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Etil alkol gida, i¢ecek ve kisisel bakimdan ilag ve elektronige kadar birgok farkli sektorde
kullanim alanina sahiptir. Bir¢ok iilke, alkollii iceceklerde veya gidalarda kullanilabilecek
her tiirlii alkole 6zel tiiketim vergisi uygularken insan tiiketimi i¢in uygun olmayan etil
alkol bu o6zel tiikketim vergilerinden muaftir. “Denatiire alkol” terimi, benzen, piridin,
dietil ftalat, nafta, aseton, tersiyer butil alkol, denatonyum benzoat gibi denatiiran adi
verilen toksik ve/veya tadi kotii olan katki maddeleriyle karistirilmis ve insan tiiketimi
icin uygun olmayan alkol triinlerini ifade etmektedir. Bu nedenle, denatiire etil alkol
yiiksek oranda vergilendirilmis saf alkol ve i¢ilebilir alkole kiyasla endiistriyel amaglar
i¢in daha diisiik maliyetli ¢oziicii olarak kullanilmaktadir. 30/10/2011 tarihli ve 28100
sayil1 Resmi Gazete’de yayimlanan “Etanol ve metanoliin iiretimi ile i¢ ve dig ticaretine
iliskin usul ve esaslar hakkinda yonetmelik”’e gore denatiirasyon, farkli denatiiranlarin
belirlenen miktarlarda katilmas1 suretiyle gergeklestirilmektedir. Hem {irlinlerine
denatiiran ekleyen sirketler hem de yonetmelige uygunlugu izleyen devlet kurumlari,
denatiire etil alkol igeren iiriinlerin hizli ve giivenilir analizi i¢in basit bir analitik teknige
thtiyac duymaktadir. Bu tez calismasinda, denatiire etil alkol analizi i¢in gaz
kromatografi alev iyonlagsmali dedektdr ile metot gelistirilerek valide edilmistir. Optimum
kosullar altinda korelasyon katsayisi tersiyer butil alkol ve metil alkol icin sirasiyla
0,9904 ve 0,9963 olarak bulunmustur. Ticari amacla kullanilacak 3 farkli seriye ait
giimriikten temin edilen denatiire etil alkol numuneleri ve piyasadan satin alinan farklh
markalara ait dezenfektanlar gelistirilen bu yontem ile analiz edilmistir.

Eyliil 2024, 70 sayfa
Anahtar Kelimeler: Denatiire, etil alkol, metil alkol, t-butil alkol, gaz kromatografi, alev
iyonlagmali dedektor
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Ethyl alcohol is used in a wide range of industries, from food, beverages and personal
care to pharmaceuticals and electronics. While many countries impose excise duties on
any alcohol that can be used in alcoholic beverages or food, ethyl alcohol that is not fit
for human consumption is exempt from these excise duties. The term “denatured alcohol”
refers to alcohol products that are adulterated with toxic and/or bad-tasting additives
called denaturants, such as benzene, pyridine, diethyl phthalate, naphtha, acetone, tertiary
butyl alcohol, denatonium benzoate, etc. and are not fit for human consumption.
Therefore, denatured ethyl alcohol is used as a lower cost solvent for industrial purposes
compared to highly taxed pure alcohol and potable alcohol. According to the “Regulation
on the procedures and principles regarding the production and domestic and foreign trade
of ethanol and methanol” published in the Legal Gazette dated 30/10/2011 and numbered
28100, denaturation is carried out by adding different denaturants in specified amounts.
Both companies adding denaturants to their products and government agencies
monitoring compliance with the regulation need a simple analytical technique for fast and
reliable analysis of products containing denatured ethyl alcohol. In this thesis, a gas
chromatography flame ionization detector method for the analysis of denatured ethyl
alcohol was developed and validated. The correlation coefficient under optimum
conditions was found to be 0,9904 and 0,9963 for tertiary butyl alcohol and methyl
alcohol, respectively. Denatured ethyl alcohol samples obtained from customs belonging
to 3 different series to be used for commercial purposes and disinfectants of different
brands purchased from the market were analyzed by this method.

September 2024, 70 pages
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1. GIRIS

"Alkol" kelimesini modern anlaminda ilk kez kullanan kisi Paracelsus'tur. Paracelsus, 16.
yiizyilda yasayan bir simyac1 ve doktor olarak, bu terimi "spiritus vini" yani "sarap ruhu"
anlaminda kullanmistir. Ancak, "alkol" kelimesinin kokeni Paracelsus'tan ¢ok daha
eskiye dayanir. Kelime, Arapga "al-kuhl" (J=S 1) kelimesinden tiiremistir. Arapga'da "al-
kuhl," ince toz haline getirilmis bir mineral olan "antimon" i¢in kullanilirdi ve 6zellikle
gozlere slirme olarak uygulanan bir maddeyi tanimlardi. Zamanla, bu kelime genel olarak
ince Ogitiilmis tozlar ve daha sonra damitilmis maddeler i¢in kullanilmaya baslandi.
Paracelsus, bu kelimeyi daha spesifik bir kimyasal anlamda, ozellikle sarap gibi
maddelerin damitilmasiyla elde edilen ugucu sivi icin kullanarak modern anlamini
olusturdu. Bu nedenle, "alkol" terimi, Paracelsus'un katkilartyla modern kimya ve tipta

bugiinkii anlamin1 kazanmistir (Mahdihassan 1980).

Tarih boyunca insan toplumlari, yerel habitatlarinda bulunan seker kaynaklarindan
fermente icecekler yapmay1 kesfetmistir. Fermente i¢ecek liretiminin evrensel olgusu, etil
alkollin agr1 kesici, dezenfektan ve yogun zihin bulanikligma yol agan etkilerinin
birlesimiyle agiklanir. Ayrica, fermantasyon, yiyecek ve igeceklerin besin degerini
korumaya ve artirmaya yardimci olur. Fermente igeceklerin sagladigr farmakolojik,
besleyici ve duyusal faydalar1 nedeniyle kiiltiiriin ve teknolojinin gelisiminde kilit rol
oynamig; tarim, bahgecilik ve gida isleme tekniklerinin ilerlemesine ve yogunlagmasina
katkida bulunmustur. Toplumun her kesiminde, dogumdan 6liime, zaferlerden hasatlara
kadar 6nemli yasam olaylarii isaret etmislerdir. Hiikiimdarlar ve {ist sinif bireyler,
genellikle 6zel fermente igeceklerin 6zel kaplarda sunuldugu ve igildigi biiylik capta
ziyafetlere ilgi duymuslardir. En gelismis bigimleriyle, bu tiir kutlamalar toplum

genelinde sekiiler veya dini torenlere doniistiirilmiistiir.

Giiney Kafkasya bolgesindeki Giircistan'da erken Neolitik doneme (yaklasik M.O. 6.000-
5.000) ait yerlesim yerlerinden elde edilen ¢anak ¢omlek kumaslarina niifuz eden organik
bilesiklerin kimyasal analizleri, Yakin Dogu'da iizim sarab1 ve bagciliga iliskin en eski
biyomolekiiler arkeolojik kanitlar1 ortaya koymaktadir. Yakin Dogu'da goriilen en eski

canak comleklerden bazilari olan genis hacimli ¢omlekler biiyiik olasilikla fermantasyon,



yillandirma ve sunum kaplari olarak kullamilmustir. Bu bélgede M.O. VI yiizyil
baslarinda iiziim sarabinin kesfedilmesi, Avrupa'da ve diinyanin geri kalaninda alkoliin

gelecekteki tarihi agisindan biiyiik 6nem tasimaktadir (McGovern vd., 2017).

Erken Neolitik donemde, Cin'in Henan eyaleti Jiahu isimli kdyilinde ise ¢omlek ve
comleklere emilen antik organik maddelerin kimyasal analizleri, piring, bal ve meyveden
(alig meyvesi ve/veya liziim) olusan karisik fermente bir igecegin milattan 6nce yedinci

bin yilin baglarinda tiretildigini ortaya koymustur (McGovern vd., 2004).

Sanayi Devrimi ile alkol kullanimu iizerindeki kisitlama ve diizenlemeleri gii¢lendirmistir.
18. ve 19. yiizyilda alkollii ickilerin iiretim maliyeti ve dolayistyla fiyat1 diiserek biiytik
alkollii icki tiiketicileri haline gelen bir sanayi is¢ileri sinifi yaratmistir. Alkollii icecekler

daha kolay bulunabilir ve daha ucuz hale gelmistir (Dietler 2006).

Son on yilda alkoliin iiretimi, tiiketimi, ticareti ve diizenlenmesinin ekonomik yonleri
tizerine hizla biiyiiyen bir literatiir olusmustur. Alkoliin tarith boyunca gida giivenligi ve
saglik tizerinde (hem olumlu hem de olumsuz) 6nemli bir rol oynadig1t acikca
goriilmektedir. Uretim teknolojileri ve firmalarmin endiistriyel organizasyonu gibi

tilketim kaliplart da son iki yiizyilda 6nemli 6l¢lide degismistir (Dietler 2006).

Alkoliin 6nemi birgok farkli agidan degerlendirilebilir:

e Sosyal ve Kiiltiirel Boyut: Alkol, bir¢ok kiiltiirde sosyal etkilesimlerin ve
kutlamalarin 6nemli bir parcasi olup toplumsal etkinliklerde ve 6zel giinlerde
kullanilmaktadir. Ayrica bazi kiiltiirlerde, alkol ritiielleri dini torenlerde yer
almaktadir.

e Tibbi Kullamm: Alkol, baz1 tibbi uygulamalarda kullanim alanina sahiptir.
Antiseptik  olarak cilt temizliginde veya bazi ilaglarin {iretiminde
kullanilmaktadir. Ayrica bazi igeceklerin bilesiminde de tibbi bitkilerin alkollii

ekstraktlar1 bulunmaktadir.



e Ekonomik Etki: Alkol endiistrisi, bir¢ok iilke i¢in Onemli bir ekonomik
faktordiir. Alkol iiretimi, satis1 ve tiiketimi bir¢ok kisiye isttihdam saglamakla

birlikte vergi gelirlerinin 6nemli bir kaynagidir.

Etil alkol genellikle meyvelerden fermantasyon ile elde edildigi gibi endiistriyel amaglh
melas, patates, seker kamis1 ve tahillardan da elde edilmektedir. Fermantasyon sirasinda,
fermantasyon yontemine gore degisen miktarlarda yan {iriin olarak metil alkol ile birlikte
¢ikis maddesine gore eser miktarlarda etil alkole hos koku kazandiran asetaldehit, etil
etanoat, metil metanoat, 1-propanol, butan-2-ol, butan-1-ol, izomil alkol, 1-pentanol de
aci8a ¢ikmaktadir (Fidan ve Sahin 1983, Basoglu vd. 1992).

Etil alkol adli toksikolojide sik¢a karsilasilan maddedir ve toplumda yaygin olarak
kullanilir. Bu nedenle, alkollii arag kullanan siipheli siiriiciilerin kan 6rneklerindeki alkol
icerigini tespit etmek ve Olgmek icin giivenilir ve saglam yontemlerin bulunmasi
Oonemlidir. Yaygin bir tespit yontemi, numune hazirlama tekniklerinin kullanildig: alev
iyonizasyon dedektorlii gaz kromatografisidir. Bu teknik hizli ve giivenilirdir, ekstra bir

numune hazirhigl veya ekstraksiyonu gerektirmez (Tylor vd., 2021).

Her ne amagla olursa olsun, etil alkoliin gerek {iretim sonrasi ve gerekse piyasaya
stiriilmeden 6nce analizi olduk¢a 6nemlidir. Metil alkol ise daha ¢ok temizlik malzemesi
olarak kullanilsa da yasadis1 i¢cki yapiminda da kullaniliyor olmasi ciddi saglik

sorunlarina yol agmaktadir.

Alkoller, kisisel bakimdan ev temizligine kadar birgok farkli endiistride kullanildigindan,
alkoliin igsel Ozelliklerinin katki maddelerinin eklenmesiyle degistirilmemesi ¢ok
onemlidir; bu nedenle, katki maddeleri kimyasal bilesimi etkilemeyecek sekilde
secilmelidir. Katki maddeleri, alkoliin performansimi artirmak veya belirli 6zellikler
kazandirmak i¢in kullanilabilir. Ancak, bu maddelerin alkoliin temel kimyasal yapisini
degistirmemesi gerekmektedir. Aksi takdirde, alkoliin beklenen etkileri azalabilir veya
istenmeyen yan etkiler ortaya cikabilir. Alkol {iriinlerinde katki maddeleri se¢ilirken,
giivenlik ve etkinlik de dikkate almmahdir. Ozellikle kisisel bakim ve temizlik

tirtinlerinde kullanilan alkol, dogrudan insan cildi ile temas ettiginden, bu maddelerin
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zararsiz olmast ¢ok Onemlidir. Alkol ve katki maddeleriyle ilgili diizenlemeler ve
standartlar, triinlerin giivenligi ve etkinligini saglamak amaciyla belirlenmistir. Bu
standartlara uyulmasi hem tiiketicilerin korunmasi hem de iiriin kalitesinin korunmasi

acisindan gereklidir.

Alkoliin yanhis ve kotiye kullanimi saglik sorunlarina ve sosyal sorunlara yol
acabileceginden sorumlu bir sekilde kullanilmasi ve tiiketiminde dikkatli olunmasi
onemlidir. Ozellikle kayit disi alkol kullanimi diinyanmn tiim bdlgelerinde oldukca
yaygindir ve kiiresel olarak tiiketilen toplam alkoliin yaklasik %30'unu olusturmaktadir.
El yapimi fermente igecekler ve yiiksek alkollii ickiler kiiresel olarak en yaygin kayit disi
alkol kategorisindedir. Hindistan'da endiistriyel olarak iiretilen yiiksek alkollii igkiler
(country spirits) en yaygin olanlaridir. Rusya ve eski Sovyetler Birligi iilkelerinde sahte
alkoller el yapimi alkollii ickilerin tiiketimini arttirmustir. Ozellikle Avrupa'nin bazi
kesimlerinde kayit dis1 alkol elde etmenin en yaygin yontemi ise lilkeler arasi ticarettir.
Diinya genelinde kayitlara gegcmeyen ¢ok biiylik miktarlarda alkol tiretilmektedir. Bu tiir
alkolden kaynaklanan birincil zarar, genellikle ruhsatli alkolden ¢ok daha ucuz
olmasindan kaynaklanmaktadir. Kayit dis1 alkol genellikle bir¢ok tilkede mevcut olan en
ucuz alkol tiirii oldugundan, daha yiiksek kronik bagimliliga katkida bulunabilir (Rehm
vd., 2014).

Alkol, ¢ok kotii tat ve/veya kokuya sahip tiriinler ve (tercihen) kimyasal bir isaretleyici
eklenerek insan tiikketimi i¢in uygun olmayan hale getirilebilir. Alkolii insan tiikketimi i¢in
uygunsuz hale getirme islemine alkoliin (tamamen veya kismen) denatiire edilmesi denir.
Avrupa Birligi (AB) kurallarina gére denatiire edildiginde 6zel tiiketim vergilerinden
(OTV) muaf tutulabilir. Bu, &zellikle endiistriyel amaglarla, gida maddeleri ve ilag
tiretmek ya da kozmetik, biyoyakit, boya, antifriz ve temizlik iriinleri iliretmek igin
kullanilan alkolii kapsamaktadir. Dolandiricilig1 6nlemek ve tiiketicileri yasadisi alkollii
icki igmenin ciddi saglik risklerinden korumak amaciyla OTV’den muaf olan alkol

kategorileri igin 6zel kurallar uygulanmaktadir (Anonymous 2008).



92/83/EEC sayil1 Avrupa Bitligi yonetmeligi, OTV muafiyetinden yararlanabilmek igin,
insan tiiketimine yonelik olmayan alkoliin ulusal diizeyde belirlenen uygun miktarlarda
katk1 maddeleri ile denatiire edilmesi gerektigini belirtmektedir (Anonymous 2008). Bu
amacla, denatiiranlarin derisimini belirlemek i¢in uygun bir analitik yontem

uygulanmalidir.

Etil alkol, t-butil alkol ve metil alkoliin saflig1 ve sentezi sirasinda meydana gelen yan
iriinlerin tayini ile ¢ok sayida calisma bulunmakla birlikte denatiire edilmis alkol
analizleri lizerine gaz kromatografi/alev iyonlagma dedektorii (GC/FID) yontemi ile

literatiirde valide edilmis yeterli ¢aligmalar olmadigindan bu tez ¢alismasi planlanmistir.

Bu tez caligmasinda toplum sagligi acisindan oldukg¢a Onemli olan ve giinliik
yasantimizda siklikla kullandigimiz denatiire alkol bazl tirtinlerdeki t-butil alkol ve metil
alkoliin tayinine yonelik hizli, kolay, yiiksek duyarlikta ve kesinlikte analitik bir yontem

gelistirilmesi amaglanmustir.



2. KURAMSAL TEMELLER
2.1 Etil Alkol (Etanol)

Kimyasal formiilii C;HsOH olan etil alkol (etanol) organik bir kimyasal olarak ¢dziicii,
antiseptik, antifriz, yakit gibi farkli kombinasyonlar ile ¢ok sayida kullanim alanina
sahiptir. Etil alkol oda sicaklifinda ugucu, yanici, berrak ve renksiz bir sividir. Su ile
uygun sekilde seyreltildiginde tadi gibi kokusu da hos ve karakteristiktir. Yogunlugu
0,790 g/cm? olan etil alkoliin kaynama noktas1 78,3 °C ve erime noktas1 ise -114,1 °C’dir.
(Logsdon 2000).

Ho

C

" ™SOH

H;C

Sekil 2.1 Etil Alkol (Etanol)
2.2 Metil Alkol (Metanol)

Kimyasal formiili CH30H olan metil alkol (metanol) renksiz, polar, ugucu, yanici bir
stvidir ve saf oldugunda hafif bir alkolik kokuya sahiptir. Yogunlugu 0,792 g/cm?® olan
metil alkoliin kaynama noktas1 64,7 °C ve erime noktasi ise -97,6 °C’dir. Isitildiginda
karbon monoksit ve formaldehit agiga ¢ikararak bozunur. Metanol, perkloratlar, krom
trioksit, brom, sodyum hipoklorit, klor ve hidrojen peroksit gibi oksitleyici maddelerle
siddetli reaksiyona girerek ugucu ve patlayici bilesikler olusturur. Metanoliin insanlar i¢in
oldiiriicii dozu kesin olarak bilinmemekle birlikte 0,3 ila 1 g/kg arasinda degistigi
bildirilmektedir. Oliimciil metanol zehirlenmesi kurbanlarinin otopsilerinde retina ve
optik sinir dejenerasyonu ile i¢ organlarda, akcigerlerde ve merkezi sinir sisteminde
cesitli 6dematdz, hemorajik ve dejeneratif degisiklikleri igeren agir patoloji ortaya
cikmaktadir. Diinya ¢apinda iiretilen metanoliin yaklasik %70'1 kimyasal sentezlerde
kullanilmaktadir. Kullanilan iiriinler arasinda sirayla metil tersiyer-biitil eter (MTBE),

formaldehit, asetik asit, metil metakrilat ve dimetil tereftalat yer almaktadir. Metanol,

ekstraksiyon, yikama, kurutma ve yeniden kristallendirme i¢in endiistriyel ve laboratuvar



¢oOziiclisii olarak yaygin bir sekilde kullanilmaktadir. Ayrica boyalar, vernikler,
gomalaklar, antifriz ve benzin buz ¢oziiclileri, 6n cam yikama sivilari, temizleme
soliisyonlar1, ¢ogaltma makinelerindeki karisik solventler ve hobi yapistiricilart ve
yapistiricilar dahil olmak tizere ¢ok cesitli ticari ve tliketici tirlinlerinde bulunur

(Anonymous 1997).

ch_OH
Sekil 2.2 Metil Alkol (Metanol)

2.3 t-Butil Alkol (Tersiyer Butil Alkol)

Kimyasal formiilii (CH3)3COH olan t-butil alkol (tersiyer butil alkol) beyaz kristal bir kati
veya renksiz, yiiksek derecede yanici bir sividir (25,7 °C'nin {izerinde) ve kiif benzeri bir
kokuya sahiptir. T-butil alkol, hidroksil fonksiyonel grubu igerir; alkol, eter ve diger
organik ¢oziiciilerle karisabilir ve suda ¢oziiniir. Yogunlugu 0,775 g/cm? olan t-butil
alkoliin kaynama noktas1 82 °C ve erime noktast ise 25,7 °C’dir. Suda, alkollerde,
esterlerde, eterlerde ve aromatik ve alifatik hidrokarbonlarda ¢oziiniir. Kursunsuz
benzinde yakit oksijenlendiricisi, oktan yiikseltici ve etanol i¢in denatiirant olarak

kullanilmaktadir (Mahler 1997).

OH
HaC—C—CH

CHj
Sekil 2.3 t-Butil Alkol (Tersiyer butil alkol)

2.4 Denatiire Alkol

'Denatiire alkol' terimi, zehirli ve/veya kotii tat veren katki maddeleriyle (6rnegin
metanol, benzen, piridin, hint yagi, benzin, izopropil alkol ve aseton) karistirilarak insan
tiiketimi i¢in uygun olmayan hale getirilmis alkol iirlinlerini ifade eder. Denatiire alkol,

agir vergilendirilen saf alkol ve igeceklerde kullanilan alkol ile karsilastirildiginda, evsel



Olcekte veya endiistriyel kullanim i¢in daha diisiik maliyetli bir ¢oziicili veya yakit olarak

kullanilir (Bekatorou 2015).

28 Ekim 2016 tarihinde Avrupa Komisyonun, Alkol ve Alkollii iceceklerde Uygulanan
Ozel Tiiketim Vergisi Yapilarmin Diizenlenmesine Iliskin 92/83/EEC Sayili Konsey
Direktifinin degerlendirilmesi hakkinda konseye sundugu raporda belirsizliklerin
giderilmesi ve mevzuatin daha net hale getirilmesi gerektigi vurgulanmaktadir. Ayrica,
denatiire alkoliin muafiyeti konusundaki sorunlarin ele alinmasi gerektigi belirtilmis ve
bu kapsamda bazi éneriler sunulmustur. Ozellikle, denatiire alkolle ilgili dolandiriciligin
daha fazla aragtirilmasi gerektigi ve mevzuatta daha fazla netlik saglanarak tliye devletler

arasinda karsilikli giivenin artirtlmasinin énemi ifade edilmistir (Anonymous 2016).

Ulkemizde, metil alkol ve etil alkoliin iiretimi ile i¢ ve dis ticaretine iliskin usul ve esaslar
hakkindaki yonetmelige ait son revizyon 30/12/2022 tarihinde, 32059 sayilisi ile Resmi
Gazetede yaymnlanmistir. Yonetmeligin igerisinde yer alan Madde 22’ye gore etil alkoliin
denatiirasyonu, belirli amaglar dogrultusunda, 100 litre mutlak alkol i¢ine yonetmelikte
belirtilen denatiiranlarin eklenmesiyle gerceklestirilir ve bu islem, etil alkoliin kullanimi

i¢in gereken denatiiranlarin eklenmesi yoluyla yapilir:

e Kolonya dahil kozmetik sanayiinde kullanilacak tarimsal etil alkoller igin;
denatiirasyon tipine gore 0,8 g denatonyum benzoat ve 78,0 g tersiyer biitil alkol
veya 0,5 kg dietilfitalat ve 78,0 g tersiyer biitil alkol kullanilirken;

e Genel amagh kullanima sunulacak etil alkoller icin; 125 g tiyofen, 0,8 g
denatonyum benzoate, 3 gram CI (Colour Index) Reaktif Kirmizi 24 (Kiitlece %25
sulu ¢ozelti) ve 2 L metil etil ketondan olusan denatiiranlar en az %90 derecede

etil alkoliin mutlak alkol miktari tizerinden 100 litresine birlikte ilave edilir.

2.4.1 Denatiire alkoliin kullanim alanlar1

e Temizlik Uriinleri: Ev ve endiistriyel temizlik iiriinlerinin bir¢ogu, denatiire alkol
igerir. %70 denatiire etil alkol ¢6zeltileri temizlik ve kalint1 giderme i¢in kullanilmak

lizere tasarlanmistir. Genel ylizeylerin temizlenmesi, dezenfektan uygulamasindan
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once On temizlik, dezenfektan uygulamasindan sonra kalintilarin giderilmesi,
eldivenli ellerin temizlenmesi ve sterilizasyon sirasinda kullanilir (Postlewaite ve

Taraban 2015).

Kozmetik Uriinler: Bazi kozmetik iiriinlerde, 6zellikle parfiim, deodorant, krem,
tirag losyonlari, makyaj temizleme iiriinleri, sa¢ boyalari, tirnak bakim iiriinleri gibi
tiriinlerde denatiire alkol bulunabilir. Kozmetik iiriinlerde kullanilan denatiire alkol

kopiik onleyici, baglayici ve vizkozite ajani olarak islev goriir (Andersen 2008).

Boya ve Vernik: Alkoller, su bazli boyalarda glikol eterlerle birlestirme ¢oziiciileri
olarak ve bazi ylizey kaplamalarinda ¢oziicii olarak diisiik seviyelerde kullanilir. 1-
butanol ve denatiire etil alkol en yaygin kullanilanlardir ve etil alkol ayn1 zamanda
poli(vinil asetat) ve gesitli fenolikler i¢in aktif bir ¢oziicti gorevi goriir (Mcgonigle ve
Ciullo, 1996).

flac ve Kozmetik Endiistrisi: Denatiire alkol, ilaglarm ve kozmetik iiriinlerin
formiilasyonunda ¢oziicii olarak kullanilabilir. Ayrica bazi bitkisel ekstrelerin ve aktif

bilesenlerin 6ziitlenmesinde de da kullanilir.

2.4.2 Denatiiran tirleri

Denatonyum Benzoat: Denatonyum benzoat bilinen en aci bilesiktir. Acilig1 0,05
ppm'de kolayca tespit edilir. Bu yaklagsik olarak 3,785 L suda 1 g bilesige esit derisimi
ifade etmektedir. Denatonyum 10 ppm'e seyreltilmis ¢ozeltileri gogu insan igin son
derece acidir. Denatonyum benzoat aversif (caydirict) ajan olarak kullanilir. Denatiire
alkol veya antifriz gibi {irlinlerde kazara yutulmasini 6nlemek igin eklenen bir
maddedir. Denatonyum, astim ve alerji tedavisinde tibbi bir uygulamaya sahiptir.
Akcigerlerdeki aci reseptorlerine (T2R'ler) baglanir ve brons tiiplerindeki diiz kaslarin
gevsemesine neden olur. Etkisi solunum yetmezligini hafifletir ve normal solunumu

geri kazandirir (Zeece 2020).



Denatonyum benzoat, diger bir ad1 ile Bitrex diinya ¢apinda yaygin olarak kullanilan bir
denatiirandir. Farnasotik formiilasyonlarda ise aroma verici madde olarak plasebo
tabletlerinde ve topikal bir formiilasyonda tirnak yemeyi Onleyici bir preparatta
kullanilmistir. FDA’nin yayimlamis oldugu yardimci maddeler (topikal jel ve soliisyon)

kilavuzunda da yer almaktadir (Rowe vd., 2009).

o Dietil Ftalat: Dietil ftalat berrak, renksiz, yagli bir sividir. Kokusuzdur veya ¢ok hafif
aromatik bir kokusu ve aci, hos olmayan bir tad1 vardir. Fazla miktarda tiiketilirse
anestezik etki gosterebilir ve merkezi sinir sisteminde felce neden olabilir (Rowe vd.,

2009).

Dietil ftalat ayrica alkol denatiirani olarak ve vernik ve dop iiretiminde seliiloz asetat i¢in
¢Oziicii olarak kullanilir. Parfiimeride dietil ftalat, kullanilan parfiimiin kiitlesinin %0,1-
0,5'1 kadar bir konsantrasyonda parfiim sabitleyici olarak kullanilir. Dietil ftalat, kiitlece
%10-30 polimer konsantrasyonlarinda tabletler, boncuklar ve graniiller iizerindeki film
kaplamalar i¢in plastiklestirici olarak kullanilir. FDA’nin yayinlamis oldugu yardimeci
maddeler (oral kapsiiller, geciktirilmis etkili, enterik kapli ve siirekli etkili tabletler)

kilavuzunda da yer almaktadir (Rowe vd., 2009).

e t-Butil Alkol: t-Butil alkol ¢6ziicii, etanol ve diger bazi alkoller i¢in denatiiran, meyve
esanslar1 ve parfim iiretiminde, benzinde oktan yiikseltici olarak; dehidrasyon
maddesi olarak ve metil metakrilat iiretiminde kimyasal bir ara madde olarak
kullanilir. t-Butil alkol’e maruz kalma, buhar1 i¢eren havanin solunmasi ve kontamine
su veya gidalarin tiiketilmesi yoluyla gergeklesir. Ayrica dogrudan cilt temasi yoluyla

da maruz kalinabilir.

2.5 Kromatografi

IUPAC (International Union of Pure and Applied Chemistry) komitesinin tanimina gore
kromatografi, bir ayirma yontemi olarak tanimlanir ve ayrilacak bilesenlerin biri sabit
(duragan faz), digeri belirli bir yonde hareket eden (hareketli faz) iki faz arasinda dagilim

esasina dayanir.
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Kromatografi, sivi veya gaz formdaki bir hareketli fazda bulunan bir karisimdaki

bilesenlerin sabit fazdan ge¢me hizlarina bagli olarak ayrildiklari bir yontemdir.

2.5.1 Kromatografi tiirleri

Kromatografik yontemler ii¢ farkli modaliteye ayrilir: uygulama tiiriine, hareketli fazin
tiirline ve ayirma mekanizmasina bagli olarak sabit faz ile hareketli faz arasindaki fiziksel
etkilesimin incelenmesi olarak siniflandirilabilir. Kromatografinin siiflandirmasi sekil

2.4’te gosterilmektedir.
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Sekil 2.4 Kromatografi tiirleri

2.6 Gaz Kromatografisi

Gaz kromatografisi (GC), 1950'lerin baginda Chicago Universitesi'nde Martin ve James
onderligindeki bir arastirma ekibi tarafindan gelistirilmistir/ortaya konmustur. Ingiliz
kimyager Archer John Porter Martin ve Avustralya kokenli Ingiliz biyokimyaci Richard
Laurence Millington Synge, daha sonra gaz kromatografisi olarak bilinen gaz-sivi

kromatografisinin gelistirilmesiyle taninmaktadir (Bartle ve Myers 2002).
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Gaz kromatografisi yillar icinde kapiler gaz kromatografisi, gaz-sivi kromatografisi ve
gaz-kat1 kromatografisi de dahil olmak {iizere gesitli 6zel tekniklere doniismiis ve
cesitlenmistir. Kimya, biyokimya, petrokimya analizleri, adli bilimler, ¢evre ve ilag

arastirmalar1 gibi alanlarda yaygin olarak kullanilan bir analitik ara¢ haline gelmistir.

Martin ve James tarafindan gaz kromatografisinin icadi, analitik kimya alaninda devrim
yaratarak bilim insanlarinin karmasik karisimlar yiiksek hassasiyet ve verimlilikle
ayirmasina ve analiz etmesine olanak saglamistir. Caligsmalari, glinlimiizde bilimsel
aragtirma ve analizleri ilerletmeye devam eden ¢ok sayida kromatografik teknigin

gelistirilmesinin temelini atmistir.

Gaz kromatografisi; gaz-kati kromatografisi (GSC) ve gaz-sivi kromatografisi (GLC)
olmak {iizere iki tiirde tanmimlanir. Gaz-kat1 kromatografisinde, gaz hareketli faz iken,
analitleri fiziksel bir adsorpsiyon ile tutan sabit faz ise bir katidir. Diisliik mol kiitleli
ornegin hava bilesenleri, hidrojen siilfiir, karbon monoksit ve azot oksitler gibi gazlarin
ayrilmasini ve tayinini saglar. Gaz-sivi kromatografide ise; sabit faz kimyasal bag ile
tutulmus veya inert bir kat1 ylizeyine adsorbe olan bir sivi, hareketli faz ise bir gazdir.

Gaz-s1vi kromatografisi siklikla kullanilir ve gaz kromatografisi (GC) olarak adlandirilir.

Bir gaz kromatografi sistemini olusturan temel iiniteler sekil 2.5’te verilmistir.

Ornek Sicaklik Kontrol Birimleri
Enjeksiyon : Firin —— Detektor

Filtre /}kw ; Kolon
Olger :

Kaydedici

Tasyicy !
Gaz ~

Sekil 2.5 Gaz kromatografisi sematik diyagrami
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2.6.1 Gaz kromatografisinin kullanim alanlar1 ve 6nemi

Gaz kromatografisi gidalar, petrol iiriinleri, pestisit ve pestisit kalintilari, farmasotik
iriinler, c¢evresel izleme, klinik kimya ve diger bir¢cok alanda yaygin olarak
kullanilmaktadir. Modern GC'min en 6nemli avantajlart ise yiliksek ayirma giicii, hiz,
hassasiyet ve onu karakterize eden hassasiyet ve dogrulukta yatmaktadir (Wang ve Pare
1997).

2.6.2 Gaz kromatografisinde kullanilan dedektorler

Kromatografide dedektor, numune karisiminin bir kromatografi kolonundan eliie edilen
bilesenlerini tespit etmek icin kullanilir. Gaz kromatografisinde kullanilan dedektorler

ayrintil olarak asagida anlatilmaktadir (Grob & Barry, 2004).

2.6.2.1 Alev iyonlasma dedektorii (FID)

Alev iyonlagma dedektorii (FID) 1958 yilinda Harley ve arkadaslari ile McWilliam ve
Dewar tarafindan gelistirilmistir. O zamandan beri FID, GC i¢in en yaygin kullanilan
dedektor haline gelmistir. FID nin popiilerligine ¢esitli faktorler katkida bulunmaktadir.
Ilk olarak, FID neredeyse tiim organik bilesiklere uygun hassasiyetle yanit verir.

Dedektor yanit1 akis, basing veya sicakliktaki kiiclik degisikliklerden etkilenmez.

Kolondan gelen gaz, hidrojen ve hava ile karigtirilip tutusturularak alev meydana getirir.
Hidrojen/hava alevinde yakilan organik bilesiklerin bir¢ogu iyon ve elektronlar meydana

getirir. Bunlar alevden elektrik akimimnin gegmesine yardimei olurlar (Skoog vd., 1998).
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Parlama Bolgesi

Karsilikli Diftizyon
Bolgesi ——

On Isitma, Catlama
Ve Siyirma

Sekil 2.6 FID'deki alev siirecinin sematik diyagrami

FID'de iyonizasyon mekanizmasina dahil olan stiregler jetin ucunda baslar ve alevin ayr1
bolgelerinde meydana gelir. Tastyict gaz, tamamlayici gaz ve hidrojen gazi karigimi jetten
disar1 akar ve disar1 dogru genisler. Kuru hava ise jetin disindan akar. Alev reaksiyon
bolgesinde iiretilen 1s1 enerjisi, geri diflizyon yoluyla jetten gelen gaz akisin1 dnceden
sitir. Alev iyonlasma dedektorii, dedektore birim zamanda giren karbon sayisina cevap
verdigi, yani dedektor sinyali, aleve giren maddelerin derisimiyle degil verdigi karbon

atomlari sayisi ile orantili oldugu i¢in, kiitle-duyarl dedektordiir.

Duyarlilig1 yiiksek ve dogrusallik i¢in genis bir calisma araligi sunarlar. Bu nedenle, FID

cok diistik ve ¢ok yiiksek derisimdeki inorganik maddeleri tayin etmek i¢in kullanilabilir.

2.6.2.2 Termal iletkenlik dedektorii

Termal iletkenlik dedektorii (TCD) evrensel ve tahribatsiz bir dedeksiyon sistemidir.
Termal iletkenlik bir fiziksel 6zellik oldugundan, TCD ayni zamanda bir y1gmn 6zellik
dedektorii olarak da tanimlanir, ¢linkii eliie edilen bilesenlerin varlifindan kaynaklanan
tasiyici gazin termal iletkenligindeki bazi farkliliklara yanit verir. TCD genellikle tasiyict
gaz olarak helyum veya hidrojen kullanilarak calistirilir. Bu gazlarin termal iletkenligi
neredeyse tiim ¢oziinen maddelerden daha yiiksektir. Bununla birlikte TCD, diger

yontemlerle tespit edilmesi zor olan gaz halindeki maddelerin belirlenmesinde, 6zellikle
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de dolgulu kolonlarin kullanildig1 gaz-kat1 kromatografik analizlerde; 6rnegin CS2, COS,
H>S, SOz, CO, CO,, NO ve NO; gibi maddelerin belirlenmesinde ¢ok kullaniglidir.

2.6.2.3 Elektron yakalama dedektorii

Elektron yakalama dedektorii (ECD) giinlimiizde kullanilan en popiiler ve degerli gaz
kromatografik dedektorlerden biridir ve FID'den sonra ikinci sirada yer alir. ECD, tasiyici
gazla carpisarak elektron iiretmek igin bir B yayic1 radyoaktif kaynak kullanir ve
Olgiilebilir bir sabit akim iiretir. Kromatografik kolondan eliie olan tiir elektronlar
yakalayabilir ve boylece sabit akimda bir azalma kaydedilir. Bu tespit yontemi, gaz
fazinda elektron yakalama reaksiyonlarina dayanir ve karmasik matrislerdeki belirli
maddelerin pikogram ve hatta femtogram seviyelerine yanit verebilir. Bu 6zelligi onu

cevresel ve biyomedikal ¢alismalar i¢in ¢ok kullanigl bir dedektor haline getirmektedir.

2.6.2.4 Termiyonik dedektor

Azot fosfor dedektorii (NPD) olarak da bilinen termiyonik dedektor (TID), bir metal
anodun gazla 1sitildiginda pozitif iyonlar yaymasi temeline dayanir. Azot (N) ve fosfor
(P) atomlar1 igeren organik bilesiklerin secici tayini i¢in yaygin olarak kullanilan bir gaz
kromatografik dedektordiir. Bunlar arasinda farmasdtiklerin, pestisitlerin ve cevresel

kirleticilerin belirlenmesi yer alir.

2.6.2.5 Fotoiyonizasyon dedektor

Fotoiyonizasyon dedektorii (PID), kromatografik kolondan ¢ikan analiti iyonlagtirmak
icin UV radyasyonunu esas alir. Lovelock tarafindan 1960 yilinda, iyonlastirma i¢in UV
radyasyon kaynagi olarak argon i1sima desarji kullanan bir tasarimla tanitilmistir.
Dedektor, vakumda ¢alismay1 gerektirmesi, kararsiz olmasi, kolon kanamasi nedeniyle
kolayca kirlenmesi ve yetenekli bir operator gerektirmesi nedeniyle popiiler olamamastir.
Yaklasik 15 yil sonra PID, enerji kaynagi ile iyonizasyon odasini ayiran ve daha iyi bir
stabilite saglayan bir tasarimla yeniden ortaya cikmustir. Cesitli modifikasyonlardan

sonra, PID genis bir dogrusal aralik saglamaktadir. Bu gelismeler PID'nin ticari olarak
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piyasaya siirlilmesiyle sonuglanmistir. Modern dedektorler ise UV radyasyon kaynagi

olarak bir lamba kullanmaktadir.

2.6.2.6 Helyum iyonizasyon dedektor

Elektron yakalama dedektoriine benzer sekilde, helyum iyonizasyon dedektorii (HID)
argon iyonizasyon dedektoriinden yola cikilarak gelistirilmistir. Bu yontemde argon
yerine yar1 kararli helyum tiirleri olusur. Yar1 kararli helyum tiirleri 19,8 eV enerjiye
sahiptir, bu da daha oOnceki argon iyonizasyon dedektdriinlin iyonlagtiramadigi
molekiillerin iyonize edebilmesini saglar. Olugan iyonizasyon iirtinleri bir elektrik alanina

tabi tutulur ve akim degisimi dl¢iiliir.

2.6.2.7 Alev fotometrik dedektor

Alev fotometrik dedektorii (FPD), bir alevde uyarilan tiirlerin 151tk emisyonunun
yogunlugunun izlenmesine dayanir. Kromatografik kolon ¢ikisindaki bilesenler
ayristirtlir ve daha sonra hidrojen bakimindan zengin bir alevde daha yiiksek bir
elektronik duruma uyarilir. Bu tiirler aleve katilan heteroatomlarin karakteristik 1s181n1
yayar. Emisyon spektrumlarmin yogunlugu bir foto cogaltici tiip (PMT) tarafindan
izlenir. PMT'ye ulasan 15181n uygun dalga boyunu se¢mek i¢in radyasyon yolundaki bir
optik filtre kullanilir. FPD alev kosullarin1 degistirerek halojenlere, azot igeren
bilesiklere, kalay, krom, selenyum, telliir ve bora yanit verebilmesine ragmen, ¢cogunlukla
dedektoriin genellikle se¢ici oldugu diisiiniilen organik siilfiir ve organofosfor tiirlerinin

izlenmesi i¢in kullanilir.

2.6.2.8 Kemiliiminesans dedektor

Gaz kromatografisi i¢in siilfiir kemiliiminesans dedektorii (SCD) Benner ve Stedman
tarafindan gelistirilmistir ve indirgeyici bir hidrojen/oksijen alevinde yanma yoluyla
stilfiir iceren bilesiklerden kiikiirt monoksit olusumuna dayanmaktadir. Kemiliiminesans,
kimyasal reaksiyonlar sayesinde 1sik yayilmasidir. Kimyasal bir reaksiyonda ytiksek

diizeyde enerjiye sahip bir tiir iiretilir. Reaksiyon sonrasi olusan 1sinin siddeti kiikiirt
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derisimi ile orantilidir. Dedektor 6zelinde kiikiirt kirleticilerin, 6rnegin merkaptanlarin

tayininde yararhdir.

2.6.2.9 Atomik emisyon dedektorii

Plazmalar, atomik emisyon spektroskopisinde yaygin olarak kullanilan uyarma
kaynaklaridir. Tipik olarak bir plazma, bir gazin dogru akim veya yliksek frekansh
elektromanyetik alanlar araciliiyla enerjilendirildigi bir elektrik desarjdir. Elektriksel
desarj, destekleyici gazin farkl tiirlerini (6rnegin, serbest atomlar, molekiiller, iyonlar)
iceren yiiksek enerjili bir gazin bilesimidir. Ug ana plazma kaynagi vardir: indiiktif olarak
baglanmis plazma (ICP), dogru akim plazmasi (DCP) ve mikrodalga kaynakli plazma
(MIP). Plazma kaynaklar yiiksek atomlastirma verimliligi ve yiiksek derecede uyarim
saglar. Bu enerjinin bir kismi, plazmaya girdikten sonra numuneye aktarilir ve
atomlastirma ve uyarmanin gerceklesmesine izin verir. Gaz kromatografide en yaygin
olarak kullanilan plazma kaynagi, ticari bir gaz kromatografisi dedektdriine doniisen
MIP'dir. MIP'nin ¢alisma prensibi atomik emisyon spektroskopisi oldugundan, dedektor

atomik emisyon dedektorii (AED) olarak adlandirilmastir.

Dedektorlerin segicilik, alt tayin sinir1 ve dogrusal ¢alisma araligina dair bilgiler cizelge

2.1’de yer almaktadir.

Cizelge 2.1 Yaygim kullanilan gaz kromatografi dedektorleri i¢in segicilik, LOD ve
dogrusal aralik 6zetleri

Dedektor Secicilik LOD Lineer
arahk

Termal iletkenlik dedektorii Termal iletkenlik 1 ng/mL 10°
(TCD) tastyici gazdan

farkliysa yanit verir
Alev iyonizasyon dedektorii  Organik bilesikler 1 pg(C)/s 107
(FID)
Elektron yakalama Halojenler gibi 10 fg/s 104
dedektorii (ECD) elektron yakalayici

bilesikler
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Cizelge 2.1 Yaygin kullanilan gaz kromatografi dedektorleri icin segicilik, LOD ve
dogrusal aralik 6zetleri (devam)

Dedektor Secicilik LOD Lineer
arahk
Azot - fosfor dedektorii (NPD)  N- ve P-igeren 1 pg N/s 10
veya termiyonik dedektor bilesikler 0,5 pg P/s
Alev fotometrik dedektor P- ve S-igeren 50 pg S/s 103
(FPD) bilesikler 2 pg P/s 10%
Fotoiyonizasyon dedektorii Aromatikler 5pg C/s 107
(PID)

Atomik emisyon dedektorii Elemente gore secici  0,1-50 pg/s 10
(AED)

2.7 Gaz kromatografisinde kullamlan temel parametreler

2.7.1 Alikonma zamani

Kromatografide alikonma zamani, bir bilesigin kromatografik sistemde enjeksiyon
noktasindan dedektore ulasana kadar gecen siiredir. Gaz veya sivi kromatografisi gibi
tekniklerde, bir bilesik, tastyici faz (gaz veya sivi) icinde sabit fazdan gecgerken hareket
eder. Bu siirecte bilesigin sabit fazla etkilesimi, bilesigin alikonma siiresini belirler.
Alikonma zamani, bilesigin kimyasal yapisina ve kromatografik sistemdeki diger

faktorlere baghdir.

Alikonma zamani bir bilesigin kromatografik kolondan gecip dedektdre ulagma siiresini
gosterir ve analiz edilen maddelerin tanimlanmasinda 6nemli bir parametredir. Farkli
maddeler farkli alikonma zamanlarina sahiptir ve bu zamanlar maddeyi ayirt etmede

kullanilir.

Kromatografide alikonma zamaninin direkt bir matematiksel formiilii yoktur, ¢iinkii bu
stire, ¢esitli fiziksel ve kimyasal faktorlerin bir kombinasyonu ile belirlenir. Ancak,
alikonma siiresi, gaz veya sivi kromatografi sistemindeki kosullara bagli olarak

gozlemlenen deneysel bir degerdir.

18



2.7.2 Teorik plaka sayisi

Teorik plaka sayis1 bir kolonun ayirma verimliligini 6lgen bir parametredir. Yiiksek teorik
plaka sayisi, kolonun iki bileseni birbirinden daha iyi ayirabilecegini gosterir. Teorik
olarak, bir kromatografik kolon, bir¢ok kiigiik plaka veya denge adimina bdliinmiis gibi
diistintilebilir ve her plaka, bir bilesigin sabit faz ve hareketli faz arasinda dengelendigi

bir noktay1 temsil eder.

Teorik plaka sayisinin formiilii agagidaki gibidir:

N: Teorik plaka sayisi
tr: Alikonma zamani (bilesigin kolonda kalma siiresi)
W: Pik genisligi (bilesigin kromatogramdaki tepe pikinin tam genisligi, genellikle pik

genisliginin yarisinda olg¢iiliir)

Bu formiil, bir bilesigin piki ne kadar dar ve alikonma zamani ne kadar uzun olursa, teorik
plaka sayisinin o kadar biiylik olacaginmi gosterir. Pik genisligi kiigiildiik¢e, kolon daha

verimli hale gelir ve iki bilesen daha 1yi ayrilabilir.

Teorik plaka sayisi, kolonun etkinligi ve verimliligi hakkinda bilgi verir ve genellikle

farkli kromatografik sistemlerin karsilastirilmasinda kullanilir.

2.7.3 Kuyruklanma faktorii

Kuyruklanma faktorii, kromatografide bir pik seklini degerlendirmek i¢in kullanilan bir
parametredir. Ideal bir kromatografik pik, simetrik bir Gauss egrisi seklinde olmalidir.
Ancak pratikte, cesitli nedenlerden dolayr pikin kuyrugu uzayabilir, yani pik sekli
asimetrik hale gelebilir. Bu duruma "kuyruklanma" (tailing) denir. Kuyruklanma faktorti,
bir pikin ne kadar simetrik oldugunu veya kuyruklanmanin derecesini 6l¢mek i¢in

kullanilir.
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Kuyruklanma faktoriiniin formiilii asagidaki gibidir:

T: Kuyruklanma faktorii
Wo.0s : Pik yliksekliginin %5'inde dl¢iilen pik genisligi (pik tabaninin genisligi)
f: Pik merkezinden (en yiiksek noktadan) %S5 yiiksekligine kadar olan uzaklik (pik

genisligi, merkezden pik genisliginin yarisi)

Bu formiil, pikin ne kadar simetrik oldugunu dlger. ideal bir kromatografik pik icin
kuyruklanma faktorii yaklasik 1 olmalidir. Ancak gercek diinyada kuyruklanma faktorii
genellikle 1'den biiyiik olur.

Kuyruklanma faktoriinii yorumlanirken;
e T = 1: Pik simetriktir, ideal bir Gauss dagilimina yakin bir sekildedir.
e T > 1: Pik kuyruklanmais, pik sekli saga dogru uzamistir.
e T < 1: Pik dnceden kesilmis (fronting) bir yapiya sahiptir, pik sekli sola dogru

uzamistir.

Kuyruklanma genellikle kolon i¢indeki diizensiz etkilesimlerden, sabit fazdaki aktif
bolgelerden veya sistemdeki bozulmalardan kaynaklanir. Yiiksek kuyruklanma faktorti,
ayirimin verimsiz oldugunu gosterir ve sonuglarin dogrulugunu etkileyebilir. Bu nedenle
kuyruklanma faktorii, kromatografik sistemin performansini degerlendirmede énemli bir

parametredir.

2.7.4 Ayirma giicii (Rezoliisyon)

Kromatografide ayirma giicii (rezoliisyon), iki bilesigin kromatografik sistemde ne kadar
1yi ayrildigin1 gosteren bir parametredir. Ayirma giicii, iki pik arasindaki mesafe ve pik
genislikleri ile hesaplanir. Bu parametre, bir kolonun iki bilesigi birbirinden ne kadar net

bir sekilde ayirabilecegini degerlendirmeye yarar.
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Ayirma giiclinlin formiilii su sekildedir:

_ 2(tR1—1tR2)
w1+ w2
Rs: Ayirma giicii
tr1 : Ikinci bilesigin alikonma zamani
tr2 : Birinci bilesigin alikonma zamani
W:1: Birinci pikin genisligi
W,: Ikinci pikin genisligi

Bu formiil, iki bilesik arasindaki alikonma zamani farkini (yani piklerin ne kadar ayri

oldugunu) ve pik genisliklerinin toplamini kullanarak ayirma giictinii hesaplar.

Ayirma giicli degerlerinin yorumu:
e Rs>1,5: ki bilesik tam olarak ayrilmistir. Pikler arasinda yeterli bosluk vardir.
o Rs=1,0: ki bilesik kismen ayrilmistir. Piklerin zirveleri ayrilmis olabilir, ancak
tabanlari ortiisebilir.
e Rs < 1,0: Iki bilesik yeterince ayrilmamustir. Pikler birbirine karismis veya iist
iste binmis olabilir.
Genel olarak, bir kromatografik sistemin iki bilesigi etkili bir sekilde ayirabilmesi igin
ayirma giiciliniin 1.5 veya daha biiylik olmasi istenir. Daha diistik ayirma giicii, bilesiklerin
birbirine karisma olasiligini artirir ve analizlerin dogrulugunu olumsuz etkiler. Ayirma
giicii, kolon uzunlugu, mobil faz kompozisyonu, akis hizi gibi parametrelerin optimize

edilmesiyle iyilestirilebilir.
2.8 Laboratuvar Ici Analitik Metot Validasyonu

Uluslararas1 Uyum Konseyi (ICH), kilavuzuna gore validasyon, bir analitik prosediiriin
belirlenen amaca uygun olup olmadigini kanitlamak amaciyla yapilan bir degerlendirme
siirecidir. Validasyon, bir analitik prosediiriin belirli performans 6zelliklerini karsilayip
karsilamadigin1 dogrulamak icin gerekli olan deneysel calismalari ve dnceden elde edilen
bilgilerin degerlendirilmesini icerir. Bu siire¢, analitik prosediiriin kullanim amacina

uygun oldugunu gosteren yeterli kanit saglamay1 amaglar (Step, 2023).
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2.8.1 Miktar tayini yontemi validasyonu

Miktar tayini yontemini valide etmek (gegerli kilmak) icin cizelge 2.2°de belirtilen

parametreler incelenir.

Cizelge 2.2 Miktar tayini i¢in validasyon parametreleri

Yontem Adi Parametreler
1. Secicilik / Spesifiklik
2. Sistem Uygunlugu

3. Kesinlik
3.1. Metot Tekrarlanabilirligi
Miktar Tayini Yontem 3.2.Laboratuvar I¢i Tekrarlanabilirlik
Validasyonu 4. Dogrusallik

5. Dogruluk (% Geri kazanim)
6. Calisma Aralig1

7. Saglamlik

8. Cozelti Stabilitesi

2.8.2 Analitik metot validasyon parametreleri

2.8.2.1 Segicilik

Bir analitik prosediiriin 6zgilinligii veya segiciligi, girisimin olmamas1 veya sonuglarin
alternatif bir prosediirle karsilastirilmas: yoluyla gosterilebilir. Analizi yapilacak
bilesenlerin varliginda analiti kesin olarak degerlendirme yetenegi olarak tanimlar.
Herhangi bir analitik metot validasyonunda ilgili parametre calisilirken segiciligin
gosterilmesi, ilgili yontemde safsizliklarin, yardimci maddelerin veya c¢oziiciilerin
varligindan etkilenmediginin, herhangi bir girisim olugmadiginin gosterilmesini
gerektirir. Bu nedenle, secicilik kriterleri, bilesenlerin ve ¢oziiciilerin analiz edilen
maddenin nihai karigimindan basariyla ayrilmasini saglamak icin kritik 6neme sahiptir.
ICH’ye gore kromatografik prosediirler kullanildiginda, se¢icilik derecesini gostermek
icin temsili kromatogramlarin sunulmasi ve piklerin uygun sekilde etiketlenmesi

gerektigini belirtmektedir (Step, 2023).
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2.8.2.2 Sistem uygunlugu

Sistem uygunluk testleri, Ol¢lim sisteminin ve analitik prosediirle iliskili analitik
islemlerin Ongoriilen amaca uygun oldugunu dogrulamak ve kabul edilemeyen
performansin saptanabilirligini artirmak i¢in gelistirilir ve kullanilir. Sistem ve metot
seciminin uygun oldugunu ispatlamak i¢in yapilir. Bu amagla standart ¢ozeltisi
hazirlanarak ardisik enjeksiyonlar1 yapilir. Analiz edilen maddeye ait pikin kuyruklanma
faktorii 0,8 — 2,0 arasinda olmasi ve teorik plaka sayisinin 2000°den yiiksek olmasi,
ardisik enjeksiyonlarina ait pik alanlar1 arasindaki bagil standart sapmanin ise %35’den

kiiciik olmasi beklenir (Step, 2023).

2.8.2.3 Kesinlik

Homojen bir karisimdan alinan numunenin analiz sonuglarinin uyumlu olmasi, analiz
yonteminin kesinliginin bir Olclisiidiir. Bu kapsamda kesinlik parametresi analiz

sonuglarinin bagil standart sapma degeri ile olgiliir (Step, 2023).

ICH’ye gore analitik bir prosediiriin kesinligi, homojen bir numune ya da standardin
birden fazla kez ardisik enjekte edilmesi ile test sonuglari arasindaki uyum derecesidir.
Analitik bir prosediiriin kesinligi genellikle bir dizi 6l¢limiin standart sapmasi veya bagil
standart sapmas1 (varyasyon katsayisi) olarak ifade edilir. Ilgili ydntemin kesinligi, sistem
kesinligi, tekrarlanabilirlik ve laboratuvar i¢i kesinlik testleri ile degerlendirilir (Step,

2023).

2.8.2.4 Sistem kesinligi

Standart ¢ozeltisinin ardisik enjeksiyonlarindaki veriler ile kullanilan sistemin kesinligin
test edilir. Pik alanlar1 ve alikonma zamanlar1 arasindaki bagil standart sapmanin sistem

kesinliginde maksimum %35 olmasi beklenir.

Sistem kesinliginin uygun oldugunu kanitlamak amaciyla laboratuvar i¢i kesinlik

caligmasi sirasinda ikinci giin sistem kesinligi ¢aligmasi yapilir. Ardisik enjeksiyonlar ig¢in
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beklenen pik alanlar1 ve alikonma zamanlar1 arasindaki bagil standart sapma maksimum

%5°tir.

2.8.2.5 Yontem Kkesinligi (Tekrarlanabilirlik)

Bir analitik metodun yontem kesinligi, analiz metodunda belirtilen numune ¢6zeltilerinin
analiz sonuglarma gore degerlendirilir. Tekrarlanabilirlik, analitik prosediiriin bir
laboratuvarda ayni analizci ve ayni ekipman kullanilarak kisa bir siire boyunca

kullanilmasini ifade eder.

Tekrarlanabilirlik parametresine ait numune sonuglar1 arasindaki bagil standart sapma

maksimum %35 olmasi beklenir (Step, 2023).

2.8.2.6 Laboratuvar i¢i kesinlik

Bir diger kesinlik parametresi olan laboratuvar i¢in kesinlik parametresinde ise taze
hazirlanmis hareketli faz, farkli marka reaktif ve cihaz, farkli analizci ve farkli zaman
araliklarinda ayni seri numarali numuneler tekrar analizlenir. Miktar tayini metodunda
belirtildigi gibi hazirlanan numune ¢ozeltileri sisteme enjekte edilir. Analiz sonuglari

arasindaki farkin + %35 olmasi beklenir (Step, 2023).

2.8.2.7 Dogrusalhik

Y ontemin, ¢alisilan maddenin belirli konsantrasyonlardaki ¢ozeltilerinde, konsantrasyon
ile dogru orantili sonuglar vermesidir. Bu amacla etkin maddenin en az 5 noktada ¢alisma
konsantrasyonlarindaki standart ¢ozeltileri hazirlanir. Hesaplanan konsantrasyona gore
hazirlanan her bir dogrusallik ¢ozeltilerinin ardisik enjeksiyonlar1 yapilarak ve gelen

sonuglara gore standart egrisi ¢izilir.

Grafikten elde edilen dogrunun denkleminden yararlanilarak dogruya ait egim, kesim degeri

ve korelasyon katsayis1 hesaplanir.
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Dogrusallik, konsantrasyona karsilik gelen alanlar arasinda ¢izilen grafikte en kiiciik
kareler yontemine gore gegirilen regresyon dogru denklemi ve bunun korelasyon
katsayis1 (R?) ile degerlendirilmektedir. R? > 0,990 genel olarak regresyon dogrusunun
uyumunun iyi oldugunun kanitidir ve R? degerinin 0,990’den biiyiik olmasi beklenir

(Step, 2023).

2.8.2.8 Dogruluk (% Geri kazanim)

Dogruluk, dlciilen deger ile kabul edilen dogru veya referans deger arasindaki yakinligi ifade
eder. Yiiksek dogruluk, bir analitik prosediiriin, ger¢ek degeri dogru bir sekilde
belirleyebildigi anlamina gelir. Analitik prosediir, bilinen bir safliga sahip referans madde
kullamilarak test edilir. Olgiilen sonuglar, teorik veya bilinen dogru degerlerle karsilastirilir.
Analit, numuneye bilinen bir miktarda eklenir (spiking)ve analiz sonucunda geri kazanilan

miktar (recovery) hesaplanir. Geri kazanim yiizdesi, prosediiriin dogrulugunu gosterir.

Hesaplanan konsantrasyonlarda en az 3 dogruluk ¢6zeltisi hazirlanir ve sisteme ardigik
olarak enjekte edilir. Her bir konsantrasyon i¢in hesaplanan geri kazanim degerinin %

90,0 - % 110,0 arasinda olmas1 beklenir (Step, 2023).

2.8.2.9 Calisma aralhig:

Calisma aralig1, analitik prosediiriin belirli bir performans seviyesinde (6rnegin dogruluk,
kesinlik, dogrusal cevap) sonug¢ verebildigi en diisiik ve en yiiksek konsantrasyonlar
arasindaki araliktir. Analitik prosediir, ¢alisma araligi disinda gilivenilir sonuglar
vermeyebilir; bu nedenle, ¢alisma araliginin iyi tanimlanmig olmasi, analitik prosediiriin
uygulanabilirligi ve gecerliligi agisindan kritik dneme sahiptir. Alt limit, genellikle
minimum tespit edilebilir veya kantitatif edilebilir miktar1 temsil ederken, iist limit
maksimum miktar1 temsil eder. Bir analitik prosediiriin hangi konsantrasyon veya miktar
araliginda gilivenilir sonuglar verdigini tanimlayan kritik bir parametredir. Analitik
prosediirlerin gegerliligi ve gilivenilirligi i¢in bu araligin dogru bir sekilde belirlenmesi ve

dogrulanmasi gerekir (Step, 2023).
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Alt Tayin Smr1 (LOQ), bir analitik yontemle giivenilir ve tekrarlanabilir bir sekilde
kantitatif olarak belirlenebilen en diislik analit konsantrasyonunu ifade eder. LOQ, bir
analitin miktarinin dogruluk ve kesinlik kriterlerini karsilayacak sekilde dlgiilebilecegi en
diisiik konsantrasyon olarak tanimlanir. LOQ, genellikle S/N (sinyal/giiriiltii) orani
kullanilarak belirlenir ve genellikle bir yontem dogrulama siirecinin bir pargast olarak

hesaplanir (Lister 2005).

Gozlenebilme Simir1 (LOD), bir analitik yontemin giivenilir bir sekilde tespit edebilecegi
en diisiik analit miktarini ifade eder. LOD, o6lgiilen sinyalin giiriiltiiye oraninin belirli bir
degeri (genellikle 3:1 veya 2:1) astig1 en diisiik konsantrasyon seviyesidir. LOD, bir
yontemin hassasiyetini belirlemek i¢in kullanilir ve genellikle metot gelistirme ve
validasyon c¢aligmalarinda o6nemli bir parametredir. LOD, bir analitin varligim

belirleyebilir, ancak bu diizeyde kesin bir miktar dl¢limii saglanamaz (Lister 2005).

2.8.2.10 Saglamhk

Bir analitik yontemin saglamligi, sistem sartlarinda bilerek yapilan kiigiik fakat 6nemli
degisimlerden etkilenmeden kaldiginin 6l¢iisiidiir ve yontemin normal sartlarda kullanildig
stirece giivenilir oldugunun gostergesidir. Her metotta, yeterince dikkatle yapilmadiginda,
metot performansi iizerinde énemli etki yapacak ve hatta metodun ¢aligmamasina neden
olabilecek belirli asamalar vardir. Bu agamalar, genellikle metot gelistirilmesinin bir pargasi
olarak belirlenmeli ve miimkiinse metot performansi iizerindeki etkileri saglamlik

parametresi ile incelenmelidir.

Analitik kosullarda yapilan degisiklikler ol¢timleri etkileyebiliyorsa, bu kosullar dikkatle
kontrol edilmeli veya prosediirde bir wuyari olarak belirtilmelidir. Saglamlik
degerlendirmesinden elde edilen sonuglar, analitik prosediiriin gecerliliginin korunmasini

saglamak amactyla bir dizi sistem uygunlugu parametresinin belirlenmesini gerektirebilir.

Ornegin gaz kromatografisinde saglamhk parametreleri
e Farkli kolonlar (farkli partiler ve / veya tedarikgiler),
e Sicaklik,
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e Akis hiz1 i¢in degisiklik yapilarak validasyon ¢alismasi gerceklestirilebilir.

Enjeksiyonlara ait bagil standart sapmanin %5’in altinda olmasi, saglamlik i¢in secilen
parametrelere ait analiz sonuglart ortalamasi ile normal sartlardaki analiz sonuglart

ortalamasi arasindaki farkin ise maksimum % =£5 olmasi beklenir (Step, 2023).

2.8.2.11 Cozelti stabilitesi

Uluslararas1 Uyum Konseyi tarafindan stabilite, analitik metot validasyonunda incelenen
numunenin zamanla kimyasal, fiziksel, mikrobiyolojik, terapotik veya toksikolojik olarak
uygunlugunu koruma kabiliyeti olarak tanimlanir. Uluslararast Uyum Konseyi kilavuzlarina
gore stabilite galismalari, analit kalitesini garanti altina almak igin kritik 6neme sahiptir. Bu
calismalar, iriiniin ya da ¢6zeltinin raf dmrii boyunca ve onerilen depolama kosullar1 altinda

stabil kalip kalmadigin belirlemek amaciyla yapilir.

Baz1 calismalarda gerek is yogunlugu ve gerekse analiz siliresinden kaynaklanan
nedenlerden dolay: analizler geceye ya da bir sonraki giine sarkabilmektedir. Bu gibi
durumlarda otomatik enjeksiyon kullanilmakta ve test ¢ozeltisi, laboratuvar kosullarinda,
test tamamlanmadan Once saatlerce kalabilmektedir. Eger analiz edilecek madde herhangi bir
degiseme (6rnegin; hidroliz, fotoliz ile bozunma, cam malzemeye yapisma 6zelligi, vb.)
ugrayacak ise bu Onemlidir. Bu amagcla hazirlanan numune c¢ozeltilerinin uzun siireli
analizlerde bozunmadan kaldig1 kanitlamak i¢in standart ve numune c¢ozeltisi oda
sicakliginda bekletilir. Baslangig stabilite sonucu ile her bir stabilite periyodundaki analiz

sonuglar arasindaki degisim maksimum % %10 olmas1 beklenir (Step, 2023).

2.9 Kaynak Ozetleri

Paolini vd., (2022) alkollii igecekler ve saraplardaki temel ugucu bilesiklerin analizi i¢in
hizl1 bir FID dedektdriiniin kullanildig bir GC yontemi gelistirmistir. Gelistirilen yontem
optimize edilmis ve alkollii iceceklerin karakteristik on alt1 ugucu bilesigi ((1,1-
dietoksietan veya asetal), aldehitler (asetaldehit), alkoller (metanol, 1-hekzanol, 2-

metilbutan-1-ol, 2-metilpropan-1-ol, 2 feniletanol, 3-metilbutan-1-ol, biitan-1-ol, biitan-
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2-ol ve propan-1-ol) ve etil esterler (etil asetat, etil format ve etil laktat) 8 dakika i¢inde
analiz edilmistir. Agilent Intuvo 9000 GC Sistemi ve CP-Wax 57 CB kolon (25 m x 0,25
mm x 0,2 um) kullanilarak kromatografik yontem ile elde edilen sonuglara dayanarak,
gelistirilen GC-FID yontemi, endiistriye sunulabilecek hizli bir kalite kontrol prosediirii
olarak Onerilmektedir. Bu prosediiriin teknolojik se¢imleri desteklemek ve sarap iiretim
uygulamalarint ve alkollii icki iiretimini gelistirmek amaciyla endiistriye yardimci

olabilecegi vurgulanmustir.

Rahman ve Kim, (2014) sik¢a kullanilan ev sprey iriinlerinden salinan tehlikeli ugucu
Kirleticilerin maruziyet seviyelerini degerlendirmek igin, alt1 viicut spreyi ve dort hava
spreyi lrlinlinden olusan toplam 10 sprey liriinii incelenmistir. Viicut spreyi lriinleri
arasinda bocek kovucular (iki farkli {irtin), ilach bant, deodorant, sa¢ spreyi ve
nemlendirici yer alirken, hava spreyi tirlinleri arasinda iki farkli bocek ilaci (sivrisinek
ve/veya hamambdcegi), antibakteriyel sprey ve oda spreyi yer almistir. Shimadzu GC-
2010 ve Shimadzu GCMS-QP2010 sistemlerini kullanarak 15 farkli ugucu organik
bilesigin miktarlari tayin edilmistir. Bu ¢alismaya gore, benzen, toluen ve metil etil keton
neredeyse tiim sprey irlnlerinde sirasiyla ortalama 43,4; 77,7 ve 53,7 mg/L
konsantrasyonlarda bulunmustur. Stiren ve biitil asetat, bocek kovucu, sa¢ spreyi ve
nemlendirici gibi iirlinlerde sirasiyla ortalama yaklagik 25 ve 11 mg/L konsantrasyonlarda
bulunmustur. Caligma, sprey iirlinlerinin benzen, toluen, stiren, metil etil keton, butil
asetat gibi kapali mekanlarda en yaygin ve bol miktarda bulunan kirleticileri i¢erdigini

dogrulamustir.

Yarita vd., (2002) alkollii iceceklerdeki etanoliin belirlenmesinde FID dedektoriin
kullanildigt GC ve HPLC yontemi kullanmistir. Calismada FID sistemi, hareketli faz
olarak saf su kullanan bir HPLC sistemine dogrudan baglanmaktadir. Triakontil silan
(Cso)-silika jel sabit faz kullanilarak 96 saat boyunca yapilan dayaniklilik testinde, dort
alkol bilesiginin alikonma siiresinde 6nemli bir degisiklik gozlenmemistir. Boylece
alkollii iceceklerin HPLC ayrimi Cao-silika jel sabit faz iizerinde gergeklestirilmistir. Alti
cesit alkollii icecegin analizine uygulandiginda, etanol Onerilen yontemle dogru bir

sekilde belirlenebilmistir.
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Savchuk vd., (2007) votka, rektifiye edilmis gida alkolii, konyaklar, konyak alkolleri ve
diger giiclii alkollii iceceklerin bilesimini kromatografik olarak incelemis ve endiistriyel
(sentetik ve hidroliz) etil alkoliin, sahte konyaklarin ve yasadisi piyasadan elde edilen ev
yapimui alkollii igkilerin (samogon) bilesimi ile karsilastirmistir. Analiz, alev iyonlagsma
dedektorlii (FID) bir Hewlett-Packard 5890A gaz kromatografinda gergeklestirilmistir.
Enjektor ve dedektor sicakliklart sirasiyla 240 ve 220°C olarak ayarlanmistir. Test edilen
alkol igeren sivilarin ¢ogunun, kimyasal bilesim ve toksik Ozellikler agisindan ticari

alkollii iceceklere yakin oldugu bulunmustur.

Destanoglu ve Ates, (2019) yasal ve yasadisi olarak {iretilen alkollii 6rneklerin etanol,
metanol ve daha yiiksek alkol iceriklerini incelemistir. Yiiksek alkol iceren maddelerin
kalitatif analizi i¢in HS-GC-MS sistemi etanol ve metanol konsantrasyonlarinin
belirlenmesi i¢in ise HS-GC-FID sistemi kullanilmistir. Alkollii igeceklerin kalitatif
analizleri, Clarus SQ8T kiitle spektrometresi ve HS40 headspace (HS) otomatik
ornekleme cihaz donanimli Perkin Elmer Clarus 680 gaz kromatografi kullanilarak
gerceklestirilmistir. 96 adet raki Orneginin 7'sinin uygun oldugu, kalan 89 ornegin
metanol konsantrasyon seviyelerinin ve denatiiran igeriklerinin teblig ve yonetmeliklere
uygun olmadig: belirtilmistir. Bira ve sarap 6rneklerinin tiimii ise yonetmelige uygun
bulunmustur. 101 adet yiiksek alkollii i¢cecek Orneginin sadece 11'inin teblige uygun
bulunmustur. Yiiksek konsantrasyonda etanol igeren iki farkli numune de rapor
edilmistir; bu numunelerin her ikisi de t-butil alkol i¢ermektedir, dolayisiyla biiyiik

ihtimalle yasadis1 alkollii i¢ecek tiretiminde kullanilmaktadirlar.

Bucci vd. (2006) tarafindan italya’daki denatiire edilmis alkol &rneklerinin bilesenlerinin
tanimlanmas1 ve miktarlarinin tayini ig¢in basit, hizli ve nispeten ucuz bir
spektrofotometrik yontem onerilmistir. Genel denatiirasyon maddesinin tiim bilesenleri
(denatonyum benzoat, tiyofen, metil etil keton ve C.I. Reaktif Kirmiz1 24 boyasi) ve
derisik bir standart denatiirasyon karigimi (kullanilmadan once uygun hacimde MEK
(metil etil keton) ile on seyreltme gerektiren) Roma'daki Giimriik Ajanst Kimya
Laboratuvar1 tarafindan hazirlanmistir. Her bir bilesenin stok standart cozeltileri
dogrudan tartilarak (veya MEK durumunda hacimsel olarak) ve %90 etil alkol ile bilinen

bir hacme seyreltilerek hazirlanmigtir.
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Kim vd., (2017) alkollii i¢eceklerdeki ugucu organik bilesiklerin tayini i¢in basit ve hizli
bir yontem gelistirmistir. Alkollii igeceklerdeki 11 ugucu organik bilesik (asetaldehit,
metanol, 2-propanol, t-butanol, 1-propanol, etil asetat, 2-butanol, izobutanol, butan-1-ol,
3-metil-1-butanol ve 2-metil-1-butanol), GC-FID kullanilarak basit bir dogrudan
enjeksiyon yontemi ile analiz edilmistir. Y&ntemin ¢ok yonliiliiglinii dogrulamak igin dort
tiir alkollii i¢ecekle (biralar, meyve saraplari, piring saraplar ve alkollii igkiler) yontemin
validasyonu yapilmistir. Dogrusallik 0,9986 ile 0,9995 arasinda R? degerleri gdstermis ve
LOD degerleri 0,010 ile 1,000 mg/L arasinda degismistir. Kesinlik ve dogruluk
parametreleri kabul edilebilir sonuglar gostererek yontemin etkinligini kanitlamigtir.
Gelistirilen yontem, dort alkollii icecek tiirlinii temsil eden 40 ticari drnege uygulanmis
ve alkollii icecek tiiriine bagli olarak ugucu organik bilesiklerin profillerini belirlemek
icin temel bilesen analizi yapilmistir. Bu yontem, diger mevcut yontemlerle
karsilagtirildiginda karmagik ekstraksiyon yontemlerine ve pahali cihazlara (6rnegin, bir

kiitle spektrometresi) ihtiya¢ duyulmadigini gostermistir.
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1 Materyal

Bu tez kapsaminda, denatiire edilmis etil alkol igindeki metil alkol ve t-butil alkoliin
tayininde kullanilan kimyasal maddeler, temin edildikleri firma ve saflik dereceleri ile

alfabetik olarak cizelge 3.1°de verilmistir.

Cizelge 3.1 Kullanilan kimyasal maddeler, temin edildikleri firmalar ve saflik dereceleri

Kullanilan Kimyasal Madde Temin Edildigi Firma Saflik Derecesi
Etil Alkol Merck %98
Metil Alkol Merck %98
t-Butil Alkol Merck %98

Calismada, giimriikten gelen 3 farkl ticari etil alkol numunesi, piyasadan satin alinan
esanslt kolonya (Kolonya-1) ve bebek kolonyasi (Kolonya-2) numune olarak
kullanilmistir. Giimriikten gelen numunelerin gelis tarihleri cizelge 3.2°de, kolonya

numunelerinin tiretim tarihleri ise cizelge 3.3’te belirtilmistir.

Cizelge 3.2 Giimriikten gelen ticari etil alkol numuneleri

Numune Gelis Tarihi
Giimriik Numunesi-1 05.02.2024
Giimriik Numunesi-2 14.03.2024
Gilimriik Numunesi-3 22.01.2024

Cizelge 3.3 Piyasada alinarak analiz edilen numune 6rnekleri

Numune Uretim Tarihi
Kolonya-1 24.01.2024
Kolonya-2 19.12.2023
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3.2 Yontem

Etil alkol i¢indeki metil alkol ve t-butil alkoliin nicel analizleri i¢in Shimadzu (Tokyo,
Japonya) marka GC 2010 QP Plus cihazi, FID dedektor ve Teknokroma TRB-WAX (60

m x 0,25 mm x 0,25 pm) kolon kullanilmistir.

Kullanilan Teknokroma markasi kapiler TRB-WAX (60 m % 0,25 mm X 0,25 um) kolonu
%100 polietilen glikol (PEG) yapiya sahip olup yiiksek polariteli kolondur. Sicaklik
olarak genis ¢alisma araligina ve yiiksek termal kararliliga sahiptir (270 °C). Alkollerin,

aldehitlerin, ketonlarin ve aromatik izomerlerin ayristirilmasi i¢in idealdir.

Shimadzu marka GC 2010 QP Plus cihazi igerisindeki LabSolution Versiyon01 yazilimi
kullanilarak tiim validayon hesaplamalar1 yapilmistir. Validasyon parametrelerine ait
sonuglar cihaz kiitliphanesinde var olan ve cihazin kendi hesaplandigi degerler ile

raporlandirilmistir. Temel alinan formiiller asagida belirtilmistir.

Ortalama:

e X : Aritmetik ortalama
e > xi: Veri setindeki tiim elemanlarin toplami (her

e 7 Veri setindeki eleman sayist

Standart Sapma:

o I3 (z; — z)?
° 4‘1"’ n—1

s: Orneklem standart sapmasi

xi : Her bir veri noktasi

%: Orneklemin aritmetik ortalamasi

e n: Veri setindeki eleman sayis1
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Bagil Standart Sapma:

RSD(%) — (5) « 100

e RSD(%): Bagil standart sapma, genellikle yiizde olarak ifade edilir.
e s: Orneklem standart sapmasi

e X: Orneklemin aritmetik ortalamasi

Teorik Plaka Sayisi:
— tR\2
v=16(%)

e N: Teorik plaka sayisi
e tr: Alikonma zamani (bilesigin kolonda kalma stiresi)

e W: Pik genisligi

Kuyruklanma Faktorii:
W0.05
- ( 2.f )
e T: Kuyruklanma faktorii
e  Woos : Pik yiiksekliginin %5'inde 6l¢iilen pik genisligi (pik tabaninin genisligi)
e f: Pik merkezinden (en yiiksek noktadan) %5 yiiksekligine kadar olan uzaklik
(pik genisligi, merkezden pik genisliginin yarist)

Ayirma Giicii:

_ 2(tR1-tR2)
T owi+w2

Rs

e Rs: Ayirma giicti

e try: Ikinci bilesigin alikonma zamani
e tr2: Birinci bilesigin alikonma zamani
e Wi: Birinci pikin genisligi

e W;: Ikinci pikin genisligi
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Korelasyon Katsayisi

n(d zy) - (D z)(Dy)

.
Vins e — (Lelny v (o)

e r1: Korelasyon katsayisi

e X: Ik degiskenin degerleri

e y: Ikinci degiskenin degerleri

e n: Veri setindeki gozlem sayist

e Yxy: iki degiskenin ¢arpimlarinin toplami
e >Yxve)y: Degiskenlerin toplamlari

e Yx?ve Yy?% Degiskenlerin karelerinin toplam1

Analizde kullanilan GC cihazinin goriiniimii sekil 3.1°de verilmistir.

Sekil 3.1 Analizde kullanilan GC cihaz1

Literatiir verileri dogrultusunda metil alkol ve t-butil alkol analiz yonteminin optimum
kosullarii belirlemek i¢in farkli denemeler yapilmistir. Enjeksiyon blogu sicakligi, akis
hizi, kolon sicaklik programi sartlar1 degistirilerek metil alkol ve t-butil alkol pikleri

arasindaki ayirma giicii (rezoliisyon), pik siddetleri ve alikonma zamanlar1 incelenmistir.

11 farkli denemeye ait enjeksiyon blogu sicakligi, akis hizi, basing, dedektor sicakligi,

firin sicaklig1 ve kolon sicaklik programlar degerleri ¢izelge 3.4’te verilmistir.
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Cizelge 3.4 Denemelere ait kromatografik sartlardaki degisen veriler

Enjeksiyon Blogu Sicakligi: 200 °C

Kolon Sicaklik Programi:

Akis: 2.57 mL/dk Oran Sicaklik | Bekleme
Deneme 1 Basfﬁg:,60 kPa . (°Cldk) | (C) Stiresi
Dedektor Sicakligi: 240 °C . 55 fdk')
S1° (o]
Firmn Sicakligi: 55 °C 10 200 1
Kol klik P :
Enjeksiyon Blogu Sicakligi: 200 °C olon Sicaklik Program
AKis: 2.57 ml/dk Oran Sicaklik | Bekleme
Deneme 2 Basfﬁg:’60 kPa ' (°Cldk) | (°C) Stiresi
Dedektor Sicakligi: 240 °C . 30 gdk')
S1° (o]
Firin Sicakligi: 30 °C 10 200 1
Enjeksiyon Blogu Stcakligr: 160 °C | fooion Steaklik Program:
Akis: 2.57 mL/dk Oran Sicaklik | Bekleme
Deneme 3 Basfﬁg:’60 kPa . (°Cldk) | (°C) Sitresi
Dedektor Sicakligr: 250 °C . 30 gdk')
S1° (0]
Firin Sicakligi: 30 °C 10 200 1
Kol klik P :
Enjeksiyon Blogu Sicakligi: 160 °C OO on Sica Sl E?iramé K
Akis: 0.46 mL/dk. o) | e o
Deneme 4 Basing: 72,2 kPa ( ) | (©) ((;Ee)Sl
Dedektor Sicakligi: 200 °C . 30 7 :
>1° (0]
Firin Sicakligi: 30 °C 50 200 1
Kol klik P :
Enjeksiyon Blogu Sicakligi: 160 °C olon Sicaklik Program
Akis: 0.46 mL/dk Oran Sicaklik | Bekleme
: 0, . o o .
Deneme 5 Basing: 72,2 kPa (°Cldk) | (°C) (S(;ll:e)Sl
Dedektor Sicakligi: 180 °C . 30 7 :
S1° (o]
Firin Sicakligi: 30 °C 10 200 1
Enjeksiyon Blogu Stcakligi: 200 °C Ko°1°n Slcakgk Pﬁfiramg i
Akis: 037 mL/dk. oran icaidik | Dekleme
Deneme 7 Basm(;:’60 kPa (°Cldk) | (°C) Stresi
Dedektor Sicakligr: 250 °C . 30 gdk')
>1° (0]
Firin Sicakligi: 30 °C 10 200 1
Kol klik P :
Enjeksiyon Blogu Sicakligi: 200 °C OO on Sica Sl E?iramé K
Akis: 0.33 mL/dk. o | o S? eme
Deneme 8 Basing: 53,5 kPa ( ) Q) ((;Ee)SI
Dedektor Sicakligi: 250 °C . 30 7 :
>1° (0]
Firin Sicakligi: 30 °C 10 200 1
Enjeksiyon Blogu Sicakligi: 200 °C Kolon Sicaklik Program:
Akis: 0.30 mL/dk Oran Sicaklik | Bekleme
: 0, . 0 o .
Deneme 9 Basing: 51,1 kPa (°Cldkc) | (°C) (S&Ee)Sl
Dedektor Sicakligi: 250 °C . 30 7 .
S1° (o]
Firin Sicakligi: 30 °C 10 200 1
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Cizelge 3.4 Denemelere ait kromatografik sartlardaki degisen veriler (devam)

Kolon Sicaklik Programi:
Oran Sicaklik | Bekleme
(°C/dk.) | (°C) Stiresi
(dk.)
- 30 7

10 200 1
Kolon Sicaklik Programu:
Oran Sicaklik | Bekleme

Enjeksiyon Blogu Sicakligi: 200 °C
Akis: 0,30 mL/dk.

Deneme 10 Basing: 56,1 kPa

Dedektor Sicakligi: 300 °C

Firmn Sicakligi: 30 °C

Enjeksiyon Blogu Sicakligi: 200 °C
Akis: 0,37 mL/dk.

o o L
Deneme 11 Basing: 60,7 kPa (Cldk) | (C) (SC;EE;SI
Dedektor Sicakligi: 300 °C . 30 7 :
S1° (o]
Firin Sicakligi: 30 °C 10 200 1

3.3 Cozeltilerin Hazirlanmasi

Etil alkol ve metil alkoliin tiretimi ile i¢ ve dis ticaretine iliskin usul ve esaslar hakkindaki
yonetmeligin 22.maddesinde yer alan ifadeye gore 100 L denatiire etil alkol igerisine 78
gram t-butil alkol yer almaktadir.

Yapilan analitik metot validasyon ¢aligmasinda dogrusallik ve dogruluk parametrelerinin
orta noktas1 Ve numune ¢ozeltileri, ilgili yonetmelige istinaden 1 mL igerisinde 78 ppm t-

butil alkol olmasina gore hesap yaparak hazirlandi.

Dogrusallik ve dogruluk ¢alismasi i¢in ¢izelge 3.1°de verilen metil alkol ve t-butil alkol

standartlardan belirlenen miktarlarda alinarak ayri ayr1 stok ¢ozeltileri hazirlandi.

3.3.1 Metil alkol stok cozeltisi

1,8704 g metil alkol tartilarak 25 mL’ye saf su ile seyreltildi. Bu ¢ozeltiden 100 mL'ik
balon jojeye 1 mL alinarak saf su ile son hacmine seyreltildi. (Stok metil alkol

konsantrasyonu: 748,16 ppm)

Dogrusallik calismast i¢in, hazirlanan metil alkol stok ¢ozeltisinden 5 farklh

konsantrasyonda cizelge 3.5’te belirtilen dogrusallik ¢ozeltileri hazirlandi.
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Cizelge 3.5 Metil alkol dogrusallik ¢ozeltileri

Cozelti Konsantrasyon (ppm)
Stok Metil Alkol 748,16

1:20 37,41

1:13 56,12

1:10 74,82

1:6,7 112,23

1:5 149,64

3.3.2 t-Butil alkol stok cozeltisi
1,9390 g t-butil alkol tartilarak 25 mL’ye saf su ile seyreltildi. Bu ¢6zeltiden 100 mL'lik
balon jojeye 1 mL alinarak saf su ile son hacmine seyreltildi. (Stok t-butil alkol

konsantrasyonu: 775,56 ppm)

Dogrusallik ¢alismasi igin, hazirlanan t-butil alkol stok ¢ozeltisinden 5 farkl

konsantrasyonda cizelge 3.6’da belirtilen dogrusallik ¢ozeltileri hazirlandi.

Cizelge 3.6 t-Butil alkol dogrusallik ¢ozeltileri

Cozelti Konsantrasyon (ppm)
Stok t-butil Alkol 775,56

1:20 38,78

1:13 58,17

1:10 77,56

1:6,7 116,34

1:5 155,12

Metil alkol ve t-butil alkol dogrusallik ¢alismasi igin ayri ayr1 hazirlanan 5 farkl

konsantrasyondaki ¢ozeltilerinin ardisik enjeksiyonlar1 yapildi.
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3.3.3 Etil alkol c¢ozeltisi

1,9410 g etil alkol tartilarak 25 mL’ye saf su ile seyreltildi. Bu ¢ozeltiden 100 mL'lik
balon jojeye 1 mL alinarak saf su ile son hacmine seyreltildi. (Etil alkol konsantrasyonu:

776,40 ppm)

3.3.4 Numune ¢ozeltileri

3 farkli seriye ait giimriikten gelen ve ticari amagla kullanilacak olan etil alkol numunesi, 2
farkli firmaya ait kolonya numunelerinin her birinden 1’er mL alinarak saf su ile 10 mL’ye

seyreltildi.

3.3.5 Dogruluk ¢ozeltileri

Metil alkol ve t-butil alkol i¢in dogruluk parametresini ¢alismak {izere plasebo ortami
yaratmak amaciyla ilk olarak %96°lik etil alkol ¢6zeltisi hazirlandi. Merck firmasina ait
etil alkol ¢ozeltisinden 96 mL alinarak 100 mL'ye seyreltildi.

Dogruluk parametresinde kullanilmak {izere hazirlanan %96’lik etil alkol ¢6zeltisinden
1:20, 1:10 ve 1:5 oraninda olacak sekilde ¢izelge 3.7°de belirtildigi gibi ayr1 ayr1 stok
metil alkol ve t-butil alkol ¢6zeltilerinin eklenmesiyle 3 farkli konsantrasyonda geri

kazanim caligmasi yapildi.

Cizelge 3.7 Metil alkol ve t-butil alkol dogruluk ¢ézeltileri

Cozelti Ilave edilen metil alkol flave edilen t-butil alkol
konsantrasyonu (ppm) konsantrasyonu (ppm)

1:20 37,41 38,78

1:10 74,82 77,56

1:5 149,64 155,12
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4. BULGULAR ve TARTISMA

Bu ¢alismada optimize metodu bulmak amaciyla kromatografik kosullar1 degistirerek 11
farkli deneme yapilmistir. Bu denemelerde metil alkol ve t-butil alkol piklerinin siddeti,
piklere ait teorik plaka sayisi, kuyruklanma faktorii ve ayirma giicii (rezoliisyon) dikkate

alinarak degerlendirme yapilmistir.

En uygun kromatografik sart1 bulmak amaciyla sistem iizerinde akis hizi, basing, dedektor
sicakligi, firin sicakligi, enjeksiyon blogu sicakligi, kolon sicakligi ve sicaklik programi

oranlar1 degistirilerek metil alkol ve t-butil alkol pikleri incelenmistir.

Tiim denemeler ve gelistirilen yeni yontem i¢in kromatografik sartlar 6zet olarak sekil

4.1 igerisinde belirtilmistir.

Denemelere ait degisen parametre 6zetleri
300
250
200
150
10

o

5

o

Deneme -1Deneme -2Deneme -3Deneme -4Deneme -5Deneme -6Deneme -7Deneme -8Deneme 9Deneme Deneme -
11

o

m Akis Hizi ® Basing Dedektor Sicakligt
H Enjeksiyon Blogu Sicakligi = Kolon Sicakligi | Sicaklik Program Orani
B Toplam Enjeksiyon Siiresi

Sekil 4.1 Yapilan tiim kromatografik denemelere ait degisen parametre 6zetleri
Denemelere ait elde edilen 6rnek kromatogramlar sekil 4.2 — 4.12°de verilmistir.

Literatiir verileri dogrultusunda ilk deneme c¢izelge 3.1 igerisinde verilen Deneme 1’e ait

kromatografik sartlar ile baslatilmistir.
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T T T
3 4

Zaman, dk

2 —

Sekil 4.2 Deneme-1’e ait metil alkol ve t-butil alkol kromatogram

Deneme 1°de edilen piklerin iist listii gelmesi ile Deneme 2’ye gegilerek ilk olarak kolon
sicakligi diistiriilerek metot igerisine bekleme siiresi eklenmistir. 30 °C kolon sicakligi ile
Deneme 2’ye ait kromatogramda Deneme 1’e gore metil alkol ve t-butil alkol piklerinde
daha iyi bir ayrim gozlenmis ve piklere ait genislikleri azalarak daha keskin pikler elde

edilmistir.

S RO

25000

Mhend Aol

el dr Syl
Bl Aol

Sekil 4.3 Deneme-2’ye ait metil alkol ve t-butil alkol kromatogram

Deneme 2’de gbzlenen kromatogram sonrasi metil alkol ve t-butil alkol piki arasindaki
ayrimi gozlemlemek amaciyla enjeksiyon blogu sicaklig diisiiriilerek diger degerler sabit
tutulmustur. Deneme 3’de elde edilen kromatograma goére pik siddetleri azalmis olup

ayrimda bir iyilesme gézlenmemistir.
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S0000—y

25000

Dedektor Sinyali, pA
Metil Alkol

t-Bart Alkol

Sekil 4.4 Deneme-3’e ait metil alkol ve t-butil alkol kromatogram

Deneme 4 i¢in akis hiz1 ve dedektor sicakligr azaltilmis olup kolon firini sicaklik programi
degistirilmistir ancak metil alkol ve t-butil alkol piklerine ait degisim gdzlenmistir.

Azalan akis hizi ile hem pikler aras1 ayrim azalmis hem de bant genisliklerinde artig

gbzlenmistir.
50000
< =
3 E
F 25000 =
& 2
0_
I | | I | | " I | | I
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
Zaman, dk

Sekil 4.5 Deneme-4’¢ ait metil alkol ve t-butil alkol kromatogram

Deneme 5’te ise dedektdr sicakligr diisiirtilerek kolon sicaklik programi tekrar baslangic
degerine getirilmistir. Metil alkol pikinde omuz gbzlenmis olup piklerin bant genislikleri
yiiksektir. Metil alkol ve t-butil alkol pikleri arasinda da ayrim beklenen diizeyde

gbzlenmemistir.
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Sekil 4.6 Deneme-5’¢ ait metil alkol ve t-butil alkol kromatogram

Piklere ait bant genisliklerinin artmasiyla Deneme 6 igin enjeksiyon blogu sicakligi ve
dedektdr sicakligt geri yiikseltilmistir. Buna ek olarak kolon sicaklik programindaki oran

degistirilmistir. Ancak metil alkol ve t-butil alkol pikleri arasindaki ayrimda bir iyilesme

olmamustir.
50000
,3 25000 3
3 [\#
O— -
T T T T T o [ SRR LA T | BRI T
1 2 3 4 5 6 7 8 9
Zaman, dk

Sekil 4.7 Deneme-6’ya ait metil alkol ve t-butil alkol kromatogram
Deneme 7 icin ilk olarak kolon sicaklik programi orani baglangi¢ kosuluna geri

getirilmistir. Buna ek olarak akis hiz1 diisiiriilmistiir. Metil alkol ve t-butil alkol pikleri

siddetli gelerek iki pik arasindaki kabul edilebilir bir ayrim gézlenmistir.
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Sekil 4.8 Deneme-7’ye ait metil alkol ve t-butil alkol kromatogram

Deneme 7 i¢in elde edilen ayrimi iyilestirmek amaciyla Deneme 7 sartlar1 baz alinarak
sadece akis hizi azaltilmistir. Elden edilen bu ayrimi daha da iyilestirmek amaciyla
Deneme 8 i¢in pikler daha keskin ancak diisiik siddette gelmis olup metil alkol ve t-butil

alkol arasindaki ayrim azalmistir.

Metil Alkol

10000

1-Butil Alkol

Dedektor Sinyali, pA

T T T T T T T T T T T T T
3 4 5 6 7 8 9 10 11

Zaman, dk

Sekil 4.9 Deneme-8’e ait metil alkol ve t-butil alkol kromatogram

Metil alkol ve t-butil alkol pikleri arasindaki ayrimi gozlemlemek amaciyla Deneme 9

icin akis hiz1 Deneme 8 sartlar1 lizerinden tekrar azaltilmistir.
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Sekil 4.10 Deneme-9°a ait metil alkol ve t-butil alkol kromatogram

Dedektor sicakliginin etkisini 6lgmek amaciyla Deneme 9 sartlari ile devam edilerek
sadece dedektor sicakligr arttirilmistir. Ancak Deneme 10 ve Deneme 9 arasinda anlamli

bir fark gézlenmemistir.

10000

Metil Alkol

5000+

Dedektor Sinyali, pA

t-Butil Alkol

Zaman, dk
Sekil 4.11 Deneme-10’a ait metil alkol ve t-butil alkol kromatogram
Deneme 11 i¢in ise akis hizindaki degisimi gézlemlemek amaciyla Deneme 10 sartlar

baz alinarak sadece akis hiz1 arttirilmistir. Her ne kadar pikler keskin olsa da metil alkol

ve t-butil alkol arasindaki ayrim Deneme 7’deki kadar yiiksek bulunmamastir.
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Sekil 4.12 Deneme-11’e ait metil alkol ve t-butil alkol kromatogram

Kromatografik kosullarin optimizasyonu sirasinda yapilan 11 farkli deneme arasindan

Deneme-7’ye ait kromatografik sartlar metil alkol ve t-butil alkol arasindaki ayirma

giiciinlin en yiiksek, pik siddetlerinin en iyi oldugu kosul analiz yontemi olarak

secilmistir.

Valide Edilen Analitik Metot

Kromatografik Sartlar;

Cihaz: GC 2010 QP Plus

Dedektor: FID

Kolon: Teknokroma TRB-WAX 60 m x 0,25 mm x 0,25um
Kromatografik Sartlar

Enjeksiyon Blogu Tiirli: SPL
Enjeksiyon Blogu Sicakligi: 200 °C
Enjeksiyon Modu: Splitless

Akis: 0,37 mL/dk.

Basing: 60 kPa

Hiz: 40 cm/s

Dedektor Sicakligi: 250 °C

Firin Sicakligi: 30 °C

Enjeksiyon Stiresi: 40 dk.

Kolon Sicaklik Programai: ¢izelge 4.1°de verilmistir.

45



Cizelge 4.1 Optimum kosullarda belirlenen kolon sicakligi programi

Oran (°C/dk.) Sicaklik (°C) Bekleme Siiresi (dk.)
- 30 7
10 200 1

4.1 Validasyon Parametrelerinin Degerlendirilmesi

4.1.1 Secicilik/Spesifiklik

Optimize edilen metot ile metot segiciligini gdstermek amaciyla sirasiyla stok metil alkol,

stok t-butil alkol, etil alkol ve glimrilk numunesi-1 ¢ozeltileri enjekte edilmistir. Elde

edilen kromatogramlarda piklere ait alikonma zamani, alan, teorik plaka sayisi ve

kuyruklanma faktorii ayr1 ayr1 degerlendirilmistir. Secicilik parametresine ait Ozet

sonuclar cizelge 4.2°de yer almaktadir. Segicilik parametresinde enjekte edilen 6rnek

numuneye ait 6zet sonuglar ise ¢izelge 4.3’te verilmistir.

Cizelge 4.2 Segicilik parametresine ait 6zet sonuglar

Analit Alikonma Alan Teorik Plaka Kuyruklanma
Zamam (dk) (nv) Sayisi Faktorii

Metil Alkol 5,363 1065684 33326 1,000

t-Butil Alkol 5,516 292707 36531 1,104

Etil Alkol 6,478 252515 41911 1,195

Cizelge 4.3 Segicilik parametresine ait glimriik numunesi-1 6zet sonuglari

Ornek Ahkonma Alan (uV) Teorik Plaka Kuyruklanma
Numune Zamam (dk) Sayis1 Faktori
t-Butil Alkol 5,570 9040 31761 1,047

Etil Alkol 6,684 23797006 9815 3,308

Secicilik parametresinden elde edilen kromatogramlar sekil 4.13 — 4.17°de verilmistir.
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363/ Metil Alkol

Dedebtr Sinyal, g

..........................

Sekil 4.13 748,16 ppm metil alkol’e ait segicilik kroatogrami

X167 1butil Aol

Dedektir Sy, gA

Sekil 4.14 775,56 ppm t-butil alkol’e ait secicilik kromatogram

6 ATS 7l Aol

Dedektor Sinyali, pA

Sekil 4.15 776,40 ppm etil alkol’e ait segicilik kromatogrami
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Sekil 4.16 Giimriik numunesi-1’e ait se¢icilik kromatogrami
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Sekil 4.17 Segicilik parametresi igin metil alkol ve t-butil alkol kromatogram gakistirmasi

4.1.2 Sistem uygunlugu

Stok metil alkol ve stok t-butil alkol ¢ozeltilerinin 1:10 oraninda hazirlanan metil alkol
ve t-butil alkol standart ¢ozeltileri ardisik olacak sekilde sisteme enjekte edilmistir. Bu
enjeksiyonlara ait bagil standart sapmalar sirasiyla %35’in altinda bulunmus olup, tiim
enjeksiyonlarda teorik plaka sayis1 2000’den fazla ve alkol piklerine ait kuyruklanma

faktorii beklenen aralikta bulunmustur.
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Paralel hazirlanan ikiser metil alkol ve t-butil alkol standartlar igin ardisik enjekte elde

edilen sistem uygunluk parametre sonuglar cizelge 4.4, 4.5, 4.6 ve 4.7°de yer almaktadir.

Cizelge 4.4 1:10 oraninda hazirlanan metil alkol standart-1 sistem uygunluk sonuglar1

Metil Alkol Standart-1 Alikonma Zamam (dk) Alan (nV)

Ortalama 5,51 97618

SD 0,019 3652

%RSD 0,340 3,741
(n=4)

Cizelge 4.5 1:10 oraninda hazirlanan metil alkol standart-2 sistem uygunluk sonuglari

Metil Alkol Standart-2 Alikonma Zamam (dk) Alan (nV)

Ortalama 5,54 105348

SD 0,000 2298.,80

%RSD 0,000 2,182
(n=4)

Cizelge 4.6 1:10 oraninda hazirlanan t-butil alkol standart-1 sistem uygunluk sonuglari

t-Butil Alkol Standart-1  Alikonma Zamam (dKk) Alan (pV)

Ortalama 5,65 25562

SD 0,004 1211,58

%RSD 0,007 4,740
(n=4)

Cizelge 4.7 1:10 oraninda hazirlanan t-butil alkol standart-2 sistem uygunluk sonuglari

t-Butil Alkol Standart-2  Alikonma Zamam (dKk) Alan (nV)

Ortalama 5,64 24026

SD 0,004 678,04

%RSD 0,063 2,822
(n=4)

Her iki metil alkol ve t-butil alkol standartlarina ait % benzerlik degerleri elde edilen

ortalama konsantrasyon ve alana gore hesaplanmis olup ¢izelge 4.8’ ve 4.9°da verilmistir.
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Cizelge 4.8 1:10 oraninda hazirlanan standart-1 ve 2 metil alkol ¢ozeltilerine ait %
benzerlik sonucu

Metil Alkol Konsantrasyon (ppm) Alan (nV) % Benzerlik
Standartl 74,82 97618 98.96
Standart2 79,90 105348

Cizelge 4.9 1:10 oraninda hazirlanan standart-1 ve 2 t-butil alkol ¢ozeltilerine ait %
benzerlik sonucu

t-Butil Alkol Konsantrasyon (ppm) Alan (nV) % Benzerlik
Standartl 77,56 25562
’ 102,99
Standart2 75,07 24026

4.1.3 Dogrusallik

Stok metil alkol ve t-butil alkol ¢ozeltilerinden 1:20, 1:13, 1:10, 1:6,7 ve 1:5 oraninda
olacak sekilde 5 farkli konsantrasyonda metil alkol i¢in sirasiyla 37,41 ppm, 56,12 ppm,
74,82 ppm, 112,23 ppm, 149,64 ppm t-butil alkol i¢in sirastyla 38,78 ppm, 58,17 ppm,
77,56 ppm, 116,34 ppm ve 155,12 ppm olacak sekilde hazirlanan dogrusallik ¢ozeltileri
ardisik olarak sisteme enjekte edilmistir. Ardisik enjeksiyonlara ait bagil standart
sapmalar1 sirasiyla %5’in altinda bulunmus olup, teorik plaka sayis1 2000°den fazla ve

alkol piklerine ait kuyruklanma faktorii beklenen aralikta bulunmustur.

Bes farkli konsantrasyonda hazirlanan metil alkol ve t-butil alkol dogrusallik

cozeltilerinin ortalama alanlar1 ile konsantrasyona kars1 dogrusallik grafikleri ¢izilmistir.
4.2 Metil Alkol Dogrusallik Sonuclari
Optimum kosullar belirlendikten sonra ana stok ¢dzeltisinden seyreltilerek hazirlanan 5

farkli metil alkol standart ¢ozeltisinin ardisik enjeksiyonlarina ait ortalama alanlari

cizelge 4.10°da verilmistir.
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Cizelge 4.10 Metil alkol dogrusallik ¢ozeltileri ve ortalama pik alanlari

Cahisilan Konsantrasyon (ppm) Ortalama Pik Alan (pA)
37,41 483124
56,12 76678,6
74,82 97472,5
112,23 155625,7
149,64 220341,4

(n=4)

Ortalama pik alanlar1 ve konsantrasyona karsi ¢izilen kalibrasyon grafigi sekil 4.18’de

yer almakta olup korelasyon katsayis1 0,9963 olarak bulunmustur.

300000,0

250000,0 - y =1521,6x - 11227 2203414
R =0,9963

2200000,0 1 155%25’7

>
=150000,0 -
5+

<100000,0 - 76678,6

48312,4
50000,0 - 3]:1

0,0 T T T T T T T 1
0,0 20,0 40,0 60,0 80,0 100,0 120,0 140,0 160,0

Konsantrasyon (ppm)

Sekil 4.18 Metil alkol i¢in ¢izilen dogrusallik grafigi
4.3 t-Butil Alkol Dogrusallik Sonug¢lari
Optimum kosullar belirlendikten sonra ana stok ¢dzeltisinden seyreltilerek hazirlanan 5

farkli t-butil alkol standart ¢ozeltisinin ardisik enjeksiyonlarina ait ortalama alanlari

cizelge 4.11°de verilmistir.
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Cizelge 4.11 t-Butil alkol dogrusallik ¢6zeltileri ve ortalama pik alanlari

Calisilan Konsantrasyon (ppm) Ortalama Pik Alan (pA)
38,78 13986
58,17 24903
77,56 28167
116,34 42141
155,12 57233

(n=4)

Ortalama pik alanlar1 ve konsantrasyona kars1 ¢izilen kalibrasyon grafigi sekil 4.19°da

yer almakta olup korelasyon katsayis1 0,9904 olarak bulunmustur.

700000 |y =356,75x + 1466,3
" 7283.1
50000,0 - R2 = 0,9904 57283,
50000,0 -
g 40000,0 -
& 30000,0 -
<
20000,0 -
10000,0 -

0,0

0,0 50,0 100,0 150,0 200,0
Konsantrasyon (ppm)

Sekil 4.19 t-Butil alkol i¢in ¢izilen dogrusallik grafigi
Metil alkol ve t-butil i¢in ayr1 ayr1 hazirlanan 5 farkli konsantrasyona ait dogrusallik

¢ozeltisinden elde edilen kromatogramlarin ¢akistirmali goriintiisii sekil 4.20 ve 4.21°de

yer almaktadir.
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Sekil 4.20 Dogrusallik parametresi i¢in hazirlanan metil alkol ¢ozeltileri kromatogram
cakistirmasi
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167
1:10
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1:20

2754

2504
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1254

1.004

0.754

Dedektdr Sinyali, pA

0.504

0254
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Zaman, dk

Sekil 4.21 Dogrusallik parametresi i¢in hazirlanan t-butil alkol ¢6zeltileri kromatogram
cakistirmasi
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4.4 Dogruluk

% Geri kazanim degerlerinin ortalamasi kabul kriterlerinin i¢inde ve her seviyedeki geri

kazanim ¢alismalarinin ortalamalar1 da %95 giiven sinirlar1 i¢inde bulunmustur.

Metil alkol ve t-butil alkole ait geri kazanim calismalar1 ¢izelge 4.12 ve 4.13’te

verilmistir.

Cizelge 4.12 Metil alkol i¢in yapilan geri kazanim sonuglari

< Eklenen Hesaplanan :
(l;)i(i)zgerlltlilll;lr(i konsantrasyon konsarl?trasyon IZOZS;:L
(Ppm) (ppm)

1:20 37,41 37,16 99,33

1:10 74,82 72,32 96,66

1.5 149,63 147,93 98,86

Ortalama % Geri Kazanim 98,28
Standart Sapma 1,17
%95 Giiven Arahg 98,2840,88
(n=4)

Cizelge 4.13 t-Butil alkol i¢in yapilan geri kazanim sonuglari

o Eklenen Hesaplanan 0 .
ggferl;lilll;llfi konsantrasyon konsantrasyon kflicl;neli;lll
(ppm) (Ppm)

1:20 38,78 35,68 92,02

1:10 77,56 75,26 97,03

15 155,12 153,97 99,26

Ortalama % Geri Kazanim 96,10
Standart Sapma 3,03
%95 Giiven Arahg 96,10+2,28
(n=4)
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4.5 Alt Tayin Simir1 (LOQ) ve Gozlenebilme Sinir1 (LOD)

Bu ¢alismada, Uluslararas1 Uyum Konseyinin Q2(R1) kilavuzunu takip ederek alt tayin

smir1 ve gézlenebilme sinir1 sinyal/giiriiltii yaklasimina gore hesaplanmustir.

1:10 oraninda hazirlanan metil alkol ve t-butil alkol ¢ozeltilerinin sinyal/giriltii
hesaplanarak bu oranin 10:1 olacak sekilde uygun seyreltme islemleri yapilarak alt tayin

sinirlart tespit edilmistir.
Gozlenebilme siirmin belirlenmesi i¢in ise genellikle 3:1 veya 2:1 arasindaki bir sinyal-
giiriiltii oran1 kabul edilebilir olarak degerlendirilir. Bu nedenle, gdzlenebilme siniri

hesaplamalarinda ise alt tayin sinir1 ¢ozeltilerinde 3,3 mL alinarak saf su ile 10 mL'ye

seyreltilmistir.

Alt tayin sinir1 LOQ ve LOD parametrelerine ait sonuglar ¢izelge 4.14’te yer almaktadir.

Cizelge 4.14 Metil alkol ve t-butil alkol i¢in LOQ ve LOD sonuglari

Metil Alkol t-Butil Alkol
Alt Tayin Smmir1 (LOQ) Alt Tayin Smmir1 (LOQ)
Konsantrasyon (ppm) 14,81 Konsantrasyon (ppm) 15,49
Alan (nA) 19430 Alan (uA) 7622
S/N 11,20 S/IN 12,28
Gozlenebilme Sinir1 (LOD) Gozlenebilme Sinir1 (LOD)
Konsantrasyon (ppm) 4,89 Konsantrasyon (ppm) 511
Alan (nA) 6411 Alan (uA) 2518
SIN 3,71 S/N 3,22
(n=4)
4.6 Kesinlik

Kesinlik parametresini kanitlamak amaciyla metot tekrarlanabilirligi ve laboratuvar ici

tekrarlanabilirlik parametreleri sirasiyla ¢alisilmistir. Bu kapsamda numune ¢ozeltileri
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ardisik olarak sisteme enjekte edilmistir. Numune ¢ozeltilerinin ardisik enjeksiyonlarina

ait sonuclari ¢izelge 4.15’te yer almaktadir.

Cizelge 4.15 Tekrarlanabilirlik parametre sonuglari

Ortalama Numunedeki
Alikonma Ortalama t-butil Alkol
Numune Analit Zamani Alan ve Metil Alkol
(nv) Miktan
(dk)
(ppm)
e t-Butil Alkol 5,672 26890 71,67
Glimriik Tespit Tespit Tespit
Numunesi 1 i . ) . . . .
Metil Alkol Edilemedi Edilemedi Edilemedi
e t-Butil Alkol 5,697 27292 72,80
Gtk Tespit Tespit Tespit
Numunesi 2 i
Metil Alkgl Edilemedi  Edilemedi Edilemedi
Ny, . t-Butil Alkol 5,715 26097 69,43
gk Tespit Tespit Tespit
Numunesi 3 i
e Alkol Edilemedi Edilemedi Edilemedi
t-Butil Alkol 5,692 20811 54,53
Kolonya 1 Metil Alkol Tespit Tespit Tespit
Edilemedi Edilemedi Edilemedi
t-Butil Alkol 5,670 22742 59,97
Kolonya 2 . Tespit Tespit Tespit
MetildERol Edilemedi  Edilemedi Edilemedi
(n=4)

Tekrarlanabilirlik parametresinden elde edilen numune kromatogramlari sekil 4.21 ve

4.23’te verilmistir.
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Sekil 4.22 (a) Giimriik-1, (b) Giimrik-2 ve (c) Glmriik-3 numuneleri igin
tekrarlanabilirlik parametresi 6rnek kromatogramlari
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Sekil 4.23 (a) Kolonya-1 ve (b) Kolonya-2 numuneleri i¢in tekrarlanabilirlik parametresi

ornek kromatogramlari

Laboratuvar i¢i kesinlik parametresi i¢in farkli giinde hazirlanan numune ¢ozeltilerinin

ardisik enjeksiyonlarina ait sonuglar cizelge 4.16’da yer almaktadir.

Cizelge 4.16 Laboratuvar i¢i kesinlik parametre sonuglari

Ortalama Numunedeki
Alkonma Ortalama t-butil Alkol
Numune Analit Zaman Alan ve Metil Alkol
(nv) Miktari
(dk)
(ppm)
e t-Butil Alkol 5,702 26843 71,53
Gtmriik Tespit Tespit Tespit
Numunesi 1 i
Metil Alkol Edilemedi Edilemedi Edilemedi
. t-Butil Alkol 5,716 26858 71,58
Gtmriik Tespit Tespit Tespit
Numunesi 2 i
Metil Alkol Edilemedi Edilemedi Edilemedi
o t-Butil Alkol 5,728 25910 68,90
Gtmriik Tespit Tespit Tespit
Numunesi 3 i
Metil Alkol Edilemedi Edilemedi Edilemedi
t-Butil Alkol 5,701 21015 55,11
Kolonya 1 Metil Alkol Tespit Tespit Tespit
Edilemedi Edilemedi Edilemedi
t-Butil Alkol 5,711 21781 57,26
Kolonya 2 . Tespit Tespit Tespit
Metil Alkol Edilemedi Edilemedi Edilemedi
(n=4)
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Tekrarlanabilirlik (1.giin) ve laboratuvar i¢i kesinlik (2.giin) parametreleri arasindaki %

fark hesaplanmis olup sonugclar ¢izelge 4.17°de yer almaktadir.

Cizelge 4.17 Tekrarlanabilirlik ve laboratuvar i¢i kesinlik sonuglar1 arasindaki % fark

Numune Analit 1.giin 2.giin % Fark
sonuclar sonuc¢lari
e t-Butil Alkol 71,67 71,53 -0,20
Gummk- Tespit Tespit Tespit
Numunesi 1 Metil Alkol Edilemedi Edilemedi Edilemedi
. t-Butil Alkol 72,80 71,58 -1,68
Gimrik Tespit Tespit Tespit
Numunesi2 — Metil Alkol o Edilemedi Edilemedi
o t-Butil Alkol 69,43 68,90 -0,76
Gummk— Tespit Tespit Tespit
Numunesi 3 Metil Alkol Edilemedi Edilemedi Edilemedi
t-Butil Alkol 54,53 55,11 1,06
Kolonya 1 Metil Alkol Tespit Tespit Tespit
Edilemedi Edilemedi Edilemedi
t-Butil Alkol 59,97 57,26 -4,52
Kolonya 2 . Tespit Tespit Tespit
Metl Alkol & Edilemedi Edilemedi Edilemedi

Yapilan tekrarlanabilirlik ve laboratuvar i¢i kesinlik parametresine ait sonuglar
incelendiginde farkli giinlere ait hesaplanan miktar tayini sonuclari arasindaki % fark

kiigiik olup kabul kriteri igerisinde gelmistir.

4.7 Saglamhk

Saglamlik parametresi i¢in mevcut yontem {lizerinde bilinen ve ufak degisiklikler
yapilarak metil alkol ve t-butil alkol standart g¢ozeltilerinin tekrarli enjeksiyonlari
yapilmustir. Sistem uygunluk parametresinde enjekte edilen metil alkol ve t-butil alkol
cozeltilerinden elde edilen sonuglar mevcut yonteme ait sonuclar olarak kabul edilerek
saglamlik parametresinden elde edilen piklerin alikonma zamanlari, pik siddetleri, teorik
plaka sayilar1 ve kuyruklanma faktorii degerleri se¢icilik sonuglar ile karsilastirmali

olarak degerlendirilmistir.
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Paralel hazirlanan metil alkol ve t- butil alkol standartlar1 i¢in ardigik enjeksiyonlar ile

elde edilen saglamlik parametresinde ¢aligilan kolon sicakligi, akis hiz1 ve SPL sicakligi

degisimleri cizelge 4.18’de yer almaktadir.

Cizelge 4.18 Saglamlik parametre sonuglari-1

Kolon Sicakhig1 Degisimi

Mevcut Yontem

o 5 o 3
Analit 25 °C Kolon Sicakhig 30 °C Kolon Sicakli1 35 °C Kolon Sicakhgi
Metil t-Butil Metil t-Butil Metil t-Butil
Alkol Alkol Alkol Alkol Alkol Alkol
Alikonma 5 5, 5,02 5,51 5,65 5,49 5,60
Zamani
Alan 85197 32511 97618 25562 97318 31968
Teosr:;f:laka 24939 16370 25120 32144 31487 44156
Kuyrtiggiima iz 1,18 1,12 1,09 1,21 1,17
Faktori
Akis Hizi Degisimi
0,30 mL/dk. Akis Hizx Mevellip¥ ontcg 0,44 mL/dk. Akis Hiz1
Analit i - AKIS 0,37 mL/dk. Akis Hizi ’ ’ i
Metil t-Butil Metil t-Butil Metil t-Butil
Alkol Alkol Alkol Alkol Alkol Alkol
Aligion 4 6,67 5,51 5,65 5,57 5,68
Zamani
Alan 86987 22126 97618 25562 91317 35899
Teog;‘;iiaka 32588 40035 25120 32144 32910 37360
Kuyruklanma — . 1,08 1,12 1,09 1,24 1,17
Faktora
SPL Sicakhigi Degisimi
o Mevcut Yontem o
- 180 °C SPL 200 °C SPL. 220 °C SPL
Metil t-Butil Metil t-Butil Metil t-Butil
Alkol Alkol Alkol Alkol Alkol Alkol
Alikonma 5,64 5,75 5,51 5,65 5,57 571
Zamani
Alan 125469 42780 97618 25562 95392 20659
Teosr:fylz:aka 22265 31566 25120 32144 37248 39672
Kuyruklanma ) 1,17 1,12 1,09 1,26 1,13
Faktori
(n=4)

Saglamlik parametresine ait kromatogramlar sekil 4.24-4.26te gosterilmistir.
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Sekil 4.24 25 °C kolon sicakligi (a) ve 35 °C kolon sicakligina (b) ait 6rnek 74,82
ppm v metil alkol ve 77,56 ppm t-butil alkol kromatogramlari

Metil Alkol
s
E

t-Butil Alkol

Dedektir Sinyali, pA
Metil Alkol

Dedektior Sinyali, pA
| t-Butil Alkol

Zaman, dk

(@) (b)

Sekil 4.25 0,30 mL/dk. akis hiz1 (a) ve 0,44 mL/dk. akis hizina ait 6rnek 74,82 ppm
metil alkol ve 77,56 ppm t-butil alkol kromatogramlari

Metil Alkol
Metil Alkol

10000 100001

t-Butil Alkol
Dedektir Sinyali, pA

Dedektor Sinyali, pA
t-Butil Alkol

Zaman, dk Zaman, dk

(@) (b)

Sekil 4.26 180 °C SPL (a) ve 220 °C SPL sicakligina ait 6rnek 74,82 ppm metil alkol ve
77,56 ppm t-butil alkol kromatogramlari

Saglamlik parametresinden elde edilen metil alkol ve t-butil alkole ait alikonma

zamanlarindaki % fark hesaplamalari cizelge 4.19’da verilmistir.
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Cizelge 4.19 Saglamlik parametre sonuglari-2

Mevcut Mevcut
SKOB”, 25°C Yontem F(;/‘r’k 35°C Yontem F(;/‘;k

1cakhigt 30°C 30 °C

Metil

Alkol 5,00 5,51 9.26 5,49 5,51 0,36
t-Butil 5,02 5,65 1115 5,60 5,65 0,88
Alkol

Aks 0,30 ;\{"0‘;‘1(;‘:; % 0,44 "\{"oell’;‘i: %
Hizx mL/dk. 0,37 mL/dk. Fark mL/dk. 0,37 mL/dk. Fark
Metil 6,56 5,51 19,06 5,57 5,51 1,09
Alkol
t-Buil 6,67 5,65 18,05 5,68 5,65 0,53
Alkol

Mevcut o Mevcut o
Slspklil“l 180 °C Yontem F;c:k 220 °C Yontem Fa/(l)’k

caklig 200 °C 200 °C

Metil

Alkol 5,64 551 2.36 5,57 5,51 1,09
t-Butil

Alkol 5,75 5,65 177 5,71 5,65 1,06

4.8 Stabilite

Metil alkol ve t-butil alkol ¢6zeltilerinin stabilitesini gdzlemlemek amaciyla ¢ozeltiler

oda kosullarinda bekletilerek baslangic, 24. saat ve 48. saate karsilik gelen enjeksiyonlari

sirayla sisteme verildi.

Enjekte edilen ¢ozeltiler i¢in ¢aligilan stabilite periyodu igerisindeki alikonma zamani,

alan, teorik plaka sayisi ve kuyruklanma faktoriine ait elde edilen degerler ¢izelge 4.20°de

yer almaktadir.
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Cizelge 4.20 Stabilite parametre sonuglari-1

Baslangic 24 Saat 48 Saat
Analit Metil t-Butil Metil t-Butil Metil t-Butil
Alkol Alkol Alkol Alkol Alkol Alkol
Alikonma 551 565 550 571 5.49 577
Zamani
Alan 97618 25562 92144 24910 93744 25611
Teosr;‘;lps'laka 25120 32144 28125 30741 26952 29017
Kuyruklanma ), 1,09 174 1.25 1,01 1.64
Faktori

Baslangig, 24. saat ve 48. saate ait metil alkol ve t-butil alkol standartlarina ait elde edilen

alanlarin % fark sonuglar1 ¢izelge 4.21°de verilmistir.

Cizelge 4.21 Stabilite parametre sonuglari-2

. t-Butil Alkol
Zaman el ‘?“20)1 Al % Fark Alam % Fark
i (nA)
Baslangic 97618 - 25562 ---
24 saat 92144 -5,61 24910 -2,55
48.saat 93744 -3,97 25611 0,19
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5. SONUC

Yapilan 11 farkli deneme sonrasi literatiirde olmayan denatiire alkol igerisindeki metil

alkol ve t-butil alkol tayin yontemi kromatografik olarak gelistirilmistir.

Her ne kadar alkol piklerinin alikonma zamani kisa olsa bile kolon firin sicakligindaki
gradiyent degisiminin baseline lizerine etkisi ve Ozellikle kolonya numunelerinden
plasebo etkisi ile baska bir pik gelme ihtimali g6z oniinde tutularak enjeksiyon stiresi 40

dakika olacak sekilde analitik metot validasyonu ger¢eklestirilmistir.

Bilinen bir konsantrasyonda sirasiyla enjekte edilen metil alkol, t-butil alkol, etil alkol ve
numune ¢ozeltileri farkli alikonma zamanlarinda dedekte edilmis olup, ilgili alikonma
zamanlarinda herhangi bir girisim olmadig1 ve yontemdeki seciciligin istiinliigii ve analiz

edilecek alkollere kars1 spesifik bir metot oldugunu kanitlamistir.

Sistem uygunluk parametresi dikkate alindiginda enjeksiyonlara ait bagil standart
sapmalarin diisiik olmasi, teorik plaka sayilarimin yiiksek olmasi ve kuyruklanma
faktoriiniin beklenen aralikta olmasi gelistirilen metoda ait sistemin uygun calistigin
kanitlamaktadir. Paralel hazirlanan ikiser metil alkol ve t-butil alkol standart ¢ozeltileri
icin % benzerlik sonuglari sirasiyla %98,96 ve %102,99 olarak bulunmustur. Metil alkol
ve t-butil alkol ¢ozeltilerine ait % benzerlik kendi i¢lerinde uyumlu ve yiiksektir. %
Benzerligin yiiksek olmasi, aynmi orneklerin farkli enjeksiyonlarmin ya da tekrar
analizlerinin birbirine ¢ok yakin sonuglar verdigini ve yontemin tutarlhi bir sekilde

calistigin1 gostermektedir.

Sistem kesinligi degerlendirildiginde ise standart c¢ozeltilerinden yapilan ardigik
enjeksiyonlarinda elde edilen piklerin alikonma zamanlar1 ve alanlar1 arasindaki bagil
standart sapma degeri %5’in altinda oldugundan sistemin kesinligi bu c¢alisma icin
uygundur. Art arda verilen standart enjeksiyonlarina ait alikonma zamani sonuglarina ait
RSD degerleri metil alkol ve t-butil alkol i¢in sirasiyla %0,340 ve %0,007 bulunmustur.
Bagil standart sapmanin diisiik olmasi sistem uygunluk parametresinde kesinligin yiiksek

oldugunu gostermektedir. Elde edilen teorik plaka sayisinin biiyiik olmasi da keskin ve

64



dar piklerin gézlenmesini destekleyici niteliktedir. Ardisik enjeksiyonlardan elde edilen
piklere ait kuyruklanma faktoriiniin kiigiik olmasi da pik simetrilerinin iyi oldugunu

kanitlamaktadir.

Dogrusallik parametresi igin konsantrasyona karsi ortama pik alanina goére metil alkol ve
t-butil alkol dogrusallik grafikleri ¢izilmistir. Cizilen grafikler i¢in en kiigiik kareler
yontemine gore Secilen regresyon dogru denklemi ve bunun korelasyon katsayisi
degerlendirilmistir. Gelistirilen metot ile metil alkol ve t-butil alkol dogrusallik
calismalarina ait korelasyon katsayist sirastyla 0,9963 ve 0,9904 olarak bulunmustur.
Dogrusallik caligmalarindaki korelasyon katsayisinin yiiksek olmasi ise yontemin
giivenilirligini kanitlar niteliktedir. Her iki deger de dogrusal iliskinin gii¢lii oldugunu ve

analitik yontemin bu agidan gecerli oldugunu kanitlamistir.

Metil alkol ve t-butil alkol i¢in yapilan geri kazanim g¢alismasi 3 noktada yapilarak
ortalama degerler sirasiyla %98,28 ve %96,10 olarak bulunmustur. Her iki geri kazanim
orani da kabul edilebilir aralikta oldugundan, analitik yontemin dogrulugu ytiksek olarak
kabul edilebilir. Sinyal/giiriiltii yaklasgimina gore metil alkol i¢in alt tayin sinir1 14,81
ppm, gozlenebilme sinirt ise 4,89 ppm olarak bulunurken, t-butil alkol igin alt tayin sinir1

15,49 ppm, gozlenebilme sinir1 ise 5,11 ppm olarak hesaplanmustir.

Valide edilen yontemde ¢alisma araligi metil alkol i¢in 14,81 ppm — 149,63 ppm, t-butil
alkol i¢in ise 15,49 ppm — 155,12 ppm olarak raporlandirilmistir. Bu araliklar, kalibrasyon
egrisinde kullanilan konsantrasyonlar ve elde edilen sonuclar dikkate alinarak valide
edilmistir. Bu, yontemin her iki analit i¢in bu konsantrasyonlar arasinda giivenilir

oldugunu ortaya koymaktadir.

Calismada, giimriikten gelen 3 farkli ticari etil alkol numunesi, piyasadan satin alinan
Kolonya 1 ve Kolonya 2 numune olarak kullanilmis olup, analitik metot validasyonu
kapsaminda ayr gilinlerde tekrarlanabilirlik ve laboratuvar igin kesinlik parametreleri
calisilmistir. Tekrarlanabilirlik parametresi kapsaminda giimriik ve kolonya numuneleri
icin elde edilen sonuglar sirasiyla, 71,67 ppm, 72,80 ppm, 69,43 ppm, 54,53 ppm ve 59,97

ppm olarak bulunmustur. Laboratuvar i¢i kesinlik parametresi ayr1 bir glin ayn1 cihaz ve
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ayni analist ile gerceklestirilmistir. Giimriikk ve kolonya numuneleri i¢in elde edilen
sonuglar sirasiyla, 71,53 ppm, 71,58 ppm 68,90 ppm, 55,11 ppm ve 57,26 ppm olarak

bulunmustur.

Numune enjeksiyonlarina ait analiz sonuglar1 arasindaki bagil standart sapma degerinin
%S5 altinda olmasi1 yontem kesinliginin uygun oldugunu gdstermektedir. Analiz sonuglari
arasindaki RSD degerinin %5’in altinda ¢ikmasi ve farkli bir glinde ayni numuneler i¢in
yapilan analiz sonuglar arasindaki % degisimin 5’in altinda olmasi analitik yontemin

farkl bir giinde farkl bir analiz tarafindan uygulanabilirligini gostermektedir.

Saglamlik parametresi kapsaminda mevcut yontem iizerinde kolon sicakligi, kolon akis
hiz1 ve SPL sicaklik degerlerine ait ufak degisimler yapilarak metil alkol ve t-butil alkol
cozeltilerinin ardisik enjeksiyonlarr degerlendirilmistir. Azalan saglamlik parametreleri
ile elde edilen kromatogramlar incelendiginde metil alkol ve t-butil alkol arasindaki
rezoliisyonun diistiigli ve mevcut yontem ile alikonma zamanlar1 kiyaslandiginda farkin
%S5’den yiiksek oldugu goriilmektedir. Artan saglamlik parametreleri ile mevcut yonteme
ait alikonma zamanlar1 arasindaki fark ise %5’den kiigiiktiir. Ancak elde edilen
kromatogramlara gore metil alkol ve t-butil alkol arasindaki rezoliisyonun en yiiksek

oldugu kromatografik mevcut yonteme aittir.

48 saat boyunca bekletilen metil alkol ve t-butil alkol ¢6zeltilerinin baslangig, 24.saat ve
48.saat enjeksiyonlarina ait elde edilen alikonma zamani ve alanlari arasindaki degisime
ait bagil standart sapma degerinin %35’in altinda olmasi, hazirlanan ¢ozeltilerin 48 saat

boyunca stabil kaldigin1 kanitlamistir.

Bu ¢alismada segicilik, sistem uygunluk, dogrusallik, dogruluk, saglamlik ve stabilite i¢in
validasyon parametreleri calisilmis olup ayrintili bir sekilde degerlendirilmistir.
Literatiire katki saglayacak olan bu ¢aligma ile valide edilen yeni metodun bundan sonra
yapilacak metil alkol ve t-butil alkol’in GC/FID analizlerinde kullanilabilecegi

distiniilmektedir.
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