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1. GIRIS VE AMAC

Anestezi duyumsama yoklugu anlamma gelmektedir '. Genel ve lokal anestezi
olarak iki kisma ayrilmaktadir. Genel anestezi, biitiin duyu cesitlerini icine alacak
sekilde duyumsama fonksiyonun tiim olarak ortadan kalkmasini ifade eder ve biling
kayb1 ile olusur. Lokal anestezi, uygulanan bolgedeki sinir ya da sinirlerin iletiminin
bloke edilerek bunlarin uygulama alani ig¢ine giren bolgede agriya karsi duyarliligin
azalmasidir. Lokal anestezikler temel olarak sinir iletimini tersinir bir sekilde bloke
etmek i¢in kullanilan ilaglar olup l6fgren smiflandirmasina goére zincir yapisindan
dolayr amid, ester ve eter olmak lizere 3 gruba ayrilirlar. Prilocaine HCl amid yapili
lokal anesteziklerden birisi olup infiltrasyon, sinir bloku ve spinal anestezi i¢in genis bir
uygulama alanma sahiptir °. Prilocaine HCI, diger amid yapili lokal anesteziklerin
aksine toludinin sekonder bir amino tiirevi olup “2-(Propilamino)-o-propiyonotoluidine
monohidrokloriir” kimyasal yapisina sahiptir. Ayni yapiya sahip olan Lidocaine gore
daha az toksik, daha az vazodilasyon iiretir ve serbest allerjik reaksiyonlarmin da daha
az oldugu diisiiniilmektedir *. Prilocaine en fazla karacigerde metabolize olmaktadir.
Bunun sonucunda N-propilalanin ve o-toluidine hidroliz olur. Prilocaine alim dozu
cocuklarda 8 mg/kg ve yetiskinlerde 600 mg/kg ‘1 astig1 zaman metaboliti o—toluidine
ayrismakta ve bundan dolayr da methemoglobinin olustugu gdriilmektedir’.
Hemoglobin, eritrositlerde bulunan ve dokulara oksijen tasmmasmi saglayan bir
molekiildiir. Bu islevini devam ettirebilmesi i¢in yapisinda bulunan demirin ferro (Fe *)
formda olmasi gerekir. Normal hemoglobindeki iki degerli demir, c¢esitli oksidatif
streslerle oksitlenmesi sonucu ti¢ degerli ferri (Fe’") demir haline gelerek
methemoglobinemi (metHb) olusturur. MetHb, oksijen tasiyamaz ve Hb-oksijen

dissosiyasyon egrisini sola kaydirarak dokulara daha zor oksijen verilmesine yol acar.



Yeni dogan ¢ocuklarda methemoglobin rediiktaz enzimi gelismedigi i¢in klinik olarak
onemli olan methemoglobin ihtimalini artirirlar. Methemoglobinemi, solunum, kalp
yetmezligi ve agir anemisi olanlarda sorun olusturabilmektedir. Tekrarlanan
enjeksiyonlarda oldugu gibi uzun siireli blok wuygulanacaksa, toksik plazma
konsantrasyonlarma ulagsma ya da lokal sinir hasari olusma riskinin bulundugu
unutulmamalidir *”.

Lokal anestezik olarak genis kullanim alanina sahip Prilocaine HCI ile ilgili yapilan
literatiir taramasinda plazma ve ticari preparatlarda miktar tayinine yonelik ¢ok az
bilimsel c¢aliymaya ulasilmigtir. Literatiir taramasinda UV-Goriiniir Bolge
spektrofotometrisi ve Birinci derece tiirev spektrofotometrisi yontemleriyle miktar
analizine yonelik bir ¢aligmaya ulasilamadigindan bu ¢alismada lokal anesteziklerden
prilocaine HCI’nin insan plazmasi ve ticari preparatlarda miktar tayinine yonelik UV-
Goriiniir Bolge Spektrofotometrisi yontemi ve Birinci Tiirev Spektrofotometrisi
yontemlerinin gelistirilip gegerlilik testlerinin yapilmasi, ayrica bu yontemlere alternatif
olarak GC ve GC-MS yontemlerinin de gelistirip gegerlilik testlerinin

(validasyonlarmin) yapilmas1 amag¢lanmstur.



2.GENEL BILGILER

Uygun derisimdeki lokal anestezikler sinir lifleri ile temasa girdiklerinde bu
liflerdeki impuls iletimini geri doniisiimlii olarak bloke ederler. Sadece sinir liflerinde
(akson veya dendritlerde) degil ayn1 zamanda néronun somasinda yani genel olarak
biitiin eksitabl hiicrelerde (¢izgili kas, miyokard, diiz kas v.b.) depolarize edebilme
ozelligini ve depolarizasyon dalgasmin yayilmasini geri doniisiimlii bir sekilde kismen
veya tamamen bozabilirler. Esas olarak, agrili stimuluslarin periferden santral sinir
sistemine iletimini gegici olarak kesmek i¢in kullanilirlar. Lokal anestezikler,
membranda sodyum kanallarinin ag¢ilmasini engelleyerek ice yonelik hizli sodyum
akimint derisime bagli olarak azaltirlar. Buna baglh olarak sinir liflerinde ve diger
uyarilabilir hiicrelerde ',

1. Aksiyon potansiyelinin yiikselis hizin1 yani depolarizasyon hizini (dv/dt)
yavaglatirlar,

2. Aksiyon potansiyelinin amplitiidiinii azaltirlar veya onu tamamiyla ortadan
kaldirirlar,

3. Refrakter periyodu uzatirlar,

4. Eksitasyon esigini ylikseltirler,

5. 1letim giivenlik faktdriinii azaltirlar ve yeterli derisimde ilag uygulanmissa iletimi
tam olarak bloke ederler.

Lokal anestezikler yiliksek derisimde kullanilmalar1 haricinde, ndronun istirahat
potansiyelini etkilemezler. Kalpteki bazi hiicrelerde oldugu gibi impuls iireten
uyarilabilir hiicrelerde iiretim (spontan desarj) yetenegi, lokal anestezikler tarafindan
inhibe edilir. Esas olarak kalsiyum akimu ile yavas bir sekilde depolarize olan diiz kaslar

ve kalbin nodal hiicrelerinde pek etkili degildirler '.



2.1. Etki Mekanizmalar

Lokal anestezide, sinir lifinin (akson veya dendrit) iki 6nemli fizyolojik 6zelligi
depolarize edilir ve liflerin herhangi bir yerinde olugan depolarizasyonu belirli bir hizda
kendi boyunca iletmesini saglar. Her iki olayda sinir lifi membraniyla ilgilidir ve bu
olaylarda sitoplazmanin primer olarak bir katkis1 yoktur.

Elektriksel stimiillasyon veya diger bazi etkenler belirli siddette iseler
uygulandiklar1 noktada, yayilan aksiyon potansiyeli (spayk potansiyeli) meydana
getirirler. Spayk potansiyelinin gelisimi esnasinda (1 milisaniyeden daha kisa bir siire),
hiicre i¢i potansiyeli istirahat halindeki -90 : -60 mV degerinden +30 mV dolayinda bir
degere kadar yiikselir ve 1-2 milisaniye i¢inde tekrar baslangictaki diizeyine doner.
Spayk potansiyelinin olugmasi, sinir membraninin sodyuma kars1 istirahat halinde
diisiik olan gecirgenliginin aniden ve ileri derecede artmasina baghdir. Lokal
anestezikler sodyum kanalimi etkileyerek sinir liflerinin daha duyarli hale gelmesine
neden olurlar. Sodyum kanalimi etkilemeleri ile ilgili bircok hipotez mevcuttur'.
2.2.Lokal Anestezi Sekilleri

Uygulanma sekline ve yerine gore dort gesit lokal anestezi meveuttur. Bunlar ';
2.2.1.Yiizeysel Anestezi (topikal blok): Lokal anestezik soliisyonu konjonktiva kesesi,
burun, bogaz, trake-bronsiyal kanal, iiretra, mesane ve diger yerlerdeki mukoza
yiizeylerine uygulanir. Bu ilaglarin ¢ogu mukoza icine iyi niifuz ederler ve uygulama
yerlerindeki sinir u¢larini anestezi ederek agr1 ve diger doku modalitelerinin santral sinir
sistemine (SSS) iletilmesini bloke ederler. Normal cilde iyi niifuz etmezler; fakat yanik,
styrik ve yara hallerinde cilde niifuz artar. Bu gibi durumlarda lokal anestezik pomadlari,

zedelenmis cilt bolgesinde agriy1 kaldirmak i¢in uygulanir.



2.2.2. Infiltrasyon Anestezi: Lokal anestezik soliisyonu, agri duyusunun kaldirilmak
istendigi bolgede ve cevresinde cilt altina infiltre edilir. Infiltrasyona baslamadan énce,
infiltrasyon i¢in kullanilacak ignenin ciltten gegecegi yerde ince bir igne ile intradermal
olarak lokal anestezik enjekte edilir. Ayrica cilt alta infiltrasyondan sonra daha derin
dokulara da infiltrasyon yapilabilir.

Infiltrasyon icin lokal anestezikler genellikle diisiik derisimlerde ve alanmn biiyiikliigiine
gore, fazla hacimde kullanilirlar. Bu yonteme genellikle kiiciik cerrahi girigimlere
hastayr hazirlamak i¢in basvurulur. Infiltrasyon anestezisinde anestezik soliisyonunu
genis bir alana yaymak ama¢ oldugundan absorpsiyona bagli sistemik toksik etkiler sik
goriilebilir. Bunu 6nlemek i¢in diger lokal anestezi sekillerinde de oldugu gibi, lokal
anestezik soliisyonu etkili en diisiik derisimlerde ve yeterli minimum hacimde
uygulanmalidir.

2.2.3. Sinir Bloku (bolgesel blok): Cerrahi girisim yapilacak bdlgeyi innerve eden sinir
govdesinin yanina, lokal anestezik ilaci ufak hacim icin de yiliksek derisimde enjekte
etmek suretiyle yapilir. Boylece, ila¢ uygulanan noktada sinir gdvdesi i¢indeki liflerde
iletim bloke edilir. Sinir blokunda, infiltrasyondan farkli olarak, lokal anestezik enjekte
edilen nokta, cerrahi girisim yapilacak noktadan az veya ¢ok uzaktir.

2.2.4. Spinal (intratekal) Anestezi: Bolgesel blogun 6zel bir tiiriidiir. Bu yontemde
lokal anestezik soliisyonu, omuriligin alt ucunun altinda kalan bdlgede subaraknoid
araliga yani serebrospinal sivi i¢ine enjekte edilir. Spinal anestezi sirasinda lokal
anestezigin belirli bir bolgede kalmasi, soliisyonun yogunlugunu ve hastanin
pozisyonunu ayarlamak suretiyle biliylik oOlglide saglanabilir. Spinal anestezi igin

genellikle yogunlugu serebrospinal sivininkinden yiiksek soliisyonlar kullanilir.



2.3. Hastaya Uygun Anestezi Se¢cimi

Preoperatif donemde anestezi uzmanlar1 giivenli ve yeterli anesteziyi saglayacak
ilaglar1 hem yapilacak olan cerrahi girisime hem de hastanin psikolojik ve farmakolojik
durumuna gore belirlerler. Ayrica karaciger ve bobrekler, anesteziklerin viicutta uzun
donemde dagilimlarint ve atilimlarmni belirledikleri gibi, ayn1 zamanda toksik etkiler
icin hedef organlar da olduklarindan, bu organlarin fizyolojik durumlar1 da mutlaka
anestezi uzmanlar1 tarafindan gozden gegirilmelidir *.
2.4. Kanin Yapisi ve Ozellikleri

Ozgiil agirligr 1.055-1.065 olan kan, sulu ortamda hareket halindeki 6zellesmis
hiicrelerden olusan kompleks bir dokudur. Vizkozitesi sudan yaklasik 5-6 kat fazladir.
Hacim olarak yetigkin viicut agwrhigmm %8’ ini olusturan kanin miktar1 5-6 litredir.
Cocuklarda yetiskinlere gore kan/viicut agirigi daha fazladir °.
Serum: Antikoagiilan eklenmeden kanin bekletilmesi sonucu hiicresel elemanlar
koagiile olmakta ve listte sar1 berrak kisim olan serum kalmaktadir.
Plazma: Damardan alman kana antikoagiilan eklenerek santrifiij edilince {istteki berrak
sivi1 fibrinojen igceren plazmadir.
Plazma Bilesimi: Plazma elektrolitler, besin maddeleri, metabolitler, proteinler
vitaminler, iz elementler ve hormonlar1 igeren sulu bir ¢ozeltidir. Plazmada ¢6ziinmiis
halde bulunan bilesiklerin derisimleri, hiicre stoplazmasindaki derisimlerinden farklidir.
Kanin Gorevleri: Kanin gorevleri O,, CO,, besinler, vitaminler, elektrolitler ve
metabolizma Tiriinleri gibi birgcok maddenin taginmasi, homeostaz, tamponlama, sinyal
tasinmasi (hormonlar) , viicudun yabanci molekiil ve hiicrelerden korunmasi, onkotik
basmcin diizenlenmesi, suda ¢oziinmeyen maddelerin tasinmasi, pihtilagsma (fibrinoliz)

ve bazi maddelerin bobrekten atilmasmi engelleme seklinde 6zetlenebilir °.



2.5. Prilocaine HCI
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Sekil 2.1: Prilocaine HCI’nin kimyasal yapis1

2.5.1. Fiziksel ve Kimyasal Ozellikleri
Prilocaine HCl amid yapili lokal anesteziklerden birisi olup kapali formiili
C13H20N>0.HCl seklindedir'™.
e Metanol ve suda ¢oziliniir
e  Molekiil agirhg1: 256.77 g mol”
e Erime noktast: 166-169 °C
2.6. Prilocaine HCl ile ilgili Yapilan Cahsmalar
Ohshima ve ark.’; kat1 faz ekstraksiyonu ile ester yapisindaki lokal anesteziklerin
insan plazmasi ve idrarda ayni anda belirlenmesi i¢in GC-MS sistemini kullanmiglardir.
Analizde, DB-1 (0,53 mm x 15 m x 1.5 pm) kolon kullanilmis. Kolon sicaklig1 dakikada

16 °C artacak sekilde 140 °C’ den 300 °C’e ¢ikarilip 300 °C" de 10 dakika tutulmus.

Mobil faz olarak 15 ml dak™ akis hizinda helyum kullanilmus.

Klein ve ark’.; domuz plazmasinda prilocaine HCI, lidocaine ve o-toluidine HPLC-
UV yontemiyle miktar analizini gerceklestirmisler. Yontem, 210 nm dalga boyu, oda
sicaklig1, 5 pm octyl 1B kolon, akis hizi 1ml dak™ ve mobil faz olarak %50’ lik fosforik

asitle pH’ 1 5.8’ e ayarlanmig asetonitril-0,05 M sodyum fosfat tamponu (27:73 , v/v)



mobil faz sartlarinda gergeklestirilmis. Domuzdan alinan kan orneklerine sivi-sivi
ekstraksiyon uygulanarak prilocaine HCI, lidocaine ve o-toluidine ekstrakte edildikten
sonra HPLC ile analizleri gerceklestirilmis. Prilocaine i¢in kalibrasyon egrisi 20-1000
ng ml™ arasinda dogrusal olup r*= 0,978 olarak belirlenmis.

Koehler ve ark.“; insan serumunda prilocaine, mepivacaine, bupivacaine,
ropivacaine belirlenmesi icin LC-MS-MS sistemine uygulamiglar. LC sisteminde
romatografik ayrimlar 4 mm x 2 mm 6n kolon ile birlikte 150 mm x 2 mm sinerji 4 p
polar RP-80 A iizerinde yapilmistir. Gradient eliisyon ile yapilan ayirimda akis orani 0,5
ml dak™ olarak belirlenirken oda sicakliginda calisilmistir. Mass spektrometresinde
yapilan scan taramasmda m/z oram1 80-300 olan iyonlar secilerek yapilmis olup
prilocaine i¢in m/z 86, mepivacaine i¢in m/z 98.1, bupivacaine i¢in 140.2, ropivacaine
icin 126.2 temel pik olarak gozlenmistir. 0,4 ml serum 0,8 ml asetonitril ile seyreltilip
10 dakika santriftijlenmis. Sivi fazin 0.8 ml’ si 1.2 ml mobil faz ile seyreltilip 10 ul LC-
MS-MS sistemine enjekte edilmistir.

Storms ve ark.'?; Prilocaine ve procaine ilag kombinasyonlarmnm belirlenmesi igin
HPLC ydntemini gelistirmislerdir. Analizde, 1 ml dak™ akis hiz1 fenil kolon, hareketli
faz olarak da fosfat tamponu ile pH 3’ e ayarlanmis heptanosiilfonik asit sodyum tuzu-
asetonitril (80:20 v/v) ve 254 nm dalga boyunda c¢alismislardir. Prilocaine i¢in 8-200 ug
ml" derisim araliginda ¢alismuslar ve giin i¢i, giinler aras1 tekrarlanabilirlik RSD degeri
verilmis, bu deger % 3.23’ den diisiik bulunmus.

Watanabe ve ark."’; GC-MS ve kati faz mikro ekstraksiyon kullanarak insan
kaninda lokal anestezikleri analiz etmislerdir. Analizde, I.D. (30 m x 0.32 mm x 0.25
um) silika kapiler kolon kullanilmis. Kolon sicakligi 100 °C’ de 5 dakika tutulduktan

sonra dakikada 20 °C artacak sekilde 280 °C’ ye ¢ikarilmis. Splitless enjeksiyon



kullanilirken tasiyic1 gaz olarak kullanilan helyum dakikada 1.8 ml olarak geg¢irilmis.
Prilocaine i¢in giin i¢i ve gilinler arasi tekrarlanabilirlik degeri RSD % 4.3° den daha
kiigiik bulunmus olup dogrusal aralik 1-20 pg™ olarak belirlenmis.

2.7. Spektroskopik Yontemler

Spektroskopik yontemler; atomik ve molekiiler spektroskopiye dayanan genis bir
analitik yontemler grubudur. Inorganik ve organik bilesiklerin kalitatif, kantitatif
analizlerinde, asit-baz denge sabitlerinin ve molekiil yapilarmin aydinlatilmasinda
spektroskopik yontemler siklikla kullanilmaktadir. Spektroskopi kavrami Onceleri
goriliniir bolge 1s1inin ¢esitli dalga boylarina ayrilip spektrumlarinin elde edilmesi i¢in
kullanilirken giiniimiizde ise elektromanyetik 1smnlarin madde ile etkilesimini inceleyen
genel bir bilim dali olarak tanimlanmaktadir. Onceleri sadece elektromanyetik 151ma ile
madde arasindaki etkilesimlerle ilgilenilirdi; ancak bugiin i¢in spektroskopinin kapsami
madde ve diger enerji tiirleri arasindaki etkilesimleri de icerecek sekilde genigletilmistir.
Elektromanyetik 1s1ma uzayda c¢ok biiyiik bir hizla hareket eden dalga ve pargacik
yapisinda bulunan, pek ¢ok yapiya girebilen bir enerji seklidir.

Elektromanyetik 1g1nin madde (atom ya da molekiiller) tarafindan sogurulmasi veya
yayilmasi inceleniyorsa sirasiyla, sogurma (absorpsiyon) veya yayilma (emisyon)
spektroskopileri olarak adlandirilir. Ismmin  molekiiller tarafindan sogurulmasi
molekiildeki atomlarin tiiriine, diizenlenmesine, molekiillerin sekline, biiyiikliigline vb.
ozelliklerine bagl oldugundan spektroskopik yontemler maddelerin yapilarinin ve
stereokimyasal 6zelliklerinin bulunmasi, taninmasi ve saflik kontrolii gibi ¢ok genis bir
alanda uygulanmaktadir. Spektroskopik ¢aligmalarda madde iizerine dalga boyu 110 nm
den 3000 nm’ ye kadar degisen cesitli 1sinlar gonderilir. Biitiin bu dalga boylarini

verecek ve hangi dalga boylarinin absorplandigini tespit edecek tek bir cihaz yapmak
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miimkiin olmadigindan, belirli dalga boylar1 arasinda ¢alisan cihazlar gelistirilmistir.
110-1000 nm dalga boylarindaki 1sinlarla ¢aligan cihazlara ultraviyole ve goriiniir alan,
2500-25000 nm dalga boylarinda ¢alisan cihazlara infrared ve dalga boylar1 yiizlerce
metreye kadar degisen radyo dalgalariyla ¢alisan cihazlara da niikleer manyetik
rezonans cihazlar1 denir. Bu cihazlarin gegerli olduklar1 alan spektroskopilerine de
sirastyla Ultraviyole ve Goriinlir (UV-Visible), Infrared (IR titresim) ve Niikleer

Manyetik Rezonans (NMR) spektroskopileri adi verilir '* '

. Analitik amagclar i¢in
onemli spektral bolgelerin dalga boyu ve dalga sayisi araliklarmi gdsteren diyagram
Sekil 2.1° de verilmistir.
2.7.1. Isimin Absorplanmasi

Cesitli dalga boylarinda 1smn igeren bir demet, saydam ve seffaf bir ortamdan
gegirilirse, icinden bazi dalga boylarmin kayboldugu goriiliir. Buna 1ginin absorplanmasi
denir. Absorpsiyonla 15in enerjisi, maddenin iyon, atom, molekiillerine aktarilir.
Boylece 151 enerjisini absorplamis olan iyon, atom veya molekiiller uyarilmis hale
gegerler. Uyarilmis bir atom veya molekiil 10® saniye kadar yasayabilir. Sonra
absorpladigi 151 enerjisini geri vererek tekrar eski haline veya temel haline doner.
Madde tarafindan absorplanan 151n enerjisinin geri verilmesi, genellikle 1s1 seklinde olur
ve madde az ¢ok 1sinir. Baz1 maddelerde ise absorplanan 1sin enerjisi daha uzun dalga
boylu 1sinlar halinde yayinlanir. Buna fotoliiminesans olay1 denir. Bu olayin ¢ok kisa
stireli olanina floresans, daha uzun siireli olanina fosforesans ad1 verilir.

Bir maddenin temel haliyle uyarilmis halleri arasindaki enerji farklari, baska bir

maddeninkinden farkli oldugundan, her maddenin kendine 0zgii bir absorpsiyon

spektrumu vardir. Absorpsiyon spektrumlari genel olarak iki kisma ayrilir '°.
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1. Atomik Absorpsiyon Spektrumlari

2. Molekiiler Absorpsiyon Spektrumlar1
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Sekil 2.1: Elektromanyetik 1ginlarin sistematik olarak tanimlanmasi

2.7.1.1. Atomik Absorpsiyon Spektrumlar

Polikromatik UV veya Goriinlir Bolge 15101 civa veya sodyum gazi gibi tek atomlu
bir ortamdan gegirilirse demetten bazi 1sinlarin kayboldugu goriiliir. Sodyum
buharindan 1gmn gecirildiginde sar1 1simnin kayboldugu goriiliir. Sari 1ginin sodyum
atomlar1 tarafindan adsorplanmasi, sodyum atomlarinda 3s enerji seviyesinde bulunan
bir elektronun sar1 1511 absorplayarak 3p enerji seviyesine ¢ikmasiyla agiklanabilir.

Atomlarda, en dig tabaka elektronlar1 ultraviyole ve goriinlir bolge 1smlarla

uyarildiklar1 halde, i¢ tabaka elektronlar1 uyarilamaz. I¢ tabaka elektronlarm
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uyarabilmek icin X-1smlar1 kullanilir. X-1ginlar1 goriiniir bolge 1sinlarindan daha fazla
enerjilidirler.

Atomlarin en dig tabaka elektronlarinin uyarilmasi tiizerine kurulmus olan
spektroskopi dalina atomik absorpsiyon, en i¢ tabaka elektronlarinin uyarilmasi {izerine
kurulmus olan spektroskopi dalina da X-igmlar1 spektroskopisi denir.
2.7.1.2. Molekiiler Absorpsiyon Spektroskopisi

Molekiiller, UV, goriiniir ve infrared 1sinlar1 ile uyarildiklar1 zaman, kuantlagsmis 3
tip gecis vardir. Bunlar elektronik gecisler ve 15in ile olusturulabilen titresim ve déonme
gecisleridir. Bir molekiiliin toplam enerjisi Er;

Et= Eclektronik T Etitresim T Edonme
dir. Elektronik ge¢is enerjisi; molekiiliin ¢esitli dis orbitallerindeki elektronlarla iligkin
enerji, titresim enerjisi; atomlar arasi titresimlere iliskin enerji, donme enerjisi ise

15,16

molekiil agirlik merkezi etrafinda donmesine iliskin enerjidir . Titresim ve donme

gecisleri ¢ok atomlu molekiiller i¢in gegerlidir (Sekil 2.3).
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Sekil 2.3: Bir molekiil i¢in elektronik, titresimsel, rotasyonal enerji seviyelerini gdsteren enerji
diyagrami

Elektronik gecisler dalga boylar1 200-800 nm arasinda olan ultraviyole ve goriiniir
alan 1sinlartyla gergeklesir.

Molekiiler absorpsiyon spektroskopisinin, atomik absorpsiyon spektroskopisinden
ayrilan en 0nemli yani; atomik absorpsiyon spektroskopisinde birbirinden farkli dalga
boylarinda keskin ¢izgiler meydana gelmesine karsilik, molekiiler absorpsiyon
spektroskopisinde, bir¢ok dalga boylarini i¢ine alan genis absorpsiyon bantlarinin
meydana gelmesidir. Bir molekiiliin UV-Goriinlir alan spektrumu, molekiilin bag
elektronlarmdan birinin bir foton enerjisini absorplayarak bir iist elektronik seviyeye

gecmesi seklinde agiklanabilir.
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Bir maddenin ¢ozeltisinden polikromatik bir 151n demeti gegirildiginde, demette
bulunan bazi 1ginlar madde tarafindan absorplanir ve 151n demeti ¢ozeltiden siddetinden

bir miktar kaybederek ¢ikar '>'® (Sekil 2.4) .

b (cm)

C

Po (V) P )

c(glh >

Sekil 2.4: Absorblayan bir ¢ozeltiye giren P, siddetindeki 1s1n demetinin P siddetine diismiis
olarak ¢ikmasi

(

(Cozeltiye Py siddetinde giren 151 ¢ozeltiyi P siddetinde terk eder. Fotonlarla 1s1n
absorblayan atom veya molekiiller arasindaki etkilesimin sonucu olarak 1s1nin giicii Py
‘dan P ’ye diigmiis olur. Buna gore 151n demetinin ortamdan gegme oranina gegirgenlik

( T') adu verilir '*°.

Seklinde gosterilir.

Gecirgenligin eksi logaritmasi absorbans (A) olarak adlandirilir ve absorbans

P
A=-og,,T=- log?

0
seklinde formiile edilir. Caligmalarda absorplanan 1sin miktar1 ya gegirgenlik ya da

absorbans olarak verilir. Gegirgenlik, genellikle yiizde olarak verilir:
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%T =£100
P

Bir ¢ozeltinin absorbansi, 1smnin ¢ozelti icinde aldigir yolla (b) ve c¢ozeltide
absorpsiyon yapan taneciklerin derisimiyle (c) dogru orantilidir. Bu iligki Lambert-Beer

kanunu olarak adlandirilir;
A=¢eb.c

seklinde verilir ve burada ¢ molar absorbans ya da molar absorptivite olarak
adlandirilir.

Lambert Beer Kanunu asagidaki denklem ile de ifade edilebilir '*'°.

P="P,. 10 "¢
2.7.2. Lambert-Beer Kanunundan Sapmalar

Lambert-Beer kanunu sadece ¢ok seyreltik ¢ozeltilere uygulanabilen bir kanundur.
Bunun nedeni yiikli taneciklerin birbirinin ylik dagilimimi etkilemeleri veya
degistirmeleridir. Yiik dagilimi degisen bir tanecigin absorplama kabiliyeti ¢ok degisir.
Bu da derisimle absorbans arasindaki lineer bagmtinin bozulmasina neden olur.
Absorplayan maddenin derisimi diisiik olabilir fakat yaninda bulunan maddelerin
derisimi yliksek olursa yine sapma goézlenebilir. Kanundan sapmalar ortamda yiikli
tanecikler bulundugu zaman daha da biiyiik olur. Sapmalar '*'°;
1- Cihazdan gelen sapmalar
2- Kimyasal maddelerden gelen sapmalar

3- Analizci hatasindan gelen sapmalar

seklinde tige ayrilabilir.
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2.7.3. Ultraviyole-Goriiniir Bolge Spektrofotometreleri

Spektrofotometre, elektromanyetik 1smnin dalga boyunun bir fonksiyonu olarak
numunenin absorbans ya da gecirgenligini 6lgmek ic¢in kullanilan bir cihazdir.
Ultraviyole-Goriiniir  Bolge spektrofotometreleri, 110 nm’ den 1000 nm arasinda
degisen dalga boylarinda ¢aligirlar. Ancak 110 nm ile 200 nm dalga boyu araliginda
calisan cihazlar vakum tertibatlh ve olduk¢a pahali cihazlardir. Bundan dolay:
laboratuvarlarda kullanilan spektrofotometri cihazlar1 200 nm ile 800 nm dalga boyu
araliginda ¢aligmaktadirlar. Spektrofotometrelerde elektromanyetik 11 kaynagi olarak
doteryum ve tungsten olmak tizere iki lamba kullanilmaktadir. 160-375 nm araliginda
151n lretmek i¢cin doteryum lambasi, 350-2500 nm arasinda 1sin iiretmek i¢in tungsten

lambas1  kullanilmaktadir'*'®.

Ultraviyole-Goriiniir  Bolge  spektrofotometreleri
yapilarina gore iki kisma ayrilir;
1- Tek 15l spektrofotometreler
2- Cift 1inli spektrofotometreler
2.7.3.1. Tek Isinh Spektrofotometreler

Absorbsiyon ve % gecirgenlik Olgiimlerinde kullanilan basit, ucuz ve bakim
kolaylig1 olan bir cihazdir. Tek 1s1nl1 spektrofotometreler agagida gosterildigi gibi 15m
kaynagi, dalga boyu secici, filtre veya monokramator, 1sin yoluna konacak eslenik iki
hiicre, dedektor, yiikseltici ve bir gosterge aletinden olusur. Absorbsiyon ve %
gecirgenlik okumak i¢cin 6nce numune bdlmesine referans madde konularak alet ve

referans hiicreye gore cihaz sifirlanir. Daha sonra numune hiicresi konur ve Ol¢iim

yapilir °. ( Sekil 2.5)
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[s1n kapag:
Referans Fotodedektor i
Kaynak hiicre isterge
hv Filtre veya Py —— 50160
O\""\* monoknomatr N~~~ Yiikseltici U(V“S
r"-—-\f‘_-ﬁ,
Numune
hiicresi

Sekil 2. 4: Tek 151nl1 spektrofotometre cihazmin sematik gosterimi

2.7.3.2. Cift Isinh Spektrofotometreler

Modern spektrofotometrelerin pek cogu cift 1sinli tasarima sahiptir. Bu cihazlar tek
1s1nl1 cihazlara gore hem optik hem de elektronik yonden daha karmagiktirlar. Cift 15l
spektrofotometreler 190-800 nm araliginda ¢aligmak {izere tasarlanmiglardir. Cihaz sira
ile devreye giren tungsten ve doteryum lambalari, yansitmali granting monokromatorii
ve bir fotocogaltici dedektorii ile donatilmistir. Bu cihazlardaki 1sin boliicli, motorla
donen, li¢ bolmeli bir disktir ve “copr” admi alir.Copirin li¢ bélmesinden biri saydam,
ikincisi yansitici, ligiinciisii ise opaktir. Her doniiste dedektor, {i¢ ayri sinyal alir. Bu
sinyallerin ilki P, a, ikincisi P’ye, {i¢iinciisii de karanlik akima karsilik gelir. Ug sinyal,
elektronik olarak islenerek numunenin gecirgenligi veya absorbansi gostergeden okunur.
Cift 1sinhi cihazlar, 151k kaynagindaki biitiin dalgalanmalar1 giderebilme, kagak 1sinlari
ve sacilan 1snlardan gelen sapmalari minimize etme ve yiikselticideki voltaj
degisikliklerinden fazla etkilenmeme gibi iistiin Ozelliklere sahiptirler (Sekil 2.6).
Giliniimiiz modern optoelektronik teknolojisinin iirlinlerinden olan ¢ok kanalli veya diod
serili spektrofotometrelerdir. Bu cihazlar, ¢ok kisa zamanda biitiin Ultraviyole, Goriiniir

Bolge spektrumunun kaydmi miimkiin kilar "°
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Sekil 2.6: Cift 1ginl1 spektrofotometre cihazinin sematik gosterimi
2.7.4. UV-Goriiniir Bolge Spektrofotometre Cihazimin Kullanim Amaclan
1. Kalitatif Analiz
2. Kantitatif Analiz
3. Molekiil Yapismi Aydinlatma
2.7.4.1.Kalitatif Analiz ve Molekiil Yapisin1 Aydinlatma
Bilinmeyen bir madde saflastirildiktan sonra UV spektrumu alinir. Bu spektrum,
her yoOniiyle ayni sekilde daha oOnce alinmis olan spektrumlarla karsilastirilir.
Bilinmeyen maddenin spektrumu daha onceki madde spektrumlarimdan hangisine
uyuyorsa, bilinmeyen madde o maddedir. Bilinmeyen madde, bilim diinyas1 tarafindan
bilinmeyen yeni bir madde degil, sadece analizi yapan kisi tarafindan bilinmeyen
maddedir. Bundan bagka maddenin ne oldugu biliniyor fakat saf olup olmadig:
bilinmiyorsa, maddenin spektrumu alinir. Spektrumda beklenmedik piklerin goriinmesi
maddenin saf olmadigmni gosterir. Ayrica, ultraviyole 1ginlarla yapilan spektrofotometrik
Olctimlerde benzer kromofor gruplarm kalitatif tayininde de yararl olur. Cok karmagik
yapili organik molekiillerin bile, fonksiyonel gruplar digsinda kalan kisimlari, 180 nm’

den daha uzun dalga boylarma kars1 gegirgendir. Onun i¢in, 200-400 nm araliginda bir

veya daha ¢ok pik gozleniyorsa bu, molekiilde doymamis gruplarin veya kiikiirt, halojen
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gibi hetero atomlarin varhigini gosterir. Cogu zaman, analitin spektrumu, ¢ok sayida
kromofor grup igeren ve yapist bilinen baska bir molekiilin spektrumu ile
karsilagtirilarak, analitteki fonksiyonel grup hakkinda bir fikir edinilebilir. Fakat genel
bir kural olarak, analitin kesin yapisini anlamak i¢in yeterli ayrmtil bilgileri, utraviyole
spektrumlarinda bulamayiz. Bu yilizden, ultraviyole spektrumlarindan elde edilen
kalitatif veriler, NMR, MS gibi baska fiziksel ve kimyasal verilerle desteklenmeli
miimkiinse ¢oziiniirliikk, erime noktasi, kaynama noktasi gibi bilgilerle birlestirilmelidir.

Kalitatif analiz amacl ultraviyole spektrumlar1 genelde analitin seyreltik ¢ozeltileri
kullanilarak elde edilir. Fakat ugucu bilesiklerin gaz halindeki spektrumlar1 alinabilirse,
daha ayrmtili ve dolayisiyla daha yararli spektrumlar ele geger. Ultraviyole-Goriiniir
Bolge spektroskopisinde kullanilacak ¢oziiciiniin bu bolgedeki isinlar i¢in gecirgen
olmas1 ve numuneyi, belirgin pikler verebilecek derisimlerde ¢dzmesi gerekir. Ayrica
¢oziicli ile absorpsiyon yapan tiir arasindaki miimkiin etkilesmeleri de hesaba katmak
gerekir. Ornegin, su, alkol, ester ve keton gibi polar ¢dziiciiler, spektrumdaki titresim
ayrintilarini o6rtme etkisi gosterirler. Polar ¢oziiciiler, hem spektrumun titresimlerinden
ileri gelen kii¢ilik piklerin kaybolmasina, hem de absorpsiyon bandlarinin ve dolayisiyla
piklerin esas yerlerinden kaymasma neden olurlar .
2.7.4.2. Kantitatif Analiz

Ultraviyole ve Goriinlir Bolge absorpsiyon spektroskopisi, kimyacilarin kantitatif
analizlerde en ¢ok faydalandiklar1 tekniklerden biridir. Kantitatif analizde, ilk 6nce
analizi yapilacak maddenin en iyi absorbans yaptig1 dalga boyu bulunur ve bu dalga
boyunda spektrumu alinir. Belirlenen dalga boyu sabit tutularak, artan derisimlerde
hazirlanan ¢ozeltilerin absorbanslar1 okunur. Derisime karst absorbans grafige

gecirilerek kalibrasyon egrisi elde edilir. Sonra bilinmeyen maddenin derisimi
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kalibrasyon egrisi yardimiyla bulunur ve ayrica secilen dalga boyu sabit tutularak
absorbtivite katsayist da belirlenmeye ¢aligilir.
2.8.Tiirev Spektrofotometrisi Yontemi

Tiirev spektrofotometresi, tiirev spektrumlarmmin kullanilmasi esasma dayali bir
analiz yontemidir. UV-Goriinlir Bolge calismalarindan ¢ok daha genis bir uygulama
alan1 bulmustur. Bunun nedeni UV-Goriinlir Bolge spektrumlarinda iist iiste binen,
cakigan bantlar daha ¢ok goriiniir ve ayirim giicli zayiftir. Bunun yaninda sinyal /giiriiltii
(S/G) oran1t da disiiktiir. Tiirev uygulamalar1 bu sorunlara belli oranlarda ¢o6ziim
getirmis ve karakteristik pikleri az olan ve c¢oziimlenmemis bantlar1 igeren
spektrumlarin ayirim giiclinii artirmigtir.

Tiirev teknigi orijinal spektrumun egimleri hakkinda bilgi vererek bunun omuz
noktalar1 ile doniim noktalarinin daha belirgin hale gelmesine neden olur. Boylece bir
bilesik daha kolay ve daha kesin olarak tanimlanabilir. Orijinal spektrumlarda tist iiste
binen ¢akisan bantlar varsa, bu spektrumlarin bantlar1 alinarak bantlarin belli oranda
birbirinden ayrilmasi saglanir. Bu yontemle karisimlarin analizleri de yapilabilmektedir.
Spektrofotometrede bulanik ¢ozeltiler ile ¢alisirken ¢okme hizi tanecik biiytikliigii gibi
etkenlere bagli olarak biiyiik oranda hata yapilirken tiirev alinarak bulanikligin
olusturdugu bu etki ortadan kaldirilabilir.

Yontemin dezavantaji ise, yiiksek tiirev derecelerinde S/G oranin bozulmasi, pik
sekillerinde bozulma ve doniim noktasi kaymasidir. Bu nedenle uygulanacak tiirevin

derecesi iyi segilmelidir .
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2.8.1.Teorik Temelleri

UV spektrumu, madde iizerine gonderilen 15181 dalga boylarma karsi absorbans
degerlerinin grafige gegirilmesiyle elde edilir. Orijinal spektrum veya sifirinci derece
spektrum A=f(A) fonksiyonudur. Bir fonksiyonu gosteren egrinin herhangi bir
noktasindaki tegetinim egimi, fonksiyonun bu noktadaki tiirevidir. Bu fonksiyonun her
noktasindaki tiirevi (dA /d 4 ) hesaplanabilir. Eger bu tiirev degerleri grafige gecirilecek
olursa "tiirev spektrumu" elde edilir. 1’ den n’ e kadar derecede olabilir.

Sekil 2.7° de goriildiigii gibi bir can egrisinin 1. derece tiirev egrisi orijinal
spektrumdaki egrinin tegetlerinin egimini gostermektedir. Boylece tlirevlendirme ile

spektrum daha ayrintili ve net bir goriiniim kazanir .

Sekil 2.7: Absorbans ve Tiirev Spektrumlari

Tiirev almanin bir diger avantaji da tiirev derecesi artikga genis bantlarin dar

bantlara gore daha fazla baskilanmasidir. Bu 06zellikten faydalanilarak numune
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matriksinden ileri gelen ve bozucu etki gosteren bantlar elimine edilebilir. Bu da ikinci

ve dordiincii tiirevde teshis ve tayine imkan saglar (Sekil 2.7).

Sekil 2.8: a-) Gauss egrisinin 1. tek tek ve 2. karigim halindeki spektrumlari, b-) Gauss egrisinin
karigim halindeki 1.- 4.tlirev egrileri

Maksimum dalga boylar1 farkl, esit olmayan iki Gauss egrisinin tek tek ve karigim
halindeki spektrumlar1 Sekil 2.8.a” da goriilmektedir. Maksimum dalga boylar1 farkl
yani merkezleri ayni olmadigindan karisim halinde aliman spektrumlari bir omuz verir.
Bu bantlarin tiirevleri alinarak omuzlar diiz noktalar haline dontistiiriiliir (Sekil 2.8.b)

Orijinal Gauss egrisi tipindeki bir pike karsilik n. tiirevde n+1 tane maksimum ve
minimuma rastlanmaktadir. Yani birinci derece tiirev egrisinde iki, ikinci derece tiirev
egrisinde ti¢, iiclincii derece tiirev egrisinde ise dort tane maksimum ve minimum nokta
goriilmektedir. Teorik olarak tiirev absorbans degerleri ile bilesigin derisimi arasinda

asagidaki bagmntilar meveuttur .
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0. derece tiirev 1. derece tiirev n. derece tiirev
A=¢b di d n "
=eC a“_de . d'A_d'
di di dr dr

Ozellikle biyokimyasal analizlerde bu islem saflik kriteri olarak iki dalga
boyundaki absorbsiyon oranin olusmasi agisindan 6nemli olup tanima ve saflastirma
islerinde tistiinliik saglar.
2.8.2.Tiirev Spektrumlarinin Degerlendirilmesi

Absorbansin tiirevi derisimle dogru orantihidir. 1. ve 2. derece tiirev
spektrumlarinda  ordinat  degigimleri, orijinal spektrumun ordinat degerinin
biiyiikligiiyle degil, egim degisimiyle ilgilidir. Bu nedenle tiirev egrisinin apsisteki
konumu ile déniim noktalarinin birbirine kars1 durumlar1 karakteristiktir. Spektrumlarda
yalnizca bitisik, pes pese gelen ug¢ noktalar (maksimum ve minimum) degerlendirilerek
bu iki noktanin mutlak deger olarak farki olgiiliir. Birka¢ u¢ noktasi varsa ordinat
farkinin en yiiksek oldugu bir cift se¢ilir. Tiirev spektrumlarinin degerlendirilmesinde
iic yontem vardir. Bunlar, pikten pike 6l¢iim, pikten sifira dl¢iim ve teget ile 6l¢iimdiir

17 (Sekil 2.9).
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Sekil 2.9: Tiirev spektrumlarinin degerlendirilmesi a) Pikten pike 6l¢iim, b) Pikten sifira dl¢lim,
c) Teget ile Slglim
2.8.3.Tiirev Spektroskopisi Yonteminin Uygulamalan
- Tlag analizlerinde
- Ayni spektral bolgede absorbsiyon yapan ila¢ karigimlarinin tayininde
- Etken maddenin bozunma {irlinii varliginda tayininde
- Bozucu etki yapan matriks bilesenlerinin varliginda etken maddenin tayininde
uygulanmaktadir.
2.9. Kromatografik Yontemler
Kromatografi, karmasik karisimlarda bulunan birbirine yakin O6zellik gosteren
bilesenlerin ayrilmasinda, taninmasinda ve tayininde yaygin olarak kullanilan bir¢ok

14,18 .
% Diger ayirma

farkli yOntemi iceren bir analitik yOntemler toplulugudur
yontemlerinden hi¢ birisi kromatografik yontemler kadar etkili olmayip uygulamada

yaygin bir sekilde kullanilmazlar. Bu nedenle de kromatografik yontemler daha c¢ok

aragtirma amaciyla kullanilir. Bu sebeple ¢ok genis ve verimli bir alana sahiptir.
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Kromatografi ilk olarak yirminci yiizyilin baginda Rus botanik¢i Mikhail Tswett
tarafindan bulunmus ve onun tarafindan isimlendirilmistir. Tswett bu teknigi, toz
kalsiyum karbonat doldurulmus bir cam kolondan bitki pigmentleri ¢ozeltisini gegirerek
klorofil ve ksantofil gibi bir¢ok bitki pigmentini aymrmada kullanmistir. Ayrilan
maddeler kolonda renkli bantlar seklinde goziiktiigiinden, yontem i¢in kromatografi
adin1 kullanmustir.

Biitlin kromatografik aymrmalarda; numune gaz, sivi veya siiperkritik bir akigkan
olan hareketli faz yardimiyla ile sabit bir faz {lizerinden tasinir. Taginma esnasinda
bilesenlerin farkli go¢ hizlarina bagl olarak ayirma islemi gerceklesir. Kromatografik
ayirmada segilen sabit faz ile tasiyici fazin birbiri ile karigmamasi gerekmektedir. Bu
bilgiler 15181nda kromatografinin genel bir tanimin1 yapmaya c¢alisirsak; bir karigimdaki
bilesenler sabit bir ortama ilave edilip bunlarin belirli bir hareketli faz yardimiyla yilizey
adsorpsiyonu, dagilma, iyon degistirme ve boyut elenme 6zelliklerine bagli olarak, sabit
ortamdan ayrilma yontemlerine kromatografi denir.
2.9.1.Kromatografik Yontemlerinin Siniflandirilmasi

Kolon kromatografide sabit faz dar bir kolonda tutulur ve hareketli faz basing
altinda iken bu sabit faz arasmmdan gegmeye zorlanir. Diizlemsel kromatografide ise,
sabit faz diiz bir plaka lizerine veya bir kagidin gozenekleri arasina tutturulur ve bu
durumda hareketli faz durgun faz arasindan kapiler etkisiyle veya yer ¢ekimi etkisiyle
hareket eder. Bunun diginda kromatografik yontemler ayirma islemlerinin farkliligina
gore cok daha degisik sekillerde siniflandirilabilir. Bu siiflandirmalar asagidaki sekilde

verilebilir.
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1. Teorik Simiflandirma

a- Paylagim Kromatografisi

b- Adsorpsiyon Kromatografisi
c- Boyut Eleme Kromatografisi
d- Iyon Degisim Kromatografisi
2. Pratik Simiflandirma

a- Kagit Kromatografisi

b- Ince Tabaka Kromatografisi
c- Kolon Kromatografisi

d- Gaz Kromatografisi

e- S1vi Kromatografisi

3. Hareketli ve Durgun Fazlara Gore Simflandirma

Eromatografi
v v
Gaz Eromatografisi 1wt Eromatografisi
¥ ¥
v v ¥
Gaz-=m K. Gaz-Eat E. Dizlemsel E.
(GLCY (GFEC) v ¥
Eoloen E. ILTE (TLC) EE.
v v v v v
civi-Eat K. csv-Sm K. BagilFaz E Iyon Degizim E. Disarlama E
(LaC (LLC) (BPCH (IEC we IIT) l
Jel Gegwrgenlik K Jel Filtrasyon E.

(3P C) (GFC)
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2.9.2.Kromatografide Temel Olan Fiziksel ve Kimyasal Olaylar

Kromatografik yontemlerde maddelerin ayrilmasinda etkin olan dort ayri
mekanizma mevcuttur. Bunlar asagida 6zetlenmistir '* > %,
2.9.2.1.Dagilma Kromatografisi: Dort ayr1 tip sivi kromatografi i¢inde en yaygmn
kullanilanidir. Dagilma ¢oziinen maddenin hareketli faz ile kat1 faz {izerinde
adsorplanmis siv1 fazdaki ¢oziinlirligline veya hareketli faz gaz ise uguculuguna
dayanan bir olaydir. S1vi-S1vi ve Bagli-Siv1 faz kromatografi olmak iizere iki alt sinifa
ayrilabilir. Bu teknikler arasindaki fark, destek katisina durgun fazin tutunma farkina
dayanir. Sivi-Sivi kromatografisinde, sivi faz sabit bir dolgu maddesinin yiizeyine
fiziksel absorpsiyonla tutturulmustur. Bagli-S1vi faz kromatografisinde ise kati destek
yiizeye baghi organik sivi tlirler kimyasal olarak tutturulmustur. Dagilma
kromatografisinde hareketli ve sabit fazlarin bagil polarliklarina baglh olarak iki kisma
ayrilmaktadir. Sabit faz oldukg¢a polar ve hareketli fazda apolar ise buna Normal-Faz
kromatografisi, sabit faz apolar (cogu zaman bir hidrokarbon) hareketli faz ise nispeten
polar (su, asetonitril, metanol) ise buna da Ters-Faz kromatografisi denir.
2.9.2.2. Adsorpsiyon Kromatografisi: Bir karisimdaki maddelerin kat1 destek iizerinde
farkli kuvvetlerde tutunmasi prensibine gore birbirlerinden ayrildiklar1 kromatografi
olarak adlandirilir ve ilk kesfedilen kromatografi ¢esididir. Coziicii ve kat1 sabit fazin
polarliklar1 bir kolon boyunca veya bir ylizey boyunca ¢dziinen maddenin hareketinin
hizin1 tayin eder.
2.9.2.3.Iyon Degistirme Kromatografisi: Bir kati maddenin yapisinda bulunan
iyonlari, temasta bulundugu ¢ozelti i¢indeki ayni cinsten yiikli baska iyonlarla bir
dengeye gore degistirmesi 6zelligine dayanan bir kromatografik yontemdir. Bu amagla

kullanilan kat1 maddeler, ¢ozelti ortammda hi¢ ¢ézliinmeyen biiylik molekiillii dogal
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veya yapma maddelerdir. Bunlarda organik ve inorganik diye ikiye ayrilir. Organik iyon
degistiriciler (bunlara recineler de denir) suda ve bircok organik c¢oziiciide hig
coziinmeyen, yapilarinda sayilamayacak kadar ¢ok anyon ve katyon tasiyan biiylik
molekiilli maddelerdir. Bunlar hem anyon, hem katyon degistirmede ve hatta selektif
iyon degistirmede kullanilir. Inorganik iyon degistiricilerde en ¢ok bilineni zeolitlerdir.
Bunlar genel olarak; Na, Al, Si4O;, formiiliindedir.

Iyon degistirme kromatografisi, ilaglar ve bunlarm metabolitleri, serumlar, gida
koruyucu maddeler, vitamin karisimlari, sekerler ve farmasotik preparatlar gibi bir¢ok
farkli organik ve biyokimyasal sistemlere uygulanabilmektedir.
2.9.2.4.Boyut-Eleme Kromatografisi: Jel-Gegirgenlik veya Jel-Siizme kromatografisi
ad1 da verilen boyut-eleme kromatografisi, 6zellikle yiiksek mol kiitleli maddelere
uygulanabilen onemli bir tekniktir. Boyut-eleme kromatografisi i¢in dolgu maddeleri,
¢oziinen madde ve ¢oziicli molekiillerinin i¢ine diflizlenebilecegi diizgiin bir gozenek ag1
iceren kiiciik boyutlu silis veya polimer taneciklerinden meydana gelmistir. Gozenekler
icinde kiiciik molekiiller etkin bir sekilde yakalanabilmekte, biiyiik molekiillerde gdzenek
disinda kaldigindan dolay1 hareketli faz akimi ile kolondan kolaylikla eliie edilebilmekte
ve daha sonrada gozeneklerde tutulan kiiclik molekiillerde hareketli faz akimi ile
yiizeyden kolaylikla uzaklastirilabilmektedir. Goézenek iginde ortalama kalma siiresi,

analit molekdiliiniin etkin biiytlikliigiine baghdir.
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2.10.Gaz Kromatografisi-Kiitle Spektrometresi (GC-MS)
2.10.1.Gaz Kromatografisi Teorisi

Gaz kromatografisi de, oteki kromatografi dallar1 gibi bir karigimda bulunan
maddeleri ayirmaya yarar. Bu kromatografi dalinda da sabit ve hareketli olmak tizere iki
faz mevcuttur. Bu teknikte He, N, Ne ve Ar gibi inert gazlar tasiyict gaz olarak
kullanilir. Bundan dolayi, 6teki kromatografi dallarinda olanin aksine bu kromatografi
dalinda ayrilmalar1 istenen maddelerle sabit faz arasinda hicbir etkilesme olmaz.
Hareketli fazin gorevi sadece maddeleri tagimaktir. Bu bilgiler 1518mda gaz
kromatografisini tanimlayacak olursak, ucucu olan veya ucucu hale getirilebilen
maddelerin belirli bir sicaklikta, bir tasiyict gaz yardimiyla, sabit bir faz iginde
ayrilmalar1 esasma dayanan kromatografik bir yontemdir. Maddelerin ayrilmasinda gaz
kromatografisini  uygulayabilmek i¢in maddelerin gaz ya da kolaylikla

gazlastirilabilmesi gerekmektedir '* "> %20,

Sabit faz bir kat1 veya bir kat1 ylizeyine adsorplanmis (katiya emdirilmis) bir sivi

olabilir. Buna gore gaz kromatografisi ikiye ayrilir.
1. Sabit fazi1 kat1 olan gaz-kat1 kromatografisi (GSC)
2. Sabit faz1 stvi olan gaz-s1vi kromatografisi (GLC)

Gaz-s1vi kromatografisi, gozenekli inert bir ylizeye sivi polimer veya siloksan
bilesiginin emdirilerek genis ylizey alani olugturmasi ile meydana getirilen siv1 sabit faz
ve hareketli faz1 gaz olan, temeli dagilim dengesine dayanan bir kromatografi tiirtidiir.
Gaz-kat1 kromatografisinde ise, maddeler kati faz {izerinde ve belirli sicakliklarda
adsorpsiyon-desorpsiyon esasina dayanarak ayrilirlar. Bu yontemle elde edilen pikler

genelde kuyrukludur. Kuyruklu piklerin genelde birbirlerinden ayrilmasi oldukga giictiir.
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Bundan dolay1 gaz-kat1 kromatografisi genellikle ¢ok az kullanilir. Kullanilmasi da daha
cok kiiciik molekiilli maddelerin ayrilmasinda olur. Gaz-siv1 kromatografisi daha ¢ok
kullanilir. Bu kromatografi tekniginde 0.3-0.5 mm ¢apmda kapiler kolonlarmn

kullanilmas1 da miimkiindiir.
2.10.2.Gaz Kromatografisi Cihazi
Gaz kromatografisi cihaz1 genel olarak alt1 kisimdan meydana gelir. Bunlar soyledir.
1) Tastyict gaz sistemi, silindir kismi
2) Numune enjekte kismi
3) Isitma kismi
4) Ayirma kolonu
5) Dedektor

6) Cogaltici ve yazicidan olusmaktadir.

Tagiyicl gaz basing Dedektor
sy Enjektor Cogaitici

OEO

sz

Elektronik basing
kontroll

Yazici

Taslyicl gaz

Firm

Firin stcaklik
programi

Sekil 2.10: Gaz Kromatografisi Cihazinin Bolimleri
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2.10.2.1. Tasiy1c1 Gaz

Kimyaca inert olmas1 gereken gaz, genelde helyum, hidrojen ve azottur. Gaz se¢imi,
kullanilan dedektor tipine gore yapilir. Tasiyict gaz tlipline bagli halde, basing
ayarlayicilar, gostergeler ve akis sayacglart bulunur. Akis hiz1 kontrolii, normal olarak
gaz silindirlerine bagl iki basamakli basing regiilatorleriyle yapilir. Tasiyict gaz,
enjekte edilen bilesenlerin kolonda taginmasini ve madde ya da maddelerin sabit fazla
etkilesimini saglar. En yiiksek verimlilik N, gazi (minimum H) kullanilarak elde
edilmektedir. Bu minimum deger diisiik tagiyict gaz dogrusal hizlarinda goriilmekte ve
artan dogrusal hizla orantili olarak, verimlilik de hizla diismektedir. Bu nedenle N, gazi,
kilcal kolonun kullanildig1 GC' de ¢ok sik hareketli faz olarak se¢ilmez. Diger taraftan,
H, gazinin daha diisiik viskozitesine bagh olarak, tasiyict gaz hizindaki degisiklikler
kolon ayriciligmi belirgin olarak etkilemeyecektir. Hidrojen verimlilik egrisinin
minimumu daha genis bir aralikta ve daha yiiksek dogrusal hizlarda ortaya
cikabilmektedir. Ancak H, gazinin patlayic1 6zelligi kisitlayict bir etkendir. Bu
nedenlerle ¢alismalarda N, ve H,' nin dezavantajlarmi gostermeyen ve verimlilik
egrisinin minimumu N,' ye gore daha genis aralikta ve daha yiiksek dogrusal hizlarda
ortaya c¢ikan He gazi yaygin olarak kullanilmaktadir. Kolon verimliligini etkileyen
tasiyict gaz; inert olmaly, toksik olmamali, ucuz olmali ve kullanilacak dedektdre uygun
olmalidir. Tasiyic1 gazin cinsinin kromatografik ayrim iizerine etkisi Sekil 2.11 de

e 14,1922
verilmistir .
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Sekil 2.11: Kullanilan Tastyic1 Gaz Cinsinin Kromatografik Ayirim Uzerine Etkileri
2.10.2.2. Elektronik Basin¢ Kontrolii (EPC)

GC' de gaz akisi, performansi pek ¢ok yonden etkileyecegi i¢in, akisin kesin ve
belirgin olarak kontrolii gerekmektedir. Diger taraftan tasiyict gaz akisinin kontrol
altinda olmasi1 alikonma zamanlardaki kararlilik i¢in de gerekli olup miktar tayinlerini
de hem pik sekilleri, hem de dedektor cevabi agisindan etkileyebilir. Sabit basingta
caligma, diisiik kolon akis hizlarinda iyi bir performans saglayabilir. Ancak, sicaklik
programli analizlerde kolon akislar1 degisecektir. Basincin tekrarlanabilir sekilde

ayarlanmasi mekanik basing ayarlayicilari ile zor olmaktadir.

Teknolojideki son gelismeler, kilcal kolonlu GC i¢in elektronik basing kontrolii
(EPC) sistemlerinin tasarimini saglamistir. EPC, basing ve akis ayarlamalarinda
mitkemmel bir kesinlik ve kararlilik saglayarak elektronik basing programlamasina
(EPP) izin verir. Bu yolla tasiyict gazin akisi, sicaklik artigi sirasinda sabit tutulabilir

veya basmg gerek duyulan aymrimlari, analiz siirelerini veya calisma sicakliklarimi
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saglamak i¢in ek bir yontem parametresi olarak kullanilabilir. EPC sistemi, kolonlarin

yani sira basing diizenini saglamak amaciyla dedektorlerde de kullanilmaya baglanmaistir.

Elektronik basin¢ kontrolii nitel ve nicel analizlerde alikonma zamanim ve pik
alanlarindaki tekrarlanabilirligi saglar. GC sisteminde firin sicakliginin artisi ile birlikte
tasiyict gazin viskozitesi de artar. Bu esnada eger girig basinci sabit tutulursa sicaklik
programli bir analizde kolon gaz akisi azalacaktir. Basinci degistirerek kolon gaz
akisinin sabit kalmas1 veya akisi belli bir hizda degistirerek basincin sabit kalmasi
saglanabilir. Apolar kolonlarda sicaklik artis1 ayirimi azaltmaktadir. Ayrica sabit akis

veya basing programi kullanilarak analiz siiresinde kisalma saglanmaktadir ',

2.10.2.3. Enjeksiyon Blogu

Enjeksiyon bolmesinde, kolona gidecek madde miktar1 belirlenir. Bu belirleme
cesitli enjeksiyon tipleriyle saglanir. Enjeksiyon blogundan numune bes sekilde

verilmektedir:
1. Bolmeli (split) enjeksiyon
2. Bolmesiz (splitless) enjeksiyon
3. Kolona enjeksiyon
4. Dogrudan enjeksiyon
5. Sicaklik programli buharlagmali enjeksiyon.

Bolmeli enjektor sisteminde, ani bir buharlastirma gerceklestirilir. Stvi 6rnek,
enjektorle sicak enjeksiyon bloguna girer ve burada hizlica buharlasir. Buharlasan

ornegin kii¢iik bir miktar1 kolona girerken, biiylik miktar1 atik olarak uzaklastirilir.
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Bolme orani, kullanici tarafindan kolon akisindan kontrol edilir. Bélme oranlar1 kolon

ozellikleri ve kapasitelerine gore ayarlanir.
Bolme orani= Kolon akig1/ Kolon girig akisi

Bu teknikte dar piklerin olusma olasilig1 yiiksektir. Bolmeli enjeksiyon daha ¢ok

yiiksek derisimlerde uygulanir. Bdylece kolonun kirlenmesi 6nlenmis olur.

Bo6lmesiz enjeksiyon sistemi, enjektoriin bolme kapak¢iginin enjeksiyon sirasinda
kapatilmasi yoluyla calismaktadir. Ornek buharlasma kisminda buharlastirilip hareketli
faz akis1 ile kolona gonderilmektedir. Bu tip enjeksiyon daha c¢ok eser madde

analizlerinde tercih edilmektedir.
Bo6lmeli ve bolmesiz enjeksiyonlarda akis yollar1 Sekil 2.12” de gdsterilmistir.

Kolona enjeksiyon, soguk enjeksiyon tipidir. Numune kolon i¢ine dogrudan sivi
halinde enjekte edilir. Enjeksiyon sirasinda enjekte edilen kisim soguktur. Firin sicakligi
arttikca kolon girisinde bulunan madde yavas yavas buharlasir. Bu tiir enjeksiyon biitiin

kilcal kolonlara uygulanabilir % *'.
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A. B3imell enjeksiyon

Toptam akis
kontrol

- oy 59 mimin

Bsime cikigi

B. BSImell enjekstyon

Toplam akig
Kontrol

Sekil 2.12: Bolmeli ve Bolmesiz Enjeksiyonlarda Akis Yollar

Dogrudan enjeksiyonda, enjektoriin girdigi kisim firindan bagimsiz olarak sitilir ve
bu sicaklik hizlica buharlasmaya neden olur. Bu teknik yalnizca ¢ok genis ¢apl

kolonlara uygulanabilir.

Sicaklik programli buharlagmali enjeksiyonda, numune cam yogunlastirici igine
enjekte edilir. Enjektor blogu soguktur ve enjektor gekildikten sonra ¢oziicii ve maddeyi

ucurmak i¢in hizlica sitilir. Daha ¢ok biiylik hacimli enjeksiyonlarda kullanilir.

Enjektoriin numuneyi deristiriciye (lineer) saglikli bir sekilde birakmasi igin
enjeksiyon bdlmesinin iizerine yerlestirilen, enjektdriin girmesini saglayan ve 6zel bir
maddeden yapilmis tipaya septum denir. Septum, tasiyici gaz kagagini, sisteme hava ve
nem girisini Onler. Septumdan sonra numune deristiriciye (lineer) gelir. Lineer, enjekte

edilen numunenin, aerosol olusturmasini engelleyerek homojen buharlagsmay1 ve tasiyici
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gaz ile karigmasmi saglamaktadir. Lineer igine yerlestirilen, silillenerek deaktive
edilmis cam veya kuartz pamugu, kolona girerek tikanmaya sebep olabilecek kiigiik
partikiillerin tutulmasmi ve homojenizasyonu saglamaktadir. Bu yolla pik sekillerinin
diizgiin eldesi, pik alan1 hesaplamalarinda ise tekrarlanabilirlik ve dogruluk artmaktadir
25

Enjeksiyon ve tasiyict gazin hizi, elektronik basing kontrolii (EPC) ile

ayarlanmaktadir.
2.10.2.4. Firin

GC' de alikonma zamanmin ayarlanmasi i¢in kullanilan yontem, firin sicakligmin
degistirilmesidir. Sicakliktaki 20-30 ©C’ lik bir artis alikonma zamaninda 2-3 kat

azalmaya neden olur. Piyasada bulunan GC firmlarmnm en yiiksek sicaklik smnir1 450 ©C
oldugundan, sicaklik tek basma alikonma zamanmni 100 kat kadar degistirebilecek

glictedir.
2.10.2.5. Kolon

Enjeksiyonla verdigimiz bilesenlerin birbirinden ayrildigi, nicel ve nitel analizin
yapildig1 boliimdiir. Dolgu ve kilcal kolon olmak tizere iki tip GC kolonu bulunmaktadir.
Dolgu kolonlar cam veya metalden yapilmais, i¢ ¢aplar1 2-4 mm, uzunluklar1 1-5 m olan
kolonlardir. Teorik tabaka sayis1 kilcal kolonlardan azdir. Kilcal kolonlarda ise dolgu
materyali yerine sivi faz kendisi veya destek maddesi ile birlikte kolon i¢ ¢eperlerine
baglanmistir. i¢ ¢aplar1 0.1-0.5 mm, uzunluklar1 10-100 m' dir. Kilcal kolonlarin

¢ikmasiyla dolgu kolonlarmn kullanimi azalmugtir '*2°,

Eritilmig silika kilcal kolonlarin gelistirilmesi ve ¢ok cesitli materyallerle i¢

¢eperlerinin kaplanabilmesi nedeniyle kilcal kolonlarin kullanimlar: hizla artmaktadir.
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Bu kolonlar saf SiO2’ den yapilmis ve distan poliimid polimeri ile kaplanarak giiclii

hale getirilmislerdir.
GC kolonlarinda 3 6nemli 6zelligin bulunmasi gerekmektedir >

1. Sabit faz olabildigince inert, destek yiizeyini tamamen kaplayan tekdiize kalinliktaki

film tabakasi ile olusturulmalidir.

2. Kolon film tabakasmin yiiksek sicakliklarda bozunma ve buharlagmaya kars1 1sisal
kararliligi olmalidir. Bu sabit faz molekiillerini destek materyaline kimyasal veya
fiziksel olarak baglayarak polimere benzeyen bir film tabakasi olusturarak

gerceklestirilir.

3. Geri doniisiimsiiz olarak numune bilesenlerinin adsorpsiyonuna neden olan ve
metalik elementleri, 6zgiin bilesenlerin bozunmas1 i¢in katalitik kisimlar olarak rol

oynayan aktif bolgelerin olmamasi gerekmektedir.

Kolonlara yeni doldurulmus sabit fazin, kiiciik molekiil agirligina sahip sivi faz
boliimleri ile ¢oOziiciilerin fazla kisimlarini tutmamalart i¢in kullanmadan Once
sartlanmas1 gerekmektedir. Eger sartlanma yapilmazsa bu iiriinler kolondan gecip
dedektore ulastiktan sonra temel ¢izgi (baseline) yilikselmesi ve fazla piklere neden
olacaktir. Eski kolonlarin da numune veya saf olmayan tasiyict gazdan dolay1 kolonda
tutulabilecek ugucu olmayan maddelerin birikmesini engellemek igin araliklarla
sartlanmas1 gerekmektedir. Sartlama sicakliginin yiiksek olmasi daha kararli temel
cizgilerin elde edilmesini saglamakla birlikte kolon dmriinii kisaltacagindan sicakligin
dikkatli secilmesi gerekmektedir. Ayrica bu se¢cimde ¢alisma sicakligi da goz oniinde
bulundurulmalidir. Ayrica, kolonlar saklanirken sivi faza difiize olabilecek oksijen veya

diger kirlilikleri engellemek i¢in uglar1 uygun bir sekilde kapatilmalidir .
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2.10.2.6. Dedektor

GC dedektorleri, tasiyict gaz ile siiriikklenerek kolon ¢ikisina gelen numunelerin
elektrik sinyaline gevrilip tannmasina yardimer olan elektronik sistemlerdir '* '°. Her
maddeyi analiz eden dedektorlere evrensel dedektorler denir. Segici dedektorler element
secici veya yapi/fonksiyonel grup secici olabilirler. Ozgiin dedektorler ise, o kadar

secicidirler ki, 6zel yapilar1 veya elementleri yiiksek kesinlikle ayirabilirler.

Dedektorlerin sinyalleri incelemesine ve degerlendirmesine dedektdr performansi

denir. Performansi belirleyen 6zellikler ise hassasiyet, segicilik ve dinamik araliktir '>2'.

En fazla kullanilan GC dedektorleri; kiitle spektrometresi (MS), alev iyonizasyon
dedektorii (FID), Azot-Fosfor dedektorii (NPD), elektron yakalama dedektorii (ECD)’

- 142
dir 1447,

Calistigimiz gaz kromatografisinde hem kiitle spektrometresi hem de Azot-Fosfor

dedektorii (NPD) dedektor olarak kullanildigindan, her iki dedektorde incelenecektir.
2.10.2.7. ideal bir Dedektorden Beklenen Ozellikler

Gaz kromatografisinde kullanilan ideal dedektorler asagidaki 6zelliklerde olmalidir

14,15, 27, 28

1. lyi bir karalilik ve tekrarlanabilirlik,

2. Genis bir dogrusal ¢aligma araligi,

3. Genis bir dogrusal ¢aligma araligi,

4. 400 °C ‘ye kadar varan sicaklik araligi,

5. Akis hizindan bagimsiz kiiciik cevap zamani,

6. Yiksek giivenilirlik ve kullanim kolayligi,
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7. Her tiirden analite benzer cevap alimmali veya belirli simnif maddelere karsi

tahmini kolay ve secici cevap verme 6zelligi olmali,
8. Numuneyi par¢alamamal.
2.10.2.7.1. Azot —Fosfor Dedektor (NPD)

NPD dedektér dogrudan FID’ dan gelistirilmistir ve yliksek hassasiyete sahiptir.
Azot ve fosfor igeren organik bilesiklere giiclii cevaplar verirler. FID ile temelde ¢ok
benzer 6zellikleri var olmasina ragmen kurulumunda farkli 6zellikler vardir. Azot fosfor

dedektor 2* (Sekil 2.13).

Anode
¥ ’ /
" Rubidium or
|~ Cesium Bead
Heater ..l/
Connections 1
| __— Flame
Heater
— Al
—

Hydrogen ——F— %

Carrier Gas
Nitrogen

Sekil 2.13: NPD dedektoriin sematik gosterimi
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2.10.2.7.2. Kiitle Spektrometresi (MS)

Kiitle Spektrometresi (MS) uzun yillardan beri kullanilmakta olup ilk kez bir kiitle
spektrumu 1898’ de Wien tarafindan elde edilmistir. 1905’ de ise Thompson kararh
izotoplarin bulundugunu gostermek i¢in yapmis oldugu deneyde farkl pozitif iyonlarin
kiitle/yiik (m/z) oranma gore farkli parabolik yoriinge kat ettigini gdstermistir. 1957
yilinda Holmes ve Morrel tarafindan GC ile birlestirilmistir. MS’ in GC dedektorii
olarak kullanilmasmin nedeni toplanacak bilgilerin ¢oklugudur. Biitlin organik bilesik
smiflarina ve tiim organik bilesiklerde ortak bir fiziksel 6zellik olan kiitleye cevap

verebilmesi en biiyiik 6zelligidir.

Kiitle Spektrometresini temel sekilde agiklarsak; gaz fazindaki numune, yliksek
enerjili elektronlarla carpisarak elektronlarini kaybederek pozitif yiiklii ¢esitli iyonlar
haline dontigmektedir. Hizlandirilan bu katyonlar manyetik ve/veya elektrik alaninda
saptirilmaktadir. Iyonlarin sapmasi kiitlelerine, yiiklerine ve hizlarma baghdir. Eger yiik,
hiz ve saptirict giic sabit ise, sapma agir pargaciklarda az hafif pargaciklarda c¢ok

olacaktir 2732,

Kiitle Spektrometresi, evrensel, kiitle bagimli ve yikici (pargalayan) bir dedektordiir.
MS, tek bir cihaz olarak kullanildigi gibi, GC ve HPLC’ ye bagh olarak da

kullanilmaktadir. Her numune i¢in sinyal verir. Numunenin derisiminden bagimsizdir.
Kiitle Spektrometresi su kisimlardan olusur (Sekil 12.14) .

1. Ara baglanti

2. Iyon kaynag1

3. Kiitle analizorii

4. Dedektor
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5. Vakum Sistemleri

¥
ara baglant:

kiitle
analizori /

dedektor

iyon kaynagi

Sekil 2.14: GC- MS Sisteminin Sematik Gosteriligi

2.10.2.7.3. GC-MS Ara Baglantilan

GC ile MS arasindaki basin¢ farkindan dolayr ara baglantiya gerek vardir. GC
atmosfer basincinda, MS ise ¢ok diisiik basingta (10°-10® torr) ¢alismaktadir. MS' deki
vakum kosullarinin bozulmasini engellemek i¢cin GC’ den gelen eluattan tastyict gazin
uzaklastirilmasimi ve bilesenlerin MS iyon kaynagima iletilmesini saglamak i¢in ara

baglant1 kullanilir.

Kullanilan ara baglantilar sunlardir:
a. Effusif ara baglanti

b. Jet ayiricilikli ara baglanti

c. Gegirgen membranli ara baglanti
d. Dogrudan bdlmeli ara baglanti

e. Acik bolmeli ara baglanti
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f. Dogrudan kilcal kolon baglantilari: Calismalarimizda bu sistem kullanilmistir.

1-3 ml dak™ gibi diisiik tasiyic1 gaz akis hizlar1 s6z konusu oldugunda gerekli
basing diigmesi, MS’ in vakum sistemi ile saglanabilir. Bu nedenle de dogrudan bir ara
baglant1 kullanilabilir. Bu durumda hem tastyici gaz hem de numune, tasiyict gazin
numune molekiillerinden daha biiyiik hizda pompalandig: kiitle spektrometresinin iyon

kaynagina girerler. Yiiksek tasiyici gaz akislarindan dolay1 dolgu kolona uygulanmaz.
2.10.2.7.4. iyon Kaynag

Molekiillerin iyonlastig1 bolimdiir. Bir molekiil, atom veya iyondan bir elektron
uzaklagmas1 olayma iyonizasyon denir. Iyonlastirma teknikleri; gaz, sivi ve kati gibi
maddenin farkli fiziksel durumuna ve maddenin 1sisal kararliligina bagh olarak secilir.
Gazlar ve sivilar i¢in elektron ve foton bombardimanli iyonlastirma; katilar igin ise
termal, lazer desorpsiyon, atom bombardimani, elektrik bosalim ve alan desorpsiyon
iyonlagsma uygundur. Giiniimiizde en ¢ok kullanilan iyonlastirma teknikleri elektron
iyonizasyon ve kimyasal iyonizasyondur. Caligmamizda elektron iyonizasyon (EI)

teknigi kullanilmigtir.

Elektron iyonizasyon (EI): EI kisaca analit molekiiliiniin enerjili elektronlarla
bombardiman edildigi iyonizasyon ydntemi olarak tanimlanir (Sekil 2-15). Sicak bir
flamandan ¢ikan elektronlar bolme boyunca odaklanacaklar ve 70 eV' luk bir
potansiyele sahip bir elektrot tarafindan ¢ekileceklerdir. Boylece her bir elektron 70 eV’
luk bir enerji kazanir ve ortama giren numune ile carpisarak bir seri par¢alanma
tepkimeleri olusur. Molekiildeki baglarin kirilmasi tim pozitif ve negatif iyonlarin
olusmasini saglayabilecektir. Cogu organik molekiil i¢in pozitif iyon olusumu enerji

acisindan daha cok tercih edilir. Elektronun sahip oldugu enerji biitiin baglar1 kirmak
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icin yeterli enerjidir. 70 eV' luk enerjinin kullanilmasi kararl, tekrarlanabilir ve

molekiile 6zgii kiitle spektrumlarinin olugmasmi saglar. Elektron bombardimani ile

olusan iyonlarm bagil biiyiikliikleri,

iyonizasyonun olustugu sicakliga baglhdir.

iyonize edici

elektronlarin enerjileri

Ve

gaz —m

KM&ELCL}A

akim flament
&
= A
e
ATART A s
Ae A* A*
ANl e
A e A —3 analizdr
A A AT
Ae -
A e A+ A
A A e’ A

—l_ —~t— elektron kaynam

Sekil 2.15: Elektron Bombardimani ile Iyonizasyon (EI)

Kimyasal iyonizasyon (CI): Genellikle diiz zincirli alkan, alken veya alkoller gibi

homolog bilesikler EI ile kararli molekiiler iyonlara sahip pozitif tanimlama

yapilamayacak kadar kiiciik bagil cokluga sahiptirler. CI' nin esas1 iyon-molekiil

tepkimelerine dayanir. Yiiksek enerjili iyonlar carpistiklart molekiile ya proton

aktarirlar ya da ondan hidriir ve elektron koparirlar. Kimyasal iyonlagmali kiitle

spektrometresinde (CI-MS), iyon kaynagma reaktif gaz verilerek yiliksek basing elde

edilmektedir. Reaktif gaz numune molekiilleri ile i¢ etkilesime girecek reaktif iyonlarini

olusturmak tizere elektron demeti tarafindan iyonize edilmektedir. Ortamdaki yiiksek

basincm etkisiyle reaktif iyon ile numune i¢ etkilesime girer. EI' ya gore enerji daha

e w1 e 20,30,32
distktiir =777,
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2.10.2.7.5.Kiitle Analizorii

Iyon kaynagindan ¢ikan iyonlasma iiriinleri analizore yonlendirilir. Analizor,

kiitle/ylik (m/z) oranlarina gére maddelerin ayiriminin saglandigi boliimdiir.
Bugiin en ¢ok kullanilan kiitle analizérleri sunlardir;

a. Manyetik sektorlii kiitle analizorii

b. Ucgus zamanl kiitle analizorii

c. Kuadropol kiitle analizorti.

2.10.2.7.6. Dedektor

Kiitle analizorlerinden gecen iyonlar elektron cogaltict dedektdre ulasir. Elektron
cogalticida ¢arpismadan dolay olusan akim dnce analog voltaja, sonra da dijital sinyale

doniisiir. En ¢ok kullanilan dedektorler dizi dinot elektron cogaltict (Sekil 2.19: a) ve

devamli dinot elektron gogalticilardir (Sekil 2.19: b). Bunlar sinyali 107 degerine kadar

artirabilirler. Bu da femtoamper gibi ¢ok diisiik iyon akimlarmin kaydedilmesini saglar.

MS'den milisaniye araliklarla gelen verilerin hizla kaydedilmesi ve depolanmasi
gereklidir ki bu da bir bilgisayarla kolayca saglanabilmektedir. GC-MS sistemi, ara
baglant1 ve veri toplama basamaklarindaki problemlerin ¢6ziilmesinden sonra, daha
yaygmn kullanilmaya baglanmistir. Bunlardan bagka aletin kalibrasyonun otomatik
yapilip, sonuglarmin alinabilmesi, analiz kosullarinin kolayca girilmesi, aletin
kontroliiniin yapilip verilerin alinabilmesi, analiz sonrasi veri degerlendirmelerinin

yapilabilmesini bilgisayar saglamaktadir ***.

Kiitle spektrometresi ile analizlerde 3 tip iyon tarama sekli vardur:
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1. Toplam iyon taramasi1 (TIC): Bir analiz sirasinda ayrim yapmadan tiim iyonlarm 10-

800 akb araliginda taratilmasi ile gerceklestirilir.

2. Segilen iyon taramasi (SIM): Aranilan bilesik i¢in en karakteristik olan, kararli ve
coklugu fazla olan m/z degerleri se¢ilip, taratilir. Secici iyon taramasmda segilen

iyonlarin tarama siiresi (dwell time) analizci tarafindan segilir.

3. Tek iyon taramasi: Tek iyon taratilir. Cok hassastir, ancak kesin tanimlama yapilamaz.

lyon demeti

Diyodlar

Gikis akim

. Gevirme diyodu Elektroniar

b)
lyon demeti
Sy

Cikis akimm

Yuksek voltaj

Sekil 2.16 a-) Dizi Dinot, b-) Devamli Dinot Elektron Cogaltici Dedektorlerin Sematik
Gosterilisgi
2.10.2.7.7.Vakum Sistemleri

MS cihazi 10°-10® torr civarinda ¢alismaktadir. MS' de vakum sisteminin olmasini

gerektiren nedenler soyle siralanabilir *>>*:

1. Flaman yiiksek basingtaki oksijen altinda 1sitilirsa yiikseltgenip yanabilir.

2. Basmg arttikca kiitledeki gogaltici, kaynak ve analizorde yiiksek voltaj kirilmalar

olabilir.
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3. Kiitle spektrometresinin iyon kaynaginda bulunan gaz, spektral geri zemine katilabilir

(6rn; su, azot ve oksijenden gelebilecek m/z:18, 28 ve 32).

4. Kiitle spektrometresinde diisiik basing saglamanin en 6nemli nedeni, analiz edilen
iyonlar arasindaki ¢arpigmay1 en aza indirmektir. Ciinki, iyon siirekli diger molekiiller
ve ylizeyler ile ¢arpistyorsa, iyonlar1 belli bir yolda yonlendirmek i¢in kullanilan giigler

yararsiz olacaktir.

5.Yiksek basing ile analizoriin, iyon kaynagmnin ve odaklarm (slit) kirlenmesi

artmaktadir.
6.Y{iksek basing ile spektrum almak ve yorumlamak zordur.
7. Basing artarken iyon kaynagina dogru olan elektron akimi diizeltmeleri zorlasir.

8. Vakum sistemi analizoriin islemini gergeklestirmesi i¢in gereken molekiiler ortalama

yolu saglar.

Bu nedenlerden dolayr MS i¢in vakum sistemleri ¢ok dnemlidir. MS de cihaz

igindeki basme1 100 torr civarinda tutmak igin degisik pompalar kullanilir. Bunlardan

en ¢ok kullanilanlar1 pompalar, turbo molekiiler ve diflizyon pompalaridir.

2.11. Gecgerlilik Testi (Validasyon)

Gegerlilik Testi (Validasyon), trilinlerin degerlendirme prosesinde, kalitatif veya
kantitatif analizlerde segilen yontem yada yontemlerin bu analiz islemlerinde
uygulanabilir oldugunu gdstermek i¢in yapilan testlerin tiimiidiir ** *°. Segilen analitik
yontemin gegerliligini gostermek i¢in kullanilan parametreler:

1. Dogruluk
2. Kesinlik

3. Saklanan 6rneklerin kararlilig: (Stabilite)
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4. Dogrusallik
5. Tekrarlanabilirlik
6. Secicilik
7. Duyarlilik Limiti
8. Tutarlilik

Biyoyararlanim c¢aligmalarinda farmakokinetik parametrelerin  ve plazma
ortamimnda maddelerin miktarlariin belirlenmesinde uygulanan yontemlerin gecerlilik
testlerinin yapilmis olmas1 gerekmektedir.
2.11.1.Dogruluk, Kesinlik ve Tekrarlanabilirlik

Dogruluk, bir analitik yontemde sonuglarin gercek degere yakinligi olarak ifade
edilir. Bu da bagil ve mutlak hata ile verilir. Kesinlik ise, analitik bir islemde dnceden
belirlenmis kosullar altinda ayni homojen 6rnekten bircok 6rnekleme yapilir ve bu
orneklerin her birinden alman bir seri 6l¢lim sonuglarmin birbirine yakinlig1 olarak ifade
edilir ve % RSD (bagil standart sapma) ile verilir. Tekrarlanabilirlik, farkli kosullarda
ayn1 yontemle hazirlanan 6rneklerden elde edilen sonuglarin birbiriyle uyumu ifade eder.
Kesinlik ¢caligmasindan elde edilen degerler tekrarlanabilirlik ¢aligmast olarak da kabul
edilebilmektedir.
i) Giin-ici kesinlik: Birbirinden bagimsiz bi¢imde hazirlanmig numunelerin ayni giin
icerisinde tekrarlayan analiz sonuglarmm birbirine yakinlig1 (n=6, n: 6l¢iim sayis1) %
RSD degeri ile verilir.
ii) Giinler-arasi kesinlik: Birbirinden bagimsiz bigimde hazirlanmis numunelerin farkl
giinler (en az alt1 giin) igerisinde tekrarlayan analiz (en az n=6) sonuglarinin birbirlerine
olan yakimlk 06l¢lisiidiir. Bu caligmayla elde edilen degerler ayn1 zamanda yontemin

uygulanabilirliginin de bir 6l¢iisiidiir.
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2.11.2. Orneklerin Kararhhg (Stabilite)

Saklanan Orneklerin analiz sliresince bozunmadan sabit kaldigindan emin olmak
icin yapilan testlere kararlilik (stabilite) denilmektedir. Saf analit, analit ¢ozeltisi
ve/veya analit iceren kan Orneklerinin normal laboratuar kosullarinda nem, sicaklik,
hava ve Orneklerin dondurulup-eritilmesi (-20°C bekletilmesi) gibi etkilere maruz
kaldiginda analitin bozunmadan sabit kaldig: siire tespit edilmeli ve ayn1 zamanda elde
edilen bilgilerin literatiir bilgileri ile de desteklenmesi gerekmektedir.

2.11.3. Dogrusallik ve Kalibrasyon Egrisi

En diisiik derisimden en yiiksek derisime dogru bir seri ¢ozelti hazirlanarak
yontemin dogrusal oldugu aralik belirlenme islemine dogrusallik denir. Bu aralik
belirlendikten sonra ¢dzeltinin derigimine kars1 elde edilen cevaplar grafige gecirilerek
kalibrasyon egrisi tiiretilir. Agirlikli ve agirliksiz en kiiciik kareler yontemi uygulanarak
kalibrasyon egrisinin regresyon analizi yapilarak standart egrinin dogru denklemi ve
regresyon katsayisi elde edilir. Kalibrasyon dogrusunun egimi, dogrusalligmn
matematiksel bir 6lgiisiidiir.

2.11.4. Duyarhhk

Analitik yontemin en diigiik derisimdeki analitleri saptayabilmesinin bir 6l¢iisiidiir.
2.11.5. Tayin alt sinir1 (Limit of Quantificiation, LOQ)

Belirlenen deney kosullar1 altinda, analitik yontemin tayin alt sinir1 degeri numune
icindeki analitin uygun dogruluk ve kesinlik ile tayin edilebildigi en diisiik derisimdir.
Kromatografik caligmalarda tayin alt sinir1 pik alanmnin giiriiltii alanina oranmnin 10

oldugu derisim olarak belirlenir.
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2.11.6. Gozlenebilme (teshis) sinir1 (Limit of Dedection, LOD)

Bir analitik islemin gozlenebilme (teshis) siniri, bir 6rnekteki incelenen bilesigin
belirlenebilen en diisiik miktaridir. Ancak burada belirlenen derigim kantitatif tayin i¢in
tam olarak kesinlik ifade eden bir deger olmayip sadece bir smir degeridir.
Kromatografik ¢alismalarda, gdzlenebilme simir degeri elde edilen pik alaninin giiriiltii
pik alanma oraninin 3 oldugu derisim olarak ifade edilir.

2.11.7. Tutarhhk

Yontemin farkli deney kosullarinda, farkl: alet, farkli analist, farkli laboratuvar,
farkli kosullarda hazirlanan reaktiflerle ve farkli giinlerde ayni1 ydntemle analiz
sonucunda elde edilen bulgularin birbiriyle uygunluk derecesidir. Analiz sonuglari
birbiriyle uyumlu ise analitik yOntemin uygulanabilirligini ve tekrarlanabilirligini
gosterir.

2.11.8. Geri Kazanim

Analiz sonucunda bulunan degerin gergek degere orani olarak ifade edilir.



50

3. MATERYAL ve YONTEM
3.1. Kimyasal Maddeler ve Cam Malzemeler
Metanol (HPLC grade, MERCK, Almanya)
Prilocaine HCI (Novagenix, Tiirkiye)
Lidocaine HCI (Hacettepe Universitesi, Tiirkiye Doping Kontrol Merkezi)
Sodyum Hidroksit (MERCK, Almanya)
Dietil Eter
Deiyonize Su
Azot gazi (N2) (%99,9 saflikta BOSS)
Helyum gazi (He)(%99,9 saflikta BOSS)
Deney tiipt
Vial ve insert
Pastor pipet
Otomatik pipet (5-50 pl, 50-200 pl, 100-1000 pl ve 5000 pl)
Kuvartz Kiivet
3.2. Kullanilan Cihazlar
NMR Variant 200 Mhz
Etliv (Dedeoglu, Membert)
Ultrasonik banyo (Transsonic T 890/H,Elma LC 30)
Terazi (Sartorius,Research,Metler Toledo)
Santriflij (Hettich, RPMX100)

Karistirict (Vorteks, IKA )
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Spektrofotometre Sistemi:

e UV-Goriiniir Bolge Spektrofotometresi (ThermoSpectronic HeAIOS [3)

e UV-Goriiniir Bolge Spektrofotometre Thermospectronic Vision 32 Software

¢ Yazici (Lexmark)
GC/MS Sistemi:

e Gaz kromatografisi (Agilent 6890)

e Kiitle spektrometresi (Agilent 5972)

e Yazici (HP Laser jet 1200 series)

e Software (Windows NT)
3.3. Yontemler
3.3.1. Standart Cozeltilerin Hazirlanmasi

Spektrofotometrik ¢caliymalarda, 10 mg Prilocaine HCI dogru bir sekilde tartildiktan
sonra 10 ml analitik grade metanolde ¢oziilerek 1000 pg ml™ derisimde Prilocaine HCI
stok ¢ozeltisi ve bu ¢dzeltiden 1.5-15 pg ml™ derisimlerinde standart ¢alisma ¢ozeltileri
hazirlandi. Plazma deneylerinde, 0.5 ml bos plazmaya hazirlanan standart c¢alisma
cozeltileri eklendi (spike edildi), karistirildi ve daha sonra belirlenen ekstraksiyon
prosesi uygulanarak istenilen derisimler (2-15 pg ml ) elde edildi. Hazirlanan stok
¢ozelti -20°C” de, standart ¢alisma ¢ozeltileri +4 °C’ de buzdolabinda saklandi.
3.3.2. Spektrofotometrik Yontem Kosullar
Spektrofotometrik dl¢timler 200-300 nm dalga boyu araliginda Thermospectronic

cift 15inli UV-Goriiniir Bolge Spektrofotometresi kullanildi. Calisma, 1 cm kuvartz
kiivetlerde, 600 nm dak”' dalga boyu tarama hizi ve 2 nm spektral bant genisligi
kullanilarak ger¢eklestirildi. UV—Goriiniir Bolge spektrumlar, madde tizerine gonderilen

15181n dalga boylarina kars1 absorbans degerlerinin grafige gecirilmesiyle elde edildi.
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3.3.3.Gaz Kromatografisi-Azot Fosfor Dedeksiyon (GC-NPD) ve
Kromatografisi-Kiitle Spektroskopisi (GC-MS) Yontem Kosullar

A. Standart Cozeltiler i¢in uygulanan sartlar;

Kolon : Ultra 2 (%S5 fenil metilsilikon)

Kolon Film kalinlig1 : 0,33 um

Kolon Uzunlugu : 12,5m
Kolon I¢ cap1 ;0,2 mm
Tasiyic1 gaz : Helyum, 0,7 ml dak™ (firmn sicaklig1:180°C)

Enjektor sicakligi :280 C
Split oran1 ve EPC  : 1:10 ; Sabit basing

Sicaklik programi  : 90 'C /20 'C/ dak / 300 'C / 7 dak

Analiz stiresi : 17.50 dak

Dedektor :NPD ve MS

Firin Gazi : Hidrojen (4 ml dak™) , Kuru hava (60 ml dak™)
Yardimc1 gaz :Helyum (9 ml dak™)

Dedektor sicakhigi 280 'C

Enjeksiyon hacmi  :3 pl

B. Plazma Caligsmalarinda uygulanan sartlar;

Kolon : Ultra 2 (%S5 fenil metilsilikon)

Kolon Film kalinlig1 : 0,33 pm

Kolon Uzunlugu :12,5m

Kolon I¢ ¢ap1 : 0,2 mm

Tas1tyic1 gaz : Helyum, 1,6 ml/dak (firm sicakhig1:180°C)

Enjektor sicakligi :280 C

Gaz
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Split oran1 ve EPC  : 1:10 ; Sabit basing

Sicaklik programi  : 90 'C/ 10 'C/ dak /200 'C / 7 dak

Analiz siiresi : 18.00 dak

Dedektor : NPD ve MS

Firin Gazi : Hidrojen (4 ml dak™), Kuru hava (60 ml/dak),
Yardime1 gaz :Helyum (9 ml dak™)

Dedektor sicaklign  : 280 C

Kayit tipi : SIM (m/z: 86)

EIl : 70 EV (Iyonizasyon voltaj1)
Dedektor sicaklign 280 C

Enjeksiyon hacmi  : 3 pl

3.3.4.Prilocaine HCI’ nin Plazmadan Ekstraksion Prosesi

e 0,5 ml bos insan plazmasi santrifiij tiiplerine koyuldu ve bu tiiplerin herbirine 1
ml I M NaOH eklendi.

e | dakika vortekslendi

e 5 ml dietil eter eklendi

e 3 dakika vortekslendi

e Santrifiijlendi ( 4000 rpm, 8 dakika)

e Organik faz alind1

e (da kosullarinda azot gazi altinda buharlagtirildi
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GC -NPD ve GC-MS Yoéntemi i¢cin
e Kalmnt1 1 ml metanolde ¢oziildi
¢ 30 saniye vortekslendi
e 45 um gozenek biiyiikliigiine sahip filtreden siiziildii
e Pastor pipetle viallere koyuldu

e 3 ul GC’ ye enjekte edildi

UV-Goriiniir Bolge Spektrofotometrisi icin
e Kalmnt1 5 ml metanolde ¢oziildi
¢ 30 saniye vortekslendi

e Kuvartz kiivetlere koyuldu ve dl¢timler alind1
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4.BULGULAR
4.1. Prilocaine HCI’nin Saflik Kontrolii

Novagenix’ den elde edilen Prilocaine HCI’ nin saflik kontrolii 'H ve '>C NMR “lari
cekilerek safliklar: teyit edildi (Ek 1. Sekil 1 ve 2).
4.2. UV-Goriiniir Bolge Spektrofotometrisi Yontemi
4.2.1. in-Vitro Calismasi
4.2.1.2. Standart Cozeltilerin Hazirlanmasi

Prilocaine HCI‘ nin 1000 ug ml ™' derisimde stok ¢Ozeltisi analitik grade metanolde
hazirlandi. Bu stok c¢ozeltiden belirli hacimlerde alinip analitik grade metanol ile
seyreltilerek 3, 5, 8, 10, 12 ve 15 pg ml" derisimlerinde standart ¢alisma ¢ozeltileri

hazirlanarak 230 nm’ de UV-Goriiniir Bolge spektrofotometri absorbanslari alindi

(Sekil 4.1).
0,45 - 15ugml™
0,40 12 pgml™
0,35 1 10 pgml™
0,30 - 8 pgml™!
0,25 - 5 pgml™!
0,20 4 3 pgml”!
0,15 1
0,10 4
0,05 i
0,00 . . : : : : : : : : . — |

218 220 225 230 235 240 245 250 255 260 285 270
Dalga Boyu

Sekil 4.1: 3, 5, 8, 10, 12 ve 15 ng ml”’ derisimlerinde prilocaine HCI ¢ozeltilerinin UV-
Goriiniir Bolge spektrofotometrisi absorbsiyon spektrumu.
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4.2.1.3. Yontemin Gecgerlilik Testi (Validasyonu)
4.2.1.3.1. Dogrusal Arahk ve Kalibrasyon Egrisi

3-15 pg ml" derisim araliginda hazirlanan bir seri prilocaine HCI ¢ozeltilerine karsi
230 nm dalga boyunda okunan absorbans degerlerinin grafige gecirilmesi ile

kalibrasyon egrisi elde edildi ve Sekil 4.2° de verildi.

0,5 1
0,45 -
0,4 -
0,35
0,3 -
0,25 -
0,2 -
0,15 -
0,1 -
0,05 -

y =0,0283x + 0,0059
R? =0,9999

Absorbans

0 5 10 15 20
Derigim

Sekil 4.2: UV-Gorilinlir Bolge spektrofotometrisi yonteminde prilocaine HCl‘in kalibrasyon
egrisi

UV-Goriiniir Bolge spektrofotometrisi ¢alismasinda prilocaine HCI i¢in regresyon

esitliklerinin istatistiksel analiz sonuglar1 Tablo 4.1°de verildi.
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Tablo 4.1: Prilocaine HCI’ye ait kalibrasyon egrisi ile ilgili istatistiki bilgiler

Parametreler UV-Gor.Bol. Spektrofotomeri
Dalga Boyu (A: nm) 230

Dogrusal Aralik (ug ml™) 3-15

Regrasyon Dogrusu Denklemi A=0,0283x + 0,0059

Sa 2,4x10”

Sp 8,3x107
Korelasyon katsayist (1) 0,9999

Sa: Kaymamn standart sapmasi, Sb: Egimin standart sapmasi

4.2.1.3.2. Gozlenebilme Sinir1 (LOD) ve Tayin Alt Sinirn1 (LOQ)

Kalibrasyon egrisinin en kiigiik degeri olan 3 ug ml"” den daha kiiiik derisimlerde
bir seri ¢ozelti hazirlandi. LOD degeri i¢in 1,5 pg ml”, LOQ degeri igin 3 pg ml’
olarak belirlendi.
4.2.1.3.3. Dogruluk, Kesinlik ve Tekrarlanabilirlik

Yontemin dogrulugu, kesinligi ve tekrarlanabilirli§i giin-igi ve giinler-arasi

degiskenlerle belirlendi. Giin-i¢i ve giinler-aras1 deney sonuglari, kalibrasyon egrisi
icine diisen u¢ farkli derisimde hazirlanan Prilocaine HCI ¢dzeltileri igin bulunan
degerlerin ortalamasi, standart sapmas1 ve bagil standart sapmasi ile verildi. Prilocaine

HCI’ nin giin i¢i ve giinler aras1 deney sonuglar1 Tablo 4.2° de verildi.
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Tablo 4.2: Prilocaine HCI’nin giin-i¢i ve gilinler-aras1 kesinlik, dogruluk ve tekrarlanabilirlik
degerleri

Eklenen Giin-Ici Giinler-Arasi
(g m) Bulunan X S %RSD | Bulunan X S % RSD
deger deger
(ngm™) (ngm™)
5,42 4,842
4,85 5,511
4,77 5,315
> 4,86 5,03 0,25 4,97 4,560 5,006 0,34 6,80
5,07 4,940
5,19 4,869
7,86 7,951
7,56 8,305
8,25 7,777
8,33 7,95 0,36 4,52 7,216 7,875 0,37 4,70
8 8,21 7,866
7,51 8,138
10,23 9,722
11,07 10,562
10,81 10,425
10 10,59 10,36 0,59 5,69 9,544 10,318 0,56 5,42
9,42 10,691
10,07 10,969

X: Ortalama Deger, S : Standart Sapma, RSD: Bagil Standart Sapma

4.2.1.3.4. Yontemin Farmasotik Preparatlara Uygulanmasi
Yontem prilocaine HCI iceren farmasdtik preparatlara uygulandi. Etken maddesi
400 mg prilocaine HCI olan 20 ml citanest flakondan uygun miktarlarda almarak
metanolde 1000pg ml"' derisimde olacak sekilde hazirlandi. Daha sonra bu stok
¢ozeltiden 5 ve 10 pg ml” calisma ¢dzeltileri hazirlandi. Hazirlanan bu ¢ozeltilerin UV-

Goriinlir Bolge spektrumlar1 alindi ve elde edilen degerler yilizde geri kazanim olarak
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belirlendi. UV-Goriinlir Bolge spektrumlar1 Sekil 4.3 de ve elde edilen yiizde geri

kazanim degerleri Tablo 4.3 de verildi.

Tablo 4.3: Farmasotik Preparat Citanest flakondan elde edilen Geri Kazanim Degerleri

Eklenen (pg ml™) Bulunan(ug ml™) % Geri Kazanim

5 5,13 102,60

10 10,04 100,40

0,101

©» B ® oo v oy
[
[n]
[}

0,05 4

215 220 225 230 235 240 245 250 255 260 285 270 275
Dalga Boyu

Sekil 4.3: UV-Goriiniir Bolge spektrofotometrik ¢aligmalarda prilocaine HCI iceren citanest

flakonun 230 nm de 5 pug ml™ ve 10 ug ml™" derisimlerindeki ¢ozeltilerinin absorbsiyon
spektrumlari

4.2.2. Plazma Cahismasi
4.2.2.1. Plazma Standart Cozeltilerin Hazirlanmasi

Erzurum Kizilay kan bankasindan temin edilen bos plazmanmn 0,5 ml’ sine
kalibrasyon egrisini elde edebilecegimiz 4, 6, 8, 10, 12 ve 15 pg ml”! derisimlerde
hazirlanan prilocaine HCIl ¢ozeltilerinden uygun miktarlarda eklendi (spike edildi).
Bolim 3.3.4.°de belirtildigi sekilde ekstraksiyon yapildi ve her bir ¢6zeltinin

absorpsiyon spektrumlari alind1 ve spektrumlar Sekil 4.4’de verildi.
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L oas
b 0,40 A
0,25
S .30
0 025
r 0,20
b 0,15
0,10
A g5
N o.00
S 218 20 feiel] 30 feicta] 240 245 250 265 Z60 el 70 ]
Dalga Boyu

Sekil 4.4: UV-Gortiniir Bolge spektrofotometrik ¢aligmalarmda prilocaine HCI'nin plazmadan
geri kazanimla elde edilen c¢ozeltilerin 230 nm de 4,6,8,10,12,15 pg ml™” derisimdeki
absorpsiyon spektrumlari

4.2.2.2. Yontemin Gecerlilik Testi (Validasyonu)
4.2.2.2.1. Dogrusal Arahk ve Kalibrasyon Egrisi

Prilocaine HCI’ nin plazmadan ekstraksiyonu ile elde edilen 4-15 pg ml™ derisim
araliginda prilocaine HCI’nin derisimine karsilik okunan absorbans degerleri grafige

gegirilerek kalibrasyon egrisi elde edildi ve Sekil 4.5°de verildi.

0,45 - y = 0,0313x - 0,0442
0,4 - R? = 0,9936
0,35 |

0,25 ~

absorbans

0 5 10 15 20

Derigim

Sekil 4.5: UV-Gorliniir Bolge spektrofotometrisi yontemde prilocaine HCl‘in plazma
kalibrasyon egrisi



61

UV-Goriiniir Bolge spektrofotometrisi plazma c¢aligmasinda prilocaine HCI i¢in elde

edilen regresyon esitliklerinin istatistiksel analiz sonuglar1 Tablo 4.4’ de verildi.

Tablo 4.4: Plazma calismasinda prilocaine HCI’ ye ait kalibrasyon egrisi ile ilgili istatistiki
bilgiler

Parametreler UV-Goriiniir Bolge.
Dalga Boyu (A: nm) 230

Dogrusal Aralik (pg ml™) 4-15

Regrasyon Dogrusu Denklemi A=0,0313x-0,0442
Sa 8,3x10™

Sb 7,3x10”
Korelasyon katsayist (r) 0,996

Sa: Kaymanin standart sapmasi, Sb: Egimin standart sapmasi

4.2.2.2.2. Gozlenebilme Sinir1 (LOD) ve Tayin Alt Sininn1 (LOQ)

Plazma Calismasinda kalibrasyon egrisinin en kiigiik degeri olan 4 ug ml"' den daha
kiigiik derisimlerde bir seri ¢ozelti hazirlandi. LOD degeri i¢in 2 pg ml”, LOQ degeri
icin 4 pg ml"' olarak belirlendi.
4.2.2.2.3. Dogruluk, Kesinlik ve Tekrarlanabilirlik

Plazma c¢aligmasinda, yontemin dogrulugu, kesinligi ve tekrarlanabilirligi giin-igi ve
giinler-arast degiskenlerle belirlendi. Giin-igi ve giinler-aras1 degisken sonuglari,
kalibrasyon egrisi icine diisen ii¢ farkli derisimde (6, 8 ve 10 pg ml') hazirlanan
Prilocaine HCI ¢ozeltileri i¢in bulunan degerlerin ortalamasi, standart sapmasi1 ve bagil

standart sapmasi ile verildi (Tablo 4.5).
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Tablo 4.5: Plazma ¢aligmasinda prilocaine HCI” nin giin-i¢i ve giinler-aras1 dogruluk, kesinlik
ve tekrarlanabilirlik degerleri

Eklenen Giin-Ici Giinler-Arasi
(kg mL™) Bulunan Deger X S %RSD | Bulunan Deger X S %
(ngmL™) (ngmL™) RSD
6,231 6,078
6,018 6,025
7,035 5,918
6 6,666 6,548 0,45 6,88 6,054 6,018 0,07 1,16
7,099 5,962
6,244 6,073
9,304 8,266
9,202 8,379
9,370 7,952
9,237 9,056 0,34 3,75 8,451 8,246 0,30 3,60
8 8,540 8,014
8,688 7,814
10,936 10,264
10,253 11,300
10,773 9,795
10 11,020 10,864 | 033 | 3,03 10,348 10,555 | o049 | 4,64
11,050 10,327
11,155 11,301

X: Ortalama Deger, S : Standart Sapma, RSD: Bagil Standart Sapma

4.2.2.2.4. Plazmadan Geri Kazamim

Geri kazanim caligmasi, belirli derisimlerde prilocaine HCI plazmaya eklenip sonra
ekstraksiyonun yapilmast sonucunda elde edilen degerler standart prilocaine HCI
cozeltileriyle elde edilen degerler ile iliskilendirilerek ylizde geri kazanim degerleri elde

edildi (Tablo 4.6).
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Tablo 4.6: Plazma ¢alismasinda Prilocaine HCI” ye ait geri kazanim degerleri (n=6)

Eklenen (ug ml™") | Bulunan (ug ml™) Geri Kazanim (%)

8 7,33 91,63
10 9,40 94,00
12 11,27 93,91

4.3. Birinci Derece Tiirev Spektrofotometrisi Yontemi
4.3.1. In-Vitro Calismasi
4.3.1.1.Standart Cozeltilerin Hazirlanmasi

Prilocaine HCI” nin 1000 pg ml ™' derisimde stok ¢ozeltisi analitik grade metanolde
hazirlandi. Bu stok c¢ozeltiden belirli hacimlerde alinip analitik grade metanol ile
seyreltilerek 2, 4, 6, 8, 10 ve 12 pg ml "' derisimlerinde standart ¢alisma c¢ozeltileri
hazirlandi. Birinci tiirev spektrumunda bir minimum 210 nm’ de, maksimum 225 nm’de

olmak {iizere iki pik gozlendi. Birinci tiirev spektrumu Sekil 4.6’ da verildi.
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spektrofotometrisi spektrumu.

238.0

Sekil 4.6: 10ug ml' derisimindeki Prilocaine HCl ¢ozeltisinin Birinci derece tiirev

4.3.1.2.Yontemin Gecerlilik Testi (Validasyonu)

4.3.1.2.1. Dogrusal Arahk ve Kalibrasyon Egrileri

2-12 pg ml "' derisim araliginda hazirlanan bir seri prilocaine HCI ¢ozeltilerinin

derisimine karsilik 210 nm ve 225 nm dalga boylarinda okunan degerlerin grafige

gecirilmesiyle iki kalibrasyon egrisi elde edildi. Elde edilen kalibrasyon egrileri Sekil
4.7 a ve b’de verildi.
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04 - 0.025 -
o5 | y=00263x +0.0322 y=0.0019x + 7E-06
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Sekil 4.7:Birinci tiirev spektrofotometresi yonteminde —a- 210 nm , -b- 225 nm dalga boylarinda
elde edilen kalibrasyon egrileri

Birinci tlirev spektrofotometresi caligmalarinda prilocaine HCl i¢in 210 nm
minimum ve 225 nm maksimum dalga boylarida elde edilen regresyon esitliklerinin

istatistiksel analiz sonuglar1 Tablo 4.7’ de verildi.

Tablo 4.7: Prilocaine HCI” ye ait 210 ve 225 nm dalga boyundaki kalibrasyon egrilerinin
istatistiki bilgileri

Birinci Tiirev Birinci Tiirev
Parametreler Spektrofotometre Spektrofotometre
Minimum Pik Degerleri Maksimum Pik Degerleri
Dalga Boyu (A: nm) 210 225
Dogrusal Arahik (ug ml™) 2-12 2-12
Regrasyon Dogrusu Denklemi A=0,263x+0,0322 A=0,0019x+7E "

S 8,5x10™ 6,5x107

Sb 1,5x107 2,7x10*

Korelasyon katsayist (r) 0,9984 0,9984

Sa: Kaymamn standart sapmasi, Sb: Egimin standart sapmasi
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4.3.1.2.2.Gozlenebilme Alt Sinir1 (LOD) ve Tain Alt Stminn (LOQ)

Kalibrasyon egrisinin en kiiciik degeri olan 2 pg ml" den daha kiigiik derisimlerde bir
seri ¢ozelti hazirlandi. Maksimum ve minimum noktalarda LOD degeri 1.5 pg ml”,
LOQ degeri 2 pg ml" olarak belirlendi.
4.3.1.2.3. Dogruluk, Kesinlik ve Tekrarlanabilirlik

Yontemin dogrulugu, kesinligi ve tekrarlanabilirligi giin-i¢ci ve giinler-arasi
degiskenlerle belirlendi. Giin-i¢i ve glinler-aras1 ¢alisgma sonuglari, kalibrasyon egrisi
icine diisen ii¢ farkli derisimde hazirlanan prilocaine HCI ¢ozeltileri icin bulunan
degerlerin ortalamasi, standart sapmas1 ve bagil standart sapmasi ile verildi. Prilocaine
HCI’nin 210 nm minimum dalga boyu ve 225 nm maksimum dalga boyu giin-i¢i ve
giinler-arast dogruluk, kesinlik ve tekrarlanabilirlik sonuglar1 sirasiyla Tablo 4.8 ve

Tablo 4.9’ da verildi.
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Tablo 4.8: Birinci tlirev spektrofotometresi calismalarinda prilocaine HCI’ nin 210 nm
minimum dalga boyunda gilin-igi ve giinler-aras1 kesinlik, dogruluk ve tekrarlanabilirlik
degerleri

Eklenen Giin-Ici Giinler-Arasi
(hem™) T Bylunan deger X S | %RSD | Bulumandeger | X S % RSD
(ngm™) (ngm™)
5,850 5,971
5,915 6.454
6 5,772 6,385
5,961 5,833 0,13 2,22 6,065 6,210 0,21 3,38
5,611 6,003
5,893 6,383
8,472 8,122
7,891 7,922
8,564 7,990
8 8,047 8,239 0,31 3,76 7,904 8,023 0,15 1,87
8,516 8,288
7,946 7,917
9,715 9,804
10,173 9,422
10 10,873 10,186
10,522 10,155 0,51 5,02 9,484 9,804 0,37 3,77
10,194 9,610
9,454 10,321

X: Ortalama Deger, S : Standart Sapma, RSD: Bagil Standart Sapma
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Tablo 4.9: Birinci tiirev spektrofotometresi ¢aligmalarinda prilocaine HCI” nin 225 nm dalga
maksimum boyunda giin-i¢i ve gilinler-aras1 kesinlik, dogruluk ve tekrarlanabilirlik degerleri

Eklenen Giin-Ici Giinler-Arasi
(em)  Bilinandeger | X S | %RSD | Bulunan deger X S | %RSD

(ngm™) (ngm™)
6,042 6,073
6,514 6,024
5,857 5,914

6 6,219 6,124 | 027 | 441 6,051 6,017 | 0,065 | 1,08
5,813 5,965
6,303 6,076
9,011 8,269
8,581 8,309
8,325 8,374
8,712 8,638 0,24 2,78 8,347 8,321 0,37 2,70

8 8,444 8,326
8,757 8,303
11,146 10,580
11,028 11,552
10,913 8,370

10 10,577 10,906 0,28 2,56 10,408 10,433 1,12 2,02
10,555 10,385
11,,220 11,307

X: Ortalama Deger, S : Standart Sapma, RSD: Bagil Standart Sapma

4.3.1.2.4. Yontemin Farmasotik Preparatlara Uygulanmasi

Yontem prilocaine HCI iceren farmasdtik preparatlara uygulandi. Etken maddesi
400 mg prilocaine HCI olan 20 ml citanest flakondan uygun miktarda almarak
metanolde ¢oziilerek 1000 pg ml' derisimde stok c¢ozelti ve daha sonra bu stok
¢ozeltiden 5 ve 10 pg ml”' calisma ¢ozeltileri hazirlandi. Hazirlanan bu ¢dzeltilerin

birinci derece tiirev spektrumlart alindi ve elde edilen degerler yiizde geri kazanim
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olarak belirlendi. Birinci derece tiirev spektrumlar1 Sekil 4.8’de ve elde edilen yiizde
geri kazanim degerleri Tablo 4.10° da verildi.

Tablo 4.10: Farmasotik Preparat Citanest flakondan elde edilen Geri Kazanim Degerleri
Eklenen (pg ml™") Bulunan(png ml™") % Geri Kazanim
5 5,13 102,6
10 10,04 100,4
0. 408 ] T T T ]
]I
1
|
|
||
8.200 [~ '| i
[
|1
|
\
4 1
L., e
o. 000 '|I e ——
| g
|
dA/dA ; f-‘r
\ J!,
@.20 [ l'" j
' ,.'H
.(\‘ 2 I_llf.
."\LI_."I‘
—8.46 1 1 1 I
195.8 210.0
Dalga Boyu

Sekil 4.8: 10 pg ml™" derisimindeki prilocaine HCl igeren citanest flakonun birnci tiirev
spektrofotometresi spektrumu
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4.4. Gaz Kromatografisi- Azot Fosfor Dedeksiyon (GC —-NPD) Yontemi

4.4.1. In-Vitro Cahsmasi
4.4.1.1.Standart Cozeltilerin Hazirlanmasi

Prilocaine HCI* nin 1000 pg ml ™' derisimde stok ¢ozeltisi HPLC grade metanolde
hazirlandi. Bu stok cozeltiden belirli hacimlerde almip HPLC grade methanol ile
seyreltilerek 40, 100, 250, 500, 750 ve 1000 ng ml" derisimler de standart calisma
¢ozeltileri hazirlandi. Bu c¢alismada internal standart olarak 100 ng ml™ lidocainen
cozeltisi de kullanildi. Hazirlanan ¢ozeltilerin sinyalleri Azot-Fosfor dedektoriinde

kaydedildi. GC-NPD de elde edilen kromatogramlar Sekil 4.9°da verildi.

1000ng/ml i
750ng/ml
500ng/ml

500000

250ng/ml
400000 100ng/ml

40ng/ml i i
300000 R 100ng/m

il Ill'li' .
el ala i j!'.' : )
200000 /AN )

..... TTTTTITUTE T T T T T T

Time--> 6.40 6.45 6.50 6.55 6.60 6.65 6.70 6.75 6.80 6.85 6.90 6.95 7.00 7.05 7.10 7.15 7.20 7.2

Sekil 4.9: GC-NPD sisteminde, 100 ng ml" derisiminde internal standart lidocaine igeren 40,
100, 250, 500, 750 ve 1000 ng ml"' derisimlerinde prilocaine HCI ¢ozeltilerinin

kromatogramlari
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4.4.1.2.Yontemin Gecerlilik Testi (Validasyonu)

4.4.1.2.1.Dogrusal Aralk ve Kalibrasyon Egrisi

Prilocaine HCI’ nin dogrusal oldugu 40-1000 ng ml" derigim araliginda bir seri
standart (50, 100, 250, 500, 750 ve 1000 ng ml'l) ¢Ozeltiler hazirlanarak GC-NPD
sisteminde kromatogramlar1 alindi.. Her bir ¢oézeltinin derisimine karsi GC-NPD
sisteminde prilocaine HCI pik alanin internal standart (lidocaine) pik alanina oraninin

grafige gecirilmesiyle kalibrasyon egrisi elde edildi (Sekil 4.10).

81 y = 0,0073x - 0,0484
7 R? = 0,9995
6 -
50
O 41
s
<3
2 -
1 -
O T T T T T 1
0 200 400 600 800 1000 1200
Derigim

Sekil 4.10: GC-NPD Sisteminde in-vitro kosullarda internal standar lidocaine igeren prilocaine
HCI* nin kalibrasyon egrisi

GC- NPD calismalarinda 100 ng ml' derisiminde lidocaine igeren standart
prilocaine HCI ¢dzeltilerinin regresyon esitliklerinin istatistiksel analiz sonuglar1 Tablo

4.11° de verildi.
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Tablo 4.11: Prilocaine HCI’ ye ait kalibrasyon egrisi ile ilgili istatistiki bilgiler

Parametreler GC-NPD Yontemi
Dogrusal Aralik (ng ml ™) 40-1000
Regrasyon Egrisi Denklemi 0,0073x-0,0484

Sa 5,4x10™

So 2,8x10”
Korelasyon Katsayis1 (r) 0,9998

Sa: Kaymamin standart sapmasi, Sb: Egimin standart sapmasi

4.4.1.2.2. Gozlenebilme Sinir1 (LOD) ve Tayin Alt Sinin1 (LOQ)

Kalibrasyon egrisinin en kiigiik degeri olan 40 ng ml™' den daha kiigiik derisimlerde
bir seri ¢ozelti hazirlandi. LOD degeri igin 30 ng ml”', LOQ degeri i¢in 40 ng ml"
olarak belirlendi.
4.4.1.2.3. Dogruluk, Kesinlik ve Tekrarlanabilirlik

Yontemin dogrulugu, kesinligi ve tekrarlanabilirligi giin-i¢ci ve giinler-arasi
degiskenlerle belirlendi. Giin-i¢i ve glinler-arasi elde edilen sonuclar, kalibrasyon egrisi
icine diisen 100 ng ml” derisiminde lidocaine igeren ii¢ farkli derisimde hazirlanan
prilocaine HCI ¢ozeltileri igin bulunan degerlerin ortalamasi, standart sapmasi ve bagil

standart sapmasi ile verildi (Tablo 4.12).
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Tablo 4.12: 100 ng ml"' derisiminde lidocaine igeren prilocaine HCI’ nin 3 farkli derisimdeki
giin-i¢i ve giinler-aras1 kesinlik, dogruluk ve tekrarlanabilirlik degerleri

Eklenen Giin-Ici Giinler-Arasi
(ngmL™) Bulunan X S %RSD | Bulunan Deger X S %
Deger (ng ml'l) RSD

(ngml™)
106,362 117,714
110,204 93,642
105,279 95,283

100 103,495 107,378 2,873 2,67 107,709 102,603 | 5,018 | 4,82
110,895 97,730
108,037 103,544
251,572 234,981
248,280 230,637
255,683 228,874

250 251,576 251,893 2,647 1,05 298,310 246,164 §.630 3,44
250,209 225,414
254,042 258,781
475,000 466,902
485,824 444,985

500 475,067 459,783
471,161 480,855 | 10,574 2,19 569,346 486,366 | 11,300 | 2,28
499,795 471,508
478,285 505,677

X: Ortalama Deger, S : Standart Sapma, RSD: Bagil Standart Sapma

4.4.1.2.4.Yontemin Farmasotik Preparatlara Uygulanmasi

Yontem prilocaine HCI iceren farmasdtik preparatlara uygulandi. Etken maddesi
400 mg prilocaine HCI olan 20 ml citanest flakondan uygun miktarlarda almarak
metanolde 1000 pg ml ' derisimde olacak sekilde stok ¢ozelti hazirlandi. Daha sonra bu
stok ¢ozeltiden 750 ng ml" lik calisma ¢ozeltisi hazirlandi. Hazirlanan bu ¢dzeltinin

GC-NPD sisteminde kromatogrami alind1 ve elde edilen degerler ylizde geri kazanim
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olarak belirlendi. GC-NPD kromatogrami Sekil 4.11°de ve elde edilen yiizde geri

kazanim degerleri Tablo 4.13’de verildi.

Tablo 4.13: Farmasotik preparat i¢indeki prilocaine HCI’nin geri kazanimi (N=3)

Eklenen (ng ml") | Bulunan (ngml ™) | Geri kazanim (%)
750 ngml” 738,4 98,45
Abundance
4500001 ;
400000: 750ng/ml
i
350000{
300000 1
“:
250000 H
B 100ng/ml
|
| .» ‘\
20000 A
. L"“'_'\ \”‘-!mh‘_llﬁ.-F.l_l-l_ll f[lll]]lfllll [\Il\\\“\\T\‘_H_H‘VIH‘VIH[Y-T’TTTT ‘_\H\_\_‘_-\ -'_H_\_-_ll_—
Mime-> 540 550 560 570 580 590 600 610 620 630 640 650 6.60 670 680 6.90 7.00 7.10 7.0 7.0

Sekil 4.11: GC-NPD Sisteminde 100 ng ml"' derisimde internal standart lidocaine igeren
citanest flakondan hazirlanan 750 ng ml" derisimdeki Prilocaine HC1’ nin kromatogrami
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4.4.2. Plazma Cahsmasi
4.4.2.1.Standart Cozeltilerin Hazirlanmasi

Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesinden temin edilen plazmanm 0,5
ml’sine kalibrasyon egrisini elde edebilecegimiz 50, 100, 150, 200, 250 ve 300 ng ml"
derisimlerde hazirlanan prilocaine HCI ¢ozeltilerinden uygun miktarlarda ve 100 ng ml™”
derisimde internal standart olarak kullanilan lidocaine’ den eklendi (spike edildi).
Karistirildi ve Boliim 3.3.4° de belirtildigi sekilde ekstraksiyon yapildi. Ekstraktlar GC-

NPD sistemine enjekte edildi ve kromatogramlar1 alind1 (Sekil 4.12).

s ST

690000 g ~
300ng/ml IiorsonEoIA )

685000 1901019.D\WNPD1A ()
680000
S7S000) 250ng/ml
670000
665000
880029 200ng/ml 100ng/ml
655000
650000
645000

150ng/ml

640000
635000
630000

100ng/ml

625000

S75000
570000
565000

560000
T T T T T T T T T T T T
[Time--> 10.30 10.35 10.40 10.45 10.50 10.55 10.60 10.65 10.70 10.75 10.80 10.85

Sekil 4.12: GC-NPD sisteminde plazmadan ekstraksiyonla elde edilen 50, 100, 150, 200, 250 ve
300 ng ml ™ derisimlerinde prilocaine HCI ve 100 ng ml" derisimde eklenen internal standart
lidocaine ¢ozeltisinin kromatogramlari
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4.4.2.2.Yontemin Gecerlilik Testi (Validasyonu)
4.4.2.2.1.Dogrusal Arahk ve Kalibrasyon Egrisi

100 ng ml' derisimde lidocaine igeren Prilocaine HCI’ nin plazmadan
ekstraksiyonu ile elde edilen ¢ozeltilerin derigsimine kars1 prilocaine HCI ¢ozeltileri i¢in
okunan pik alanlarmin lidocaine pik alanina oranlanmasiyla elde edilen degerlerin

grafige gecirilmesiyle kalibrasyon egrisi elde edildi ve Sekil 4.13” de verildi.

3 _
y = 0,008x + 0,0677
257 R? = 0,9972
c 2
o
O 15 -
c
©
< 17
0,5 -
O T T T 1
0 100 200 300 400
Derigim

Sekil 4.13: GC-NPD sisteminde plazmadan ekstrakte edilen prilocaine HCI* nin kalibrasyon
egrisi
GC-NPD sisteminde plazmadan ekstrakte edilen 100 ng ml™ derisiminde lidocaine

iceren prilocaine HCI ¢ozeltilerinin regresyon esitliklerinin istatistiksel analiz sonuglar1

Tablo 4.14’ de verildi.
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Tablo 4.14: Plazma caligmasinda prilocaine HCI’ ye ait kalibrasyon egrisi ile ilgili istatistiki

bilgiler

Parametreler GC-NPD Yontem
Dogrusal Aralik (ng mI™) 50-300
Regrasyon Egrisi Denklemi y= 0,008x+0,0677
Sa 3,5x107

So 2,9x10”
Korelasyon Katsay1s1 (1) 0,999

Sa: Kaymamn standart sapmasi, Sb: Egimin standart sapmasi

4.4.2.2.2. Gozlenebilme Sinir1 (LOD) ve Tayin Alt Sinin1 (LOQ)

Kalibrasyon egrisinin en kiigiik degeri olan 50 ng ml™" den daha kiigiik derisimlerde
bir seri ¢ozelti hazirlandi. LOD degeri igin 40 ng ml”', LOQ degeri i¢in 50 ng ml"
olarak belirlendi.
4.4.2.2.3.Dogruluk, Kesinlik ve Tekrarlanabilirlik

Yontemin dogrulugu, kesinligi ve tekrarlanabilirligi gilin-i¢ci ve giinler-arasi
degiskenlerle belirlendi. Kalibrasyon egrisi icine diisen 100 ng ml" derisiminde
lidocaine igeren ii¢ farkli derisimde hazirlanan prilocaine HCI ¢ozeltileri plazmaya
eklendi, ekstrakte edildi ve elde edilen ¢ozeltiler icin GC-NPD c¢alismasinda bulunan
degerlerin ortalamasi, standart sapmasi ve bagil standart sapmasi ile giin-i¢i ve giinler-

aras1 kesinlik, dogruluk ve tekrarlanabilirlik degerleri verildi (Tablo 4.15).
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Tablo 4.15: Plazma calismasinda 100 ng ml™ derisiminde lidocaine igeren Prilocaine HCI” nin 3
farkli konsantrasyondaki giin i¢i ve giinler aras1 kesinlik, dogruluk ve tekrarlanabilirlik degerleri

Eklenen Giin-Ici Giinler-Arasi
(ngmLY R funan X S %RSD Bulunan X S % RSD
Deger Deger
(ng ml™) (ngml™)
108,642 113,965
105,841 109,234
101,779 108,379
100 96,526 | 102,558 | 4,89 | 4,76 103,497 | 109,184 | 4,58 4,19
105,150 114,893
97,234 105,136
151,574 161,196
148,289 165,536
155,687 159,158
151,577 | 151,228 | 3,51 | 232 167,457 | 161204 | 46 3,01
150 146,200 153,784
154,046 160,093
239,453 241,521
247,633 238,124
245,688 253.453
2501 042361 | 243,929 | 564 | 231 247,560 | 247,047 | 007 | 3,67
251,964 261,588
236,479 240,037

X: Ortalama Deger, S : Standart Sapma, RSD: Bagil Standart Sapma

4.4.2.2.4.Geri Kazanim

Geri kazanim ¢alismasi, 100 ng ml™ derisiminde lidocaine ve ii¢ farkli derisimde
prilocaine HCI plazmaya eklendi, ekstraksiyonu yapildi ve elde edilen degerler 100 ng
ml" derisiminde lidocaine igeren ayni derisimdeki standart prilocaine HCI ¢6zeltilerine
oranlanarak geri kazanim degerleri elde edildi. Degerler yiizde geri kazanim olarak

Tablo 4.16° da verild...
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Tablo 4.16: Plazma calismasinda 100 ng ml™ derisiminde lidocaine igeren prilocaine HCI’ ye ait
yiizde geri kazanim degerleri (n=6)

Eklenen (ng ml") | Bulunan (ng ml™) Geri Kazanim (%)

100 86,85 86,85
150 136,43 90,60
250 224,66 93,60

4.5. Gaz Kromatografisi Kiitle Spektroskopisi (GC-MS) Yontemi
4.5.1. Plazma Cahsmasi
4.5.1.1. Standart Cozeltilerin Hazirlanmasi

Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesinden temin edilen plazmanm 0,5
ml’sine kalibrasyon egrisini elde edebilecegimiz 20, 50, 100, 150, 200 ve 250 ng ml"
derisimlerde hazirlanan prilocaine HCI ¢ozeltileri ve 100 ng ml" derisimde internal
standart olarak kullanilan lidocaineden uygun miktarlarda eklendi (spike edildi),
karistirildi ve Boliim 3.3.4” de belirtildigi sekilde ekstraksiyon yapildi. Ekstarktlar GC-
MS’ e enjekte edilerek kromatogramlar:1 ve kiitle spektrumlar1 alindi. Kromatogramlar

Sekil 4.13” de ve kiitle spektrumu Sekil 4.14” de verildi.
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Abundance ion_ 86.00 (85.70 to 86.70): 0301003.D
oo .70): 0601006.D (%)
00 .7
15000 lon 86.00 .70): 1101011.D (%)
n 86.00 (85. .70): 1301013.D (%)
250ng/m1 Ibn 86.00 (85.70 to 86.

'0): 0701007.D (*)
70): 1601016.D (%)
14000

13000

200ng/ml
150ng/ml 100ng/ml

12000

11000

100ng/ml

7000 50ng/ml

20ng/ml

S000

4000

2000

- s — J

T T T T T T T T T T T T T T T T T T
[Time--> 880 885 89S0 895 900 905 910 9.1S S8.20 925 930 935 940 945 950 955 960 9.6S

Sekil 4.13: Plazma ¢alismasinda, 100 ng ml" derisimde lidocaine igeren 20, 50, 100, 150, 200
ve 250 ng ml" derisimlerinde prilocaine HCI ¢ozeltilerinin GC-MS kromatogramlar1

Abut Scan 919 (9.075 min): 1601016.D
£

14000

13000

92000
8000
7000
6000
5000
4000

3000

1000
107
| ” 220 234

T T T T T T T T T T T T T
m/z—-> S0 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160 170 1é0 19'0 260 2“0 2éO 23’0 24'0

Sekil 4.14: Plazma galismasinda 100 ng ml" derisimde lidocaine igeren prilocaine HCI’ ye ait
MS spektrumu (temel iyonu olan 86 iyonu)
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4.5.1.2. Yontemin Gegerlilik Testi (Validasyonu)

4.5.1.2.1. Dogrusal Arahk ve Kalibrasyon Egrileri

100 ng ml" derisimde lidocaine igeren prilocaine HCI’nin plazmadan ekstraksiyonu
ile elde edilen ¢ozeltilerin derisimine karsi prilocaine HCI ¢ozeltileri i¢in okunan pik
alanlarmin lidocaine pik alanina oranlanmasiyla elde edilen degerlerin grafige

gecirilmesiyle kalibrasyon egrisi elde edildi ve Sekil 4.15° de verildi.

169y =0,0057x - 0,0375
R? = 0,9997

Alan Orani
o
oo
|

O T T 1
0 100 200 300

Derisim ng/ml

Sekil 4.15: GC-MS Sisteminde plazmadan ekstrakte edilen prilocaine HCI‘ nin kalibrasyon
egrisi

GC-MS caligmalarinda plazmadan ekstrakte edilen prilocaine HCI’ nin regresyon

esitliklerinin istatistiksel analiz sonuglar1 Tablo 4.17’ de verildi.
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Tablo 4.17: Plazma galigmasinda GC-MS sisteminde prilocaine HCI” ye ait kalibrasyon egrisi
ile ilgili istatistiki bilgiler

Parametreler GC-MS Yontem
Dogrusal Aralik (ng ml ) 20-250
Regrasyon Egrisi Denklemi y=0,0057x- 0,0375
Sa 2,4x107

So 1,05x10"
Korelasyon Katsay1s1 (1) 0,9998

Sa: Kaymamn standart sapmasi, Sb: Egimin standart sapmasi

4.5.1.2.2. Gozlenebilme Sinir1 (LOD) ve Tayin Alt Sininn1 (LOQ)

Kalibrasyon egrisinin en kiigiik degeri olan 20 ng ml" den daha kiigiik derisimde
bir seri ¢ozelti hazirland1 ve GC-MS 6lgiimleri alindi. LOD degeri 10 ng ml”', LOQ
degeri 20 ng ml"' olarak belirlendi.
4.5.1.2.3. Dogruluk, Kesinlik ve Tekrarlanabilirlik

Yontemin dogrulugu, kesinligi ve tekrarlanabilirligi giin-i¢ci ve giinler-arasi
degiskenlerle belirlendi. Kalibrasyon egrisi icine diisen 100 ng ml" derisiminde
lidocaine igeren ii¢ farkli derisimde hazirlanan prilocaine HCI ¢ozeltileri plazmaya
eklendi, ekstrakte edildi ve elde edilen ¢ozeltiler icin GC-MS c¢alismasi ile bulunan
degerlerin ortalamasi, standart sapmasi ve bagil standart sapmasi ile giin-i¢i ve giinler-

arast kesinlik, dogruluk ve tekrarlanabilirlik degerleri verildi (Tablo 4.18).
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Tablo 4.18: GC-MS sistemine plazma ¢alismasinda prilocaine HCI’ nin 3 farkli derisimdeki giin
i¢i ve giinler aras1 kesinlik, dogruluk ve tekrarlanabilirlik degerleri

Eklenen Giin-Ici Giinler-Arasi
(ngml) —goo X S % RSD | Bulunan Deger X S | %RSD
Deger (ng ml_l)
(ng ml™)
157,452 160,278
152,173 155,715
147,110 | 152,613 | 3,50 2,31 147,914 152,620 | 6,55 | 4,29
150 153,239 145,457
154,753 159,212
150,954 147,146
207,526 185,123
201,792 179,190
195,217 | 203,520 | 5,74 2,82 196,571 188,669 | 692 3,19
200 210,717 188,511
206,428 190,202
199,441 192,422
243350 259,027
241,203 270,286
239,636 | 244,511 | 534 2,18 264,458 259,540 | 743 2,86
250 254,627 248,172
243,833 258,145
244,414 257,156

X: Ortalama Deger, S: Standart Sapma, RSD: Bagil Standart Sapma

4.5.1.2.4. Geri Kazanim

Geri kazanim ¢alismasi, 100 ng ml" derisiminde lidocaine igeren ii¢ farkli derisimde

prilocaine HCIl plazmaya eklendi, karistirildi ve ekstraksiyon yapildi. Ekstraksiyon

yapilan ¢ozeltiler i¢in elde edilen degerler ayni derisimdeki standart prilocaine HCl

cozeltileri i¢in elde edilen degerlere oranlanarak geri kazanim degerleri elde edildi.

Sonuglar yiizde geri kazanim degerleri olarak verildi (Tablo 4.19).




Tablo 4.19: GC-MS c¢aligmasinda prilocaine HCI’ ye ait geri kazanim degerleri (n=6) degerleri
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Eklenen (ng ml™") Bulunan (ng ml™") Geri Kazanim (%)
150 138,10 92,06
200 175,13 87,56
250 227,56 91,02
4.5.1.2.5. Stabilite Testi

1000 pg ml" olarak hazirlanan ana stok ¢ozeltisi -20 °C derin dondurucuda ¢ozelti
bekletildi ve degisik siirelerde yapilan dlgiimlerde elde edilen sonuglardan 3 ay siireyle
stabil oldugu belirlendi. 1 pg ml" lik prilocaine HCl ¢dzeltisi hazirlandi ve oda
sartlarinda bekletildi. 72 saate kadar stabil oldugu fakat 72 saatten sonra metaboliti olan
o-toluidine parcalanmaya basladigi GC-MS ve GC-NPD kromatogramlariyla tespit
edildi. 1 pg ml" lik prilocaine HCl ¢ozeltisinin stabil olan GC-MS ve GC-NPD

kromatogramlar1 ile o-toluidine pargalandigr kromatogramlar1 Sekil 4.16° da pikler iist

iiste cakistirilarak gosterilmistir.
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Sekil 4.16: 1 pg ml”" prilocaine HCI’ nin stabil ve bozunmus olan GC-MS kromatogramlari (a)
ve GC-NPD kromatogramlari (b)
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4.5.1.2.6. Plazma Cahsmasinda GC-NPD ve GC-MS sitemlerinde sicakhigin ve akis
hizinin etkisi

In-vitro kosullarda yapilan analizlerde prilocaine HCI’nin alikonma zamani GC-
NPD i¢in 6.8 dk. ve lidocainenin alikonma zamani 7.1 dk. olarak belirlendi ve yontem
valide edildi. Fakat plazma caligmalarinda ekstraksiyon esnasinda plazmadan gelen
safsizliklar girisim yaptig1 i¢in degisik sicaklik programi ve akis hizlar1 denendi ve en
iyi program belirlendi. Sicaklik programi ve akis hizlar1 degistigi i¢cin alikonma
zamanlar1 da degisti. Kullanilan programda prilocaine HCI alikonma zamani 10.30 dk.,
lidocaine ise 10.75 dk. olarak belirlendi. Degisik sicaklik programlari ve bu
programlarda elde edilen GC-NPD kromatogramlart:
1. Deneme: Firm sicakligi 90'C’ den baslatilip dakikada 20°C artacak sekilde ayarlanip
final sicaklig1 300°C* de 7 dakika tutulup tasiyic1 gazin akis hizi 0,7 ml dk' olacak
sekilde analiz yapildi. Bu analiz sonucunda, prilocaine HCI i¢in tek bir pik degil catalli
(¢ift) bir pik elde edildi (Sekil: 4.18). Bu da safsizliklarin olacagini gosterir.
2. Deneme: Firin sicakligi 90 'C’ den baslatilip dakikada 15 "C artacak sekilde
ayarlanip final sicakligi 200 'C’ de 7 dakika tutulup tastyic1 gazm akis hizi 1,4 ml dk™!
olacak sekilde analiz yapildi.(Sekil: 4.19). Bu sicaklik programinda da yine ¢ift pik
geldi. Fakat piklerde biraz daha ayrilma tespit edildi.
3.Deneme: Firin sicaklig1 90°C” den baslatilip dakikada 12°C artacak sekilde ayarlanip
final sicaklig1 200°C” de 7 dakika tutulup tasiyici gazm akis hizit 1,6 ml dk™' olacak
sekilde analiz edildi (Sekil 4.20). Bu sicaklik programlamasinda da pikler birbirlerinden

ayrilmadig: fakat ikinci denemeye gore daha iyi oldugu belirlendi.
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4.Deneme: Firm sicakligi 90 C’ den baslatilip dakikada 10 'C artacak sekilde ayarlanip
final sicaklig1 200°C” de 7 dakika tutulup tastyic gazmn akis hiz1 1,6 ml dk™ olacak
sekilde analiz edildi (Sekil 4.21) Bu sicaklik programlamasinda da piklerin en iyi

sekilde ayrildig: belirlendi.
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Sekil 4.18: Birinci denemede ki sicaklik programinda elde edilen kromatogram
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Sekil 4.19: Ikinci denemede ki sicaklik programinda elde edilen kromatogram

[ABbundance RAMP1000.D\NPD1A
565000

sSe0000

555000

Ss0000

545000

Saocooo

535000

530000

525000

520000

: T T T 1 T T T T T
rime--> 1010  _10/20" 1030  "10/4a0” "10ols0o” 1oleo” 1070  1olso” "1olso’ "11loo’ 11l10” 11lzo” 110

T
11.40

11

T
.50

Sekil 4.20: Ugiincii denemede ki sicaklik programinda elde edilen kromatogram
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Sekil 4.21: Dordiincii denemedeki sicaklik programinda elde edilen kromatogram
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5. TARTISMA

Analitik kimyada, herhangi bir maddenin analizi i¢in kullanilacak analitik
tekniklerin Ustiinliikleri ve sinirlamalar1 hakkinda yeteri kadar bir bilgi donanimina ve
iyi bir karar verme yetisine sahip olmak gerekir. Bunlara ilaveten de calisilacak konu ile
ilgili iyi bir literatiir taramasinin yapilmis olmasi1 gerekmektedir. Aslinda analitik bir
teknigin nasil secilecegi konusunda net bir sey sOylemek miimkiin degildir, ¢iinkii
kosullara bagl olarak kullanilacak teknikler degisebildiginden dolay1 her zaman en iyi
yol sadece bir tane olamayabilir. Analitik yontem se¢imi yapildiktan sonra da bu
yontemin uygulanabilir oldugunu gostermek icin yontemin gegerlilik testlerinin
(validasyonunun) yapilmasi ve segilen yontemin bir deger ifade edebilmesi icin de,
yontemin dogruluk, kesinlik, tekrarlanabilirlik, seg¢icilik, spesifiklik, hassaslik ve analiz
stiresinin kisa olmast gibi gegerlilik test parametrelerinin incelenmesi gerekmektedir.
Bu parametreler ¢alisilirken de bilesimi giivenilir bir sekilde bilinen bir veya daha fazla
standart numune kullanilir. Kullanilan standart numunelerin hem bilesim bakimindan
hem de analit derisimi bakimindan analizi yapilacak numune ile benzer olmasi gerekir.

[lag analizlerinde, analizin yapilacagi ortama (farmasotik preparat veya biyolojik
stvilar) gore literatiir bilgilerine de dayanarak analitik yontem se¢iminin yapilmasi
gerekmektedir. Bu bilgiler 1s1¢inda yontem secimini gerceklestirmeden once iyi bir
literatiir taramasi yapilmaya calisildi. Literatiir taramasinda prilocaine HCI’nin
farmasotik preparatlarda miktar analizine yonelik bir ¢aligmaya rastlanmadi. Biyolojik
stvilarda da diger lokal anestezikler ile birlikte miktar analizi ¢aligmalarma ulagildi.
Literatiir ¢caligmas1 15181 altinda lokal anestezik olarak kullanilan Prilocaine HCI’ nin

hem farmasotik preparatlarda hem de kan da miktar analizi i¢cin UV-Goriiniir Bolge
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Spektrofotometrisi, Tiirev Spektroskopisi, GC-NPD ve GC-MS yontemleri gelistirilip
gecerlilik testleri yapildi.

Calismada kullanilan prilocaine HCIl standart etken maddesi Novagenixden ve
prilocaine HCI igeren citanest flakon Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesinden
temin edildi. Prilocaine HCI’ nin saflik kontrolii 'H ve >C NMR spektrumlar1 alinarak
yapildt (Ek 1. Sekil 1 ve Sekil 2). Bu ¢aligmalar sonucunda Prilocaine HCI’ nin yeterli
saflikta oldugu belirlendi.

Ultraviyole-Goriiniir Bolge Spektrofotmetresi, yiiksek duyarlik, orta ve yiiksek
secimlilik, yiiksek dogruluk, kesinlik, kolaylik ve rahatlik bakimindan ila¢ endiistrisinde
farmasotik preparatlarda ilag etken maddelerinin miktar analizinde tercih edilen
tekniklerden biri olarak sOylenebilir. Bu teknikte, UV-Goriintir Bolge spektrumu,
madde iizerine gonderilen 15181n dalga boylarina karst absorbans degerlerinin grafige
gecirilmesi ile elde edilir. Yani A= f(A) fonksiyonudur.

UV-Goriiniir Bolge Spektrofotometri ¢aligmasinda, Prilocaine HCI’ nin 230 nm de
maksimum absorbans verdigi tespit edildikten sonra caligmanin optimum kosullari
belirlendi. Y6ntemin dogrusal oldugu 3-15 pug ml" derisim araliginda bir seri standart (3,
5, 8, 10, 12 ve 15 pg ml") prilocaine HCI ¢zeltisinin derisimine karsi okunan
absorbans degerleri grafige gecirilerek kalibrasyon egrisi elde edildi. Kalibrasyon
egrisinin regrasyon analizinden, regrasyon dogrusunun denklemi A=0,0283x+0,0059
(A: Absorbans, x: derisim) ve korelasyon katsayist (r) 0,9999, gozlenebilme alt smnir1
(LOD) degeri 1,5 pg ml" ve tayin alt smir1 (LOQ) degeri 3 pg ml™" olarak belirlendi.
Glin-i¢i ve giinler-aras1 bagil standart sapmasi (RSD), % 6,80’den kii¢iik oldugu tespit

edildi. Yontem ayni1 zamanda Citanest flakondaki prilocaine HCI analizi i¢in basariyla
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uyguland1 ve farmasétik preparattan yontemin geri kazanim degeri % 100 olarak
belirlendi.

UV-Goriiniir Bélge Spektrofotomeri plazma c¢alismasinda, 4-15 pg ml” derisim
araliginda hazirlanan bir seri prilocaine HCI ¢ozeltisinden uygun miktarlarda 0,5 ml
plazma tizerine eklenip (spike edilip) karistirildi ve boliim 3.3.4. de belirtildigi sekilde
stvi-sivi ekstraksiyon islemi uygulandi. Ekstraksiyon islemi sonucunda elde edilen
cozeltilerin UV-Goriiniir Bolge Spektrofotometre spektrumlari alindi. Her bir ¢dzeltinin
derisimine karsi absorbansi grafige gecirilerek kalibrasyon egrileri elde edildi.
Kalibrasyon egrisinin regresyon analizinden, regresyon dogrusunun denklemi
A=0,0313x-0,0442 (A: Absorbans, x: derisim) ve korelasyon katsayisi (r) 0,996,
gozlenebilme alt smir1 (LOD) degeri 2 pg ml™ ve tayin alt simur1 (LOQ) degeri 4 ug ml”
olarak belirlendi. Giin-i¢i ve giinler-aras1 kesinlik degerlerinin bagil standart sapmasi
(RSD), %6,88’den kiiclik oldugu ve plazmadan Prilocaine HCI’ nin ortalama geri
kazanimi degerini % 93,12 olarak tespit edildi.

Tiirev spektrofotometresi, tiirev spektrumlarinin kullanilmas: esasina dayali bir
analiz yontemidir. UV-Gorilinlir Bolge calismalarindan ¢ok daha genis bir uygulama
alan1 bulmustur. Bunun nedeni UV-Goriiniir Bolge spektrumlarinda {ist {iste binen,
cakigan bantlar daha ¢ok goriiniir ve aywrim giicii zayiftir. Tiirev uygulamalar1 bu
sorunlara belli oranlarda ¢0ziim getirmis ve karakteristik pikleri az olan ve
¢oziimlenmemis bantlar1 iceren spektrumlarin ayirim giiclini artirmaigtir.

Birinci Tiirev Spektrofotometresi ¢aligmalarinda, optimum kosullar belirlendikten
sonra standart prilocaine HCI’'nin 210 nm’ de bir minimum 225 nm’ de bir de
maksimum olmak iizere iki pik verdigi tespit edildi. 2-12 pg ml" derisim araliginda

yontemin dogrusal oldugu belirlendikten sonra, bu derisim araliginda bir seri standart (2,
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4,6, 8, 10 ve 12 ug ml™") prilocaine HCI ¢ozeltisi derisimine kars: okunan minimum ve
maksimum absorbans degerleri grafi§e gecirilerek kalibrasyon egrileri elde edildi.
Kalibrasyon egrilerinin yapilan regrasyon analizinden, 210 nm minimum dalga boyu
icin regrasyon dogrusunun denklemi A=0,0263x+0,0322 (A: Absorbans, x: derigim) ve
korelasyon katsayis1 (r) 0,9984, 225 nm maksimum dalga boyu i¢in yapilan regrasyon
analizinden, regrasyon dogrusunun denklemi A=0,0019x+7E“® (A: Absorbans, x:
derisim) ve korelasyon katsayist (r) 0.9984 olarak belirlendi. Birinci tiirev
spektroskopisi yontemi i¢in gdzlenebilme alt smir1 (LOD) degeri 1,5 pg ml™” ve tayin alt
siirt (LOQ) degeri 2 pg ml' olarak tespit edildi. Giin-igi ve giinler-arasi kesinlik
degerlerinin bagil standart sapmasi (RSD), 210 nm minimum dalga boyu i¢cin %
5,02’den, 225 nm maksimum dalga boyu i¢in de % 4,41’den kiigiik oldugu belirlendi.
Yontem ayni zamanda Citanest flakondaki prilocaine HCI analizi i¢in basariyla
uygulandi. Yontemin farmasotik preparatlardaki geri kazanim degeri de % 100 olarak
tespit edildi.

Kromatografi, karmasik karigimlardaki kimyasal bilesimlerin ayrilmasi, tanmmasi
ve tayininde c¢ok yaygin olarak kullanilan bir yontemler toplulugudur. Gaz
Kromatografisi (GC) dogruluk, kesinlik, tekrarlanabilirlik, secicilik, duyarlilik ve
sonuglarin hizli elde edilebilmesi gibi diger yontemlere gore bir ¢ok iistiin yanlara sahip
olmas1 ve ayrica nanogram seviyesinde bile miktar analizi yapilabilmesinden dolay1
biyolojik materyallerde ilag analizlerinde kullanilan yontemlerden birisidir. Bu
yontemin kullanilabilirligini sinirlayan tek bir 6zelligi analizde kullanilan maddenin
ucucu olmast ya da ucgucu hale getirilebilmesidir. Yiiksek sicakliga dayanabilen

maddelerin analizinde siklikla kullanilan bir yontemdir. Prilocaine HCI sicakliga
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dayaniklt ve ucucu oldugundan dolayr GC-NPD ve GC-MS yontemleriyle miktar
analizi gergeklestirildi.

GC calismasinda numune buharlastirilir ve kromatografik kolonun girigsine enjekte
edilir. Inert bir hareketli gaz yardimiyla eliisyon yapilir. Diger kromatografik
yontemlerin aksine gaz faz analitin molekiilleriyle etkilesmez; gazin tek gorevi analiti
kolon boyunca tasimaktir. Segilen analitik bir yontemin gegerlilik testlerinin
(validasyon) yapilmadan oOnce yontem uygulanma kosullarmin optimize edilmesi
gerekmektedir. GC-NPD ve GC-MS c¢alismasinda, prilocaine HCI ve internal standart
olarak kullanilan lidocaine ayirmak i¢in 0,33 um film kalinliginda, 12,5 m uzunlugunda,
0,2 mm i¢ ¢apinda olan ultra 2 (%35 fenil metilsilikon) kolonu, 0,7 ml dak' akis hiziyla
helyum tasiyic1 gaz1 ve 1:10 split enjeksiyon sistemi kullanildi. In-vitro ¢aligmalarinda
GC’ de en iyi aymrimm saglandigi sicaklik programi, kolon sicakligi 90°C den
baslayarak dakikada 20 °C artirilip 300 °C’ de 7 dakika bekletilme seklinde belirlendi.

GC-NPD caligmalarinda, standart Prilocaine HCI’ nin dogrusal oldugu 40-1000 ng
ml" derisim araliginda 100 ng ml” derigiminde internal standart olarak lidocaine igeren
bir seri standart (50, 100, 250, 500, 750 ve 1000 ng ml'l) prilocaine HCI ¢dzeltileri
hazirlanarak GC-NPD sisteminde kromatogramlari alindi. Her bir ¢dzeltinin derigimine
karst GC-NPD sisteminde prilocaine HCI pik alanin internal standart (lidocaine) pik
alanina oranmin grafige gecirilmesiyle kalibrasyon egrisi elde edildi. Kalibrasyon
egrisinin regrasyon analizinden, regrasyon dogrusunun denklemi y=0,0073x-0,0484
(y: pik alan orani, x: derisim) ve korelasyon katsayist (r) 0,9998 olarak belirlendi.
Sinyal/giiriiltii (S / G) orani 3 oldugunda saptanabilen en kii¢iik prilocaine HCI derisimi
olarak alman gozlenebilme alt sinir1 (LOD) degeri 30 ng ml”, sinyal/giiriiltii oran1 (S/G)

10 oldugunda saptanabilen en kiiciik prilocaine HCI derigimi olarak almnan tayin alt
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smirt (LOQ) degeri 40 ng ml"' olarak belirlendi. Giin i¢i ve giinler arasi kesinlik
degerlerinin bagil standart sapmasi (RSD) % 4,82’ den kii¢lik oldugu tespit edildi. GC-
NPD yontemi prilocaine HCI etken maddesine sahip ticari Citanest flakondaki miktar
analizine basariyla uygulandi ve farmasdtik preparatta yontemin geri kazanimi % 98,45
olarak tespit edildi.

Plazma c¢alismalarinda ekstraksiyon esnasinda plazmadan gelen safsizliklar
prilocaine HCI piki ile girisim yaptigmmdan ve ¢akisik iki pik seklinde geldiginden
dolay1 GC-NPD ve GC-MS calismasi i¢in degisik sicaklik programlar1 ve akis hizlari
denendi. Ayrimin en iyi sekilde saglandigi sicaklik programi ve akis hiz1 belirlendi.
Kullamilan sicaklik programi: firm sicakligi 90°C” den baslatilip dakikada 10°C artacak
sekilde ayarlanip final sicakligi 200°C” de 7 dakika tutuldu ve akis hiz1 1,6 ml dak™
olarak belirlendi. GC-MS sisteminde elektron impakt modu ve iyonizasyon voltaji 70
EV kullanildi ve SIM (secilen iyon taramasi) modu secilerek calisma gerceklestirildi.
Hem prilocaine HCI hem de lidocaine i¢in temel iyonun 86 iyonu oldugu literatiir
caligsmalarindan ve cihazin MS kiitiiphanesinden belirlendi. Yaptigimiz ¢aligmada da 86
iyonu elde edildi. 86 iyonu Sekil 4.14 verilen spektrum da goriilmektedir.

Insan plazmasinda prilocaine HCIl miktar analizi icin, kalibrasyon egrisinin elde
edilebilecek derisimlerde 100 ng ml" derisimde internal standart lidocaine igeren bir
seri prilocaine HCl ¢ozeltileri hazirlandi ve bu ¢ozeltilerden uygun miktarlarda
Arastirma hastanesinden temin edilen insan plazmasina (0,5 ml) eklendi (spike edildi).
Karistirlldi ve Bolim 3.2.3° de belirtildigi sekilde sivi-sivi ekstraksiyon islemi
uygulandi. Elde edilen ekstraktlar viallere konularak GC-NPD ve GC-MS sistemlerine
enjekte edildi. GC-NPD sisteminde 50-300 ng ml" derisim araliginda kalibrasyon egrisi

elde edildi. 100 ng mI™" derisimde lidocaine igeren her bir prilocaine HCI ¢bzeltilerinin
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derisimine kars1 prilocaine HCl pik alanmi internal standart pik alanina oranlarini
grafife gecirilmesi ile kalibrasyon egrisi tiiretildi. Kalibrasyon egrisinin regresyon
analizinden, regresyon dogrusunun denklemi y =0,008x+0,0677 (y: pik alan orani, x:
derisim) ve korelasyon katsayist ( r ) 0,999, sinyal/giiriiltii (S / G) oran1 3 oldugunda
saptanabilen en kiigiik prilocaine HCIl derisimi olarak alinan gdzlenebilme alt siniri
(LOD) degeri 40 ng ml”, sinyal/giiriiltii oran1 (S/G) 10 oldugunda saptanabilen en
kiigiik prilocaine HCI derisimi olarak alinan tayin alt smir1 (LOQ) degeri 50 ng ml”
olarak belirlendi. Giin i¢i ve giinler aras1 kesinlik degerlerinin bagil standart sapmasi
(RSD), % 4,76’ dan kiiciik oldugu ve Prilocaine HCI’ nin plazmadan ortalama geri
kazanimi % 90,35 olarak tespit edildi.

GC-MS plazma ¢alismasinda, internal standart iceren prilocaine HCI ekstraktlarinin
dogrusal oldugu 20-250 ng ml" derisim araliginda bir seri ¢ozelti hazirlanarak GC-MS
spektrumlar1 alind1 ve ¢dzeltilerin derisimine karsi prilocaine HCI pik alaninin internal
standart pik alanina orani grafige gegirilerek kalibrasyon egrisi elde edildi. Kalibrasyon
egrisinin regrasyon analizinden, regrasyon dogrusunun denklemi
y =0,0057 x -0,0375 (y: pik alan orani, x: derisim) ve korelasyon katsayis1 ( r ) 0,9998,
sinyal/giirtiltli (S / G) oran1 3 oldugunda saptanabilen en kii¢lik prilocaine HCI derigimi
olan gdzlenebilme alt siur1 (LOD) degeri 10 ng ml”, sinyal/giiriiltii orani (S/G) 10
oldugunda saptanabilen en kii¢lik prilocaine HCI derisimi olan tayin alt sinir1 (LOQ)
degeri 20 ng ml" ve plazmadan ortalama geri kazanim degeri % 90,22 olarak tespit
edildi. Giin i¢i ve gilinler aras1 kesinlik degerlerinin bagil standart sapmasi (RSD), %
4.29’ dan kiiciik oldugu belirlendi.

Sonug olarak, bucaligmada lokal anestezik olarak genis bir kullanim alanna sahip

olan prilocaine HCI’'nin miktar analizi i¢in UV-Goriintir Bolge Spektrofotometrisi,
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Birinci Tiirev Spektrofotometrisi, GC-NPD ve GC-MS yontemlerini gelistirip gegerlilik
testlerinin yapilmasi amacglanmis ve bu yolda calismalar yiiriitiilmistiir. Calismadan
elde edilen sonuglardan, yontemlerin hassas, duyarli, secici, dogru, kesin ve
tekrarlanabilir oldugu gecerlilik testleri ile gosterildiginden dolay1 bu yontemler hem
farmasotik preparatlarda hem de biyolojik sivilarda Prilocaine HCI’ nin klinik
calismalarinda rutin miktar analizlerinde ve kalite kontrol ¢alismalarinda uygulanabilir

oldugu sonucuna varilmistir.
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