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OzET

Kromatografik analizin. verimlilifiine i¢
standart teknidinin nasil etkiledigini istatistik-
sel olarak tesbit etmek mimkindir. Teknigin
kuflanulisi bir drnekle gbsterilmistir.

i standart tekni§i kromatografide yaygin
bir sekilde kullamimaktadir. Analizden &nce,
Srnek gozeltisine bilinen  bir bilesidin belli
miktart ilave edilir. Bdylece i¢ standart tekni-
i, tayinin verimiiligini dikkate deder dl¢iide

diizeltir. Analiz sirasinda  rnekteki herhangi

bir kayip, i¢ standardin esit miktarda kaybiyla -

dengelendiginden analitik dlgiimde hatalar ek-
seriya azaltilir. Bilinmeyen ornedin kalibrasyo-
nunda ve tayininde, - kromatogramdaki pikin
alanmm mutlak deferi  yerine, bilesenin pik
alanmm i¢ standardin pik alanina orami kulla-
nilir.

Glris

i¢ standart {interna! standard) teknigi -
kromatografide yaygin bir sekilde kullanilir..
Gaz Kromatografik [(GLC} analizierde kolona -

gok kiigiik miktarlar (ekseriya bir veya birkag
mikrolitre) verildiginden,  i¢ standart teknigi
tayin metodunun verimliligini  Snemli blgiide
dizeltir. Yiiksek Basinc Sivi Kromatografisinde
(HPLC) analizlerde, modern drnek enjektdrle-
dugundan, daha iyi bir enjeksiyon .kesi-nliﬁi
(precision) elde edilir.

Yitksek Basing Swvi
(HPLC) analizlerde, modern 6rnek enjektorle-
riyle enjeksiyon blokundaki lup (loop) hacmi
kismen ddlduruldu@unda. enjeksiyon prezisyo-

Kromatografisiyle

nunun % 0.3; tamamen dolduruldugunda ise
enjeksiyon prezisyonunun % 0,05 oldugu ra-
por edilmistir (HAEFELFINGER, 1981). Bu mi-
kemwfnel sonuglar i¢ standart katmadan modern
ornek enjektdrleri’ kullanilarak elde edilmek-
tedir. Bu yiizden HPLC metodlarinda i¢ stan-
dart ilavesi gerekli mi yoksa degil mi sorucu
ortaya atilmaktadir.

Bu yayinda ig standardin deneyin verimii-

‘ligine nasil etki ettigi bir drnekle aciklanmis

ve bazi durumlar tartigilmistir,

Kromatografik usullerin kantitatif agtdan
kesinligi ha‘i"_kmd-a‘ bilgi elde etmek igin baz
formiilier kullanilabilir, Sekil 1 de, Gaz Kro-
matografisinden alinan pestisid analiz kroma-
togram: goriilmektedir. Bayle bir ‘kromatogi'a-m'
HPLC den veya.irce Tabaka Kromatografisin-
den (TLC) de alinmg .olabilir. Pik' A, tayin
edilecek ‘-bileg;'ehii-n. pik Bi‘i‘_é.é i¢ standardin pi-
kidir. Kromatogramdaki pikler: 1 — Alfa BHG,
2 — Gama BHC (Lindane), 3 — Heptachlor,
4 — Aldrin, 5 — Haptachlorepoxide, 6 — Diel-
drin, 7 — Endrin, 8 — O,,P’-DDT, 9 — P, P'-
DDT dir. Yani tayin edilecek bilesen Heptachlor
(A piki), i standart olarak da Aldrin {B piki)
olsun. A ve B piklerinin atanlarin: ise a ve b
ile gt')steféi-i:m. v
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Sekil 1. GLO den alnan pestisid analiz

‘ ' 'kromatogramm, ‘ ' _

‘Ayhl ornek defa_larca Gaz Kromatografisi- Gaz Kromatografisine 10 defa {istiiste enjekte

ne enjekte edildiginde, bilesenlerin pik alan- edilmis, alinan kromatograflarda A we B bils.
lart-dedisik .varyasyonlar ..gdsteririer. Tablo 1 '

de 10 enjeksiyon sonucu elde’ edilen degerler senlerinin. alanlarmin  degisik varyasyonlart

veritmistr. . Tablo 1 de gdsteniimistir. Burada tayin edile-
ORNEK. . | _ cek pestisid heptachlor (A pikl}, i¢ standart
. $okil 1 de kromatogrami gbsterilen 6rnek ~  ise aldrin (B plki) dir.

©* ‘Tablo 1." Pestisid’ Analizinde Gaz Kromatografik Bulgular -

Enjeksiyon = Heptachlor pikinin  Aldrin pikinin  Pik alanlar

sSayIsi © {A)-alam (a) (B) alam (a) . oham
- N (mm?) . -l¢ Sid. - (mm?) Q
4 247 ‘ 209 1.1818
2 261 223 1.1704
T3 257 20 . 11682
4 258 223 11570
‘5 . 253 218 1.1606
8. 260 223 1.1659 .
Y 257 ‘ 218 : 1.1789
e 251 _ 216 1.1620
9 253 : 217 1.1659
19 261 : 224 1.1652
1 247 209 - 1.1818
a = 255.8 b=2191 Q=1.1676
§ =%182 S =%209 S =9%0.66
a,nis, b,nis. Q,nis,

Korelasyon katsays, r — -+ 0.953
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Sonuclar

Tablo 2. Heptachlor {a) ve Aldrin (b) pik alanlarinin

yorumlamak igin Heptachior
(A) ve Aldrin (B) piklerinin ayri ayn nisbi
standart sapmalarinl ve korelasyon katsayisin

tablolarda

standart sapmalannin

hesaplamak zorunludur. Bun!arin nasit hesap-
landigr  asadjidaki

gdsterilmistir
(DUZGUNES, 1963). '

hesaplanmasi. -
Enj. a b _ Q Q ‘
sayisi mm? (a-a} f(a-a)2 mm (b-b) (b-b)? oram (@-Q) (Q-Q)
1 247 —88 7744 209 — 101 102.01 1.182 + 0.014 Kl 96)(1 -4
2 261 +52 2704 223 + 39 15.21 1.170 + 0.002 4.00x10 -8
'3 257 +12 144 220 4+ 08 081 1168 . 0.000 0.00
4 258 + 2.2 484 223 + 3.9 1521 11457 — 0.()11 1.24x10-4
5 253 -—28 784 218 — 14 121 1.161 —0.007 4.90x10-3
6 260 + 42 1764 223 + 39 - 1521 1.166 —0.002 4.00x10 6
7 257 + 1.2 1.44 218 — 1.1 121 1479 + 0011 1.21x10-4
8 251 —48 23.04 216 — 341 961 1.162 —0.006 3.60x10-3
9 253 —28 7.84 217 — 2.1 441 1.166 — 0.002 4.00x10-¢
10 261 + 52 2704 224 + 4.9 2401 1,165 — 0.003 '9.00x10 -8
2558 19560 2191 188.9 11.676 5.44x10 4
a=2558 . b = 219.1 Q = 1.168
Tablo 3. Korelasyon katsayisimin hesaplanmast
Enj. a b
SaEyIS) fmm?} {mm?) [a_b) 2 B
1 247 209 51623 61009 43681
2 261 223 58203 68121 49729
3 . 257 220 56540 66049 48400
4 258 223 57534 . 66564 49729
5 2'53' 218 55154 654009 47524
B 260 223 57380 67600 49729
7 257 218 56026 66049 47524
8 251 218 54216 63001 48656
9 253 217 54901 64009 47089
10 261 224 58464 68121 50176
- 2558 2191 560641 654532 480237

Swasiyla agadidaki formiillerden rakamlar
yerlerine vyerlestirilerek a, b ve Q nun stan-

dart sapmaler bulunur.

Zfa-a)? 195.6
S, = ‘ = = 4.56
: n-1 10-1
Z (b-b)2 188.9
S, = = = 458
n-1 10 -1
_ Z(Q-Q)2  0.000544
SQ = = = 0.00775
.- n-I -0l '

yilar) ise :

S,

= x 100 =
a,nis. —
a.
Sy

= x 100 =
b,nig, —
h

4.66
255.8
458

219.1

x 100 =

X 100 =

Nisbi standart sapmalar; (Varyasyon katsa.

& 0.66

% 2.09
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Q nis. —
Q
a, b ve Q dedgerlerinin nisbi standart sap-
maiar Teblo 1'in altina kaydeditmistir.

Kore!ésy’on katsayl.a:'-ise asagidaki sekilde
hesaplanmistir (DUZGUNES, 1963).

-La. b
ZS,S;, = Z ab —
. n
' 2558 . 2191
= 560641 — '
10
= 183.2
(% a)?
£§,2 = Ze? —
k1]
25582
= 654532 —
' 10
= 1956
{Zh)2
ESbZ = Ebﬂ -_ n
n
21942
= 480237 —
10
= 1889
£8,$,
rab = -—
v/ 8,282
183.2

'\/ 195.6 x 188.9
= -+ 0.953 '

~ Bu ornekte, tayin edilecek olan Heptachior
Isimli pestisidin nishi standart sapmas:
(S = % 1.82), § = % 0.66 degerin-
s anis. Q,nis.
~ den ‘daha hityiik oldugundan, enjeksiyon hac-
minin prezisyonu swrlayici . faktdrdir ve ig
standart teknidi verimliligi duzeltir. Bu, enjek-
siyon 'hacminin_deﬁiﬁkli@inden iteri gelen ha-

tanin i¢ standart kullanilarak biiyiik Slgiide or-

tadan rkaldmla'bildiéi"ni ortaya koyar. Burada

2.00775
X100 = % 1.82
1.168

a ve b pik alanlari arasinda ve ayni sekilde

] ve S degerleri arasinda yiiksek bir
anis. b,nis.

korelasyon {4 0.953) mevcuttur. Bu ylizden

i¢ standart kullanilmas: uygundur,

TARTISMA

Enjeksiyon hacmindeki degismeler, ornek-
te gosterildigi gibi, i¢ standart kullamlarak or-
tadan kaldiritabilir.

Korelasyon katsaylsmm dederine baklla-
rak agafidaki yorumlar getmleblllr (HAEFEL-
FINGER, 1981).

Korelasyon katsayisi r = + 1 oldugunda :
a ve b plk alanlart arasinda kuvvetli korelas-
yon vardir, Burada, S = < 28 bagin-

b.nis. anis.

usi vardir. Omegimizde de bu durum mevcut-
ur. Aksi takdirde, en iyi korelasyon altinda
bile, eder i¢ standardin nisbi standart sapmasi
tayin edilecek maddenin nisbi standart sapma-
sindan iki kat daha fazla ise; bu, bir meto-
dun prezisyonunun ig standartla diizeltilemez
o!dugunu ifade eder

Korelasyon katsayisi r, eksi deger aidi-
gmda : Kullanilan i¢ standart deneyin prezis-
yonunu Gnemli dlglide bozar. Yani i¢ standart
kullanumy fayda yerine zarar veriyor demektir.
Ginkii A ve B maddeleri -arasinda bir korelas-
yon yoktur, Fakat pek gok kromatografik de-
neylerde metodolojik dedisiklik kaynag olarak
sadece enjeksiyon hacmi.gbsterijemez. I¢ stan-
dardin nisbi standart sapmasi, tayin edilen
maddenin nisbi standart sapmasindan iki kat-
tan daha fazla ise, i¢ standart icin optimal ol.
mayan kromatografik  sartlar séz konusudur.
Tayin edilecek madde ve i¢ standart birbirine
benzer maddeler olmalidir.

Tayin edilen maddelerin ve i¢ standar-
din nisbi standart sapmalar esit oldujunda :
] = 8 ) Bu durumda formiil

anis. . bnis, - '
r > 0.5 dir. Sadece a ve b arasindaki kore-
lasyon katsayisi 0.5 den daha biiylik ise i¢
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standardin -ku'llaml:&;sl prezisyonu' diizeltecektir.
. Aksi halde i¢ standart kullammr belirli bir avan.
taj saglamaz. :

Tayln edilen maddenm nisbi standart sap-

" mas i¢ standardinkinin ki kati o!dugunda :
t > 0.25 ise, i¢ standart wkullamm: prezisyonu

diizeltecektlr. ' :

Kromatografik analizlerde i¢ standart tek-

niginin uygulanmas: icin tavsiyeler :

Asagida i¢ standardin.genel $artlan veri!-
" migtir. -

1. lc standart, kromatogram i‘jzerinde bi-
jinen .ve bilinmeyen maddelerden tama-
men ayrilmis olmalldlr '

2. g standart |!gflemlen madde pikinin
yakininda elute ediimis olmalidir.

3. lg standardin pik alam (veya pik yik-
sokiigi) tayin edilecek maddeninkine
yakin olmahdir.

4. Ic standart kimyasal olarak ilgilenilen
maddeye benzemelidir,

5. lg standart, kimyasa! olarak stabil ol-
malidir.

Asafiidaki hususlar biyolojik materyalfer-
_ den kromatografik analizde mutlaka gizetilme-
hdir,

1. g standart biyolojik materyale analiz-
den dnce cozeltide . ilave edilmelidir.
llaveden sonra i¢ standardin {niform
daguimm; sadlamak igin iyvice karigte.
riimalidir.

2, Omede ic standart ilavesi ekstraksi-
yondan &nce yapilacaksa, i¢ standart
analiz edilen maddeye benzer {zellik
gostermelidir, Yani, partisyon Ikatsayl-
lar egit olmalidir.

3. i¢ standart, ligilenilen maddenin bir
metaboliti olmamalidir.

4. ¢ standart, maddenin metabolitleriyle
veya Ornekteki dijer bilesiklerle giri-
~sim yapmamalidir.

Uygun olmayan yaklé$|mlar agagida veril-

mistir.

1. i¢ - standardin organik ¢bziicls{indn
evaporasyonundan sonra, kalintiya biyo-
lojik &rnedin ilave edilmesi ve .daha
sonra karnstinlmas: uygun dedildir, Bu
sartlar altrnda i¢ standardin -tamamen .
¢bziinmesini  her durumda garanti -et-
mek miimkiin dedildir.

2. PHLC ile analizden dnce, &regdin eks-
" fraksiyonunu takiben ekstrakta bir i¢
standart ilavesi, modern enjektdrlerle
. enjeksiyon hacminde mitkemmel pre-
zisyon saglandifindan sadece HPLC de
mutiak gerekli olmamaktadir. istisna
olarak ektrakt ugucu bir cdzilelyle en-
jekte ediliyorsa, ig¢ standart ilavesi
avaporasyon vkaypplarm: karsrlayabilir.

SONUG

Bu vayinin amaci, Ii¢ standart tekniginin

. denemenin prezisyonunu nasil etkiledlgini gbs-

termektir. Herhangi bir durumda, analiz ed!-
len bilesenin ve i¢ standardin nisbi stahdart
sapmalari ve korelasyon katsayis: dikkate alin-
maltdir. Bu yolla, metodun prezisyonunun ha-
rici (external) kalibrasyonla mi yoksa i¢ stan-
dartla mi daha iyi oldufjunu teshit etmek mim-
kiindir. T¢ standardin kullamligr bir diizeltme
saglamadigl veya hatta prezisyonu bozdugu
zaman, analiz metodu irdelenerek kritik iglem
basamaklar: tesbit edilir. Eger bu basamaklar
diizeltilebllir veya ortadan kaidirilabillr ise, 1g
standart teknigi kullanimalidir. Bu mimkiin

" olmazsa, daha kolay tatbik edilebilen haric!

(external) kalibrasyon tekniginl i¢ standart
teknigine tercih etmek gerekecekir, Tarimsal
tirtinlerde itac kahntisimn kromatografik ana-
lizinde, ig standart tekniginin kullanimas: is-
tendiginde; metodun prezisyonunu bozmadidr

_6nceden tetkik editmelidir.

SUMMARY

INTERNAL STANDARD. TECHNIQUE IN
CHROMATOGRAPHY

It is possible to determine by use of the
some statistical formulas how the internal
standard technique affects the reproducibility
of a given chromatographic methed.
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The internal standard technique is widely .

used in chromatography. An accurate amount

of a known compound is added to the sample.

solution prior to analysis. The internal stan-
dard technique considerably improves the re-
producibility of determinations, Errors are of-
ten reduced in the analytical measurement

since any loss of sample is compensated by

' the loss of an equivalent amount of internal

standard. Instead of the absolute value of the
peak area [or peak height), the ratio of ths
peak area of the compound to the peak area
of the internal standard is used in calibration
and in the evaluation of the unknown samples.
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