamamlanir. 5/25 oraninda 1 M NaOH ile
seyreltilerek 15 dak. 80 °C su banyosunda bekletilir. 0.45u naylon filtreden siiziilir ve

HPLC o6rnek siselerine alinarak enjeksiyona hazirlanir.

2.4.7. Oksidasyon Stres Test Cozeltisi: Ogiitiilmiis numune tozundan bir tablet
agirligina esdeger tablet tozu hassas olarak tartilir ve 200 ml’lik balon jojelere aktarilir.
45 dak. asetonitril ile ultrasonda ¢Oziiliip hacimlerine tamamlanir. 5/25 oraninda %
15°lik Hy0, ¢ozeltisi ile seyreltilerek 15 dak. 80 °C su banyosunda bekletilir. 0.45u

naylon filtreden siiziiliir ve HPLC 6rnek siselerine alinarak enjeksiyona hazirlanir.

2.4.7. Isik Stres Test Cozeltisi: Fotostabilite kabininde iki giin bekletilmis tablet
numuneleri 6gltiilerek, numune tozundan bir tablet agirligina esdeger tablet tozu hassas
olarak tartilir ve 200 ml’lik balon jojelere aktarilir. 45 dak. asetonitril ile ultrasonda
¢ozillip hacimlerine tamamlanir. 5/25 oraninda asetonitril ile seyrltilip 0.45n naylon

filtreden siiziiliir ve HPLC 6rnek siselerine alinarak enjeksiyona hazirlanir.
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2.5. HPLC Yontemi

2.5.1. Deneyin Yapihsi

HPLC sistemine etodolak enjekte etmeden Once, sistemin dengelenmesi ve kanallarda
bulunan havanin giderilmesi amaciyla oncelikle deiyonize su ve HPLC saflikta
asetonitril gecirilir. Bu iglem ayn1 zaman da bir 6nceki analizden kalan hareketli fazin
temizlenmesi amactyla da yapilir. Daha sonrasinda hareketli fazin kolondan gegirilmesi
saglanir. Boylece kolon ve sistem uygun hale getirilir.

Sistem kapatilirken kolonun temizlenmesi igin ilk olarak saf su, daha sonra asetonitril

ve en son asamada asetonitril ve saf su birlikte gegirilir.

2.5.2. HPLC Yonteminin Optimizasyonu

Gelistirilecek yontem i¢in en iyi ayirimin saglanmasi amaciyla optimum kromatografik
kosullar saptanmistir. Bu amagla, etodolak’in ters-faz sivi kromatografisiyle ayiriminda;
sabit faz se¢imi, hareketli faz organik diizenleyici orami se¢imi (asetonitril orani
45/50/50 (h/h) , hareketli faz kompozisyonu ( fosforik asit, formik asit), dalga boyu (
270, 274, 278 nm), kolon sicaklig1 (20,30,40 derece), ve hareketli faz akis hiz1 (1,3; 1,5;
1,7 ml/dk) etkileri incelenmistir. Ayrica hazirlanan c¢ozeltilerin ne kadar siireyle stabil

oldugu saptanmustir.
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3. BULGULAR

3.1. Standart Maddelerin Saflik Kontrolii

3.1.1. IR Spektroskopisi

Etodolak saflik kontrollerini yapabilmek icin IR (kizil Gtesi) spektroskopisinden
yararlanilmigtir. Sekil 3.1°de literatiirdeki etodolak’in, Sekil 3.2°de ise kullanilan
standardin IR spektroskopsi goriilmektedir.(Sekil 3.1 ve Sekil 3.2).(Ketan, Kavita,
Harry, 2002)
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Sekil 3.1. Referans IR Spektrum
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Sekil 3.2. Analizlerde kullanilan standartin IR spektrumu.
Bu iki spektrumda goriildiigi gibi spektrumlar benzerdir. Spektrumlardaki piklerin

anlamlar ise Cizelge 3.1°de verilmistir.

Cizelge 3.1 IR Spektrumu agiklamasi

Enerji (cm'l) Aciklama

644, 693, 747 NH salinimi

792, 839, 891 Aromatik hidrojen diizlem dis1 salinimi
930,962,989,1033, C-O gerilimi

1067, CH;-makas deformasyonu ; CHy
1146,1180,1201,1263,131,1364,1413 asimetrik bozunma

1464, 1499, 1743 Karbonil grubu karboksilat gerilimi
2884, 2939, 2977, 3059, 3108 Aromatik —-CH

3348 Hidroksil grubu karboksilati

3.1.2 UV-VIS Spektroskopi: Referans ve standart UV spektrumlar1 asagidaki sekil 3.3
ve 3.4 deki gibidir.
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Sekil 3.3’de literaturdeki standardin, sekil 3.4 de ise kullanilan etodolak standartinin
UV spektroskopsi goriilmektedir.(Sekil 3.3 ve Sekil 3.4). (Ketan, Kavita, Harry, 2002)

3.5
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Sekil 3.3. Referans UV spektrum
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Sekil 3.4. Analizlerde kullanilan standartin UV Spektrumu
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3.2. Gelistirilen HPLC-UV/GB Dedektor Yontemine Ait Analiz Bulgular

3.2.1. HPLC Sistemi Optimizasyonu

Etodolakin HPLC yoOntemiyle analizi i¢in en uygun kromatografik kosullarin
belirlenmesinde, kromatografik davranisi Oncelikle sabit faz Ozellikleri; fonksiyonel
grup, tanecik ¢api, silika tiirli agisindan degerlendirilmistir. Daha sonra hareketli faz
organik diizenleyicisinin se¢imi, hareketli faz organik ¢6ziicii tiirlinlin ve oraninin
etkisi, dalgaboyu ve akis hizinin etkileri incelenmistir.

A. Sabit Faz Secimi

Gelistirilen yontemde HPLC ile analiz icin iki farkli sabit faz (kolon) denenmistir.
Kolon se¢imi sirasinda hareketli fazin hidrojen iyonu diizenlemesi i¢in fosforik asit,
hareketli faz organik diizenleyici olarakta asetonitril se¢ilmistir. Hareketli faz (su,
asetonitril, fosforik asit) sirasiyla (50: 50: 0,25;h/h/h) oranlarinda karistirilarak
kullanilmistir. Kolon sicaklig1 30°C, hareketli faz akis hiz1 1,5 ml/dk ve dalga boyu 274

nm seklinde belirlenmistir.

Etodolak’in yukarida verilen sartlarla Gemini 5 p C-18, 110 A, 100 x 4.6 mm kolonu
kullanilarak elde edilen kromatogram Sekil 3.5’de verilmistir. Ayn sartlar kullanilarak
Inertsii ODS 3V 5 um 4.6x100 mm kolonu kullanilmistir ve kromatogramlar
kaydedilmistir (Sekil 3.6).

|
] j
0.207 5
] |
] [
0.10] oA
] II|| I".
0.004 w, 5
i B A L A W B S e S o R
0.00 0.50 1.00 1.50 2.00 250 3.00 350 4.00 450 5.00
Mnutes

Sekil 3.5. Gemini 5 p C-18, 110 A, 100 x 4.6 mm kolonu kullanilarak yapilan analizin
kromatogrami; 0.4mg/ml derisiminde etodolak.
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Sekil 3.6. Inertsili ODS 3V 5 pm 4.6x100 mm kolonu kullanilarak yapilan analizin
kromatogrami; 0.4 mg/ml derisiminde etodolak.

Her iki kromatogramda pik simetri oranlar1 degerlendirilmis, Gemini 5 p C-18, 110 A,
100 x 4.6 mm kolonu kullanildiginda etodolak’in pik simetri orani 1,1 ve teorik plaka
say1s1 5709 bulunmustur. Inertsil ODS 3V 5 um 4.6x100 mm kolonu kullanildiginda ise
bu degerler 1,03 ve 6120 bulunmustur. Inertsil ODS 3V 5 um 4.6x100 mm kolonu daha
fazla kolon etkinligi gdstermesine karsin, analiz siiresini iki katina ¢ikardigi icin tercih
edilmemistir. Bu ylizden Gemini 5 p C-18, 110 A, 100 x 4.6 mm kolonu ayirma

1sleminde kullanilacak kolon olarak secilmistir.

B. Hareketli Fazin Belirlenmesi

Hareketli faz bilesiminin belirlenmesinde hareketli faz organik diizenleyici se¢imi, ve

akis hiz1 etkileri incelenmistir.

1.0rganik Diizenleyici Tiirii ve Miktarinin Belirlenmesi

Organik diizenleyici se¢imi i¢in hareketli faz organik diizenleyicisi olarak metanol ve
asetonitrilin etodolak analizine etkisi incelenmistir. Hareketli faza % 50 (hacimce)
oraninda asetonitril ve metanol eklenmis, asetonitril igeren hareketli faz ile 4.07°de
etodolak piki elde edilirken, ayn1 kromatografik kosullarda, metanol igeren hareketli
fazda 5,2 de elde edilmistir. Metanol ile elde edilen pikin pik genisligi asetonitrille elde

edilenden genis oldugu ve analiz siiresini artirdig1 i¢in organik diizenleyici olarak
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asetonitril se¢ilmistir. Iyi bir ayirim igin en uygun asetonitril oranmnin saptanmasi
amaciyla hareketli faz c¢oziicii icerigi hacimce % 45, 50 ve 55 olacak sekilde

degistirilmistir.

Hareketli fazin asetonitril miktarindaki degisimleri Sekil 3.7, Sekil 3.8 ve Sekil 3.9°da
verilmistir. Analizin 1iyi bir aymrmm ile daha kisa siirede giivenli bir bdlgede
gergeklestirilebilmesi igin, Sekil 3.9’daki asetonitril oraninin % 50 (h/h) oldugu

kromatogram secilmistir.

0.80
0.60 ﬁ
2 0407 |
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J [
0.201 |
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] |I I'.
0.00 o
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0.00 0.50 1.00 150 200 250 3.00 350 400 450 5.00
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Sekil 3.7. Asetonitril oraninin % 55 (h/h) oldugu kromatogram ; 0.4mg/ml derisiminde
etodolak.
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Sekil 3.8. Asetonitril oraninin % 45 (h/h) oldugu kromatogram ; 0.4mg/ml derisiminde
etodolak.
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Sekil 3.9. Asetonitril oraninin % 50 (h/h) oldugu kromatogram ; 0.4mg/ml derisiminde
etodolak.

2. Hareketli Faz Akis Hizinin Belirlenmesi

Etodolak analizinde kullanilan hareketli faz akis hizinin ayirima etkisinin incelenmesi
amaciyla, asetonitril, su ve fosforik asit (50:50:0,25 h/h/h) igeren hareketli faz, 30°C
kolon sicakliginda farkli akis hizlarinda HPLC sistemine verilmistir. Akis hiz1 1,3; 1,5
ve 1,7 ml/dk olarak degistirilmistir ve kromatogramlar Sekil 3.9, Sekil 3.10 ve Sekil
3.11°de verilmistir. Bu kromatogramlar goze alinarak giivenli optimum akis hiz1 1,5

ml/dk olarak belirlenmistir.
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Sekil 3.10. Hareketli faz akis hizinin 1.3 ml/dk oldugu kromatogram ; 0.4mg/ml derisiminde
Etodolak
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Sekil 3.11. Hareketli faz akig hizinin 1.7 ml/dk oldugu kromatogram ; 0.4mg/ml derisiminde
Etodolak

C. Dalgaboyu degisimi

Etodolak analizinde kullanilacak dalgaboyunun analize etkisini gérmek amaciyla sekil
3.9°deki 274 nm den baska 270 nm ve 278 nm de kromatogramlar incelenmistir
Kromatogramlar Sekil 3.9, Sekil 3.12 ve Sekil 3.13°de verilmistir. Bu kromatogramlar

gbze alinarak 274 nm giivenle calisilabilecek dalgaboyu olarak olarak belirlenmistir.
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Sekil 3.12. Dalgaboyunun 270 nm oldugu kromatogram ; 0.4mg/ml derisiminde Etodolak
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Sekil 3.13. Dalgaboyunun 278 nm oldugu kromatogram ; 0.4mg/ml derisiminde Etodolak
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D. Kolon sicakhig1 degisimi

Etodolak analizinde kullanilacak kolon sicakligmin analize etkisini gormek amaciyla
Sekil 3.9°daki 30 °C sicakliktan baska 20 °C ve 30 °C sicakliklarda kromatogram
incelenmistir. Kromatogramlar Sekil 3.9, Sekil 3.14 ve Sekil 3.15°de verilmistir. Bu
kromatogramlar goze alinarak 30 °C sicakhik giivenle calisilabilecek sicaklik olarak

olarak belirlenmistir.
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Sekil 3.14. Kolon sicakligin 20 °c oldugu kromatogram ; 0.4mg/ml derisiminde Etodolak
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Sekil 3.15. Kolon sicakligin 40 °c oldugu kromatogram ; 0.4mg/ml derisiminde Etodolak
E. Sistem Uygunluk Testi Sonug¢lar:

Gelistirilen analiz yontemi i¢in sistem uygunluk testleri HPLC-UV/GB dedektor
sistemine enjekte edilerek gerceklestirilmistir. B6liim 2.4.4. te anlatildig1 gibi hazirlanan
cOzeltinin sisteme enjeksiyonundan sonra kromatografik parametreler cihaza

hesaplatilmistir (Cizelge 3.2 ve Sekil 3.16).



Cizelge 3.2. Sistem Uygunluk Sonuglari
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Parametre Kabul Kriteri Sonuglar
Standart enjeksiyonunun
< %2.0 % 0.35
% RSD -
Teorik plaka sayisi >2000 5709
Simetri Faktorii <2.0 1.1
Kapasite Faktorii (k) 1<k’<10 3.07
0.50] g
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Peak Results
Name RT Area K Height | Symmetry Factor | USP Plate Count | USP Tailing
1 |ETODOLAC | 40714646578 | 3.07 |568799| 1.100286e+000 | 5709788e+003 | 1.1002862+000

Sekil 3.16. Sistem uygunluk parametreleri kromatogrami; 0.4mg/ml derisiminde Etodolak

3.3. HPLC-UV/GB Dedektor ile Analizi Yonteminin Validasyonu

Gelistirilen yontemin gecerliliginin kanitlanmas1 amaciyla validasyon parametrelerine

gore test edilmesinde kaynaklarda bildirilen parametreler secilmis ve ilgili gegerlilik

kriterleri kabul edilmistir. Bu amagla, validasyon g¢alismalarinda, dogrusallik, aralik,

duyarhilik, kesinlik, geri kazanim, tekrarlanabilirlik parametreleri incelenmis ve

istatistiksel degerlendirmeleri yapilmistir (ICH, 1996, Eurochem, 1998).

Etodolak HPLC Yo6nteminin kromatografik sartlar1 Cizelge 3.3’de belirtilmistir.
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Cizelge 3.3. Kromatografik Sartlar

Kolon Gemini 5p C-18,110 A, 100 x 4.6 mm
Enjeksiyon hacmi 10 ul

Akis Hizi 1.5 ml /dak.

Dedektor UV, 274 nm

Hareketli Faz Su-Asetonitril-Fosforik Asit (50:50:0,25;h/h/h)
Kolon Sicakhi@ 30°C

Numune bekleme sicakhig: 15°C

3.3.1. Segcicilik ve Spesifiklik

Spesifiklik, analizlenecek maddenin matriks etkisi ve katki maddelerinin varliginda,
iriin i¢inde tartigmaya yer vermeksizin kesin olarak tayin edilebilirligidir. Blank ve
Plasebo ¢ozeltileri etkin madde pikinin alikonma zamaninda herhangi bir pik
vermemelidir. Numune kromotograminda PDA dedektér degerlendirmesi sonucunda
etkin madde piki saf olmalidir. Blank ¢ozeltisi, plasebo ¢ozeltisi, % 100’liik standart
cozeltisi ve test ¢ozeltisi analiz edilerek herbirinden gelen pikler tespit edildi. Sonuglar
Cizelge 3.4’de, pik safsizlig1 kromatogrami, ¢oziicli kromatogrami ve plasebo ¢ozeltisi

kromatogrami Sekil 3.17, 3.18 , 3.19 da verilmistir.

Purity Plot
. Purity
| Auto Threshold | 20.00
0.50- g ~15.00
-
1 I 16.00
0.40- g
e} “14.00
(]
1 ] 12.00 ,,
0.30- E a
= g
= 10.00 &
1 ¥ | 2
0 20— | 8.00
. .00
0.10- i 4,00
5 2.00
0.00— B, =S s
A = ~0.00
3.85 3.90 395 400 405 410 415 420 425
Minutes

PA: 0181 TH: 0270
Feak: ETODOLAC
Purity
Auto Threshold

Sekil 3.17. Pik safsizliginin degerlendirildigi kromatogram; 0.4mg/ml derisiminde Etodolak.
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Sekil 3.19. Plasebo ¢6zeltisi kromatogrami.
Cizelge 3.4. Spesifiklik testi sonug tablosu
Numune ad1 RT Pik Safsizlik Agisi Pik Safsizlik Esigi
Coziici - - -
Plasebo - - -
Test ¢cozeltisi Tablet 4.03 0.181 0.270

3.3.2. Kalibrasyon Egrisi (Dogrusallik)

Etodolak’in HPLC ile analizi yonteminde dogrusal araligin ve kalibrasyon egrisinin

saptanmasinda 0,0088 mg/ml ile 0.787 mg/ml (Sekil 3.19) arasinda farkli derisimlerde

asetonitril ile ¢oziliip, seyreltilerek standart ¢ozeltiler hazirlanmistir ve HPLC kolonuna

enjekte edilmistir.

HPLC yontemi etodolak igin 0,0088 mg/ml ile 0,787 mg/ml derisimleri arasinda

dogrusaldir. Etodolagin HPLC-UV/GB dedektor ile analizi yonteminde teshis siniri
(LOD) igin; 0,141 pg/ml (sinyal/giiriiltii; S/G=8598) ve tayin alt sinir1 (LOQ) kabul

edilen BSS sinirlar iginde (< %2) 0,423 pg/ml olarak saptanmustir (Cizelge 3.5).
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Etodolak Dogrusallik

10000000 -
y=1,12x10"x-1,86x10°

8000000 - R?=0.9999
= 6000000 -
S
< 4000000 -

2000000 -

0 - ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘

0,0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 0,7 0,8 0,9
Derisim ( mg/ml)

Sekil 3.20. Etodolak Dogrusallik Grafigi.

Cizelge 3.5. Miktar Tayini Yontem Validasyonu Dogrusallik Sonuglari

Derisim Alan Ortalamasi1| *Hesaplanan Fark Farklarin
(mg/ ml) () ) Alan (o) (-Yew) | Karesi(y-yey)®
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: Derisim degerlerinin dogru formiiliinde (y = mx + n) “x” yerine
konulmasi ile hesaplanan alan degerleridir.

=7079

RSS \/ 400847815

Atik Standart Sapma :\/ =
n—-2 10-2

Bagil Atik Standart Sapma = Residual Standard Deviation x100< % 3
%100'lik std alam

Bagil Atik Standart Sapma = ﬂxl 00=0,16< %3
4515862
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Cizelge 3.6. Etodolak’in HPLC-UV/GB dedektorii ile analizi yontemine ait kalibrasyon egrisi
ozellikleri (n=10)

Regresyon Denklemi® Y =1,12x10'X-1,86x10°
Egimin Standart Hatas1 8512
Kesisimin Standart Hatasi 3301
Korelasyon Katsayisi (1) 0,9999
Determinasyon Katsayist (r°) 0,9999
Kalibrasyon Araligi (mg/ml) 0,0088-0,78
Teshis Sinir1 (pg/ml) 0,141
Tayin Alt Sinirt (pug/ml) 0,423
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Sekil 3.21. Standart 1 derisim:0,008818 mg /ml etodolak.
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3.3.3. Dogruluk ve Duyarhhk

Calisma konsantrasyonun %70, % 100 ve % 150 lik derisiminde olacak sekilde
etken madde ve plasebo tartilip yontemde belirtildigi gibi ¢alisilip analiz edildi.

Sonuglar Cizelge 3.7°de verilmistir.

Cizelge 3.7. Miktar Tayini Validasyonu i¢in geri kazanim sonugclar

Gergek Derigim Bulunan Derisim | % Geri kazanim | % Ortalama
Seviye (mg/ml) (mg/ml) Geri Kazanim
0,27603 0,27754 100,55
0,27664 0,27838 100,63 100,73
%70 0,27700 0,27977 101,00
0,39426 0,39969 101,38
0,39487 0,40147 101,67 101,41
%100 0,39579 0,40042 101,17
0,59134 0,59840 101,19
0,59153 0,60116 101,63 101,50
%150 0,59156 0,60147 101,67
Xort 101,21
SS 0,42
%BSS 0,42

3.3.4. Kesinlik (Precision)

Analitik yontemin kesinligi, ayn1 homojen 6rnekten yapilan ardisik 6rneklemelerden
elde edilen Sl¢iim serileri arasindaki uyusum yakinligi (saginim derecesi) olarak tarif
edilir. Miktar tayini validasyonunda kesinlik parametresi sistem kesinligi, yontem kesinligi ve

laboratuvar igi kesinlik olarak ¢aligilmistir.

3.3.4.1 Sistem Kesinligi

Sistem kesinligi, ayn1 ¢alisma sartlarinda ve kisa zaman aralifinda test edilir. Sistem
kesinligi, ornek hazirlama safhasindan gelecek hatalardan bagimsiz olarak sistem
performansinin dl¢iitiidiir. Y onteme gore hazirlanan standart ¢ozeltisinden 6 defa ardigik

olarak enjeksiyon yapildi, elde edilen sonuglar Cizelge 3.8’de verilmistir.
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Cizelge 3.8. Sistem Kesinligi

Enjeksiyon sayisi Standart Cozeltisinin Alam
1 4642487
2 4641598
3 4639782
4 4640249
5 4642575
6 4639563
Kor 4641042
55 1352,859
7oBSS 0,029
3.3.4.2 Yontem Kesinligi

Yontem kesinligi, ayn1 ¢aligma sartlarinda kisa zaman aralifinda tespit edilir. Sistem
performansinin  numune hazirlama  safthasindan  gelecek  hatalar  dahilinde

degerlendirilmesidir.

Yontem kesinligi ¢aligmasi etodolak iceren ii¢ farkli gergek film tablet numuneleri
tizerinden altisgar numune hazirlanarak yapilmistir. Bir Etol Fort Film Tablet 400 mg
Etodolak ve boyar madde olarak titanyum dioksit ve kirmizi demir oksit igerir. Cizelge
3.9’da Etol Fort 400 mg Film tablet sonuclar1 goriilmektedir. Alti numunenin ortalama
ylizde miktar tayini sonucu %102,3 ,standart sapma 1,04 ve bagil standart sapma 1,02

bulunmustur.

Cizelge 3.9. Etol Fort 400 mg Film Tablet Yontem Kesinligi Miktar Tayini Sonuglari

Analist Cihaz Kolon Test Sonuclar(%)
1 101,2
2 101,1
. Gemini 5 p C-18, 2
1.Giin Zlgs‘i(g)‘zl’i‘“t 110 A, 100x4.6 mm i 18?411
RD-UK/185 2
( ) 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, kirmizi
demiroksit vardir. Cizelge 3.10’da Tadolak Fort 400 mg Film Tablet sonuglar1 goriilmektedir.

Alt1 numunenin ortalama yilizde miktar tayini sonucu %100,9 ,standart sapma 1,28 ve bagil

standart sapma 1,26 bulunmustur.

Cizelge 3.10. Tadolak Fort 400 mg Film Tablet Yontem Kesinligi Miktar Tayini
Sonuglart

Analist Cihaz Kolon Test Sonuclar(%)
1 101,9
Gemini 5n C-18
HP Agilant s 2 100,0
1.gln 110 A, 100x4.6mm 3 102,0
AGS-021 4 98,9
(RD-UK/185) 3 100.8
6 101,9
Ko 100,92
SS 1,28

Her Lodine 200 mg Film Tablet’te 200 mg. Etodolak, seliilloz, hipermeloz, laktoz,
magnazyum sterat, polietilen glikol, polisorbat 80, povidon, sodyum nisasta glikolat ve
titanyum dioksit icerir. Cizelge 3.11°de Tadolak Fort 400 mg Film Tablet sonuglari
goriilmektedir. Alti numunenin ortalama yiizde miktar tayini sonucu %101,65 ,standart

sapma 0,73 ve bagil standart sapma 0,71 bulunmustur.

Cizelge 3.11. Lodine 200 mg Film Tablet Yontem Kesinligi Miktar Tayini Sonuglari

Analist Cihaz Kolon Test Sonuclar(%)
1 101,5
Gemini 5 n C-18, 110

HP Agilant s 2 101,0

1.Gin A, 100x4.6mm 3 102,0
AGS-021 4 101,1
(RD-UK/185) 5 103.0

6 101,4
Xort 101,65

SS 0,73

%BSS 0,71
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3.3.4.3 Laboratuar i¢i Kesinlik

Laboratuar ici kesinlik caligmasi, laboratuarda giin i¢indeki rasgele degisimlerin analitik
yontemin kesinligi iizerine etkisini gormek amaciyla ayni homojen numunenin analizi
farkli giinde, farkli cihazda ve farkli analist ile gergeklestirilmek suretiyle test edilir. Bu
parametrelerin tek tek hepsini denemek gerekmez. Bu ¢alismada farkli cihaz, farkli giin
ve farkli kolon parametreleri ¢alisilmstir. ikinci analist sonuglar1 Cizelge 3.12, Cizelge
3.13 ve Cizelge 3.14’de ve birinci analist sonuglar ile farki Cizelge 3.15, Cizelge 3.16
ve Cizelge 3.17’°de gosterilmistir.

Cizelge 3.12. Etol Fort 400 mg Film Tablet Yontem Kesinligi Miktar Tayini Sonuglari

Analist Cihaz Kolon Test Sonuglar(%)
1 101,5
Gemini 5p C-18,110 2 1

HP Agilant : 108’9

2 A, 100 x 4.6 mm 3 02,7
AGS-022 4 103,5
(RD-UK/186) 5 103,6

6 99,5
Xort 101,96

SS 1,61

%BSS 1,58

Cizelge 3.13. Tadolak Fort 400 mg Film Tablet Yontem Kesinligi Miktar Tayini Sonuglar

Analist Cihaz Kolon Test Sonuglar(%)
1 98,4
) Gemini 5p C-18 2 1
HP Agilant " ’ 00,7
2 110 A, 100 x4.6mm 3 98,5
AGS-022 4 100,5
(RD-UK/186) 3 99.9
6 102,8
Kot 100,13
SS 1,63
%BSS 1,63

Cizelge 3.14. Lodine 200 mg Film Tablet Yontem Kesinligi Miktar Tayini Sonuglar1

Analist Cihaz Kolon Test Sonuclar(%)
1 100,9
Gemini 5p C-18

HP Agilant i § 10;,0

2 110 A, 100x4.6 mm 102,7
AGS-022 4 1028
(RD-UK/186) 5 1014

6 101,7
Xor 102,09

SS 0,85

%BSS 0,84




Cizelge 3.15. Etol Fort 400 mg Film Tablet
Analist 1 ve 2’nin Kesinlik Calismas1 Miktar Tayini Ortalama sonuglari
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Analist Cihaz Kolon Ortalama Sonuclar
) Gemini 5Sp C-18,
1 HP Agilant 110 A, 100 x 4.6
, X 4.6 mm
AGS-021 102,28
(RD-UK/185)
] Gemini 5p C-18,
2 HP Agilant 110 A, 100 x 4.6
x 4.6 mm
AGS-022 ’ 101,96
(RD-UK/186)
Ortalama Sonuglar
arasi fark 0,32

Cizelge 3.16. Tadolak Fort 400 mg Film Tablet

Analist 1 ve 2’nin Kesinlik Calismas1 Miktar Tayini Ortalama sonuglari

Analist Cihaz Kolon Ortalama Sonuglar
] Gemini 5p C-18,
1 HP Agllant 110 A, 100 x 4.6
, X 4.6 mm
AGS021 100,92
(RD-UK/185)
) Gemini 5p C-18,
2 HP Aglant 110 A, 100 x 4.6
5 x 4.6 mm
AGS-022 100,13
(RD-UK/186)
Ortalama Sonuglar
arasi fark 0,79

Cizelge 3.17. Lodine 200 mg Film Tablet
Analist 1 ve 2’nin Kesinlik Calismas1 Miktar Tayini Ortalama sonuglari

Analist Cihaz Kolon Ortalama Sonuglar
. Gemini Sp C-18,110
1 HP Agilant A 100 x 4.6
s X 4.6 mm
AGS-021 101,65
(RD-UK/185)
) Gemini 5p C-18,110
2 HP Agllant A,100x 4.6
5 X 4.6 mm
AGS-022 102,09
(RD-UK/186)
Ortalama Sonuglar arasi -0.44

fark
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3.3.5. Cozelti Stabilitesi

Analizi yapilacak maddenin stabil olarak analiz sartlarinda bekletilme siiresi
saptanmalidir. Segilecek bekletilme siiresi analize 6zgiidiir. Eger etkin madde bu siire ve
saklama sartlarinda bozulacak olursa bu sartlar limitlendirilir ve yontemde belirtilir.
Standart ve numune ¢ozeltileri yonteme gore hazirlanarak 48 saat boyunca 10°C 6rnek
tepsi sicakliginda bekletilip belli siirelerde analiz edilip. % alan degisimi hesaplandi ,

sonugclar ¢izelge 3.18’de verilmistir.

Cizelge 3.18. Etol Fort 400 mg Film Tablet Test ¢ozeltisi stabilite sonuglari

Siire (saat) Anaziazls:gl ueu Degisiklik %
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




117

3.4. LC/MS Kombine Sistemi ile Analiz Yontemine Ait Bulgular

3.4.1 LC/MS Kombine Sistemi Yontem Optimizasyonu

HPLC yontemi ile valide edilen yontem sartlari LC/MS sisteminde kullanmak i¢in bazi
optimizasyonlar yapilmistir. Bilindigi gibi fosforik asitde bulunan fosfat iyonu LC/MS
sistemlerde iyonlarla etkilesime girerek kompleksler olusturabilir ve elde edilen MS
sinyalinin kaybolmasina veya diismesine sebep olur. Fosforik asit yerine formik asit
kullanilarak HPLC yontemindeki gibi hareketli faz hazirlanmistir. Optimazyonun diger
onemli degisikligt HPLC DAD dedektoriiniin ¢ikisindan sonra akisin T adaptori
vasitasiyla ikiye bolinmiis ve toplam 1,5 ml/dak olan akisin 0,3 ml/dak’st MS

dedektdriine verilmistir.

LC/MS dedektorii ile ¢alisma baslatilmadan 6nce cihazda uygulacak elektrik voltajlar
ayarlamalar1 yapildi. Bunu i¢in direk enjeksiyon yontemi ile MS dedektdriine stirekli
olarak 10 ml/dak etodolak enjekte edildi ve voltaj ayarlar1 ve diger ayarlamalar1 yapildi.

Cihazin g¢aligma tune ayarlari su sekilde saglandi

ES (-) Calisma Modu
Kapiler Voltaj : 3.00 kV
Cone Voltaj: 50
Estractor : 5

RF Lens: 0

Sicaklik Degerleri:
fyon kaynag Sicakligr: 120 °C
Coziicii Ugurma Sicakligr : 300 °C

Gaz Akislar

Coziicii Ugurma Gaz Akisi : 250 L/saat
Carpisma Hiicresi Ayarlari

Giris :50-Carpisma: 2-Cikis: 50-Cogaltict :650
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1.Kiitle Analizorii Ayarlari 2.Kiitle Analizorii Ayarlar
Diisiik Kiitle ayrimi: 15 Diisiik Kiitle Ayrimzi: 15
Yiiksek Kiitle Ayrimi: 15 Yiiksek Kiitle Ayrimi: 15
Birinci Iyon Neerjisi : 2 Birinci Iyon Enerjisi: 3

Tune ayarlar1 yapildiktan sonra SIR modunda MS analiz metodu Cizelge 3.19°da
belirtildigi gibi olusturuldu.
Cizelge 3.19. Kiitle Spektroskopi Analizér Ayarlari

Kiitle (m/Z) Olgiim Bekleme Zamanlar1 s Koni Voltajlar1
188 0.05 50
230,2 0.05 50
242,38 0.05 50
258 0.05 50
2723 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

Iyonizasyon modu :ES(-)
Kanallar aras1 Gegis: 0.03saniye
Olgiimler aras1 Gegis : 0.03 saniye
Tekrarlama Sayist :1

Genislik 0.1

Ayrica bu metodlar ¢alisirken sisteme bagli olan DAD dedektorii ile UV spektrumlari
ve kromatogramlar1 ve kiitle spektrumlar1 data bilgileri de toplandi.Sekil 3.31°de elde

edilen UV kromatogrami goriinmektedir.
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3.4.2 LC/MS Dogrusallik : M/z: 286,4 Etodolak icin kiitle agirligidir. Sekil 3.32 de
kalibrasyon egrisi ve egri Ozellikleri Cizelge 3.20°de gosterilmistr. Sekil 3.33°de

Etodolak kalibrasyonu i¢in elde edilen LC/MS kromatogramlart sunulmustur.

500000
y = 4,0x10"x+2,35%10°

450000 - R = 10,9992

400000 -~
350000
300000

250000

ALAN

200000 A

150000 +

100000 +

50000 -

0 T 1
0 0,002 0,004 0,006 0,008 0,01 0,012

DERISIM (mg/ml)

Sekil 3.32. Etodolak’in LC/MS Kalibrasyon egrisi
Cizelge3.20. Etodolak’in LC/MS dedektorii ile analizi ydntemine ait kalibrasyon egrisi
ozellikleri (n=6)

Regresyon Denklemi” y =4,0x10"x+2,35x10°
Egimin Standart Hatas1 5,63x10°
Kesisimin Standart Hatas1 2,7%10°
Korelasyon Katsayisi (1) 0,999604
Determinasyon Katsayisi (1°) 0,999208
Kalibrasyon Aralig (pug/ml) 0,1-100
Teshis Sinir1 (pg/ml) 1,8 x10~
Tayin Alt Sinirt (pug/ml) 5,9x107

* y =bx + a; x : mg/ml biriminde derisim, y : etodolak alan degerleri, a : kesigim, b : egim
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3.4.3 Yontem Kesinligi

LC/MS kombine sistemi ile yapilan yontem kesinligi sonucglar Cizelge 3.21, Cizelge

3.22 ve Cizelge 3.23’de gosterilmistir.

Cizelge 3.21. Etol Fort 400 mg Film Tablet Yontem Kesinligi Miktar Tayini Sonuglari

Cizelge 3.22. Tadolak Fort 400

Cihaz Kolon Test Sonuglar(%)
1 100,2
.. 2 100,1
LC/MS Gemini 5 p C-18, 3 99.1
Cihaz 110 A, 100x4.6 mm ) 100.4
RD- 185 2
( UK/185) 5 99 .4
6 97,6
Kor 99,47
S8 1,04
%BSS 1.05

mg Film Tablet Yontem Kesinligi Miktar Tayini

Sonuglari
Cihaz Kolon Test Sonuclar(%)
1 99,9
Gemini 5 p C-18 P 97.8
LC/MS ’ :

. 110 A, 100x4.6mm 3 100,5
Cihazi 4 99.8
(RD-UK/185) 5 1003

6 97,9
Kor 99,37

S8 1,20

o,
%BSS 121

Cizelge 3.23. Lodine 200 mg Film Tablet Yontem Kesinligi Miktar Tayini Sonuglar1

Cihaz Kolon Test Sonuclar(%)
1 100,1
Gemini 5 p C-18, 110 2 99.1
LC/MS ’ ’
. A, 100x4.6mm 3 96,7
Cihazi 4 99,1
(RD-UK/185) 5 100’ 2
6 98,4
Ko 98,93
S8 1,29
%BSS

1,30
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3.4.4. Sistem Kesinligi
LC/MS yontemi sistem kesinligi pespese alti1 defa yapilan standart enjeksiyon alanlarina

gore degerlendirilmis ve sonuglar Cizelge 3.24°de gosterilmistir.

Cizelge 3.24. LC/MS Yontemi icin Sistem kesinligi sonuglar

Cihaz Kolon Test Alanlar
Gemini 5 n C-18, 110 1 sl
emini S p C-
LCMS | : e,
Cih A, 100x4.6mm

thazi 4 440455
(RD-UK/185) 5 439212

6 441254
Kon 439613,7

S8 1033,7

%BSS 0.235

3.5. SAFSIZLIK ANALIiZLERI
Safsizlik analizleri valide edilen HPLC ve LC/MS teknikleri kullanilarak

gergeklestirilmistir. Her iki teknik sonuglari karsilastirilacaktir.

3.5.1. HPLC YONTEMI : UV ve LC/MS dedektériiyle ayn1 anda elde edilen sonuglar
asagida verilmistir. Safsizlik sonuglarini elde edebilmek i¢in Oncelikle kalibrasyon
egrileri hazirlanmistir. Bu safsizlik kalibrasyon egrileri ile Etol Fort 400 mg Film
Tablet, Tadolak Fort 400 mg Film Tablet ve Lodine 200 mg Film Tablet numuneleri

i¢in safsizlik sonuglar1 hesaplanmistir.

3.5.1.1 llgili Safsizhklar i¢cin Dogrusalik Cahsmalan
UV dedektori ile olusturulan kalibrasyon egrileri asagidaki gibidir.
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Safsizhik A Dogrusallik : HPLC yontemi ile ¢izilen kalibrasyon egrisi Sekil 3.34°da ve
ozellikleri Cizelge 3.25’de gosterilmistir. Sekil 3.35°de Safsizlik A kalibrasyonu i¢in

elde edilen UV kromatogramlar1 sunulmustur.

80000 -

70000 -

60000 | ¥ =7,29x10°x+1,95x10>
R%=0,9999
50000

40000

ALAN

30000

20000

10000

0 0,02 0,04 0,06 0,08 0,1 0,12
DERISIM (mg/ml)

Sekil 3.34. Safsizlik A HPLC Kalibrasyon Egrisi

Cizelge 3.25. Safsizhk A DAD dedektorii ile 274 nm de analiz yOntemine ait
kalibrasyon egrisi 6zellikleri (n=7)

Regresyon Denklemi” y = 7,29x10°x+1,95x10”
Egimin Standart Hatas1 1645,3
Kesisimin Standart Hatasi 65,3
Korelasyon Katsayist (1) 0,999987
Determinasyon Katsayisi (1°) 0,999975
Kalibrasyon Aralig (pug/ml) 0,1-10
Teshis Sinir1 (ug/ml) 2,1 x107
Tayin Alt Sinirt (pug/ml) 6,8x107

*y=Dbx +a;x: mg/ml biriminde derisim, y : safsizlik A alan oran1 degerleri, a : kesisim, b : egim
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Safsizhik C Dogrusallik : HPLC yontemi ile ¢izilen kalibrasyon egrisi Sekil 3.36’da ve
ozellikleri Cizelge 3.26°da gosterilmistir. Sekil 3.37°de Safsizlik C kalibrasyonu i¢in

elde edilen UV kromatogramlar1 sunulmustur.

100000 -
90000 +

80000 ~

y = 6,43x10°x+1,21x10°
R?=0,9999

70000 ~

60000

50000

ALAN

40000

30000

20000

10000

0 T T T T T 1
0 0,02 0,04 0,06 0,08 0,1 0,12

DERISIM (mg/ml)

Sekil 3.36. Safsizlik C HPLC Kalibrasyon Egrisi

Cizelge 3.26. Safsizlik C DAD dedektorii ile 274 nm de analiz yontemine ait kalibrasyon egrisi
ozellikleri (n=7)

Regresyon Denklemi” y = 6,43x10°x+1,21x10”
Egimin Standart Hatas1 3493,7
Kesisimin Standart Hatas1 135,2
Korelasyon Katsayisi (1) 0,999926
Determinasyon Katsayis1 (1°) 0,999853
Kalibrasyon Aralig (pug/ml) 0,1-10
Teshis Sinir1 (ug/ml) 1,7 x107
Tayin Alt Sinirt (pug/ml) 5,5x107

*y=bx +a;x: mg/ml biriminde derisim, y : safsizlik C alan oran1 degerleri, a : kesisim, b : egim
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Safsizhik H Dogrusallik : HPLC yontemi ile ¢izilen kalibrasyon egrisi Sekil 3.38°de ve
ozellikleri Cizelge 3.27°de gosterilmistir. Sekil 3.39°da Safsizlik H kalibrasyonu i¢in

elde edilen UV kromatogramlar1 sunulmustur.

100000 -
90000 -+
800007y = 6,45x10%x+1,72x10°

70000 | R’ =10,9998

60000

50000

ALAN

40000

30000

20000

10000

O T T T T 1
0 0,02 0,04 0,06 0,08 0,1

DERISIM (mg/ml)

Sekil 3.38. Safsizlik H HPLC Kalibrasyon Egrisi
Cizelge 3.27. Safsizlik H DAD dedektorii ile 274 nm de analiz yontemine ait kalibrasyon egrisi
ozellikleri (n=7)

Regresyon Denklemi” y = 6,45x10°x+1,72x10”
Egimin Standart Hatas1 4523,2
Kesisimin Standart Hatas1 198,6
Korelasyon Katsayist (1) 0,999877
Determinasyon Katsayisi (1°) 0,999754
Kalibrasyon Aralig (pug/ml) 0,1-10
Teshis Sinir1 (ug/ml) 1,5 x107
Tayin Alt Sinirt (pug/ml) 4,8x10”

*y=bx +a;x: mg/ml biriminde derisim, y : safsizlik H alan oran1 degerleri, a : kesisim, b : egim
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Safsizhk K Dogrusallik : HPLC yontemi ile ¢izilen kalibrasyon egrisi Sekil 3.40°da ve
ozellikleri Cizelge 3.28’de gosterilmistir. Sekil 3.41°de Safsizlik K kalibrasyonu i¢in

elde edilen UV kromatogramlar1 sunulmustur.

70000 -
y = 5,56x10°x-2,17x10>
60000 - R’ =10,9997

50000

40000

ALAN

30000

20000

10000

0 T T T T T 1
0 0,02 0,04 0,06 0,08 0,1 0,12

DERISIM (mg/ml)

Sekil 3.40. Safsizlik K HPLC Kalibrasyon Egrisi

Cizelge 3.28. Safsizlik K DAD dedektorii ile 274 nm de analiz yontemine ait kalibrasyon egrisi
ozellikleri (n=7)

Regresyon Denklemi” y =5,56x10°x-2,17x10
Egimin Standart Hatas1 4215.9
Kesisimin Standart Hatas1 170,9
Korelasyon Katsayisi (1) 0,999857
Determinasyon Katsayisi (°) 0,999713
Kalibrasyon Aralig1 (ug/ml) 0,1-10
Teshis Sinir1 (pg/ml) 3,5x107
Tayin Alt Sinir1 (pug/ml) 1,2x107

* y =bx +a; x : mg/ml biriminde derisim, y : safsizlik_K alan oran1 degerleri, a : kesigim, b : egim
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3.5.1.2.Dozaj Formlarinda Safsizlik Analizi Sonuclar:

132

Daha 6nce miktar tayini sonuglarini hesapladigimiz tabletlerin HPLC yontemi ile

safsizlik tayini sonuclar1 Cizelge 3.29, Cizelge 3.30 ve Cizelge 3.31°de verilmistir.

Cizelge 3.29. Etol Fort 400 mg Film Tablet Safsizlik Tayini Sonuglari

%
0 0, 0,
Test % SafzihkA % SafsizhkC % SafsizhkH SafsizhkK(%)
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
Kon - 0,0928 0,0390 -
S8 - 0,0007 0,0040 -
0,
7%BSS - 0,7222 10,2133 -

Cizelge 3.30. Tadolak Fort 400 mg Film Tablet Safsizlik Tayini Sonuglari

Test SafzihkA Safs1zhkC SafsizhkH Safs1zhkK (%)
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
Kor 0,0763 0,1061 0,0125 -
S8 0,0097 0,0020 0,0020 -
0,
/BSS 12,7342 19160 15,6316 ;
Cizelge 3.31. Lodine 200 mg Film Tablet Safsizlik Tayini Sonuclari
Test SafzihkA SafsizhikC SafsizhkH SafsizhikK (%)
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
Kor 0,0842 0,0114 0,0461 i
S8 0,0100 0,0012 0,0010 -
0
7%BSS 11,8733 10,1928 2,1637 -

D.E: Dedekte edilemedi.
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3.5.2 LC/MS YONTEMI

MS dedektoriiyle elde edilen sonuglar asagida verilmistir.

3.5.2.1 ilgili safsizliklar icin dogrusallik calismalar:

Safsizhk A Dogrusallik : Kalibrasyon egrisi Sekil 3.42’da ve ozellikleri Cizelge
3.32°de ve kromatogramlar Sekil 3.43°de sunulmustur.

400000 1  y=3,5x10"x+8,82x10°
R*=10,9979

350000

300000

250000

200000

ALAN

150000

100000

50000

0 T T T T T 1
0 0,002 0,004 0,006 0,008 0,01 0,012

DERISIM (mg/ml)

Sekil 3.42. Safsizlik A LC/MS dedektorii ile analizi yontemine ait kalibrasyon egrisi

Cizelge 3.32. Safsizlik A LC/MS dedektorii ile analizi yontemine ait kalibrasyon egrisi
ozellikleri (n=6)

Regresyon Denklemi” y=3,5x10"x+8,82x10°
Egimin Standart Hatas1 802780,4
Kesisimin Standart Hatasi 3857,4
Korelasyon Katsayisi (1) 0,99894
Determinasyon Katsayisi (1°) 0,99788
Kalibrasyon Aralig (pug/ml) 0,1-100
Teshis Sinir1 (pg/ml) 2,036 x10~
Tayin Alt Sinirt (pug/ml) 6,72x107

* y =bx + a; x : mg/ml biriminde derisim, y : safsizlik_A alan oran1 degerleri, a : kesisim, b : egim
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Safsizhk C Dogrusalhik : Kalibrasyon egrisi Sekil 3.44’de ve ozellikleri Cizelge

3.33’de ve kromatogramlar Sekil 3.45’de sunulmustur.

900000 -
800000 -
700000 ~
600000 ~

y = 4,73x10"x+2,66x10*

500000 - R?=0,9908

ALAN

400000 +

300000 -

200000 -

100000 -

O AP T T T T T 1
0 0,002 0,004 0,006 0,008 0,01 0,012

DERISIM (mg/ml)

Sekil 3.44. Safsizlik C LC/MS dedektorii ile analizi yontemine ait kalibrasyon egrisi

Cizelge 3.33. Safsizlik C LC/MS dedektorii ile analizi yontemine ait kalibrasyon egrisi
ozellikleri (n=6)

Regresyon Denklemi” y =4,73x10"x+2,66x10"

Egimin Standart Hatas1 2283297
Kesisimin Standart Hatas1 10143,4
Korelasyon Katsayisi (1) 0,9954
Determinasyon Katsayis1 (1°) 0,9908
Kalibrasyon Aralig (pug/ml) 0,1-100

Teshis Sinir1 (ug/ml) 2,15 %107

Tayin Alt Smurt (pug/ml) 7,11x107

*y=bx +a;x: mg/ml biriminde derisim, y : safsizlik_C alan oran1 degerleri, a : kesisim, b : egim
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Safsizhk H Dogrusallik : Kalibrasyon egrisi Sekil 3.46’da ve ozellikleri Cizelge
3.34’de ve kromatogramlar Sekil 3.47°de sunulmustur.

50000 -~
45000 +
40000 -+
35000 +

30000 -

25000 - y =1,0x10°x+1,68x10°
2 _
20000 R’ =0,9927

ALAN

15000 -

10000 A

5000 A

0 T T T T T T T 1
0,002 0,004 0,006 0,008 0,01 0,012 0,014

DERISIM (mg/ml)

o

Sekil 3.46. Safsizlik H LC/MS dedektori ile analizi yontemine ait kalibrasyon egrisi

Cizelge 3.34. Safsizlik H LC/MS dedektorii ile analizi yontemine ait kalibrasyon egrisi
ozellikleri (n=6)

Regresyon Denklemi” y = 1,0x10°x+1,68x10
Egimin Standart Hatas1 43008,5
Kesisimin Standart Hatasi 216,8
Korelasyon Katsayisi (1) 0,9963
Determinasyon Katsayisi (1°) 0,9927
Kalibrasyon Aralig1 (ug/ml) 0,1-100
Teshis Sinir1 (ug/ml) 6,97 x107
Tayin Alt Smir1 (ug/ml) 2,3x107

* y =bx +a; x : mg/ml biriminde derisim, y : safsizlik H alan oran1 degerleri, a : kesisim, b : egim
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Safsizhk K Dogrusallik: Kalibrasyon egrisi Sekil 3.48°de ve Ozellikleri Cizelge

3.35’de ve kromatogramlar Sekil 3.49°da sunulmustur.

50000 -

45000 -+

40000 - y = 4,5x10°x-1,03x10°
2 _

45000 R*=10,9977

30000

25000

ALAN

20000

15000

10000

5000

0 0,002 0,004 0,006 0,008 0,01 0,012
DERISIM (mg/ml)

Sekil 3.48. Safsizlik K LC/MS dedektorii ile analizi yontemine ait kalibrasyon egrisi

Cizelge 3.35. Safsizlik K LC/MS dedektorii ile analizi yontemine ait kalibrasyon egrisi
ozellikleri (n=6)

Regresyon Denklemi” y =4,5%x10%-1,03x10
Egimin Standart Hatas1 107069,1
Kesisimin Standart Hatas1 498.5
Korelasyon Katsayisi (1) 0,9988
Determinasyon Katsayisi (°) 0,9977
Kalibrasyon Aralig1 (ug/ml) 0,1-100
Teshis Sinir1 (pg/ml) 2,17 x10°
Tayin Alt Sinirt (pug/ml) 7,17x107

*y=Dbx +a; x : mg/ml biriminde derisim, y : safsizlik_K alan oran1 degerleri, a : kesigim, b : egim
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3.5.2.2.Dozaj Formlarinda Safzikhk Analizi Sonuc¢lari:

LC/MS yontemi ile safsizlik tayini sonuglart Cizelge 3.36, Cizelge 3.37 ve Cizelge

3.38°da verilmistir.

Cizelge 3.36. Etol Fort 400 mg Film Tablet Safsizlik Tayini Sonuglari

Test %SafzihkA %S Safs1izlhikC % SafsizhkH %Safs1zhkK (%)
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
Kon 0,0077 0,0904 0,1209 0,0592
S8 0,0013 0,0073 0,0106 0,0081
%BSS
16,7758 8,0790 8,7482 13,7548
Cizelge 3.37. Tadolak 400 mg Film Tablet Safsizlik Tayini Sonuglari
Test %SafzihkA % Safs1izhkC % SafsizhkH %Safs1zhkK (%)
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
Xon 0,0835 0,1156 0,1862 0,0692
8§ 0,0097 0,0115 0,0120 0,0103
%BSS
11,6254 9,9185 6,4466 14,8157
Cizelge 3.38. Lodine 200 mg Film Tablet Safsizlik Tayini Sonuglari
Test %SafzilkA % Safs1izhkC %SafsizhkH %Safs1zhkK (%)
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
Kon 0,0904 0,0194 0,5281 0,0606
S8 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 Diger Safsizlik ve Stres Calismasi1 Sonuclari

Avrupa farmakopesinde gecen diger tanimli safsizliklarin pikleri kiitle spektroskopisi ile
tayin edildi. Bu safsizliklarin standartlar1 olmadig: icin sadece kalitatif olarak varliklar
degerlendirilmistir. Sekil 3.50°de safsizlik H, Sekil 3.51 Safsizlik J, sekil 3.52°de
Etodolak’tan format ayrilmasi ile olusan safsizlik, Sekil 3.53’de Safsizlik A, Sekil
3.54’de Safsizlik B, Sekil 3.55°de Safsizlik L, Sekil 3.56’da Safsizlik K, Sekil 3.57°de
ayrimu yapilamayan Safsizlik D,E.F, G ve Sekil 3.58’de Safsizlik I kiitle kromatogrami

sunulmustur.

Muhtemel bozunma iirlinlerinin goriilmesini saglamak i¢in stres testi yapilmis. Numune
stres testi caligmalarinda asit , alkali, peroksit ve 1sik bozunma sartlarina maruz

birakilmistir.

Sekil 3.59°da  stres uygulanmamis UV  kromatogrami, Sekil 3.60°da asit
bozundurulmasina ugratilmis numune kromatogrami, Sekil 3.61°de MS dedektorde asit
bozundurulmasina ugratilmis numune kiitle spektrumu, Sekil 3.62’de UV dedektorde
alkali bozundurulmaya ugratilmis numune kromatogrami, Sekil 3.63’de MS dedektorde
alkali bozundurulmaya ugratilmis numune kiitle spektrumu, Sekil 3.64’de UV
dedektorde peroksit bozundurulmasina ugratilmis numune kromatogrami, Sekil 3.65°de
MS dedektorde peroksit bozundurulmasina ugratilmis numune kiitle spektrumu, Sekil
3.66’da UV dedektorde 151k bozundurulmasina ugratilmis numune kromatogrami, Sekil
3.67°de MS dedektorde 151k bozundurulmasina ugratilmis numune kiitle spektrumu

sunulmustur.
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4.TARTISMA

Etodolak suda ¢oziinmeyip, alkollerde ¢oOziinebilen, farmakolojik olarak
antienflamatuvar, analjezik ve antipiretik 6zellikler gosteren, non-steroidal bir ilag¢ etken
maddesidir. Etodolak enflamasyonlu dokuda prostaglandin sentezini inhibe eder.
Boylece agri reseptorlerinin, enflamasyonun mediatorleri olan histamin, serotonin ve
kininlere kars1 duyarligini azaltir, aciy1 onler. Tez kapsaminda etodolak analizleri igin
HPLC yontemi ile stabilite gostergeli, hizli, duyarli ve ekonomik bir analiz yontemi
gelistirilmeye c¢alisilmis ve gerekli optimizasyonlar ve yontem gecerlik testleri

yapilmaya c¢alisilmistir.

Uygulanacak yonteme ait deneylere baslamadan once standart olarak kullanilacak
Etodolak referans standart maddelerinin safligin1 arastirmak amaci ile UV ve IR
spektrumlart alinmistir. Sonugta elde edilen bulgular 1s181nda maddelerin bu ¢alismay1
etkileyebilecek herhangi bir safsizlik icermedigine ve c¢alismalarin bu maddelerle

yiiriitiilebilecegi sonucuna varilmistir.

Etodolak’in HPLC yontemiyle analizi i¢in en uygun kromatografik kosullarin
belirlenmesinde, etodolak’in kromatografik davranislar1 oncelikle sabit faz 6zellikleri;
fonksiyonel grup, tanecik capi, silika tiiri acisindan degerlendirilmistir. Hareketli faz
organik diizenleyicisinin se¢imi, hareketli faz organik ¢oziicii tiiriiniin ve oraninin etkisi

, kolon sicaklig1, dalgaboyu, akis hizinin etkileri incelenmistir.

Gelistirilen yontemde HPLC yontemi ile analiz i¢in iki farkli sabit faz (kolon)
denenmistir. Hareketli faz bilesiminin belirlenmesinde hareketli faz organik diizenleyici
secimi, hareketli faz organik bilesiminin ve oraninin etkisi, kolon sicakligi, dalgaboyu
ve akis hiz1 etkileri incelenmistir. Organik diizenleyici se¢imi i¢in hareketli faz organik
diizenleyicisi olarak metanol ve asetonitrilin etodolak analizine etkisi incelenmistir.
Hareketli faz bilesiminde organik diizenleyici olarak metanol kullanildiginda etodolak
pikinin 4,07 den 5,2 ye ciktig1 ve pik genisliginin arttig1 gozlemlenmistir. Bu durum
ilerde ayirim problemlerine sebep olabilece§i ve analiz siiresini uzattig1 icin organik

diizenleyici olarak asetonitril kullanilmistir.
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Iyi bir ayirim i¢in en uygun asetonitril oraninin saptanmasi amaciyla hareketli faz
organik ¢oziicii icerigi % 45-%50 ve %55 oranlart (h/h) incelenmistir. Bu asamada
sadece asetonitril oran1 degistirilmis olup diger yontem parametreleri sabit tutulmustur.
Hareketli fazin asetonitril miktarindaki degisimleri Sekil 3.7, Sekil 3.8 ve Sekil 3.9°da
verilmigtir. Analizin iyi bir ayirim ile daha kisa siirede gerceklestirilebilmesi i¢in %55
ile %50 arasinda Onemli bir fark olmadigi gozlemlenmis, calisilacak yontem igin
giivenli aralik olmasi, ve az asetonitril kullanimi i¢in %50 asetonitril orani tercih

edilmistir.

Kolon se¢imi sirasinda Gemini 5 p C-18, 110 A, 100 x 4.6 mm kolonu ve Inertsil ODS
3V 5 um 4.6x100 mm kolonu analiz edilerek karsilagtirilmistir. Her iki kolonunda
etkinligi yakindir. Inertsil ODS 3V 5 um 4.6x100 mm kolonunun plaka sayis1 ve pik
simetri oranm1 6120 , 1,03 bulunmustur.Bu degerler Gemini kolon i¢in 5709 ve 1,1
bulunmustur. Inertsil ODS 3V 5 um 4.6x100 mm kolonu etodolagi nerdeyse iki kati
kadar fazla zamanda kolonda tutup analiz siiresini uzattig1 i¢in sabit faz olarak Gemini
5u C-18, 110 A, 100 x 4.6 mm kolonu tercih edilmistir. Sec¢ilen Gemini kolonun farkli
seri numarali kolonlarda ayni sonucu verip vermedigi validasyon c¢alismalarinda

laboratuvar i¢i kesinlik parametresinde test edilmis, fark olmadigi tespit edilmistir.

Etodolak analizinde kullanilan hareketli faz akis hizinin ayirima etkisinin incelenmesi
amaciyla 1,3 ve 1,7 ml/dk akis hizlarinda ¢alisilmis analiz ilk basta kullanilan 1,5 ml/dk
hiziyla karsilastirilmigtir. Yiiksek akista etodolak 0,5 dk daha erken kolondan ayrildi.
Akis hizinin degisimi analize ¢ok biiyiik katki saglamadigi i¢in 1,5 ml/dk olarak kabul
edildi. Ayn1 sekilde giivenle calisilabilecek analiz bolgesi olusturmak amaciyla 270 ve
278 nm dalga boyunun analize etikisi incelenmis olup analize 6nemli bir katki
saglamadig1 tespit edilmistir. Yine kolon sicakliginin analize etkisi normal ¢alisma
sicakligi 30 °C £10 °C test edilmis en fazla bir dakika fark sagladigi saptamustur.
Caligsma sicakligi 30 OC olarak belirlenmistir.

Sonug olarak etodolak’in HPLC ¢alisma sartlar1 274 nm, 1,5 ml/dk akis hizi, Gemini 5
p 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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karisgtmi hareketli faz, 30°C kolon sicakligi olarak belirlenmistir. Asetonitrilde

coziilerek hazirlanan numunelerin 10°C’de 48 saat stabil oldugu saptanmustir.

Gelistirilen yontemin validasyonuna gegmeden 6nce ICH sistem uygunluk parametreleri
yontem icin test edilmis ve elde edilen parametreler 1s18inda (Cizelge 3.2) ydntemin

uygulanabilir oldugu bulunmustur.

Gelistirilen yontemin gecerliliginin kanitlanmasi amaciyla gerekli yontem gecerlilik
testleri icin kaynaklarda bildirilen parametreler secilmis ve ilgili gegerlilik kriterleri
kabul edilmistir. Bu amagla, validasyon calismalarinda ; dogrusallik, aralik, duyarlilik,
kesinlik, geri kazamim, tekrarlanabilirlik vb. parametreler incelenmis ve istatiksel

degerlendirmeleri yapilmistir (ICH Steering Committe, 1996; Eurochem 1998).

Secicilik i¢in plasebo , standart, blank ¢ozeltileri enjekte edilmis, etodolak’in alikonma
zamaninda yardimci maddelerden ve c¢oziiciiden girisim yapan herhangi bir madde
saptanmamustir. Ayrica DAD dedektorlerinin 6zelliklerinden olan pik safsizligi test
edilmis pik safsizlik agisinin esik degerinden kiigiik oldugu i¢in spektral olarak olarak
elde edilen pikin saf oldugu ilerde kiitle dedektoriiyle de test edilmek iizere kabul

edilmistir.

Validasyon parametrelerinden dogrusallik i¢in dis kalibrasyon teknigi kullanilmistir.
Dogrusallik 8,8-780 ug/mL (Cizelge 3.6) araliginda elde edilmistir. Kalibrasyon egrisi,
her bir derisim degeri i¢in elde edilen etodolak pik alaninin etodolak derisimi degerine
kars1 isaretlenmesiyle olusturulmustur. Etodolak analizi i¢in tanimlanan HPLC-UV/GB
yonteminde dogrusal aralik dogru denklemi Y = 1,12x 107X-1,86x10°; 1*=0,9999 olarak

saptanmistir.

Etodolak HPLC-UV/GB analizinde teshis simir1 (LOD); 0,141 pg/ml (sinyal/giiriiltii;
S/G=8510 ), ve tayin alt sinir1 (LOQ) kabul edilen BSS sinirlar1 i¢inde (< %2) etodolak
icin; 0,423 pg/ml (Cizelge 3.5), bulunmustur.
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Dogruluk ve duyarlilik parametreleri % 100 likk etodolak numune konsantrasyonunun
%70, %100 ve %150’si konsantrasyonlarinda ( 0,27; 0,4;0,6 mg /ml) iicer adet paralel
numune hazirlanarak test edildi. En diisiik ve en yiiksek geri kazanimlar %100,6 ve
%101,8 olarak bulunmus olup ortalama geri kazanim ve bagil standart sapma ise

%101,2 ve % 0,4 bulunmustur.

Validasyon parametrelerinden kesinlik sistem kesinligi, yontem kesinligi ve laboratuvar
ici kesinlik olarak ii¢c kisimda incelenmistir. Sistem kesinligi ardisik enjeksiyonlarin
bagil standart sapmas1 %0,029 bulunarak ispat edilmistir. Yontem kesinligi ise ti¢ farkl
etodolak iceren tablet formundan alt1 adet numune ¢ozeltisi hazirlanip enjekte edilerek
ortalama ve bagil standart sapmasina bakilmak suretiyle degerlendirilmistir. Elde edilen
degerler soyledir : %102,3-1,02; %100,9-1,26; %101,6-0, 71. Laboratuvar i¢i kesinlik
ise aynt numunelerin baska bir giinde, baska bir HPLC cihaz1 ve aymi seriden farkli
kolon kullanilarak yapilan analiz sonuglarmin ilk analizle karsilastirilmasi ile
degerlendirilmistir. Laboratuvar i¢i kesinlik sonuglar1 ise soyledir: % 101,9-1,6;
%100,1-1,6; % 102,1 — 0,8. Iki analiz sonucu arasinda Onemli bir fark

gozlemlenmemistir. En ytiksek fark % 0,8 dir.

HPLC yontemi valide edildikten sonra LC/MS sistemi ile gelistirilen yontemin
dogrulugu arastirildi. Iyi bir LC-MS ¢alismas1 yapabilmek i¢in dncelikle LC ydnteminin
cok iyi olmasi gerekmektedir. Valide edilen yontem LC/MS ile kolay calisilabilecek bir
yontem olarak kisa siirede KS ic¢in akis hizi T adaptorii ile 0,3‘e indirilerek ve
uygulanacak voltaj degerleri belirlenerek optimize edildi. Ik béliimde galisilan HPLC
yonteminde kulanilan cihaz HP Agilent 1200 marka , LC/MS sisteminde calisilan
HPLC ise Waters Alliance HPLC cihazi oldugu i¢in LC/MS ‘e bagh UV DAD
dedektoriinde etodolak’in tutulma zamani 4,07 den 4,67 ye kaymistir. Bu durum
cihazlarin 6lii hacimlerinden veya baglanti noktalarindan kaynaklanmis olabilir. Sonug

olarak énemli bir tutulma zamani farki yoktur.

LC/MS sisteminde dogrusallik, sistem kesinligi, yontem kesinligi c¢alismalari
yapilmustir. Hazirlanan numuneler hem MS hemde DAD dedektorde ayni anda analiz

edilerek sonuglar degerlendirilmistir. HPLC ydntemi ile analiz edilen etodolak igceren
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tabletlerin LC/MS sistemi ile analizi sonucunda bulunan etodolak miktar tayini
sonuglar :Etol 400 mg FTB i¢in %99,47, Tadolak 400 mg FTB i¢in %99,37 ve Lodine
200 mg FTB i¢in %98,93. Goriildiigii lizere valide edilen HPLC yontemi sonuglar ile
(strastyla %102,3-%100,9- %101,6) LC/MS sonuglart uyumludur.

LC/MS yontemi literatiirlerdeki tiim etodolak safsizliklarini en kolay yoldan tespit
edebilmek icin SIR modunda ¢alisildi. LC/MS ve HPLC yontemleri ile ayni anda
safsizlik tayini analizleri de gergeklestirildi. HPLC’de DAD dedektorle analiz edilen
numune MS dedektore sokularak iki metod sonuglar1 karsilastirildi. HPLC yonteminin
baz1 safsizlik maddelerini diisiik derisimleri dolayisiyla dedekte edemedigi saptanmistir.
Safsizlik analizleri s6z konusu oldugunda LC/MS sisteminin HPLC ydntemine
tistiinliigii bu sekilde tespit edilmistir. Ayrica LC/MS sistemi ile bilinmeyen , HPLC
tespit edilemeyen safsizliklarda tespit edilmeye calisilmistir. Etodolak’tan format

ayrilmasi ile olusan safsizlik piki (242,38 M/z) tespit edilmistir.

Etodolak iceren numuneler strese sokularak olusabilecek safsizlik maddeleri
saptanmaya ve karakterize edilmeye calisilmigtir. Asit bozunma sonucunda kiitle
agirhgr 212 ve 242 olan safsizlik maddelerinin olusumu gézlemlenmistir. Asit
bozunmasi sonucunda en fazla Safsizlik H, sonra Safsizlik K ve ¢ok az Safsizlik A
olusumu goézlemlenmistir. Alikonma zamani 1,03 dak. olan safsizlik pikinin kiitle

spektrumuna bakildiginda 163 agirliginda bir bilesik oldugu saptanmustir.

Alkali bozunma sonucunda kiitle agirhigi 113, 212, 242, 286, 354, ve 595 olan safsizlik
maddelerinin olusumu gdézlemlenmistir. Alikonma zamanlar1 0,95; 1,58; 1,72 dak. olan
safsizlik pikleri elde edilmistir. Alkali bozunma sonucu bilinmeyen safsizlik pikleri

olusmustur.

Peroksit ile yapilan stres c¢alismasi ile oksidasyon sonucu olusabilecek safsizlik
maddeleri saptanmaya ve karakterize edilmeye calisilmistir. Oksidasyon sonucunda en
fazla Safsizlik C’nin, sonra Safsizlik A ve Safsizlik H’nin olustugu gézlemlenmistir.
Alikonma zamani 1.17 dak. olan safsizlik pikinin kiitle spektrumuna bakildiginda kiitle

agirlhigr 190, 256, 274, 334, 288 ve 301 olan safsizlik maddeleri gdzlemlenmistir.
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Isik bozunmasi1 sonucu olusabilecek safsizlik maddelerini saptamak ig¢in fotostabilite
kabininde yirmidort saat tutulan numunelerde bozunma saptanmamistir. Bu durum

etodolak’in 1518a dayanikli oldugunu kanitlamaktadir.

Tez konusu secilirken iilkemizde endiistride pek uygulama alani bulamayan LC/MS
teknolojisini ve laboatuvarlarda hangi analizlerde nasil kullanilabilecegini 6grenmek
amaglanmistir. HPLC yontemi ile MS teknolojisinin birlestirilmesi daha giivenli,

duyarli, segici yontemler gelistirmeye olanak saglamaktadir.

Her iki yontemle elde edilen etodolak miktar tayini sonuglar1 valide edilen HPLC
yonteminin etodolak miktar tayini i¢in stabilite gostergeli oldugunu ispatlamaktadir.
HPLC yonteminin diisiik tayin aralig1 ve tayin limitine sahip, dogru, duyarl, kararl bir

stabilite gostergeli yontem oldugu goriilmektedir.
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SONUC ve ONERILER

Analjezik, antipiretik ve antienflamatuar etki gosteren etodolak yaygin kullanilan etkili
bir ilactir. Bu ¢alismanin ilk kisminda etodolak tayini i¢cin HPLC ydntemi ile yontem
gelistirilmistir. Bu amagla 6nce kullanilacak standartlarin safsizligina bakilip, IR ve UV
spektrumlari ¢ekilerek incelendi. HPLC yOntemi i¢in en uygun kromatografik kosullarin
belirlenmesinde, sabit faz (kolon), hareketli fazda organik diizenleyicisi ve orani,
hareketli fazin akis hizi orani, calisilacak dalgaboyu ve kolon sicakligi parametreleri

incelendi ve giivenle calisilabilecek HPLC sartlart su sekilde belirlendi:

Kolon Gemini 5p C-18,110 A, 100 x 4.6 mm
Enjeksiyon hacmi 10 pl

Akis hizi 1.5 ml /dak.

Dedektor dalgaboyu UV, 274 nm

Hareketli faz Su-Asetonitril-Fosforik Asit (50:50:0,25;h/h/h)
Kolon Sicakligi 30°C

Numune bekleme sicakligi 15°C

Gelistirilen yontemin sistem uygunluk parametreleri saptanmis ve elde edilen
parametreler 1s1ginda  yontemin uygulanabilir oldugu bulunmustur. Gelistirilen
yontemin gecerliliginin kanitlanmasi amaciyla gerekli yontem gecerlilik testleri igin
kaynaklarda bildirilen parametreler se¢ilmis ve ilgili gecerlilik kriterleri kabul
edilmigtir. Bu amagla, validasyon calismalarinda; dogrusallik, aralik, duyarlilik,
kesinlik, geri kazanim, tekrarlanabilirlik vb. parametreler incelenmis ve istatiksel
degerlendirmeleri yapilmistir. Bu parametrelerden dogrusallik i¢in 8,8-780 pg/mL
araliginda dogrusallik saptanmistir. Etodolak analizi i¢in tanimlanan HPLC-UV/GB
yonteminde dogrusal aralik dogru denklemi Y = 1,12x10"X-1,86x10° ve bu denklemin
determinasyon katsayisi 1°=0,9999 olarak saptanmustir. Gelistirilen ve yontem gegerlilik
hesaplamalar1 yapilmis olan yontem farkli farmasotik dozaj formlarinda uygulanmis ve
giivenilir bir sekilde etodolak analizinde kullanilabilecegi goriilmiistiir. Tablet icerisinde
yer alan yardimc1 maddelerin analiz yontemi tlizerindeki etkilerini inceleyebilmek igin
geri kazanim c¢aligmalart yapilmistir. Elde edilen sonuglara gore tablet katki
maddelerinin analizi etkilemedigi, yOntemin etodolak analizi igin seg¢ici oldugu

sonucuna varilmistir.
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Calismanin  ikinci  asamasinda ilk asamada  gelistirilen  yontemin  sivi
kromatografisi/kiitle spektroskopisi (LC/MS) kombine sistemiyle dogrulanmasina
calisilmistir. Bu amagla ilk asamada gelistirilen yontem parametreleri KS ile calisacak
sekilde optimize edildi. Akis kizi HPLC sisteminden ¢ikistan sonra T adaptorii
kullanilarak 1,5 ml/dk den 0,3 ml/dak ya disiirilmiisiir.Diger KS parametreleri su
sekilde belirlendi: Iyonizasyon ¢alisma modu ;ES (-), Kapiler Voltaj : 3.00 kV, Cone
Voltaj: 50, Estractor : 5, RF Lens : 0. Sicaklik degerleri: iyon kaynag: Sicakligi: 120 °C,
Coziicti Ugurma Sicakligt : 300 °C. Cziicii ugurma gaz akist : 250 L/saat.

Kiitle analizorii ayarlari: 1.Kiitle Analizorii Ayarlari, Diisiik Kiitle ayrimi 15, Yiiksek
Kiitle Ayrmmi 15, Birinci Iyon Neerjisi : 2. Carpisma Hiiresi Ayarlar: Giris :50,
Carpisma 2, Cikis: 50. 2.Kiitle Analizorii Ayarlari: Diisiik Kiitle ayrimi 15, Yiiksek
Kiitle Ayrimu 15, Birinci Iyon Neerjisi : 3. Cogaltic1 :650

LC/MS yontemi optimize edildikten sonra etodolak i¢in dogrusallik, uygulama araligi,
kesinlik parametreleri ¢alisilip ilk boliimde analizi yapilan farmasétik dozaj formlarinda
yontem test edildi. LC/MS yontemiyle etodolak analizi i¢in tanimlanan LC/MS
yonteminde dogrusal aralik dogru denklemi y = 400036256 x-2347.9 ve bu denklemin
determinasyon Kkatsayist r’=0,999208 olarak bulunmustur. Etodolak i¢in sonuglar

gostermektedir ki HPLC yontemi ile LC/MS sonuglar1 arasinda fark yoktur.

Uciincii asamada gelistirilen HPLC ve LC/MS yontemlerinin ne kadar stabilite
gostergeli oldugu, iki yontemin birbirinden farklar ve tstiinliikleri incelenmistir. Ayrica
asit, baz, oksidasyon ve 151k parametreleri kullanilarak potansiyel bozunma iiriinleri

tespit edilmeye ¢alisilmistir.

Iki yontemin sonuglar1 karsilastirildiginda LC/MS yéntemi ile daha diisiik miktarlarin
analiz edilebiledigi gozlemlenmistir. LC/MS ile ayni anda safsizlik sonucglari daha
giivenilir bir sekilde gerceklestirilmistir. Ustelik LC/MS ile diger bazi safsizlik
piklerinin varh@ saptanmustir. ileride yapilacak ¢aligmalarda etodolak LC/MS y&ntemi
ile plazma igerisinde tayini gerceklestirilecek ve stabilite testleri gelistirilen yontem ile

uygulanacaktir.



169

OZET

Etodolak’in stabilite gostergeli sivi kromatografisi ile ila¢ dozaj sekillerinden tayini

Etodolak’in ila¢ dozaj sekillerinden tayini i¢in stabilite gostergeli HPLC yontemi
sunulmustur. Bu yontemde; bir ters-faz kolonu (Gemini 5 p C-18, 110 A, 100 x 4.6
mm.) 1,5 ml/dk akis hizindaki asetonitril: su: fosforik asit (50:50:0,25;h/h) karisimindan
olusan bir hareketli faz ile 274 nm dalga boyunda ila¢ yardimci maddelerinden ve

safsizliklardan ayrilmasi i¢in kullanilmigtir. Kromatografik ayirim 30°C’de yapilmustir.

Taze hazirlannmig standart ¢ozelti kromatograminda validasyon prosediiriiniin bir
parcasi olan ayrigsma, secicilik, asimetri ve kapasite faktorii gibi g¢esitli parametreleri
kontrol etmek i¢in sistem uygunluk testleri yapilmistir. Gelistirilen yontem tamamen
valide edilmistir. Etodolak icin 8,8-780 pg/mL derisim araliginda dogrusallik elde
edilmistir. Gelistirilen yontemin gecerliligini ve uygulanabilirligini gostermek i¢in geri
kazanim caligmasi yapilmistir. Yiiksek orandaki geri kazanim; yontemin, ilaglarin
formiilasyonunda kullanilan katki maddelerinden ve yardimci maddelerden
etkilenmedigini gostermektedir. YOntemin stabilite gostergeli oldugunu kanitlayabilmek
amactyla muhtemel safsizlik maddelerinin kromatografik sartlarda miktar tayini
yonteminde girisim yapip yapmadigt ve bu safsizlik maddelerini tanimlanip,
miktarlandirilmasi1 LC/MS kombine sistemi ile incelenmistir. HPLC sonuglar ile
LC/MS sonuglart hem miktar ham de safsizlik sonuglarina gore karsilastirilmis ve

yontemin miktar tayini analizi i¢in stabilite gostergeli oldugu ispatlanmistir.

HPLC yo6ntemi, hammaddede ve farmasétik formiilasyonlarda etodolak tayini i¢in hizli,
basit, yiiksek kesinlik ve dogruluktadir. Gelistirilen bu yontem, ekonomik ve zaman
kazandirdigi i¢in, kalite kontrol laboratuvarlarinda kullanilabilir.

Anahtar Sozciikler: Etodolak, LC/MS, Analiz, Farmasotik 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 p 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 °C.

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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