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OZET

ANTIDEPRASAN ILAC KALINTILARININ ATIK SULARDA IZLENMESI ICIN
KROMATOGRAFIK YONTEM GELIiSTiRILMESI

Merve SARIKAYA
Yiiksek Lisans Tezi
Analitik Kimya Anabilim Dali
Danisman: Dog. Dr. Halil Ibrahim ULUSOY
2020, 52+xv sayfa

Bu tez caligmasi kapsaminda, kullanimi giderek artan antidepresan ilaglardan olan
Fluoksetin (FLU) ve Sitalopram (CIT)’in atik su drneklerinde eser miktarlarinin izlenmesi
icin Manyetik Kati Faz Ekstraksiyonu (MSFE) sonrasinda kromatografik (HPLC-DAD)
analizleri iceren yeni bir zenginlestirme ve tayin ydntemi gelistirilmistir. Onerilen ydntemde
FLU ve CIT analitleri pH 10.0’a tamponlanmis ortamda yeni sentezlenen manyetik temelli
nano partikiiller yardimiyla kat1 sorbent fazina ¢ekilmis ve kromatografik tayinler dncesinde
asetonitril ile tekrar daha kii¢iik bir hacme desorbe edilerek zenginlestirilmistir. Analiz oncesi
0.45 um gozenekli PTFE enjektor uclu filtre ile siiziilerek viallere aktarilan 6rnekler HPLC
cihazina yerlestirilmistir. Etkilesim siiresi, desorpsiyon ¢6zgeni, pH gibi deneysel degiskenler
optimize edildikten sonra dogrusal aralik, zenginlestirme faktorii ve tayin sinir1 gibi analitik
parametreler belirlenmistir.

Gelistirilen yontemde; FLU ve CIT molekiilleri zenginlestirme sonrasi, % 60 pH 3.0
fosfat tamponu, % 10 asetonitril ve % 30 metanol yiiriitiicii fazlarinin gradient eliisyonu ile
DAD dedektor kullanilarak 238 ve 252 nm dalga boyunlarinda analiz edilmistir. Optimize
edilen kosullar altinda her bir antidepresan tiirii i¢in elde edilen tayin ve nicellestirme sinirlari
sirastyla 1.43 ve 4.71 ng mL™! iken 100 ng mLila¢ etken maddelerini igeren model ¢dzeltiler
ile yapilan 3’er tekrarli dlglimlerde % BSS degerleri % 3.50’in altinda bulunmustur. Son
olarak gelistirilen yontem sentetik idrar ¢ozeltisi, atik su ve ¢evresel su drneklerine basarili bir
sekilde uygulanmis ve geri kazanim deneylerinde kantitatif sonuglar elde edilmistir.

Anahtar kelimeler: Fluoksetin, Sitalopram, HPLC, Manyetik Kat1 Faz Ekstraksiyon,

Cevresel Su 6rnekleri
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ABSTRACT

DEVELOPMENT A CHROMOTOGRAPHIC METHOD FOR DETERMINATION OF
ANTIDEPRESANT DRUG RESIDUES IN WASTEWATERS

Merve SARIKAYA
Master Thesis
Department of Analytical Chemistry
Supervisor: Assoc. Prof. Halil Ibrahim ULUSOY
2020, 52+xv pages

In this thesis, a new pre-concentration and determination method for trace determination
of antidepressant drugs, Fluoxtetin (FLU) and Citalopram (CIT), in waste waters, was
developed based on HPLC-DAD analysis after Magnetic Solid Phase Extraction (MSPE). In
the proposed method, FLU and CIT molecules were retained on new synthetized magnetic
sorbent in the presence of pH: 10.0 buffer and then were desorbed into lower volume of
acetonitrile phase prior to chromatographic determinations. Before HPLC analysis, all
samples were filtrated through a 0.45 pm porous PTFE filter. Experimental parameters such
as interaction time, desorption solvent, and pH were studied and optimized in order to find
detection limit, linearity, enrichment factor, etc.

In the developed method; FLU and CIT molecules were analyzed by DAD detector at
wavelengths of 238 and 252 nm by using a gradient elution of 60 % pH 3.0 buffer, 10 %
acetonitrile and 30 % methanol. By using optimized conditions, the detection and
quantification limits obtained for each paraben species were 1.43 and 4.71 ng mL’'
respectively, while 3 repeated BSS % values with model solutions containing 100 ng mL"!
pesticide were found to be less than 3.50 %. Finally, the method was successfully applied to
synthetically urine and environmental water samples and quantitative results were obtained in

recovery experiments.

Keywords: Fluoxetin, Citalopram, HPLC, Magnetic Solid Phase Extraction, Environmental

Water samples
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1. GIRIS
1.1. Problemin Tanimi ve Onemi

Antidepresanlar, antidepresif etkileri olan ilaglardir. Antidepresanlarin birgogu
beyindeki norepinefrin ve serotinin maddelerinin geri alimini engelleyerek etki ederler.
Yapilart incelendiginde birgogunun trisiklik veya tetrasiklik ¢ekirdege sahip oldugu goriiliir.
Bu ilaglar genellikle ruhsal cokiintii (depresyon) hallerinde tedavi amag¢h kullanilir.
Giliniimiizde toplumun bir¢cok kesiminde bir saglik sorunu haline gelen depresyon, hayatin
bir¢cok alaninda verimlilik ve is gilicii kaybina neden olmaktadir. Baz1 durumlarda da tedavi
stireciyle birlikte ekonomik kayiplara yol agmaktadir. Pek ¢ok ila¢ etken maddesinde oldugu
gibi hem tedavi edici dozun izlenmesi hem de kullanim sonrasi atilim iirlinlerinin takibi
acisindan bu tarz molekiillerin diisiik derisimlerinin analiz edilebilmesi 6nemlidir. Bu
analizlerde karsilasilan iki temel problem ¢ogu durumda 6rnek matriksinin karmasikligi ve
hedef molekiil derisimlerinin analiz cihazlarinin tayin smirlarinin altinda kalmasidir. Bu
sorunlarin iistesinden gelmek i¢in uygun bir tasiyici sistem ile ayirma ve zenginlestirme
yontemlerinin kullanimi tercih edilen bir uygulamadir. Antidepresanlar pek ¢ok farkli
molekiiler yapida yaygin olarak recete edilmektedir. Bu tez ¢alismasinda iilkemizde en ¢ok
kullanilan antidepresan ilaglardan iki tanesinin etken maddeleri iizerine yogunlasilacaktir. Bu
etken maddeler fluoksetin ve sitalopramdir. Diger antidepresan ilaglara gore tolere edilebilir
yan etkilere sahip olmalar1 amaciyla siklikla tercih edilmektedir. Cevresel ve biyolojik
orneklerde tayinleri miktarlar1 dogrudan oOl¢iilebilecek seviyede ise kromatografik temelli

yaklagimlarla yapilabilmektedir.

1.2. Arastirmanin Amaci

Antidepresan ilaclar biyolojik érneklerle birlikte en ¢ok izlendigi 6rnek grubu idrar
ve atik su Ornekleridir. Her iki 6rnek grubu antidepresanlarin yikim iirtinlerinin izlenmesi
acisindan son derece Onemlidir. Cilinkii karmasik matriksleri ve ila¢ etken maddelerinin
dogrudan olgiilemeyecek kadar diisiik derisimler ile karsimiza g¢ikmaktadir. Pahali hibrit
sistemlere sahip cihaz altyapilari ile bu tarz analizleri yapmak kimi zaman miimkiin olsa da,
bu cihazlarin hem kurulum hem de isletim maliyetleri oldukca yiiksektir. Ayrica hem analiz
hem de sonuglarin yorumlanmasi asamalarinda uzman kullanic1 bilgisine ihtiya¢ duyulur.
Antidepresanlar, uyusturucu etki gosteren ilaglar ve diger birgok ila¢ etken maddesi kullanim
sonrast idrarla atilmakta ve kanalizasyona karigsmaktadir. Atik su aritma tesisleri ve sehir atik
sular1 noktalar1 bu ilaglarin kalintilarin1 gézlemlemek i¢in en belirgin yerlerdir.
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Yapilan tez calismasinin temel hedefi, fluoksetin ve sitalopram antidepresan etken
maddelerinin diisiik derisimlerini analiz edebilmek i¢in manyetik temelli kat1 faz ekstraksiyon
yontemi gelistirilmesi ve daha sonra bu analizlerin HPLC kromatografisi ile tayin edilmesidir.
Gelistirilecek yontem kati faz ekstraksiyon destek maddesi ilk defa bu deney icin

sentezlenecek ve kullanilacaktir.
1.3.Arastirmanin Hipotezi

Arastirmanin temel hipotezi, hedef ila¢ etken maddelerini ilgili olan bir manyetik
nanopartikiil sentezlenmesi ve bu sayede Ornek ortamindaki fluoksetin ve sitalopram
molekiilleri matriks ortamindan uzaklastirilarak daha kiiciik hacimdeki bir ¢ozeltiye
alinacagindan  derisimleri HPLC cihazmmin kolayca oOlgebilecegi seviyeye yiikselmis

olacaktir.



2.GENEL BIiLGILER
2.1.Antidepresanlar

Depresyon bir kisinin belli bir siirede degismez bi¢imde iiziintiilii, sikintili, neseli,
tagkin ya da ¢okkiin bir duygu i¢inde bulunmasiyla beraber diisiince, konusma ve hareketlerde
yavaslama, fizyolojik islevlerde bozukluk, durgunluk ve degersizlik, kiiciikliik, giicsiizliik,
isteksizlik, karamsar duygu ve diisiinceleri ile ortaya ¢ikan bir sendromdur. Depresyonun
tedavisi ¢ok onemlidir. Bu tedavi kiginin giivenliginin garanti altina alinmasi, rahatsizligin
tam bir teshisi hastanin i¢inde bulundugu durum ve hastanin daha sonraki durumuna da hitap
edebilen bir tedavi siireci baglatilmalidir. Tedavi, hastaya uygulanan ila¢ tedavisini ve
psikoterapiyi kapsar sekilde olmalidir. Tedavinin en basinda doktor tavsiyesi ve kontroliinde
verilen birtakim ila¢ gruplar1 vardir ve bu ilaglara antidepresan ilaclar denilmektedir.
Antidepresan ilaglar, basta depresyon olmak tizere bircok duygu durum bozuklugu ve madde
bagimlilig1 tedavisinde yaygin ve etkili bir sekilde kullanilmaktadir. Ayrica uyku, yeme
bozukluklari, agri sendromlar1 tedavilerinde de kullanilmaktadir (Cubukgu, D.2016).

2.1.1.Antidepresan flaclarin Kullanim Alanlar

Insanlarda morhibite (hastalik hali) ile iliskili olan hastaliklardan biri depresyondur.
Her 10 depresyon tedavisi goren hasta insanda intihar girisimi goriilmektedir. Bu girisim ise
depresyon tedavisinde verilen ilaclarin yiiksek dozda alinmasiyla gerceklesir (Salkim,
D.2008). Ilag kullanim1 bedensel ve ruhsal hastaliklarda tedavi saglamasi1 amaciyla bilingsiz
sekilde artmaktadir. Iste bu tiir hastaliklarda etkisini gdsteren ilaclar antidepresanlar olarak
adlandirilmaktadir. Viicuda sagladigi etkilere karsilik antidepresan ilaclarda her dozda

kullanimin giivenilirligi ¢ok fazla dnem arz etmektedir (Ustiiner, D.2010).

Depresyona girmis hastalarda beyinde salgilanan serotonin, noradrenalin, dopamin
gibi duygu ve diisiince hayatin1 diizenleyen maddeler azalmistir. Bu durumlarda antidepresan
ilag kullanimi devreye girer (Yiiksel, N.2003). Hastanin durumu her ne kadar ciddi olursa
olsun antidepresan ilaglar i¢in 6nerilen kullanim siiresi 6 ay ile 1 yil arasindadir. Depresyona
girmis hastalarin % 70 veya % 80’1 higbir miidahaleye gerek kalmadan onerilen siirede
antidepresan ila¢ kullanarak tedavi edilmektedir. Geri kalan kisimda ise ilag kullanim siiresi
etki gostermeyenlerde dahil psikolojik destek alinimi gibi ekstra yontemlere ihtiya¢ duyulur
(Merey, G.2016).

Trisiklik antidepresanlarin kullanimi saglikli ve goniillii olan bireylerde kalp hizi

degise bilirligini azaltarak kroner arter hastaliginda (kalp damar hastalig1) kalp krizi sonrasi
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ani Oliimle sonuclanmasina sebebiyet verebilir. Kalp hastalarinda genel olarak uygun
goriilmemektedir. Tedaviye baglangicta 2-3 haftada etkili olan ila¢ grubudur ve mutlak

zorunluluk olmadik¢a kullanilmamalidir.

Ozgiil serotonin geri alim engelleyicileri son zamanlarda tercih edilmeye baslanmustir.
Bu grup ilaglarin kullaniminin giivenilirligi konusunda kanitlar artmaktadir. Antikolinerjik
(salgilarin azaltilmasi) ve al adrenerjik (diiz kas kasilma, mesane gevseme... vs.) etkileri

yoktur. Risk etkenlerini arttirict 6zelligi yoktur. Ancak etkilesme olasilig: yiiksektir.

Mono amin oksidaz inhibitorlerinde trisiklik antidepresanlara benzer sekilde kullanimi
doktor tavsiyesi gerektirir. Hastalik halinin ilk 6 aymda oOnerilmemektedir. Mono amin
oksidaz inhibitorleri diyet kisitlamasi olasi etkilesmeler ve ani bag donmesi nedeni ile

onerilmemektedir.
2.1.2.Antidepresan ilaclarla Zehirlenmeler

Cok eski zamanlardan beri ve gilinlimiizde de hala etkisi en ¢ok goriilen saglik
sorunlarinin ¢oziimiinde énemli adimlar atan bat1 toplumlari, bireyin sorunlarini ¢6zmede ayni
oranda basarili olamamislardir. Bu ve bir¢ok sebeplerden dolay:1 toplumlarda bilingsiz ilag
kullanim1 ve intihar sayilar1 yiikselmistir. Intihar girisimi, toplumlarda farkli oranlarda
goriilen 6nemli bir 6liim nedenidir (Iinal V. Yamanci L.H. Kartal O. 2004). Antidepresan
ilaclarla zehirlenmelerde bu durumlarin basinda gelmektedir. Bu durumlar biiylik oranda

intihar amaciyla yiiksek doz ilag alimi veya yanlis kullanim sonucunda olusmaktadir.

Intihar girisiminde bulunanlarm % 95'inde tan1 konabilen bir ruhsal bozukluk
bulundugu bildirilmektedir. Bu grubun % 80'ini ise depresif bozukluklar olusturmaktadir.
Baska bir deyisle depresif bozukluklar intiharin en 6nemli nedenini olusturmaktadir. Gegmiste
depresif bozukluklarin biiyiik 6l¢iide fark edilmedigi ve bu nedenle de 6nemli bir kisminin

tedavi edilemedigi bilinmektedir (Salkim, D.2008).

Intihar egilimi olanlar agisindan en kolay intihar yollarindan biri, mevcut ilaglarin
yiikksek dozda alinmasidir. Bazi hastalarin bir siire ila¢ kullanip kismen iyilestikten sonra
intihar edecek giicii bulabilmesi, depresif bozukluklar1 tedavi eden tiim hekimlerin dikkat
etmesi gereken bir konudur. Asir1 doz aliminda 6ldiiriicii olabilen antidepresanlar i¢in regete

verilirken en fazla on giinliik doz yazilmasi asir1 dozdan 6liimleri dnleyebilir.



2.1.3.Antidepresan Ilaclar ve Etkileri

llaclar etki mekanizmalari, farmakolojik etki profilleri ve kimyasal yapilar1 bakimdan
yedi gruba ayrilirlar. Bunlar mono amin oksidaz inhibitorleri, trisiklik inhibitorleri, segici
serotonin gerialim inhibitorii, serotonerjik ilaglar, secici noradrenerjik gerialim inhibitorii,
noradrenalin ve dopamin geri alim inhibitorii, serotonerjik ve noradrenalin geri alim

inhibitoriidiir. Bizim inceleyecegimiz grup : Selektif Serotonin Geri-Alim Inhibitérleridir.
Selektif Serotonin Geri-Alim Inhibitorleri (SSRI)

Viicudumuz seratonin hormonu yani "mutluluk hormonu" dengesini ayarlar. Bu
hormon dogal olarak her viicudun kendi kendine iirettigi bir hormondur. Depresyon hallerinde
genelde viicut kendi iirettigi seratoninden tam anlamiyla faydalanamaz halde oldugundan, bu
tarz ilaglar bunu diizene sokar, gerektigi kadarindan faydalanmayi saglarlar. Bu ilaglar
kullanirken disardan viicuda seratonin verilmiyor, sadece viicudumuzdaki seratoninimizi en
efektif sekilde kullanmamizi saglar. Bu tiir antidepresanlarin etkisi sadece "rahatlatic1" degil,
ayn1 zamanda "tedavi edici"dir. Ozellikle ilk kez bu tiir ilag kullanmaya baslayanlarda, ilk
15-20 giin i¢inde siddetli yan etkiler goriilmesi gayet olagan durumlardir, hatta beklenen bir
durumdur. En sik yan etki olarak: bulanti, mide-barsak sorunlari, ¢arpinti, daralma hissi,
uyku bozukluklar1 goriiliir. Bu noktada yapilmasi gereken en 6nemli sey, tiim bu etkilerin
gayet normal oldugunu ve ilact kullanmaya devam edildiginde de en ge¢ 15-20 giinde

tedavinin cevap verdigi gozlemlenmistir.

Bu tiir ilaglarda minimum tedavi stiresi 6 aydir. Rahatlama hissi olusur ama 3-5 ayda
higbir "iyilestirici sonug" beklememek gerekir. Ilag kullanim siiresi dolsa dahi bu tiir ilaglarmn

doktor kontroliinde birakilmasi tavsiye edilir (Orsel, S. 2004).

(SSRI ilaglar; fluoksetin, sertralin, paroksetin, fluvoksamin, sitalopram, essitalopram
ve SSRI-Benzeri llaglar; mirtazapin, venlafaksin, reboksetin, atomoksetin, milnasipran,

duloksetin, St.John’wort bitkisi ekstresi).
2.1.4.Fluoksetin

Fluoksetin ile yapilan ¢alismalarin fazlaligindan dolayr kullanimi en ¢ok olan Segici
Geri Alim Inhibitdrii (SGAI)‘dir. Depresyon, adet dncesi sendromunda kullanimi igin FDA
onay1 vardir. Panik bozuklukta, sosyal kaygi bozuklugunda, mevsimsel affektif bozuklukta,

postmenapozal sicak basmalarinda, alkol ve sigara kesilmesinde ek tedavi olarak etkindir.



Fluoksetin, ndroleptikler ve trisiklik antidepresanlar gibi CYP2D6 enzimi tarafindan
metabolize edilir. S6zii edilen bu ilaglar CYP2D6 enzimini inhibe eden ilaglardir. Fluoksetin
bu ilaglarla birlikte kullanildiginda, CYP2D6 enzimi daha ¢ok inhibe edileceginden,
uygulamada dikkatli olunmalidir (Yiiksel, N.1999).

Fluoksetin, oral yolla biiylik oranda emilir. Bir boliimii ilk gecis metabolizmasina
ugrar. Biyo yararlanimi1 % 90 kadardir ve doza bagli olarak artar. Emilimi, kapsiil ve soliisyon
formiilasyonlar1 yoniinden 6nemli bir farklilik gdstermez. Dagilim hacmi, lipofilik diger
ilaglar gibi ¢ok genistir (14-100 L/kg). Genelde karacigerde etkilestiginden, karaciger islev
bozuklugunda metabolizma etkilenir. Viicuttan atilim yavaglar. Bu nedenle karaciger
hastalarinda dikkatle kullanilmalidir. Tipki karaciger hastalarinda oldugu gibi bdbrek
yetmezligi olan hastalarda da birikim gergeklestirip organin islevini bozacagindan dolay1 dozu

az olacak sekilde kullanima sunulmalidir.

Fluoksetinin tek dozda yar1 6mrii 48 saat iken, yineleyen uygulamalarda 4 giine dek
uzar. Fluoksetin kullanimi1 diger kullanilan ila¢ varsa etkilesim durumu ve ara verme
oldugunda yan etki durumlar1 goz oniline alinarak kullanilmalidir. Ayn1 zamanda uzun siireli
kullanimlarinda, viicutta birikerek haftalarca viicutta kaldig1 gerceklesmis gozlemler
arasindadir. Ilacin kesilmesi ile aktif ilacin viicuttan tamamen atilmasi 1-2 ay zaman alabilir.
Yiiksek oranda idrarla, diisiik oranda da digkiyla atilir. 20-80 mg/giin dozlarinda ve sabah tok
karina alinmasi dnerilmektedir (Nevado B., Salcedo M., Llerena V., Nuevo A., 2000).

Fluoksetin etken maddesini igeren ilaglarla tedavi sirasinda, mide bulantisi, bas agrisi,
uykusuzluk, ishal, yorgunluk gibi giivenli yan etkileri vardir. Bunlarin disinda bas agrisi,
ciddi dikkat daginikligi, hafiza problemleri, mantikli diisiinememe, epilepsi nobetleri ve
denge kaybi gibi belirtiler, intihar diislincesi, gogiiste sikisma ve agri, nefes kesilmesi, kanl
kusma , idrarda kan, Okstiriikle gelen anormal kanama durumlari, durdurulamayan kanama

durumlari, ciddi alerjik reaksiyonlar...vb. etkiler de gézlemlenebilir.

Ama bu etkiler nadir goriilenler arasinda yer alir. Kalp atisinda hizlanma,
haliisinasyonlar, ciddi bas donmesi, mide bulantisi, kusma, ishal, kas segirmeleri, nedeni
bilinmeyen ates ve seker hastalariin kan sekeri seviyesi fazla degisimi kullanim sirasinda

goriiliir goriilmez doktora bagvurmalar1 gerekmektedir (Salkim, D. 2008).



2.1.4.1. Fluoksetin’ in Kimyasal ve Fiziksel Ozellikleri

HaN A~ _ 0O

Tine
T

Sekil 2.1.Fluoksetin molekiil formiilii

Fluoksetin’ in kapali kimyasal formiilii Ci7Hi1sF3NOdur. Kimyasal olarak ise N-metil-3-
Fenil-3-propilami adlandirilmaktadir. Molekiil agirligi 309.3 g/mol olup yar1 6mrii 48saat ve
beyaz renkli, kristal yapilidir. Erime Sicakligi: 157.5-158.7°C sicaklik araligindadir.
Coziinirligi 25°C’de suda 50 mg/ml, metanol’de 250 mg/ml, kloroform’da 125 mg/ml dir.

Heksan, etilasetat ve benzende ¢oziinmez.
2.1.5.Sitalopram

Cipram olarakta bilinen geri alim inhibitoriidiir. Depresyon tedavisinde kullanilan
serotoninin en seg¢ici molekiiliidiir. Hastanin kendini daha iyi hissetmesini saglamak ve
depresyon belirtilerinin tekrarlanmasin1 6nlemede yardim amach kullanilir. Benzer etki
gosteren hastalik tedavisinde kullanilan ilaglart  SSRI olarak bilinen antidepresan ilag
gurubuna aittir. Mesela mono amin oksidaz inhibitérleri (MAOI) ile kullanilmadan once

bunlarmn kullanimi {izerinden 2 haftadan fazla siire gegmesi tavsiye edilmektedir.

Her iki ilagta tavsiye edilen siirelerden dnce kullanilirsa serotonin sendromu denilen
kas sertlesmesi, kalp ritmi, kan basincinda ani degisimler, bayilmalar, zihin bulanikliklarina
neden olur. Doktor kontroliinde kullanim saglanirsa karaciger sitokrom enzimi ile az etkilesir.
Bu yiizden ilag etkilesimlerinden az etkilenir. Kalp ritmi bozuklugu ve ani 6liimle sonuglanan
etkileri intihar girisimi gibi yan etkiler ¢ok seyrek goriiliir. Ama birka¢ giin yada hafta siiren
mide bulantisi, sinir, halsizlik, titreme, uyku bozuklugu, kabizlik, sik idrara ¢ikma, burun

kanamasi gibi etkiler sitalopramin olas1 yan etkileri olarak siniflandirilabilir.



2.1.5.2.Sitalopram’in Kimyasal ve Fiziksel Ozellikleri
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Sekil 2.2.Sitalopram molekiil formiilii

Mol kiitlesi 324.392 g/mol ve molekiiler agirlig1 324.392 g/mol olarak bilinmektedir.
Yarilanma 6mrii 35 saat ve kapali kimyasal formiilii C20H21FN2O‘dur. Gorlintimii kat1 ve toz

halde olup renk ve erime noktasi sicakligina dair mevcut veri yoktur.
2.2. Zenginlestirme Yontemleri

Son yillarda eser elementlerin analizinde hassas 6l¢iim yapan cihazlarla dogru ve hizl
Olciim yapmak hedeflenmektedir. Analizlerde hassasiyeti fazla olan bu cihazlar bulunmasina
ragmen cihazlarin matriks ortamda tayinlerde yeterli olmadigi goriilmektedir. Cilinki
analitlerin bulunduklar1 6rnekler igerisinde ¢ok diisiik derisimlerde bulunmalar1 ve igerisinde
bulunduklar1 ortamin ¢ok karmasik bir yapiya sahip olmasi aletli analiz yontemleriyle

tayinlerini zorlastirmaktadir (Alver, 2012)(Altun, F. 2013).

Matriks ortamdan analitleri ayirma, deristirme gibi O6n islem uygulanmasi
gerekmektedir. Ayirma ve zenginlestirme islemleri genelde damitma, bir kat1 yiizeyine
adsorpsiyon ve ekstraksiyon gibi islemler yapilarak gerceklestirilir. Ayirma, bir maddenin
temasta bulunan iki faz arasinda degisik oranda dagilmasi kuralina dayanir. Biitiin ayirma
yontemlerinde kati-sivi, sivi-sivi, sivi-gaz ve kati-gaz seklinde olabilen iki faz bulunmaktadir
(Aydemir, N. 2009). Bu islemler uygulanirken yabanci maddeler 6rnege eklendigi ve ilk
orneklerdeki baz1 maddeler ayrildigi i¢in orijinal matriks, tayini daha kolay olan bir matrikse

dontstiiriiliir (Saridal, K. 2018).



Fazlardan birinde analiz edilecek madde digerinde ise bozucu etki yapan madde
toplanir. Bu iki faz birbirinden fiziksel yontemler ile ayrildigi zaman bozucu etki yapan
tiirlerin derisimi analiz edilecek maddenin gergeklestirdigi, analizde temel olan tepkimeleri

etkilemeyecek seviyeye indirgenir (Henden, 2002).

Zenginlestirme, bliylik hacimdeki eser bilesenlerin daha kiigiik hacme alinmasi
islemidir (Gokkaya, 2014). Analitik teknigin gozlenebilme sinirinin Ornekteki analitin
derisimine gdre daha biiylik olmast durumunda, baslangi¢ derisimine gore analit derisimi

arttirilir.

Zenginlestirme analitik amacl oldugu gibi endiistride ya da laboratuvarda madde elde
etme amacli da yapilir. Diger bilesenlerin gruplar halinde veya segici olarak ana bilesenden
ayrilmasiyla yapilabilecegi gibi ana bilesen diger bilesenlerden ayrilarak da yapilabilir (Citak,
D. 2010).

Eser element analizinde yaygin kullanilan zenginlestirme yoOntemlerini iyon
degistirme, elektrolit zenginlestirme, adsorpsiyon ile zenginlestirme, birlikte ¢oktiirme,
ucurma yontemi ve bulutlanma noktasi ekstraksiyon yontemleridir (Atalay, 2012). Bu
caligmamizda ekstraksiyon yontemlerinden biri olan manyetik temelli kat1 faz ekstraksiyonu

yonteminden yararlanildi.
2.2.1.Kat1 Faz Ekstraksiyonu (SPE)

1970’li yillarda ve Oncesinde klasik metotlar kullaniliyordu. 1970°1i yillarin
ortalarinda 6rnek hazirlamada zamandan ve maliyetten kazanarak daha basit yontem olan kati
faz ekstraksiyonu gelistirilip kullanilmaya baslanmistir (Citak, D. 2010). SPE absorbanlarin
tek kullanimlik kolonlara doldurulmasi ve pratik 6rnek hazirlama diizenegi tasarlanmasi ile
birlikte en etkili ve laboratuvarlarda en ¢ok kullanilan 6rnek hazirlama yontemi halini almistir

(Atalay, E.D 2012).



Sekil 2.3. Farkli boyutlarda bulunan SPE kolonlar1 ve diskleri
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Sekil 2.4. Vakum manifoldu

SPE’deki amag sivi 6rnegin istenmeyen bilesenlerden temizlenip, 6rnegin degisimini
ve zenginlestirmeyi saglamaktadir. Kolonlardan gecirilen 6rnek yer ¢ekimi etkisiyle yada

vakum manifoldlar1 yardimiyla yapilabilir (Shulamit , L.2005).

Ornek icindeki iyonlariSSn bozuculuk, cihaz kirliligi vb. olumsuz etkilerinin
giderilmesi icin kimyasal ydntemler gelistirilmistir. Ornegin igindeki analit iyonlarmmn
saflagsmis ve derigmis olarak matriksten ayrilip kompleks yapidan kullanima elverigli yap1

olugmast saglanmistir (Yavuz, Aksoy 2006).
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Bir kat1 faz ekstraksiyonu yontemi ile maddelerin ayrilmasi 4 temel adimi igerir ve bu

adimlar Sekil 2.5°de gosterilmistir.
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Sekil 2.5. Kat1 faz ekstraksiyonu ile maddelerin ayrilmasi

[lk basamakta safsizlik ve dolgu maddesinin 1slatilmasmi saglamak igin kat1 fazin
uygun ¢oziicl ile sartlandirmasi yapilir. Bu basamakta fonksiyonel gruplar solvatize olur ve
kat1 faz iizerindeki kirlilikler giderilir. Sartlandirma iglemi yapilirken hava olan bazi
kisimlarin yani bos hacimlerin ¢oziicii ile dolmasi saglanir. Analitlerden uygun geri kazanim
almak icin kat1 fazin kurumamasi ve kurudugunda tekrar sartlandirilmasi gerekir. ikinci
basamak kat1 fazin icinden &rnegin siiziilmesidir. Ornek kolondan yergekimi, pompalama
veya vakum yardimiyla gecirilir. Bu islem zaman kaybini en aza indirecek sekilde ve
analitlerin tutunmasini saglayacak kadar yavas yapilmasi gereken bir islemdir. Ugiincii
basamak kolonun analitler kolondan uzaklagsmadan, kat1 faz iizerindeki ortam bilesenlerinin
uzaklastirilmas1 amaciyla uygun ¢oziiciiyle yikanmasi islemidir. Dordiincii basamak ortam
bilesenlerini bertaraf edecek sekilde kolondan uygun ¢oziicii gegirilerek analit iyonlar: ile
ellisyon saglama basamagidir. Burada ¢oziiciiniin akis hizi ile ¢oziicii analitle etkilesimini
saglayacak sekilde hacminin ayarlanmasi gereklidir. Kati faz ekstraksiyon yonteminde kati

faz olarak, adsorblama kapasitesi yiiksek absorbanlar kullanilir (Aksoy, Yavuz 2006).
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Absorban se¢iminde 6nemli parametreleri:

. Genis bir pH araliginda ¢ok sayida analitin se¢imli olarak ayrilmasi,
. Kantitatif adsorpsiyon ve desorpsiyon saglamasi,
. Kinetik a¢idan hizli adsorpsiyon ve desorpsiyon mekanizmalari

olusumu saglamasi,

. Rejenere edilebilir olmasi,
. Yiiksek tutunma kapasitesi,
. Mekaniksel ve kimyasal kararliliginin olmasidir.

2.2.1.1.Manyetik Temelli Kati1 Faz Ekstraksiyonu (MSPE)

Son yillarda manyetik 6zellik tasiyan absorban madde kullanimina dayali kati1 faz
ekstraksiyonu yontemine ilgi duyulmaya baslanmistir. Manyetik ayrilma ilk 6nce 1973’de
Robinson ve arkadaslari tarafindan manyetik kat1 faz ekstraksiyonu (MSPE) terimi olarak dile
getirilmistir. Analitik amagli olarak da 1999 yilinda Safarikova ve Safarik tarafindan
kullanilmistir (Safarikova & Safarik, 1999).

MSPE, Sekil 2.6’da goriildiigi gibi reaksiyon c¢oOzeltisine manyetik partikiillerin
eklenmesini igcermektedir. Bu manyetik partikiiller genellikle magnetit (Fe3O4) ve
tirevlerinden olusur ve sol-jel teknigi kullanilarak silika ve aliimina oksitlerle kaplanir.
Uygun fonksiyonel gruplar polimerizasyon ile hareketsiz hale getirilebilir. Ilgili hedef
analitler manyetik partikiillerin ylizeyine adsorbe edilir. Daha sonra harici bir manyetik alan
(miknatis) ile sulu c¢ozeltiden ayrilir. Birden fazla matriks c¢ozeltilerinin  bulundugu

durumlarda bu yontem tercih edilebilmektedir.

Manyetik partikiillerin uygulanmasi geleneksel SPE tekniklerine kiyasla daha basittir.
Ciinkii MSPE’de dolgu maddesi ile doldurulan bir kolona ihtiya¢ yoktur. Matriks ¢ozelti
icerisindeki hedef analit ile diger bilesenlerin ayrimi, harici bir manyetik alan (miknatis)
uygulanarak hizli ve kolay bir sekilde gergeklestirilmektedir. Manyetik nanopartikiillerin
kullanilmas1 SPE’deki ekstraksiyon prosediiriindeki adim sayisini azalttigi i¢in analitlerin

izolasyonunu kolaylastirir ve zaman tasarrufu saglar.
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Bu teknikte harici bir manyetik alan kullanilmasi, dolgu maddesi yiizeyinde adsorbe
edilen analitlerin ayrilmasini kolaylastirir. MSPE bunun disinda yesil kimya ilkelerine uyarak
organik ¢oziiclilerin kullanimini azaltir. Toksik ve tehlikeli atiklarin olusumunu azaltabilir

(Spietelun, Marcinkowski, Guardia & Namiesnik, 2013).
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Sekil 2.6. Manyetik kat1 faz ekstraksiyon yontemi(Kayikei, S., 2019)

2.2.1.2.Kat1 Faz Ekstraksiyon Yonteminin Uygulamsi

Kat1 faz ekstraksiyon yonteminin iki tiir uygulanis1 vardir. Bunlardan kolon tekniginde
islem Oncesinde benzer ¢ozelti ile sartlandirma yapilir. Absorbanin 6zelligini kaybetmemesi
sartiyla kolon alt ve {ist kismia cam pamugu konulur. Gerekli 6n islemlerden sonra absorban
isleminde yikama yapilir. Istenmeyen ortam bilesenleri bu islem yapilirken goz ardi edilmez
ve buna gore yikama islemi yapilir. Kati fazda bulunan analit iyonlar1 uygun c¢oziici
kullanilarak zenginlestirildikten sonra derisim tayini yapilir (Citak D.2010, Kirig T.2012,
Atalay 2012).
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Calkalama Tekniginde (Batch Metodu) tutunma dengesi saglanana kadar c¢ozelti ve
icindeki kat1i madde c¢alkalanir. Cozelti ¢alkalanmasi tamamlanip denge saglaninca kati faz
slizme veya aktarma islemi ile ¢ozeltiden ayrilir. Bu teknik dagilma katsayisi biiyiik olan

element zenginlestirilmesinde kullanilir.
2.2.1.3. Kat1 Faz Ekstraksiyonu Avantajlari(SPE )

SPE metodunun daha fazla tercih edilmesinin nedenleri ve avantajlari su sekilde

Ozetlenebilir:

e  Hizli sonug verir. Kullanimi kolay ve pratik bir metottur.

e  Daha az ¢oziicii ve ayirag madde kullanilir.

e  Geri kazanim oran yiiksektir ve istenilen yogunlukta 6rnekler elde edilebilir.

e  Ornek, tutucu madde ve ¢dziiciiler arasinda ¢apraz bulasma riski diisiik oldugundan
yiiksek dogrulukta sonuglar alinabilir .

e Miktar1 azda olsa ornek islenebilir, emiilsiyon olusma problemi yoktur .Kararl 6rnek
olusur.

e Miktar1 az olan ¢6ziicli ve 6rnek kullanilarak zehirli madde temasi, az cam malzeme
kullanim1 oldugu i¢in giivenli ve ¢evreye zarar1 az olan bir metotdur.

e Birden fazla 6rne8i ayni anda isleyebilme 6zelliginden dolay1 otomasyonu kolaydir

(Sahinbas, 2011).
2.2.2.S1v1-Sivi1 Ekstraksiyon Yontemi (LLE)

Uygun bir ¢oziicii igerisinde ¢éziinmiis maddelerin baska bir sivi faz igerisine alinarak
ayirma ve Onderistirme amaciyla kullanilan en eski yonteme sivi-sivi ekstraksiyonu denir.
Basit ve hizli olmasi nedeniyle yaygin olarak kullanilan bir yontemdir. Eser element analizi
uygulamalarinda kullanilan fazlardan birisi su, diger faz ise su ile karismayan bir organik
¢oziiciidiir. S1vi-s1v1 ekstraksiyonu yontemi iki sekilde uygulanir. ilk yontemde ana bilesenler
organik faza almir ve eser elementler sulu fazda kalir ve tayini yapilir. Ikinci yéntemde ise
eser elementin uygun bir ligand ile selat1 olusturulur ve organik faza alinir. Ikinci yontem ilk
yonteme gore genellikle daha ¢ok tercih edilir. Eger organik faz tayini zorlastirmiyorsa eser
elementin analizi yapilir. Organik faz eger tayini zorlastiriyorsa bu faz uzaklastirildiktan sonra
eser elementin analizi gerceklestirilir. Komplekslestirici se¢imindeki en onemli faktorlerden
biri, se¢ilen komplekslestiricinin s6z konusu elementlerin tiimiiyle kompleks olusturmasidir

(Evangelos vd. 2005).
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2.2.3.Bulutlanma Noktas1 Ekstraksiyonu (CPE)

Bulutlanma noktasi1 ekstraksiyonu organik bilesiklerin ayirma ve zenginlestirilmesinde
kullanildig1 gibi metallerin zenginlestirilmesinde de sik¢a kullanilmaktadir. Bulutlanma
noktasi ekstraksiyonu basit, giivenilir, diisiik maliyetli ve ¢evreci bir yontemdir. Ayrica sivi-
sivi ekstraksiyonuyla karsilastirildiginda yiiksek zenginlestirme faktoriine sahiptir. Metal
analizlerinden, c¢evresel calismalara, biyolojik alandan tipa kadar bir¢ok alanda bulutlanma

noktasi ekstraksiyonu uygulamalar ile sik¢a karsilasilmaktadir.

Bulutlanma noktas1 ekstraksiyonu ayrilmasi istenilen metal iyonunu igeren ¢ozelti
ortamina komplekslestirici ilave edilerek metal iyonlarmin kompleksi olusturulur. Ardindan
ortama konulan yiizey aktif madde aracilig1 ile su igerisinde hidrofobik hiicreler olusturulur.
Ayirimi yapilacak olan maddeye bagli olarak olusturulan 6zel sartlarin (pH, sicaklik, vb.)
ardindan hedef yap1 miseller igerisinde hapsedilerek ¢ozeltide bulunan yiizey aktif maddenin
yapisina gore bulutlanma noktasi1 degerine kadar ¢ozelti ortami 1sitilir. Bulutlanma noktasina
ulasildiginda ¢ozelti santrifiijlenerek iki faza ayrilir. Bu iki fazdan biri ylizey aktif madde
bakimindan zengin olan faz, digeri ise sulu fazdir. Santrifiij isleminden sonra bir buz
banyosunda veya buzdolabinda sogutulur. Boylece fazlar arasindaki viskozluk farki biiylir ve
fazlarin birbirinden ayrilmasi kolaylastirilmis olur. Bu sayede hedef yap1 ortamdan ayrilmis,
ilk etapta bulundugu cozelti hacmine gore ¢cok daha kiiclik bir hacim icerisine hapsedilmis

yani zenginlestirilmis olur (Hinze, 1999).
2.3.Kromatografik Ayirma Yontemleri

Kromatografi, bircok ayirma metotlarin1 ve tekniklerini kapsar. Bu nedenle
kromotografinin tam bir tanimin1 yapmak oldukca zordur. Bir karisim i¢inde bulunan farkl
fiziksel veya kimyasal 6zelliklere sahip maddelerin bir hareketli faz yardimiyla sabit bir faz
iizerinden gegirilmesi ile bu iki fazda farkli dagilma katsayilarina bagl olarak ayrilmasi
yontemidir (Citak,2010). ‘‘Kromatografinin temeli, Rus bilim adami botanik¢i Michael
Tswett tarafindan atilmigtir. Tswett yesil yapraklardan elde ettigi c¢ozeltiyi toz haldeki
kalsiyum karbonat doldurulmus cam bir kolondan gecirerek, ¢ozeltide bulunan klorofil,
ksantofil gibi renkli maddeleri kolonda ayirmayi basarmistir. Sonugta elde ettigi renkli

tabakalardan esinlenerek yaptigi ayirmaya kromatografi adini vermistir” (Agar,2017).
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2.3.1. Kromatografide Temel Parametreler

Alikonma zamam (tr) ve kapasite faktorii (k): Kromatografide bir pik, alikonma

zamani ile tanimlanir. Kromatografik karsilastirmalarda alikonma zamani yerine siklikla
kapasite faktoriinden yararlanilir. Analizi yapilan tiirlerin kolon i¢inde go¢ etme hizi, kapasite
faktorli olarak ifade edilir. Kapasite faktorii; uygulanan yonteme, her maddenin fiziksel ve

kimyasal yapisina bagli olarak farkliliklar gosteren bir degerdir.

Kromatografik parametrelerin optimizasyonu dikkat edilmesi gereken en Onemli
parametrelerden biridir. Bilesenin kolonda iyi tutulmasi durumunda kapasite faktorii degeri
biliyiik olur yani bilesen kolon boyunca yavas ilerliyor demektir. Kapasite faktorii degeri
kiigtik ise bilesen mobil faza ilgi duyuyor yani bilesen kolon boyunca hizli ilerliyor demektir.
HPLC calismalarinda kapasite faktorii miimkiin oldugu kadar 1 ile 10 arasinda tutulmalidir.
Kapasite faktorii ¢ok kiiciik olursa, bilesik ¢oziicli pikinden ayrilamaz; ¢ok biiyiirse ayirma
islemi ¢ok zaman alir. Kapasite faktorii degerinin bu aralikta olmasi, mobil faz ve durgun faz

bilesimlerinin degistirilmesi ile saglanir.

Secicilik (a): Kolonda daha uzun siire tutulan bilesene ait kapasite faktoriiniin, daha

kisa siire tutulan bilesenin kapasite faktoriine orani segiciligi verir.

Teorik tabaka sayisi (N): Kolondan c¢ikan pikin sivri ve dar olmasi ve piklerin

birbirlerinden iyi ayrilmasi ile ilgili olmas1 miinasebetiyle kolonun en 6nemli parametresidir.
N’nin sayisal degeri, analizi yapilan maddenin cinsine bagl oldugu gibi, deney kosullarina,
(akis hiz1, sicaklik, kolon kalitesi gibi) dolumun tek bicimliligi gibi cesitli faktorlere de
baglhdir. Tavsiye edilen deger N>2000 dir.

Ayirma giicii (Rs): Bir numunede bulunan bilesenlerin ne derece ayrildiklarini

gosteren kantitatif terimdir. Bir kromatogratik ayirmada en az ayrilan pikler, kritik pik ¢ifti
olarak adlandirilir. S1vi kromatografide metot gelistirmede tiim pikler i¢in ayirma giiciiniin

Rs>1,5 olmas1 gerekmektedir.

Kuyruklanma faktorii: Kromatografide bir diger onemli faktér de kuyruklanma

faktortidiir. Pik yiiksekliginin % 5’inde hesaplanir. Pikin simetrik davranisini ifade eder.

Simetrik bir pikte bu faktor 1°e esittir. Rakamin 1 den farkli olmasi, kuyruklanmay1 gosterir.
2.3.2.Kromatografinin Simiflandirilmasi

Analizde etkin olan mekanizmalara gore cesitli kromatografik yontemler

gelistirilmistir. Birbirlerinden farkli yontemler olsalar da kromatografik yontemlerde
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genellikle ayrimi yapilacak karisim; bir hareketli ve bir de sabit faz ile etkilestirilerek
bilesenlerine ayrilir. Bu nedenle kromatografi kisaca sabit ve hareketli fazlarin yarisi olarak
Ozetlenebilir. Bu yarista sabit faza konulan karigim; iizerinden hareketli faz gecirilirken, bu iki
faz ile farkli sekil ve miktarlarda fiziksel ve kimyasal etkilesimlere girer. Bu etkilesimler
sonucunda karisimdaki bilesenler, hareketli faz tarafindan siiriiklenirken sabit faz tarafindan
tutulmaya calisilir, boylece karisimdaki bilesenler sabit fazi farkli siirelerde terk ederler ve

birbirinden ayrilmis olurlar.

Kromatografik yontemler siniflandirilirken farkli kriterler dikkate alinir. Bunlardan
biri sabit ve hareketli fazlarin fiziksel temasina gore kolon ve diizlemsel kromatografidir.
Kolon kromatografisi; sabit faz ince bir kolona doldurularak, hareketli faz basing altinda bu
sabit fazin i¢inden gegmeye zorlanir. Diizlemsel kromatografi; sabit faz diiz bir plaka lizerine
veya bir kagidin gozenekleri arasina tutturulur ve bu durumda hareketli faz sabit fazin
arasindan kapiler veya yercekimi etkisiyle hareket eder. Bu hareketin kullanim yontemleri
kendi arasinda da smiflara ayrilir; Ince tabaka kromatografisi, kagit kromatografisi,

elektroforez, elektrokromatografidir (Seker, M.E. 2006).

Kromatografik yontemlerde baska bir siniflandirma ise ayirma mekanizmasina gore
yapilir. Bunlar ise; adsorpsiyon, dagilma, iyon degistirici, jel kromatografisidir.
Kromatografinin en temel siiflandirmas: kullanilan durgun ve hareketli fazlarin tipleri ve
fazlar arasinda madde aktarimi saglayan dengelerin cinslerine gore yapilir. Bunlar; sivi, gaz,
siiper kritik akiskanli kromatografidir. Bu kromatografilerin hepsinin ortak yonii kolonlarda
gerceklesmesidir. Sadece sivi  kromatografisi hem kolon hemde diiz yiizeylerde

gerceklestirilir.
2.3.3.Yiiksek Performansh Sivi Kromatografisi (HPLC)

HPLC (High Performance Liquid Chromatography) bir¢ok alandaki analiz ve ayirma
icin tercih edilen bir yontemdir. Coziilebilir hemen hemen her sey fakli tipteki HPLC
kolonlari ile ayrilabilir. HPLC ile analiz edilecek madde miktar1 piko gram ve nanogramdan
mikrogram ve miligrama ve hatta multigrama kadar degisebilir. Bu yontemle ugucu bilesikler
veya tiirevleri ile basit bir filtreleme sonrasinda sulu 6rnekler dogrudan analiz edilebilir. Genis
bir polarite araligindaki cesitli bilesikler tek bir asamada analiz edilebilir. Termal olarak

kararsiz bilesiklere uygulanmaktadir (McMaster, 2007).

HPLC metodunun genel uygulamalari, fizyolojik 6rneklerdeki amino asitler, niikleik

asitler ve proteinlerin miktarinin belirlenmesi, farmosatik dozaj seklindeki aktif ilaglar,
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sentetik yan {irlin veya bozunma iirlinleri diizeylerinin O6l¢iilmesi, pestisit ve insektisitlerin
kantitatif tayinleri, ¢evresel Orneklerin izlenmesi, karisimdaki bilesenlerin saflastirilmasi,

polimerlerin ayrilmasi ve molekiil agirliklarina gore tayinleridir (Settle, 1997).

Yiiksek performansli sivi kromatografisi genellikle birbirlerini destekleyen ve
tamamlayan ayirma metotlarini i¢erir. Bu metotlar; (1) dagilma (sivi-siv1) kromatografi, (2)
adsorpsiyon (sivi-kat1) kromatografi, (3) iyon degistirme kromatografi ve (4) boyut eleme (jel
filtrasyon) kromatografidir.

2.3.3.1. HPLC cihaz1

Modern s1vi kromatografi sistemlerinde tanecik boyutu 2-10 um arasinda olan dolgu
maddeleri ile doldurulmus kolonlarda uygun sivi akis hizlar1 elde edebilmek i¢in, yiizlerce
atm’lik pompa basinglarina gerek vardir. Bu yiiksek basing uygulamasi nedeniyle, yiiksek
performansl sivi kromatografi cihazlar1 diger kromatografi cihazlarina gére daha pahali ve
daha karmasiktir(Skoog ve dig. 1998). Bir HPLC cihazinda bulunan pargalar Sekil 2.7 de

gosterilmistir.

Coziicl rezervuarn

HPLC Kolonu

Pompa §
Enjektor

Sekil 2.7. HPLC cihazi

Atik Rezervuar e
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2.3.3.2.HPLC Tiirleri

Normal Faz Kromatografi: Normal faz sivi kromatografisinde sabit faz ,polaritesi
hareketli faz polaritesinden daha yiiksektir. Sabit faz genellikle silika veya aliimina,
kullanilan hareketli fazlar ise hekzan, metilen kloriir, kloroform, dietil eter ve bunlarin

karisimidir.

Silika jelin iizerine kimyasal baglarla -CN, -NO> veya -NH> gibi polar fonksiyonel
gruplar baglanarak farkli normal fazlar elde edilir. Normal faz ayirimlarinda polaritesi yiliksek
olan maddeler, polar olan sabit faz ile daha fazla etkilesmekte, buna bagli olarak kolonu daha

gec terk etmektedir (Karim,K.J.2003).

Ters Faz Kromatografisi: Ters faz sivi kromatografi, hidrofobik karakterli kimyasal
bagli durgun faz ve bundan daha polar mobil faz ile gerceklestirilen bir dagilma/adsorpsiyon
kromatografisi tliriidiir. Mobil faz olarak suyun metanol, asetonitril gibi coziiciiler ile
karisimlart kullanilir. Bu tip bir ¢alismada, durgun faz apolardir ve genelde hidrokarbondur.
18 karbonlu bir n-alkan olan kimyasal bagli oktadesilsilan (ODS) en yaygin olarak kullanilan
durgun fazdir. Bunun yani sira C8 ve kisa alkil zincirleri ve ayn1 zamanda siklohekzil ve fenil
gruplan alternatif olarak kullanilmaktadir. Dolayisi ile apolar bilesikler, bu tip durgun fazla
daha etkin etkileserek daha yavas hareket ederler. Daha polar bilesikler, kolonu hizla terk

ederler.

Ters-faz sivi ve normal-faz sivi kromatografisinde madde, polaritesinin sabit faz
polaritesine yakinligmma gore kolonda alikonulur ve hareketli faz polaritesine yakin olan

maddeler kolonu Once terk eder.
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3.MATERYAL VE YONTEM
3.1. Kullanilan Reaktifler

Deneyler sirasinda kullanilan tiim reaktifler analitik saflikta olup, Sigma veya Merck
firmalarindan satin alindi. Kullanilan tiim ¢6zeltiler MP Minipure Dest Up cihazindan elde

edilen 18.2 MQ.cm dirence sahip ultra saf su ile hazirlandi.

e pH 2.0-12.0 Britton Robinson (BR) tamponu: Her birinden 0.05 M igerecek
sekilde H3;BO3, H3;PO, ve CH3COOH asitlerini igeren stok BR ¢o6zeltisi hazirlandi.
Asitlik sabitlerine gére uygun pH araliklarinda istenen tampon ¢ozelti hazirlamak i¢in bir
pH metre yardimiyla kontrol edilerek 0.1 M NaOH damla damla eklendi ve istenilen pH’a

ayarlandi.

e Fluoksetin ve sitalopram stok c¢ozeltisi, 500 mg L™1: Analitik safliktaki
fluoksetin ve sitalopram (Sigma Aldrich)’den 50 mg tartilarak balon jojeye alindi ve 50
mL metil alkol ile ¢oziiliip 100.00 mL’ye tamamlandi ve koyu renkli cam siseye

aktarilarak, +4°C’de saklandi.

e % 50 Metil alkol stok ¢ozeltisi: Meziir yardimiyla 50 mL metil alkol ve 50

mL saf sudan alinarak cam siseye aktarildi.

o Sentetik idrar cozeltisi: 6.25 giire, 0.27 g CaCl,.2H,0, 0.25 g NH3Cl, 0.4 g
KCl, 0.35 g Na,SO,, 0.35 g KH,PO,, 0.73 g NaCl tartilarak bir miktar distile suda
¢oziiliip hacmi balon jojede 250 mL’ye tamamlandi. Daha sonra ¢ozeltinin pH’1 0.1 M

HCl ve 0.1 M NaOH c¢ozeltileriyle pH= 6‘ya ayarlandi. Amber renkli siseye aktarildi.
3.2. Kullanilan Cihazlar

e Tiim Kromatografik 6l¢iimlerde Shimadzu (Prominence) HPLC (Kyoto, Japan)
cihazi kullanildi.Kullanilan HPLC cihazi; LC 20 AD kuaterner pompa, SPD-M20 A PDA
dedektor, DGU-20A vakum gaz giderici ve CTO-10 AS VP kolon firin1 donanimlarina
sahiptir. Tiim ayirma ve tayinler ters faz C18 kolonu (Inertsil ODS-3, 250 mmx4.6 mm
x5um) lzerinde yapildi. Kromatogramlarin degerlendirmesi LC Solution 2.0 yazilimi

iizerinden yapildi.
e pH metre (METTLER TOLEDO, Leicester UK) S220-K Masa iistii pH
e Orbital Calkalayic1 (BIOSAN OS-10, Korea)

e Vortex (Jeotech, Korea)
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3.3. Fluoksetin ve Sitalopram I¢cin Dogrudan Tayin Kosullar

Fluoksetin ve Sitalopram tiirlerinin HPLC cihazi ile dogrudan tayin edilebilmesi i¢in
literatiir bilgilerinden faydalanildi ve parametreler optimize edildi. LUNA OMEGA C-18
kolonu en uygun sabit faz olarak se¢ildi. ideal yiiriitiicii faz bilesimlerini de tayin edebilmek
icin organik karakterli yiiriitiicii fazlarin farkli pH’lardaki tamponlari i¢ceren sulu ¢ozeltileri ile
farkli yiiriiticii faz bilesimleri kullanildi. Faz bilesimleri izokritik ve gradient eliisyon

modlarinda bir¢ok deneme yapilarak en dogru sonug elde edebilmek hedeflendi.

Fluoksetin ve sitalopram tiirlerinden elde edilen en belirgin pikler gradient eliisyon
seklinde olup, pH:10.0 Britton Robinson Tamponu ve asetonitril hareketli fazlardan
olusmaktadir. Bunlar belirlendikten sonra Fluoksetin ve Sitalopram tiirlerinin standartlar
hazirlanarak HPLC cihazina yerlestirildi kalibrasyon grafigi hazirlandi ve  ardindan

zenginlestirme islemlerine baslandi.

Optimizasyon sonrasinda elde edilen ideal HPLC calisma kosullar1 Cizelge 1°de
verilmistir. Dogrudan tayin yontemi ile ilgili kosullar belirlendikten sonra Fluoksetin 2-50
ppm, Sitalopram 2-50 ppm arasinda igeren kalibrasyon grafigi hazirlandi. Sitalopram
kalibrasyon egrisi Sekil 3.2°de, Fluoksetin’in kalibrasyon grafigi Sekil 3.3’de
gosterilmektedir. Kalibrasyon parametleri Cizelge 2’de standartlarin yiiriitiilmesi ile elde
edilen ideal piklerini gdsteren kromatogram da Sekil 3.1°de goriilmektedir. DAD detektordeki
UV-VIS spektrumlart  Sitalopram i¢in Sekil 3.4° de, Fluoksetin i¢in Sekil 3.5 ’de

gosterilmektedir.
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Sekil 3.1.Fluoksetin ve sitalopram i¢in SPE oncesi elde edilen kromatogram
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Cizelge 1: HPLC ¢alisma kosullar

Parametre Deger
HPLC Modu Izokratik
Eluent %10 Metil Alkol
% 60 pH 3.0 Fosfat Tamponu (0.05 M KH>PO4’den)
% 30 Asetonitril
Eluent Akis Hiz1 1.0 mL/dk
15 dk

Yiirtitme Suresi

Luna® 15 um Phenyl-Hexyl 100 A, LC Column 250x 50

Kolon
mm, AXIA™ Packed, Ea
Kolon Sicakligi 35°C
Enjeksiyon Hacmi 10 uL
Sistem Basinci (yaklasik) 110 bar
Cizelge 2:HPLC ile dogrudan tayin sonuglar1
Parametre Sitalopram Fluoksetin
Alikonma Siiresi, dk 5.9 10.4
Maksimum Sogurum A’lar1 238, 284 nm 227,258 nm
Kalibrasyon Araligi 2-50 pg mL™! 2-50 ug mL"!
Tayin Sinirlari 0.35 ug mL! 0.35 uyg mL™!
% BSS 2.65 3.15
R? 0.9981 0.9979
Tekrar sayis1 3 3
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Area
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Curve Fit Type:  Linear Cancel
r= 09993172 2= 0.9936340 ;

#R50 = 21.05716 Help

v = [20135.50 + (0]

Level| Cal. Point| Average Repetitions File 1

1 3 BOZ207 1 S5TD 1.led
2 3 Na3I7E 1 STD 2led
3 v 2045470 1 STD 3led
4 [ 425871.0 1 STD 4.led
] r 996959 9 1 STD Bled

Sekil 3.2.Sitalopram i¢in zenginlestirme 6ncesi kalibrasyon verileri ve grafigi
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Sekil 3.3.Fluoksetin i¢in zenginlestirme oncesi kalibrasyon verileri ve grafigi
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Sekil 3.4.Sitalopram i¢in DAD dedektordeki UV-VIS Spektrumlari
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Sekil 3.5.Fluoksetin i¢in DAD dedektordeki UV-VIS Spektrumlari

3.4. Kat1 Faz Destek Maddesinin Sentezi

Deneysel caligmalarda kullanilan manyetik kati faz destek maddesi iic basamakta

asagida 6zetlendigi gibi sentezlendi.
3.4.1.Hummer Metodu ile grafen oksit sentezi

Buz banyosunda 0°C'ye kadar sogutulan ve igerisine daha dnceden 70 mL H>S04
eklenmis siseye ii¢c gram grafit tozu, yavas yavas ilave edildi. Kuvvetli karistirma altinda, bu
reaksiyon karistmma 9 g KMnOy ilave edildi ve reaksiyon sicakligi, 30 dakika boyunca
20°C civarinda tutuldu. Reaksiyon karigimi daha sonra 40°C'de 30 dakika karigtirild.
Karistma 150 mL deiyonize su ilave edildi ve reaksiyon sicakligt 95°C'ye yiikseltildi.
Reaksiyon karisiminin 95°C'de 15 dakika geri sogutucu uygulamasindan sonra, reaksiyon
karigimina 500 mL deiyonize su ve 15 mL % 30 H>O: ilave edildi ve reaksiyon, 10 dakika
boyunca takip edildi. Bu asamadan sonra reaksiyon, oda sicaklifina kadar sogutuldu.
Kahverengi-sart renkli reaksiyon karigimi siizlildii ve reaksiyona girmemis reaktifleri
cikarmak i¢in % 10 HCI ile yikandi. Elde edilen {iriin daha sonra 24 saat boyunca 50°C'de

bir etiiv igerisinde kurutuldu.
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3.4.2. Magnetit Grafen Oksit Sentezi

Bir 6nceki asamada sentezi tamamlanan ve toz haline getirilen grafen oksitten 0.5 g
tartildi. Grafen oksitin iizerine, daha 6nceden 20 mL etilen glikolde homojenize edilmis 0.5 g
FeClz ve 2.0 g NaCH3COO karisimi eklendi. 10 dk ultrasonik banyoda bekletildikten sonra,
Hidrotermal sentezi icin otoklava aktarildi. Hidrotermal {initesi, 12 saat 180°C’de reaksiyona
birakildi. Reaksiyon sonrast iiriin 2 defa etanol ve bir kez deiyonize su ile yikanarak 70°C’de

etliv icerisinde kurumaya birakildi.
3.4.3.Magnetit grafen oksit-polipirol nanomateryalinin sentezi

Sentezlenen magnetit grafen oksitten 0.5 g tartildi ve 200 mL deiyonize su igerisinde
dispers edildi. Daha sonrasinda bir buz banyosu diizenegi icerisine alinan karisima 500 pL
pirol karisima ilave edilip ve daha onceden 10 mL suda ¢oziilmiis halde bulunan 1.6 g
amonyumpersiilfat ¢ozeltisi, reaksiyon ortamina damla damla ilave edildi. Reaksiyon
tamamlanincaya kadar karistirilmaya devam edildi. Cozeltinin yilizeyinde olusan sentez iiriinii,
siiziilerek karigimdan ayrildi. Siizme islemi sirasinda 2 kez deiyonize su ile yikandi. 70°C’de

etliv icerisinde kurumaya birakildi.
3.4.4. Kat1 faz destek maddesinin karakterizasyonu
3.4.1.1. FTIR

Magnetit grafen oksit-polipirol nanomateryaline materyalinin sentezi asamasinda
kullanilan grafen oksit, manyetik grafen oksit ve polipirol magnetik grafen oksit bilesenlerine
ait sonuclar yukaridaki grafikte verilmektedir. Grafen oksitin FTIR spektrumu, literatiirde
héalihazirda mevcut diger caligmalarla uyum saglamaktadir. Sekil 3.6’da goriildiigii gibi,
Grafen oksite ait karakteristik pikler; (C-O—C) (1230-1320 cm™ '), sp>-melez C=C (1500-
1600 cm™!, diizlem igi titresimler), (COOH) (1650—1750 cm™!, 3530 cm™"deki OH titresimleri

dahil) karboksil titresim modlarini igerir.

Magnetik grafen oksite ait pikler, Fe-O karakteristik piki olarak bilinen 588 cm™ ve
simetrik gerilme titresimi, 1651 cm™ (C=0) simetrik gerilme titresimi ve 1085 cm™! de (C-O)
asimetrik egilim titresim pikleri goriilmektedir. Sentez son {iriinii olarak manyetik grafen
oksit-polipirol nanomateryaline ait FTIR analizinde, 3271 cm™' dalgaboyunda N-H simetrik
gerilme titresimi, 3123 cm™ (O-H) simetrik gerilim titresimi, 1714 cm™, 1614 cm! C=0
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simetrik gerilme titresimi ve 1219 cm™ ve 978 cm™! simetrik egilme titresimine sahip piklerin
polipirolden geldigi goriilmiistiir.
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” ~
\\
\\
—

3300 3400 2300 400 1500 1400 500 400

Dalga sayisi, %

Sekil 3.6.Gelistirilen malzemenin FT-IR spektrumu
3.4.1.2. SEM Goriintiileri

Manyetik grafen oksit-polipirol nanomateryaline ait Sekil 3.7’de verilen SEM
goriintiilerinde, literatiirdeki ¢alismalarla uyum sagladigi goriilen ag Ortiisii sekline sahip
tabaka, “grafen oksit” olarak bilinmektedir. Grafitten, az tabakali grafen oksit’ in basarili bir
sekilde iiretildigi transparan olan SEM goriintiilerinden goriilmektedir (Sekil 3.7-a). Fe3;O4
manyetik partikiillerin olusumu Fe’e ait SEM-Mappimg analizi ile ispatlanmistir (Sekil 3.7-
b). Manyetik grafen oksit’in polipirol ile modifikasyonu sonucunda polipirol partikiillerin

olusumu gozlenmektedir(Sekil 3.7-c-f).
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3.4.1.3. Raman Spektroskopisi

Sekil 3.8-a’da sentezlenen grafen oksite (GO) ait, literatiirle de uyum saglayan D ve G
bantlarindaki karakteristik pikler goriilmektedir. GO'nun D bandinin, grafen oksidin grafitten
basartyla sentezlendigi G bandindan daha baskin oldugu gerceginden kolayca anlasilmaktadir.
Sekil 3.8-b’de ise manyetik grafen oksite ait Raman spektrumu yer almaktadir. Spektrumda
grafen oksitten magnetit grafen oksit sentezlendigini D ve G bantlarindaki baskilanmanin
piklerin birbirlerine oranindaki degisiminden rahatga goriilebildigi gozlendi. Sekil 3.8-c’de
pirol ile magnetit grafen oksitin sentezine ait Raman spektrumu yer almaktadir. 978 cm™! ve
1047 cm™' dalga boylarindaki piklerin literatiirde pirole ait oldugu ve bu spektrumda da
pirolden kaynakli bu piklerin olustugu ve sentez reaksiyonu sonucu istenen yapinin elde
edildigi gozlenmistir. Sekil 3.8-d’de ise magnetit grafen oksit ve magnetit grafen oksit - pirol
sentezine ait spektrumlarin ¢akigtirilarak, Raman kaymalarinin ve D ve G band oranlarindaki

degisimin rahatca farklandirilabildigi goriilmistiir.
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29



3.5. Onerilen Yontem

pH, vorteks siiresi, ¢oziicli ve ¢oOziicli miktar1 gibi parametreler optimize edilerek

optimum kosullar elde edilerek, bu kosullar altinda da tayin edildi.

50 mg kat1 faz destek maddesi (Manyetik PPY/GO) tartildi. 50 mL’lik falkon tiiplere
aktarildi. 20 mL 6rnek ¢ozelti alinarak lizerine 2 mL pH:10.0 BR tamponu ilave edildi. Daha
sonra 200 pl 5.0-500.0 mg mL! aralifinda Fluoksetin ve sitalopram iceren drnek ¢ozeltisi
eklenip, tiipiin hacmi saf su ile 50 mL’ye tamamlandi. Falkon tiiplerin kapaklar1 sikica
kapatilarak ¢alkalayic1 cihazina yerlestirildi. 100 rpm 20 dakikaya ayarlanarak cihaz
calistirlldi. Siire bittikten sonra tiipler miknatishi diizenege yerlestirilerek sulu fazlarindan
pipet yardimiyla ayirma islemi yapildi. Sulu fazi ayirdiktan sonra kati faz {izerine 800 ul ACN
eklenir ve tiipler 40 saniye vortekslendi. Bu islem ile kat1 fazdan analitin ayrilmas1 ve ¢oziicii
faza gecisi hedeflendi. Coziicii s1v1 faz 6rnekleri enjektor igerisine manyetik yardimiyla alinip,
0.45 um’lik enjektor ucu filtreden gegirilerek viallere aktarilarak HPLC cihazina yerlestirildi.
Bu sekilde zenginlestirilen Fluoksetin ve Sitalopram igerikli 6rnekler HPLC cihazi ile tayin

edildi.
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Onerilen ydntemin basamaklar:

A. 50 mg kat1 faz maddesi B. 20 mL 6rnek ¢ozeltisi alindi.

[Manyetik PPY/GO ]falkon tiipe eklendi.

C. 20 mL 6rnek ¢bzelti membran D. pH:10.0 BR tamponundan 2 mL
filtreden siizme islemi yapilarak falkon eklendi.
tiipiine aktarildu.

Sekil 3.9.0nerilen yontem basamaklari
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E. Standart ¢6zeltisinden 200 pL eklendi. F. 50 mL’ye distile su ile tamamland.

G. 100 rpm de 20 dakika shaker

cihazinda etkilesime birakildi.

Sekil 3.10. Onerilen yontem basamaklari
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H. Miknatis yardimu ile sulu faz kati

fazindan ayristirilarak atildz .

I. 800 uL ACN eklendi. J. 40 saniye vortekslenerek manyetik

lizerinden ¢oziindurildii.

Sekil 3.11. Onerilen yontem basamaklari
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K. Miknatis yardimi ile sulu faz kat1 fazindan ayristirilarak atildi.

L. Viallere 0.45 um’lik membran filtreden M. HPLC cihazina vialler yerlestirilerek

siizme islemi yapilarak aktarildi. okumaya birakildi.

Sekil 3.12.0nerilen yéntem basamaklari
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3.6. Cevresel Su Ornekleri ve Sentetik idrar Orneklerinin Hazirlanmasi

Gelistirilen yontemin uygulama alan1 olarak biri atik su digeri irmak suyu olmak iizere
iki farkli g¢evresel su 6rnegi kullanildi. Ayrica geri kazanim verilerini gérmek icin literatiir
destegi ile hazirlanan sentetik idrar ¢ozeltisi Bolim 3.1°de anlatildigr gibi hazirland1 ve
gelistirilen yonteme uygulandi. Laboratuvar ortamina getirilen 6rnekler +4°C’de karanlik
ortamda saklandi. Daha sonra 0.45 pm’lik filtrelerden siiziilen 6rneklere gelistirilen yontem

uygulandi.
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4. DENEYSEL CALISMALAR
4.1. Deneysel Calismalarin Temel Yaklasim

Bu calismada; diisiik derisimdeki fluoksetin ve sitalopramin tayin edilebilmesi i¢in
kat1 faz ekstraksiyonuna dayanan bir zenginlestirme islemi kullanilarak HPLC-DAD sistemi

yardimiyla tayin edilebilmesi i¢in bir yontem gelistirildi.

Hedef olarak analit tiiriinlin kat1 faza olabildigince yiiksek diizeyde tutulmasini
saglayarak ortamdaki diger maddelerden ayirabilmek, ayirma islemi saglandiktan sonra ise
kat1 fazdaki analitlerin tamaminin ¢oziicii icerisine ge¢mesidir. Bunu saglayabilecek gerekli
parametrelerin belirlenmesi i¢in 6n denemeler yapildi. Hizli ve kolay bir ayirma islemi ve
organik ¢Oziiciiniin olabildigince az miktarda kullanilarak olabildigince yliksek derisimde
analit elde edebilmek amaglandi. Boylece HPLC cihazinin okuyabilecegi derisim araligina
getirildi. Bu hedefler dogrultusunda tiim parametreler optimize edilerek kromatografik bir

yontem gelistirildi.
4.2. Gelistirilen Yontemin Optimizasyonu
4.2.1. pH etkisi

Ortam pH’s1t analitin kati faza tutunmasmi ve tilirler arasindaki tepkimeleri
etkilemesinden dolay1 6nemli bir faktordiir. Optimum pH’y1 belirlemek i¢in tiiplerde bulunan
kat1 faz maddesi(Manyetik PPY/GO)  {izerine sirasiyla 20’ser mL antidepresanlari igeren
model ¢ozelti; 2°ser mL pH 2-12 aralifinda BR tamponu eklenip ultra saf su ile hacmi 50
mL’ye tamamlandi. 20 dk 100 rpm’de ¢alkayici cihazina birakildi. Daha sonra kati fazi
manyetik diizenekte ayirarak tizerlerine 1 mL metil alkol ilave edildi ve 40 s vortekslendi. Bu
islemler sonunda kati1 faza tutunmus olan analit bilesenlerinin ¢o6ziicii metil alkole gecisi
sagland1 ve bu ¢oziicii sivi faz 6rnekleri enjektor ile alimarak 0.45 pm’lik PTHE membran

filtreden siiziiliip viallere konuldu ve HPLC cihazina yerlestirildi.

Analiz sonuglar1 Sekil 4.1’de gosterilmektedir. Bundan sonra yapacagimiz
zenginlestirme basamaklarina optimum pH degerinin pH:10.0 BR oldugu goriilmektedir.
Literatiir taramasi ile yapilan aragtirmada fluoksetin i¢in pKa degeri 8.70 iken sitaloprom i¢in

pKa degeri ise 9.50 dir(Lajeunesse A., Gagnon C., Sauvé S.,2008).
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Sekil 4.1. Onerilen ydntem iizerine pH etkisi

4.2.2. Calkalama siiresi

Calkalama siiresinin analiz {izerindeki etkisi analitin bulundugu ortamdan kati faz
maddesine gecisidir. Kat1 fazin ortamdaki tiim bilesenleri ile temasi1 zenginlestirme islemi i¢in
en Onemli parametrelerden biridir. Bu ¢calismada 9 ayr1 nokta i¢in tiim parametreleri ayni olan
cozeltiler hazirlanmistir ve calkalanma siiresi hari¢ diger parametreler sabit tutuldu. 0-90
dakika arasinda farkl: siirelerde c¢alisildi ve 20 dakika calkalama siiresi olan tiip en iyi piklerin

elde edildigi tiip olarak gozlemlendi. Elde edilen sonuglar Sekil 4.2°de gosterilmektedir.
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Sekil 4.2. Onerilen ydntem iizerine kati faz etkilesim siiresinin etkisi
4.2.3. Coziicii secimi ve miktari

Calkalanma isleminden sonra kati fazi sivi fazdan ayirarak kati faza tutunmus olan
analit bilesenlerini tamamen c¢o6zebilecek ve HPLC cihazina zarar vermeden analit
bilesenlerini tayin edebilecek bir ¢oziicii kullanilmalidir. Bu ¢alismada bu amag igin
kullanilan ¢oziiciilerin se¢giminde HPLC sistemin yiiriitiicii faza uygun olmasi1 ve kat1 faza
tutunmus olan bilesenleri kantitatif olarak ¢ozebilecek kadar gii¢lii olmasi bakimindan bazi

¢oziiciiler denendi.

Uygun ¢oziicii i¢in kat1 faz maddesi (Manyetik PPY/GO) iizerine sirasiyla 20’ser
ultra saf su; 2 mL pH:10.0 BR tamponu; 200 pL 50 ppm fluoksetin ve sitalopram igeren
standart ¢ozelti eklenip distile su ile hacmi 50 mL’ye tamamlandi. 20 dk 100 rpm’de
calkalayici cihazina birakildi. Daha sonra kat1 fazi ayirarak sirasiyla {izerlerine 1 mL metil
alkol, asetonitril, etil alkol, 2-propanol, % 50 metil alkol ¢ozeltisi, aseton, su, n-hekzan
cozeltisi, pH:10.0 BR tamponu ilave edilip 40 s vortekslendi. Kati faza tutunan analit
bilesenlerinin ¢oziiciilere gegisi saglandi ve bu ¢oziicii sivi faz 6rnekleri enjektor ile alinarak

0.45 pum’lik PTHE membran filtreden siiziiliip viallere koyuldu ve HPLC cihazina verildi.
Optimizasyon sonuglar1 Sekil 4.3’de gosterilmektedir. Goriildigii gibi, her iki ilag
etken maddesi i¢in de en iyi sinyaller asetonitril ¢oziiciisii ile elde edilmistir. Bundan sonra

yapacagimiz zenginlestirme basamaklarina optimum ¢dziicii asetonitril oldugu gozlemlendi.
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Sekil 4.3. Onerilen yontem iizerine ¢oziicii etkisi

Kati faza tutunan analit bilesenlerini ¢6zmek amaciyla kullanilan ¢oziicliniin miktar
zenginlestirme faktoriinii direkt etkileyecegi i¢in kullanilan ¢oziiclinlin hacmi 6nemlidir.
Yiiksek zenginlestirme katsayisina ulasabilmek i¢in ¢Ozgen hacmi en diisiik degerde
olmalidir. Aksi takdirde ¢6ziici hacmi arttikga zenginlestirme katsayisi azalir. HPLC
cihazinin mikro viallerine 100 pL 6rnek konulabilmektedir. Fakat diisiik miktarlarda olan
¢oziicli ile kat1 faza tutunmus olan analit bilesenlerinin ¢dziinmesi tamamlanamadigi gibi
viallere koymadan Once slizme islemi de yapilamamaktadir. Bu nedenle 200-1500 pL

araliginda ¢oziicii ilave edilerek hacim optimizasyonu yapildi.

Uygun ¢oziicli belirlendikten sonra optimum ¢6ziicii miktarin1 bulmak igin tiiplerde
bulunan kati faz maddesi (Manyetik PPY/GO) {izerine sirasiyla 20’ser mL ultrasaf su; 2 mL
pH:10.0 BR tamponu; 200 uL 50 ppm fluoksetin ve sitalopram ig¢eren standart ¢ozelti eklenip
distile su ile hacmi 50 mL’ye tamamlandi. 20 dk 100 rpm’de ¢alkayici cihaza birakildi. Daha
sonra kat1 fazi1 ayirarak sirasiyla tizerlerine 200, 300, 400, 500, 600, 700, 800, 1000, 1250,
1500 uL ACN cozeltisi ilave edilip 40 s vortekslendi.Bu islemler sonunda kat1 faza tutunmusg
olan analit bilesenlerinin ¢oziicii asetonitril’e gegisi saglandi ve bu ¢oziicii sivi faz 6rnekleri

enjektor ile alinarak, 0.45 um’lik PTHE membran filtreden siiziiliip viallere konulup HPLC
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cihazina yerlestirildi. Coziicii se¢imi ve miktar1 800 uL. ACN olarak belirlendi. Sekil 4.4’de

elde edilen sonuglar verilmistir.
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Sekil 4.4. Onerilen ydntem iizerine secilen ¢oziiciiniin etkisi

4.2.4. Vorteksleme siiresi

Coziicii icerisindeki analitin ¢6ziinme miktar1 tizerinde etkili olan vorteksleme siiresini
tayin edebilmek icin optimize edilmis parametreleri kullanarak ayni kosullarda 5 ile 120
saniye arasinda degisen vorteksleme siireleri uygulandi. En ideal piklerin elde edildigi
vorteksleme siiresi 40 saniye olarak belirlendi. Elde edilen sonuglar Sekil 4.5’da

gosterilmektedir.
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Sekil 4.5. Onerilen yontem iizerine segilen manyetikten standartin salinim siiresinin

etkisi

4.3.Yontemin Analitik Performans Olgiitleri

Kat1 faz ekstraksiyonu i¢in en uygun deneysel kosullarin belirlenmesinin ardindan,
dogrusal c¢alisma araligini belirlemek amaciyla, farkli derisimlerdeki  Fluoksetin ve
Sitalopram c¢ozeltilerine zenginlestirme deneyleri uygulandi bunun sonucunda Olgililen
sinyallerin Sitalopram 227 nm’de Fluoksetin i¢in de 238 nm’de bulunan dogrusal ¢alisma

araliklari 2-50 mg mL™' aralifinda dogrusal olarak degistigi belirlendi.

Bu c¢ozeltilere gelistirdigimiz yontemin uygulanmasiyla elde edilen kalibrasyon
dogrular1 Fluoksetin ve Sitalopram i¢in Sekil 4.6’da gosterilmektedir. Ayrica, zenginlestirme
sonrast goriildiigli gibi sinyaller derisimle orantili olarak artmaktadir. Gelistirilen yontemin
biitlin analitik parametreleri topluca Cizelge 3’de sunulmaktadir. Gelistirilen yontemin

cevresel su orneklerine uygulanmasi sonucu elde edilen veriler Tablo 1°de gosterilmektedir.
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Cizelge 3:Onerilen yontemin analitik parametreleri

Parametre Zenginlestirme Oncesi Zenginlestirme Sonrasi
Fluoksetin Sitalopram Fluoksetin Sitalopram
Dogrusal aralik 1.0-20.0 1.0-20.0 5.0-500.0 5.0-500.0
pg mL! pg mL! ng mL! ng mL!
Tayin smiri® 035 pgmL! 035 pgmL! 1.43ngmL' 143 ngmL"!
Nicellestirme  1.88 pgmL' 190 pgmL!' 4.71ngmL! 4.71 ngmL
sinirt®
BSS (%) 4.7 3.8 3.2 3.5
Kalibrasyon 10.218 20.135 1425.14 1671.21
Duyarliligi
Korelasyon 18.271 0.9986 0.9954 0.9873
Katsayist (R?)
Zenginlestirme - - 62.5 62.5
Faktorii®
Tyilestirme - - 78 83
Faktori!

b Secme sinurt en az 3 tekrarll bos deneme sinyallerinden elde edilen standart sapmanin 3 kati kullanilarak,

nicellestirme sinir1 da 10 kat1 kullanilarak hesaplandi.

¢ Zenginlestirme faktorii; baslangictaki sulu faz hacminin ( 50 mL), zenginlestirme sonrasi elde edilen

hacme (0.4 mL) oran1 alinarak hesaplandi.
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Tablo 1: Gelistirilen yontemin ¢evresel su 6rneklerine uygulanmasi

Bulunan P
Eklenen % BSS % Geri Kazamim
ng mL!

Ornekler* ng mL!
Fluoksetin  Sitalopram Fluoksetin Sitalopram Fluoksetin Sitalopram

Sentetik 0.0 <LOD <LOD ; i i ;
idrar 100.0  98.7+4.1  104.844.5 42 43 98.7 104.8
Cozeltisi 5500 2551+12.5 240.5+11.5 4.9 48 102.0 96.2
0.0 <LOD <LOD - - - -
Atik Su 100.0  99.8+48  98.8+3.5 4.8 3.5 99.8 98.8
250.0  242.5:112 255.9+12.8 4.6 5.0 97.0 102.4
0.0 <LOD <LOD ] i i ]
Irmak Suyu 1000  103.543.6  104.543.7 3.5 3.5 103.5 104.5
250.0  259.5+12.7  260.1+12.5 4.9 4.8 103.8 104.0

%Ornekler Boliim 3.2 de anlatildig1 gibi hazirlandi.  ® 3 tekrarl 6lgiimiin ortalamasi + standart sapma
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Cizelge 4: Gelistirilen yontemin literatiirdeki benzer yontemlerle kiyaslanmasi

Analit Zenginlestirme . gl . . . Uygulanan
Tiirler Yéntemi Tayin Yontemi Tayin Siir1 Lineer Aralhk Ornekler Kaynak
( Fernandes, C., Dos,A.J., Neto, S.,
FLU SPE HPLC 25 ng mL"! 25-500 ng mL"! Insan plazma Rodrigues, J.C., Alves,C.,
Langas,F.M. 2007)
CIT Kailer siv1 faz . ( Molander, P., Thomassen, A.,
FLU SPE kr(f)mato afisi 0.05t0 0.26 uM 0.05-5.0 Mm Insan plazma Kristoffersen, L., Greibrokk, T.,
g Lundanes, E.,2002)
CIT . 1 _ 1 Kaynak suyu ve ( Lajeunesse, A., Gagnon, C.,
FLU SPE LC-MS/MS 25ngL 2-346ngL atik Su Sauvé, S.2008)
S1vi-s1vi 5 4 4 (Oliveira, A.F.F.,Figueiredo, E.C.de
FLU mikroekstraksiyonu GE-MS 3 ng mL 10 - 500 ng mL Plazma dos Santos-Neto, A.J.2013)
Stir Bar Sorptive ] . 4 . (Fernandes, C.,Jiayu, P.,Sandra, P.,
FLU Extraction LC-MS 3 ng mL 10-500 ng mL Insan plazma Lancas, F.M..2006)
Mikro Kati faz ( Asgharinezhad, A.A., Karami, S.,
CIT ekstraksivonu HPLC-UV 02-1.0pg L' 2-800 pgL! Biyolojik stvilar Ebrahimzadeh, H., Shekari, N.,
y Jalilian, N.,2015)
Kiral HPLC Tl STl . (Gupta, V.K.,Ali, 1.,Agarwal,
CIT SPE Metodu 10 pgL 100-500 ug L Insan plazma S.2011)
Molekiiler baskili 1 . Insan plazma ve (Abdouss, M., Azodi-Deilami, S.,
CIT polimer ile SPE HPLC Lonll 2-120 gL idrar Asadi, E., Shariatinia, Z.,2012)
CIT Mikro kat1 faz 1 1 Insan idrar (Unceta, N.,Goémez-Caballero, A.,
FLU ekstraksiyonu HPLC 0.01 mg L 0.05t0 2 mg L ornekleri Sanchez, A., Millan, S.,2008)
cIT 2982171; -1 101000 ng Atik su
FLU MSPE HPLC 358 om Sentetik idrar Gelistirilen Yontem

7.46 ng mL-1

25-800 ng mL—1




5. SONUC ve DEGERLENDIRME

1970’1i yillarda ortaya ¢ikan ayirma ve saflagtirma metodu olan kati faz ekstraksiyonu
yaygin olarak kullanilan hizli, basit ve duyarli bir 6rnek hazirlama yontemidir. Tasidig1 bu
avantajlar sayesinde siklikla kullanilarak literatiirde her yil igerik olarak genis yelpazeye sahip

yiizlerce ¢alisma yaymlanmaktadir.

Bir analizde organik ¢oziicii miktarinin az kullanilmasi, hizli ve ekonomik olmasi,
ornek hazirlamanin kolay ve az zaman almasi, verimli sonuglar elde edilmesi, kullanilan
organik ¢oziiciilerin ¢evre dostu olmasi hedeflenmektedir. Bu parametrelere uygun olan kati
faz ekstraksiyon yonteminin temel amaci ¢oziicli ortaminda ¢oziinmiis halde bulunan ve
analiz edilmek istenen bilesenlerin kat1 bir faza ekstrate etmek ve daha diisiik hacimdeki bir
coziicii faza aktarillarak zenginlestirme yapmaktir. Boylece cihazlarin tayin edebilecegi
diizeyden daha diisik diizeydeki bilesenleri Olgiilebilecek diizeylere deristirilerek

gelmesini saglanir.

Sectigimiz Fluoksetin ve Sitalopram tiirlerinin HPLC cihaz1 ile uygun derisimini
belirleyerek kolay bir sekilde tayin edilmesi icin yontem gelistirmek hedeflendi. Kolay
uygulanabilir, maliyeti diisiik, organik ¢oziicli miktarinin diisiik miktarda tiiketimi, kesinligi
ve dogrulugu yiiksek olan bir zenginlestirme metodunun gelistirilmesi amaglanarak gerekli
parametreler valide edildi. Bu amag¢ dogrultusunda oOncelikle literatiirde bulunan bilgiler
yardimi ile, C18 kolonu ile, kolon sicakligi, 6rnekleme hacmi, farkl yiiriitiicii faz bilesimleri
ve akis hiz1 denenerek en ideal tayin kosullar1 belirlendi. ideal parametreler Cizelge 1 ve 2’de

verildi.

Ortamin pH’s1 ve ideal pH miktari, kat1 faz destek maddesinin miktari, uygun ¢oziicii
ve miktari, etkilesim stiresi, kat1 faz maddesinden bilesenin saliverilmesi i¢in gerekli siireler

olmak tizere tiim parametreler optimize edilerek yontem gelistirildi.

Optimize edilmis kosullar altinda Fluoksetin igin 2-50 mg mL™ dogrusal ¢alisma
aralig1 maksimum absorbans sinyali gosterdigi dalga boyu 227 nm olarak belirlendi ve
Sitalopram igin 2-50 mg mL™!' araliginda maksimum absorbans sinyali gosterdigi dalga boyu
238 nm’de elde edildi. Gelistirilen yontemin biitiin analitik parametreleri Cizelge 3’de

verildi.
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Yeni gelistirilen bu ydntemin optimizasyonu tamamlanip analitik parametreleri
belirlendikten sonra ¢evresel su 6rnekleri ile uygulamasi yapilarak elde edilen veriler Tablo

1’de verildi.

Sonug olarak, analiz edilmesi hedeflenen Sitalopram ve Fluoksetin i¢in en ideal tayin
kosullar1 elde edildi. Uygun kat1 faz maddesi sentez edilerek kati faz ekstraksiyonu ile ayirma
ve zenginlestirme yontemi basarili bir sekilde yanit verdi. Boylece kromatografik yontem ile
es zamanli olarak tayini i¢in zenginlestirme temelli analitik bir yontem elde edilmistir.
Gelistirilen yontemin dogrulugu ve tekrarlanabilirligini test etmek icin sentetik idrar
cozeltileri ve c¢evresel su Ornekleri ile standart ekleme yaparak geri kazanim caligmalar
yapildi. Elde edilen sonuglar kantitatif olup, yontemin hem geri kazanim degerleri ile ifade
edilen dogrulugu hem de bagil standart sapma iizerinden verilen tekrarlanabilirlik degerleri

kabul edilebilir seviyededir.
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