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OZET

GHB ve barbitiiratlar, suistimali olan maddeler olmasi sebebiyle Adli Eczacilik

acisindan 6nem tagimaktadir. Son yillarda, uyusturucu madde bagimlilar1 arasinda
GHB ve barbitiiratlarin birlikte kullaniminin da zaman zaman ortaya ¢iktigi adli
uzmanlar tarafindan rapor edilmektedir. S6z konusu maddelerin bir arada kullanildig
durumlan ortaya ¢ikarabilecek bir tayin yontemi heniiz gelistirilmemistir. Calismanin
amaci, GHB ve barbitiiratlarin HPLC-UV DAD ile yan yana ayrimimin ve miktar
tayininin gerceklestirilmesidir. HPLC, hastanelerde ve tayin laboratuarlarinda LC-MS
ve GC-MS’ten daha fazla siklikla bulunmasi ve daha ucuz bir alet olmasi sebebiyle
onemlidir. HPLC’de bodyle bir tayin yonteminin bulunmus olmasi, gerek GHB ve
barbitiiratlarin kombine istismarinin, gerekse bu iki tiiriin birlikte kullanilmasina bagh
6liim sebeplerinin ortaya ¢ikarilmasi agisindan 6nemli olacaktir.
Bu calismada GHB (y-hidroxybutyrate), GBL, norketamin, ketamin, fenobarbital,
fenitoin ve tiyopental olmak {izere potansiyel ilagh suglarda kullanilan 7 ilacin hizli
hassas ve ekonomik olarak tayini yapilmigtir. Metotta 6rnek hazirlanmaksizin 12
dakika eliisyon zamaninda iyi bir kromotografik ayirma yapilmistir. Ayirma islemi
Phenomenex Onyx 100x4,6 mm C18 monolitik kolonda 215 ve 237 nm. UV dalga
boyunda yapilmistir. Tiim R degerleri 0.99°dan biiyiik olup lineer olarak 0.9964 —
1.0000 arasinda degismektedir. LOD ve LOQ degerleri sirasiyla 2.88- 21.34 pg.mL™
ve 8.21 - 64.67 pg.mL™ olarak bulunmustur. Tekrarlanabilirlik % 7,35 ten kiigiiktir.

Anahtar kelimeler: GHB, Barbitiiratlar, HPLC, Validasyon.

Destekleyen Kurumlar: E.U. B.A.P. Arastirma Projesi (TSA-08-556)



ABSTRACT

GHB and barbiturates, due to abuse substances that are important in terms of Forensic
Medicine. In recent years, drug addicts among the co-use of GHB and barbiturates that
arise from time to time is reported by forensic experts. A combination of said article
which can be revealed by the use determination method has not been developed. Study,
GHB and separation of barbiturates juxtaposed with DAD and HPLC-UV assay is
carried out. HPLC assay laboratories in hospitals and LC-MS and GC-MS more often
than not and it is important because it is cheaper than a tool. Having found such a
detection method in HPLC of the combined abuse of GHB and barbiturates, as well as
the combined use of these two types depending on the detection of the cause of death
will be important.

In this study; an easy, fast, precise and economical simultaneous determination of 7
drugs, GHB (y-hidroxybutyrate), GBL, norketamine, ketamine, fenobarbital, fenitoin
and thiopental which have the potential to be used in drug-facilitated crimes was
performed. The method required no sample preparation and has 12 minutes elution
time with a good chromatographic separation. The separation was carried out on a
Phenomenex Onyx 100x4,6 mm C18 monolithic column with UV detection at 215 and
237 nm. All R? values were >0.99 and the linear ranges were between 0.9964 — 1.0000.
The LOD and LOQ values were between 2.88- 21.34 pg.mL™ and 8.21 - 64.67 pg.mL’
!, respectively. The repeatability values were <7.35%.

Keywords: GHB, Barbiturates, HPLC, Validation.
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1. GIRIS

Bu calismada, adli eczacilikta 6nemli olan ve birlikte kullanimlar1 adli bilimciler
tarafindan yeni yeni rapor edilmekte olan GHB (y-hidroksibutirat), hexobarbital ve
amobarbital adl1 barbitiirat tiirevlerine iliskin, UV DAD dedektor sistemli HPLC eszamanli
bir tayin yonteminin gelistirilmesi amaglanmistir. Literatiir ¢alismalarinda bu ti¢c maddenin
tek tek analizleriyle ilgili ¢aligmalar bulunmakla birlikte, eszamanl tayinine iliskin bir
caligmaya rastlanmamustir.

2. GENEL BIiLGILER

GHB (y-hidroksibutirat), GABA (y-aminobutirik asit)’in bir endojen metabolitidir
[1]. Son birkag yildir, kuliiplere giden uyusturucu kullanicilar1 arasinda “sivi ecstasy” adiyla
poptilerlik kazanmis olup, 6fori ve seksiiel giicii arttirmak i¢in kullanilmaktadir [1,2].
Hipnotik veya kas gelistirici olarak ta kullanilmaktadir [3]. Bu sebeple kontrollii maddeler
sinifinda yer almaktadir. Proseksiiel etkilerinin yaninda, ilagla gerceklestirilen tecaviiz
olgularinda da kullanimina rastlanmistir. Bu maddeden zehirlenenler arasinda 6liim olgular
da bulunmaktadir. Alindiktan sonra hizla metabolize olan GHB’nin yarilanma 6mrii, doza
bagl olarak 20-35 dk’dir [1]. Yasayan organizmanin kanindan 6 saatte temizlenmekte olup,
idrardaki GHB konsantrasyonlari, kandakinin 10 kat1 oranindadir. Bu sebeple idrarda 12
saate kadar tayin edilebilmektedir. Viicutta normalde GHB diisiik konsantrasyonlarda
mevcut olup, disaridan alinmadigt durumlarda idrarda 10 pg/mL’nin altindaki
konsantrasyonlarda bulundugundan, tayinlerde tayin limiti 10 pg/mL’nin altinda yanlis
pozitif sonug verecektir. Bu sebeple idrarda GHB tayini icin inilmesi uygun olan tayin limiti
10 pg/mL’dir. Kanda ise Onerilen esik deger 5 pg/mL’dir [4].

Barbitiiratlar 5,5-distibstitiie barbitiirik asit tiirevleri olup [5], sedatif hipnotik etkileri
oldukea iyi bilinen ve bagimlilik yapici, yesil receteye tabi bir ilag grubudur. Bagimlilar,
normalde bagimli olmayan bir kiside akut toksisite meydana getirebilecek dozlar1 tolere
edebilmektedirler. Amobarbital, ayrica, siklikla hayvan besin maddelerinin igine ilave
edilerek istismar edilmektedir [6]. Diinyada barbitliratlarin hayvan yemlerine ve i¢me
sularina katilmasini yasaklayan bazi yasal diizenlemeler getirilmis bulunmaktadir.

GHB ile barbitiiratlarin birlikte kullanimi intihar ve 6lim olgularinda da 6nem
tasimaktadir. HPLC’de boyle bir tayin yonteminin bulunmasi, gerek GHB ve barbitiiratlarin
kombine istismarimnin, gerekse bu iki tiiriin birlikte kullanilmasina bagli 6liim sebeplerinin
ortaya ¢ikarilmasi agisindan onemli olacaktir. Diisiik molekiil agirligi, yliksek polaritesi ve
termal instabiliteleri nedeniyle GHB’ nin GC-MS’te direkt analizinden ziyade, analiz 6ncesi
tiirevlendirilmesi ya da GHB’nin GBL’ye doniistiiriilmesi s6z konusu olup analiz 6ncesi
tirevlendirilerek ya da GHB’nin GBL’ye doniistiiriilmesi ile tayin edilmektedir. [1, 3].
Heniiz GHB ve prekiirsorlerine iligkin  hizli bir tayin yontemi rutin olarak
uygulanmadigindan, hastanelerde ve adli laboratuvarlarda GHB kullanan olgular
atlanabilmektedir. HPLC, toksikoloji laboratuarlarinda sik kullanilan bir enstruman olup,
GHB (y-hidroksibutirat) ve prekiirsorii olan GBL (y-butirolakton) un ayrilmasi ve teyidi i¢in
basit ve hizli bir analitik yontem olarak karsimiza ¢ikmaktadir [7]. LC-MS ve GC-MS
aletlerinin  bulunmadigr laboratuarlarda HPLC ile yapilan farmakokinetik amagh
analizlerinin toplam giderlerinin diisiik olmasi, HPLC’yi LC-MS ve GC-MS’e kars1 ¢ekici
bir alternatif haline getirmektedir [8].



De Vriendt ve ark. [8], rat plazmasinda HPLC yontemi ve 220 nm’de UV deteksiyon
ile y-hidroksibutirik asit (GHB) i¢in tayin yontemi gelistirmislerdir. GHB plazmadan
kuvvetli anyon degistirici SPE kolonlarla izole edilmistir. Sabit faz olarak C18 Aqua kolon
ve mobil faz olarak KH,PO,4 (20 mM) kullanilmigtir. Calismada tayin limiti 10 pug/mL olarak
bulunmustur. Kaufmann ve Alt ise GHB’yi n-butil ester tlirevine doniistiirmiis, gradient
sistem kullanarak LC-MS ile idrar ve serumda tayin etmislerdir [2]. Gradient eliisyonda
mobil faz olarak amonyum formatin 5 mM’lik sulu ¢ozeltisi ve ayni ¢ozeltinin asetonitril ile
karisimi kullanilmistir. idrarda 2,4 pg/mL, serumda ise 0,6 pg/mL tayin limitine kadar
inilmistir. Fung ve ark. [3], tarafindan 2004 yilinda gelistirilen bir tayin yonteminde;
kuvvetli anyon degistirici SPE kartuslarla biyolojik 6rneklerden GHB ¢ekitlenerek, %90 5
mM formik asit : %10 asetonitril karisimindan olusan mobil faz ve C18 kolon yardimiyla
LC-MS’te tayin edilmistir. Tayin limiti 0.1 pg/mL olarak bulunmustur. 2004 yilinda yapilan
bir c¢alismada ise [1], GHB ve prekiirsorlerinin idrardaki tayinleri LC-MS-MS ile
gerceklestirilmis olup, GHB, idrardan SPE yontemi ile ayrildiktan sonra C18 kolona
verilmis, eliisyon 0,1%’lik sulu formik asit ¢dzeltisi:metanol (90:10) karisimi kullanilarak,
35°C’de gerceklestirilmistir. Calismada geri kazanimlar %90-107 arasinda degismektedir.
Sozkonusu ¢aligmada 1 pg/mL tayin limitine kadar inilebilmis olmasina karsin yazarlar;
disaridan GHB alimi1 olmadigi durumda, idrardaki endojen GHB konsantrasyonlarinin 10
pg/mL’m altinda kaldigin1 ve bu sebeple GHB tarama ve dogrulama testlerinde esik
konsantrasyonun 10 pg/mL olarak almmasmin genel bir konsensus oldugunu
vurgulamaktadirlar. Biyolojik ve adli 6rneklerde GC-MS ile GHB tayini, diisiik molekiil
agirliklarindan, yiiksek polaritelerinden ve termal kararsizliklarindan dolayr GC ile analiz
Oncesi tiirevlendirme veya modifikasyon gerektirmektedir. Bu yaklagimlardan biri de
GHB’yi prekiirsoriic GBL’ye doniistiirmektir. Bu yontem GHB’ye segiciligi engelleyen bir
durumdur. HPLC ise GHB ve prekiirsorii GBL nin ayrilmasi ve dogrulanmasi i¢in basit ve
hizl1 bir analitik yontem olarak karsimiza ¢ikmaktadir [7]. HPLC’nin en biiyiik avantaji, hem
serbest asit, hem de lakton tiirlerinin bir arada deteksiyonunun miimkiin olabilmesi ve bu
sekilde GHB ve GBL ¢ozeltilerinin dogrudan bir arada analizine imkan vermesidir. Mercer
ve ark [7], GHB’yi ve onun 5-karbon analogu olan GHV (y-hidroksivalerat) adl1 psikotrop
maddeyi, sivi-sivi ekstraksiyon ile cekitleyerek c¢esitli mesrubatlarda GC/MS ve HPLC ile
karsilagtirmali  analizlerini  gergeklestirmistir.  GC/MS’te  gerceklestirilen  analizde
tirevlendirme ajan1 olarak ve trimetilklorosilanli N,O-bis(trimetilsilil)trifloro-asetimid
kullanilmistir. HPLC UV/VIS yonteminde ise maddelerin 254 nm’de dogrudan analizleri
yapilmistir. Kullanilan HPLC yonteminde maddeler C18 kolonda, 80:20 (v/v) oraninda
fosforik asit ile pH’st 3,0’e ayarlanmis olan 10 mM KH,PO, ¢ozeltisi ve metanol
karisiminda ayrilmis ve tayin edilmistir. HPLC-UV/VIS yontemi ile tayin limiti 10 pg/mL
olarak bulunmustur. Calismamiza esas olacak makalelerden biri de s6zkonusu ¢alismadir.

Zacharis ve ark. [9], GHB’yi 4-bromometil-7-metoksi kumarin ile dibenzo-18-ta¢-6-
eter katalizorliigiinde, 70°C’de 70 dk’da tiirevlendirdikten sonra serebrospinal sivi ve
tikkriikte, HPLC ve floresans detektorle tayin etmislerdir. Tiirevlendirme ile maddeye
floresan 6zellik kazandirilmis ve bu sekilde tayin limiti 2,4)(10'6 M’a kadar disiiriilmiistiir.
Ayirma, pH=3’e gelinceye kadar H3PO, ilave edilmis 40 mM fosfat tamponunun, metanol
ile farkli oranlarda karistirilmasi suretiyle, 25 dk siiren bir gradient eliisyon kullanilarak
gergeklestirilmistir. Gradient eliisyonda, basta metanol orant %35 iken, 25 dk’nin sonunda
%80’e ¢ikarilmigtir. Yontemdeki tiirevlendirme islemi zahmetli olup toksikolojik analizlerde
yeterli goriilen esik limiti olan 10 pg/mL’ye daha sade bir yontemle inilebilir ve sézkonusu
caligmadaki gradient ellisyon yerine izokratik bir ellisyonla daha basit bir tayin
gergeklestirilebilir.



Drummer ve ark. [10], 1993’te bazi barbitiiratlarin, NSAI’lar, ditiretikler, siilfonil
iireler ve antikoagiilanlar ile eszamanli tayinini HPLC UV-DAD ile gergeklestirmislerdir.
Ayirma C18 kolon asetonitril:fosfat tamponu karisimi ve gradiyent eliisyon kullanilarak
saglanmistir. Caligmada geri kazanimlar %45-100 arasinda degismektedir. 1997°de yapilan
bir caligmada [11], barbitiiratlar i¢cin yine HPLC-UV kullanilmig, maddeler 30:70 (v/v) 8uM
fosfat tamponu:asetonitril karigiminda TSK jel Stiper ODS kolonda ayrilmis ve 215 nm’de
gozlenmigtir. Wang ve ark. [12], barbital ve fenobarbital i¢in insan idrarinda kapiller
elektroforezle 214 nm’de tayin yontemi gelistirmislerdir. Analiz, Glisin-NaOH (pH=11) ve
Glisin-HCl (pH=5,5) tamponlar1 kullanilarak gerceklestirilmistir. Internal standart olarak
sekobarbital kullanilmistir. Barbital icin 0,32 pug/mL, fenobarbital i¢in 0,87 pg/mL tayin
limiti bulunmustur. Zhao ve ark. [6] GC/MS/MS ile ion trap MSD kullanarak domuzda
barbital, amobarbital ve fenobarbital kalintilar1 i¢in hizli tarama ve teyit analizleri
gelistirmiglerdir. Domuzdaki barbitiirat kalintilar1 ultrasonik ekstraksiyonla ¢ekitlenip, ¢oklu
duvarli karbon nanotiip dolgu maddesi iceren SPE kartuslarinda temizlenme isleminin
ardindan mikrodalga 151n altinda CHgl ile tiirevlendirilmistir. Geri kazanimlar %75-96
arasinda olup 0,5 pg/kg tayin limitine ulasilmistir.

Bu calismada, oncelikle madde kullanilarak islenen cinsel saldiri suglarinda birlikte
kullanilabilen GHB ve barbitiiratlarin sulu ¢ézetide HPLC-DAD yontemi ile birbirinden
ayrilmasi ve tayin edilmesi i¢in yontem gelistirilmesi amag¢lanmaistir.

2.1.Kromatografi ve Temel Kavramlar

Kromatografi (chroma-renk, ve graphein-yazma anlamina gelmektedir) terimi ilk defa 1906
tarthinde Rus kimyaci ve botanik¢i olan Michael Tswett (Mikhail Semenovich Tswett,
1872-1919) tarafindan kullanilmistir. Kromatografi alaninda da ilk Nobel 6diili Tiselius
(Isvec), Martin ve Synge*ne (Ingiltere) verilmistir.

Kromatografi, gaz veya sivi haldeki hareketli fazda bulunan karigimdaki bilesenlerin, durgun
fazdan gecme hizlarina bagli olarak ayrildiklar: bir yontemdir. [IUPAC tarafindan 1993 te
yapilan tanima gore, kromatografi, biri hareketli digeri sabit olan iki faz arasinda dagilmis
bilesenlerin ayrilmasinda kullanilan fiziksel bir metoddur.

Kromatografide bazi temel kavramlar vardir. Bunlardan en ¢ok kullanilanlar1 durgun faz,
hareketli faz, alikonma zamani1 ve kolon ayirma giiclidiir. Bir kolon i¢inde veya diiz bir
yiizeyde tutturulmus faza durgun faz, durgun fazin iizerinden veya arasindan gegen ve
analiti de iceren faza da hareketli faz denir. Numune enjeksiyonundan sonra, analit pikinin
dedektore ulagsmasi i¢in gegen zamana alikonma zamani denir ve tR ile gosterilir. Kolon
ayirma giicii (Rs), kolonun iki analiti ayrilabilmesinin kantitatif bir l¢iistidiir.

2.1.1. Yiiksek Performansh Sivi Kromatografisi (HPLC)

S1v1 kromatografisi polar, ugucu olmayan tiirler, termal yonden kararsiz ve yliksek molekiil
kiitlesine (54“ten 450.000 daltona kadar) sahip bilesikler i¢in tercih edilen bir ayirma
teknigidir.

Modern sivi kromatografi sistemlerinde tanecik boyutu 2-10 um arasinda olan dolgu
maddeleri ile uygun sivi akis hizlar1 elde edebilmek icin, 6zel pompa sistemleri kullanmak
gerekir. Yiiksek basinglardaki sistem gereksinimleri HPLC cihazinin  gelisimiyle
saglanmustir.



2.1.2. HPLC’de Hareketli Faz

HPLC“de kullanilacak hareketli faz, durgun fazla etkilesime girmeyecek, hizli ve ekili
ayirma yapabilecek Ozellikte olmalidir. Hareketli faz, alikonma zamanini etkileyen bir
parametredir. Polaritesi diistik olan hareketli fazlar alikonma siiresini uzatabilmektedir.

Sivi kromatografisindeki en biiyiik zorluk, uygun hareketli fazin se¢imi ve deneysel
Gartlarin optimizasyonudur. Sivi-sivi kromatografide hareketli faz apolarken durgun faz
polardir. Sivi-kati kromatografide bu durum tam tersidir. Dolayisiyla iki yOntemin
uygulanmasinda farkli hareketli faz ya da faz karisim oranlari tercih edilir.

HPLC“de tek bir hareketli faz kullanmak suretiyle yapilan ayirmaya izokratik eliisyon,
analiz sirasinda hareketli fazin bilesiminde degisiklik yapilmasma gradient eliisyon adi
verilir. Eliisyonda pH, polarite ve iyonik kuvvetlerin degistirilmesi ile analiz siiresi
kisaltilabilir ya da ayricilik daha iyi hale getirilebilir. Hareketli fazda kullanilan ¢oziiciilerin
birbirleri i¢inde karisabilir olmasi1 gerektigi unutulmamasi gereken 6nemli bir noktadir.

2.1.3. HPLC’de Kolonlar

HPLC kolonlar1 ¢ogunlukla, kimyasal korozyona karsi inert (6zellikle diisiik pH larda klor
ve lityum iyonlar1) ve HPLC basincina direngli paslanmaz gelik borulardan imal edilir.
Analitik amaglar i¢in kullanilan kolonlarin i¢ ¢aplart genellikle 2-5 mm®“dir. Preparatif
amaglar icinse 10-25.4 mm arasinda degismektedir. Sayet 10 um ya da daha diisiik
mikropartikiil durgun faz kullaniliyorsa kolon uzunluklar1 5, 10, 15 ya da 25 cm gibi
boyutlarda olabilir.

HPLC“de kullanilan en yaygin kolon dolgu maddeleri silikat esashidir. Silika esasli maddeler
dogrudan dolgu maddesi olarak kullanildig1 gibi bir kat1 yiizeyine film halinde kaplanabilir.
Silika esasli kolonlarin dezavantaji ¢alisma pH araligmmin dar olmasidir. Bu amagla da
alimina, polimer ve pordz grafit esasli destek maddeleri de dolgu maddesi olarak
kullanilmaktadir.

2.1.4. HPLC’de Dedektorler

Ideal bir HPLC dedektorii yiiksek duyarlilik, kararl ve tekrarlanabilirligi iyi, sicaklik ve
basing degisimlerine duyarsiz, akis hizindan bagimsiz hizli cevap verebilme, bant genisletme
etkisi kii¢tik, glivenilir ve kullanimi1 kolay olmas1 gibi 6zelliklere sahip olmalidir.

S1v1 kromatografide dedektorler temel olarak iki tiptir. Yigin 6zelligi dedektorleri, hareketli
fazin kirma indisi, dielektrik sabiti veya yogunlugu gibi, analit tarafindan degistirilen y1gin
ozelliklerine cevap veren dedektorlerdir. Analit 6zelligi dedektor tipi ise, analitin UV
absorbansi, floresans siddeti veya diflizyon akimi gibi hareketli fazin sahip olmadigi, bazi
ozelliklere cevap veren dedektorlerdir (Skoog ve dig., 1998). Analit 6zelligi dedektorleri
sunlardir; ultraviyole dedektorler (UV), fotodiyot 1s1n demeti dedektorleri (DAD), floresans
dedektorler (FD), infrared dedektorler (IR), elektrokimyasal dedektorler, iletkenlik
dedektorleri, refraktif indeks dedektorleri (RID), buharlastirmali 151k sagma dedektorleri,
radyoaktif dedektorler ve kiitle spektrometre dedektorleridir (MS).



3. MATERYAL VE METOT

Fenobarbital, tiyopental, ketamin ve norketamin standartlart SIGMA sirketinden, HPLC
saflikta metanol, asetonitril, analitik saflikta Na;HPO4 ve H3PO,4 ise MERCK ’ten alinmustir.
GHB, analitik safliktaki GBL prekiirsoriinden faydalanilarak laboratuar kosullarinda
sentezlenmistir. Maddenin safligin1 artirmak igin tekrar kristallendirilmis ve HPLC cihazi ile
kontrol edilmistir. Proje Onerisinde barbitiirat tiirevlerinden amobarbital ve hexobarbital
tayin edilecegi yazilmis olmakla birlikte, bunlarin referans standartlarina ulasmak ¢ok zor
oldugu igin, bunlarin yerine, Tirkiye'de kullanimima en sik rastlanan fenobarbital ve
tiyopental temin edilmis ve barbitiirat tiirevleri olarak bu iki madde kullanilmigtir. Bunlara
ek olarak, ilag ile islenilen cinsel saldir1 suclarinda kullanilan baska bir madde olan ketamin
ve onun metaboliti olan norketamin standartlart ve adli analizlerde barbitiiratlarin yaninda
siklikla ¢ikan fenitoin maddesi de temin edilmistir. Dolayisiyla ¢alismada tayin edilecek
analit say1s1 7’ya ¢ikarilmistir.

Calismada Agilent 1200 marka Diyot Array UV-Vis Dedektorlii Yiiksek Performansh Sivi
Kromatografi (HPLC) cihaz1 kullanilmistir. Sabit faz kolonu olarak Onyx C8 monolitik ters
faz kolonu (100 mm x4,6 mm) kullanilmistir. Deiyonize su Millipore Elix 5 marka ultra saf
su cihazindan elde edilmistir. Stizme islemlerinde Sartorius marka vakum siizme seti ve
Millipore marka seliiloz asetat filtre(0,45 um)’den faydalanilmistir. Analitik tartim islemleri
0,1 mg duyarlikli Ohaus marka analitik terazide yapilmistir. Bandelin, Sonerex marka
Ultrasonik su banyosu ve pH o6lgtimleri igcin WTW Inolab pH720 marka cam elektrotlu pH
metre kullanilmistir.

3.1. Cozeltilerin Hazirlanmasi

GHB’den 75,0 mg diger analitlerden ise 50,0’ser mg tartilip 10 mL metanol ile ¢oziildiikten
sonra ayni ¢oziicii ile 50,0 mL’ye tamamlanarak sirasiyla 1500 pg/mL ve 1000 pg/mL’lik
stok cozeltiler hazirlanmistir. Cozeltiler analize kadar 4 °C’de buzdolabinda saklanmustir.
Istenilen derisimlerdeki standart cozeltiler, bu stok c¢ozeltilerden hareketli faz ile
seyreltilerek hazirlanmistir.  Kalibrasyon i¢in, GHB, GBL, Ketamin, Norketamin
Fenobarbital, Fenitoin ve Tiyopental ¢ozeltileri sirasiyla; 7,5 -1500,0 ug/mL, 5-1000 pg/mL,
5-1000 pg/mL, 5-1000 pg/mL, 5-500 pg/mL, 2,5-500,0 pg/mL, 5-1000 pg/mL
konsantrasyon araliklarinda hazirlanmistir. Kalibrasyon dogrularinin korelasyon Katsayisi
degerleri(RZ) 0,9990 — 0,9996 arasindadir.

Kromatografik kosullarin optimizasyonu i¢in, ¢alisilan maddelerin HPLC yontemi ile ayni
anda ayrilmasi i¢in, sabit faz segimi, hareketli fazin bilesimi, pH’s1 ve akis hizinin
maddelerin kromatografik davranis1 {izerindeki etkileri incelenmistir. Kromatografik
sistemin test edilen kromatografik kosullardaki to degerinin saptanmasi i¢in metanol sisteme
enjekte edilmis ve metanoliin alikonma zamani to degeri olarak alinmistir.

Oldukga polar olan GHB molekiiliiniin pKa degeri 4,7 oldugundan, maddenin hemen hemen
tamaminin noniyonize formda bulunacagi pH=2,7 fosfat tamponu kullanilmistir. Sabit faz
olarak end capping Onyx C8 monolitik kolon kullanilmistir. Bu pH degerinde, barbitiiratlara
ve ketamine gore daha polar olan GHB’nin, yine polaritesi C18 den daha yiiksek olan C8
duran fazina daha iyi tutunabilecegi disiiniilmiistiir. Diger maddelerinde pKa degerleri 7,4-
8,0 arasinda oldugundan pH=2,7’de tamamen iyonize formda eliie yiiriitiilmiislerdir.



HPLC’de ayirma yontemi gergeklestirilirken once farkli oranlarda metanol:pH=2,7 fosfat
tamponu karigimlart denenmis metanol orani %50-25 arasinda, pH=2,7 fosfat tamponu ise
%50-75 arasinda izokratik ve gradiyent eliisyonlar uygulamak kosuluyla degistirilerek en
uygun mobil faz belirlenmeye calisilmistir. Norketamin ve ketamin yapica birbirine gok
yakin oldugundan, metanol:pH=2,7 fosfat tamponu sistemleriyle iyi ayrilamamis, yontem
farkli oranlardaki pH=2,7 fosfat tamponu:metanol:asetonitril sistemleriyle optimize edilmeye
calisilmistir. Optimum mobil faz kompozisyonu ve optimum gradiyent kosullara ulasincaya
kadar;

pH=2,7 fosfat tamponu %50-100 arasinda,

metanol %0-50 arasinda,

asetonitril ise %0-40 arasinda degistirilmistir.

HPLC ile optimum ayrilmanin elde edildigi gradiyent eliisyon kosullar1 Tablo 3.1.’de
verilmistir.

Tablo 3.1. Gelistirilen HPLC Ayirma Yo6nteminde Analitlerin Eszamanli Analizi i¢in
Uygulanan Basamakli Gradient Eliisyon Sistemi.

Siire Fosfat tamponu Metanol Asetonitril Akis hizi
(0,05M, (mL/dK)
pH=27)

0 90 7 3 1,3

4 90 6 4 1,5

6,5 80 11 9 1,8

10 60 5 35 3,8

11 55 5 40 4,0

12 55 5 40 4,0

13 90 7 3 1,3

== 215 nm Dalga Boyunda Analit ilavesiz Kromotogram 5 7
537 i Dalan Boyundaki Krometogram 6
2. 2 Ta
§ 2 1
Za:nan (dk) ' ’ ; "

Sekil 3.1. 25 ugmL™" Konsantrasyonlarda GHB (1), GBL (2), norketamin (3), ketamin (4),
fenobarbital (5), fenitoin (6) ve tiyopental (7)’in analit ilavesiz kromotograma kars1 215nm
ve 237 nm’deki Eszamanli Kromotogramlari
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Gelistirilmis olan ayirma yonteminde, maddelerin gozlendigi dalga boylar1 ve
alikonma zamanlar1 Tablo 3.2°de belirtilmistir.

Tablo 3.2. Gelistirilen HPLC Ayirma Yonteminde Analitlerin Calisilan Dalga Boylari ve
Alikonma Zamanlari (n=6)

Dalgaboyu | Alikonma zamani (dk) LOD LOQ
Analit (nm) (ngmL?) | (ugmL™)

GHB 215 1.215 (£0.028) 9.5 16,7
GBL 215 1.889 (£0.026) 5.6 16,8
Norketamin 215 7.494 (£0.012) 7.9 24,0
Ketamin 215 7.687 (£0.033) 21.3 64,7
Fenobarbital 215 8.856 (+0.018) 2.7 8,2
Fenitoin 215 9.819 (£0.244) 3.6 10,9
Tiyopental 237 10.570 (+£0.010) 2.9 8,7

" oo giiven araliginda 3.3 LOD=3,3 LOQ ise 10 olarak hesaplanmustir.

3.2. Yontemin Validasyon Calismalari

3.2.1. Kararhhk

Tekrarlanabilir ve giivenilir sonuglar elde etmek igin, validasyon ¢aligmalarinin
baslangicinda galisilan maddelerin kararliligi belirlenmelidir. Bu amagla 6ncelikle metanol
icinde, GHB, ketamin, norketamin, fenobarbital ve tiyopental analitlerini igeren 2,0
pg/mL’lik bir karistim stok ¢ozeltisi hazirlandi. Kalibrasyon grafigindeki her bir
konsantrasyon diizeyi i¢in SD ve %RSD degerleri hesaplandi, bunlarin ortalamasi alindu.

3.2.2. Dogrusallik

Calisilan maddelerin kalibrasyon ¢ozeltilerinden 2 ser defa hazirlandi ve 3 er kez cihaza
enjekte edildi (n=6). Her bir analize iliskin pik alanlar1 kaydedilerek, bu tekrarlarin
ortalamasindan kalibrasyon grafigi ¢izildi.

Tablo 3.3. Eszamanli Analiz i¢in Gelistirilen HPLC Yo6ntemine Ait Kalibrasyon Egrilerinin
ozellikleri (n=6).

Lineer Aralik | Regresyon Denklemi Tamamlayicihk | (RSD%)

Analit (ngmL™) Katsayis1 R

GHB 15,0-1500,0 y=0.743(£0.010)x-6.912(+8.530) 0,9996 4,96
GBL 10,0-1000,0 | y=0.838(%0.006)x+3.863(+3.554) 0,9999 7,35
norketamine | 50,0-1000,0 y=1.093(+0.031)x+13 .160(+ 20.068) 0,9990 1,61
ketamine 50,0-1000,0 y=1.106(0.007)x+77.260(+4.680) 1,0000 4,28
phenobarbital | 5,0-500,0 y=1.279(£0.026)x+13.130(+ 7.424) 0,9988 6,82
phenytoin 5,0-500,0 y=1.268(£0.053)x+25.240(+14.990) 0,9964 6,61
thiopental 5,0-500,0 y=1.421(+0.066)x+0.176(+ 21.639) 1,0000 4,98

3.2.3. LOD ve LOQ Degerlerinin Hesaplanmasi

Eurachem yontemi kullanilarak, her bir konsantrasyon diizeyi i¢in gerceklestirilen tekrarh
analizlerin %RSD degerleri hesaplandi. Eurachem yontemine gore, konsantrasyon X
eksenine, ve her bir konsantrasyon diizeyine karsilik gelen %RSD degerleri y eksenine
yerlestirilerek, elde edilen egriden elde edilen %15 RSD ye denk gelen konsantrasyon, LOQ
olarak alindi. Her bir madde i¢in LOD ve LOQ degerleri hesaplanmis olup Tablo 3.4’de
verilmistir. Elde edilen LOD ve LOQ degerleri oldukga diistiktiir.
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Tablo 3.2. Gelistirilen HPLC Ayirma Yonteminde Analitlerin Calisilan Dalga Boylar1 ve
Alikonma Zamanlar1 (n=6)

LOD LOQ
Analit (ugmL™) | (ngmL™)

GHB 5.5 16,7
GBL 5.6 16,8
Norketamin 7.9 24,0
Ketamin 21.3 64,7
Fenobarbital 2.7 8,2
Fenitoin 3.6 10,9
Tiyopental 2.9 8,7

3.2.4. Secicilik

Optimize edilmis cihaz parametrelerinde enstrumantal yontemin analite 6zgli olup
olmadigint gérmek icin (segicilik) analitlerin standart ¢ozeltilerinin piklerinin elde edildigi
kromotogramlar, bu maddeleri icermeyen ¢oziicii (blank) kromatogrami ile kiyaslandi.
Maddenin pikinin geldigi alikonma zamanlarinda ¢oziiciiden kaynaklanan bir girisim olup
olmadigr gozlendi. Sekil.3.1’de goriildiigii gibi standart c¢ozelti pikleriyle kor
kromotogramlar girisim olmadigi goriilmiistiir.

4. SONUC

Yapilan eszamanli analiz yonteminde monolitik kolon kullanilmasi, yiiksek akis
hizlarina ¢ikarak, daha kisa zamanda analiz yapilmasina olanak saglamistir. Bu sayede
yontemin hizi, yontemin en biiyiik avantaji olmustur. Projenin sonucunda sulu ortamda bu 7
maddenin HPLC-DAD ile eszamanli ve hizli bir metot gelistirilerek bu maddelerin miktar
tayini yapilmistir. Yontemin sulu ortamdaki bu ilaglarin analizi i¢in kullanilabilecegi
diisiiniilmektedir. Ayrica yontemin daha sonraki c¢alismalar i¢in (idrar ve kan 6rnek analizi
vs) yol gosterebilecegi diisiiniilmektedir.
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