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OZET

Anahtar kelimeler: Amoksisilin, Potasyum klavulanat, Birinci tiirev, Elektrosprey
kiitle spektrofotometrisi, HPLC.

Sentetik karisimlarda ve farmokolojik tabletlerde amoksisilin trihidrat (AMX) ve
potasyum klavulanatin (KLV) es zamanli tayini icin {ii¢ degisik metot
tanmimlanmaktadir. Tk metot; zero-crossing 6l¢gme metodu ile birinci tiirev ultraviyole
spektrofotometrisine dayanir. Ikinci metot; elektrosprey iyonizasyon kullanilarak
kiitle spektrofotometri metodunu esas alir. Elektrosprey c¢alismalari igin internal
standart olarak negatif ve pozitif iyon modlarinda sirasiyla aspirin (ASP) ve
klindamisin (CLN) kullanildi. Kalibrasyon fonksiyonu birinci tiirev metodunda
kullanilan konsantrasyon araliklarinda kuruldu. AMX ve KLV analizi igin
(A=220nm) ultraviyole dedektorii iceren ters faz yiiksek performans sivi
kromatografik bir metot gelistirildi. Kromatografi 0,8 mL/min akis hizinda
pompalanan fosfat tampon-asetonitrilden (40:60, v/v) olusan mobil fazin C-18
kolonun iizerinden yiiriitiilmesi ile gerceklestirildi. Uygulanan metotlar secicilik,
tayin limiti, geri kazanim, kesinlik ve dogruluk goz oniinde tutularak degerlendirildi.
Her iki ilag¢ i¢in metotlar; AMX icin 2149 pg/mL ve KLV icin 3-7 pg/mL
araliklarinda segici, linear (R = 0,99), kesin (geri kazanim=100-105%) ve dogru
(<3% R.S.D.) bulundu. Her ii¢ metot i¢in de tayin ve kuantifikasyon limitleri
belirlendi.



COMPARATIVE STUDY OF ELECTROSPRAY MASS
SPECTROMETRY AND FIRST DERIVATIVE METHOD AND
VALIDATION BY HPLC METHOD

SUMMARY

Keywords: Amoxicillin; Potassium klavulanate; First derivative; Electrospray mass
spectrometry; HPLC.

Three different methods are described for the simultaneous determination of
amoxicillin trihydrate (AMX) and potassium klavulanate (KLV) in synthetic
mixtures and pharmaceutical tablets. The first method depends on first-derivative
ultraviolet spectrophotometry with zero-crossing measurement method. The second
method is based on mass spectrometric method utilizing electropspray ionization. For
the electrospray studies in negative and positive ion modes, aspirin (ASP) and
clindamycin (CLN) were used, respectively as internal standards for quantification.
The calibration function was established in the same concentration ranges that were
used for the first derivative method. A reversed-phase high performance liquid
chromatographic (RP-HPLC) method involving ultraviolet detection (A = 220 nm)
was developed for analysis of AMX and KLV. Chromatography was carried out on
C-18 column with mobile phase comprising of phosphate buffer-acetonitrile (40:60,
v/v) pumped at flow rate of 0,8 mL/min. The proposed methods have been validated
with regard to selectivity, detection limit, recovery, accuracy and precision. For both
drugs, methods were found to be selective, linear (R = 0,99), accurate (recovery =
100-105%) and precise (<3% R.S.D.) in the range of 21-49 pg/mL for AMX and 3-
7 ng/mL for KLV. The limit-of-detection and limit-of-quantification of the method
were determined for three methods.

Xi



BOLUM 1. GIRIS

Coklu karisimlarin ayrim yapilmadan analizi farmakolojik, gida, adli ve diger birgok
degisik alanda ¢ok biiyiikk bir dneme sahiptir. Kemometrik metotlar 6n ayrima
islemini gerektirmeden bilesiklerin c¢oklu karigimlarinin analizine olanak veren
sayisal metotlardir [1-6]. Sayisal metotlarin uygulanmasi ileri derecede matematiksel
teorinin bilinmesini gerektirir ve birgok kimyager bunlarin detaylarina inmek
istemez. Kolay ve hizli veri analizi i¢in; karisimlarin ¢akisan spektrumlari iizerinde
tiirev metotlar1 [7-12] olarak adlandirilan grafik metotlar1 kullanilir. Grafik metotlar
karisimlar i¢in 6n ayirma gerektirmemesine ragmen ilave olarak her bir spektrumun
tiirevini alma gibi matematiksel hesaplamalar gerektirir. Son zamanlarda farmakoloji
alaninda, kiitle spektrometresi ozellikle ilaglarin kantitatif ¢aligmalart i¢in siklikla
kullanilmaya baslanmistir [13-18]. Kiitle spektrometrisi 6zellikle HPLC ile birlesince
kantitatif ¢aligmalar i¢in iyi sonuglar vermektedir. HPLC’nin kiitle spektrometrisi ile
birlikte kullanilmasi elektrosprey iyonlasma teknigini kullanmay1 gerektirir.
Elektrosprey iyonlagma kiitle spektrometresi (ESI-MS) olarak adlandirilan bu teknik
yumusak bir iyonlasma teknigi olarak bilinir ve uygulanan voltaja bagli olarak
molekiil parcalanmalari minimum miktara indirilebilmektedir. ESI-MS teknigi hi¢bir
ayirma teknigi gerektirmez. Iyonlasma metoduna bagh olarak, kiitle spektrometresi
ile yapilan kantitatif ¢aligmalarda degisik yollar izlenmek zorundadir. Ornegin;
elektron carpma iyonlasma metodu c¢ok fazla molekiiler pargalanmaya yol acar ve
hesaplamalar1 zorlastirir, ama molekiiler parcalanma sonucu olusan belirgin iyonlar
kantitatif caligmalar i¢in kullanilabilir. Elektrosprey gibi daha yumusak iyonlasma
metotlart kullanilarak higbir ayirmaya gerek olmaksizin bir internal standart
kullanarak karisimlarin veya tekli bilesiklerin miktar tayinini yapmak daha
miimkiindiir. Kromatografik metotlar farmakolojide kalitatif ve kantitatif
calismalarda sik¢a kullanilmaktadir. HPLC bu alanda kullanilan en temel metottur.
Bu metodun dezavantajlar1 ¢cok pahali olmasi, ekstra calisma gerektirmesi, zaman

alic1 olmasi ve bazen karigimlarin ayrilmasinin miimkiin olmamasidir.



Bu calismada AMX ve KLV nin sentetik karisimlarda ve ilag formiilasyonlarindaki
ikili karisimlarinin kantitatif olarak ¢oziimlenmesi ig¢in ii¢ farkli metot gelistirildi.
AMX ve KLV’nin tabletlerdeki miktarlar1 arasindaki fark bu bilesiklerin
farmakolojik preperatlarda spektrofotometrik metotlarla kantitatif olarak tayin
edilmesini zorlastirir. Onerilen metotlar bu gibi problemleri ¢6zerek olumsuz etkileri
ortadan kaldirmaktadir. Spektrofotometrik ve kromatografik metotlar farmakolojide
cok iyi bilinen metotlardir ama ESI-MS metodu bu alanda tam olarak bilinip
kullanilmamaktadir. Bu ¢alismanin ana amaci; spektrofotometrik ve ESI-MS metot
gelistirmek, ayni bilesikler i¢in elde edilen sonuclari karsilagtirmak ve metotlarin
avantajlarim1 ve eksiklerini tartigmak, son olarak ta bu metotlart HPLC kullanarak

dogrulamaktir.



BOLUM 2.ETKEN MADDELERIN YAPILARI VE GENEL OZELLIKLERI

2.1. Amoksisilinin yapisi1 ve genel ozelikleri

Sekil 2.1. Amoksisilin trihidrat; C;sH;9N3OsS3H,0

Ampisilin, penisilin ailesinin bir {iyesi olan yar1 sentetik bir antibiyotiktir. Gram
negatif bakterilerin sebep oldugu enfeksiyonlara karsi tedavilerde kullanilan
penisilinlerin kullanilabilirligini ve faydalarini genisletmek i¢in yaygin spektrumlu
penisilinler (ampisilin, amoksisilin, karbenisilin ve trikarsillin) gelistirildi. Bu 6-
aminopenisillanik asitin merkez yapisina asit radikalleri baglanarak yapilir. Kimyasal
olarak D-(-)-6-(2-amino-2-fenilasetamido)-3,3-dimetil-7-ox0-4-thia-1-
azabicyclo[3.2.0]heptan-2-karboksilikasit trihidrat’tir. En sik kullanilan dogal
penisilin olan penisilin G’ye benzer bir etkiyle ampisilin (veya alfa-
aminobenzilpenisilin) mide asitlerine kars1 daha dayaniklidir ve bundan dolay1 agiz
yoluyla kullanilabilir; ayrica bu bakterilerin belirgin irklarmma kars1 daha aktiftir.
Diizenli olarak yaygin bilinen iiriner enfeksiyonlarin tedavisinde, bazi solunum yolu
enfeksiyonlarmin ve Hemophilus influenzae’nin (bakteriyel menenjitlerin bilinen en
yaygin sebebi) bircok irkinin ampisiline karst direngli olmasina ve diger bir¢ok ilagla
birlikte kullanilmasina ragmen cocuklardaki bakteriyel menenjitlerin tedavisinde
kullanilir. Ampisilinin ciltte tahrise neden olan alerjik reaksiyonlar gibi yan etkileri
diger penisilinlerinkiyle benzerdir. Bu gruptaki diger ilaglara alerjisi olan insanlar
ampisiline de reaksiyon verir. Derideki tahrisin tekrar orami digerlerine gore
ampisilinde daha yiiksektir. Amoksisilin ise ampisiline benzeyen, birgok gram pozitif
ve gram negatif mikroorganizmaya kars1 bakteriyel etkisi olan genis spektrumlu bir

antibiyotiktir. Kimyasal olarak; (2S,5R,6R)-6-[(R)-(-)-2-amino-2-(p-



hidroksifenil)asetamido]-3,3-dimetil-7-ox0-4-thia-1-azabicyclo[3.2.0]heptan-2-
karboksilik asit trihidrattir. Amoksisilin de tifoid ve enterik ateste oldugu gibi gram

negatif cubuk bakterilerin sebep oldugu iiriner enfeksiyonlarin tedavisinde kullanilir.

2.2. Klavulanik Asidin Yapisi ve Genel Ozelikleri
e Y

Sekil 2.2. Potasyum klavulanat; CgHgNOsK

Antibiyotiklerin etkisini arttiran beta laktamaz inhibitoriidiir ve beta laktamaz
organizmalarin sebep oldugu enfeksiyonlarin tedavisinde penislinlerle (daha ¢ok
amoksisilinle) kombinasyon olarak kullanilir. Beta laktamaz enzimler bazi bakteriler
tarafindan iiretilir ve beta laktam antibiyotiklere diren¢ yetenegine sahiptir. Bu
enzimler beta laktam halkasini acarak antibiyotiklerin antibakteriyel o6zelliklerini
deaktive ederler. Beta laktamaz inhibitorleri kendi kendilerine diislik antimikrobiyel
fonksiyonlara sahiptir ve gergek bir beta laktam antibiyotik ile birlesirler. Beta
laktam inhibitdrlerin fonksiyonlari; aktif olmayan bir molekiil olusturmak {izere beta
laktamaz enzimlerine baglamaktir, boylece gercek beta laktam antibiyotik yiktigi
bakteri duvarindan girer. Beta laktamaz inhibitorleri klavulanik asit, sulbaktam ve

tazobaktami kapsar.



BOLUM 3. SPEKTROSKOPIK YONTEMLERLE MiKTAR TAYINi

Tiim spektroskopik analizler, madde ¢ozeltisinden gecen enerji miktar1 ile madde
icermeyen ¢oziicliiden gecen enerji miktarinin karsilagtirilmasina dayanir ve bdylece

tayin edilen T degeri,
T=— (3.1)

sonrasindaki hesaplamalarda kullanilir [20].

1
log— = A 3.2
g (3.2)

logITO =A (3.3)

Bir spektrofotometrenin gegen 151n alani genlikle 100 esit birime boliinmiis olup %
gecirgenligi onda birine kadar okuma olanag1 vardir; bununla beraber konsantrasyon
tlim skala tizerinde ayn1 dogrulukla tayin edilemez. Analizlerde T degeri 0,6 ile 0,2
arasinda yer almali, ancak konsantrasyondaki % hatanin minimuma inebilmesi i¢in
ideal absorbans degeri 0,434 olmali ve bunun i¢in de ¢ozeltiler, absorbans degeri
yaklasik 0,45 olacak seklide hazirlanmali, pratikte ise bu deger 0,3’den az 0,6’dan
¢ok olmamalidir [20].



3.1. Tla¢c Etken Maddelerinin Ultraviyole Spektroskopisi Yardim fle Miktar
Tayini

Ilag preparatlarmin ¢ogunda, etken maddenin miktar tayini icin yapilan islemler

genel olarak soyle siralanabilir [20];

1. Analiz yapilacak ilag etken maddesi, billurlandirma ya da baska bir yolla
saflagtirilmalidir. ilag etken maddelerinin ¢ogu icin aranan standartlar, farmakopeler,
ila¢ formiilerleri ya da literatiirde bulunabilir.

2. UV 15181 absorplamayan, spektral saflikta bir ¢oziicii secilir. Aletin bir kiiveti bu
¢oziici ile doldurulup spektrofotometreye yerlestirilir ve alet % 100 T okumak {izere
ayarlanir.

3. Ila¢g etken maddesi, secilen c¢oziiciide ¢oziilir ve bu c¢ozeltinin bir kismu
spektrofotometrenin ikinci kiivetine doldurulduktan sonra aletteki yerine yerlestirilir.
Maddenin absorpsiyon spektrumu ya elle ya da varsa aletin yazicist ile ¢izilir. Genel
bir kural olarak c¢ozeltinin nihai konsantrasyonu, 10 mg/L olmalidir. Eger
absorptivite (a) degeri i¢in ilgili literatiir ya da farmakopelerde bir kayit varsa, o da
dikkate alinarak elde edilen spektrum incelenir ve maddenin maksimum enerjiyi
absorbe ettigi dalga boyu saptanir; sonraki tiim tayinler bu dalga boyunda yapilir.
Ornegin pH’1 8 olan 10 mg/L konsantrasyondaki fenilbutazon ¢ozeltisinin 265
nm’deki absorptivite degeri (a) ~66, absorbansi (A) ise 0,64 tiir.

4. Analizde ¢oziiciiniin etkisi dikkate almmalidir. Ornegin fenilbutazon igin
absorbans degeri, pH 3 — 6 arasinda siiratle degisir; pH 1 veya 2’de tayin yapilabilir
ama fenilbutazon asidik bir madde oldugundan ¢oziiniirliigli alkali ortamda daha
fazladir. Bu nedenle ¢6zeltinin pH’1 7 ya da 7’den biiyiik olursa 265 nm’de okunan
absorptivite degeri nispeten sabit kalir. Coziicii secimi, ilag preparatinda
absorpsiyonu etkileyen diger maddelerin varligt da g6z oniine alinarak yapilir.
Ornegin fenilefrin HCI, pH 6 tamponunda ¢dziindiiriiliip 272 nm’de absorptivitesi
tayin edildiginde bulunan deger diisiik olacaktir. Cilinkii vasokonstriiktor madde
iceren bazi sulu preparatlara ilave edilen metilparaben, bu dalga boyunda biraz 151k
enerjisi absorbe etmekte, yani okunan absorbans (A) hem metilparaben hem de

fenilefrin hidrokloriire ait olmaktadir. Bu kosullar altinda fenilefrin HCl’in



konsantrasyonu hesaplanmayacagindan pH’1 13’e getirmek suretiyle 272 nm’deki
absorpsiyon maksimumu yiiksek dalga boylarina kaydirilirken 237 nm’de absorbansi
daha biiylik olan yeni bir maksimum ortaya ¢ikar ve metilparabenin bu yeni dalga
boyunda absorpsiyonu ¢ok az oldugundan, fenilefrin HCI’in konsantrasyonu (C), 237
nm’de hassas olarak tayin edilebilir.

5. Maksimum absorpsiyonun goriildiigli dalga boyunda ilag etkin maddesinin farkl
konsantrasyonlardaki ¢ozeltilerin absorbans (A) degerini Olgmek suretiyle
absorptivite (a) tayin edilir. Eger absorbans ve konsantrasyon arasindaki dogrusal bir
orant1 varsa, yani Beer kanuna uyuyorsa, bir grafik kagidi lizerinde absorbansa kars1
konsantrasyon isaretlenerek grafik ¢izildiginde diiz bir ¢izgi elde edilir. Tayinlerde
genellikle literatiirde verilmis olan absorptivite degerleri kullanilir. Bu degerler
hassas olarak tayin edilmis olmakla beraber, aletler arasinda farklar oldugu i¢in
genellikle bunlarin bizzat tayin edilmesi uygun olur: bu amagla farmakopelerdeki
spektrofotometrik teshis ve miktar tayinlerinin ¢ogu, uygun referans standartlarla
karsilastirmak suretiyle yapilir.

6. Bir preparattaki belirli bir aktif maddenin miktar1 tayin edilirken, absorpsiyonu
etkileyecek baska maddeler ya da kirlilikler de bulunabileceginden, ¢ozeltiyi
hazirlamadan 6nce bu yan maddelerin (ekstraksiyon, kromatografi, destilasyon vb.
yontemlerle) aktif maddeden ayrilmasi ve ancak bundan sonra aktif maddenin uygun

bir ¢oziiciiye alinarak absorpsiyonunun 6l¢iilmesi gerekir.

3.1.1. Beer kanunundan sapmalar

Bir ¢ozeltinin konsantrasyonu ile absorbansi arasindaki oranti her zaman dogrusal
olmayabilir ya da ikisi arasinda orantili bir durum bulunmayabilir. Genellikle miktar
tayini dogrusal orantinin var oldugu sinirh bir alan iginde yapilabilir, yani ancak bu
alan icinde Beer kanuna uyma sz konusudur. Beer kanunundan sapmalar ise
cozeltinin tabiatindan ileri gelebildigi gibi, ¢ozeltideki kimyasal degismelerden de

ileri gelebilir [19].



3.1.2. Karisimlarin analizi

Birden cok ilag ham maddesi igeren bir karisimin herhangi bir dalga boyundaki
absorbansini 6lgmek suretiyle karigimdaki maddelerin miktarini tayin etmeye olanak
yoktur. Ciinkii okunan absorbans degeri maddelerden herhangi birinin degil,
karigimdaki tliim maddelerin ortak absorpsiyon degeridir. Bununla beraber, 6rnegin
eger ikili bir karisimdaki maddeler birbirleri ile reaksiyon vermiyorsa ve maddelerin
her biri ayr1 ayr1 Beer kanuna uyuyorsa, bunlarin absorbansini, kendilerine ait dalga

boylarinda ayr1 ayr1 6lgmek suretiyle, miktar tayinleri yapilabilir [20].

Karisimdaki maddeler x ve y, absorbanslarin 6l¢iildiigii dalga boylar1 ise A, ve
A4; Ap’deki absorbans Aj; A4 ’deki absorbans da A4 olsun. A,’deki toplam absorbans

(A2), x ve y’nin absorbanslarinin toplamina esittir; bundan dolay1
A, =aC, +a,C, (3.4)

benzer sekilde A4 deki toplam absorbans

A, =aC, +a.C, (3.5)

olacaktir [19].

Bu denklemlerde Cy ve C, bilinmeyenler olduguna gore iki bilinmeyenli denklemin

¢Oziimii uygulanip, (3.4) a1,(3.5) asile carpilir:

aA,=aa,C +aa,C,
nasA, =paa;C paa,C,
a,A,-a,A,=2a,a,C —aa,C, (3.6)
a,A,—aA, = Cx(ala2 —asaé)




Sonugcta;
a —a.A
C, :—IAZ > 4 (3.7)
a,a, —asa,
bulunur [19].
a
) /\
E a, /
£
2
o/ \
a
G

Dalgaboyu

Sekil 3.1.Dalga boyu - absorptivite grafigi
C,’yi bulmak icin C,’ler gétiiriiliir, ancak bu kez (3.4) x as’nin isareti degistirilir:

nagA, =pa;aCy pna,aC,
a,A, =a,3,C, +a,3,C, (3.8)

a,A, —a.A, =2a,a,C, —a,a,C,
Karigimin analizi yapilmadan 6nce A, ve A4’de X ve y icin absorptivite degerleri tayin
edilmelidir. Bulunan bu degerler esitliklerde yerine konur. Karigimin A, ve A4 deki

absorbansi okunduktan sonra Cy ve Cy hesaplanir [19].
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Ikili karisimlar, ancak asagida belirtilen 6nlemler alindiktan sonra analiz edilebilir.

1. Saf maddelerin spektral verileri bilinmelidir.

2. Bilesenlerin absorptivite degerleri dogru olarak tayin edilmelidir.

3. Denklemlerin dogru ¢oziimii i¢in bilesenlerin absorptivite degerleri, segilen dalga
boylarinda birbirlerinden yeterince farkli olmalidir.

4. Karisimin absorbans degeri dogru olarak tayin edilmelidir.

1 ve 4’te belirtilenlere 2 ve 3’te belirtilenlerden daha kolaylikla uyulabilir. Eger
analiz i¢in sec¢ilen dalga boylarindan birinde, maddelerden biri ¢cok az 1s1k enerjisini
absorpluyorsa absorptivite degerlerini tayin etmek giictiir. Bundan baska eger bir
bilesenin spektral karakteristikleri digerininkine yakin ise, analiz i¢in secilen dalga
boylarindaki absorptivite degerleri benzer olacak ve bu kosullarda denklemler dogru

olarak ¢oziilemeyecektir [19].

Eger biitlin dalga boylarinda Beer kanununa uygunluk saptanirsa, iki dalga boyu igin
tayin edilen absorbans degerlerinin orani sabit bir say1 olacak ve bu durum, x

maddesi i¢in daha Once verilen spektral karakteristikler kullanildiginda A4 de

A, =aghC, (3.9)
A, =a,bC, (3.10)

formiilleri ile belirlenebilecektir. Bu drnekte iki absorbans degerinin orani

Q:ﬂ_aébcx_&:

_ _% _4 3.11)
A, abC, a, 3

iki degerin oranina (yani absorptivitelerin oranina ) esit olup sabit bir sayidir ve bu Q
ile gosterilir. Q degeri ¢Ozeltinin konsantrasyonuna ve kalinligina bagimh
olmadigindan farmas6tik dnemi olan maddelerin safligini tayin i¢in kullanilabilir ve
bu nedenle NF ve USP de bir¢ok ilag etken maddesinin Q degerleri birer sabit olarak

verilmistir (Aminosalisilik asit, noskapin, promazin HCI vb.) [19].
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3.2. Ila¢ Etken Maddelerinin Goriiniir Bélgede Miktar Tayini

Goriiniir bolgede absorpsiyonu olan herhangi bir ila¢ maddesinin (renkli ya da
renklendirilmis madde ¢o6zeltisi) miktar tayini, maddenin belli konsantrasyondaki
cozeltisinden, secilen uygun bir dalga boyunda (400 — 800 nm arasinda) 1s1k

gegirilerek yapilabilir. Bu tayinlerde Lambert-Beer kanunu gegerlidir.

Secilen dalga boyunda maddenin gosterdigi absorbans oOlgiildiikten sonra asagida

gosterilen yollardan biri izlenerek madde miktar1 hesaplanir [19].

1. Eger maddenin E % 1,1cm degeri literatiirde varsa;

E%]1,1cm =ﬂ (3.12)
ch
= ﬂ (3.13)
E%]1,1cmxb
A:Absorbans

c: Konsantrasyon
b: Tabaka Kalinlig1
formiiliinden yararlanilir ve bulunan madde miktarindan yiizde saflik

miktarina gegilir.

2. Referans standart yardimi ile madde miktar1 iki sekilde hesaplanabilir:

a) Miktar tayini yapilacak madde, yani istenen kosullarda (dalga boyu, slit agikligi,
tabaka kalinligi ve c¢oziicli) referans standart ile karsilastirilir. Her ikisinden
hazirlanan ¢ozeltilerin absorbanslari bosluga karsi olgiiliir ve asagidaki formiilden

yararlanilarak madde miktarina gegilir.
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A
L =" (3.14)
C, A
C, :iXCS (3.15)
A
Cx: Miktar1 bilinmeyen maddenin konsantrasyonu

e

: Standart maddenin konsantrasyonu

x. Miktar1 bilinmeyen maddenin absorbansi

> P>

. Standart maddenin absorbansi

b) Referans standardin degisik konsantrasyonlu ¢ozeltileri hazirlanir ve bunlarin
secilen dalga boyuna absorbanslari okunur. Absorbans ordinat olmak {izere Sl¢ii
egrisi (kalibrasyon egrisi) ¢izilir. Sonra bilinmeyen 6rnekten hazirlanan ¢ozeltinin
absorbansi Olciiliir ve ordinatta isaretlenir. Bu noktadan kalibrasyon egrisine bir dik
cikilir. Dikin egriyi kestigi noktadan apsise dik inilerek madde miktar1 bulunur.

Yiizde saflik miktar1 hesaplanir [19].



BOLUM 4. TUREV SPEKTROFOTOMETRISI

4.1. Tiirev Tekniginin Gelisimi

Tiirevleme ile elektrik sinyallerinin ¢oziimlenmesi metodu yaklagik yetmis yillik bir
gecmise sahiptir. 1920’lerin baslarinda Lord Rutherford gaz—uyarma potansiyellerinin
kiitle spektrometrik caligmalarindaki siireksizliklerinin tayini i¢in birinci tlirev

teknigini 6nerdi.

Bu metod 1953’te Singleton ve Collier elektronikteki gelismelerin avantajlarini
kullanip IR tiirev spektrofotometresini kurana kadar unutulmustu. Onlar bir IR
spektrofotometresini ikinci derece spektrumlar iireten analog bir cihazla modifiye
edip bu fikir i¢in patent aldilar. Ayn1 zamanda, Hammond ve Price dalga boyu-
modiilasyon prensibini ileri siirdii ve Giese ve French bunu fotosentetik sistemlerin

birinci derece goriiniir spektrumlarini calismak i¢in adapte ettiler.

Ayrica, 1953°te Morrison diferansiyel egrileri (Ai (V) / AV ) kullanarak birinci ve
ikinci derece tlirevleri hesapladi. Bunlar kiigiik araliklarda (AV=0,05V) cikarma ile
elde edildi ve gercek tiirevlere en iyi yaklagimlardi. Enstrumentasyonun karmasikligi
ve elektronik cihazlarin yetersiz sinyal giiriiltii oran1 (SNR) biitiin bunlara neden oldu
ama birka¢ bilim adami bu metodu reddetti. 1966’da Meister ikinci tiirev (d%) igin
pratik bir resistans-siga devresi (RC) gelistirdi ki diger fotokimyacilar, gibi bitki

fotokimyasinda problemleri basari ile arastirdi.

1953’te Singleton ve Collier halen ikinci ve daha yiiksek tiirevlerin daha dar band
geniglikleri vermesi gerektigini onermislerdi; ayni zamanda; onlar deneysel ispati
saglamakta yetersizdiler ¢iinkii o zamanlarda ekipmanlar1 bu taslak ic¢in yeterince
gelismis degildi. Martin hesaplanan Lorentzian bandlar i¢in teorik temeli dogruladi

ve 1968’de Morrey dijital bir bilgisayarla Gaussian, Student T; ve Lorentzian dagilim
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fonksiyonlariin birinci dereceden dordiincii dereceye kadar tiirevlerini elde etti.
Morrey bunun yam sira sentetik karigimlardaki ortiisen bandlarin dordiincii derece

tiirevinin ikinciye gore daha yiiksek ¢oziiniirliik verdigini gdsterebildi.

Savitzky ve Golay dalgalanan verilerin tiirevlenmesi ve diizeltilmesi i¢in en kii¢iik
kareler prosediirlerini kullandi. Butler ve Hopkins fotosentetik karigimlari ¢alismak
icin bilgisayar destekli yaklasimi rutin ikinci ve dordiincii derece tiirev
spektrumlariin olusturulmasi seklinde gelistirdi. Daha yiiksek dereceli tiirevler
spektrumlarimi (n>2;HODS) sistematik ve yogun olarak laboratuarinda inceledi.
1978’de yiiksek kalitede UV-VIS tiirev spektrumlarini online 6l¢iim yaparak heniiz
yeni gelistirilmis, diigiik giirtiltiilii RC devresi olan, diisiik gegirgen filtreli ve diizleme

modiilii olan cihaz araciligiyla dokuzuncu dereceye kadar iireten ilklerdendi.

Fell ikinci derece tiirevleri iiretmek amaciyla online baglanmis analog cihazlarin
kullandi. Butler dijital metodlarla altinct ve sekizinci derece spektrumlart hesapladi
ve Sasaki on lgiincii dereceye kadar boyalarin iist diistimlii tiirev spektrumlarim

dijital metotlar kullanarak calisti.

Yillar gectikce ticari olarak elde edilebilir tlirev cihazlar gelistirildi. Su anda pratik
olarak biitlin yeni spektrofotometreler en az ikinci derece tiirev sistemine uyumlu,
bircogu en ¢ok dordiincii derece ve bazilar1 alti hatta dokuzuncu dereceye kadar

cikabilmektedir.

4.2. Teorik Onemi

Sarmal spektrumlarin agik ¢oziimlenmesi i¢in bircok metot vardir. En 6nemli olanlar

kisaca bu boliimde islenmistir.
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4.2.1. Optik metot

Monokromatér sliti 1s1k kaynaginin band genisligini sinirlayan bir faktordiir. Bu
ylizden slit araliginin daraltilmast dogrusal olarak spektral ¢coziliniirliigl arttirir, fakat
151k enerjisi iistel ikinci derece ile azalir. Optik bolgedeki aralik uzamasi ayni
zamanda ¢Oziiniirliigli arttirmaktadir. Tersinir olarak 1s1k enerjisi 151k kaynagi ile
cogaltict arasindaki uzakligin karesi ile azalir. Siiphesiz optik agda mm basina ne
kadar ¢ok ¢izgi varsa ¢oziinlirliik o kadar fazla yiiksek olacak ve optik ag ¢oziiniirliik

smiria 2000-2400 ¢izgi sinirlarinda ulasilacaktir.

Belirli bir siire 6nce ¢ok dar band genisligine sahip lazerler gelistirildi. Daha 6nceleri
belirli bir noktaya odaklanmig lazer 15181 odaklanmis noktadaki maddelerin
bozunmasina neden olmakta bundan da Gte lazer tarafindan yayilan 1ginin dalga boyu

cok kiiciik bir aralikta degistirilebilmekteydi (50—100 nm) [48].

4.2.2. Disiik sicaklik spektroskopisi

Diisiik sicakliklar, komsu molekiiller arasindaki enerji aligverisini azaltir. Bazi
maddelerin absorpsiyon bandlari sivi halde oda sicakliginda olciildiigiinde gaz
fazindaki gibi keskin bandlar elde edilir. Buna ilave olarak absorpsiyon band
yiiksekligi sogutularak bir kati buz kristal yapisina yerlestirildiginde diisebilir. Bu
durum zayif bandlarin gozlemlenmesinde yararli bir durumdur. Band yiiksekligindeki
artis ise 15181n gectigi yoldaki uzamadan kaynaklanir ve ayni zamanda kati yapi
icerisindeki mikro kristal yapilar yansima yoluyla bu artis1 etkileyen sebeplerdendir
[21]. Eger band genisligi diisiik sicakliklarda diisiiriiliirse analiz igin birbiriyle

ortiismeyen uygun bandlar elde edilir.

Pratik Olglimlerde, maddelerin spektrumlarinin alinmast i¢in 6zel aletlerin
kullanilmas1 gerekir. Bir Dewar kab1 iki diizlemsel silika diski etrafina
yerlestirilebilir. Kuru azot gaz1 akim1 bu pencereler iizerinde olusacak yogunlasmay1
onleyebilir. Diger bir yontemde ise fiber optik kablolar kullanilarak, vakum altinda
yine iki silika disk arasinda Slgiimler gerceklestirilebilir. Temel olarak sivi azot ve

helyum sogutucu maddeler olarak kullanilir [21].
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4.2.3. Hesaplama metotlar1
4.2.3.1. Egriye uydurma metodu

Egriye uydurma metodu gorsel pik taninmasina en uygun yaklagimi vermektedir.
Fakat bu acik bir sekilde bilinen bir profil fonksiyonunu gerektirir. Bunun i¢in en
yiiksek nokta bulunur. Daha sonra spektrum profil fonksiyonu yardimi ile ana
bilesenlerin teorik spektrumlar1 hesaplanir. Daha sonra en kiiciik kareler metodunun
basarisiz oldugu noktalarda belirli degerlere ulagsmak i¢in spektruma ilave pikler

eklenir. Eger en kiigiik kareler toplami yeterince kii¢likse hesaplamalara devam edilir.

Biiyiik belirsizlikleri ortadan kaldirmak icin pik profilleri ve pik sayis1 kesin
olmalidir. Piklerin birbiri iizerine oOrtiismesi halinde pik sekline, yiiksekligine ve

genigligine bagl olarak pik sayisin1 degistirir.
4.2.3.2. Sayisal cok bilesenli analiz

Eger birbiri iizerine Ortlismiis ii¢ pik diisiiniiliirse ve her {i¢iiniin ayr1 ayr saf standart
absorpsiyon spektrumu bilinirse Lambert-Beer yasasina gore herhangi bir dalga
boyundaki absorpsiyon (A) her bir maddenin ayr1 absorpsiyonlari toplamina esittir.

Bu durum matematiksel olarak ifade edilirse;

Ajl =CaEy 0 TCp8, 5 TCCE 4.1)

Ca, cg Ve cp parametreleri aranan degerlerdir, bu yiizden problemin ¢oziimii i¢in ii¢

denklem gereklidir;

4.2)

Ay =Ca8n HCpEHR T CcEpc

(4.3)

A =Ca850 HCEp T CcEsac
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Pratikte ¢ok bilesenli analiz icin genel olarak iki yol vardir. a) Olgiilen dalga boyu
sayist ve denklem sayisi madde sayisina esittir. b) Tersi durumda ise dlciilen dalga

boyu sayisi ve kullanilan denklemlerin sayis1 madde sayisini gegebilir.

Her iki durumda, eger en uygun nokta se¢ilirse bilinmeyen madde ve agiklanamayan
bir zemin sinyali bulunmamas1 durumunda ¢ok kesin sonuclar elde edilir. Karisik
spektrumlart dogru bir sekilde ¢ézmenin bir yolu tiirev hesaplamalar1 kullanmaktir.
Her bir standart spektrum ¢oziicii spektrumu ile birlikte birinci, ikinci ve daha yiiksek

derecedeki bir tiireve doniistiiriiliir.

p—>
0 —> 0

P —

Sekil 4.1.Ug pikin iist iiste gelmesi
a)Tek pik A (---), B(__),ve C(-.-)
b)Toplu sekilde kullanilan denklem sayis1 (denklem sayis1 madde sayisini belirtir), eger

dogru nokta alinirsa bilinmeyen madde veya karigim her iki durumdan da bulunabilinir
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4.2.3.3. Fourier yontemi

Karigik sinyallerin ¢oziimii i¢in alternatif bir sayisal metot da, egrilerin frekans
spektrumlarini analiz eder. Fourier transform analizi olarak adlandirilan bu metot
deneysel olarak olusturulmus sinyallerin siniis ve kosiniis fonksiyonlarmi kullanir. Ilk

olarak esit araliklarla yerlesmis 2m noktalar1 segilir.

Sekil 4.2. Fourier i¢in bir egri iizerinde noktalar; simetriden siniis ve cosiniis bulunur

Bu durum siniis ve kosiniis fonksiyonlarinin simetrik olusunu saglayacagindan ¢éziim

icin avantaj saglayacaktir. Fourier analizinde en karisik operasyon:

f(x) = az (a,cosnx + b sinnx),n =1-o0 (4.4)

n=1
Bu denklem Fourier katsayilari olan a ve b’ nin hesaplanmasinda kullanilir;

2m-1 ni
a, =—Zyicos— , h=1,2,....m
i=0 m

(4.5)

2m-1 :
b, =~ Sysin™ | n=12,..(m-1) (4.6)
m

i=0
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4.3. Tiirev Alma ve Tiirev Spektrumu

Spektrumlarin birden fazla tiirevlerinin alinmasi spektrumlarin daha iyi analizini ve
cizgileri diizelterek daha da belirginlestirmesini ve zemin spektrumundan gelen
giiriiltiilerin giderilmesini saglamaktadir. Bu teknik ya dogrudan ya da sayisal
algoritmalarla elde edilen egrilere uygun fonksiyonlar elde edildikten sonra uygulanir.
Bir egrinin veya onun matematiksel fonksiyonunun tiirevinin alinmasi basit bir biitiin
bolgeye ait egim hesabidir. Ayni yolla, sekil 4.3” teki spektrumun tiirevini almak
miimkiindiir. Spektroskopide 6l¢iilen deger, bir dnceki 6rnegin 151k siddetinin (I) bir

sonraki 6rnegin 151k siddetine (I,) olan oranidir.

A\

/ \

AN——

Sekil 4.3. Belirtilen degerlerde egrinin noktalari

Bu oran aktarim oran1 olup I/I,=T olarak gosterilir. Homojen saydam bir 6rnekten

gecen 15181n siddetindeki diisiis lineer degildir (Sekil 4.4).
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t L TH—

Py ————p

Sekil 4.4. Isigmn bir 6rnekten gegerken siddetindeki azalma;
LTH: Cizgi kalinlig1 (=yol uzunlugu l); Iisik siddeti; I,:Baslangictaki 151k siddeti

I ile ¢6ziinmiis saydam si1vi konsantrasyonu ve I ile bir kat1 arasindaki iliski Bauguer-

Lambert-Beer kanunuyla verilmistir.

—_ = e_Clsl = T)» (4'7)

c : ¢Ozelti konsantrasyonu
| : yol uzunlugu
&) . molar absorbsiyon katsayis1 (A dalga boyunda )

Ty : A dalga boyunda aktarim
Genellikle dalga boylar1 araligina uygun I, siddeti, bir otomatik kontrol diizenegiyle

veya otomatik elektronik ylikseltme ayariyla veya 1sik kaynaginin geriliminin

otomatik kontroliiyle sabit tutulur. Esitlik (4.7)’nin dogal logaritmasinin alinmasiyla;

Inl, —I,, =—clg, (4.8)
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Bu ifadenin diferansiyeli alinirsa;

d(Inl) 1 de

a —C O (4.9)

I, sabit ise :

M =0 (4.10)
dA
Ve
dinl 1
o 4.11
dr 1 ( )

Esitlik (4.7)’nin birinci tiirevi agsagidaki gibi elde edilir.

S ek (4.12)

Birinci tiirev direkt olarak her dalga boyundaki konsantrasyona orantilidir. Olgiimiin
duyarhilig1 cekme noktalar1 yakininda yiiksektir ve d¢/d; degeri en ugtadir.

Ikinci tiirev alindiginda asagidaki denklem bulunur.

1 1 ,.,(de) d’e
a1 MNa) Y (4.13)

e’nin ilk tiirevi (dg/dy) sifira esittir. [kinci tiirev lineer olarak konsantrasyonla orantili
olacaktir. Aksi halde higbir lineer iliski bulunmaz ve 6zel kalibrasyon egrisi gerekli

olur. Ek olarak, d’*¢/d\*’nin ug degerleri igin 6l¢iim duyarlilig: yiiksek olur [21].

Lineer oransallik sadece dy/d; ve d*c/d\> degerleri sifir olarak alinirsa kullanilir. Bu

sebepten, aktarim spektrofotometri ile Olgililebilen fiziksel bir biiytlikliik olmasina
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ragmen, aktarimin tiirevleri daha az kullanilir. Diger biiyiikliikler mesela absorpsiyon

A, logA veya konsantrasyon (c) tiirevli biiyiikliiklerdir. Bunlar temel biiytikliik

(T)’den hesaplanirlar. Daha yiiksek tiirevler ayn1 yolla bulunabilir. Yukarida gecen

absorpsiyon (A), asagidaki gibi tanimlanir.

A =log,,I,/1 =log,, % =cle’

¢' ¢ozeltinin absorpsiyon molar katsayisidir.

e =¢/2303

I, sabit tutulursa birinci tiirev igin;
dA de’
===
dr dA

ve ikinci tiirev igin;

d*A d’e
=cl
da’? da’?

n. derece tiirev i¢in;

d"A d"g'
=cl
dr" dAr"

(4.14)

(4.15)

(4.16)

(4.17)

(4.18)

Her durumda A’nin biitiin tiirevleri ¢ konsantrasyonuna lineer oransal olur. Bu

tirevsel spektrumlarin agiklanmasi ve hesaplanmasi igin biiyiik bir avantajdir. Bu
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ylzden pratikte A’nin tiirevleri yaygin olarak iretilir; ama T’nin tiirevleri daha
seyrektir. Bazen A’nin tiirevinin alinmasi tiirevlerin konsantrasyona lineer olmayan
bagimhiligin1 verebilir. Bu Beer kanununa uyulmadiginda uygulanabilir. Ornek
olarak, madde molekiilleri arasinda veya maddeyle c¢oziicii arasinda etkilesim
olusmasi veya ortak pik ya da tam tersi durumlarin olmasi ana sinyalleri etkiler, bu

durumda daha diistik veya daha yiiksek derece tiirev alma hesaplanir [21].
4.4. Analitik Bandlarin Tiirevleri

Analitik band olarak bilinen bir absorpsiyon bandi yaklagim formiilleri ile daha dogru

tanimlanir. Bandin absorpsiyonu A, A dalga boyunda asagidaki gibidir.

Ay =A e " (4.19)

Amax daki absorbans Apmax
c: konsantrasyon

X: (AAmax)

x’e gore 1. ve 2. tlirev alinirsa:

S g - 20x A, (4.20)
&A, 2
b =d7=2020x7 -1 A, (4.21)

c sabit iken iki farkli bandin yar1 genisligi dikkate alinir. Sekil 4.5 te yar1 genislik

icin iki farkli yol izlenir.
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"max

]

- — X 10 +X —

Sekil 4.5. 6 ve FWHM 'nin sistematik ¢izimi
a) FWHM (yar1 max. genisligi), maximum yar1 yiikseklikte
b) o, artip azalan noktalar arasindaki band genisligi analitik band i¢in orijine simetrik koordinat

¢izilir

Artan azalan noktada;

d'=d’=0 (4.22)
1

X, =a|—

2C (4.23)
FWHM noktasi i¢in, Ay =0,5.Axmax

In2

X rwing = F (4.24)
Sabit ¢ i¢in Xpwum=0,5.FWHM ve x,=0,5.0 olmak {izere;

_ 4In2

FWHM (FWHM) 4.25)

Ve
c.=2 (4.26)
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FWHM her zaman ¢’dan biiytiktiir.

FWHM _ N2.In2 =1,177
G (4.27)

Sonug olarak;

}
d"tﬂ\ [ d“A
d - d N\
|

daé 4 da/g\ 4 m
dAx - dn "

o4 of- \/AV
d?A T d?2A

2 | 2
dA of A dA 5 i
% PN

d S

0_ 7 Of= /

f.- tu ‘>

A A \ K

0 AN

Sekil 4.6. Analitik bandin Gauss olarak hesaplanmasi
a)Birinci egri dordiincii tiireve kadar

b)Birinci egrinin dordiincii tiirevinin iki gauss bandinda iisten goriiniisii [21]
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4.5. Tiirev ve Cift Dalga Boylu Spektrofotometri

Tiirev spektrofotometride, absorbans ya da gecirgenligin dalga boyuna gore birinci
veya daha yiiksek dereceden tilirevi dalga boyuna kars1 kaydedilerek spektrum ¢izilir.
Cogu kez bu egriler, normal bir spektrumda goriilmeyen spektral ayrintilari ortaya
cikarirlar. Buna ek olarak, bazen bozucu maddeler varliginda bir analitin derisiminin
Ol¢iimii daha kolay ya da daha dogru olarak yapilabilir. Ne yazik ki, spektrumunun
uistlinliikleri, tlirev eldesine eslik eden sinyal/giiriiltii oranin diisiiriilmesi ile en
azindan kismen ortadan kalkar ancak, ultraviyole ve goriiniir bolgenin ¢ogu kisminda
sinyal /giiriiltii orani, ciddi bir sinirlandiric1 faktor degildir; tiirev spektrumlarindan
iste burada en fazla yararlanilir. Tiirev spektrofotometresinin bir diger dezavantaji ise
gerekli cihazin daha pahali olusudur. Tiirev spektrumlarini elde etmek icin ¢esitli
yontemler kullanilir. Mikroislemci kontrollii dijital spektrofotometreler igin tiirev
alma islemi sayisal olarak, analog cihazlarla spektral verilerin tlirevleri, uygun bir
islemsel yonetici devresiyle elde edilebilir. Uglii bir islem, dalga boyu

modiilasyonuyla gerceklestirilir [22].

1 1
T I
s L I
4 I ~o I
o 1 —— =~ M+ N
™
"
N
o
E
‘-.;:,
-
i
|
: M
] l
‘lr 'lfl’

Dalga boyu —

Sekil 4.7. Iki bilesenli bir karigimin absorpsiyon spektrumu; diisey kesikli cizgilerle, iki bilesenin

tayininde en uygun dalga boylar olan A’ ve A’ gosterilmektedir
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4.5.1. Tiirev Spektrumlarinin Uygulamalar

Ultraviyole ve goriiniir bolgelerde tiirev spektroskopinin en 6nemli uygulamalarindan
pek cogu, spektrumlari birbiriyle ¢akisan bilesiklerin farklilandirilmasini miimkiin
kilan tiirev spektrumunun kullanildig1 kalitatif tayinlerle ilgilidir. Sekil 4.8 ii¢ adet
cakisan absorpsiyon pikinden olusan bir spektrumun ayrintilarin1  bir tiirev egrisinin
nasil ortaya koyabildigini gdstermektedir. Cift-dalga boylu spektrofotometri, 6zellikle
151810 sagilmasi ile bir absorpsiyon spektrumunun ayrintilarinin karmagik hale geldigi
durumlarda, bulanik ¢ozeltilerdeki analitlerin ultraviyole/goriiniir alan absopsiyon

spektrumlariin eldesinde belirgin yarar saglamstir.

Cift dalga boylu spektrofotometri ayn1 zamanda spektral bir girisim varliginda bir
analitin tayin edilmesinde de yararin1 kanitlamistir. Burada, cihaz tarayici olmayan
modda ¢alistirarak, girisim yapan tiiriin ayn1 molar absorptivite degerlerini gosterdigi
iki dalga boyunda absorbans Ol¢iimii yapilir. Bunun tersine, analit bu dalga
boylarindan birinde, digerindekine nazaran daha kuvvetli absorpsiyon yapmalidir. Bu

durumda fark absorbans, analit derisimi ile dogru orantilidir [22].

Caa)

ATIAA

b}

L] 1 1
520 530 S554) 5540 560 570
IDalpga boyua, A

Sekil 4.8.(a) Bir tiirev spektrumunun, (b) standart bir gegirgenlik spektrumuyla kiyaslanmasi
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Sekil 5.1. Pozitif iyon modunda elektrosprey olusumu

Elektrosprey iyonlagma (ESI) teknigi kiitle spektrometrelerinde iyon olusturmak igin
kullanilan bir tekniktir. Genellikle biiyiik polar molekiillerin iyonlagtirilmasinda
molekiiler pargalanmanin 6niine gegebilmek i¢in kullanilan yumusak bir iyonlasma

teknigidir.

Bu teknikte ¢ozelti, lizerine potansiyel uygulanmis ¢ok kiiclik bir metal kapilerden
sabit bir hacim oraninda geg¢mesi saglanir. Ilgilenilen molekiilii iceren ¢dziiciiniin
ucuculugunun fazla olmasi gerekir. Eger ¢ozelti herhangi bir tampon igeriyorsa veya
herhangi bir asit ya da baz ilavesi gerekiyorsa onlarinda ugucu olanlardan se¢ilmesi
gerekir. Cozelti icerisinde molekiiller iyon halinde ya proton kazanmis ya da proton
kaybetmis olarak bulunurlar. Metal kapiler herhangi bir yiikle yiiklendiginde ¢ozelti
icerisindeki ayni yiklii iyonlar hizla disariya dogru itilecektir. Bu kuvvetle itme

sonucu ¢apt 10 pm olan aerosoller olusacaktir. Bu aerosollerin kendilerine karsi
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gelen 1sitilmis azot gazi ile karsilagsmasi sonucu solvent buharlasacak ve kiigiilen
taneciklerdeki yiik yogunlugu artmasi kolombik itmelerin artmasina neden olacak ve
daha kiiciik taneciklerin olusmasini saglayacaktir. Bu islem solventin taneciklerden
tamamen uzaklasmasia kadar devam edecektir. Olusan iyonlar kiitle analizdrleri

icerisinde secildikten sonra dedektorlere gonderilecektir.

10y 10 nm 1 nm 1nm

Sekil 5.2. Elektrosprey tekniginde bir protein ve ligandin gaz fazina taginmasindaki basamaklar

Elektrosprey iyonlasma prosesinde elde edilecek iyon tiiriine gore pozitif veya
negatif voltaj uygulanir. Pozitif iyonlagmada, ilgi duyulan molekiil yapisina bir veya
birden fazla proton baglanmasiyla spektrum elde edilmesini saglarken, negatif
iyonlasma modunda, ilgi duyulan molekiil bir veya daha fazla proton kaybederek

spektrumlar elde edilir.

ESI ¢ogunlukla tek basina kullanilmaz, HPLC ile bir birine bagl halde kullanilan bir
iyonlagma teknigidir. HPLC ile kullanilmasinda ortaya ¢ikan olumsuz durumlardan
biri, HPLC de karisim igeriklerinin birbirinden ayrilmasi i¢in uzun bir silire ve
fazladan kimyasal kullanimi gerektirmesidir. Fazla miktarda ¢oziicli ve ¢Ozilinen

maddelerin kiitle spektrometresi igerisine gitmesi istenmeyen durumlardan biridir.
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Sekil 5.3. Bir elektrosprey aletinin kiitle ile birlesimi ve iyon yolu kademeleri

ESI-MS son yillarda kantitatif analizlerde bagvurulan metotlardan biridir. Tim
iyonlasma metotlar1 kantitatif analizlerde olumlu sonu¢ vermese de, ESI metodu
numunenin siirekli olarak sisteme gonderildigi bir metot oldugundan kullanilacak bir
internal standart ile kantitatif caligmalara olanak saglamaktadir. Birden fazla degisik
iyon ayni anda analiz edilmesi gerektiginde bu tiir caligmalarda bu iyonlarin
iyonlasma yiizdelerinin bir birini etkilememesi gerekmektedir. Yeterince diisiik
konsantrasyonlarda yapilacak ¢aligmalar ile bu tiir problemlerin 6niine gegme imkani

vardir.

ESI-MS metodu ile yapilacak calismalarda HPLC de izlenen yontem izlenir.
Hazirlanan kalibrasyon g¢ozeltileri icerisine internal standart ilave edildikten sonra
spektrumlar alinir ve her bir spektrum i¢in maddelerin pik yiikseklikleri internal
standart pik yiiksekligine boliinerek normalize edilmis pikler elde edilir. Bu elde
edilen degerlerle konsantrasyonlar grafige gecirildiginde elde edilen dogru denklemi

bilinmeyen madde miktarlarin1 bulmak i¢in kullanilacaktir.



BOLUM 6. YUKSEK PERFORMANS SIVI KROMATOGRAFISi (HPLC)

Yiiksek performans sivi kromatografisi bir 6rnekte bulunan bilesiklerin analitik veya
preparatif olarak ayrilmasina ve ayrica bilesiklerin kalitatif ve kantitatif tayinine,

izolasyonuna imkan veren hizli, hassas ve giivenilir bir tekniktir.

Yiiksek performans sivi kromatografisi, biitiin ayirma metotlar1 arasinda en ¢ok

kullanilandir. Bunun nedeni, bu metodun:

1) Hassas olmasi,
2) Sicakliga hassas olan maddelere de uygulanabilmesi,
3) Dogruluk dereceleri ve kesinlikleri yiiksek sonuglar vermesidir

[23].

6.1. HPLC Cihazinin Calisma Prensibi

Yiiksek performans sivi kromatografisi, calisma prensibi temel olarak 6rnek uygun
¢oziicli (mobil faz) iginde ¢oziilmesi ve bu karisimin yiiksek basing altinda dolgulu

(sabit faz) ¢elik kolondan gegirilmesi esasina dayanir.

Hareketli faz, sisteme akis kontrol edilebilen bir piston pompasi vasitasiyla bir
rezervuardan pompalanir. Pompa ile kolon arasinda yer alan enjeksiyon valfi analizi
yapilacak &rnegin kolana verilmesini saglar. Ornek, yiikleme durumunda enjekte
edildikten sonra valf, enjeksiyon pozisyonuna c¢evrilir. Bilesikler, kullanilan
kromatografik yonteme gore polarite farkliliklarindan dolayr kolonun farkli hizlarda
terk ederler. Kolondan ¢ikan hareketli faz bir dedektore gelir ve yazicida pik seklinde
kromatogram halinde kaydedilir. Bilesigin kolondan ¢iktig1 zaman alikonma

zamanidir [23].
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6.2. Kromatografide Kantitatif Caliymalar

Kromatografide kantitatif calismalar ¢ok hassas bir sekilde yapilabilir. Igi
standartlarla +0,1% mertebesinde hassasiyete ulasilabilir. Cagdas kromatografi
cihazlar1 hem ayirma islemi yapar, hem de ayni zamanda bilesenlerin kantitatif

analizlerini miimkiin kilar [24].

6.2.1. Kolondaki madde kaybi

Bandi olusturan malzemeler ne sekilde tayin edilirse edilsin, burada ortaya baska bir
koklii sorun ¢ikar. Asirtya kacan durumlarda karisimin igindeki bazi maddelerin
tamamiyla siyrilmalart miimkiin olamaz. Baska bir deyimle madde analiz sirasinda
yliksek oranda kayba ugrar. Bunun analiz sirasinda geri kazanilmasi oran1 %0 ’dir.
Olaganiistii durumlarda kalitatif analizi de madde kaybindan dolay1 yapmak miimkiin
olamaz. Birkag istisna disinda kaybedilen maddenin deneysel olarak tayinin yapmak
ta miimkiin olamaz (Bunun bir istisnasi radyoaktif etiketli bir bilesigin kolon

iizerinde Olgiilebildigi hallerdir).

Geriye doniistiiriilemez bir absorpsiyonu tayin etmenin yolu Ornegin siyrilan
bilesenlerinin ¢oklu 6rnek durumunda tutulma karakteristiklerindeki ilerleyen
degismeleri gozlemektir. Geri donilisiimsiiz olarak baglanan bilesenler kolonun fiist
tarafindaki yiizeysel bolgeleri isgal ederler ve bunun neticesinde kolonun
karakteristigi degisime ugrar. Her 6rnek enjeksiyonu kolon karakteristigini degistirir
ve styrilan bilesenlerin tutulma siireleri uygulanan her enjeksiyonla birlikte degisime

ugrar.

Kalitatif ve kantitatif analizin bagka bir yoldan yapilmasi, ayirma islemi sirasinda
kimyasal degisime ugrayan bilesikler i¢in hatali sonuglara neden olabilir. Bunlara
ornek olarak ayrigsma katalizleri, izomerizasyon ve yapisal degisiklikler gosterilebilir.
Bu boliime son verirken tiim bilesenlerin %100 verimle tayin edilebilmeleri i¢in

kimyasal agidan degisiklige ugramamalar1 gerektigini belirtmek gerekir [24].
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6.2.2. Dedektor cevabi

Kromatografi yonteminin hassasiyeti ve tayin limitleri tamamen kullanilan
dedektoriin karakteristiklerine baglidir. Dedektoriin se¢imi yalniz kromatografi
sartlarina degil, analizi yapilacak bilesiklerin kimyasal ve fiziksel karakteristiklerine,
konsantrasyonlarina ve kullanilacak 6rnegin ebadina baglhidir. Kantitatif analizin en
kolay yolu, dedektdriin her bilesik i¢in verecegi ve her bilesik i¢in lineer olan ¢ikis
verilerinin bir diyagrama taginmasidir. Matematiksel olarak bu asagidaki basit

esitlikle ifade edilebilir.

Dedektor cevabl = Sgijegik [Bilesik]

S hassasiyeti ifade eder. Ornegin iki bilesik ayni hassasiyette ise ve enjekte edilen
ornekte esit konsantrasyonlarda bulunuyorlarsa, styirma bandi sonradan genislemeye
basglar (daha fazla seyreltme) ve miiteakip bandin pik cevabi daha Once siyrilmig

olandan daha kii¢iik olur [24].

6.3. HPLC’de Calisma Kosullarinin Saptanmasi

HPLC’de analiz yapabilmek icin ayrilacak bilesigin polar ya da nonpolar
coziiclilerde ¢oziinebilmesi gerekmekte; bilesigin yapisina uyan bir kolon, dedektor
ve mobil faz sec¢ilmekte, ayrica mobil faz se¢ciminde kolonun dolgu materyali de

dikkate alinmaktadir.

HPLC’de kullanilacak ¢oziiciilerin ve inorganik tuzlarin safligi da ¢ok onemlidir;
clinkii ¢oziiciiler i¢indeki safsizliklar, diizgiin bir baseline elde edilememesine ve
istenmeyen piklerin ¢ikmasina, ayrica dolgu materyalinin yiizeyinde tutulup
kromatografik alikonmanin degismesine, pompa filtresinin gdzeneklerinin ve

borularin tikanmasina neden olmaktadir.
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Mobil fazda ¢oziinmiis havada problem olusturan etmenlerden biridir. Bu hava,
pompa basinda bir kabarcik olusturursa mobil fazin akisini azaltacak ya da
durduracaktir; dedektorde olusan kabarcik ise sahte pikler meydana getirecektir.
Mobil fazin ugucu ¢dziiciilerden ibaret bir karisim olmasi durumunda havayi
kovarken ¢0Ozilicii oranlarinin degismemesine dikkat edilmelidir. Mobil faz
hazirlandiktan, manyetik bir karistirici yardimi ile 5-10 dakika karistirildiktan ve
ultrasonik banyoda havasi kovulduktan sonra uygun filtrelerden vakum uygulanarak
stiziilmesi gereklidir. Sulu karigimlar1 hazirlamak icin kullanilan suda ayirmay:
etkileyecegi i¢in bu su 6zel bir itina ile cam kaplarda iki kez destile edilmek suretiyle

hazirlanmis olmal1 ve 48 saat i¢inde tiiketilmelidir.

Mobil faz olarak tampon ¢6zelti kullanilmasi halinde, bu ¢ozeltilerin taze hazirlanmis
olmasi, o giinliilk calismanin sonunda kolonun destile su ile yikanmasi ve sonra
kolondan organik ¢oziicii gecirilmesi gerekmektedir. Tampon ¢ozeltiler i¢inde kiif ve
bakteri iiremesi, diger mobil fazlara gore ¢ok daha hizli oldugundan ve ayrica
tampon ¢oOzelti icindeki maddeler kolon i¢inde kristallenerek kolonu
tikayacaklarindan bu c¢ozeltilerin kolon iginde birakilmamasina o6zel bir dikkat

gostermek yerinde olur.

Cozeltilerin enjeksiyon i¢in hazirlanmasinda kullanilacak ¢oziiciilerin se¢imi de
Onem arz etmekte ve ayrilacak analiz 6rneginin mobil fazda ¢oziinebilmesi i¢in ideal
durum olmaktadir. Eger ayrilacak 6rnek mobil fazda iyi ¢oziinmiiyorsa, bu takdirde
mobil fazla karisabilen ve dedektor cevabi kiiciik olan bir ¢éziiciide ¢oOziildiikten
sonra sisteme enjekte edilmektedir. Bu ikinci durum s6z konusu ise omuzlu ve genis

piklerin olusumunu 6nlemek i¢in enjeksiyon hacmi kiigiik tutulmalidir.

On hazirliklar tamamlandiktan sonra calisma igin secilmis kolon, dolduruldugu
yonde cihaza takilir; pompa, dedektor ve kaydedici, ¢aligma kosullarinin gerektirdigi
bi¢cimde ayarlanir, kolon i¢inden 5-10 mL mobil faz geg¢irildikten sonra ideal hacim
olan 20uL soliit sisteme enjekte edilir ve kromatogram alinir. Alinan bu ilk
kromatogram incelenerek daha iyi bir kromatogram elde edebilmek icin akis hizinda,
hassasiyette ya da enjeksiyon hacminde gerekli degisiklikler yapilir. Bu
degisikliklere karsin pik ya da pikler gerek sekil gerekse ¢oziimlenme bakimindan
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istenen nitelikte degilse mobil fazda degisiklik yapmak, bununla da istenen sonug
almamiyorsa kullanilan kolonda bozunma olup olmadigina bakmak, ayrica en uygun
kolonun segildiginden emin olmak gerekir. HPLC ¢aligsmalarinda kolon, aletin beyni
oldugundan, 6mriinii uzatmak {izere baz1 6nlemler alinmakta ve bu 6nlemler arasinda

uygun bir mobil faz ile uygun pH’1n se¢imi en 6nemli yeri almaktadir [25].

6.4. Kantitatif Analiz

Bir maddenin tiim bilesenleri birbirinden ayrilmiglarsa, bunlarin miktar analizleri igin
mubhtelif teknikler kullanilabilir. Her bir bilesen ayr1 bir fraksiyon alarak toplanabilir
ve bu fraksiyonlarin her birinde tek tek kantitatif analiz yapilir. Kantitatif analiz
titrasyon islemi veya baska tiir bir cihazla yapilabilir. Hangi analiz ydntemi
kullanilirsa kullanilsin, fraksiyondaki bir bilesenin mutlak miktari, fraksiyon hacmi
ile konsantrasyonlarin matematiksel c¢arpimlarina esittir. Ancak bu ortalama
konsantrasyon, genellikle daha kolay olarak fraksiyonlar1 toplamadan da 6lciilebilir.
Olgiim kii¢iik orandaki bir sivinin dedektor iginden gegtigi sirada yapilir. Cikis
cevabi lineerdir, maddenin konsantrasyonu zamana gore ¢izilmis grafigin altindaki

alanla orantilidir [24].

Kantitatif analiz yapilirken lineer regresyon metodundan faydalanilir. Lineer
regresyon veya en kiigiik kareler yontemi, iki degiskenin korelasyonunu belirlemek
icin kullanilir. Verinin bir seti y ekseni {izerinde diger seti x ekseni iizerinde
gosterilir ve en kiiglik kareler metodu ile bir dogru elde edilir. Spektrofotometrik

analiz i¢in dogrusal lineer iligki teorisi Lambert-Beer yasasi olarak adlandirilir.

Bu yasa c¢ozeltideki ¢oOziinen tiirleri ile onlarin konsantrasyonlarini ve numune
hiicresinin 151k yolunu elektromanyetik 1s1nin absorbansina baglar. Analizin
yapilacagl bir dalga boyu ile absorbans spektrumunda bir maksimum segilmesi

genellikle iki nedenden dolay1 segilir:
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En yiiksek tepe noktasi molar absorptivitenin en yiiksek oldugu degeri gosterir ve
dolayisiyla bu deger de analizin duyarliliginin bir gostergesidir ve su sekilde

gosterilir:

A=¢cl

A, ¢Oziinenin absorbansidir.
=-logT

T, transmitans (gecirgenlik ),

g, ¢0zlinenin molar absorptivitesi,

1, hiicrenin 151k yolu uzunlugu,

¢, ¢ozlinenin konsantrasyonudur.

HPLC analiz yonteminin ilk asamasi bilinen analit konsantrasyonlar1 igeren standart
cozelti serileri hazirlamak, bu serilerin kromatogramlarim1 6lgmek ve kalibrasyon
egrisini ¢izmektir. Elde edilen kalibrasyon denklemi y = m x + b seklinde yazilir. Bu

esitlik Beer kuralinin deneysel versiyonudur.

A=mc+b

Burada m; egimi, b; dogrunun y eksenini kestigi noktay1 gostermektedir.

Bilinmeyen konsantrasyonu bulmak normal olarak yeterli degildir. Sonucun
ispatlanabilmesi igin bazi deliller olmalidir. Ispatin genel 6l¢iimii standart sapmadir.
Konsantrasyon, bilinmeyenin kalibrasyon egrisine dayandigindan, sonucun standart

sapmasi kalibrasyon egrisinin ispatinin ayni parantez i¢ine alinmasiyla hesaplanir.
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SC:

2, N2
e
Kalibrasyon egrisinden, (S;) hesaplanan bilinmeyen bir konsantrasyonun standart
sapmas! egimin standart sapmasina (Sp), regresyon oranina (Sy), kalibrasyon egrisi
icin yapilan Olgtimlerin sayisina (N) ve Ornegin ka¢ kere Ol¢iilmiis olduguna (L)
baghdir. Hassasiyet ayn1 zamanda kalibrasyon egrisinin merkezinden yapilan ve (Y.

—y)? olarak ifade edilen 6l¢iim araliginin karesine de baglhdir [24].

Sivi kromotografisinde, kromotogramdaki piklerin alan1 ya da yiiksekligi, miktar
tayini yapilacak maddenin konsantrasyonu ile dogrusal bir iliski i¢inde oldugu zaman
yani dedektor cevabi ile konsantrasyon arasinda dogrusal iliski olmasi halinde ii¢
yolla miktar tayini yapilmaktadir. Bunlar internal standart yontemi, eksternal standart

yontemi ve standart ilavesi yontemidir.
6.4.1. internal standart yontemi

Bu yontemde yap1 bakimindan analizi yapilacak 6rnege benzeyen, farkli alikonma
zamanina sahip olan ve miktar1 bilinen bir standart, soliitle birlikte sisteme enjekte
edilmekte ve bu suretle 6rnek hazirlamadan, cihazdan, teknikten vb. gelen hatalar
minimuma inmektedir. Internal standardm pik alani ( ya da pik yiiksekligi ) ile
karigimdaki analizi istenen maddenin pik alani ( ya da pik yiiksekligi ) kiyaslanarak

miktar tayini yapilmaktadir.

Bir internal standart icin gerekli kosullar su sekilde siralanmaktadir:
1) Karigimin igerdigi maddelere ait tiim pikler i¢in kullanilabilir olmalidir.

2) Karisimdaki tek bir maddenin analizi yapilacaksa internal standardin alikonma

zamani, bu maddenin alikonma zamanina yakin olmalidir.

3) Madde piki (ya da pikleri ) ile yakin konsantrasyona ve benzer dedektdr cevabina

sahip olmalidir.
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4) Ornekteki maddelerle reaksiyon vermemelidir.

5) Cok saf olmali ve kolayca saglanabilmelidir.

Internal standart yonteminde hem kalibrasyon egrisi hazirlamak hem de cevap
faktorii elde etmek icin internal standart disinda analizi istenen madde veya
maddelerin referans standartlarina da gerek vardir. Bu amagcla internal standart ve
referans standart maddenin bilinen miktarini i¢ceren bir karisim hazirlanir ve cihaza

enjekte edilir.

Kalibrasyon egrisi ¢izmeye yarayan diger bir yontemde ise, internal standart ile
referans maddenin stok c¢ozeltilerinden seyreltme yapilmakta ve her birine aym
miktarda ( ortalama bir degerde ) internal standart ilavesinden sonra enjeksiyon
yapilmakta; pik alanlar1 oran1 (Ax/Ais) ordinata, konsantrasyonlar absise yazilarak

hazirlanan kalibrasyon egrisi ile de miktar tayin edilmektedir [25].

6.4.2. Eksternal standart yontemi

Bu yontemde, ya miktar tayini yapilacak maddeye ait referans standardin belli
miktarlar1 sisteme enjekte edilerek bir kromatogram elde edilip bilinmeyenin pik
alan1 (ya da pik yiiksekligi) ile kiyaslanir ya da referans standardin degisik
konsantrasyonlardaki bir seri ¢ozeltisi hazirlanir ve her biri ayn1 hacimde olmak
kosulu ile sisteme enjekte edilir; pik alanlar1 (ya da pik yiikseklikleri) kullanilmak
suretiyle bir kalibrasyon egrisi ¢izilir ve bilinmeyenin pik alanindan (ya da pik

yliksekliginden) miktara gecilir [25].

6.4.3. Standart ekleme yontemi

Kalibrasyon egrileri icerigi bilinen standartlarla analitin kiitle, hacim veya
konsantrasyonunun  grafigidir.  Gelen  sinyaller  neticesinde  absorbans,
elektromanyetik 1s1manin emilsiyon siddeti, elektrokimyasal hiicrenin potansiyeli

veya akimi, kromatografik pik alani vb. degerler oOl¢iilebilir. Veriler genellikle
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dogrudan grafige aktarilir. Grafik lizerinde dogrusal bir ¢izgi elde edilmis fakat bazi
noktalar disarida kaliyorsa lineer regresyon analizi ile en optimum dogru elde
edilebilir. Kalibrasyon grafiklerinin kullanimi kolaydir. Ciinkii numune icindeki
analit konsantrasyonu egriden kolayca okunabilir veya egrinin dogrusal oldugu

yerdeki faktori kullanilarak hesaplanabilir.

Kalibrasyon egrisi yonteminde saf su i¢inde ¢oziindiiriilmiis saf bilesiklerden elde
edilen standart ¢ozeltiler kullanilir. Diger taraftan 6rnegin icinde bulunan bilinmeyen
diger maddeler ve diger bilesik matrisleri analiz islemi iizerinde girisimlerde
bulunarak biiyiik sistematik hatalarin yapilmasina neden olurlar. Buna matris etkisi

denir ve bunu 6nlemenin iki yolu vardir.

Bunlardan bir tanesi standart ¢dzeltilerin i¢ine bilinmeyen 6rnekte bulundugu tahmin
edilen maddeleri katmaktir. Bu yontemin zorlugu bilinmeyen ¢d6zelti igindeki
yabanci maddelerin ne olduklarin1 tahmin etmektir, zira matris bazen ¢ok karmasik

bir karisim olabilir.

Daha genel bir yaklasim da saf ¢6ziicli ve saf bilesik yerine 6rnekten bir standart
hazirlamaktir. Burada bilinmeyen ¢dzeltinin absorbansi 6l¢iiliir, i¢ine belli miktarda
bilinen bir bilesik ilave edilir ve dlgiim tekrarlanir. Tki ¢ozelti ilave yapilmadan dnce
ve ilaveden sonra ayni igerige sahip olmalidirlar. Ayrica icerige uygunluk saglamak
icin bilinmeyen ¢ozeltiden pipetle birbirine esit miktarlar almip, iki dereceli
erlenmayer sisesine aktarilir ve ikisine de su ilave edilerek ayni hacme getirilir.
Analizi yapilacak ¢ozeltiye belirli miktarlarda konsantrasyonu bilinen bir madde

ilave edilir ve bu isleme Standart Ekleme yontemi adi verilir.

Genel olarak kalibrasyon egrisi yonteminde Ornege muhtelif standart ilavesi ile
olusturulan egride en diizglin dogru elde edilir. X-ekseni ilave edilen standardin
konsantrasyonu ise (Spike konsantrasyonu) Beer Kanununa goére egrinin lineer

olmasi gerekir [24].
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Sekil 6.1.Standart Ekleme Egrisi Dogrunun y eksenini kestigi nokta bilinmeyen Ornegin standart

ilavesi yapilmadan verdigi absorbanstir. Bilinmeyen Ornegin konsantrasyonu x-kesintisinden

hesaplanabilir

6.5. HPLC ile Yapilan fla¢ Analizi

Yiiksek basingli sivi kromatografisi, degisik alanlarda karsilasilan birgok analiz
sorununa ¢Oziim getirmek tizere son 20 yildir basariyla kullanilmakta; farmostik
endiistrideki 0nemi ise, ilag etken maddesinin tek halde ya da preparat icindeki
analizini hizli, duyarli ve giivenilir bir sekilde yapabilmesinden kaynaklanmaktadir.
Bu analizler saflik, kalite kontrolii, stabilite tayini ve reaksiyona girmemis sentez
ilkel maddelerinin saptanmasi alanlarin1 kapsamakta, Ornegin izoniyazid ve
hidralazin i¢indeki hidrazin, aspirin i¢indeki salisilik asit ve diger safsizliklar vb.

HPLC yardim ile kolayca saptanabilmektedir.

Yiiksek basingli sivi  kromatografisi, biyolojik materyaldeki ilag ve ilag
metabolitlerinin analizine de olanak saglamakta ve bu baglamda plazmadaki ilag
diizeyinin saptanmasi, doz ayarlanmasi, biyoyararlilik gibi konulara ait ¢aligmalar
yapilmaktadir. Bu tiir ¢alismalarda kullanilacak 6rnek, diger metotlara gore daha
kolay hazirlanabilmekte ve proteinler ¢oktiiriildiikten, partikiiller siiziildiikten sonra
cihaza verilebilmekte, bazi durumlarda Ornegin idrarla calisirken sadece siizme

islemi bile 6rnegi cihaza enjekte etmek i¢in genellikle yeterli olmaktadir.



BOLUM 7. DENEYSEL KISIM

7.1. Enstrumentasyon ve Mobil Faz

Absorpsiyon dl¢limleri i¢in Shimadzu UVPC yazilimi yiiklenmis bir Shimadzu UV-
240 cift 15l UV-VIS spektrofotometresi kullanildi. Olgiimlerde 1 nm slit aralig
kullanild1 ve spektrumlar 0,1 nm araliklarla elde edildi. Verilerin diizenlenmeleri,

regresyonlar ve istatistiksel analizler i¢in UVPC ve EXCEL yazilimlar1 kullanildi.

ESI-MS 6l¢timleri Finnigan LCQ iyon trap MS (San Jose, CA, USA) cihaziyla
yapildi ve Xcalibur (v. 1.2) yazilimi ile elde edilen sonuglar degerlendirildi. Standart
bir Finnigan elektrosprey aleti pozitif ve negatif iyon modunda g¢alistirildi. Kiitle
Ol¢iimleri i¢in ¢alisma kosullari; kapiler sicakligi, 200 °C; kapiler voltaji, (£) 20,0 V;
iyon sprey voltaji, () 4,5 kV; ¢oziicli buharlagtiric1 gaz akis hizi1 20 birim olarak
secildi.

Kromatografik c¢alismalarda bir Agilent 1100 HPLC (Agilent Technologies, Inc.,
California, USA) sistemi kullanildi. Bu sistem dortlii bir pompa sistemi, otomatik
numune verici, termostatlt kolon kompartimani ve diyot array dedektoriine (DAD)
sahiptir. Elde edilen verileri islemek i¢in Hawlet-Packard tarafindan yazilan HP
Chem Station yazilimi kullanildi. Karisimlarin ayrilmasi ise Waters Symmetry © C18
kolonu (5 pm 4,6 x 150 mm) kullanilarak gerceklestirildi. Akis hiz1 0,8 mL/min ve
enjeksiyon hacmi 20 uL olarak kullanildi. Hareketli faz giinliik olarak hazirlandi ve

0,45 um membran filtreden gegirilerek siiziildii.
7.2. Ticari Tablet Formulasyonu
Metot gelistirme i¢in 875 mg AMX, 125 mg KLV iceren bir ticari tablet

formiilasyonu (I. E. ULAGAY, TURKEY tarafindan iiretilmis Croxilex“-BID 1000
mg kapl tabletler Batch n0.401006 ) kullanildi. Biitiin 6nerilen metotlar bu tablet
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iizerinde uygulandi. AMX, KLV, ASP ve CLN Tiirk Farmakoloji firmalar tarafindan

saglandi.

7.3. Standart Cozeltiler

35 mg/100 mL AMX, 25 mg/100 mL KLV, 30 mg/100 mL ASP ve 30 mg/100 mL
CLN igeren stok cozeltiler su ile hazirlandi. Olusacak bozunmalardan dolay1
meydana gelecek hatalar1 6nlemek amaciyla deneyin her seti i¢in taze ¢ozeltiler
hazirlandi. AMX icin 21-49 pg/mL ve KLV icin 3-7 pg/mL igeren ¢ozeltilerin
standart bir serisi stok ¢ozeltiler kullanilarak hazirlandi. Ug¢ metot icin aym
konsantrasyon araligindaki ¢ozeltiler kullanildi. ESI-MS c¢aligsmalari igin 30 pg/mL
internal standart (IS) her bir ¢ozeltiye eklendi. Biitiin kalibrasyon denklemleri ii¢

farkli ol¢iim kullanilarak elde edildi ve final sonuglar1 bunlarin ortalamasi alinarak

elde edildi.

7.4. Tablet Analizi

Tablet ¢ozeltisi hazirlanmasinda, 10 tablet tartildi ve bir havanda toz haline getirildi.
Bu 10 tabletin ortalamalarindan bir tablet miktar1 kadar tartilarak 100 ml kalibreli bir
volumetrik sisede 100 ml su icerisinde ¢oziildii. Hazirlanan ¢ozeltiler 0,45 pm tek
kullanimlik membran filtrelerden siiziildii. Final ¢ozeltisi deneysel ¢aligmalar igin

caligilacak konsantrasyon araliina seyreltildi.



BOLUM 8. SONUCLAR VE TARTISMA

Sekil 8.1 AMX ve KLV’ her ikisinin suda alinmis absorpsiyon spektrumlaridir.
Bilesiklerin absorpsiyon spektrumlari iki etken maddenin dramatik konsantrasyon
farklarin1 gosterir ve her iki bilesik icin ¢akisan spektrumlarinin spektrofotometrik
coziimlenmesi i¢in bazi kisitlamalar getirir. Bu karisim tabletlerin her iki etken
maddesinin kantitatif tayini icin metotlarin avantajin1 gosteren miitkemmel bir modeldir.

Birinci tiirev metodu bir karisim i¢indeki etken maddelerin ¢dziimlenmesini saglayan
sifir kesim noktast [7-12] kullanir. Sifir kesim noktasi metodu karisimlarin ¢akisan
spektrumlart i¢in dezavantajlara sahiptir. Calisilan dalga boylarinda bazi kiiciik
kaymalar olmasi ve tiirev spektrum piklerinin genellikle ¢alisilan dalga boylarina uygun
diismemesi riskleri vardir ki bu durumun spektrumun egimi ¢ok yiliksek oldugu zaman
kesinlik ve dogrulukta kayip ve diisiik hassasliga neden olmasi gibi tehlikeleri vardir

[19].
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Sekil 8.1. Suda AMX (---) ve KLV (—)absorpsiyon spektrumlari
al -a5; 21 pg/mL’ den 49 pg/mL’ ye AMX konsantrasyonlarini gosterir
bl -b5; 3 pg/mL’ den 7 pg/mL’ ye KLV konsantrasyonlarini gosterir

Sekil 8.2 AMX ve KLV i¢in kalibrasyon asamasinda birinci tlirev spektrumlarini
gosterir. AMX uygun kalibrasyon i¢in yeterli sinyal yogunlugunu saglarken, KLV daha
iyl bir kalibrasyon icin yeterli acikligi gostermez. Birinci tiirev ayrica spektrumun
giiriiltii seviyesini de arttirir ve bu durum belirli sifir kesim noktalarinda sinyal

yogunlugunun okunmasini daha da zorlagir.

Tiirev spektrumlarinda sinyalin giiriiltilye oranin1 ve pik seklini etkileyen ana
parametrelerden biri AL degeridir. Bu parametre iyi ¢oziimlenmis genis bir pik vermesi
icin iyilestirilmis olmalidir 6rnegin; tayinde yiiksek hassaslik ve iyi segicilik vermesi
gibi. Daha yiiksek AA degerlerinde sinyal-giiriiltii oran1 daha iyilesir boylece tiirev

spektrumundaki inis c¢ikislar azalir. Ayrica, eger AA degeri asir1 yliksek olursa ikinci
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tiirevin spektral yogunlugu kotiiye gider. AL 'nin ¢esitli degerleri test edildi ve uygun

sinyal-gliriiltli oranin1 vermesi amaciyla A=5 nm segcildi.
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Sekil 8.2. Suda AMX (---) ve KLV (—) birinci tiirev spektrumlari
al -a5; 21 ug/mL’ den 49 pug/mL’ ye AMX konsantrasyonlarini gosterir
bl -b5 ;3 pg/mL’ den 7 pg/mL’ ye KLV konsantrasyonlarint gosterir

Tiirev spektrofotometrisi bir spektral egrinin matematiksel tlirevlerinden birinin
cizilmesi ve hesaplanmasini kapsar. Bdylece, ¢cok bilesenli sistemlerin ¢oziimlenmesi,
azaltilmig Ornek tiirbidimetresi ve spektral detaylarin azaltilmasi gibi bir¢ok analitik
probleme uygun c¢oziimler getirir. Bagka yerlerde de tiirev spektrofotometrisinin teorik
kismini1 bulmak miimkiindiir [7-12]. Tiirev-UV spektrofotometrisinin ¢dziimlenmesinin
arttirtlmasi ilaglarin tayinleri i¢in avantaj olarak kullanilir. Bilindigi gibi daha yiiksek
dereceli tiirevler daha sivri pik genlikleri, ama verilen bir egri i¢in bant genisligi daha
diisiik tlirev absorbans birimleri verir [19]. Tiirev derecesinin en iyi se¢imi genis
perdelemelerin daha ¢ok azaldigi zamandir. Bizim durumumuzda KLV i¢in verdigi

diisiik absorpsiyon degerlerinden dolay1 birinci tiirev secildi.
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Sekil 8.3 internal standart varliginda s6z konusu bilesiklerin negatif iyon ESI-MS

spektrumlarii gosterir. Spektrumlar hi¢bir 6n ayirma teknigi olmaksizin alindi.
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Sekil 8.3. Suda AMX 35 pg/mL, KLV 5 pg/mL ve IS 30 pug/mL tablet formiilasyonunun negatif iyon
ESI-MS spektrumlart MS kosullari: negatif ESI modu; 1sitilmus kapiler sicakligi, 200 °C; kapiler voltaji, -

4,5 kV; ¢oziicli buharlastirici gaz akis hizi, 20 birim

Spektrumlardaki biitiin pikler tespit edildi ve pik yiikseklikleri kantitatif ¢alismalar i¢in

kullanildi. Calisma parametreleri {i¢ bilesigin karisim ¢ozeltisi 5 pL/min bir hacimle

kiitle spektrometrisine direkt enjekte edilmesiyle belirlendi. Degisik kiitle spektrometrik

kosullar (ESI probe sicakligi, kapiler voltaji ve koni voltaji) arastirildi. ESI probe

sicakligi kabul edilebilir en diisiik sicakliga ayarlandi (200 °C). Kapiler voltaj1 internal
standart varliginda AMX ve KLV tayini i¢in -4,5 kV’ta sabit tutuldu. AMX’da kiitle

spektrumu elektrosprey kaynagindaki iyonizasyondan sonra m/z 363.9’te deprotone
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olmus tirler, [AMX-H], verdi. KLV ’in negatif iyon ESI spektrumu m/z 197.9°de
deprotone bir pik verdi, [KLV-H]. Kantitatif caligmalar i¢in m/z 178.9’de internal
standardin deprotone bir molekiiler iyonu, [M-H], kaydedildi. Bu ¢alismada bu iki
bilesigin negatif iyon ESI-MS spektrumlar1 tablet igeriginden higbir perdeleme
olmadigint kanitlamak igin alindi. 728.9 amu’da gosterilen pik c¢ozeltideki AMX
[2AMX-H] ’nun dimer olusturdugunu gosterir ve bu pikin yogunlugu konsantrasyon
arttikga artar. Bu durum ayni zamanda ¢ozeltideki AMX’un miktarini kantitatif olarak
belirlemek i¢in bagka bir firsat verir. Ayni1 zamanda pozitif iyon modunda ¢alisilarak
baska bir ESI-MS metodu gelistirildi. Temel olarak, KLV pozitif iyon modunda kendi
basina bir¢ok potasyum ve sodyum kompleksleri olusturur. AMX gibi diger potasyum
kapan bilesikler KLV’ ESI-MS spektrum profilini degistirdi ve goériilmesini imkansiz
hale getirdi.

Pozitif iyon modunda, KLV’in miktarim1 tayin etmek icin AMX’un potasyum
kompleksini kullandik. Ciinkii AMX’a biitiin potasyum KLV tarafindan saglanmis
olacak ve [AMX+ K]™nin pik yogunlugu Kkantitatif ¢alismalar igin kullamilabilir
olacaktir. Sekil 4 tablet iceriginin pozitif iyon modunda spektrumlarini gosterir ve set igi
spektrumlar KLV’1n sudaki pozitif iyon ESI-MS spektrumlarin1 gosterir. Pozitif iyon
modunda CLN’ yi internal standart olarak kullandik. Bu antibiyotigi segmemizin nedeni
hi¢bir sodyum veya potasyum kompleksi olusturmamasiydi bu durumda kantitatif
caligmalarin pozitif iyon modunda yapilmast miimkiin oldu. CLN ¢ok iyi pozitif iyon
spektrumu vermesine ragmen, hi¢ negatif iyon spektrumu vermez dolayisiyla negatif
iyon caligmalar1 i¢cin ASP kullandik. Spektrumlar kantitatif ESI-MS calismalarinda
neden negatif iyon modunun esas metot olarak secildigi hakkinda bilgi verdi. Bunun
sebebi pozitif iyon modundaki spektrumlarda KLV pikinin yoklugu ve temel olarak

kantitatif caligmalar i¢in basit MS spektrumlari1 vermesidir.
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Sekil 8.4. Suda AMX 35 pg/mL, KLV 5 pg/mL ve IS 30 pg/mL tablet formiilasyonunun pozitif iyon ESI-
MS spektrumlari I¢ resim suda KLV pozitif iyon spektrumlarini gosterir

MS kosullari: pozitif ESI modu; isitilmig kapiler sicakligi, 200 °C; kapiler voltaji, 4,5 kV; ¢oziicii
buharlastirict gaz akis hizi, 20 birim

Sekil 8.5’de her iki bilesigin kromatogrami gosterildi. Elde edilen kromatogram birbirini
perdeleyen higbir pik olmadigimi gosterdi. AMX ve KLV’in alikonma zamanlari
strastyla 2,2 ve 4,5 dakikaydi. Rutin 6rnek analizinde 6 dakikalik kromatografik yiirlitme
siiresi yeterliydi. Bu kromatografik ¢alismada internal standart kullanilmadi. Her bir

kromatografik yiirlitmenin normalizasyonu i¢in toplam pik alanlar1 kullanildi.

8.1. Birinci Tiirev Metodu

Spektrumlarin tiirevleri AA=5 nm araliklarla hesapland1 ve sonugta elde edilen spektrum
Sekil 8.2’de gosterildi. En iyi kalibrasyon denklemi i¢in farkli AA degerleri denendi ama
hesaplamalar i¢cin en uygun olarak AA=5 nm degeri bulundu. Bilesiklerin absorpsiyon
spektrumlariin tiirevi alindiktan sonra iki farkl kalibrasyon denklemi kurabilmek i¢in

sifir kesim noktalar1 belirlendi. Her bir bilesik icin sentetik karigimlarda ve tabletlerde
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konsantrasyon hesaplamalarinda kullanilabilen diiz ¢izgiyi veren diger bilesigin
absorpsiyon degerlerine karsilik gelen konsantrasyonlarin grafigi cizildi. Ayni1 metot
diger bilesik i¢in de uygulandi. Ikili bir karisimdaki AMX ve KLV miktarlar1 sinyallere
orantil1 olacak sekilde bulundu ve kalibrasyon denklemlerinin istatistiksel parametreleri

Tablo 8.1°de 6zetlendi.
8.2. ESI-MS Metot

Iki ilacin negatif ve pozitif iyon ESI-MS spektrumlar1 ve internal standartlari sirastyla
Sekil 8.3 ve Sekil 8.4’te gosterildi. Negatif iyon spektrumunda ASP internal standart
olarak kullanildi.

DA A, Sig=220,3

mAU 4.5
40 ” AMX

35

30
KLV

2.2
25 n
20

15

Siddet

10

1 2 3 4 6§ 6 45 6min

Alkonma zamani (min)

Sekil 8.5. Suda AMX ve KLV HPLC kromatogrami; kromatogramlar en yiiksek konsantrasyonlarda alindi
(Her iki ilag i¢in KLV i¢in 7 pg/mL ve AMX i¢in 49 ug/mL )
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Spektrumlarda bilesiklerin hepsini ve ek pikleri gormek miimkiindiir. AMX ¢o6zeltide
protone olmus dimer verir, bu yiizden biz de en iyi kalibrasyon denklemlerini elde etmek
icin ayn1 bilesik i¢in ilgili biitiin pikleri yogunluklarin1 birbirine ekleyerek dahil ettik.
Pozitif iyon ESI-MS internal standart olarak CLN’yi kullandi dolayisiyla ek pikler
olusturdu ve biz hesaplamalar i¢in ayn1 prosediirii uyguladik. Elektrosprey temel olarak;
isitilan kapiler sicakligi, kapiler voltaji, skimer voltaji ve ESI kaynagindaki diger birgcok
parametreye bagli olarak degisik pikler {iiretti. Bu calismada ESI kaynagi en iyi
iyonlagma saglamak, biliylik molekiil topluluklar1 olusumunu O6nlemek, kolay
iyonlagabilen madde engellemelerini gidermek ve iyonlarin par¢alanmalarin1 6nlemek
icin optimize edildi. Kalibrasyon prosediirii icin AMX, KLV ve IS’in kalibrasyon
standartlar1 analiz edildi. AMX ve KLV’ pik yikseklikleri IS pik yiiksekligine
boliinerek normalize edildi. Bu normalize edilmis degerlerle konsantrasyonlar arasinda
dogrusal bir iliski oldugu gozlemlendi ve ilgili dogru denklemleri Tablo 8.1°de
gosterildi. Biitiin durumlarda kalibrasyon egrilerinde geri hesaplanan konsantrasyonlar
nominal degerlerin 5 %’1 i¢indeydi ve konsantrasyon ve elde edilen dedektdr sinyalleri

arasindaki iliski dogrusal model kabul edilebilir bulundu.

8.3. HPLC Metodu

Sekil 8.4’te verilen kromatogram 21-49 pg/mL AMX ve 3-7 pg/mL KLV
konsantrasyonlarina karsilik gelir. Dedektér karsiligt pik alant olarak o6lciildii.
Kromatografik ayirma Waters Symmetry ® C18 Column 5 pm 4,6 x 150 mm
kolonunda, oda sicakliginda ve 0.1 M fosfat tampon (pH=8) ve asetonitril (v/v,
60:40)’ den olusan mobil fazda gergeklestirildi. Akis hiz1 20 puL enjeksiyon hacmi
ile 0,8 mL/min olarak ayarlandi. Calismalar sirasinda internal standart kullanilmadi.
Kalibrasyonlar i¢in biitiin pikler her bir kromatogramdaki her bir ilacin pik alanina
karsilik toplam alami kullanilarak normalize edildi. Biitiin enstriimental ve deneysel
parametreler s6z konusu metotlar i¢in en iyi sinyal-giiriilti oranini elde etmek igin
tyilestirildi. Tiirev hesaplamalar1 i¢in tiirev isleminden sonra azalan yogunluklara bagh

olarak bilesiklerin sinyal yogunluklart o6nemlidir. ESI-MS durumu icin kiitle
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spektrometrisinin diisiik tayin limitine bagli olarak sinyal yogunlugu problem olmaz. Bu
metotta saglam bir metot elde etmek i¢in onemli parametreler ¢ozeltilerin hazirlanmasi

ve ESI kaynak parametreleridir.

8.4. Metot Validasyonu

Her iki ila¢ i¢in de; AMX i¢in 2149 pg/mL, KLV i¢in 3—7 pg/mL konsantrasyon
araliklar1 iizerinden bes noktali kalibrasyon egrileri olusturuldu. Bu konsantrasyon
aralig1 spektrofotometrik metot gelistirme igin kullanilan ve absorpsiyon ¢aligmalari igin
beklenen ila¢ konsantrasyonu baz alinarak segildi. ESI-MS ve HPLC calismalar
ilaglarin iyilestirilmis pik alanlarina karsilik konsantrasyonlarin grafigi cizildi ve
konsantrasyon araliklar1 i¢inde dogrusallik bulundu. Saf ilaglarin ve karigimlarin
regresyon denklemleri arasinda benzerlik gozlemlendi ki bu da bir ilacin varliginda
digerinin tahmininde herhangi bir perdeleme olmayacagin1 gostermektedir. Kalibrasyon
grafiklerinden regresyon denklemleri egimin (Sb) ve kesimin (Sa)’ standart sapmalari
hesaplandi. Kalibrasyon grafiklerinin dogrusalliklar1 ve absorpsiyon dl¢limlerinin Beer
kanunlarina uyumu regresyon denklemlerinin korelasyon katsayilarinin (r) yiiksek
degerleri sayesinde kanitlandi. Tablo 1’de elde edilen kalibrasyon denklemleri ve hata
degerleri gosterilmistir. Saf formdaki AMX ve KLV i¢in ve her iki ilacin sentetik
karisimlart igin ve tabletlerin igerikleri i¢in geri kazanim yoluyla uygulanan metotlarin
kesinligi ve seciciligi kanitlandi. Sentetik karisimlar1 hazirlamak i¢in kalibrasyon i¢in
kullanilan stok cozeltileri seyreltildi. Metotlarin yiizde geri kazanimlart 100 + 5%

civarinda bulundu (Tablo 8.2).



52

Tablo 8.1. Ug farkli metottan elde edilen kalibrasyon grafiklerinin istatistiksel sonuglar

Metot flag A Regresyon denklemi r SE(m) SE(n) SE(r)
Db AMX 284.4 A=-2.91E-04Camx-1.20E-05 0.9997 6.15E-06 | 2.24E-04 | 1.36E-04
KLV 230.4 A= 8.88E-04Cx, v - 1.76B-02 0.9991 | 212E-06 | 221E-04 | 134E-04
ESI-MS AMX - A= 3.56E-02Cmx - 2.95E-01 0.9957 | 1.40E-03 | 4.91E-02 | 2.99E-02
NEGATIF KLV - A=7.67E-02Cx1y - 2.72E-01 0.9919 | 400E-03 | 4.15E-02 | 2.52F-02
ESI-MS AMX - A= 6.67E-02Cpux - 2.03E-01 0.9965 | 230E-03 | 8.29E-02 | 5.04E-02
POZITIF KLV - A=1.95E-01Ckpy - 8.81E-01 0.9981 4.90E-03 | 5.11E-02 | 3.11E-02
KLV 220 A= 2.06E-02Cky - 6.40E-03 0.9973 8.75E-04 9.10E-03 5 50E-03
D = Birinci tlirev
C = Konsantrasyon (pg/mL)
A = AMX ve KLV igin secilen dalga boylarinda genlikler
r = Regresyon katsayist
SE(r) = Dogrusal regresyonun standart hatasi
SE(m) = Egimin standart hatasi
SE(n) = Kesimin standart hatas1

Farmakolojik tabletteki icerigin perdelemeleri lic metotla detayl sekilde g¢alisildi. Bu
ylizden bu iki bilesigi iceren standart ekleme teknigi ticari tabletlere uygulandi. Standart
ekleme metodunun uygulanmasinda uygulanan metotlarin standart hatalari, standart
sapmalar1 ve nispi standart sapmalar1 alti sonu¢ i¢in hesaplandi ve Tablo 8.3 te
gosterildi. Elde edilen sonucglara gore, bu metotlar i¢in iyi bir kesinlik ve dogruluk
oldugu gozlendi. Sonug olarak iki bilesigin analizinde tablet icerigi engellemeye neden
olmaz. Bu sonuglar ayn1 zamanda tablet iceriginin ¢ok fazla perdeleme etkisi olmadigini

kanutlar.
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Tablo 8.3. Onerilen kalibrasyon teknikleri tarafindan ticari tablete uygulanan standart ekleme metodunun
sonuglari

D . ESI-MS HPLC
ESI-MS NEGATIF POZITIF

AMX KLV | AMX KLV | AMX KLV AMX KLV
ORTALAMA 34.9 483 | 3485 491 | 3521 5.04 | 3465 4.83

SD 1.22 0.13 0.92 0.06 | 1.52 1.59 0.09 0.11
RSD 3.5 1.31 263 064 | 1.51 1.58 0.27 1.16
SE 0.71 0.07 053 0.04 | 062 0.65 0.05 0.06
CL(0.05) 2.81 0.29 2.11 0.14 | 1.22 1.27 0.22 0.26

Tayin limitleri (LOD) ve kantitatif (nicelendirme) limitler (LOQ) kalibrasyon
verilerinden hesaplandi ve Tablo 8.4’te gdsterildi. LOD ve LOQ metodun hassasligina
karar verir. LOD analitin tespit edilen en kiigiik konsantrasyonu iken LOQ minimum
Slgiilebilen konsantrasyondur. AMX ve KLV igin bunlar sirasiyla 0,87 ve 0,47 pg mL™
diizeylerindedir. LOQ degerleri AMX ve KLV igin sirastyla 2,01 ve 0,99 ug mL™ dir.
Metodun segiciligi farmakolojik preperasyonun test edilmesiyle tespit edilir. Bu sonuglar
her iki tayin ve kantitatif limitlerinin kabul edilebilir aralikta oldugunu gosterdi. Tablo
8.4 AMX ve KLV’in dort metot icin LOD ve LOQ degerleri hakkinda detayli bilgi
gosterir.

Ticari tablet denemelerinde uygulanan metotlar degerlendirildi. Alt1 esdeger numune
tayini yapildi. Her iki ilacin geri kazanimlari i¢in uygun sonugclar elde edildi (Tablo 8.4)
ve tablet icerikleri ile iyi uyusma igindeydi. Tirev spektrofotometrik metodunun
validasyonu i¢in sonu¢lar HPLC metodundan alinan sonuclarla karsilastirildi. Ticari
tablet icin sonuglar Tablo 8.4° te verildi. Bir yol ii¢ metot tarafindan elde edilen tablet
sonuglarna ANOVA (varyansin analizi) uygulandi. Test sonuglari Tablo 8.4’ te
tablolastirildi. Hesaplanan F degerleri metotlar arasinda ¢ok fazla farklilik olmadigini

kanitlayacak sekilde tablolastirilmis F degerlerinden daha diistik bulundu.

Bu c¢alismada sunulan biitiin prosediirler AMX ve KLV’in karigimlarinin laboratuar
ornekleriyle iyi bir kesinlik ve dogrulukla 6l¢iilmesini miimkiin kilar. Sonuglar ESI-MS
metodunun uygulamalarinin kiigiik absorpsiyon degeri olan ilaglarin dlgiilmesi igin
onemli bir avantaj sagladigin1 gosterir. Metodun avantaji temel olarak kolayligindan

kaynaklanir. Ayrica bu hizli ve ekonomik bir metottur.
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Tablo 8.4. Onerilen kalibrasyon metotlar1 tarafindan farmakolojik dozaj formlarinda elde edilen sonuglar

D ESI-MS. ESI-MS HPLC
NEGATIF POZITIF

AMX KLV [AMX KLV [AMX KLV [AMX KLV
ORTALAMA: | 35.05  4.81 | 347 496 | 352 505 | 342 482
SD 099 007 | 077 013 | 1.99 063 | 008  0.11
RSD 282 073 | 221 128 | 198 062 | 022  1.19
SE 057 0.04 | 044 007 | 081 026 | 004 007
CL(0.05) | 226 016 | 176 029 | 159 05 | 017 0.26
ANOVA | 0.5344 0.9217 | 0.5344 0.9217 | 0.5344 0.9217 | 0.5344 0.9217
Feoric 3.6823 3.6823 | 3.6823 3.6823 | 3.6823 3.6823 | 3.6823 3.6823
LOD 0.8752 0.6258 | 0.7713 0.3255 | 0.6534 0.5674 | 0.7821 0.475
LOQ 2.0056  1.5095 | 1.8939 0.995 | 1.9546 1.2342 | 2.0772 1.1389

Ilag igerigi (mg) : Tablet basma 875 mg AMX,125 mg KLV
Degerler 25 kez seyreltilmis konsantrasyon degerlerini gosterir

Sonuglar her bir metot igin 6 kopyanin ortalamasindan elde edildi
SE: Standart hata

CL: Guivenirlik limiti

Aynmi1 zamanda kantitatif ¢alismalar i¢in uygun internal standart bulma, kompleks

olusumlar1 ve iyon baskilar1 gibi bazi kisitlamalara sahiptir. Gosterilen deneysel sonuglar

dogru, kesin ve hassas olarak dogrulanan metotlarin kullanilabilirligi, tekrar edilebilirligi

ve giivenilirligi i¢in tam kanit saglar. Sonuglardan, HPLC’nin diger ikisinden daha iyi

sonuclar verdigi aciktir ama genellikle metot gelistirme i¢in masraf ve ekstra zaman

tiiketimi getirir ve bazen bu bilesikleri birbirinden ayirmak miimkiin olmaz. Uygulanan

iki metot islem prosediirlerinin detayli bilgisini gerektirmez.

Bundan dolayr bu metot diger daha fazla zaman tiiketici kromatografik tekniklerle

kiyaslandiginda hizli ve ekonomiktir.
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8.5. Sonuglar

Bu calismanin amaci uygulanan spektrofotometrik metotlar1 ESI-MS metotlariyla
kargilastirmak, ESI-MS metodunun kalibrasyonlar i¢in daha fazla segicilik verecek
sekilde farmakolojik alanda kullanilabilir oldugunu gostermek ve HPLC degerleri ile
sonuglarimizi dogrulamaktir. UV spektrumunda AMX ve KLV kombinasyonlar1 biiyiik
farkliliklar gostermedigi ve KLV fazla absorpsiyon yapmadigi halde kantitatif caligmalar
icin birinci tiirev metodunun kullanilabilir oldugu gosterildi. ESI-MS iki aktif bilesik
arasinda dramatik konsantrasyon farkliligindan etkilenmeksizin daha iyi ve ¢esitli pikler
vermektedir. Bu iki bilesigin higbir 6n ayirma ve piklere igerik etkisi olmadan hem
birinci tiirev hem de ESI-MS metotlar1 kullanilarak kolayca o6l¢iilebildigi gosterildi.
Gelistirilen HPLC metodu ayn1 zamanda elde edilen sonuglarin, dagilim ¢alismalar1 ve

tablet analizi i¢in kabul edilebilir araliklar i¢inde oldugunu kanitlamaktadir.
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