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1. GIRIS

Hipertansiyon, tedavi edilmedigi takdirde oldurtcu olabilir.
Kalbi zorlayarak kalp yetmezligine ve damarlari zorlayarak damar
sertligine yol acar. Hipertansiyonlu hastalarda beyin kanamasi, felg,
koroner arter hastaligi, ani 6lim, kalp krizi, ritim bozukluklari, bdbrek
yetmezligi ve retinopati (gérme bozukluguna yol agan g6z bozuklugu) sik
gorulur.  Hipertansiyon  tedavisinde  telmisartan (Tel)  siklkla

kullaniimaktadir?.

Tel; tirev spektrofotometrisi?, sivi kromatografisi-kitle
spektroskopisi®, floresans dedektorli HPLC* ve elektroforetik yontemler

kullanilarak tayin edilebilmektedir .

Bu calismada, Tel'in organik ¢ozuculi ortamlardan ve idrar
numunelerinden uzaklastirlmasi ve tayini amaciyla bir molekuller
baskilanmis kati-faz ekstraksiyonu (MISPE)-spektroflorimetrik yontem

gelistirildi.



2. GENEL BILGILER

2.1. Molekiler Baskilama Teknigi

Molekuler baskilama, segici molekul tanima bolgelerine sahip
polimerlerin hazirlanmasi igin son zamanlarda yaygin olarak kullaniimaya
baslanilan bir tekniktir®-1°, Molekiler baskilanmis polimer (MIP) sentezi igin
fonksiyonel monomer, kalip moleklllu, c¢apraz baglayici, baglatici ve
porojen kullaniimaktadir. Sentez sirasinda 6nce fonksiyonel monomer ve
kalip moleklla birbiri ile etkileserek kararli bir kompleks olustururlar.
Sonra, bu kompleks c¢apraz baglayici varliginda polimerlestirilir.
Sentezlenen molekuler baskilanmis bolgelerin G¢ boyutlu yapisi sekil,
bayUklik ve fonksiyonel gruplarin tarleri ve agisal duruslari bakimindan
hedef molekil (analit) ile birbirinin tamamlayicisidirlart12, Yiiksek capraz
baglanma derecesi, kalip molekllin uzaklastirimasindan sonra elde
edilen baskilanmig kavitelerin korunmasini saglar. MIP’ler, disuk maliyet,
uzun raf émrd, yuksek mekanik direng, 1sI ve basinca olan dayaniklilik,
yogun kimyasal ortamlara dahi uygulanabilme gibi bircok 06zellige
sahiptir'314, Bu avantaj ve ozelliklerinden dolayr MIP’lerin yapay reseptor
olarak'®>16, sensor bileseni olarak'”1% ve kati-faz ekstraksiyonu (SPE) igin

sorbent olarak?® birgok alanda uygulamalari mevcuttur.

2.2. Molekiiler Baskilama Cesitleri

Molekluler baskilama ile olusan baglanma bdlgeleri
polimerizasyon sirasinda kurulan etkilesimlere bagli olarak farkli
karakteristik gosterir. MIP’lerdeki 6zel baglanma bdolgeleri, kalip molekdul ile
monomer arasindaki kovalent ya da, daha yaygin olarak, kovalent

olmayan etkilesimler sonucu olusur?22,



2.2.1. Kovalent Baskilama

Molekuler baskilama teknigi fonksiyonel monomer ile
baskilanacak molekul arasindaki etkilesimin tlrune bagh olarak iki ana
baglk altinda toplanabilir. Ik yaklasim Gunter Wulf tarafindan ortaya
atilmis olan kovalent yaklasim ya da diger bir deyisle Wulf yaklagimi
olarak bilinmektedir. Bu yaklasimda, polimerizasyondan o6nce Kkalip
molekul (analit) ile monomer arasinda kuvvetli ve tersinir olan kovalent

etkilesimler gozlenir?3.

Kalip ile fonksiyonel monomer arasindaki kovalent bag
olusumu, kovalent olmayan yaklasima gore daha iyi tanimlanan ve daha
homojen olan baglanma bdlgelerinin elde edilmesine olanak tanir. Bu
yaklasimda kalip molektl ve fonksiyonel monomer arasindaki etkilesimler
kovalalent olmayan yaklasima gore daha kararlidir. Kovalent baskilama
teknigi ile yapilan sentezden sonra kalip moleklli uzaklastirmak igin
kovalent baglarin kirilmasi gerekir. Bu kirilma islemi asit hidrolizi ile

gerceklestiriimektedir?*.
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Sekil 1. Kovalent baskilama yaklagimi.

2.2.2. Kovalent Olmayan Baskilama

ikinci yaklasim ise Klaus Mosbach tarafindan ortaya atilmig
ve Mosbach yaklagsimi olarak bilinmektedir. Bu yaklasimin temelinde
kovalent olmayan etkilesimler s6z konusudur?®. Kalip molekili ve
fonksiyonel monomer arasinda elektrostatik etkilesimler, hidrojen-bagi, pi-
pi etkilesimleri, iyon-iyon, iyon—dipol, dipol-dipol, hidrofobik ve Van der
Waals etkilesimleri gibi molekuller-arasi etkilesimlerin sonucu olarak

baglanmalar s6z konusudur?®.

Kovalent olmayan vyaklagsim, molekuler baskilanmig
polimerlerin sentezinde kullanilan en yaygin tekniktir. Bu teknikte olusan
baglar, kovalent teknik kullanilarak olusturulan baglara gére daha zayiftir.
Kovalent olmayan protokol, deneysel ve komplekslesme asamasindaki
kolayhdindan, hedef molekilin baglanma kinetiginin hizli olmasindan ve
kalip molekulin kolayca uzaklastirilabilmesinden dolayr kovalent

yaklagima gore daha yaygin olarak kullanilan bir tekniktir?"-28,
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Sekil 2. Kovalent olmayan baskilama yaklagimi.

2.3. Molekiiler Baskilanmig Polimer (MIP) hazirlama basamaklari

Molekuler baskilanmis polimerin sentezi U¢ asamadan

olugmaktadir.

2.3.1. Polimerizasyon oOncesi

Fonksiyonel monomer ve baski molekull arasindaki kovalent
ya da kovalent olmayan etkilesimler ile monomer-baski molekuli

kompleksi olusturulur.



2.3.2. Polimerizasyon

Monomer-baski molekull kompleksi bir ¢apraz baglayici
yardimi ile polimerlestirilir ve bunun sonucu olarak baski molekulu

polimerik yap1 i¢erisine hapsedilir.

2.3.3. Kalip molekulun uzaklastiriimasi

Polimerdeki kalip molekile 6zgu segici baglanma bolgelerini
olusturmak amaci ile, baski molekull ya basit bir ekstraksiyon islemi ile
veya hidroliz yoluyla polimerik yapidan uzaklastirilir. Boylece, elde edilen
kalip molekule 6zgu baglanma bdlgeleri hedef molekuld (analit)

baglamaya hazir hale getirilmig olur.

2.4. MIP Sentezinde Kullanilan Bilesenler

Molekuler baskilanmis polimer sentezi sirasinda gerek

duyulan kimyasal bilesenler; fonksiyonel monomer, c¢apraz baglayici,

baslatici, kalip molekll ve porojen olarak da bilinen polimerizasyon

¢ozucusudur.

2.4.1. Monomer

Fonksiyonel monomerler, baskilanmis baglanma
bélgelerinde hedef molekil ile baglanma etkilesimlerinden sorumludurlar.
Genellikle, kovalent olmayan baskilamada monomer kalip molekile gore

daha fazla miktarda kullanilir?®. Bunun nedeni daha fazla sayida kompleks
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olusturmak ve baskilanmig bolgelerin sayini arttirmaktir. Kalip molekulin
fonksiyonel gruplari ile monomerin fonksiyonel gruplarini etkilestirmek
oldukga buyuk énem tasir. Temel olarak fonksiyonel monomerler, asidik,
bazik ve notral monomerler olmak uUzere Ug gruba ayrilir. Metakrilik asit
genelde en fazla kullanilan ve bir¢ok ¢alisma grubu tarafindan kullanilan

asidik monomerlere verilebilecek en ¢ok bilinen bir drnektir3°,

2.4.2. Capraz Baglayici

Bir c¢apraz baglayici baskilama isleminde iki Anemli
fonksiyonu yerine getirmek amaciyla kullanilmaktadir. Birinci fonksiyonu,
polimer matriksinin morfolojisini kontrol etmek ve diizenlemektir. ikincisi
ise baskilanmis baglanma bdélgelerinin yapisinin korunmasini saglamak ve
mekanik dayanikhhk vermektir3®, Capraz baglayicinin, baglanma
bdlgelerinin  batunliguna korumak icin  ylksek oranda kullaniimasi

gerekir?®,

2.4.3. Baslatici

Baslatici, sistemde serbest radikal polimerizasyonunu
baslatmak icin eklenir. UV lamba, 1sI veya bir kimyasal ile tetiklendiginde
karbon merkezli serbest radikaller olusur ve eslesmemis elektronlar
monomer ve c¢apraz baglayicinin yapisinda bulunan gift baglarla
etkileserek polimerizasyonu baglatirlar. Polimerizasyon iglemi iki radikal
birbiri ile reaksiyona girdiginde sonlanir3. Eklenen baslatici miktar
monomer ile kargilastirildiginda daha dusuk seviyededir.



Azobisizobutironitril gibi azo basglaticilari fotoliz veya termoliz islemi ile

kolayca bozulurlar.

2.4.4. Kalip Moleklli

Baskilama islemindeki diger bir o6nemli bilesen de
baskilanmis bdlgelerin elde edilmesini saglayan kalip molekuludur. Kalip
molekulinin gesitli kimyasal ve fiziksel Ozelliklerinin dnemi yaninda
monomer ile uygun etkilesimlerde bulunmasi, kullanilan ¢apraz baglayici
ile uyumlu olmasi, baskilama islemi igin kullanilan ¢ézlcude ¢ézinmesi ve

polimerizasyon kosullari altinda kararli olmasi biylik 6nem tagimaktadir?®.

2.4.5. Cozucu

Polimerizasyon ¢6zucusunun (porojen) fonksiyonu, butlin
bilesenlerin reaksiyon ortaminda c¢oziinmesini saglamasidir®®. Porojen
ayni zamanda, polimerin ylzey morfolojisini kontrol eder. Porojen
baskilanacak molekullin turine ve baskilama g¢esidine gore segilmelidir.
En yaygin olarak kullanilan baskilama c¢o6zuculeri toluen (Tol), kloroform
(Chl) ve asetonitrildir (ACN).

2.5. Molekiiler Baskilanmig Kati-Faz Ekstraksiyon (MISPE) Yontemi

Kati-faz ekstraksiyonunun segiciligini arttirmak igin cesitli
sorbentler kullaniimistir. Klasik SPE sorbentleriyle karsilastiriidiginda,
MISPE yonteminin en dnemli avantaji yuksek segcicilik 6zelligine sahip

olmasidir. Ayrica, termal ve kimyasal kararhliklari, neredeyse aktivite kaybi
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olmaksizin  tekrarlanabilir ~ sonucglar vermeleri, yuksek mekanik
dayanikliliklari gibi 6zelliklerinden dolay! da klasik sorbentlere goére daha
ustlin 6zelliklere sahiptir. MISPE yontemi, farmasatik, biyolojik ve ¢evresel

orneklere yaygin bir sekilde uygulanmaktadir3?,

Son zamanlarda MIP’ler kati-faz ekstraksiyonu (SPE) igin
yeni segici sorbentler olarak ortaya ¢ikmistir33-37. Bu polimerlerin sorbent
olarak kullanimi yalnizca 6rnegdin 6n zenginlegtiriimesi ve temizlenmesi ile
sinirli degildir. Bunun yaninda, hedef molekulin kompleks matrikslerden
(biyolojik sivilar ve c¢evreye ait ornekler) basarili bir sekilde
uzaklastirimasina da olanak saglamaktadir. Molekuler baskilanmig
polimerlerin, 6n zenginlestirme ve saflastirma islemlerinde kullanimi
onlarin sulu ve organik ortamlardaki yUksek segicilik ve kararlilk
ozelliklerinden dolayi oldukga ilgi cekmektedir®®. Bu yontem herbisitlere ve
ilaglara, sigir cigeri, kan ve idrarda orneklerinde basarili bir sekilde
uygulanmistir®®-47,  Plastik antibadiler olarak da adlandirilan MiIP’ler,
antibadilerden farkl olarak organik ortamlarda basarili bir sekilde
uygulanabilmektedirler. Sulu ortamlardaki performanslari da antibadiler
kadar olmasa da sentez kosullarinin iyi bir sekilde optimize edilmesiyle

basarili olmaktadir.

Bu yontemde, geleneksel SPE isleminde oldugu gibi, 6nce
baskilanmis polimerin belirli bir miktari (genellikle 50-200 mg) SPE
kartusuna doldurulur. Daha sonra, sirasiyla sartlandirma, yukleme, yikama
ve elisyon asamalari uygulanir. MISPE yontemi sematik olarak Sekil 3'de

gOsterilmistir.
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Sekil 3. Molekiiler baskilanmig kati-faz ekstraksiyon yéntemi.

Sartlandirma basamaginda, MIP’nin kaviteleri (baglanma
bolgeleri) ile 6érnekteki hedef molekil arasinda etkilesimin maksimum
dizeye c¢ikmasi igin sorbentin baglanma bolgeleri aktive edilir. Yikleme
basamaginda, ornek kartus Uzerine ¢ozlcu iginde uygulanir. Bu
basamakta sadece hedef molekilin sorbente tutunmasi saglanir,
Cogdunlukla sorbente hem analit hem de 6rnek matriksinde bulunan diger
girisim yapici bilesenler baglanir. Secici bir ekstraksiyon iglemini
basarabilmek igin elisyon adimindan once uygun bir organik ¢ozucu ile
ylkama basamagi gerekmektedir*®-5. Yikama basamaginda girisim yapici
bilesenler sorbentten uzaklastirilirken analitin sorbentte bagh kalmasi
saglanir. MISPE metodunun ylksek seciciliginin ortaya c¢ikabilmesi igin
yikama basamagi onemli bir agsamadir. Bu basamakta MIP’nin, analiti
secgici olarak tanima kabiliyetinin ortaya c¢ikabilmesi igin ylkama
¢6zlUcusunun pH’1, tart ve miktari optimize edilmelidir. Yikama ¢ozucusu
olarak diklorometan (DCE), toluen (Tol) veya kloroform (Chl) yaygin olarak

kullanilan ¢o6zlcilerdir®>54. Bununla beraber asetonitrii (ACN) ya da
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metanol (MeOH) gibi yuksek polaritede olan bazi ¢ozlculerle de iyi
sonuglarin alinabilecedi go6zlenmistir®>°, Girisime neden olan olan
bilesenler sorbentten uzaklastirildiktan sonra analit uygun bir ¢ozucu veya
¢Ozucu karisimi ile kartustan elle edilir. Daha sonra da, uygun bir analitik
yontemle (HPLC, spektroflorimetri, UV-Vis spektrofotometri vb.) analit

miktari tayin edilir.

2.6. Beg (inkiibasyon) Caligmalari

MISPE c¢alismasindan dnce genellikle, MIP ve NIP’nin analiti
tanima davraniglarini belilemek, baglanma kapasiteleri ile bilgi edinmek
ve yeniden baglanma 6zelliklerini incelemek amaciyla cogunlukla bir beher
icerisinde be¢ calismalari gerceklestirilir. Baskilamanin basarisi, analitin
hem MIP’e hemde NIP’e baglanma ilgisi belirlenerek baskilama faktéru
(IF) ile tespit edilirst. Ayrica, be¢ baglanma galismalari ile analitin sorbente
baglanma davranigini karakterize etmek amaciyla adsorpsiyon izotermleri

elde edilir.

2.7. Telmisartan

2.7.1.Telmisartanin Fiziksel ve Kimyasal Ozellikleri

Hipertansiyon tedavisinde kullanilan telmisartan, [4’-((1,4’-
dimetil-2’-propil (2,6’-bi-1H-benzimidazol)-1’-il) metil-(1,1’-bifenil)-2-

karboksilikasit], mide-bagirsak kanalindaki emilimi yliksektir®2.
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Telmisartan dimetil silfoksit (DMSO) icinde (13 mg/mL,
25 °C), kloroform iginde (~1.6 mg/mL) ve etanol i¢cinde (<1 mg/mL 25 °C)

¢6zUnUr fakat suda ¢6zlinmez83-64,

Tablo 1. Telmisartanin fiziksel ve kimyasal 6zellikleri.

pKa 3.65

Molekul Agirligi 514.617 g/mol
Erime Noktasi 261-263 °C
Kaynama Noktasi 771°C

2.7.2. Telmisartan Tayin Yontemleri

Mudiam ve ark. Tel tayininde, MISPE ve sivi-sivi
mikroekstraksiyon yontemlerini kullanmiglardir. Tel fare idrarinda, kanda
ve cesitli farmasotik formilasyonlarda HPLC ile tayin edilmistir®.
Hempmen ve ark. insan kanindan Tel tayini i¢in hizli ve yeni bir yontem
olan ELISA yobntemini onermislerdir®®. Jing ve arkadaslari Tel'i fare
dokularindan tayin etmek igin kati-faz mikroekstraksiyon yontemi ile

floresans dedektorli HPLC'yi kullanmiglardir®”.
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3. GEREG ve YONTEM

3.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Azobisizobutironitril (AIBN)
Etilenglikoldimetakrilat (EDMA)

Dimetilaminoetil metakrilat

(DMAEMA)
Telmisartan
Sodyum Hidroksit
Hidroklorik Asit
Asetonitril
Dikloroetan
Metanol

Asetik Asit
Toluen

Kloroform

Aldrich

Aldrich

Aldrich

Nuvomed ve Mustafa Nevzat
Sigma
Sigma
Merck
Merck
Sigma
Sigma
Sigma

Sigma
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3.2.  Kullanilan Cihazlar

Spektroflorimetre

UV-Vis Spektrofotometresi
Deiyonize Su Cihazi
Ultrasonik Banyo Cihazi
Hassas Terazi

Mikropipet

pH Metre

Soxhlet Ekstaksiyon Sistemi
Vakum Filtrasyon Sistemi
Santriftj Cihazi

Tap Karigtirici

Manyetik Karistirici
inkiibatér (Etiiv) Cihazi
Mantolu Isitic

Naylon Membran

Kati Faz Ekstraksiyon Kartusu

Frit

Cary Eclipse Varian
Shimadzu 160 A
Millipore

Selecta
Shimadzu
Socorex
Thermo

ildam

ildam

Selecta

Firlabo

Nuve

Nuve

Topo

Alltech

Alltech

Alltech
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Kati Faz Ekstraksiyon Manifoldu Alltech

3.3. Cozeltilerin Hazirlanmasi

Cozeltiler cesitli ¢ozliculer ve deiyonize su kullanilarak

hazirlandi. Kullanilan saf suyun iletkenligi 18 megaohm/cm’dir.

3.3.1. Stok Telmisartan Cozeltisinin Hazirlanmasi

Telmisartan hassas olarak 6.25 mg tartilarak 25.0 mL’lik
balon jojeye konuldu ve bir miktar ACN ile ultrasonik banyoda ¢dzinmesi
saglanip 25.0 mL’ye ACN ile tamamlandi. Kullanima kadar 4°C’de

buzdolabinda saklandi.

3.3.2. Ekstraksiyon CoziclUsunin Hazirlanmasi

Baski  molekuli  olarak  kullanilan  Telin  MIP’ten
uzaklastirimasi amaciyla ekstraksiyon ¢ozuclsu olarak metanol:asetik
asit (MeOH:AA) (9:1) kullanildi. 90.0 mL metanol (MeOH) ve 10.0 mL
asetik asit (AA) c¢ozeltisi 100 mL’lik balon jojede karistirildiktan sonra
+4°C’de buzdolabinda saklandi.
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3.3.3. Yiukleme Cozucusuniin Hazirlanmasi

Telmisartan stok c¢ozeltisinden 200 pyL alinip 5.0 mL’ye
asetonitril ile tamamlandi. Sulu ortam yukleme ¢ozeltisi igin stok ¢ozeltiden
ayni miktar alinip 5 mlL'ye su ile tamamlandi. Cozeltinin pH1 1.0 M

sodyum hidroksit (NaOH) kullanilarak 7.4’e ayarlandi.

3.3.4. idrar Numunesi Hazirlama islemi

Telmisartan kullanmayan saglikli bir génulliden alinan idrar
numunesi 30 dakika 2500 rpm’de santrifujlendi. Santrifuj sonrasi vakum ile
suzme sistemi kullanilarak 15 mmHg basing altinda suzuldd. Stzuntaler
deneylerde kullaniimak Gzere 1.0 M NaOH kullanilarak pH=7.4’e pH metre

ile ayarlandi.

3.3.5. Kalibrasyon icin Standartlarin Hazirlanmasi

0.25 mg/mL Tel stok c¢ozeltisinden mikropipet ile belli
miktarlarda alinip 0.1; 0.2; 0.4; 0.6; 0.8; 1.0 pg/mL derisimlerde standartlar
ACN ile 5.0 mL’ye seyreltilerek hazirlandi (Auyarma: 290 nm Aemisyon: 368

nm, slit araliklari: 5 nm.).

0.25 mg/mL Tel stok ¢ozeltisinden mikropipet ile belli
miktarlarda alinip 0.1; 0.2; 0.4; 0.6; 0.8; 1.0 pg/mL derisimlerde standartlar
DCE ile 5.0 mL’ye seyreltilerek hazirlandi (Auyarma: 287 nm Aemisyon: 335

nm, slit araliklari: 5 nm.).
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0.25 mg/mL Tel stok c¢ozeltisinden mikropipet ile belli
miktarlarda alinip 0.1; 0.2; 0.4; 0.6; 0.8 ug/mL derisimlerde standartlar Chl
ile 5.0 mL'ye seyreltilerek hazirlandi (Auyarma: 295 nm, Aemisyon: 372 nm, slit

araliklari: 5 nm).

0.25 mg/mL Tel stok ¢ozeltisinden mikropipet ile belli
miktarlarda alinip 0.1; 0.2; 0.4; 0.6; 0.8; 1.0 ug/mL derigsimlerde
standartlar Tol ile 5.0 mL'ye seyreltilerek hazirlandi (Auyarma: 298 nm,

Aemisyon: 360 nm, slit araliklari: 10 nm).

0.25 mg/mL Tel stok c¢ozeltisinden mikropipet ile belli
miktarlarda alinip 0.1; 0.2; 0.4; 0.6; 0.8 pg/mL derigsimlerde standartlar
MeOH:AA (9:1) ile 5.0 mL'ye seyreltilerek hazirlandi (Auyarma: 396 nm,

Aemisyon: 362 nm, slit araliklari: 5 nm).

0.25 mg/mL Tel stok c¢ozeltisinden mikropipet ile belli
miktarlarda alinip 0.1; 0.2; 0.4; 0.6; 0.8; 1.0 pg/mL derisimlerde standartlar
su (pH=3.5, 5.0, 7.4, 8.5) ile 5.0 mL’ye seyreltilerek hazirlandi (Auyarma: 309

nM, Aemisyon: 380 nm, slit araliklari: 5 nm).

3.4. Telmisartan Baskilanmig Polimer Sentezi

21 L dimetilaminoetil metakrilat ve 30 mg Tel 1.0 mL
kloroformun bulundugu borsilika cam tup igine sirasiyla eklendi. Tup
icerisindeki karisim ¢ozuildukten sonra, 15 dakika boyunca buz kaliplarinin
arasinda bekletildi. On polimerizasyon igleminden sonra 240.5 uL etilen
glikol dimetakrilat eklenip 5 dakika buz kaliplar arasinda bekletildikten
sonra 5.0 mg azobisizobutironitril baglaticisi eklenip buz kaliplari arasinda

300 watt UV lamba (A=365 nm) ile UV polimerizasyonuna tabii tutuldu.
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Polimerizasyon islemi 5 saat boyunca devam etti. Baskilanmamig
polimerler (NIP), ayni sartlar altinda sadece kalip molekil olarak kullanilan

telmisartan yoklugunda hazirlandi.

Olusan polimerler havanda tamamen toz haline gelene kadar
ezildi, partikil boyutu 20-63 pm araliginda olacak sekilde elekler

kullanilarak i1slak eleme metodu ile elendi.

Telmisartan  baskilanmig polimerden kalip  molekulu
telmisartani uzaklastirmak igin Soxhlet ekstraksiyon sistemi kullanildi.
Ekstraksiyon, 3 saat araliklarla spektroflorimetre ile ekstraksiyon
¢bzucusunde telmisartan sinyali kaybolana kadar toplamda 48 saat
boyunca surduruldu. Ekstraksiyon iglemi, metanol:asetik asit (MeOH:AA)
(9:1) c¢ozlcuslu ile gerceklestirildi. Ekstraksiyon sonunda elde edilen
baskilanmis polimerler 2 saat sire ile 50°C’de inklibator iginde kurutuldu.

Ayni iglemler NIP i¢in de uygulandi.

Tablo 2. Baskilanmig polimer bilegenleri ve miktarlari.

Kalip Fonksiyonel Capraz Baglayici Baslatici Porojen
Molekdlu Monomer
Telmisartan 2- Etilenglikol Azobisizobitiro Kloroform
(Tel) (dimetilamino)etil dimetakrilat nitril (Chl)
metakrilat (EGDMA) (AIBN)
(DMAEMA)
0.063 mmol 0.186 mmol 1.27 mmol 5.0 mg 1.0 mL

18



Sekil 4. Telmisartan (Analit) kimyasal yapisi.

0 CHy
HAC N
CH,

Sekil 5. DMAEMA (Monomer) kimyasal yapisi.

CH;

H,C N 0 0 i

CH. O—CH;—CH;-0 H,C

Sekil 6. EGDMA (Gapraz Baglayici) kimyasal yapisi.

Sekil 7. Chl (Porojen) kimyasal yapisi.
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CN CHs;

CHg | N—=MN I

CHs CN

Sekil 8. AIBN (Baslatici) kimyasal yapisi.

Telmisartan

2l
(dimetilamino) Etilen glikol
etil metakrilat dimetakrilat

L

Kloroform

CHs

Sekil 9. Molekiiler baskilanmig polimerin sentez agamalari.
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3.4.1. Telmisartan Baskilanmis (MIP) ve Baskilanmamis Polimer (NIP)

Sentez Parametreleri

Ik olarak sentez sicakh@inin Tel baskilanmasina olan etkisini
beliremek amaciyla MIP ve NIP hem oda sicakliginda hem de buz
kaliplarinin arasinda UV lamba (A= 365 nm) kullanilarak sentezlendi.
Sorbent hazirlanirken ¢apraz baglayici 1.27 mmol, monomer 0.186 mmol,
porojen olarak 1.0 mL Chl ve Tel miktari 0.063 mmol olarak secildi. Sentez
sicakliginin  etkisini tespit etmek amaciyla MISPE-spektroflorimetrik
yontem kullanilarak geri kazanim c¢alismalari yapildi. Bu amagla, SPE
kartuslarina 50 mg kuru sorbent dolduruldu. Sartlandirma basamaginda,
ACN (2 x 0.5 mL); yukleme basamaginda, ACN igerisinde hazirlanan
10 pg/mL Tel ¢ozeltisi (4 x 0.5 mL); yikama basamaginda, ACN (6 x 0.5
mL) ve eliisyon basamaginda MeOH:AA (9:1) (8 x 0.5 mL) kullanildi.

Capraz baglayici miktarinin, sorbentin Tel’i tutma Uzerindeki
egilimi MISPE-Spektroflorimetrik yontem kullanilarak incelendi. MIP ve
NIP, sirasiyla 0.98; 1.17; 1.27; 1.37; 1.47 mmol miktarlarda c¢apraz
baglayici kullanilarak sentezlendi. Sentez yapilirken monomer 0.186
mmol, porojen olarak 1.0 mL Chl ve 0.063 mmol Tel kullanildi. SPE
kartuglarina 50 mg kuru sorbent dolduruldu ve yukarida bahsedilen SPE

basamaklari uygulanarak geri kazanim ¢alismalari gergeklestirildi.

Monomer miktarinin etkisi sirasiyla 0.062; 0.124; 0.155;
0.186 mmol monomer kullanilarak c¢alisildi. Sentez yapilirken c¢apraz
baglayici 1.27 mmol, porojen olarak 1.0 mL Chl ve Tel miktari 0.063 mmol

sabit tutuldu.
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Porojen hacminin etkisi sirasiyla 0.5; 1.0; 1.5 mL hacimlerde
Chl kullanilarak incelendi. Sentez yapilirken g¢apraz baglayici 1.27 mmol,

monomer 0.186 mmol ve Tel miktari 0.063 mmol olarak secildi.

Tel miktarinin, sorbentin geri kazanimina olan etkisi 0.034;
0.048; 0.063 mmol Tel kullanilarak incelendi. Sentez yapilirken c¢apraz
baglayici 1.27 mmol, monomer 0.186 mmol ve porojen olarak 1.0 mL Chl

olarak segcildi.

3.5. Karakterizasyon Calismasi

Hazirlanan sorbentin ¢esitli ortamlardaki sisme davranigini
incelemek amaciyla sisme deneyleri yapildi. MIP ve NIPnin sisme
davranigi, deiyonize su ve cgesitli organik ¢ozuculer kullanilarak incelendi.
Sisme calismalart SPE kartusu icinde gerceklestirildi. Bu islemde,
oncelikle 50 mg kuru MIP/NIP, bos kartus ve fritler tartildi sonrasinda
sorbentler kartuslara dolduruldu. Deiyonize su, Chl, ACN, Tol ve DCE
cOzuculeri kullanilarak sisme davranislari incelendi. Sorbent sabit tartima
gelene kadar her 60 dakikada bir dlgimler alindi. Sisme deneyleri 9 saat
boyunca devam ettirildi. Sulu ve organik ¢odzuculerin  bulundugu

ortamlardaki sisme yUzdesi asagidaki esitlik kullanilarak hesaplandi.

Sisme Yiizdesi (%) = [(Hsismis-Hkuru)/Hiura] X 100 (Esitlik 3.1)

Hsismis: Sismis polimerin agirhgi.

Hkuru: Kuru polimerin agirhgi.
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3.6. Beg (inkiibasyon) Caligmalari

Bec calismalarinda, MIP ve NIP’in Tel baglama ylzdelerinin
bulunmasinda baglanma oncesi ve baglanma sonrasinda ortamdaki Tel
derigimleri spektroflorimetre ile dlgumler yapilarak belirlendi ve buradan da

Esitlik 3.2 kullanilarak % bagdlanma dederleri hesaplandi.

(Co-Ce) (V)
% Baglanma = x 100 (Esitlik 3.2)
CoV

Co: Analitin baglangi¢ derisimi, ug/mL
Ce: Analitin baglanma sonrasi derigimi, pg/mL

V: Analit ¢ozeltisinin hacmi, mL

Benzer temele dayanarak sorbentin baskilama faktoru (IF)
bulundu. IF, MIP’e baglanan Tel miktarinin, NIP’e baglanan Tel miktarina

orani olarak Esitlik 3.3’de gosterilen formul yardimiyla hesaplandi.

[ == — (Esitlik 3.3)

Wwir: MIP’e baglanan Tel miktari, ug
Whir: NIP’e baglanan Tel miktari, pg

Be¢ calismalarinda ilk olarak, yukleme ¢o6zucusundn,

sorbentin Tel baglamasina olan etkisi incelendi. Bu amacla, DCE, ACN,
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Chl ve Tol ¢oziculeri icerisinde hazirlanan, 5.0 pg/mL derisime sahip Tel
cOzeltilerinden 5.0’er mL alinarak her birinin igerisine 20.0 mg sorbent
eklendi. Karigimlar manyetik karigtiricida 90 dakika boyunca karigtirildi.
Deney sonunda karisim 30 dakika 2500 rpm’de santrifuj edildi. Sivi faz
kati fazdan ayrilarak, spektroflorimetrede floresans sinyali olguldu ve
buradan da kalibrasyon egrisinden ortamda kalan Tel derisimi tespit edildi.
Benzer yaklasimla, baglangicta baglanma ortaminda bulunan Tel miktari
da yine spektroflorimetrede floresans sinyali Olgulerek tespit edildi. Bu

degerler Esitlik 3.2" de yerine konarak % baglanma degerleri hesaplandi.

Maksimum baglanmaya ne kadar sure sonra ulagilacagini
incelemek igin baglanma suresi ¢alismalari yapildi. 4.0 mL 5.0 yg/mL Tel
gozeltisine 20.0 mg sorbent (MIP ve NIP) eklendi. inkiibasyon calismalari,
sirasiyla 30, 45, 60, 75, 90, 120, 150 ve 180 dakika boyunca manyetik

karistiricida surekli karistirilarak gergeklestirildi.

Sorbent miktarinin Tel baglama yuzdesine olan etkisini
incelemek igin farkh miktarlarda sorbent kullanildi. Her bir deneyde, 4.0
mL 5.0 pg/mL Tel ¢bzeltisine sirasiyla 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35 ve 40 mg
MIP ve NIP eklendi. Deney 90 dakika boyunca manyetik karistirici

Uzerinde surdaruldu.

Tel derisiminin, sorbentin Tel baglama kapasitesine olan
etkisini incelemek amaciyla 20.0 mg sorbent, 1, 5, 10, 15, 20, 25 ve 50
ug/mL derisimlerinde Tel c¢ozeltilerine eklendi. inkibasyon 90 dakika

boyunca manyetik karistiricida strdaraldu.
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3.7. Adsorpsiyon izotermleri

Telin sorbent'e baglanma egilimini karakterize etmek
amaciyla Langmuir ve Fruendlich modelleri kullanilarak adsorpsiyon
izotermleri gizildi.

Langmuir izotermi®® icin Esitlik 3.4’ kullanildi.

_____ = e 4 —eee= Ce (Esitlik 3.4)

Fruendlich izotermi® igin asagidaki Esitlik 3.5 kullanildi.

Log Qe = Log Kr + (1/n) Log Ce (Esitlik 3.5)

Ce: Tel'in dengedeki derisimi (mg/L)

Qe: Sorbente baglanan Tel miktari (mg/g)
Qo: Adsorpsiyon kapasitesi (mg/g)

b: Langmuir sabiti (L/mg)

Kr: Fruendlich izoterm sabiti

n: Fruendlich izoterm Ustel sabiti
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3.8. MISPE Caligmalari

MISPE caligmalarinda ¢alisma kogullarinin optimize edilmesi
amaciyla cesitli calismalar yapildi ve yapilan bu c¢alismalar asagida

sunuldu.

Yukleme ¢oziucusunun Tel geri kazanimina etkisi yukleme
¢ozuculeri ACN ve Tol kullanilarak ¢alisildi. SPE kartuslarina 50 mg kuru
sorbent dolduruldu. Sartlandirma basamaginda, yukleme ¢oOzelti solvani
kullanildi (2 x 0.5 mL), yukleme basamaginda sirasiyla 10 pg/mL Tel
cOzeltisi ACN ¢ozlclsu icinde ve Tol ¢ozuclUsu iginde (4 x 0.5 mL),
ylkama basamaginda ACN (6 x 0.5 mL) ve elisyon basamaginda
MeOH:AA (9:1) (8 x 0.5 mL) kullanildi.

Tel derisiminin geri kazanima olan etkisi, yukleme c¢ozeltisi
olarak 5, 10 ve 20 pg/mL Tel c¢ozeltileri kullanilarak incelendi. SPE
kartuglarina 50 mg kuru sorbent dolduruldu. Sartlandirma basamaginda
ACN (2 x 0.5 mL), yukleme basamaginda 5, 10, 20 ug/mL Tel ¢ozeltisi
ACN c¢o6zlcusu iginde (4 x 0.5 mL), yilkama basamaginda ACN (6 x 0.5
mL) ve elisyon basamaginda MeOH:AA (9:1) (8 x 0.5 mL) kullanildi.

Yikama ¢ozucusunun sorbentin geri kazanimina olan etkisi
yikama c¢ozlcustu olarak ACN ve Tol kullanilarak incelendi. SPE
kartuslarina 50 mg kuru sorbent dolduruldu. Sartlandirma basamaginda
ACN (2 x 0.5 mL), yukleme basamaginda 10 ug/mL Tel g¢ozeltisi, ACN
¢bzucusu iginde, (4 x 0.5 mL), yikama basamaginda sirasiyla ACN ve Tol
(6 x 0.5 mL) ve elusyon basamaginda MeOH:AA (9:1) (8 x 0.5 mL)
kullanildi.
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Yikama ¢ozucusunun hacminin sorbentin geri kazanimina
olan etkisi 1.0; 2.0; 3.0 ve 4.0 mL ACN kullanilarak incelendi. SPE
kartuglarina 50 mg kuru sorbent dolduruldu. Sartlandirma basamaginda
ACN (2 x 0.5 mL), yukleme basamaginda 10 pg/mL Tel ¢ozeltisi ACN
¢Ozucusu icinde (4 x 0.5 mL), yikama basamaginda sirasiyla ACN (2 x 0.5
mL), (4 x 0.5 mL), (6 x 0.5 mL), (8 x 0.5 mL) ve elisyon basamaginda
MeOH:AA (9:1) (8 x 0.5 mL) kullanildi.

Elisyon ¢o6zucusunun hacminin sorbentin geri kazanimina
olan etkisi sirasiyla 2.0; 3.0; 4.0 ve 5.0 mL MeOH:AA (9:1) kullanilarak
incelendi. SPE kartuslarina 50 mg kuru sorbent dolduruldu. Sartlandirma
basamaginda, ACN (2 x 0.5 mL), yukleme basamaginda 10 pg/mL Tel
¢Ozeltisi, ACN ¢ozucusu iginde (4 x 0.5 mL), ylkama basamaginda, ACN
(6 x 0.5 mL) ve elisyon basamaginda MeOH:AA (9:1) (4 x 0.5 mL), (6 x
0.5mL), (8 x 0.5 mL) ve (10 x 0.5 mL) kullaniidi.

Yukleme suresinin sorbentin geri kazanimina olan etkisini
incelemek amaciyla iki farkli calisma yapildi. Birinci calismada, Tel
¢Ozeltisi kartusa yuklendikten sonra hemen yikama basamagina gegildi.
ikinci calismada ise yiikleme yapildiktan sonra 3 dakika beklendi ve sonra
ylkama asamasina gegildi. Bu ¢alismalarda, SPE kartuglarina 50 mg kuru
sorbent dolduruldu. S$artlandirma basamaginda ACN (2 x 0.5 mL),
yukleme basamaginda 10 pg/mL Tel ¢ozeltisi ACN ¢oziclsu icinde (4 x
0.5 mL), yikama basamaginda ACN (6 x 0.5 mL) ve elisyon basamaginda
MeOH:AA (9:1) (8 x 0.5 mL) kullanildi.

Sorbentin farkh pH degerlerindeki geri kazanim galismalari
icin yukleme c¢oOzeltisi sirasiyla pH 3.5; 5.0; 7.4 ve 8.5 degerlerinde
hazirlandi. SPE kartuglarina 50 mg kuru sorbent dolduruldu. Sartlandirma

basamaginda cesitli pH degerlerine ayarlanmis deiyonize su (2 x 0.5 mL),
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yukleme basamaginda 10 ug/mL Tel'in gesitli pH degerlerinde hazirlanmis
¢Ozeltisi (4 x 0.5 mL), yikama basamaginda ACN (6 x 0.5 mL) ve ellisyon
basamaginda MeOH:AA (9:1) (8 x 0.5 mL) kullanildi.

Sorbent miktarinin optimize edilmesi amaciyla, 1.5 mL’lik
SPE Kkartuslara sirasiyla 25, 50, 75 mg MIP ve NIP dolduruldu ve

ekstraksiyon galismasindan sonra geri kazanim degerleri tespit edildi.

3.9. Degisik Ortamlardan Tel’in Uzaklastiriimasi ve

Spektroflorimetrik Yontemle Tayini

ilk olarak sulu ortamda geri kazanim calismasi MISPE-
spektroflorimetrik yontem kullanilarak yapildi. SPE kartuglarina 50 mg
kuru sorbent dolduruldu. Sartlandirma basamaginda pH 7.4’e ayarlanmig
deiyonize su (2 x 0.5 mL), yukleme basamaginda 5, 10 ve 20 ug/mL Tel
¢Ozeltisi pH 7.4’e ayarlanmis deiyonize su iginde (4 x 0.5 mL), yikkama
basamaginda ACN (6 x 0.5 mL) ve elisyon basamaginda MeOH:AA (9:1)
(8 x 0.5 mL) kullanildi. islem MIP ve NIP icin 3 defa tekrarlandi. Her bir
deney icin ortalama geri kazanim yuzdesi ve bagill standart sapma
degerleri hesaplandi. Ortalama deger ve bagil standart sapma degerleri

asagidaki Esitlik 3.6 ve Esitlik 3.7 yardimiyla hesaplandi.

SD
% RSD = --------- x 100 (Esitlik 3.6)
Xort

X1+ Xo+ Xa+ ...+ Xn
Xort = ==mmmmmmmmm———eee— e —————— (Esitlik 3.7)

n
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Organik ortamdaki geri kazanim c¢alismasi MISPE-
spektroflorimetrik yontem kullanilarak yapildi. SPE kartuglarina 50 mg
kuru sorbent dolduruldu. Sartlandirma basamaginda ACN (2 x 0.5 mL),
yukleme basamaginda 5, 10 ve 20 pg/mL Tel ¢ozeltisi ACN icinde (4 x 0.5
mL), yilkama basamaginda ACN (6 x 0.5 mL) ve elisyon basamaginda
MeOH:AA (9:1) (8 x 0.5 mL) kullanildi. islem MIP ve NIP icin 3 defa
tekrarlandi. Her bir deney igin ortalama geri kazanim yuzdesi ve bagil

standart sapma degerleri hesaplandi.

idrar numunesinden geri kazanim c¢alismalari MISPE-
spektroflorimetrik yontem kullanilarak yapildi. SPE kartuglarina 50 mg
kuru sorbent dolduruldu. Sartlandirma basamaginda idrar (2 x 0.5 mL),
yukleme basamaginda 5, 10 ve 20 pg/mL Tel ¢ozeltisi idrar i¢cinde (4 x 0.5
mL), yilkama basamaginda ACN (6 x 0.5 mL) ve ellisyon basamaginda
MeOH:AA (9:1) (8 x 0.5 mL) kullanildi. islem MIP ve NIP icin 3 defa
tekrarlandi. Her bir deney icin geri kazanim miktarlari matriks uyumlu
kalibrasyon egrileri kullanilarak floresans siddetleri dlgulerek tespit edildi.
Gelistirilen yontemin tekrarlanabilirligi gun-ici ve glnler-arasi calismalar

yapilarak tespit edildi.
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4. BULGULAR

Tez calismasinda ilk olarak sorbentin sentez ortaminin
sicakhgi belirlendi. Daha sonra sentez bilesenleri olan ¢apraz baglayici,
fonksiyonel monomer, kalip molekul ve porojen miktarlarinin
optimizasyonlari yapildi. Tel''ln baglanma yutzdesini incelemek igcin Beg
calismalari uygulandi. Bu galismalardaki baglanma yuzdelerini iyilestirmek
icin gesitli optimizasyonlar yapildi. Bu optimizasyonlar sirasiyla,
inkiibasyon ¢dzucusu, baglanma suresi, inkibasyonda kullanilacak
polimer miktari ve Tel c¢ozelti derisimidir. MISPE teknigi kullanilarak
yapilan geri kazanim calismalarinda ise ylUkleme derisimi ve hacmi,
yilkama ortami ve hacmi, elusyon hacmi, kartusa doldurulacak sorbent
miktari ve yukleme iglemi sirasinda bekleme siresi gibi parametreler
optimize edildi. Son olarak geligtirilen yéntem idrar numunesine uygulandi

ve sorbentin analitik performansi incelendi.

4.1. MISPE Sorbentinin Sentez Kosullarinin Optimizasyonu

Bu kisimda hazirlanan MIP/NIP’nin sentez sicakligi, ¢capraz
baglayici, fonksiyonel monomer, porojen ve telmisartan miktarlar
incelendi. Bu parametrelerin sorbentin Tel baglamasina olan etkisi ile ilgili

deneysel sonuglar sunulmaktadir.

Sentez sicakliginin sorbente olan etkisini incelemek igin MIP
ve NIP UV lamba altinda (365 nm) hem oda sicakliinda hem de buz
kaliplarinin arasinda altinda sentezlendi. Sekil 10’da gosterildigi gibi |
numarall calisma buzlu ortamda, Il numarali calisma ise oda sicakliginda
sentezlenen sorbentlerden saglanan geri kazanim yuzdelerini

gOstermektedir.
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Sentez Ortami

Sekil 10. Sentez ortaminin sicakhginin etkisi (I: Buz kaliplari arasinda, Il: Oda
sicakhginda).

Capraz baglayicinin, sorbentin Tel baglamasina olan etkisi
arastinldi. Capraz baglayici miktari olarak sirasiyla 0.98; 1.17; 1.27; 1.37,
1.47 mmol kullanilarak hazirlanan sorbentler incelendi ve elde edilen

sonugclar Sekil 11‘de gdsterildi.
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Sekil 11. Gapraz baglayici miktarinin MIP ve NIP’nin Tel geri kazanim yiizdesine

etkisi.

Monomer miktarinin Tel geri kazanimina olan etkisi 0.062;
0.124; 0.155; 0.186 mmol monomer kullanilarak hazirlanan sorbentler ile

arastinildi. Elde edilen sonuglar Sekil 12°'de gosterildi.

100

75
© —— Mi
E P
o 20 -
©
m
=S

25

0 T—’/’./—.\'

006 008 010 0,112 0,14 016 018 0,20

Monomer (mmol)

Sekil 12. Monomer miktarinin MIP ve NIP’nin tel geri kazanim yiizdesine etkisi.
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Sorbentin Tel baglama yetenedinin porojen miktari ile
degisimini incelemek amaciyla sentez asamasinda sirasiyla 0.5; 1.0 ve
1.5 mL Chl kullanildi. Elde edilen baglanma ylzdeleri Sekil 13'te gdsterildi.

100 - 90,27 90,7

-
(47}
1

u Mip
H Nip

% Baglanma
(91
o

e
33}

05 1 1,5

Porojen Hacmi (mL)

Sekil 13. Porojen hacminin MIP ve NIP’nin Tel geri kazanim yiizdesine etkisi.

Polimerizasyon aninda kalip molekul olarak kullanilan Tel
derisiminin, sorbentin baglama kapasitesine olan etkisi, 0.034; 0.048;

0.063 mmol Tel kullanilarak incelendi. Deneysel sonuglar Sekil 14‘te

gOsterildi.
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Telmisartan Miktar (mmol)

Sekil 14. Tel miktarinin MIP ve NIP’nin tel geri kazanim yiizdesine etkisi.

4.2. Karakterizasyon Calismasi

Sorbenti karakterize etmek icin sisme c¢alismalari farkl

ortamlarda MIP ve NIP’e uygulandi.

ik olarak sorbentin organik ortamdaki %sisme degerleri Chl,
DCE, ACN ve Tol kullanilarak incelendi. Bu ¢alisma MIP ve NIP igin ayri
ayri yapildi. Sorbentin % sisme degerleri Sekil 15te verildi.
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Sekil 15. Sorbentin degisik organik ¢oziiciilerdeki sigme davranisi.
Daha sonra sulu ortamda bulunan sorbentin sisme davranisi,

pH 3.5; 5.0; 7.4 ve 8.5 degerleri kullanilarak incelendi. Sorbentin % sisme
degerleri Sekil 16°da verildi.

70

50 -

30 - —+—Mip

% Sisme

20 - —m—Nip

10 % . =

Sekil 16. Sorbentin degisik pH degerlerindeki sisme davranisi.
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4.3. Beg Calisma Kosullarinin Optimizasyonu

Be¢ calismalarinda, baglanma ortaminda kullanilan ¢ézucu
turinun, sorbentin Tel baglamasina olan etkisi incelendi. Bu nedenle DCE,
ACN, Chl ve Tol gibi farkh g¢oézuculer kullanildi. Sonuglar, Sekil 17°de
gosterildi. (Tel c¢ozelti derisimi 5 pg/mL; sorbent miktari, 20 mg ve

inkiibasyon stiresi, 90 dakika).

100 |

82,07

83,16 -
80
60 |
|
40 || m Mip
20 9029 | ENip
5,94 |
0 - ——_
DCE

Yikleme Coziclsl

% Baglanma

Sekil 17. inkiibasyon ortaminin MIP ve NIP’nin Tel baglama lizerindeki etkisi.

Maksimum baglanmaya ne zaman ulagilacagini tespit etmek
icin inkUbasyon farkli sureler kullanilarak (30, 45, 60, 75, 90, 120,150 ve
180 dakika) incelendi. Sonuclar Sekil 18‘de gosterildi (Tel ¢dzelti derisimi,
5 pg/mL; sorbent miktari, 20 mg).
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Sekil 18. inkiibasyon siiresinin baglanma yiizdesine etkisi.

Sorbent miktarinin baglanma ylzdesine olan etkisi farkli
miktarlarda sorbent kullanilarak incelendi. Elde edilen sonuglar Sekil 19°da
g6sterildi. (Inkiibasyon ortami ACN, analit ¢bzelti derisimi 5 pg/mL ve

inkiibasyon stiresi 90 dakika olarak segildi.).
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Sekil 19. Sorbent miktarinin Tel baglamaya etkisi.

inklibasyon ortamindaki Tel derisiminin, sorbentin baglama
kapasitesi Uzerindeki etkisi incelendi. Elde edilen sonuglar Sekil 20‘de
g6sterildi (inkiibasyon ortami ACN, sorbent miktari 20 mg ve inkiibasyon

suresi 90 dakika olarak segildi.).
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Sekil 20. Telmisartan derigiminin sorbentin baglama kapasitesine olan etkisi.

4.4. Adsorpsiyon izotermleri

Tel molekdllerinin  sorbent ile etkilesiminin karakterini
belirlemek amaci ile adsorpsiyon izotermleri kullanildi ve analitin sorbent
uzerinde denge kosullarinda secici baglanma yetenegi belirlendi. Bunlari
g6zlemlemek igcin Langmuir ve Fruendlich modelleri kullanildi. Sonuglar

sirasiyla Sekil 21 ve Tablo 3 ‘de gosterildi.
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Sekil 21. Tel igin Langmuir adsorpsiyon modeli kalibrasyonu.

Tablo 3. MIP’nin Tel adsorpsiyonu igin Parametreler.

Langmuir izotermi Fruendlich izotermi

Qo b (L/mg) R? Kr (L/mg)Y" n R?
1.034 9.123 0.9998 1.0842 5.95 0.4960

4.5. MISPE Kosullarinin Optimizasyonu
Yukleme ¢ozucusu turinun sorbentin  Tel baglamasi

uzerindeki etkisi farkh ¢ozuculer kullanilarak galisildi. Bu etki asetonitril ve

toluen kullanilarak incelendi. Sonuclar Sekil 22’de gosterildi.
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Sekil 22. Yiikleme goziiciisiiniin sorbentin Tel baglamasina etkisi. (Yikama: ACN)

MISPE calismalarinda yukleme basamaginda Tel derigimin
etkisini gbzlemek igin artan konsantrasyonlarda yuklemeler yapilip
sorbentin geri kazanim yuzdesine etkisi incelendi. Bulunan sonuglar Sekil

23’te gosterildi.

100 -

81,08 78,08

80 -
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20 10 5

Telmisartan Derisimi (pg/mL)

Sekil 23. Tel derigiminin geri kazanim yiizdesine olan etkisi.

41



Yikama ¢ozucusunun sorbentin geri kazanim ylzdesine olan

etkisi incelendi. Elde edilen sonugclar Sekil 24‘te verildi.

100 -
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Sekil 24. Yikama ¢6ziiciisiiniin sorbentin geri kazanim yiizdesine olan etkisi.

En uygun yikama ¢ozucusu ACN olarak tespit edildiginden,
ACN hacminin tel geri kazanim ylzdesine olan etkisi de incelendi.

Sonuglar Sekil 25‘te gosterildi.
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% Geri Kazanim

100

80

60

40

20

81,08 79,7

61,17
52,23
39,11

33,02

29,35 31,33

1 2 3 4

Yikama Cozicii Hacmi (mL)

u Mip
B Nip

Sekil 25. Yikama ¢oziiciisii hacminin sorbentin geri kazanim yiizdesine olan etkisi

(10 pug/mL Tel).

Elisyon ¢6zucUsunun hacminin sorbentin geri

kazanim

yuzdesine olan etkisi incelendi. Elde edilen sonuglar Sekil 26‘da gosterildi.

% Geri Kazanim
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Sekil 26. Eliisyon ¢oziicuisinin hacminin Sorbentin geri kazanim yiizdesine olan

etkisi.
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SPE kartuglarina eklenen sorbent miktarinin MIP ve NIP’nin

geri kazanim yuzdesine olan etkisi incelendi. Elde edilen sonuglar Sekil
27‘de gosterildi.
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Sorbent Miktan (mg)

75

Sekil 27. Sorbent miktarinin Tel Baglanmasina Etkisi.

u Mip
B Nip

Sorbentin Tel ¢gozeltisi ile etkilesiminin incelenmesi amaciyla,

Tel sisteme yuklendiginde islem 3 dakika bekleme yapilarak ve hig

bekleme yapilmadan hem organik hem sulu ortamda c¢alismalar yapildi.
Elde edilen sonuclar Sekil 28’de ve Sekil 29'da gosterildi.
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Sekil 28. Yiikleme siiresinin sorbentin baglama yetenegine etkisi. (Yikleme: ACN, [

Ug dakika bekleme yapildi, IIl: Bekleme yapilmadi).
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Sekil 29. Yiikleme siiresinin sorbentin baglama yetenegine etkisi. (Yiikleme: pH 7.4,

I: Ug dakika bekleme yapildi, Il: bekleme yapilmadi).
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incelendi.

Sorbentin Tel baglama yeteneginin farkh pH’lardaki davranisi

Bu parametrenin incelenmesi icin yUkleme ortaminin pH

degerleri sirasiyla 3.5; 5.0; 7.4 ve 8.5’e ayarlandi. Elde edilen sonuglar
Sekil 30‘da gosterildi.
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Sekil 30. Sorbentin farkh pH’lardaki Tel baglama davranisi.
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4.6. Degisik Ortamlardan Tel uzaklastiriimasi ve Spektroflorimetrik

Yontemle Tayini

Sulu numunelerde en uygun pH 7.4 secildikten sonra

sorbente degisik derisimlerde (5, 10, 20 pg/mL) Tel eklenerek geri

kazanim degerleri tespit edildi. Sonuglar Tablo 4 ‘de gosterildi.
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Tablo 4. Sulu 6rneklerden Telmisartan geri kazanim galismasi (n=3).

Eklenen Tel
Derigimi (ug/mL)
5.0
10.0
20.0

% Geri Kazanim = RSD (%)

MIP NIP
71.05+2.09 33.45 + 3.93
80.81 + 1.25 31.08 +4.99
63.44 + 1.98 35.80 £2.95

ACN’li ortamda sorbente degisik derisimlerde (5, 10, 20

pg/mL) Tel eklenerek geri kazanim degerleri tespit edildi. Sonuglar Tablo

5‘de gosterildi.

Tablo 5. ACN’li ortamlardan Telmisartan geri kazanim galigmasi (n=3).

Eklenen Tel
Derigimi (ag/mL)
5.0
10.0
20.0

% Geri Kazanim * RSD (%)

MIP NIP
76.72 £ 1.96 29.33+5.20
80.38 + 1.31 30.33 + 5.03
69.20 + 5.25 30.61 + 3.83

Sorbentin idrar numunesinden Tel baglama edgilimi icin

calismalar yapildi. Bunun igin farkli derisimlerde Tel ¢bzeltisi hazirlandi,

idrar numunesi uzerine eklendi ve geri kazanim miktarlari hesaplandi.

Geligtirilen yontemin tekrarlanabilirligi gun-i¢ci ve gunler-arasi galigmalar

yapilarak tespit edildi. Sonuglar Tablo 6‘da ve Tablo 7‘de gdsterildi.
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Tablo 6. idrar numunesi ile hazirlanan (matriks uyumlu) kalibrasyon galimasi.

Lineer Aralik (ug/mL) Egim Kesim R? LOD? LOQP
Noktasi (ug/mL)  (ug/mL)
0.1-0.8 1175 14.8 0.9930 0.0282 0.0854

a=(3.3 x SD)/m
b=(10 x SD)/m

Tablo 7. Giin igi ve giinler arasi galigmalar.

Eklenen Derigim Giin igi (n=4) Gunler Arasi (n=4)
(ng/mL)
% RSD % RSD
0.1 8.18 17.78
0.4 5.07 4.09
0.6 2.75 2.53

idrar érneklerinden Tel geri kazanim galismalarinin sonuclari Tablo 8'de
verildi.

Tablo 8. idrar érneklerinden Telmisartan geri kazanim galismasi (n=4).

Eklenen Derigim % Geri Kazanim £ RSD (%)
(ng/mL) MIP NIP
5.0 62.27 £ 2.49 40.73 + 17.46
10.0 76.60 £ 1.46 32.76 £ 2.95
15.0 74.06 £ 1.51 33.47 £ 9.69
20.0 68.65 + 5.97 46.67 + 3.27
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5. TARTISMA

Bu kisimda bulgular béliminde sunulan deneysel veriler

degerlendirildi.

5.1. MIP/NIP Sentez ve Karakterizasyon Caligmalari

Polimer sentez ortami sicakhdi, hem buz kaliplarinin
arasinda olarak hem de oda sicakliginda incelendi. Sekil 10’da oda
sicakhginda yapilan sentezle elde edilen geri kazanim dederleri sirasiyla
%46.6 (MIP) ve %34.5 (NIP); buz kaliplarinin arasinda gergeklestirilen
polimerizasyon sonucu elde edilen geri kazanim dederleri ise sirasiyla
%81.08 (MIP) ve %29.35 (NIP) olarak bulundu. Bu sonuglardan da
anlasilacagl gibi, buzlu ortamda sentezlenen MIP icin elde edilen geri
kazanim degeri oda sicakhginda sentezlenene gore oldukga yuksek bir
degerdedir. Ayrica buzlu ortamda sentezlenen NIP ile elde edilen geri
kazanim deQeri de daha dusuktur. Bu nedenlerden dolayi, butun
calismalarda polimerizasyon buz kaliplariyla sogutulan ortamda

sentezlenerek gergeklestirildi.

Polimerin sentez sicakligi belirlendikten sonra optimizasyon
calismalarina polimerizasyon bilesenleriyle devam edildi. ilk olarak ¢apraz
baglayici miktarinin geri kazanima olan etkisi incelendi. Sirasiyla 0.98;
1.17; 1.27; 1.37; 1.47 mmol ¢apraz baglayici kullanilarak hazirlanan MIP
ve NIP ile calisildi. Elde edilen % baglanma degerleri Sekil 11°‘de verildi.
Sekilde de goéruldugu gibi en ylksek baglanma yuzdesine (MIP igin) 1.27
mmol EGDMA kullanildiginda ulasiimaktadir. Buna goére, MIP ile elde
edilen baglanma miktari %92.79 iken, NIP ile elde edilen degerin ise

%7.84 oldugu gozlendi.
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Sentezlenen sorbent igin optimum EGDMA miktar tespit
edildikten sonra da fonksiyonel monomer miktarinin optimize edilmesi igin
caligsmalar yapildi. Bu galismalarda da sirasi ile 0.062; 0.124; 0.155; 0.186
mmol monomer kullanilarak sorbentler sentezlendi ve elde edilen
baglanma degerleri Sekil 12°de verildi. MIP igin en yuksek ve NIP igin en
disuk baglanma yuzdeleri sirasiyla %90.27, %7.68 olarak, 0.186 mmol
DMAEMA monomeri kullanildiginda ulasildidi tespit edildi.

Polimerizasyon asamasinda, 6nemli parametrelerinden biri
olan porojen miktari incelendi. Sentez asamasinda sirasiyla 0.5; 1.0; 1.5
mL Chl kullanilarak sorbentler sentezlendi. Sekil 13’te belirlenen sonuglara
goére 1.0 mL ve 1.5 mL porojen kullanildiginda elde edilen sonuglarin
birbirine oldukga yakin oldugu tespit edildi.Fakat daha az g¢ozlcu

kullaniilmasindan dolayi uygun porojen miktari olarak 1.0 mL segildi.

Polimerizasyon sentez parametrelerinden sonuncusu olan
kalip molekul miktari incelendi. Sonuglar Sekil 14’te goruldugu gibi MIP’nin
en yuksek ve NIP’nin ise en dusuk baglanma yuzdesine ulastigi degerin
0.063 mmol Tel kullanilarak hazirlanan sorbentte oldugu goéruldi ve bu

nedenle en uygun kalip molekul miktar1 0.063 mmol olarak segcildi.

Sorbent sentez kosullarinin  optimizasyonundan sonra
sorbentin  karakterizasyon c¢alismalari gerceklestiriidi. Bu amacila,
sorbentin farkli pH’larda ve organik ortamdaki farkh ¢oztcullerdeki sisme
davranisi incelendi. Sorbentlerin organik ortamdaki sisme davraniglari igin
Chl, DCE, Tol ve ACN sirasi ile ¢aligildi. Sekil 15’te en az sismenin ACN
icinde, en fazla sismenin ise Chl ¢dzlcusunun bulundugu ortamda oldugu
tespit edildi. Ayrica, batin ¢ozuculerde NIP yaklasik olarak ayni % sisme
degerine sahip oldugu da gdzlenmektedir. Elde edilen bu sonug,

baskilanmis bolgelerin  seklinin  ve buyukligunin Tel baglanma
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calismalarinda en az ACN’li ortamlarda degiseceginin de bir gostergesi
olarak yorumlanabilir. Sulu ortamda ise, farkl pH’larda ¢alismalar yapildi.
Sekil 16’da gosterildigi gibi en fazla sismenin pH 3.5’te, en az sismenin ise
pH 7.4’te gerceklestigi tespit edildi. pH degerindeki ylukselme ile birlikte
sisme degderinin de azaldig1 gozlendi. Bu sonug, bazik 6zellige sahip olan
DMAEMA  monomerinin  asidik pH degerlerinde daha fazla
iyonlasmasindan dolayi sisme degerinin de bazik ortama goére daha fazla

olmasinin dogal bir sonucu oldugu belirlendi.

5.2. Tel Baglanma Caligmalari

Be¢ calismalarinda baglanmanin ¢dzicunun tarine gore
degisimi incelendi. Bunun igin farkh ¢ézlculer kullanildi ve sonuglar Sekil
17'deki gibi bulundu. MIP igin en ylksek, NIP icin ise en disik baglanma
yuzdeleri ACN’li yukleme ortaminda sirasiyla %94.88 ve %5.94 olarak
bulundu. MIP’nin Tel baglama oraninin NIP’e gore oldukga yuksek olmasi
baskilamanin basarili bir sekilde gercgeklestirildiginin agik bir gostergesi
oldugu sonucuna varildi. Molekuler baskilamanin basarisinin  bir
gOstergesi olan baskilama faktorinin de 15.94 gibi oldukg¢a yuksek bir
degere ulasmasi da bu sonucu dogrulamaktadir. Calisilan bu doért farkh
¢bzlcu arasinda en yuksek Tel baglanmasinin ACN’li ortamda olmasinin
en Onemli nedenlerinden birisi de MIP ve NIP’in Bélim 5.1°de de ifade
edildigi gibi en az sisme davranisini bu ¢oziicide gdstermesidir. Cunku,
sisme derecesi arttikca baskilanmis bolgenin sekil ve buyUuklugu
degismekte bu da segici baglanmanin énemli oranda azalmasina neden

olmaktadir.

Sorbentin Tel baglama egiliminin dengeye ulastigi sureyi

belirlemek amaciyla yapilan c¢alismanin sonucuna goére MIP'e Tel
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baglanma egiliminin 90. dakikada maksimuma ulastigi ve bu degerden
sonra % Tel baglanma degerinin sabit kaldigi Sekil 18’de gorilmektedir.
Doksaninci dakikada MIP igin %96.43 ve NIP igin de %9.31 baglanma
oranlarina ulagildi. Doksaninci dakikadan sonra % baglanmanin sabit bir
sekilde devam etmesi basilanmis bosluklarin tamamen Tel tarafindan

dolduruldugu seklinde yorumlandi.

Bir diger optimizasyon parametresi olarak sorbent miktarinin
Tel'in ortamdan uzaklastirimasina etkisi incelendi. $ekil 19°da da
gorilecegdi gibi sorbent miktari arttirildikga MIP’ e baglanan Tel miktari da
hizla artip en yuksek baglanma oranina 20 mg MIP kullanildiginda
ulasildi. Bu sonuglara gore, 20 mg sorbent miktarindan sonra Tel
baglanmasinda anlamli bir degisim goérilmediginden optimum sorbent

miktari 20 mg olarak belirlendi.

inkiibasyon ortamindaki Tel derisiminin MIP ve NIP'in Tel
baglama kapasitesine etkisi incelendi. S$ekil 20’de verilen deney
sonuglarina gore, en yuksek baglama kapasitesine 0.968 (mg Tell/g
sorbent) 5.0 pg/mL Tel derisiminde ulasildi. Bu degerden sonra Tel
derisiminin arttinimasiyla sorbentin Tel baglama kapasitesinde 6énemli bir

degisimin olmadigi gozlendi.

Adsorpsiyon izotermleri, sentezlenen MIP sorbentinin Tel
adsorpsiyon davranisini degerlendirmek amaciyla kullanildi. MIP’in Tel
baglama egilimi Langmuir ve Fruendlich modelleri kullanilarak incelendi ve
her iki modele ait adsorpsiyon parametreleri deneysel olarak bulunarak
Tablo 3'de verildi. Elde edilen regresyon katsayilari degerlendirildiginde
Langmuir modeli kullanilarak elde edilen sonuglarin daha lineer oldugu
(R2= 0.9998) gozlendi. Fruendlich modeli uygulandiginda elde edilen
regresyon katsayisinin degerinin 0.4960 oldugu goéruldi. Elde edilen bu
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degerler bize, sorbentin Tel adsorpsiyon davraniginin Langmuir modeline
daha uygun oldugunu gdsterdi. Buradan da, Tel molekdillerinin homojen bir
bicimde MIP yuzeyini kapladiginda baglanma isleminin dengeye ulastigi
sonucuna varilabilmektedir. Tablo 3'de de goruldugu gibi, maksimum
adsorpsiyon kapasitesi 1.034 mg Tel/g sorbent olarak ve Langmuir sabiti
ise 9.123 L/mg olarak hesapladi.

5.3. MISPE Caligmalari

Bu bélimde MISPE kosullarinin optimizasyonu ile ilgili elde

edilen deneysel sonugclar degerlendiriimektedir.

Yukleme ¢oOzucusu turunun sorbentin  Tel baglamasi
uzerindeki etkisi ACN ve Tol kullanilarak incelendi. YUikleme ¢dzlcusunin
belirlenmesi icin yikama islemi ACN ile yapildi ve ylUkleme ¢dzucusunun
performansi degerlendirildi. Sekil 22’de geri kazanim dederleri sirasiyla
MIP ve NIP icin %81.08 ve %29.35 olarak hesaplandi. NIP’nin disik ve
MIP’nin ise ylksek geri kazanim yuzdeleri géz 6nune alindiginda en

uygun yukleme ¢dézicustinun ACN oldugu sonucuna varildi.

YUkleme basamaginda Tel derisimin geri kazanima etkisini
g6zlemek icin artan derisimlerde yuklemeler yapildi ve elde edilen
sonuglar Sekil 23’te gdsterildi. Bu verilere gore 10.0 pg/mL Tel ylkleme
derisimi kullanilarak yapilan ¢alismada segici (MIP) ve secici olmayan
(NIP) geri kazanim sonuglari sirasiyla %81.08 ve %29.35 bulundu. Diger
derisim degerlerinde elde edilen geri kazanim sonuglarinin MIP igin daha
dusuk NIP icin ise daha yuksek oldugu gozlendi.
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Yikama ¢o6zucusu turindn sorbentin Tel baglama egilimi
Uzerindeki etkisi incelendi. Sekil 24’te belirtilen, yuklemenin ACN ile
yapildigi ortamda MIP ve NIP icin geri kazanim yuzdeleri sirasiyla %81.08
ve %29.35 olarak hesaplandi. MIP’nin yiksek NIP’nin dusuk geri kazanim
yuzdeleri ve aralarindaki farkin yuksek olmasi nedeniyle yikama ¢6zucusu
ACN olarak secildi.

Yikama ¢ozucusu ACN olarak belirlendikten sonra yikama
hacminin sorbentin Tel baglama egilimi Uzerindeki etkisi incelendi. Sekil
25'te goruldugu gibi, 3.0 mL ve 4.0 mL ¢6zicu kullanilarak elde edilen
sonuglarin  birbirlerine  olduk¢a yakin oldugu bulundu. Yikama
¢Ozucusunun hacmi 3.0 mL olarak kullanildiginda, MIP ve NIP’nin geri
kazanim yuzdeleri sirasiyla %81.08 ve %29.35 oldugu gozlendi. Ancak 4.0
mL ¢6zucl kullanildiginda secici olmayan baglanmadaki artisindan dolayi

en uygun yikama hacmi 3.0 mL olarak belirlendi.

Ellisyon ¢6zuclsl hacminin geri kazanim ylzdesine olan
etkisini incelendi ve Sekil 26‘da sonuglar verildi. MIP’nin en ylksek NIP’nin
en duslk geri kazanima sahip oldugu ve aradaki farkin yuksekliginden
dolayr 4.0 mL’lik elusyon hacmi, en uygun hacim olarak segildi. Elusyon
hacmi olarak 4.0 mL kullanildiginda, MIP ve NIP icin geri kazanimlar
siraslyla %81.08 ve %29.35 olarak hesaplandi. Bu hacimde MIP igin en

yuksek geri kazanim degerine ulasildi.

Kartuglardaki sorbent miktarinin Tel geri kazanimina olan
etkisi incelendi ve elde edilen sonuclar Sekil 27'de verildi. Bu sonugclara
gére, en iyi geri kazanim degerlerine 50 ve 75 mg sorbent kullanilarak
ulasildi. MIP’in her iki durumda da sagladigi geri kazanim degerleri bir
birine oldukga yakin olmasina ragmen en dusuk geri kazanim 50 mg NIP

kullanildiginda elde edildi. Bu nedenle, spesifik olmayan baglanmanin
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daha dusuk diuzeyde oldugu (50 mg i¢in %29.35, 75 mg icin % 35.23)
miktar segcildi. Karsilik gelen MIP igin geri kazanim degerinin ise %81.08
gibi yuksek bir deger oldugu tespit edildi.

Yukleme suresinin geri kazanima olan etkisi hem ACN hem
de pH 7.4 ortamlarinda incelendi ve elde edilen sonuglar Sekil 28 ve Sekil
29'da sunuldu. Yuklemeden sonra 3 dakika bekleyerek elde edilen geri
kazanim degerlerinin hem sulu hem de ACN’li ortamlarda daha yuksek
oldugu bulundu. 3 dakika bekledikten sonra yikama asamasina gegildigi
durumda sorbent ile Tel'in bir biri ile etkilestikleri stire arttidi icin daha fazla
miktarda Tel sorbente baglandi. Direkt yikama basamagina gegilen
durumda ise Tel sorbente baglanmak icin yeterli zamani bulamadigi

gOzlendi.

MISPE metodunda geri kazanima etki eden diger bir
parametre olan ortam pH’sinin etkisi incelendi ve elde edilen sonuglar.
Sekil 30°’da gosterildi. Buradan da gorulebilecegi gibi en yuksek geri
kazanim degerine pH 7.4'de ulasildi. Bu degerden daha dusuk pH
degerlerinde sorbent’in %sisme degerlerinin daha ylksek olmasindan
dolayl Tel baskilanmis bdlgelerde daha zayif bir kuvvetle tutuldugu igin
yilkama asamasinda kolaylikla sorbenti terk etti ve bu davranis daha dusuk

geri kazanimla sonugclandi.

5.4. Degisik Ortamlardan Tel Uzaklastirilmasi ve Spektroflorimetrik

Yontemle Tayini

Sulu drneklerde geri kazanim galigmalar 5.0, 10.0 ve 20.0
pg/mL Tel c¢ozeltisinin MISPE yontemi ile kartuslara uygulanmasiyla

gerceklestirildi ve elde edilen sonuglar Tablo 4’de verildi. MIP igin en
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yuksek geri kazanim degerine (%80.81+1.25), 10.0 pg/mL derigiminde Tel
kullanildiginda ulasildi. Bu derisime karsilik gelen NIP ile elde edilen geri
kazanim degerinin ise % 31.08+4.99 oldugu belirlendi. MIP i¢in elde edilen
bu oldukca ylksek geri kazanim degeri ve NIP icin elde edilen dusuk geri
kazanim degeri, Tel baskilamasinin basarili bir sekilde gergeklestirildigini
gOstermektedir. Ayrica, MISPE deney kosullarinin da basarili bir sekilde
optimize edildigi sonucuna varilabilir. Diger taraftan, elde edilen dusik
badil standart sapma degerleri geri kazanim g¢alismalarinin
tekrarlanabilirliginin  yUksek diuzeyde oldugunu gdstermektedir. Sulu
ortamlardan hedef molekillerin uzaklastiriimalarinda molekuler baskilama
tekniginin 6nemli zorluklari oldugu bilindiginden elde edilen bu sonuglarin

oldukga tatminkar dizeyde oldugu sdylenebilir.

Sulu ortamda yapilan MISPE c¢alismalarinin benzeri ACN’li
ortamda gergeklestirildi ve elde edilen sonuglar Tablo 5’de sunuldu. 10.0
pg/mL Tel derigsiminde Tel yuklemesi yapildiginda en yuksek geri kazanim
degerine ulasildigi gorulmektedir. Gelistirilen MISPE-spektroflorimetrik
yontemin organik ortamlardaki geri kazanim sonuglarinin  ve

tekrarlanabilirlik dizeyinin oldukga yuksek oldugu sonucuna varilabilir.

Geligtirilen MISPE-spektroflorimetrik yontem saglikh  bir
gonulliden temin edilen idrar orneklerinden Tel'in uzaklastiriimasi igin
uygulandi ve yodntem ile elde edilen analitik parametreler Tablo 6’da
sunuldu. Matriks-uyumlu kalibrasyonla elde edilen yuksek korelasyon
katsayisi (R?=0.9930) gelistirilen yontemin dogrusalligini géstermektedir.
Elde edilen LOD ve LOQ degerleri ise sirasiyla 0.0282 ve 0.0854 ug/mL
dir. Bu degerler yontemin teshis ve tayin sinirlarinin idrar numunelerinden

dusuk derisimlerdeki Tel’in tayininin minkun oldugunu gostermektedir.
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idrar drneklerindeki galismalarin tekrarlanabilirligi gin-igi ve
glnler-arasi c¢alismalar yapilarak arastirildi ve elde edilen deneysel
sonuglar Tablo 7’de verildi. Elde edilen sonuglar degerlendirildiginde,
caligsilan ug farkli derisim icin (0.1-0.6 pg/mL arasinda) bulunan dusuk
bagil standart sapma deg@erleri nedeni ile gelistirilen yontemin hem gun igi

hem de glnler arasi kesinliginin oldukga ylksek oldugu sdylenebilir.

Saglikli bir gonulliden elde edilen idrar Orneklerine Tel
eklenerek MISPE-spektroflorimetrik yontemle geri-kazanim ¢aligmalari
gerceklestirildi ve sonuglar Tablo 8'de verildi. MIP icin elde edilen geri
kazanim degerlerinin % 62.27-76.60 arasinda degistigi bulunmustur. NIP
kullanilarak elde edilen % geri kazanim degerleri ise % 32.76-46.67
arasinda degismektedir. MIP ile elde edilen geri kazanim degerlerinin NIP
ile elde edilenlere gore yuksek duzeylerde olmasi Tel’in basarili bir sekilde
baskilandigini géstermektedir. idrar icerisinde yogun bir sekilde girisime
neden olan bilesenler bulunmasina ragmen Tel tayini basarili bir sekilde
gerceklestirildi. Bu da Tel baskilanmis sorbentin idrar 6rneginden Teli
secici bir sekilde tuttugunu ve analizi girisim yapan bilesenlere ragmen

mumkun kildigini gostermektedir.
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6. SONUG

Sorbent olarak Tel baskilanmis polimer ve kontrol sorbenti
olarak segici olmayan baglanmayi tespit etmek i¢in baskilanmamis polimer
sentezlendi. Deneysel Ol¢cumler telmisartanin floresans 06zelliginden
yararlanarak spektroflorimetre ile yapildi. Sorbentin performansinin
geligtirilmesi  i¢cin  optimizasyon  calismalari  yapildi.  Oncelikle
polimerizasyonun sentez sicakligi belirlendi. Buz kaliplarinin arasinda UV
lamba ile elde edilen polimerin daha saglam yapida Tel baski bdlgelere
sahip oldugu deneysel sonuglar ile goruldi. Daha sonra polimerizasyon
basamagindaki bilesenlere uygulanan optimizasyon c¢alismalarinda
monomer miktarinin 0.186 mmol, ¢apraz baglayici miktarinin 1.27 mmol,
porojen miktarinin 1.0 mL ve Tel miktarinin 0.063 mmol oldugu deneysel
olarak belirlendi. En uygun polimer bilesen miktarlar tespit edildikten
sonra, MIP ve NIP’nin analiti tutma yetenekleri be¢ calismalari ile bulundu.
Beg¢ calismalarinin yurutilecegi ortamin ACN, inkdbasyon suresinin 90
dakika, inkibasyon ortamina eklenecek polimer miktarinin 20 mg oldugu
deneysel olarak tespit edildi. MISPE yénteminde geri kazanim yuzdelerini
iyilestirmek amaciyla optimizasyon c¢alismalari uygulandi.  Farkl
hacimlerde ¢ozuculer kullanilarak sorbent Uzerinde denemeler yapildi. Bu
denemelerin sonuglarina goére, yukleme ¢6zucusu olarak 2.0 mL ve
ylkama c¢ozlcustu olarak da 4.0 mL ACN optimum degerler olarak
belirlendi. Elisyon ¢bzlcusU olarak ise 4.0 mL MeOH:AA (9:1) karisimi
kullanildi. Sulu ortamda yapilan ¢calismalarda ise ylkleme ¢ozlcu pH'I 7.4
olarak belirlendi. SPE kartuglarina yuklenen sorbent miktari 50 mg olarak
secildi. Optimizasyon ¢alismalarinda bir parametre incelenirken tim diger

parametreler sabit tutuldu.

Optimizasyonlar sonucunda hazirlanan  polimer idrar

¢Ozeltisinden Tel'in ekstraksiyonu igin uygulandi. MIP ve NIP igin dogrusal
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aralik 0.1-0.8 pg/mL, regresyon katsayisi 0.9930, bulunan en ylksek geri
kazanim degeri sirasiyla 76.6 + 1.46(%) ve 32.76 + 2.95(%) olarak
hesaplandi. Gézlenebilme siniri (LOD) 0.0325 pg/mL, tayin sinirnt (LOQ)
0.0985 pg/mL olarak bulundu. Gun igi ve gunler arasi kesinlik ¢caligmalari
gelistirilen yontemin ylksek bir kesinlige sahip oldugunu gosterdi. Sonug¢
olarak, gelistirilen MISPE-spektroflorimetrik ydontemin yodun matriks etkiye

sahip insan idrarindan Tel’in tayinini mimkun hale getirdigi tespit edildi.
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7. OZET

Molekiil Baskilanmig Kati Faz Ekstraksiyon Teknigini
Kullanarak Telmisartanin Cesitli Ortamlardan Florimetrik Yontemle

Tayini

Bu calismada, Tel'in cesitli ortamlardan tayini icin yeni,
duyarl ve segici olan bir molekller baskilanmig kati-faz ekstraksiyonu
(MISPE)-spektroflorimetrik yontem gelistirildi. Fonksiyonel monomer olarak
DMAEMA, capraz baglayici olarak EGDMA, baslatici olarak AIBN ve
porojen olarak Chl secildi. SPE sorbenti olarak kullanilan MIP ve NIP UV
lamba altinda buz kaliplari arasinda sentezlendi. Biyolojik ortamin girigim
yapici Ozelligi MISPE teknidi ile ortadan kaldirildi ve Tel normalde tayini

zor olan bir ortamdan kolaylikla tayin edildi.

MISPE’nin matriks giderici etkileri ve spektroflorimetrenin
duyarlhihg! sayesinde Tel, dusuk derisimlerde hem organik hem de sulu
ortamlarda kantitatif olarak tayin edilebildi. Calisma idrar (zerine
uygulandi. MIP ve NIP i¢in bulunan geri kazanim degeri sirasiyla 76.6 +
1.46(%) ve 32.76 + 2.95(%) olarak hesaplandi. G6zlenebilme siniri 0.0282
pg/mL, tayin sinin 0.0854 ug/mL, dogrusal aralik 0.1-0.8 ug/mL, olarak

bulundu.

Anahtar Kelimeler: Molekuler baskilanmis polimer, kati-faz

ekstraksiyonu, spektroflorimetri, telmisartan.
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8. SUMMARY

Determination of Telmisartan by Using Molecular
Imprinting Solid-Phase Extraction Fluorimetric Technique in Different
Media

In this study, a sensitive and selective MISPE-
spectrfluorimetric method has been developed for the determination of
Telmisartan (Tel) in different media (aqueous, organic and human urine) .
DMAEMA was used as functional monomer, EGDMA as a cross-linker,
AIBN as an initiator and Chl as a porogen. MIP and NIP which was used
as SPE sorbent have been synthesized using UV lamp in the ice bath.
Matrix effect of biological media was removed by MISPE technique and

Tel was easily determined in different harsh media.

Owing to selectivity of MISPE technique and sensitivity of
spectrofluorimetry, Tel has been successfully analysed quantitatively in
both organic and aqueous media at low concentrations. High mean
recovery (for MIP, 76.6% * 1.46 and for NIP, 32.76% * 2.95) and low
%RDS values were obtained for spiked Tel in human urine samples.
Relatively high intra-day and inter-day precision results were also
obtained. The linear range of the calibration curve was in the range 0.1 to
0.8 pg/mL for developed method. Limit of detection (LOD) and limit of
guantification (LOQ) values were 0.0282 and 0.0854 ug/mL, respectively.

Keywords: Molecularly Imprinted Polymer, Solid Phase

Extraction, Spectroflourimetry, telmisartan.
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