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Biilent Ecevit Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii

Kimya Anabilim Dah

Tez Danismani: Yrd. Dog. Dr. Sevket ATA
Arahk 2014, 83 sayfa

Bu calismada, biyolojik Orneklerdeki bes antidepresan ilacin (venlafaksin, essitalopram,
paroksetin, sertralin ve fluoksetin) ultraviyole dedektorlii sivi kromatografisi (LC-UV) ile
birlestirilmis manyetik kat1 faz ekstraksiyon teknigi (MSPE) kullanilarak belirlenmesi igin
secici ve hassas bir yontem gelistirilmistir. Antidepresanlarin ekstraksiyon verimini etkileyen
bazi faktorler, merkezi kompozit tasarimina dayali deneysel dizayn ve optimizasyon yontemi
kullanilarak optimize edilmistir. Calismada, ti¢ parametre (adsorbent miktari, ekstraksiyon
pH’s1 ve desorpsiyon ¢Oziicii hacmi) bagimsiz degisken olarak belirlenmistir. Optimum
kosullar; adsorbent miktar1 12.5 mg, ekstraksiyon pH’s1 7.4 ve desorpsiyon ¢oziicli hacmi 1.3
mL olarak bulunmustur. En kiiclik kareler yontemi kullanilarak regresyon katsayilari
belirlenmis olup merkezi kompozit tasarimdan elde edilen polinomal denkleme goére cevap
yiizey grafikleri olusturulmustur. ANOVA analizi (varyans analizi) % 95 giiven araliginda

yapilmig, tahmin edilen ve deneysel bulgular arasindaki uyum belirlenmistir.



OZET (devam ediyor)

Optimize edilen ekstraksiyon kosullarinda, tiim antidepresanlar i¢in metodun lineerligi 10-
1000 ng/mL konsantrasyon araliginda incelenmis ve korelasyon katsayilarinin (R?) 0.9986 ile
0.9994 arasinda degistigi gozlenmistir. Antidepresan ilaglarin algilama limitinin 1.73 ile 5.17
ng/mL arasinda, tayin limitinin ise 2.88 ile 8.62 ng/mL arasinda degisim gosterdigi
bulunmustur. Bu yontem farkli standart konsantrasyonlarinda ger¢ek biyolojik numunelerin
analizi i¢in basariyla uygulanmis, geri kazanimlarin %72 ile % 115 arasinda degistigi ve bagil

standart sapmanin % 4.75’ ten diisiik oldugu bulunmustur.

Anahtar Sézciikler: Manyetik nanokompozitler, antidepresanlar, merkezi kompozit tasarim,

stv1 kromatografisi (LC), biyolojik 6rnekler

Bilim Kodu: 405.03.01



ABSTRACT

M. Sc. Thesis

PREPARATION OF MAGNETIC NANOCOMPOSITES AND
ANALYTICAL APPLICATIONS

Merve BERBER

Biilent Ecevit University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Chemistry

Thesis Advisor: Asst. Prof. Sevket ATA
December 2014, 83 pages

In this study, a selective and sensitive method has been developed for the determination of
five antidepressants (venlafaxine, escitalopram, paroxetine, sertraline and fluoxetine) in
biological samples by using magnetic solid phase extraction (MSPE) method combined with
liguid chromatography-ultraviolet detection (LC-UV). The some factors influencing the
extraction efficiency of antidepressants were optimized by using experimental design and
optimization method based on central composite design. For this study three parameters;
adsorbent amount, extraction pH and desorption solvent volume were selected as independent
variables. The optimum conditions were found to be adsorbent amount: 12.5 mg, extraction
pH: 7.4 and desorption solvent volume: 1.3 mL. The regression coefficents were obtained by
the least squares method and the responce surface plots were generated according to
polynomial equation which is derived from central composite design. The ANOVA (analysis
of variance) data were carried out in 95 % confidence level and checked to fitting of

experimental value and predicted value.



ABSTRACT (continued)

Under the optimal extraction conditions, linearity of method was examined in the
concentration range of 10-1000 ng/mL for all antidepressants and correlation coefficients (R?)
observed in the range from 0.9986 to 0.9994. The limit of detection and limit of quantification
for the antidepressant drugs were found to be in the range of 1.73 — 5.17 and 2.88 — 8.62
ng/mL, respectively. This method was successfully applied to analyze real biological samples
at different spiked concentrations and the obtained recoveries ranged from 72 to 115 % with
the relative standard deviations (RSDs) below than 4.75 %.

Keywords: Magnetic nanocomposites, antidepressants, central composite design, liquid

chromatography (LC), biological samples

Science Code: 405.03.01
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BOLUM 1

GIRIS

1.1 NANOTEKNOLOJi

Gilintimiizde teknoloji, stirekli hafiflesme ve boyutlarda kii¢iilme yoniindeki gelismelerle
karsimiza ¢ikmaktadir. Bu gelismelerin temelleri de malzemelerin 6zelliklerini iyilestirmeye
yonelik olan “nanoteknoloji” ye dayanmaktadir. “Mikroteknolojiden daha kiigiik teknoloji”
olarak da adlandirilan nanoteknoloji; atomik &lgekte malzemelerin islenmesi teknolojisidir
(Akdogan ve Kiigiikyildrim 2006). Bir baska ifadeyle nanoteknoloji; materyalleri
nanometrelerle Olgiilebilecek diizeyde isleyen, pek c¢ok c¢alisma alanmi ya da disiplini
birlestiren uygulamali multidisipliner bir teknolojidir (Yula ve Deveci 2010). Nanoteknoloji,
klasik mekanik ve kuantum mekanigi arasinda agik¢a anlagilmayan bir konuda uygulama

alanina sahip teknoloji olarak da tanimlanabilmektedir (Naschie 2006, Celep 2007).

Nanoteknoloji, her ne kadar yeni bir alan olarak goriilse de dogada bir¢cok ortamda uygulama
alanina sahiptir. Dogada var olan bu uygulamalar bilim adamlar1 i¢in birer yol gosterici
olmustur. Lotus (beyaz niliifer) ¢igegi, kopek balig1 derisi ve gecko kertenkelesi nanoteknoloji
uygulamalarimin goriildiigii 6rneklerden sadece birkagidir. Lotus ¢icegi, camurlu ve kirli
ortamlarda yasayan ancak yapraklar1 siirekli temiz Kkalan bir bitki gesididir. Yapragin
yiizeyinde bulunan mikro ve nano boyutlarindaki hidrofobik yapilar sayesinde, yaprak iizerine
diisen su damlalar1 yiizeyde tutunamamakta, yapragin topraga dogru egimli olmasi sebebiyle
de asag1 dogru kayarken toz, kir vb. maddeleri beraberinde gotiirmektedir. Dolayisiyla nano
ve mikro seviyesindeki bu yapilar sayesinde lotus ¢icegi siirekli olarak temiz kalmaktadir.
Lotus ¢igeginin bu 0Ozelligi, nanobilim ile ugrasan arastirmacilar1 boyalarin, kumaslarin,
camlarin ve diger bir¢ok yiizeyin kuru kalmasi ve kendi kendini temizleyebilme 6zelligi

kazanmasina yonelik ¢ahigmalar yapmaya yoneltmistir (Ozer 2008).



Dogada kendiliginden var olan nanoteknoloji uygulamalari, yakin bir gelecekte bilim
adamlarinin yogun c¢alismalar1 kapsaminda basta nanomalzemeler, nanoelektronik, ve

nanobiyoteknoloji olmak iizere birgok alanda kendini gdstermeye baslayacaktir (Ozer 2008).

1.1.1 Nanoteknolojinin Tarihcesi

Maddenin atomik katmanda islenebilmesi olasiligini ilk kez Richard Feynman dile getirmistir.
Feynman 1959 yilinda yaptig1 konusmasinda, “There is Plenty of Room at the Bottom (Asagida
daha c¢ok yer var) ” diyerek nanoteknolojiyi bilim diinyasina kazandirmis; atom ve molekiiler
boyutta {iretim yapilabilirse bircok yeni kesiflerin olabilecegini, bu kapsamda Oncelikle nano
Olcekte Gzel Olgme ve ilretim yontemlerinin gelistirilmesi gerektigini belirtmistir. Feynman,
gelismis mikroskoplar ve yeni iiretim metotlarmimn gelistirilmesi yoniinde 6ngoriilerde bulunmus,
dogal yasamdan ornekler vererek c¢ok kiigiik bir hacme ne kadar ¢ok fonksiyon ve bilginin
sigdirilabilecegini gostermistir (Ozer 2008).

Nanoteknoloji, 1970’li yillarin sonunda gelecegin anahtar teknolojileri arasinda goriilmeye
baslanmigtir. Nanoteknoloji terim olarak ilk defa Japon bilim adami Norio Taniguchi’nin
“Nanoteknolojinin Temel Konsepti Uzerine (On the Basic Concept of Nanotechnology)” adl1
makalesinde kullanilmistir. 1986 yilinda Eric Drexler’in “ Engines of Creation: The coming
Era of Nanotechnology-Motorlarin Yaratilisi: Nanoteknolojinin Yaklasan Cagir” isimli
kitabinda Feynman’in fikirleri daha iyi anlagsilmaya baslanmistir (Hunt and Mehta 2006).
Drexler, atomlarla, canli hiicrelerden ¢ok daha kii¢iik, mevcut makinelerden ¢ok daha giiclii,
hafif ve kendi kendini kopyalayan nano 6l¢ek seviyesinde makineler iiretilebilecegini iddia

etmistir (Ozer 2008).

1981 yilinda Heinrich Rohrer ve Gerd Binning tarafindan IBM Ziirih Arastirma
Laboratuarlarinda elektron mikroskobuyla goriilemeyen atom parcaciklarimi 2.000 kez
biiylitme o6zelligi bulunan ve atomik Olgekte coziiniirlik saglayan Taramali Tiinelleme
Mikroskobu (STM) gelistirilmistir. Bu icat, 1986 yilinda H. Rohrer ve G. Binning’e fizik
alaninda Nobel 6diilii kazandirmistir. Ayn1 yil, G. Binnig, Calvin Quate ve Christoph Gerber
tarafindan STM mikroskobunun bir tiirevi olan Atomik Kuvvet Mikroskopu (AFM)
gelistirilmigtir. 1989 yilinda ise ilk ticari atomik kuvvet mikroskobu piyasaya siiriilmiistiir

(Ozer 2008).



1985 yilinda, Robert F. Curl Jr., Harold W. Kroto ve Richard E. Smalley, yeni nano-yapili karbon
modifikasyonu olan ve “buckyball” olarak da adlandirilan, futbol topu bigimindeki fullerenleri
kesfetmislerdir (Menceloglu ve Kirca 2008). 1990 yilinda ise, Don Eigler ve Erhard Schweizer
isimli bilim adamlari, 35 Xenon atomunu isleyerek nikel bir yiizeye “IBM” logosunu yazmiglardir
(Ozer 2008). 1991 yilnda Japon fizik¢i Sumio Iijima, fullerenlerle ilgili calismalarmnm
sonucunda, temelde kenarlar1 silindir olugturacak sekilde yuvarlanmig grafit tabakalardan olusan
ve olaganiistii 6zellikleri nedeniyle elektronik ve malzeme miihendisliginde uygulama potansiyeli

oldugu 6ngoriilen karbon nanotiipiinii kesfetmistir (Menceloglu ve Kirca 2008).

2000 yili, ABD ve nanoteknolojinin gelecegi agisindan 6nemli bir yil olmustur. ABD, ilk
resmi hiikiimet programi olan Ulusal Nanoteknoloji Girisimi (NNI, National Nanotechnology
Initiative)’ni baglatmistir. Bu program, nanoteknoloji alaninda arastirma, gelistirme ve
ticarilestirme faaliyetlerinin hizini artirma amacini tagimaktadir. 21. yiizyilin kiiresel teknoloji
yarisinda &nlerde yer almak icin Japonya, Tayvan, Singapur, Cin, Israil ve Isvigre benzer

programlar baslatarak ¢alismalarma hiz vermislerdir (Erat vd. 2010).

1.1.2 Nanoteknolojinin Amaclari

Nanoteknoloji, i¢inde bulundugumuz yilizyilda hayatin her alaninda devrim niteliginde
degisikliklere sebep olacak ©nemli bir teknolojik alandir. Nanoteknolojinin gectigimiz
yiizyilda antibiyotik, plastik, televizyon, niikleer teknoloji ve bilgisayar teknolojisinin sebep
oldugu koklii degisimlere benzer sekilde degisimler yaratacagi kabul edilmektedir (Celep
2007). Nanoteknolojinin amaglar1 (Erat vd. 2010);

Nanometre 6l¢ekli yapilarin analizi,

Nanometre boyutunda yapilarin fiziksel 6zelliklerinin anlasilmasi,
Nanometre Slgekli yapilarin imalati,

Daha az malzeme ve enerji kullanima,

Nano olcekli ve hassasiyetli cihazlarin gelistirilmesi,

o ok~ w dF

Uygun yontemler bulunarak nanoskopik ve makroskopik diinya arasindaki bagin

kurulmasi seklinde siralanabilir.

Bu amaglar dogrultusunda nanoteknoloji; fizik, kimya, biyoloji, saglik, malzeme bilimi,

elektronik, tekstil gibi biitiin bilimlerin icerisinde yer almigtir.



1.1.3 Nanoteknolojinin Uygulama Alanlari

Yeni sanayi ve teknoloji devrimi olarak nitelendirilen nanoteknoloji ile maddeler atomik ve
molekiiler seviyelerde kontrol edilereck maddeye ihtiyag duyulan ve istenilen 6zellikler
kazandirilabilmektedir. Bu kapsamda nanoteknoloji hayatin her alaninda yer almakta ve
nanoteknoloji uygulamalar1 giderek yaygmlagsmaktadir (Ciract 2008, Kayir ve Bagcil 2010).
Nanometre 6lgeklerinde malzemelerin sahip olduklari iistiin fiziksel 6zellikleri kullanarak cesitli
alanlarda (endiistri, bilisim ve iletisim, elektronik, biyoteknoloji, farmakoloji, tip, savunma,
tekstil, makine ve insaat sanayileri vb.) teknolojik devrim niteliginde yeni {iriinler elde
edilebilmektedir ve bu iiriinlerden 6nemli Olgiide kazang saglanabilmektedir (Basaran 2002,

Ozdogan vd. 2006).

Nanoteknoloji, endiistriyel alanda c¢ogunlukla teknolojik materyallerin gelistirilmesinde
kullanilmaktadir. Endiistriyel ekipmanlarin daha kiigiik boyutlara indirilmesi ile uygulamada
daha az yer kaplamasi ve daha ¢ok talep géormesi miimkiindiir. Endiistriyelde nanoteknoloji;
mikrosensorlerin, mikromakinalarin ve optoelektronik elemanlarin imalat: gibi alanlarda

kullanilmaktadir (Erat vd. 2010).

Nanoteknolojinin bir bagska uygulama alani ise tip alamidir. Tip alaninda nanoteknoloji,
hastaliklarin tanilarinin konulmasini kolaylastirmakta ve var olan bir hastaligin tedavisinin
bireye zarar vermeyecek sekilde gerceklesmesini saglamaktadir. Canli organizmalar ile
etkilesime gegebilecek boyutlarda araglar iiretilerek birgok yeni teshis ve tedavi yontemlerinin
gelistirilmesi miimkiindiir. Sadece hastaligin bulundugu veya yayildig1 bolgelere saldirarak
ilag veren cihazlar, insan viicudu i¢inde hareket edilmesine imkan saglayan teshis araglari,
nanoteknolojinin tip ve saglik sektorii lizerindeki potansiyel uygulamalar1 olarak gosterilebilir
(Ozdogan vd. 2006). Nanoteknoloji sayesinde gelistirilen nanostent, kalp hastalarmin iyilesme
stirecine yardimct olur ve kanin pihtilasmasmi Onler (Naschie 2006). Medikal alanda
kullanilisiyla ilgili; mikro cerrahi (goz, beyin vb.), diagnostik kitler ve kanser tedavileri drnek

olarak gosterilebilir.

Nanoteknoloji her alanda oldugu gibi savunma alaninda da yogun bir sekilde kullanilmaya
baglanmustir. Nanoteknolojinin kisa vadede en 6nemli askeri uygulamalarmdan birisi asker
kayiplarmin azaltilmasi i¢in akilli iniformalarin tasarlanip iiretilmesidir. Esnek ve yikanabilen

nanosensorlerin ve aygitlarin kumas igerisine entegre edilmesiyle, iiniformalar yeni boyutlar



kazanacaktir. Uniforma gerektiginde ¢ok sert bir zirha doniisebilecegi gibi, askerin ihtiyaci

olacak enerjiyi giinesten saglayacaktir (Baymdir 2009).

Nanoteknolojinin, enerjinin verimli kullanilmasinda, depolanmasinda ve {iretilmesinde de
onemli etkileri vardir. Cevre sorunlarinin gézlenmesinde ve bu sorunlarin giderilmesinde
kullanilabilmekte, c¢esitli kaynaklardan gelen atiklar onlenebilmekte, daha az atik ¢ikaran
iiretim sistemleri gelistirilebilmektedir. Gelecekte yasamsal bir ihtiya¢ haline gelecek olan
temiz suyun elde edilmesinde nanofiltreler kullanilabilecektir (Ozgiir vd. 2007). Enerji ve
cevreyle ilgili bagka bir 6rnek ise giines enerjisi ile ilgilidir. Nanoteknoloji, kotii goriiniislii ve
cok yer kaplayan giines panelleri yerine ince tabaka seklinde nanopanellerin iiretilmesine
olanak saglayacaktir. Bu nanopaneller sayesinde giines enerjisini kullanmak belki fosil

yakitlar kadar hesapl olacaktir (Baymndir 2009).

Nanoteknoloji gida ve ambalaj sektoriinde de bir¢ok gelismeye 6n ayak olmustur. Gida
maddelerinin, nanoteknoloji ile saghga uygun ve taze tutulmasinin yani swra gomiili
nanoalgilayicilar sayesinde gida igindeki tiim degisimler izlenebilmektedir. Ambalaj
sanayinde, Ozellikle gelismis sanayi tilkeleri biiyiilk arastrma yatirimlari yapmakta ve
nanoteknolojide yasanan gelismelerle gida ve icecek maddelerinin kalitesinin artirilmasiyla

gida sanayindeki liretim ve pazar paylar1 da artmaktadir (Akbaba vd. 2006).

Saydigimiz alanlar disinda nanoteknolojinin baska kullanim alanlar1 da vardir. Ornegin,
nanorobotlar, 0.5 - 3 mikron arasinda degisen ¢ok kiigiik boyutlarda olan ve insan viicudunu
patojenlere karsi etkin bir bigimde savunmak i¢in tasarlanan cihazlardir. Nanorobotlarm bakteri ve
virlis enfeksiyonlarmm tedavi edilmesi, kanser hiicrelerini saptaylp yok etmesi, dolasim
sistemindeki zararhh maddeleri temizlemesi, hasarli dokulara oksijen saglamasi ve ¢esitli

hastaliklarm izlenmesi ve teshisinde kullanimi1 amaglanmaktadir (Glimiisderelioglu 2002).

1.1.4 Analitik Kimya ve Nanoteknoloji

Nanoteknolojinin ~ biyonanoteknoloji  (nanotip), nanomateryaller, nanoelektronik ve
nanosensorler / nanoaygitlar olmak tizere dort biiylik uygulama alan1 vardir. Nanosensorler /
nanoaygitlar, irliinlerin {iretim siireglerinin izlenmesi, karakterizasyonu ve kullaniminda 6nemli
bir rol oynayan analitik bilim ile dogrudan baglantilidir. Bununla birlikte, nanomalzemelerin

analitik proseslerde kullanimi artmaktadir. Su anda analitik biliminde kullanilan en yaygin



nanopartikiiller; silis nanopartikiiller, karbon nanopartikiiller (6zellikle fulleren ve karbon
nanotiipler), organik polimer nanopartikiiller (6rnegin, molekiiler baskili polimerler), metal
nanopartikiiller (kuantum noktalar, altin nanopartikiiller vb.) ve supramolekiiler kiimeler
(nanomiseller vb.)’dir. Kimyasal tepkimelerin kontrolii, kinetigi, biyokatalitik (enzimatik)
olaylarin yonlendirilmesi, kristal diizeni, ylizey kimyas1 ve ylizeyin arastirilmasi, bu tekniklere
uygun analiz ve kontrol tekniklerinin gelistirilmesi ¢agimiz kimyacilarini, 6zellikle analitik

kimyacilar1 nanoteknolojiye yonelmeye zorlamistir (Valcarcel et al. 2008).
1.2 NANOMALZEMELER

Nanoteknoloji sayesinde malzemelerin nano 6lgek boyutlarinda gelistirilebilmesi, 6zelliklerinin
anlagilmasi ve kontrol edilmesi ile ¢esitli 6zelliklere, fonksiyonlara ve uygulamalara sahip yeni
malzemeler elde etmek miimkiindiir. Nanomalzeme, 1 ile 100 nm arasindaki boyutlarda bulunan
metal, seramik ve organik molekiiller, polimerik ya da kompozit malzemelere verilen genel bir
isimdir. Nanomalzemeleri geleneksel malzemelerden aymran en Onemli parametre, tanecik
yapilarmin biyiikligiidiir. Geleneksel malzemelerin ¢aplar1 mikrondan milimetreye kadar
uzanirken nanomalzemelerin ¢aplar1 1-100 nanometre arasinda degismektedir (Ozer 2008). Insan
sa¢ teli gapinin yaklasik 100.000 nanometre oldugu diisiiniiliirse ne kadar kiigiik bir 6lgekten
bahsedildigi daha kolay anlasilmaktadir. Atomlar bakterilerin, bakteriler ise bir sivrisinegin on

binde bir biiyiikliigiindedirler. Sekil 1.1° de nanometre boyutunu anlatan 6rnekler verilmistir.
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Sekil 1.1 Nanomalzemelerle boyut karsilagtirmasi (NNI 2014).

Nanometrik boyutta malzemeler hem atomik hem de makroskopik 6zellikler gostererek, hig
bilmedigimiz yeni bir diinyay1 bize sunmaktadir. Glinlimiizde maddeyi nanometre seviyesinde
isleyerek ve ortaya ¢ikan degisik 6zellikleri kullanarak, nano-6lgekte yeni teknolojik aygitlar
ve malzemeler yapmak miimkiindiir. Nanoboyuttaki bazi malzeme tiirleri Cizelge 1.1° de

gosterilmektedir.



Cizelge 1.1 Nanomalzeme tiirleri (ISGUM 2014).

Materyaller Boyut (yaklasik) Ornekler
Nanokristaller veya Metaller, yar1 iletkenler,
1-10 nm :
kuantum noktalar manyetik materyaller
Nanopartikiiller 1-100 nm Metaller, seramik oksitler
Nanoteller 1-100 nm Metaller, yar1 iletkenler,
oksitler, nitritler
Nanotiipler 1-100 nm Karbon
Nano gozenekli katilar ~ 0,5-10 nm (gézenek yarigapi) Zeolitler, alimina
Tkt boyutlu Birkag nmz'umz Metaller, yar1 iletkenler,
nanopartikiiller manyetik materyaller
Ince filmler 1-1000 nm (kalnlik) Yar1 iletkenler

1.2.1 Nanopartikiiller

Boyutlar1 100 nm ve altinda kalan tozlar olarak tanimlanan nanopartikiiller, nanoboyutlu
malzemelerin dolayistyla nanoteknolojinin temelini olusturmaktadir (Rao et al. 2004, Miller et al.
2005, Giirmen ve Ebin 2008). Bu partikiiller diger ticari malzemelerden genelde farkli ve iistiin
kabul edilen 6zellikler gostermektedir. Nano boyuttaki partikiiller, genis yiizey alanmna sahip
olmalar1 ve kuantum etkilerinden dolay1 daha biiyiik ebatlardaki taneciklere nazaran daha yiiksek

verimlilik gostermektedirler (Qian and Hinestroza 2004).

Nanopartikiil sentezi bu yapilarin sergiledikleri olagandis1 6zellikler sebebiyle yiiksek aktiviteli
katalizorler, optik uygulamalar i¢in 6zel teknolojik malzemeler ile birlikte siiper iletkenler, ylizey
aktif maddeler, ila¢ tastyicilar ve 6zel teshis cihazlar1 gibi bircok teknolojik ve farmakolojik
iriinlerin  hazirlanmasmm  Oniinii  agmistir.  Bunlarin  yan1  sira, malzemelerin nanoboyut
seviyesinde kontrolii nano tastyicilar, sensorler, nano makinalar ve yliksek yogunluklu veri
depolama hiicreleri gibi kendine 0zgli islevsellige sahip minyatiirlestirilmis aygitlarin
gergeklestirilmesine izin vermektedir (Goldstain 1997, Rao et al. 2004, Miller et al. 2005, Giirmen
ve Ebin 2008). Nano yapili malzemelerin ve cihazlarin tasarlanmasi, tiretimi ve iglevsel olarak
kullanimmi kapsayan nanoteknoloji alanindaki yeni gelismeler i¢in ilk adimin nanopartikiillerin
iiretimi oldugu acikca goriilmektedir. Nanoteknolojik malzemelerin ¢ikis noktasini olusturan
nanopartikiiller, genis bir kimyasal aralik ve morfolojide tiretilebilirler. Giiniimiizde ¢ekirdek-
kabuk, katkili, sandvig, bosluklu, kiiresel, cubuk benzeri ve ¢ok yiizlii gibi farkli morfolojilere
sahip metal, metal alagimi, seramik ve polimer esasli veya bunlarin karigimindan istenilen

ozelliklere sahip nanopartikiiller hazirlanabilmektedir (Giirmen ve Ebin 2008) (Sekil 1.2).
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Sekil 1.2 Nanopartikiillere ait elektron mikroskobu goriintiileri (a) altin nanogubuklar, (b)
altin ¢ekirdek silika kabuk nanopartikiiller ve (c) i¢ bosluklu platin nanopartikiiller
(Giirmen ve Ebin 2008).

1.2.2 Nanopartikiillerin Uretim Yontemleri

Nanopartikiillerin iiretiminde temel olarak kullanilan yontemler; Sekil 1.3’ten de gorildigi
gibi, “Asagidan yukar1 (Bottom Up)” ve “Yukaridan asagi (Top Down)” olarak adlandirilan

iki ana yaklasim altinda incelenmektedir.

fonksiyonel
diizen

“bottom-up”

1nm islevsellik

Sekil 1.3 Nanopartikiil iiretiminde kullanilan yaklagimlar (Birtane 2009).

Asagidan yukari yaklagimi; organik veya inorganik yapilari, maddenin en temel birimi olan
atomlardan baglayarak atomik veya molekiiler boyuttaki yapilarin insa edilmesi esasina
dayanir (Birtane 2009). Nano kristalin metal ve alagimlarmin iretiminde kullanilan ilk
yontem olan gaz yogunlastirma teknigi asagidan yukariya yaklasimiyla c¢aligmaktadir.
Kimyasal buhar kaplama, kimyasal buhar yogunlastirma, sol jel, kimyasal birlikte ¢oktiirme

Ve sprey piroliz yontemleri de bu yaklagimin en ¢ok bilinen diger uygulamalaridir (Giirmen
ve Ebin 2008).



Yukaridan asagi yaklasimi; hacimsel malzemeye disaridan mekaniksel ve/veya kimyasal
islemler ile enerji verilmesi sonucunda malzemenin nano boyuta kadar inebilecek kiigiik
parcalara ayrilmasini esas almaktadir. Yukaridan-asagiya (biiyiikten kiigiige) iiretim yontemi
kapsaminda bir¢ok farkli yontem uygulanmaktadir. Bu yontemler; mekanik yontemler
(6glitme, sikistirma, 1s1l prosesler vb.), yiiksek enerji yontemi, 1s1l (termik) yontem, kimyasal
yontem, litografik (baski) yontem ve dogal yontemler gibi genellikle fiziksel esaslara dayanan
yontemlerdir. Teknolojinin bugiinkii seviyesi nedeni ile yapilan calismalarin birgogu

yukaridan asagiya (top-down) siifinda degerlendirilebilir (Birtane 2009).
Nano yapidaki malzemeler fiziksel durumlarma bakarak da hazirlanabilirler. Nano yapih
malzemeler, baslangi¢ malzemelerinin kati, sivi ve buhar oluslarma gore ii¢ grupta

smiflanabilir. Buna gore; nanopartikiil iiretim yontemleri Cizelge 1.2°de gosterilmistir.

Cizelge 1.2 Fiziksel durumlarma goére nanopartikiil iiretim yontemleri (Sayili 2011).
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1.3 MANYETIK NANOPARTIKULLER

Boyutlar1 0,1-100 nm arasinda olan manyetik 6zellige sahip metal ve metal oksitlerden olugan
toz parcalarina manyetik nanopartikiil (MNPs) denir. Dogada kendiliginden manyetik 6zellik
gosteren metaller; demir, nikel ve kobalttir. Bu metallerin bazi bilesikleri de manyetik 6zellik

gosterebilirler. Ornegin; Fe304 (manyetit), Fe,0s, NiO.Fe,03, CaO.Fe,03 vb (Sayil1 2011).



1.3.1 Manyetit

Manyetit (miknatis tasi olarak da adlandirilir), yeryiiziinde bilinen en eski ve en genel demir
oksit bilesigidir. Dogal haliyle en giiglii manyetik etkiyi gosteren mineral olup saf halde % 72
Fe ihtiva eder. Doga arastirmalar1 insandan bakteriye ¢ok sayida tiiriin manyetit iiretebildigini
ortaya cikarmustir. Orne@in magnetotaktik bakteri, diinyanin manyetik alanindan aldig
hareketle kendi dogal ortaminda oksijence zayif alanlara dogru yollar bulabilmektedir.
Manyetit ayn1 zamanda kus, balik ve ar1 gibi hayvanlarda da bulunarak onlara pusula vazifesi
yapmaktadir. Kirschvink et al. (1992) yaptiklar1 ¢alismada, temiz-laboratuar ortaminda ultra-
hassas bir siliper-iletken manyetometre kullanilarak, insan beyindeki c¢esitli dokularda
manyetit kristallerinin varligmi tespit etmislerdir. Manyetit mineralinin dogada bir cok
kullanim alanina sahip olmasi, arastirmacilarin dikkatini ¢ekmis ve bilingli olarak manyetit
kristallerinin sentezine Onem verilmistir (Beyaz 2009). Sekil 1.4’te manyetit mineralinin

yapist gosterilmektedir.

Sekil 1.4 Manyetit (Wikipedia 2014).

1.3.2 Manyetik Nanopartikiillerin Uretim Yéntemleri

Yiiksek kalitede manyetik nanopartikiillerin sentezine yonelik kimyasal birlikte ¢oktiirme
(Jiang et al. 2004), termal parcalanma ve/veya indirgeme, hidrotermal sentez (Fan et al.
2001), mikroemiilsiyon (Zhang et al. 2008) ve lazer piroliz tekniklerini iceren bir¢ok popiiler
yontem bulunmaktadir (Lu et al. 2007, Chen et al. 2009, Shen et al. 2011). Bu yontemler
icerisinde en sik kullanilan yontem demir tuzlarmim kimyasal birlikte ¢oktiirme teknigidir

(Lee et al. 2004, Martinez-Mera et al. 2007, Petcharoen and Sirivat 2012).
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1.3.3 Birlikte Coktiirme Yontemi

Birlikte ¢oktiirme teknigi, manyetik nanopartikiillerin elde edilmesinde en basit ve en etkili
kimyasal yoldur. Demir oksitler (Fes04 ya da y-Fe,O3) genellikle sulu bir ortamda Fe** ve
Fe** tuzlarnin stokiyometrik karigimu ile hazirlanir. Uygun oranlarda karistirilan Fe* ve Fe*®
iyonlar1 bazik ortamda gii¢clii karistirict altinda ¢oktiiriiliir. Bu yontemle elde edilen
parcaciklarin boyutlari, Fe*?/Fe*® orany, pH, karigtirma hizi, sicaklik, baz tipi, iyonik siddet ve
ortamin niceliginden etkilenir. Birlikte ¢Oktiirme yontemi oda sicakliginda ya da yiiksek
sicakliklarda gergeklestirilebilir (Lu et al. 2007). Fe3O4 olusumunun kimyasal reaksiyonu
Esitlik 1.1 deki gibi yazilabilir.

Fe?* + 2Fe** + 80OH — Fe30, + 4H,0 (1.1)

Esitlik 1.1 deki termodinamik reaksiyona gore, 2:1 (Fe3+/Fe2+) stokiyometrik oraninda olan
Fe3O,” iin tamamen ¢Okmesi oksijensiz ortamda 8 ile 14 arasindaki bir pH degerinde
olmaktadir (Jolivet et al. 2004). Ancak, manyetit (Fe3O4) ¢ok kararli degildir ve oksitlenmeye
duyarhdir. Manyetit oksijen varliinda maghemite (y-Fe;O3) doniismektedir (Esitlik 1.2).

FesO4 + 2H" — y-Fe,03 + Fe®* + H,0 (1.2)

Maghemit (y-Fe;O3) olusmamasi i¢in manyetit (Fe3O4) sentezlenirken oksijensiz ortamda
calisiimasi gerekmektedir. Esitlik 1.2°den de anlasilacagi gibi yalnizca havadan kaynaklanan
oksidasyon manyetiti maghemite doniistiirmez ayni zamanda siispansiyonun pH’sma bagh
olarak ¢esitli elektron veya iyon transferleri de bu doniisiime neden olur. Asidik ve anaerobik
sartlar altinda yiizeydeki Fe™ iyonlar1 ¢ozeltide hekza-aqua kompleksleri seklinde desorbe
olurken bazik sartlarda manyetit oksidasyonu manyetitin yiizeyinde yiikseltgenme-indirgenme
seklinde gergeklesir. Fe*? “nin yiikseltgenmesi, her zaman yiik dengesini saglayan katyonik

bosluklarin olusturulmasi, kristal 6rgilisii boyunca katyonlarin gocli ve maghemitin yapisiyla

iliskilidir (Laurent et al. 2008).
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1.3.4 Birlikte Coktiirme Yonteminin Avantajlari

Birlikte ¢oktiirme yontemi diger metotlara gore birgok avantaj saglamaktadir. Bu avantajlar;
diistik maliyetli olmasi, partikiil boyutu ve bilesiminin kolaylikla kontrol edilebilmesi,
yontemin basit olmasi1 ve hizli hazirlanmasi, yiiksek saflik ve yiiksek kimyasal homojenlik

saglamasi, diisiik sicaklikta sentez olanagi ve seri liretim kolayligidir.

Birlikte c¢oktirme yonteminin en biiyilk avantaji, ¢ok miktarda nanopargacik
sentezlenebilmesidir. Bu yontem kullanilarak siiperparamanyetik demir oksit par¢aciklarinin
ilk kontrollii sentezi Massart (1987) tarafindan gergeklestirilmistir. Massart’in sentezinde

manyetit kabaca kiireseldir ve boyutu XRD verilerine gére 8 nm olarak hesaplanmustir.

1.3.5 Manyetik Nanopartikiillerin Kullanim Alanlar

Manyetik nanopartikiiller giinlimiizde bir ¢ok alanda kullanilmaya baslanmistir. Bu kullanim

alanlarindan bazilari;

Biyoteknolojide etiketleme (Gound 2006),

Enzim ve protein ayirimi (Faye 2004),

Amaclanan yere ila¢ salimi1 (Yang et al. 2004),

Manyetik rezonans goriintiileme (Hong et al. 2008, Medeiros et al. 2011),
Manyetik bilgi depolama ortamlar1 (Frias et al. 2006),

Yazic1 miirekkepleri,

N o g~ e

Kimyasal saflastirma, ayirma, zenginlestirme seklinde siralanabilir.

1.4 MANYETIK NANOKOMPOZITLER

Birden fazla ayn1 veya farkl tiir malzemelerin bir araya getirilmesiyle elde edilen ve yeni iistiin
Ozellikler tasiyyan malzemelere "kompozit malzeme" denilmektedir. Kompozit malzeme
olusturmadaki amagc; fiziksel, mekanik ve termal olarak daha saglam ve daha dayanikli yapilar
olusturabilmektir. Eger olusturulan yeni yapida bilesenlerden en az bir tanesi nano boyutta ise
olusan kompozit yap1 “nanokompozit malzeme” olarak adlandirilmaktadir. Fe3O4 veya Fe,Os ile
organik ve/veya inorganik maddelerin nanokompozitlerine ise ‘“manyetik nanokompozit”

denilmektedir.
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Wu et al. (2011) yaptiklar1 calismada kimyasal birlikte ¢oktiirme yontemi ile grafen-bazli
manyetik nanokompozit (G-Fe3O,4) sentezlemis ve sulu ¢ozeltide bazi karbamat kalintilarini
incelemiglerdir. MSPE teknigi ve HPLC-DAD ile analizlerine yonelik yeni ve son derece
hassas bir yontem gelistirmislerdir. Kalantari et al. (2013) yaptiklar1 calismada kati bir
substrat olarak talk mineralinin dig yiizey tabakasi lizerinde demir oksit nanopartikiillerinin
birlikte ¢oktliirme yontemi ile talk/ Fe30, manyetik nanokompoziti sentezlemislerdir. Singh et
al. (2011) ise yaptig1 ¢alismada sulu ¢ozeltiden kristal mor boya adsorpsiyonu igin yeni bir
manyetik karbon-demir oksit nanokompozit gelistirmis ve karakterize etmistir. Bu ¢alismada
manyetik nanokompozit ile sulu ¢ézeltiden kristal morunun ayrilmasini saglamak i¢in yanit
ylizey metodu (RSM) ile birlikte dort faktorlii merkezi kompozit tasarimi (CCD)

kullanilmastir.

1.5 ANTIDEPRESAN ILACLAR

Klinikte kullanilan tiim antidepresanlar (timoleptik ilaglar olarak da adlandirilir), dogrudan
veya dolayl olarak dopamin, norepinefrin ve/veya serotoninin beyindeki etkilerini arttirarak
etki gosterirler (Yiice 2012). Antidepresan ilaglar etkilerini olustururken merkezi sinir
sisteminde agirlikli olarak noradrenerjik ve serotonerjik sistemlerle etkilesirler. Bunlarin
biiyiik ¢ogunlugu noradrenalin veya serotoninden birinin veya ikisinin birlikte sinaptik
aralikta gerialimmi bloke ederek etkinliklerini artirirlar. Bu ilaglarin sinaptik aralikta
serotonin veya noradrenalin gerialimmi bloke edici etkileri ile antidepresan etkinlikleri
arasinda bir iliski bulunmaktadir. Bunun disinda antidepresanlarin noradrenerjik, serotonerjik,

kolinerjik ve histaminerjik reseptorleri bloke edici 6zellikleri de bulunmaktadir (Uzbay 2007).

1.5.1 Antidepresan Ilaclarin Tarihsel Gelisimi

1950’lerin basinda, monoamin oksidaz inhibitorlerinin (MAOI) duygudurum diizenleyici
etkisi, etkili bir antitliberkiiloz tedavisinin gelistirilmeye c¢alisilmasi sirasinda kesfedilmistir
(Crane 1957, Yiice 2012). Bu bilesikler ve trisiklik antidepresanlar (TCA) {izerine devam
eden arastirmalar, beyin ve duygudurum kimyas: iizerine erken teorilerin olugsmasma yol
acmustir. 1950 ve 1960’°lardaki bu kesifler antidepresan ilag tedavisi ve depresyon sikayeti
bulunan hastalar i¢in yeni ve daha iyi tedavilerin gelistirilmesine olan ilgiyi artirmigtir
(Ferguson 2001, Yiice 2012). Segici serotonin gerialim inhibitorlerinin (SSRI) bulunusuna

kadar gecen siirede diger tiim psikotrop tedaviler iyi gozlemlemeler sonucu rastlantisal olarak
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bulunmugtur. SSRI smifi ilaglarn ortaya ¢ikisi sonrasi depresyon tedavisinin sekli dnemli
Olgtide degismistir. SSRI’lar hizli bir sekilde daha eski olan trisiklik antidepresanlarin yerini
alip depresyon tedavisinde ilk swrada kullanilan ilag smifi olmustur. SSRI smifi ilaglar,
TCA’larin da ortak 6zelligi olan serotoninin (5-HT) noronal geri alim pompasinin inhibisyonu
icin gelistirilmistir. Ancak bu smiftaki ilaglar, TCA’larin etkiledigi diger ¢esitli
nororeseptorler (histamin, asetilkolin ve adrenerjik reseptor vb.) lizerinde etkili degillerdir.
SSRI’larin  gelistirilmesinin  asil nedeni, diger bdlgelerle baglanma ve etkilesimi
engellemektir; bu dogrultuda SSRI sinifi ilaglar ile TCA’larm farmakolojik benzerlik ve
farkliliklar1 daha 1yi anlasilabilir (Vaswani et al. 2003, Yiice 2012).

1983 yilinda fluvoksaminin Ingiltere’de bulunmasindan sonra 1988 yilinda fluoksetin
ABD’de bulunmustur ve yaygm bir kullanima sahip olmustur (Hiemke 2000, Ferguson 2001,
Yiice 2012). Bunu paroksetin, sitalopram ve sertralin takip etmistir (Preskorn 1996, Yiice
2012). Giliniimiizde depresyon tedavisi ve diger duygudurum bozukluklarmin tedavisinde
kullanilmak amaciyla 6 SSRI (fluvoksamin, fluoksetin, paroksetin, sertralin, sitalopram,

essitalopram) piyasada bulunmaktadir.

1.5.2 Antidepresan Ilaclarin Siiflandirilmasi

Antidepresan ilaglar, enzim ya da reseptor inhibitorleri ve geri alim engelleyicileri olarak
etkilerini gosterirler. Cizelge 1.3'te Tirkiye'de bulunan antidepresan ilaglar yer almaktadir

(Orsel 2004).

Geri alim inhibitorleri ve ikili etki gosteren (serotonin-noradrenalin) antidepresan ilaglar, TCA
ve MAOUI’lerine gore daha iyi yan etki profiline sahiptir. SSRI’lar antidepresan etkinlikleri
acisindan farklilik gostermezken metabolizma, yari-Omiir, yasa bagli metabolik degisiklikler ve
sitokrom enzimleri (CYP) agisindan farmakokinetik degisiklikler gostermektedir. Bu gruptaki
ilaclar, kardiyak ileti iizerine etkilerinin olmamasi, antikolinerjik etkilerinin ¢ok az olmasi ve
yan etki acisindan daha kolay tolere edilebilmeleri nedeniyle daha ¢ok tercih edilmektedir
(Feighner and Cohn 1985, Fredericson et al. 1985, Reynolds 2000, Yiice 2012). Ikili
serotonerjik ve noradrenerjik geri alim inhibitorleri (SNRI) olarak adlandirilan diger smif ise,
benzer klinik etki profili olan TCA’lardan farkli olarak diger reseptor sistemlerini
etkilememektedir. Dolayisiyla yan etkileri daha azdir. Bu smifta venlafaksin, milnasipran ve
duloksetin yer almaktadir (Orsel 2004).
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Cizelge 1.3 Antidepresan ilaglarin siniflandiriimasi (Orsel 2004).

Simif fla¢c Ornekleri
Monoamin Oksidaz Inhibitorleri (MAOI) Moklobemid, Fenelzin

N . Opipramol, Klomipramin,
Trisiklik Antidepresanlar (TCA) _ S
Imipramin, Amitriptilin
Sertralin, Fluoksetin,
Segici Serotonin Gerialim Inhibitdrleri (SSRI) Paroksetin,Fluvoksamin,
Sitalopram, Essitalopram
02 Adrenoreseptor Antagonistleri (Noradrenerjik ve ) ) ) )
e . ) Mianserin, Mirtazapin
Spesifik Serotonerjik Antidepresanlar (NaSSA))

. Venlafaksin, Milnasipran,
Serotonerjik ve Noradrenalin Gerialim Inhibitorleri (SNRI)

Duloksetin
Segici Noradrenerjik Gerialim Inhibitérleri (NRI) Reboksetin, Maprotilin
Noradrenalin ve Dopamin Gerialim Inhibitdrleri (NDRI) Bupropion

vy Nefazodon, Trazodon,
Serotonerjik ilaglar _ _ _
Tianeptin, Gepiron

1.6 ANTIDEPRESAN ILACLARIN ANALIZLERI

Biyolojik, gida ve ¢evre drneklerindeki antidepresanlar ¢esitli analitik yontemler ile kalitatif
ve kantitatif olarak analiz edilmektedir. Biyolojik Orneklerde antidepresan ilaglarin
belirlenmesi i¢in analitik yontemler sadece klinik toksikoloji alanini1 degil ayni zamanda

genellikle zehirlenme vakalarindaki adli sorusturmalar1 da ilgilendirmektedir.

1.6.1 Ornek Hazirlama Yontemleri

Kimyasal analizi yapilacak plazma, serum, idrar gibi biyolojik numuneler, genellikle aranan
madde disinda bir¢ok bilesenin yer aldigi karisik bir matriks igerirler. Bu nedenle 6rnek
hazirlama; 6zellikle yiiksek basingh sivi kromatografi (HPLC), gaz kromatografi (GC), gaz
kromatografi-kiitle spektrofotometresi (GC-MS) gibi cihazlar yardimiyla yapilan analizler
oncesinde uygulanmas1 gereken cok Onemli bir basamaktir. Ornek hazirlama islemi,
orneklerin istenmeyen bilesenlerden temizlenmesi ve yogunlastirilmast amaciyla

yapilmaktadrr. Temizleme islemi ile matriksten analizin yanlis sonuglanmasina neden
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olabilecek, aranan maddenin tespit edilmesini engelleyebilecek veya analiz cihazlarmnin
kirlenmesine neden olabilecek kirliliklerin uzaklastirilmasi saglanmaktadir (Stevenson 2000,

Zief 2005, Yavuz ve Aksoy 2006).

Biyolojik numunelerdeki antidepresan ilaglarin analizinde en Onemli basamak O6rnek
hazirlama basamagidir. Bu amagla, genellikle, sivi-sivi ekstraksiyon (LLE) (Farag et al.
2013), manyetik karistirma ¢ubugu ile ekstraksiyon (SBSE) (Chaves et al. 2007), kat1 faz
ekstraksiyon (SPE) (Papoutsis et al. 2012), kat1 faz mikroekstraksiyon (SPME) (Chaves et al.
2009), dispersif sivi-sivi mikroekstraksiyon (DLLME) (Shamsipur et al. 2014) gibi ¢cok sayida
ornek hazirlama teknikleri uygulanmaktadir. Giiniimiizde en etkili Ornek hazirlama
yontemlerinden biri olan SPE, 6zellikle ila¢ ve diger farmasotik maddelerin analizinde

kullanilan yontemlerin baginda gelmektedir (Hennion 1999, Stevenson 2000, Liljegren 2005).

1.6.1.1 Sivi-Sivi Ekstraksiyon Yontemi

Bir stvinin ayrrma hunisi kullanilarak organik bir ¢oziicii ile calkalanmasi esasina dayanan
ekstraksiyon yontemidir. Bu yontemde fazla ¢oziicli ve zaman harcanmasi, maliyetli olmasi,
suda yiiksek ¢oziiniirliige sahip polar maddelerin analizlerinin diisiik verimle yapilmasindan
dolay1 daha pratik, ekonomik, segici ve hassas yontemler gelistirilmeye baslanmistir (Yavuz

ve Aksoy 2006).

1.6.1.2 Kati-Faz Ekstraksiyon Yontemi

Geleneksel sivi-sivi ekstraksiyon uygulamalarinin fazla miktarda ¢6ziicii harcanmasi, ¢ok zaman
almasi ve yiiksek maliyetli olmas1 gibi dezavantajlar1 vardir. Ayrica bu yontemler, gerekli safliga
sahip olmayan ekstraktlar elde edilmesi, ¢oziiciilerin yeterince uzaklastirilamamasi ve duyarl
kantitatif sonuclar elde edilememesi gibi istenmeyen durumlara da neden olabilmektedir. Bu
nedenlerden dolay1 bu metoda alternatif olarak 1970°1i yillarin ortalarinda yeni bir teknik olan kat1
faz ekstraksiyonu (SPE) metodu kullanilmaya baglanmistir. SPE yontemi, temel olarak kiigiik, tek
kullanimlik =~ ekstraksiyon kolon veya disklerine g¢esitli tutucu maddelerin (adsorbanlar)
doldurulmas1 ve sivi Orneklerini istenmeyen bilesenlerden ayirma (temizleme), deristirme ve
ileriki analiz asamalar1 i¢in 6rnek matriks yapisinin degistirilmesi amaglariyla hazirlanmig olan

kolon ve disklerden gecirilmesi esasina dayanmaktadir (Hennion 1999, Zief 2005).
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1.6.1.3 Manyetik Kati-Faz Ekstraksiyon Yontemi (MSPE)

Son yillarda, nispeten SPE’ nin yeni bir tiirli olan manyetik kat1 faz ekstraksiyonu (MSPE) farkli
orneklerden ¢esitli inorganik ve organik bilesiklerin ekstraksiyon ve zenginlestirilmesinde klasik
metotlara alternatif olarak kullanilmaktadir (Safarikova et al. 1999). Ayrica, bu yontem giiclii bir
dis manyetik alan kullanilarak ytliksek hacimli 6rneklerde klasik ekstraksiyon tekniklerine nazaran
ilave santriflijleme ya da siizme islemi olmaksizin hizli bir ekstraksiyon ve kolay aymrma gibi
onemli avantajlar saglar. Simdiye kadar, bu teknik, biyolojik, gida ve ¢evre drneklerinde PAH,
pestisit, asidik ve bazik ilaglar, mantar ilaglari ve metal iyonlarinin analizi i¢in kullanilmistir

(Song et al. 2007, Zhang et al. 2010, Wu et al. 2011, Wierucka and Biziuk 2014).

1.6.2 Kromatografik Analiz Yontemleri

Biyolojik orneklerde antidepresan ve metabolitlerinin belirlenmesi i¢in literatiirde bir¢ok
calisma yapildig1 goriilmektedir. Literatlirde yer alan bu ¢alismalara gore yliksek performans
stv1 kromatografisi (HPLC) (Chaves et al. 2007, Mercolini et al. 2010, Shamsipur et al. 2014),
kapiler elektroforez (CE) (Catai et al. 2009), gaz kromatografisi-kiitle spektroskopisi (GC-
MS) (Papoultsis et al. 2012, Farag et al. 2013) ve s1vi kromatografisi-kiitle spektroskopisi (LC-
MS) (Halvorsen et al. 2003, Juan et al. 2005) gibi ¢esitli analiz yontemleri antidepresanlarin
analizleri i¢cin kullanilmaktadir. Antidepresanlarin biyolojik 6rneklerden ekstraksiyonunun
ardindan kromatografik analiz basamaginda en yaygin kullanilan yontem ultraviyole (UV),
kiitle spektrometre (MS), elektrokimyasal (ECD), kemiliiminesans veya floresans (FL)
dedektorler ile birlestirilen sivi kromatografisi (LC) yontemidir (Saka ve Sahin 2013).

1.7 YUKSEK PERFORMANS SIVI KROMATOGRAFISi (HPLC)

Yiiksek performans sivi kromatografisi (HPLC) yontemi, s1vi kromatografisi (LC) yonteminin
0zel bir uygulamasi olup bir sivida ¢oziinmiis bilesenlerin bir kolon igerisinde bulunan
genellikle kat1 bir destek {lizerindeki sabit faz ile etkilesime girmesi ve kolon i¢inde degisik
hizlarla hareket etmeleri sonucu bilesenlerin farkli zamanlarda kolonu terk ederek
birbirlerinden ayrilmasi temeline dayanir. HPLC, giinlimiizde genis bir kullanim alanina sahip
olup kimya, biyokimya, biyoteknoloji, farmakoloji, tip, bitki kimyasi, tarim ve kimya
mithendisligini iceren alanlarda aywrma ve analiz i¢in vazgecilmez bir kromatografik

yontemdir. Ayrica bu yontem aminoasitler, proteinler, niikleik asitler, karbohidratlar, ilaclar
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ve pestisit gibi ¢ok farkli gruptaki molekiillerin analizinde kullanilan baslica kromatografik
yontem olmustur. HPLC, yaklasik olarak 30 yillik bir teknik olmasma ragmen, kisa bir

gelecekte bu teknigin yerini alabilecek cok az sayida rakip teknoloji bulunmaktadir.

Standart HPLC donanimi temel olarak 4 bilesenden olusmaktadir. Bu bilesenler sirasiyla
pompa, enjektor, kolon (sabit faz) ve dedektordiir. HPLC donaniminda temel bir bilesen olan
pompa, hareketli fazi1 olusturan ¢oziicii karisimlarinin kolon ve dedektor igerisinden belirli, sabit
veya degisken bir hizda, belirli basing altinda ge¢mesini saglamaktadir (Skoog et al. 1997).
Enjektorler ise numunenin kolon oOncesinde hareketli faza enjekte edilmesi icin
kullanilmaktadir. HPLC yonteminde Olgmenin kesinligini belirleyen faktor, enjeksiyonun
tekrarlanabilirligidir. Numune enjeksiyonu yiliksek basingta yapilmaktadir. Enjekte edilen
numune, yiiksek basingta hareketli faza karigmakta ve hareketli fazda ¢oziinmiis halde kolona
ulagmaktadir (Giindiiz 2005). HPLC donaniminin dort temel yapi1 tasindan birisi olan kolon,
karmagik orneklerde bilesenlerin birbirlerinden iyi ¢oziiniirliikle ayrimindan sorumlu sabit
fazdir. Kolonlar paslanmaz celikten, teflon veya camdan yapilmaktadir (Skoog et al. 1997).
Modern sivi kromatografi sistemlerinin gelismesindeki en biiyiik paylardan birisi de, kolonu
terk eden hareketli fazin silirekli olarak taranmasina izin veren akigli-kiivetlere sahip
dedektdrler olmustur. Ozellikle HPLC sistemlerinde olmak iizere kromatografi sistemlerinde
kullanilan dedektorler, stirekli akis kosullar1 altinda kullanilirlar ve dedektor ile belirlenecek
olan analitler, her zaman eliisyon sivis1 igerisinde ¢oziiniirler. Eliisyon sivisindaki belirlenecek

olan analitin dedektorde bulunan ger¢ek miktari ise nanogram diizeyindedir (Tuncer 2008).

1.7.1 HPLC’ nin Avantaj ve Dezavantajlar

HPLC, biitlin ayrma teknikleri arasinda en yaygin kullanilan kromatografik yontemdir. Bu
teknigin yaygin olarak kullanilmasini saglayan avantajlar ise hizli olmasi, yiiksek ¢oziiniirlitk
saglamasi, yliksek duyarlilik (femtogram-nanogram diizeyinde) ve tekrarlanabilirligi (+%1),
paslanmaz celik kolonlarin uzun siire tekrar tekrar kullanilabilmesi, dogrulugu, yiiksek oranda
geri-kazanim saglamasi, kantitatif tayinlere kolaylikla uygulanabilir olmasi, ugucu olmayan
tiirlerin ve 1s1ya dayanikli olmayan tiirlerin ayrilmasina uygun olmasidir (Skoog et al. 1997,

Tuncer 2008).
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HPLC tekniginin sunmus oldugu biitiin bu avantajlara ragmen, bu teknigin yaygin olarak
kullanilmasimni smirlayan bazi faktorler de bulunmaktadir. Bu faktorler; HPLC sisteminin
maliyetli olmasi, bazi bilesikler i¢cin duyarliligin diisilk olmasi, sistemin kompleks olmasi,
bazi durumlarda seri analizin zor olmasi, kolon materyaline geri-doniisiimsiiz olarak
adsorplanan bilesiklerin  belirlenememesi ve eliisyonlar1 birlikte olan Dbilesiklerin

belirlenmesindeki zorluklar seklinde agiklanabilir (Tuncer 2008).

1.8 CALISMANIN AMACI VE ONEMI

Yapmis oldugumuz bu calismanin amaci, Fe3Os iceren manyetik nanokompozitlerin
hazirlanmas1 ve bu malzemelerin biyolojik, gida ve g¢evre Orneklerindeki c¢esitli organik

maddelerin analizlerinde adsorbent olarak kullanilmasidir.

Amerika Birlesik Devletleri Cevre Koruma Orgiitii (US EPA); kimyasallarin veya kimyasal
proseslerin cevreye olumsuz etkilerini azaltmak veya ortadan kaldrmak amaciyla yapilan
calismalar1 “yesil kimya” (Green Chemistry) olarak nitelendirmekte ve bu tiir caligmalar1
desteklemektedir. Son yillarda, yeni kimyasallarin dizayni, tiretimi, kullanimi ve kullanim
sonrasi ¢ikabilecek olumsuzluklar1 bertaraf eden veya azaltan yeni teknolojilerin gelistirilmesi
icin farkli disiplinlerin bir araya geldigi ¢alismalar yapilmakta ve bu c¢alismalarin 6nemi her
gecen giin artmaktadir. Yesil kimyanim en yogun calistig1 alanlardan birisi de asir1 ve gereksiz
olan ugucu, yanici ve toksik ¢oziiciiler veya ayirici yardimci kimyasallarin kullanimindan
kacmarak, ¢evre ve insan saghigi agisindan daha az zararsiz olanlarin tercih edilmesidir.
Ozellikle malzeme bilimi ile kimyanim ortak ¢alismalar1 sonucunda nanoteknoloji alanindaki
ilerlemeler, ¢esitli ortamlardan madde izolasyonunda kullanilan asir1 ve zararli organik
¢oziiciilerin yerine yeni nano yapili adsorbentlerin tiretilmelerine ve kullanilmalarima imkan

saglamustir.

Bu caligmada hazirlanan manyetik nano malzemeler, serum ve idrar gibi biyolojik
orneklerden c¢esitli organik maddelerin ekstraksiyon islemlerinde fazladan ¢oziicli kullanimina
gerek kalmadan, kolay, hassas ve hizli bir ayrim yapilabilmesine imkan vermektedir. Bu tez
caligmasinda uygulanan analitik metot; ekonomik olmasi, ekstraksiyon kisminda higbir toksik
organik ¢oziicli kullanilmamasi1 ve bu sebeple ¢evre ve insan saghigmmin korunmasina katki

saglamasindan dolay1 6nem tagimaktadir.
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BOLUM 2
DENEYSEL CALISMALAR
2.1 KULLANILAN MADDE VE MALZEMELER

Bu ¢alismada kullanilan kimyasal maddeler analitik saflikta olup Sigma- Aldrich ve Merck
firmalarindan temin edilmistir. Florisil (MgSiO3 60-100 mesh), > % 99.99 saflikta amonyum
hidroksit ¢ozeltisi (NH4OH), FeCl3.6H,0 (> % 98), FeCl,.4H,0 (> % 99) ve LC analizlerinde
kullanilan > % 99,9 saflikta asetonitril Sigma- Aldrich firmasindan, hidroklorik asit (HCI, %
37) ve etil alkol (EtOH, > % 99,5) Merck firmasindan satin alinmistir. Ayrica, bu caligmada
Tirkiye’ de ticari olarak temin edilebilen bes farmasotik ilag (Lustral, Prozac, Efexor,
Losiram ve Paxil) analiz edilmistir. Lustral (50 mg tablet, son kullanma tarihi 09/2018) ve
Efexor (37.5 mg kapsiil, son kullanma tarihi 04/2016) Pfizer firmasindan, Paxil (20 mg tablet,
son kullanma tarihi 08/2016) Glaxo Smith Kline firmasindan, Prozac (20 mg kapsiil, son
kullanma tarihi 08/2016) Lilly firmasindan ve Losiram (10 mg tablet, son kullanma tarihi
10/2014) Bilim firmasindan temin edilmis olup s6z konusu ilaglarin igerdikleri etken

maddelerin kimyasal yapilar1 ve 6zellikleri asagida belirtilmistir.

Fluoksetin

Fenilpropilamin tiirevi olan fluoksetin (Sekil 2.1) piyasaya ilk ¢ikan se¢ici serotonin gerialim
inhibitoridiir. Merkezi néronlarda serotonin geri alimini inhibe ederek antidepresan etkinlik
gosterdigi diigiiniilmektedir. Fluoksetin, se¢ici olarak bu maddenin geri alimini1 engeller; fakat
noradrenalin ve dopamin geri alimini etkilemez. Piyasada PROZAC® (fluoksetin hidrokloriir)
markastyla bulunmaktadir.

0]

epo

FsC

Sekil 2.1 Fluoksetinin molekiiler yapisi.
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Sertralin

Naftilamin tiirevi olan sertralin (Sekil 2.2) serotonin (5-HT) geri alimi bakimindan ikinci en
kuvvetli inhibitordir. Ayrica noradrenalin geri alimi bakimmdan ikinci en selektif 5-HT
blokoridiir (Vaswani et al. 2003). Piyasada ZOLOFT® ve LUSTRAL® (sertralin

hidrokloriir) markalartyla bulunmaktadir.

/CH3

HN

Cl

Cl

Sekil 2.2 Sertralinin molekiiler yapisi.

Paroksetin

Paroksetin (Sekil 2.3); fluoksetin, fluvoksamin ve sertralinden daha secici bir serotonin
gerialim inhibitoridir. Yapica fluoksetine benzemektedir. Diger SSRI’ lardan farkli olarak
yiikksek dozlarda norepinefrin geri alimini inhibe eder. Piyasada PAXIL® (paroksetin

hidrokloriir) markasiyla bulunmaktadir.

Sekil 2.3 Paroksetinin molekiiler yapisi.
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Essitalopram

Sitalopramin S-enantiomeri olan essitaloprami (Sekil 2.4) major depresyon tedavisinde etkili
oldugu birgok klinik ¢aligma ile kanitlanmistir. Deneysel ve klinik ¢aligmalarin sonuglari
essitalopramin sitaloprama esdeger dozlarda ondan daha giiclii antidepresan etki gosterdigine
isaret etmektedir (Auquier et al. 2003, Lepola et al. 2003, Sanchez et al. 2004, Uzbay 2007).
Piyasada LOSIRAM® ve CIPRALEX® (essitalopram oksalat) markastyla bulunmaktadir.

F

Sekil 2.4 Essitalopramin molekiiler yapisi.

Venlafaksin

Feniletilamin tiirevi olan venlafaksin (Sekil 2.5), ¢ift etkili bir serotonin ve noradrenalin geri
alim inhibitorii (SNRI)’diir. Merkezi sinir sistemindeki sinapslarda selektif olarak hem
serotonin hem de noradrenalin gerialimimi bloke ederek serotonerjik ve noradrenerjik asirimi
artirmak suretiyle antidepresan etki olusturur (Schatzberg et al. 2003, Uzbay 2007).
Karacigerde sitokrom enzimleri ile metabolize olurlar. Piyasada EFEXOR® (venlafaksin

hidrokloriir) markasiyla bulunmaktadir.

OH

Sekil 2.5 Venlafaksinin molekiiler yapisi.
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Ornek hazirlama asamasinda santrifiij islemi icin Niive FN 200 santrifiij cihazi, deneysel
islemler sirasinda Hamilton mikro enjektdr (100puL), Axygen Fully Autoclavable mikro pipet
(100-1000uL), Millipore Direct-Q3 UV su aritma sistemi ile damitilan saf su ve ¢esitli teknik
cam malzemeler kullanilmistir. Yikanan cam malzemeler Niive FN 500 etiivde kurutulustur.
LC-UV cihazi ile yapilan kromatografik analizlerde ¢oziiciilerin i¢indeki hava kabarciklarmi
gidermek i¢in zaman ayarli Transsonic 660/H ultrasonik banyo kullanilmistir. Ekstraksiyon
islemlerinde Velp Scientifica vorteks cihazi, kat1 fazi sivi fazdan ayirmak i¢in neodium
miknatis (Ne-Fe-B), sulu ¢6zeltilerin pH’larinin ayarlanmasinda Crison GLP22 cam elektrotlu
pH metre, tartim iglemlerinde 0,0001 duyarlilikta Kern Abs analitik terazi ve antidepresan

ilaclarin kromatografik analizinde Thermo Finnigan HPLC sistemi kullanilmistir.

2.2 ORNEKLERIN TOPLANMASI

Serum ve idrar Ornekleri, bu caligmadaki ilaglar1 kullanan ve hi¢ kullanmamis kisilerden
almmugtir. Alian serum ve idrar numuneleri analiz edilinceye kadar -20 °C’ de saklanmistr.
Numuneler oda sicakliginda 10 dakika boyunca 3000 rpm' de santrifiij edilmis ve slipernatan

kisim ekstraksiyondan 6nce ultra damitilmis su ile ii¢ kez seyreltildikten sonra siiziilmiistiir.

2.3 STANDART COZELTILERIN HAZIRLANMASI

Bu ¢aligmada kullanilan sertralin (0.5 mg/mL), venlafaksin (0.375 mg/mL), paroksetin (0.2
mg/mL), essitalopram (0.10 mg/mL) ve fluoksetin (0.2 mg/mL) uygun miktarda suda
coziilerek primer standart stok ¢ozeltileri hazirlanmis olup tiim stok ¢ozeltiler analizlerden
once 0.25 um polipropilen filtre kagidindan siiziilmiistiir. Standart ¢ozeltilerin seyreltilmesi
icin ultra saf su kullanilmistir. Hazirlanan tiim standart ¢ozeltiler -4 °C’ de buzdolabinda

saklanmustir.

2.4 Fe304-M@SiOs MANYETIK NANOKOMPOZITININ HAZIRLANMASI

Fes0,4-MgSiO; manyetik nanokompoziti MgSiOs varliginda bazik ortamda Fe*? ve Fe*? iin
kimyasal olarak birlikte ¢oktiiriilmesi ile sentezlenmistir. Fe™ ve Fe™ iin molar oranlari 1:2
olarak almmugtir. Manyetik nanokompozit azot gazi altinda 50 °C’ de 2.54 g FeCl, ve 3.25 g
FeCls iceren 100 mL ¢ozeltiye 0.5 g MgSiOs siispanse edilmesi ile hazirlanmistir. Cozelti 10 dk
boyunca ultrasonik banyoda (200 W, 40 kHz) tutulduktan sonra demir oksitleri ¢oktiirmek i¢in
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10 mL 8M NH4OH sulu ¢ozeltisi damla damla ilave edilmistir. Cozeltinin renginin turuncudan
siyaha doniistiigii gozlenmistir. Son Karisimin pH’st 11 olarak ayarlanmustir. Nanopartikiil
kristallerinin tamamen olugmasini saglamak i¢in reaksiyon sabit mekanik karistirma altinda 30
dakika boyunca 60°C’ de gerceklestirilmistir. Sistem oda sicakliginda sogutulduktan sonra
coken madde giiclii bir miknatis yardimiyla manyetik alanda ayrilmis ve siipernatan kismi
dekantasyon yontemi ile ¢okelekten uzaklastirilmistir. Fe304-MgSiO3; nanokompoziti igindeki
yabanci maddeler (reaksiyona girmeyen kimyasallar ve amonyak gibi) ultra saf su ile yikanarak
uzaklastirilmis ve ¢okelek miuknatis yardimiyla izole edilmistir. Elde edilen Fe3O4-MgSiO3
nanokompoziti 10 mL saf etil alkol ile ii¢ kez yikanmistir. Daha sonra, elde edilen {iriin, vakum

altinda kurutularak yaklasik 5 g Fe304,-MgSiO3 elde edilmistir.

2.5 KROMATOGRAFIK ANALIZ

Antidepresan ilaglarin kromatografik analizleri UV dedektorlii yiiksek performans sivi
kromatografisi (HPLC-UV) ile yapilmistir. Yaptigimiz ¢alismada kullanilan HPLC-UV

sistemi ile ilgili 6zellikler ve analiz kosullar1 Cizelge 2.1’de verilmistir.

Cizelge 2.1 HPLC sistemi ile ilgili 6zellikler ve analiz kosullar1.

Sistem Parametreleri

Sistem Model ve Ozellikleri

Pompa sistemi
Enjeksiyon sistemi
Degazor

Dedektor

Kontrol sistemi
Yazilim

Kolon

Hareketli faz

Akis hizi

Basimg

Sicaklik
Enjeksiyon miktar1

Dalga boyu

Thermo Finnigan P1000

Thermo Finnigan AS 3000 Autosampler
Thermo Finnigan SCM 1000

Thermo Finnigan UV1000

Thermo Finnigan SN 4000

ChromQuest

Phenomenex Max-RP, 250x4,6 mm, 4um
Asetonitril ve Su

1 mL/dk

1500-3000 psi

Ortam sicaklig1

20 uL

222 nm
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2.5.1 Kromatografik Analiz Sartlan

Hareketli faz1 olusturan ¢oziicii bilesimi, analiz siiresince ¢oziicli bilesiminin kademeli degigimi,
dalga boyu ve akis hizi gibi parametreler ile ilgili deneysel ¢aligmalar yapilmis ve en uygun
kromatografik analiz sartlar1 belirlenmistir. Bu ¢alismalarda antidepresan stok ¢ozeltilerinden
seyreltmeyle hazirlanan karisim (20 pg/mL) kullanilmig ve karigimi olusturan antidepresanlarin
en iyi sekilde birbirlerinden ayrilmalar1 ve hassasiyetin artirilmasi hedeflenmistir. Yapilan LC-
UV analizleri sonucu en uygun dalga boyunun 222 nm oldugu belirlenmis olup tiim c¢alisma
boyunca ayni dalga boyu kullanilmistir. Belirlenen analiz sartlarinda, antidepresan karigiminin
(20 pg/mL) analizinden elde edilen LC-UV kromatogrami Sekil 2.6’da verilmistir. Belirlenen

hareketli faz bilesiminin zamanla degisimi ve akis hizlar1 Cizelge 2.2°de gosterilmistir.

&0 1 E]
704 EFD
a0 4 2 2aln]
S04 ES0

= 4 =

[ 5 2
an =)
30 E30
203 3 L2000

E
0 4 E10
2 3 é & 10 12 13 g -] i@ 20 22 24
Mirss

Sekil 2.6 Antidepresan karigiminin (20 png/mL) analizinden elde edilen LC-UV kromatogramu.
(2).Venlafaksin, (2).Essitalopram, (3).Paroksetin, (4).Sertralin, (5).Fluoksetin.

Cizelge 2.2 Hareketli faz bilesiminin zamanla kademeli degisimi.

Z?C’I‘;‘;‘” Ase(t(%‘)'t”' (pH: 5: 40 mrr(li(iljl)L NH,H,POy) ‘?rl;‘f_ /'(’j‘lg
0 45 55 1
10 45 55 1
20 100 0 1
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2.6 KROMATOGRAFIK SISTEMIN

Antidepresan kalibrasyon karisimmdan

cozeltilerin LC-UV ile analizleri yapilmistir. Analiz sonuglarindan, her bir bilesige ait pik alani
degerleri konsantrasyonlara karsi grafige gecirilerek kalibrasyon grafikleri hazirlanmugtir.
Kalibrasyon grafikleri her bir madde i¢in ayr1 ayr1 hazirlanmistir. Hazirlanan kalibrasyon grafikleri
Sekil 2.7°de verilmistir. Yapilan kalibrasyon islemlerine ait denklemler ve belirleme katsayilari (R?)
Cizelge 2.3’te verilmistir. Bununla birlikte, her bir madde i¢in sinyal/giirtiltii (S/N) oram 3 almmus
ve antidepresanlarm algillama limitleri (LOD) hesaplanmistir. LOD degerlerinin hesaplanmasinda,
konsantrasyonu 100 ng/mL olan standart antidepresan ¢Ozeltisinin analizinden elde edilen
sinyal/giiriiltii oranlar1 kullanilmstir. Ornegin, standart antidepresan ¢ozeltisinin (100 ng/mL)
analizinden, venlafaksin i¢in S/N oram 152 olarak bulunmustur. Venlafaksin icin LOD degeri,
venlafaksin konsantrasyonunun 3 ile ¢arpilip S/N degerine bolinmesiyle hesaplanmustir (100 ng/mL
x 3/152=1,97 ng/mL). Antidepresanlar i¢in hesaplanan LOD degerleri Cizelge 2.3’te verilmistir.

KALIBRASYONU

seyreltmeyle hazirlanan degisik konsantrasyonlardaki

600000
400000
200000

Pik Alani

y:

Venlafaksin Essitalopram

3000000 1000000
z y =2108,4x + 10118 = y = 828,22x + 3372,6
< 2000000 R?=0,9994 s R?=0,9993
~ ~ 500000
& 1000000 &

0 1 O T T
0 200 400 600 800 1000 1200 0 200 400 600 800 1000 1200
Konsantrasyon (ng/mL) Konsantrasyon (ng/mL)
; Sertralin

1500000 Paroksetin 6000000
£ y=1051,8x +3525,4 = y = 3873,5x + 22683
< 1000000 R?=0,9986 S 4000000 R2=0,9991
-
— <
& 500000 & 2000000

0 . 0
0 200 400 600 800 1000 1200 0 200 400 600 800 1000 1200
Konsantrasyon (ng/mL) Konsantrasyon (ng/mL)
Fluoksetin
800000

585,66x + 568,86
R*=0,9994

0

0

200 400 600 800 1000 1200
Konsantrasyon (ng/mL)

Sekil 2.7 Antidepresanlarin kromatografik analizleri.
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Cizelge 2.3 Kalibrasyon islemlerine ait denklemler, R? ve LOD degerleri (y: pik alani, x:

konsantrasyon).

Antidepresanlar ~ Lineer Aralik  Kalibrasyon Denklemi R? LOD
(ng/mL) (ng/mL)

Venlafaksin 10-1000 y =2108,4x + 10118 0.9994 1.97

Essitalopram 10-1000 y =828,22x +3372,6  0.9993 283

Paroksetin 10-1000 y =1051,8x + 35254  0.9986 5.17

Sertralin 10-1000 y = 3873,5x + 22683 0.9991 1.83

Fluoksetin 10-1000 y =585,66x + 568,86  ().9994 1.73

2.7 KROMATOGRAFIK SISTEMiIN TEKRARLANABILIRLIiGI

Kromatografik sistemin tekrarlanabilirliginin belirlenmesi amaciyla, her bir antidepresan 50

ng/mL konsantrasyonda giin i¢i ve giinler arasi analiz edilmistir. Analiz sonucunda elde

edilen pik alani degerleri kullanilarak kromatografik sistemin tekrarlanabilirligi % bagil

standart sapma (RSD) olarak hesaplanmistir. RSD degerlerinin hesaplanmasinda Esitlik 2.1

kullanilmistir. Antidepresan analizleri i¢cin kromatografik sistemin hesaplanan giin i¢i ve

giinler arasi tekrarlanabilirlik sonuglar1 Cizelge 2.4’ te verilmistir.

SD
RSD (%) ==~ 100

RSD = Bagil standart sapma (%)

SD = Standart sapma
X = Ortalama pik alanm
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Cizelge 2.4 Antidepresan analizleri i¢in kromatografik sistemin tekrarlanabilirligi.

Tekrarlanabilirlik

Antidepresanlar RSD (%)
Giin i¢i (n=5) Gtinler arasi1 (n=5)
Venlafaksin 3.79 4.17
Essitalopram 2.08 2.39
Paroksetin 3.32 2.41
Sertralin 4.90 2.23
Fluoksetin 2.97 2.40

(n: analiz sayis1)

Elde edilen sonuglara gore antidepresan analizleri i¢in giin i¢i tekrarlanabilirlik degerleri %
2.1 (Essitalopram) ile % 4.9 (Sertralin), giinler arasi tekrarlanabilirlik degerleri ise % 2.2

(Sertralin) ile % 4.2 (Venlafaksin) arasinda degisim gostermistir.

2.8 HAZIRLANAN MANYETIK NANOKOMPOZITIN KARAKTERIZASYONU

Sentezlenen Fe3O4 nanopartikiilii ve Fe304,-MgSiOz manyetik nanokompozitin FT-IR analizi
Perkin Elmer Spectrum 100 model FT-IR spektrometre cihazi; XRD 6l¢iimleri, Cu-Ko (60
mA, 40 kV) radyasyonunda c¢alisilan PANalytical Emperial X-i1sm1 difraktometresi ile
gergeklestirilmistir. S6z konusu maddelerin  SEM analizleri ise FEI Quanta 450
Environmental taramali elektron mikroskobu (yiiksek ¢oziiniirliikli FE-ESEM) kullanilarak
gergeklestirilmistir.

2.8.1 Fourier Transform infrared Spektroskopisi (FT-IR)

IR spektroskopisi, goriiniir bolge ile mikrodalga bdlgesi arasinda kalan enerjinin molekiiller
veya kimyasal gruplar tarafindan sogurulmasmin dl¢limiine dayanan bir yontemdir (Tarimc1
2002, Acar 2012). IR bolgesine karsilik gelen elektromanyetik 1sinin enerjisi, bilesiklerin
atomlar1 arasinda bag uzunluklarinin ve konumlarinin degismelerine (titresim) ve olasi
donmelere neden olmaktadir. IR bdlgesindeki 1sinin enerjisi ile bilesikteki baglarin titresim
veya donme hareketi yapabilmesi i¢in, bilesikteki baglarin dipol momentinde bir degigme
meydana gelmesi gerekmektedir. Diger bir deyisle, bilesiklerin infrared bolgesinde aktif

olabilmesi i¢in polar baglara sahip olmalar1 gerekir. Bilesigi olusturan atomlarn kiitlelerinin
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farkliligi, baglarin giici ve bilesigin geometrisi, baglarin polar olmasina yani dipol
momentinin farkli olmasma neden olan etkilerdir. IR bdlgesi; 0,80 um - 2,50 um— Yakin
infrared (IR) bolgesi; 2,50 um - 25 pm— Infrared (IR) bolgesi (Orta infrared (IR) bolgesi) ve
25 um - 1000 pm— Uzak infrared (IR) bolgesi olmak iizere ii¢c bolgeye ayrilir. Bu
bélgelerden, en ¢ok infrared bdlgesine (Orta infrared bolgesi) karsilik gelen 4000 cm™ ile 400
cm™ frekans (v, cm™) araligi bolgesi kullamilir. Uzak infrared bélgesi de koordinasyon

bilesikleri ile ilgili yapilarinin aydinlatilmasi igin kullanilir (Ers6z 2010).

Molekiildeki bag elektronlari, titresme ve donme enerji seviyelerinin enerji absorplayarak
uyarilmast sonucu molekiiler titresim hareketi yapar. Molekiiler titresim hareketi; gerilme

titresimi ve egilme titresimi olmak tizere iki tiirliidiir (Ers6z 2010).

1. Gerilme (stretching) titresimleri: Bir gerilme titresimi iki atom arasindaki uzaklhigin,
atomlarin bag ekseni boyunca siirekli olarak degismesiyle iliskilidir. Kendi i¢inde

asimetrik gerilme ve simetrik gerilme olmak tizere ikiye ayrilir.

2. Egilme (bending) titresimleri: Egilme titresimleri iki bag arasindaki a¢cmin degismesi
ile tamimlanir ve makaslama (scissoring), sallanma (rocking), burulma (twisting) ve

dalgalanma (wagging) olmak tizere dort tiptir.

2.8.2 X-151mm Kirnm Yontemi (XRD, X-Ray Diffraction)

Kristal malzemelerin karakterizasyonunda kullanilan yontemlerden biri X-1s1n1 kirmimi
yontemidir. Bu ydntem, malzemenin kristal yapida olup olmadigi, kristal yOnelimleri,
ortalama tanecik boyutlari, kristal kusurlar1 gibi 6zellikleri hakkinda bilgi verir. X-1smnlari
elektromanyetik diyagrammn 0.02 A ile 100 A (1 A= 10"° m) arasindaki dalga boyuna karsilik
gelir (Yalgin 2005, Acar 2012). X-1sin1 kirinimi, 6zet olarak bir kristal diizlemine gonderilen
X-1gmlarinin kristalin atom diizlemlerine ¢arparak yansimasi olayidir. Fakat buradaki yansima
15181n bir ayna diizleminden yansimasi olarak anlasilmamalidir. Kirmim olayinda gelen X-
isinlart  kristal yiizeyinin altindaki atom diizlemlerine ulasir, yani kirmim yiizeyde
gerceklesmez. Kirinima ugrayan X-iginlarinin ayni fazda olmasi durumunda difraksiyon
diyagrami olusur. Difraksiyon diyagrami elde edebilmek i¢in; X-isinlarinin atom
diizlemlerine ¢arpma acis1 (0), atom diizlemleri arasindaki uzaklik (d) ve gelen X-igilarinin

dalga boyu (A) arasinda belirli bir bagintinin bulunmasi gerekir. Bir X-1g5m1 demetinin
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birbirine paralel atom diizlemlerine (6) agis1 altinda ¢arpmasi durumunda kirinim meydana

gelir. X- wginlarinin kristal yapida kirmimmi Sekil 2.8 de gosterilmistir (Acar 2012).

Gelen 151n Sagilan 150

d

- Kristal katmani

Sekil 2.8 X-1gmnlarmin kristal yapida kirinimi (Erséz 2010).

Kristal yiizeyine 0 acgis1 ile gelen 151n demetinin girisim yapma sarti,
nA=2dSin6

esitligi ile gosterilir ve bu esitlik Bragg denklemi olarak bilinir (Ers6z 2010).

2.8.3 Taramal Elektron Mikroskobu (SEM)

Taramali elektron mikroskobu, kati Orneklerin mikro yapilarinin karakterizasyonu ve
analizlerinin yapilmasi amaci ile yaygmn olarak kullanilan elektron mikroskobudur (Acar
2012). SEM’ de goriintii, bir elektron demeti tarafindan yiizeyin taranmasi ile olusturulur.
Yontem, elektron demetindeki elektronlarin 6rnek ylizeyindeki atomlar ile yaptig1 fiziksel
etkilesimler sonucu ortaya ¢ikan sinyallerin goriintiiye doniistiiriilmesi temeline dayanir. Bu
sinyallerin kaynagi, ikincil elektronlar (secondary electrons), geri sac¢ilmis elektronlar
(backscattered electrons), Auger elektronlar1 ve X-1sinlar1 fotonlaridir. Yiiksek gerilim altinda
hizlandirilan elektron demetindeki elektronlarin 6rnek yilizeyindeki atomlar ile carpigmasi
esnek olabilecegi gibi esnek olmayan carpigsmalar da s6z konusudur. Esnek carpigsma
sonucunda, demetteki elektronlarin enerjileri 6nemli Glgiide degismezken, esnek olmayan
carpismada elektronlar enerjilerini kismen veya bazen tamamen 6rnege aktarabilirler. Esnek
olmayan ¢arpigsma sonucu Ornege ait karakteristik X-1sinlar1 ve Auger elektronlar ile birlikte,
ornek atomlarinin dig yoriingelerindeki elektronlarin firlatilmasiyla ikincil elektronlar olusur.
Ikincil elektronlar diisiik enerjilidirler (<50 eV) ve ornek yiizeyinin en fazla 10 nm

derinliginden gelebilirler. Diger yandan daha yiiksek enerjili geri sa¢ilmis elektronlar ikincil
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elektronlara gore 6rnek yiizeyinin daha derin bolgelerinden firlatilirlar ve bu elektronlardan
elde edilen goriintiiniin ¢oziiniirliigi diisiik olur. Bu nedenle geri sagilmis elektronlar yaklagik

2000 biiyiitmeye kadar olan yiizey analizlerinde kullanilirlar (Ers6z 2010).

SEM ile en kolay incelenebilecek ornekler elektriksel olarak iletken olanlardir. Yiizeyinde
biriken elektronlarin topraga akiginin hizli ve siirekli olmasi nedeniyle iletken 6rneklere ait
goriintiiler hatasizdir. Bu tiir 6rnekler, genellikle 1s1y1 da iyi iletirler ve analiz sirasinda 1s1l
olarak bozunma olasiliklar1 disiiktiir. Diger yandan polimerik malzemeler gibi ¢ogunlukla
iletken olmayan Ornekler analiz dncesinde mutlaka iletken bir metal film ile kaplanmalidir.

Kaplama tabakasmin kalmligi, 6rnegin detay kivrimlarimi kapatmayacak kadar ince olmalidir

(Ersoz 2010).

2.9 ORNEKLERIN EKSTRAKSIYON ISLEMI

Antidepresanlarin ekstraksiyon isleminde manyetik kati1 faz ekstraksiyon (MSPE) teknigi
kullanilmistir. Manyetik kat1 faz ekstraksiyon islemi Sekil 2.9°da gdsterilmistir. i1k olarak,
5’er mL (her bir ila¢ 100 ng/mL) antidepresan ilag iceren sulu ¢ézelti 10 mL’lik cam test
tiptine alimmis ve bu tiplere 12.5 mg Fe304-MgSiO; nanokompoziti eklenmistir. 1M
Na;HPO,’lin damla damla ilave edilmesiyle sulu fazin pH degeri 7.4' e ayarlanmistir. Karisim
oda sicaklhiginda 2 dk. siireyle vortekste karistirilmistir. Daha sonra, Fe304,-MgSiO3 adsorbenti
giiclii bir miknatis yardimiyla soliisyondan izole edilmistir. Supernatan kisim atilarak 1.3 mL
hafif asidik metanol (pH: 4.5) igeren ¢ozelti eliient olarak ilave edilmis ve eliisyon 2 dk
boyunca vortekste karistirilmasiyla tamamlanmistir. Son olarak Fe3zO4-M@SiO3 miknatis
yardimiyla tekrar ¢oktiiriilmiis ve desorpsiyon ¢ozeltisi 2 mL’lik mikro santrifiij tiipiine
almmistir. Ardindan 20 pL’lik kismin kromatografik analizi igin LC sistemine enjekte

edilmistir.
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Sekil 2.9 Biyolojik drneklerden antidepresanlarin ekstraksiyonu.

2.10 KEMOMETRIK OPTIMIiZASYON YAKLASIMI

Gilinitimiizde bilgisayar, istatistik, yazilim ve uygulamali matematik alanlarindaki gelismeler
Ozellikle analitik kimyada olmak iizere kimya alaninda kompleks sistemlerin ¢éziimii igin
kemometri olarak adlandirilan yeni bir disiplinin dogusuna neden olmustur. Kemometri
kavrami, 1972 yilinda Svante Wold ve Bruce R. Kowalski tarafindan ileri siiriilmiis ve 1974
yilinda kemometri bir kimya disiplini olarak ilan edilmistir. Kemometrik yontemler kimyasal
analizlerde, kimyasal verilerden gercek bilgi veya sakli bilgileri aciga ¢ikarabilmesi, analiz
islemlerinde istenmeyen etkileri minimize edebilmesi veya ortadan kaldwrabilmesi, biitiin
analitik cihazlardan elde edilen c¢ok degiskenli ve c¢ok boyutlu analitik verilere
uygulanabilmesi, klasik yaklagimla hesaplanmasi miimkiin olmayan veya uzun zaman alan
analiz islemlerinin dogru ve hizli bir sekilde yapabilmesi, analiz islemlerinde Klasik
yontemlere gore daha dogru, daha kesin ve daha giivenilir sonuglar vermesi ve bir yontemin

uygulanmasinda optimal deneysel analiz kosullarmni saptayabilmesi agisindan tercih

edilmektedir (Ding 2007).
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Tanimlayici ve agiklayict istatistik (descriptive and inference statistics), sinyal isleme (signal
processing), deneysel tasarim (experimental design), modelleme (modeling), kalibrasyon
(calibration), optimizasyon (optimization), yapi tanima (pattern recognition), siniflandirma
(classification), yapay akil yontemleri (Artificial intelligence methods), resim igleme (image
processing), bilgi ve sistem kurami (information and system theory) gibi kavram ve
uygulamalar kemometrinin konularini olusturmaktadir. Kemometrik yontemlerin en biiyiik
kullanicist analitik kimyacilar olmakla birlikte, laboratuar ve analiz ¢alismasi yapan diger
branglarda da kullanildig1 gozlenmektedir. Kemometrinin farkli disiplinler ile iligkisi Sekil

2.10°da gosterilmektedir (Ding 2007).
Y,
r?g%
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Sekil 2.10 Kemometrinin iliskili oldugu disiplinler (Ding 2007).

Kemometri; analitik kimya, adli tip, biyoloji, gida kimyasi, ¢evre kimyasi, arkeoloji gibi
alanlarda kullanilmaktadir. Analitik ¢alismalarda kemometrik yontemlerin uygulamalari
inorganik analiz, organik analiz, ila¢ analizleri, klinik ve biyolojik numunelerin analizi, gida
ve su analizleri, ¢evre analizleri ve stabilite tayinleri, ¢0ziinme hiz1 testleri seklinde
siralanabilir. Biyolojik stvilar, ¢ok kompleks ve diisiik konsantrasyon seviyesinde bilesikler
ile karakterize edilirler. Genellikle biyolojik sivilarin dogrudan spektrofotometrik analizinde
duyarlilik ve secicilik, klinik amaglar i¢in diisiiktiir. Spektral olarak kemometrik yontemlerin
biyolojik sivilarin analizinde kullaniminda ekstraksiyon, zenginlestirme, sivi veya kati faz
ektraksiyonu gibi on islemler gereklidir. Biitiin bu giigliiklere ragmen spektral olarak
kemometrik yontemler ile biyolojik sivilarm analizi ¢aligmalar1 vardir. Biyolojik sivilarin

analizinde HPLC-kemometrik uygulamalarmna ait ¢alismalarda gézlenmektedir (Ding 2007).
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Geleneksel analitik ¢calismalarda, tek degiskenli ve zamanli optimizasyonlar uzun zaman ve
cok sayida deney gerektirir ve iistelik deneysel ¢aligmalarda olas1 faktor etkilesimleri dikkate
alinmaz. Bu nedenle, faktor etkilesimleri ile birlikte tiim faktorlerin etkileri gbz Oniine
alindiginda deneysel tasarim ve optimizasyon, saglam bir analitik metot ya da kimyasal
islemin kurulumunun yani sira daha iyi deney kosullarinin belirlenmesine imkan tanimaktadir
(Ding vd. 2010). Bu tez calismasinda deney sartlarinin optimize edilmesi i¢in kemometrik
metot validasyonu yontemi kullanilmistir. Biyolojik numunelerde antidepresanlarin analizi
icin LC-UV yontemi uygulanmadan 6nce ekstraksiyon kosullarinin belirlenmesinde merkezi
kompozit dizayn (CCD) yontemine dayali deneysel tasarim ve optimizasyon yontemleri
uygulanmistir. Elde edilen sonuglara gore, optimum ekstraksiyon kosullar1 belirlenmis ve bu
degerler kullanilarak metodun validasyonu yapilmistir. Tiim deneysel calismalarda gercek

ornekler kullanilmistir.

Kemometrik uygulamalarin ¢gogu kompleks hesaplamalar igermektedir. Bu hesaplamalari elle
veya basit hesap makinalariyla gergeklestirmek miimkiin olmadigi i¢in bilgisayar ve
yazilimlara ihtiya¢ vardir. Kemometrik hesaplamalarda genellikle EXEL, MATLAB ve
amaca gore diger basit m-file algoritmalar yazmak veya paket programlar kullanmak
gereklidir (Ding 2007). Yapmis oldugumuz bu tez ¢alismasinda kemometrik hesaplamalar
icin STATISTICA programi kullanilmistir.
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BOLUM 3

SONUCLAR VE DEGERLENDIRMELER

3.1 MANYETIiK NANOKOMPOZITLERIN KARAKTERIZASYONU

X-1ism1 kirmmu  6lglimleri, Cu-Ka radyasyonunda calisilan PANalytical Emperial X-151n1
difraktometresi ile gergeklestirilmistir. Bu 6lgtimler, sentezlenen manyetik nanokompozit (FesO,4-
MgSiOs) ve standart FesO,’ {in yapisini aydinlatmak i¢in yapilmistir. Standart Fe;O4 ve FesOy-
MgSiOs’e ait XRD diyagramlar1 Sekil 3.1°de verilmistir. Deneysel olarak elde edilen grafikler
standart FesO, ile Fes04-MgSiO; nanokompozitinin karsilastirilmasiyla belirlenmistir. Fe;O,4 ve
Fes04-MgSiO3’tin XRD analizinden elde edilen Bragg kirinim agist (20), atomik kafes uzakligi

(d) ve hkl miller indeks degerlerine ait teorik ve deneysel veriler Cizelge 3.1°de verilmistir.

Cizelge 3.1 Fe304 and Fe304-MgSiO3’iin XRD verileri.

FesO0y Fe304-MgSiO;

d d 20 20 d 20

(deneysel) (teorik) (deneysel) (teorik)

111 4.84 4.82 18.31 18.40 - -
220 2.95 2.95 30.25 30.27 295 30.24
311 2.52 2.52 35.62 35.66 2.52 35.61

222 2.41 2.40 37.27 37.30 - -
400 2.09 2.09 43.30 43.34  2.09 43.29
442 1.70 1.70 53.78 53.78 1.70 53.69

hkl

511 1.61 1.61 57.26 57.33 161 57.27
440 1.48 1.48 62.88 62.96 148 62.89
620 1.32 1.32 71.34 71.45 1.32 71.36
533 1.27 1.27 74.43 7451 1.27 74.40
444 1.21 1.20 79.44 79.52 - -
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Sekil 3.1 Fe30O4 manyetik nanopartikiil (a) ve Fe3O04-M@gSiO3 manyetik nanokompozite (b) ait
XRD diyagramlar1.

Counts

XRD analizlerine gore Sekil 3.1a, FesO4’ in 111, 220, 311, 222, 400, 422, 511, 440, 620, 533
ve 444 seviyelerine karsilik gelen 20 degerlerindeki (18.4°, 30.27°, 35.66°, 37.3°, 43.34°,
53.78°, 57.33°, 62.96°, 71.45°, 74.51° ve 79.52°) manyetik nanopartikiillerin karakteristik
piklerini gostermektedir. Bu durum, olusan partikiillerin saf Fe3O04 oldugunu gostermektedir.
Fes04-MgSiO; nanokompozitinin XRD analizinden elde edilen sonuglar, olusan parcaciklar ve
Fe3O4 nanopartikiillerin benzer alt1 karakteristik pike sahip oldugunu gostermektedir (Sekil 3.1b).
Cizelge 3.1’den goriildiigi gibi tiim 20 degerleri ve Fe3O4 ile MgSiOs’e karsilik gelen atomik
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kafes uzaklik degerleri Fe3sO4-MgSiO3 manyetik nanokompozitinin olustugunu kanitlamaktadir.
Fes04-MgSiO; manyetik nanokompozitine ait XRD pikleri Zhou et al. (2012) yaptiklari
calismada belirtilen degerler ile benzerlik gostermektedir. Sekil 3.1b’de goriildiigli gibi standart
Fes04 nanopartikiillerin XRD diyagrami ile Fe304-MgSiOz nanokompozitinin XRD diyagrami
arasindaki tek fark, amorf yapidaki MgSiOj3 pargaciklarinin olusturdugu kirmim pikleridir. XRD
diyagramlar1 Fe;04-MgSiOs nanokompozitinin yaklasik 23% deki 20 degerinde yayvan bir pike
sahip oldugunu ve diger tim kirmim piklerinin Fe3O4’tin ortorombik Kristal fazna kolayca

endekslenebilecegini gostermektedir.

Yapmis oldugumuz ¢alismada elde edilen Fe3O4 ve Fes04-MgSiOs’e ait FT-IR goriintiileri Sekil
3.2°de gosterilmistir. Sekil 3.2a ve 3.2b’de sirasiyla FesO4 nanopartikiilleri ve FesO4-MgSiOs
nanokompozitinin FT-IR spektrumlarnm karsilastriimasi gosterilmektedir. Yaklasik 566 cm™
deki titresim band1 (Fe-O) 6rgii titresimi ile ilgilidir. 1400 cm™ ve 1636 cm™ deki titresim bantlart
ise sirasiyla artk amonyak ve hidrat suyundan kaynaklanmaktadr. 1107 cm™deki giiclii
adsorpsiyon bandi Si-O-Si gerilme titresimi ile iliskili olup spektrumda yer alan genis pik,
MgSiO3’lin dis tabakasi ve Fe3O, yiizeyindeki kismi pozitif yiik ile HoO’nun hidroksil gruplari
arasindaki Van der Waals etkilesimlerinden kaynaklanmaktadir. 798 cm™” deki zayif adsorpsiyon
bandi (Si-OH) gerilme titresimine karsilik gelmektedir. FT-IR spektrumu, Fe3;04-MgSiO3
nanokompozitindeki silikat tabakalar1 ve Fe3O, nanopartikiilleri arasindaki bag yapmamis

kimyasal etkilesimleri ve bu silikat tabakalarmin sertligini gostermektedir.

Standart Fe;O,4 ve Fe304-M@SiO3 nanokompozitin SEM goriintiileri, Sekil 3.3a ve 3.3b' de
gosterilmektedir. FesO,’ in SEM  goriintiisti, Fe3Os nanopartikiillerinin tahmini olarak
ortalama 39 nm ¢apinda kiire biciminde morfoloji sergiledigini gostermektedir (Sekil 3.3a).
Elde edilen Fe304,-MgSiO3 manyetik nanokompozitinin SEM goriintiisti (Sekil 3.3b) ise FezO4
manyetik nanopartikiillerin amorf gri renkteki MgSiO3z kabugunun yiizeyini basarili bir
sekilde kapladigim1 gostermektedir. Sonuglara gore, Fe3Os nanopartikiillerinin MgSiO;
tabakas1 tizerinde 1iyi bir sekilde dagildig1 goriilmektedir. Ayrica Sekil 3.3a’da gdsterilen EDX
spektrumu, oksijen ve demirin yiizde agirliklarinin sirasiyla 62.8 ve 37.2 olarak bulundugunu
gostermektedir. Sekil 3.3b” de % 50.07, % 31.78, % 11.40, % 3.91 ve % 2.84 oranlarinda
sirastyla O, C, Si, Mg ve Fe elementleri belirlenmistir. Karbonun numune tutucuyu

cevreleyen yapigkan bantlardan kaynaklandigi goriilmektedir.
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Sekil 3.2 Fe3O4 manyetik nanopartikiil (a) ve Fe304-MgSiO3 manyetik nanokompozite (b) ait FT-IR spektrumlari.
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Sekil 3.3 Fe3O4 manyetik nanopartikiilii (a) ve Fes04-MgSiO3; manyetik nanokompozitinin (b) EDX ile birlikte SEM goriintiisii.
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3.2 DENEYSEL DiZAYN VE iSTATISTIKSEL ANALIiZ

Biitiin parametrelerin incelendigi bir arastirmada ¢ok fazla sayida deneysel ¢aligmaya ihtiyag
duyulmaktadir. Cok sayida parametrenin sonug¢ iizerine etkili oldugu sistemler igin,
parametrelerin birbiri ilizerine etkilerini ortaya koymak iizere cesitli istatistiksel yontemler
gelistirilmistir. Istatistiksel temele dayanan kullamilabilir ydntemlerin basinda “response
surface methodology” (RSM) gelmektedir. RSM, kompleks etkilesimlerin varliginda proses
gelistirilmesinde, iyilestirilmesinde ve optimizasyonunda kullanilan istatistiksel ve
matematiksel yontemlerin bir kombinasyonudur. RSM ilk olarak 1951 yilinda Box ve Wilson
tarafindan tanimlanmis ve gelistirilmistir (Turan ve Altundogan 2011). RSM ile kimyasal
kaybma neden olmadan olduk¢a az sayida deneysel kombinasyon kullanilarak gercekte test
edilmeyen faktor degeri ve bunlarin kombinasyonlar1 hakkinda tahmin yapilabilir. RSM
genellikle, tasarim ve denemelerin gergeklestirilmesi, regresyon ile ylizey modelleme ve

optimizasyon olmak iizere 3 ana basamaktan olusur.

RSM’ nin temel amaci, optimum veya kabul edilebilir ¢aligma sartlarinin ve bdlgelerinin
belirlenmesidir. Adsorpsiyon proseslerinin gelistirilmesinde istatistiksel deneysel tasarim
kullanilmas1 zaman ve tiim diger giderlerde tasarruf, proses esnekligi ve daha giivenilir
sonuglar saglamaktadir (Acar 2012). Deneysel ¢aligmalarin tasarlanmasi ve optimizasyonunda
kullanilan bir¢ok tasarim yontemi vardir. Bunlardan bazilari; full faktoriyel tasarim,
fraksiyonel faktoriyel tasarim, merkezi kompozit dizayn (CCD), Box-Behnken tasarimi,
Doehlert tasarimi vb. seklinde siralanabilir (Bezerra et al. 2008). Bunlar arasinda en ¢ok

kullanilan tasarim ¢esidi merkezi kompozit dizayn yontemi olarak da bilinen CCD’ dir (Ding
2007).

3.2.1 Merkezi Kompozit Tasarim (Central Composite Design, CCD)
Merkezi kompozit tasarim, grafik olusturmay1 saglayan genisletilmis merkez noktalar1 iceren
deneysel tasarim metodudur. CCD, ardisik deneysel ¢aligmalar i¢in uygun bir yontem olup

cok sayida deney yapmaya gerek olmadan deneylerin uygunlugu hakkinda yeterli miktarda

bilgi saglar. Bu tasarim su 6zellikleri tagimaktadir (Acar 2012):
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1. Yapilacak deney sayis;, N= 2+ 2k + Cp esitligi ile bulunur. Burada; k faktor sayisy, cp
ise merkezdeki tekrar sayisidir.

=) (k—p)/4

2. o degeri degisken sayisina bagli olan bir degerdir ve a esitligi ile bulunur.

3. Biitiin etkenler bes seviyede ¢alisilir. (—a, —1, 0, +1, + a)

Calismanin optimizasyon basamaginda, sentezlenen Fe304-MgSiO3; manyetik nanokompoziti
kullanilarak izolasyon metodunun optimal kosullarmin belirlenmesi hedeflenmistir.
Calismada iic bagimsiz degisken (adsorbent miktari, ekstraksiyon pH’ s1 ve desorpsiyon
¢oziicti hacmi) 5 ayri seviyeye (-a, —1, 0, +1, + ) ayarlanarak merkez noktada dokuz tekrar
olmak iizere 24 deney yapilmistir. Gerekli verilerin elde edilmesi i¢in ii¢ degiskenin her
birinin deger araliklar1 adsorbent miktar1 i¢in 8-20 mg, ekstraksiyon pH’s1 igin 5 ila 9 ve
¢dziicii hacmi igin 1-3 mL olarak segilmistir. Ornegin; 1 numarali ¢alismada, drnek ¢ozeltiden
1 mL alinip ¢ozeltinin pH’s1 5’e ayarlanmistir. Bu ¢ozeltiye 8 mg adsorbent (Fe3O4-MgSiO3)
ilave edilerek 1 dk ekstrakte edilmistir. Kuvvetli bir miknatis yardimiyla kat1 kisimdan sivi
kisim dekantasyon ile uzaklastirilmistir. Daha sonra kati kismin iizerine 1 mL hafif asidik
metanol (pH: 4.5) ilave edilerek 3 dk. vortekste karistirilmistir. Boylelikle tekrar sivi kisma
alinan bilesiklerin kromatografik analizi LC-UV ile yapilmustir. Cizelge 3.2°de deneysel
tasarimda kullanilan merkezi kompozit tasarim faktorleri, degiskenlerin deneysel aralik ve
diizeyleri (kodlanmis ve kodlanmamig) gosterilmistir. Bu g¢alismada optimizasyon igin

CCD’ye gore tasarlanan tiim deneyler Cizelge 3.3’te gosterilmistir.

Cizelge 3.2 ve 3.3’ye gore yapilan deney tasarimi sonucunda elde edilen verilerle en kiiglik
kareler yontemi ile regresyon analizi yapilmistir. Optimum deney kosullarinin
belirlenmesinde ve cevap ylizey grafiklerinin olusturulmasinda kullanilan genel denklem
Esitlik 3.1°de verilmistir. Denklemde ag kesisme terimini, a; lineer etkileri, a;i ikinci dereceden
etkileri, aj ise incelenen parametreler arasindaki ikili etkilesimleri gostermektedir. Uc
degisken bes seviyeli bu tasarimin sonucunda elde edilen polinomal denkleme gore, Esitlik

3.2 cevap yiizey grafiklerinin elde edilmesini saglamistir.
Yi=ao + X a Xj + X aj Xii2 +2 ajj Xin (3.1)

y=bo+b1 X105 Xo+03Xa+011 X1 2+05 X5 +033X 3 +b12 X1 Xo+b13 X1 Xa+bps XoXa+e (3.2)
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Burada y bagimli bir degisken (LC-UV metodunun uygulanmasiyla elde edilen ilgili bilesigin
pik alani), bg bir sabit; b;, b, ve bs lineer katsayilari; by, by ve bss kuadratik katsayilari; by,
b13 ve bys etkilesim katsayilarini; X, X, ve Xz bagimsiz degiskenlerin kodlanmis degerlerini

ve € deneysel hatalar1 belirtmektedir.

Cizelge 3.2 Deneysel tasarimda kullanilan merkezi kompozit tasarim faktorleri, degiskenlerin
deneysel aralik ve diizeyleri (kodlanmis ve kodlanmamus).

Faktorler/Seviyeler Degiskenler -0 -1 0 1 o
Adsorbent miktar1 (mg) X1 4.0 8.0 14.0 200 240
pH X2 3.6 5.0 7.0 9.0 10.4

(Coziicli hacmi (mL) X3 0.3 1.0 2.0 3.0 3.7

3 Dizayn noktasi: merkez (0), kiibik (—1, 1), aksiyal (—a, o)
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Cizelge 3.3 Ug bagimsiz degiskenle CCD (Merkezi kompozit tasarim) modeline gore olusturulan deney tasarimu.

Kodlanmig/Kodlanmamis Degiskenler Venlafaksin Essitalopram Paroksetin Sertralin Fluoksetin

Deney No. X, X, X, Detleysel Ongjiriilen Derjeysel (“)ngjiriilen Derjeysel Ongfiriilen Derjeysel Ongérﬁlen Derjeysel Onl%érﬁlen
degerler | degerler | degerler | degerler | degerler | degerler | degerler | degerler | degerler | degerler

1 -1 8,0 -1 5,0 -1 | 1,0| 176688 | 171575 | 144809 | 144096 | 167845 | 165311 86315 89629 157817 | 159610
2 -1 8,0 -1 5,0 1 3,0 87698 86813 73149 74857 71457 71843 89720 87718 76970 77036
3 -1 8,0 1 9,0 -1 | 1,0| 219267 | 215372 | 151428 | 153967 | 205933 | 206560 | 218954 | 212773 | 199784 | 194162
4 -1 8,0 1 9,0 1 3,0| 138587 | 134919 | 146135 | 143094 94206 95901 125830 | 126163 92078 85498
5 1 2001 -1 5,0 -1 [1,0| 121591 | 115916 | 243112 | 246839 | 128901 | 128169 | 129927 | 127627 | 171949 | 171920
6 1 200 -1 5,0 1 3,0| 75241 69794 111211 | 109358 90505 90841 90471 94685 99365 98379
7 1 20,0 1 9,0 -1 | 1,0| 181015 | 172558 | 185163 | 184140 | 209185 | 209763 | 193852 | 193887 | 219316 | 212641
8 1 20,0 1 9,0 1 3,0 134974 | 130744 | 103628 | 105026 | 151746 | 155244 81527 76246 121412 | 113010
9 -1.682| 3,9 0 7,0 0 2,0 217685 | 221245 | 159954 | 159991 | 204568 | 204929 | 194348 | 196097 | 191926 | 194890
10 1.682 | 24,1 0 7,0 0 2,0| 161279 | 170932 | 215382 | 214376 | 225323 | 223599 | 185041 | 186074 | 221995 | 228377
11 0 14,0 1-1.682| 3,6 0 2,0 58687 64362 129969 | 128594 66180 68158 30668 27802 67511 63824
12 0 140 1.682 |104| O 2,0 | 144908 | 152444 | 132845 | 133251 | 160341 | 157001 | 110201 | 115849 92148 105182
13 0 14,0 0 7,0 |-1.682|0,3| 171006 | 180261 | 209786 | 207423 | 167800 | 169490 | 180718 | 182822 | 223577 | 226654
14 0 14,0 0 7,0 | 1.682 | 3,7| 69867 73825 81279 82673 48101 45048 81612 82291 67169 73438
15 0 14,0 0 7,0 0 2,0 | 253420 | 253195 | 306623 | 306254 | 214887 | 214764 | 220287 | 226309 | 308729 | 308563
16 0 14,0 0 7,0 0 2,0 | 253422 | 253195 | 306635 | 306254 | 214768 | 214764 | 229083 | 226309 | 308732 | 308563
17 0 14,0 0 7,0 0 2,0 | 253421 | 253195 | 306646 | 306254 | 214121 | 214764 | 227498 | 226309 | 308726 | 308563
18 0 14,0 0 7,0 0 2,0 | 253435 | 253195 | 306641 | 306254 | 214887 | 214764 | 216969 | 226309 | 308719 | 308563
19 0 14,0 0 7,0 0 2,0 | 253426 | 253195 | 306626 | 306254 | 215769 | 214764 | 229083 | 226309 | 308735 | 308563
20 0 14,0 0 7,0 0 2,0 | 253428 | 253195 | 306635 | 306254 | 214121 | 214764 | 227486 | 226309 | 308724 | 308563
21 0 14,0 0 7,0 0 2,0 | 253420 | 253195 | 306249 | 306254 | 212882 | 214764 | 229083 | 226309 | 308711 | 308563
22 0 14,0 0 7,0 0 2,0 | 253431 | 253195 | 306327 | 306254 | 213765 | 214764 | 227498 | 226309 | 308715 | 308563
23 0 14,0 0 7,0 0 2,0 | 253419 | 253195 | 303631 | 306254 | 214121 | 214764 | 229083 | 226309 | 308716 | 308563
24 0 14,0 0 7,0 0 2,0 | 253427 | 253195 | 306357 | 306254 | 218089 | 214764 | 227492 | 226309 | 308723 | 308563
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Uygulanan modelde her bir faktoriin ve bunlarin etkilesimlerinin istatistiksel 6nemini ve modelin
s0z konusu maddelerin analizinde uygulanabilirligini belirlemek i¢in giiven araligi % 95 (p < 0.05)
olacak sekilde ANOVA (varyans analizi) testi yapilmis ve venlafaksin, essitalopram, paroksetin,

sertralin ve fluoksetin i¢in sonuglar ayr1 ayri tablolar halinde verilmistir.

Venlafaksin icin yapilan istatistiksel test sonucunda belirleme katsayisi ve diizeltilmis R?
degerleri sirastyla 0.996 ve 0.992 olarak bulunmustur. R? degerinin 0.996 olmasi, uygulanan
modelin % 95 giiven aralig1 smnirlar1 icerisinde yer aldigimi gostermektedir. Venlafaksin i¢in
uygulanan CCD modelinin ANOVA test sonuglar1 Cizelge 3.4’te gosterilmistir. Modelin
istatistiksel degerini belirlemek icin ANOV A testi icerisindeki F ve p-degerlerine bakilmistir.

Cizelge 3.4 Venlafaksinin ekstraksiyonunda uygulanan kuadratik modelin ANOVA test sonuglari.

Kaynak ss? DF° MS* F p
Model  2,61482E+08 9  3,59651E+07 80,26 0,000
X3 3,055750E+09 1  3,055750E+09 84,964 0,000
X4 6,613201E+09 1  6,613201E+09 183,878 0,000
X, 9,365289E+09 1  9,365289E+09 260,399 0,000
X, 4,251267E+10 1  4,251267E+10 1182,052 0,000
X3 1,367503E+10 1  1,367503E+10 380,230 0,000
X3 3,227155E+10 1  3,227155E+10 897,301 0,000
X1*X;  8,249059E+07 1 8,249059E+07 2,294 0,152
Xi*X3  7,465055E+08 1  7,465055E+08 20,756 0,000
Xo*Xs  9,283740E+06 1  9,283740E+06 0,258 0,619
Hata  5,035119E+08 14  3,596514E+07
Toplam  1,107968E+11 23 R?: 0,996; Diizeltilmis R*: 0,992

& Kareler toplamu; ® Serbestlik derecesi; ¢ Kareler ortalamasi

F-degerlerinin F-kritik degerinden biiylik ve p-degerlerinin 0.05 degerinden kiiglik olmasi,
serum Orneklerinden antidepresanlarin ekstraksiyonunda faktorler ve faktor etkilesimlerinin

cevap degiskenleri ilizerinde yiiksek etkilere sahip oldugunu gostermektedir. ANOVA testi
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sonuglari, onerilen deneysel tasarimin venlafaksinin biyolojik 6rneklerden ekstraksiyonunda
secilen faktorlerin optimizasyonu i¢in etkin bir sekilde uygulanabilir oldugunu gostermistir.
Cizelge 3.4' ten goriildiigii gibi, adsorbent miktar1 (mg) (X3), ekstraksiyon pH’s1 (X3) ve
desorpsiyon ¢oziicii hacminin (X3) p-degerleri ¢ok diistiktiir (0,000). Bu durum, ana
faktorlerin cevap degiskenleri (kromatografik pik alani) iizerinde 6nemli etkileri oldugunu
gostermektedir. Adsorbent miktar1 ve desorpsiyon ¢oziicii hacmi (X3*X3) arasindaki
etkilesimin p-degeri 0,0001°den diisiiktiir ve bu da bu etkilesimin model tizerinde anlamli
oldugunu gosterir. Ote yandan, adsorbent miktari-ekstraksiyon pH’s1 (X1*X3) ve ekstraksiyon
pH’s1-desorpsiyon ¢6ziicli hacmi (X3*X3) (p degerleri sirasiyla 0.152 ve 0.619) arasindaki
etkilesimler 6nemli degildir. Modelin 0,000 olan p degerleri i¢in tiim kuadratik (ana etkilerin

karesi) kosullar anlamlidir.

Venlafaksin i¢in 6nerilen modelin regresyon analizi Cizelge 3.5 te gosterilmistir. Regresyon
analizi sonucunda elde edilen katsayilarin istatistiksel 6nem degerlendirilmesi “T-testi” ve “p”
degerleri ile yapilmistir. Yiiksek “T” degeri ve diisiik “p” degeri ilgili katsayinin onemlilik
degerini arttrmaktadir. Cizelge 3.5’ten de anlasilacagi tizere, yiiksek t degerleri ve adsorbent
miktari-ekstraksiyon pH’s1 (X1*X3) ve ekstraksiyon pH’s1-desorpsiyon ¢éziicti hacmi (X,*X3)
arasindaki etkilesimler hari¢ 0.05’ten diisiik p-degerleri, modelin tiim kosullarmin
ekstraksiyon verimine karsilik gelen pik alanlar1 {lizerinde giiglii etkilere sahip oldugunu

gostermektedir.

Cizelge 3.5 Venlafaksin i¢in kullanilan modelin regresyon katsayilari, T-testi ve p-degerleri.

Ezgsf;ﬁg?l Std. Hata T-testi p-degeri

Model bo -576858 32418,19 -17,7943 0,0000
X1 b1 8118 1855,69 4,3744 0,0006
X2 bs 187442 6199,31 30,2359 0,0000
X3 bs 120453 10846,82 11,1049 0,0000
X4 b, -561 41,36 -13,5602 0,0000
X2 by -12798 372,24 -34,3810 0,0000
X342 bs -44602 1488,96 -29,9550 0,0000
X1*X; by 268 176,69 1,5145 0,1522
X1*X3 bg 1610 353,38 4,5559 0,0005
Xo*Xs3 bg 539 1060,15 0,5081 0,6193

47



Deneysel verilere ¢oklu regresyon analizi uygulanarak, venlafaksin i¢in Ongdriilen cevap
degerlerine (Y, yontemin uygulanmasiyla elde edilen antidepresanlarin pik alanlarr) ait

kuadratik polinom modeli asagida gosterilmistir (kodlanmis degerler seklinde):

Y = -576858 + 8118X; + 187442X, + 120453X3 - 561X;2- 12798X,2 - 44602X5% + 268X,*X;
+ 1610X,*X3 + 539X,*X3

Gozlenen degerler ile modelin Ongoriilen degerleri arasindaki farkliliklar kiigiikk ve sapma
yoksa model genellikle bu verilere uymaktadir. Modelin uygulanabilirligi belirleme katsayisi
(RZ) ile dogrulanmistir. Ongoriilen degerler ve deneysel sonuglar arasindaki iliski Sekil 3.4'te
gosterilmektedir. R’ degerinin 0.9955 olmasi, regresyonun istatistiksel olarak Onemli
oldugunu ve ayrica toplam degiskenlerin % 99,5’ten daha fazlasmin bu modelle
aciklanabilecegini gostermektedir. Deneysel ve oOngoriilen degerler arasindaki yliksek
korelasyonlar bu calismada gelistirilen kuadratik modelin metodun optimum ekstraksiyon

kosullarin1 belirlemek i¢in uygun oldugunu gostermektedir.

2,8E5

2 BES
2 4E5
2 2E5

2E5
1,8E5
1,BES

1,4E5

Ongérilen degerler

1,2E5
1ES
20000

GO000

40000
40000 50000 1,265 1,6E5 2E5 2,4E5 2,BE5
50000 1E5 1,4E5 1,8E5 2 2E5 2,BES

Denevsel degerler

Sekil 3.4 Venlafaksin i¢in elde edilen deneysel degerler ve ongoriilen degerler arasindaki
iligki grafigi.
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Bagimli ve bagimsiz degiskenler arasindaki iligkiler grafiksel olarak model tarafindan

olusturulan yiizey grafikleri ve esyiikselti alanlar1 ile temsil edilmistir (Sekil 3.5). Grafiksel
gosterimler Esitlik 3.2° den tiiretilmistir.

@ ®)

Cevap degeri (mm’)
Cevap degeri (mm?)

Cevap degcri (mm?_)

Sekil 3.5 Incelenen faktor degiskenlerinin etkilesimlerine karst LC-UV yontemi ile elde edilen
venlafaksin pik alanlarma karsilik gelen 3D-cevap yiizeyi grafikleri ve esyiikselti alanlar1.
(@) Ekstraksiyon pH’s1 ve adsorbent miktarinin etkisi, (b) Coziicii hacmi ve adsorbent
miktarmin etkisi, (¢) Coziicli hacmi ve ekstraksiyon pH’sinin etkisi.

Sekil 3.5a Fe304,-MgSiO3; miktar1 ve ekstraksiyon pH’sina bagl olarak LC-UV analizinden
elde edilen venlafaksin i¢cin cevap degerindeki (kromatografik pik alani) degisimi
gostermektedir. Adsorbent miktarmin 8’den 20’ye ¢ikmasi ile cevap degerinde artis oldugu
goriilmektedir. Adsorbent miktarinin 8§ mg’dan ve ekstraksiyon pH’sinin 6’dan asagiya
diismesiyle birlikte cevap degerinde kademeli bir diisiis goriilmistiir. Bu durum ekstraksiyon
pH’s1 ve nanokompozit miktarmin azalmasinin venlafaksinin adsorpsiyonuna negatif etki
yaptigimi gostermektedir. Sekil 3.5b, ¢oziici hacmi ve adsorbent miktarma bagh olarak LC-
UV analizinden elde edilen venlafaksin i¢in cevap degerindeki degisimi gostermektedir. Sekil

3.2b’den goriildiigii gibi adsorbent miktarinin yaklasik 12 mg ve ¢oziicii hacminin 1.4 mL
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oldugu bolgede bir plato olugsmakta ve elde edilen cevap degeri en yiiksek seviyeye
ulagsmaktadir. Sekil 3.5¢” de verilen yiizey grafigi ise ¢6ziicli hacmi ve ekstraksiyon pH’sima
bagl degisimin venlafaksin i¢in cevap degeri lizerine etkisini gostermekte olup, adsorbent
miktarinin 12 mg civarinda sabit tutuldugunda ¢oziicii hacmi ve ekstraksiyon pH’sinin

artmast ile pik alaninin arttigimi gostermektedir.

Essitalopram i¢in uygulanan kuadratik modelin istatistiksel olarak test edilmesinde varyans
analizleri (ANOVA) kullamlmis olup sonuglar Cizelge 3.6’da verilmistir. Cizelge 3.6’dan
goriildigii tizere, belirleme katsayisi (R?) ve diizeltilmis R? degerleri sirastyla 0.99967 ve 0.99946
olarak hesaplanmustir. Kuadratik regresyon modelinde diizeltilmis R? degeri, toplam varyasyonlarin

cok kiiciik (<% 1) bir kismmin model tarafindan agiklanamadigini géstermektedir.

Cizelge 3.6 Essitalopram ekstraksiyonunda uygulanan kuadratik modelin ANOV A test sonuglart.

Kaynak ss? DF® MS® F p
Model  7,34582E+9 9  359651E+07 740,23  0,0000
X1 3,570198E+09 1  3,570198E+09 864,71  0,0000
X% 2,874962E+10 1 2,874962E+10  6963,20  0,0000
Xz 2,618333E+07 1  2,618333E+07 6,34 0,0246
X, 6,233675E+10 1  6,233675E+10  15098,05  0,0000
X3 1,878570E+10 1  1,878570E+10  4549,92  0,0000
Xs*  5269708E+10 1  5,269708E+10 12763,31  0,0000
X1*X,  2,633094E+09 1  2,633094E+09 637,74  0,0000
X1*Xs  2,328451E+09 1  2,328451E+09 563,95  0,0000
Xo*Xs  1,703324E+09 1 1,703324E+09 412,55  0,0000
Hata  5,780312E+07 14  5780312E+07
Toplam 1,768528E+11 23 R?: 0.99967; Diizeltilmis R*: 0.99946

& Kareler toplamu; P Serbestlik derecesi; ¢ Kareler ortalamasi

Cizelge 3.6' da ANOVA sonuglarindan goriildiigii gibi, adsorbent miktari, pH ve desorpsiyon
¢oziicli hacminin p-degerlerinin 0,05’ten kiiciik olmasi, tiim faktorlerin cevap degerleri
(kromatografik pik alani) iizerinde etkileri oldugunu; ikili etkilesimlerin (X1*Xz, X1*X3 ve
X2*X3) p-degerlerinin 0,000 olmasi ise bu etkilesimlerin de model tizerinde etkili olduklarini

gostermektedir.
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Essitalopram i¢in dnerilen modelin regresyon analizi Cizelge 3.7°de gosterilmistir. Cizelge
3.7°de faktorlerin regresyon katsayilar1 incelendiginde adsorbent miktar1 ve ¢oziicii hacminin
arttirict yonde, ekstraksiyon pH’s1 ise azaltict yonde modele etki ettigi goriilmiistiir. Ana
etkilerin kareleri (kuadratik etkilesimler) incelendiginde ise tiim faktorlerin istatistiksel olarak

onemlilik tasidig1 goriilmektedir.

Cizelge 3.7 Essitalopram i¢in modelin regresyon katsayilari, T-testi ve p-degerleri.

Model E:tgs;ey%/;: Std. Hata T-testi  p-degeri
bo -1004320 10983,98  -91,435  0,0000

X, by 51707 628,75 82,238  0,0000
Xs bs -1169 14,01 -83,446  0,0246
X3 bs 224228 2100,46 106,752  0,0000
X4 b, -15497 126,12 -122,874  0,0000
X, b, 179628 3675,13 48,877  0,0000
X3 be -56995 504,49  -112,975  0,0000
X1*X; by -1512 59,87 -25,253  0,0000
X1*X3 bg -2843 119,73 -23,748  0,0000
X2*Xs bo 7296 359,20 20,311  0,0000

Deneysel verilere coklu regresyon analizi uygulanarak, essitalopram i¢in Ongoriillen cevap

degerlerine ait kuadratik polinom modeli asagida gdsterilmistir (kodlanmis degerler seklinde):

Y= -1004320 + 51707X; - 1169X, + 224228X3 - 15497X;* + 179628X,” - 56995X5° -
1512X,* X5 - 2843 X1* X3+ 7296 X% X3
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Ornekler iizerinde modelin uygulanabilirligi belirleme katsayist (R?) ile dogrulanmustir.
Ongoriilen degerler ve deneysel sonuclar arasindaki iliski Sekil 3.6' da gosterilmektedir. R?
degerinin 0.99967 olmasi, modelin tahmin giiciiniin yiiksek oldugunu ve ayrica toplam

degiskenlerin % 99,9°dan daha fazlasinin bu modelle agiklanabilecegini gostermektedir.

3.5E4

3E5 | R =0.99967

2.5E5 ¢

2E5 ¢

Ongdrillen degerler

1.5E5 1

1E5 |

50000
0 50000 1ES 1.5E5 Z2ES 2.5E5 JES J.5E5

Deneysel degerler
Sekil 3.6 Essitalopram i¢in elde edilen deneysel degerler ve dngdriilen degerler arasindaki

iligki grafigi.

Bagimhi ve bagimsiz degiskenler arasindaki iliskiler grafiksel olarak model tarafindan
olusturulan yilizey grafikleri ve esyiikselti alanlar1 ile temsil edilmistir (Sekil 3.7). Grafiksel

gosterimler Esitlik 3.2 den tiiretilmistir.
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Sekil 3.7 Incelenen faktdr degiskenlerinin etkilesimlerine kars1 LC-UV yontemi ile elde edilen
essitalopram pik alanlarma karsilik gelen 3D-cevap ylizeyi grafikleri ve esylikselti
alanlar1 (a) Ekstraksiyon pH’s1 ve adsorbent miktarmnin etkisi, (b) Coziicii hacmi ve
ekstraksiyon pH’sinim etkisi, (¢) Coziicii hacmi ve adsorbent miktarmin etkisi.

Sekil 3.4a, adsorbent miktar1 ve ekstraksiyon pH’sina bagh olarak LC-UV analizinden elde
edilen essitalopram i¢in cevap degerindeki degisimi gostermektedir. Sekil 3.7a’dan gorildigi
gibi ekstraksiyon pH’sinin 7 civarinda ve adsorbent miktar1 yaklasik 15 mg oldugu bdlgede
bir plato olusmakta ve elde edilen cevap degeri en yiiksek seviyeye ulagsmaktadir. Sekil 3.7b
¢oziicii hacmi ve ekstraksiyon pH’sina bagli olarak essitalopram icin cevap degerindeki
degisimi gostermektedir. Coziicii hacminin yaklagik 1.5 mL oldugu bdlgede maksimum cevap
degerine karsilik gelen ekstraksiyon pH’smin yaklasik 7 civarinda oldugu goriilmektedir.
Sekil 3.7c’de verilen yiizey grafigi ise ¢oziicii hacmi ve adsorbent miktarina bagli degisimin

essitalopram icin cevap degeri ilizerine etkisini gostermekte olup, adsorbent miktarinin
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yaklasik 15 mg ve ¢Oziici hacminin de 1.6 mL oldugu bdlgede essitalopramin cevap

degerinin maksimum oldugu goriilmektedir.

Paroksetin i¢in uygulanan kuadratik modelin istatistiksel olarak test edilmesinde varyans
analizleri (ANOVA) kullanilmis olup sonuglar Cizelge 3.8 de verilmistir. Cizelge 3.8 den
goriildiigii gibi, belirleme katsayisi ve diizeltilmis R? degerleri sirasiyla 0.99907 ve 0.99847
olarak hesaplanmustir. Kuadratik regresyon modelinde diizeltilmis R? degeri, toplam
varyasyonlarin ¢ok kiiciik (< %1) bir kismmin model tarafindan agiklanamadigini

gostermektedir.

Cizelge 3.8 Paroksetinin ekstraksiyonunda uygulanan kuadratik modelin ANOVA test

sonugclar.

Kaynak ss? DF° MS* F p

Model 3,76034E+08 9 3,59651E+07 78,14 0,0000
X1 4,207326E+08 1  4,207326E+08 82,629 0,0000
X4° 5,077102E+05 1 5,077102E+05 0,100 0,7568
X2 9,527806E+09 1 9,527806E+09 1871,186 0,0000
X5° 2,117399E+10 1 2,117399E+10 4158,406 0,0000
X3 1,869293E+10 1 1,869293E+10 3671,144 0,0000
Xs° 2,343175E+10 1 2,343175E+10 4601,813 0,0000

X1*X;  8,138192E+08 1 8,138192E+08 159,828 0,0000

X1*Xs  1,575850E+09 1 1,575850E+09 309,485 0,0000

Xo*Xs  1,477652E+08 1 1,477652E+08 29,020 0,0001
Hata 7,128594E+07 14  5,091853E+06

Toplam  7,650814E+10 23 R?: 0.99907; Diizeltilmis R*: 0.99847

& Kareler toplamu; ® Serbestlik derecesi: ¢ Kareler ortalamasi
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Cizelge 3.8' de goriildiigii gibi, adsorbent miktari, ekstraksiyon pH’s1 ve desorpsiyon ¢oziicii
hacminin p-degerlerinin 0,001°den kiigiik olmasi, tim faktorlerin cevap degerleri
(kromatografik pik alani) iizerinde etkileri oldugunu; ikili etkilesimlerin (X1*X2, X1*X3 ve
X2*X3) p-degerlerinin 0,0001’den kii¢iik olmasi ise bu etkilesimlerin de model {izerinde etkili

olduklarmi gostermektedir.

Paroksetin i¢in dnerilen modelin regresyon analizi Cizelge 3.9’ da gosterilmistir. Cizelgede
gosterilen sonuclara gore faktdrlerin adsorbent miktar1 ve ekstraksiyon pH’smin azaltici
yonde, ¢Oziicii hacminin ise arttirict yonde modele etki ettigi goriilmiistiir. Ana etkilerin
kareleri (kuadratik etkilesimler) incelendiginde ise tiim faktorlerin istatistiksel olarak

onemlilik tasidig1 goriilmektedir.

Cizelge 3.9 Paroksetin i¢in modelin regresyon katsayilari, T-testi ve p-degerleri.

ol E;t%;eysﬁlsg Std. Hata  T-testi p-degeri
bo 294410 12197,92  -24,1361  0,0000
X4 b 9499 698,24  -13,6045  0,0000
X, bs 5 1556  -0,3158  0,7568
X3 bs 132185 2332,60 56,6687  0,0000
X2 b, 9032 140,06  -64,4857  0,0000
X2 ba 97318 4081,31 23,8449  0,0000
X2 be -38005 560,25  -67,8367  0,0000
X*X, by 840 66,48 12,6423  0,0000
X*X;  bg 2339 132,97 17,5922  0,0000
X;*X;  bg 12149 39890  -53870  0,0001

Deneysel verilere c¢oklu regresyon analizi uygulanarak paroksetin i¢in Ongoriilen cevap

degerlerine ait kuadratik polinom modeli asagida gosterilmistir (kodlanmis degerler seklinde):

= - 294410 - 9499X; - 5X, + 132185X3 - 9032X,% + 97318X,” - 38005X5” + 840X;*X;, +
2339X1*X3 - 2149X,* X3
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Ornekler iizerinde modelin uygulanabilirligi belirleme katsayist (R?) ile dogrulanmustir.
Ongoriilen degerler ve deneysel sonuglar arasindaki iliski Sekil 3.8” de gosterilmektedir. R?
degerinin 0.99907 olmasi, modelin tahmin giiciiniin yiiksek oldugunu ve ayrica toplam

degiskenlerin % 99,9°dan daha fazlasinin bu modelle agiklanabilecegini gostermektedir.

2 265 | R% =0.99907
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Sekil 3.8 Paroksetin icin elde edilen deneysel degerler ve dngoriilen degerler arasindaki iligki
grafigi.

Bagimhi ve bagimsiz degiskenler arasindaki iliskiler grafiksel olarak model tarafindan
olusturulan ylizey grafikleri ve esyiikselti alanlar1 ile temsil edilmistir (Sekil 3.9). Grafiksel

gosterimler Esitlik 3.2 den tiiretilmistir.
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Sekil 3.9 Incelenen faktor degiskenlerinin etkilesimlerine karsi LC-UV yontemi ile elde edilen
paroksetin pik alanlarma karsilik gelen 3D-cevap ylizeyi grafikleri ve esyiikselti alanlar1
(a) Ekstraksiyon pH’s1t ve adsorbent miktarmin etkisi, (b) Coziicii hacmi ve
ekstraksiyon pH’sinim etkisi, (¢) Coziicii hacmi ve adsorbent miktarmin etkisi.

Sekil 3.9a adsorbent miktar1 ve ekstraksiyon pH’sina bagli olarak paroksetinin LC-UV
analizinden elde edilen cevap degerindeki degisimi gostermektedir. pH’ nin yaklasik 7.5
oldugu durumda adsorbent miktarmin artisiyla birlikte elde edilen pik alanmin dogrusal
olarak artis gosterdigi goriilmektedir. Sekil 3.9b ¢oziicli hacmi ve ekstraksiyon pH’sina bagl
olarak paroksetinin cevap degerindeki degisimi gostermektedir. Sekil 3.9b’den goriildigi gibi
¢oziicii hacminin yaklasik 1.3 mL ve ekstraksiyon pH’smnin yaklagik 7.5 civarinda oldugu
bblgede bir plato olugmaktadir ve paroksetinin cevap degerinin maksimum oldugu
goriilmektedir. Sekil 3.9¢’ de verilen yiizey grafigi ise adsorbent miktar1 ve ¢oziicii hacmine
bagli degisimin paroksetin pik alani lizerine etkisini gdstermekte olup ¢oziicii hacmi 2,5

mL’nin altinda oldugunda adsorbent miktarinin dogrusal olarak arttigin1 gdstermektedir.
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Sertralin i¢in uygulanan kuadratik modelin istatistiksel olarak test edilmesinde varyans
analizleri (ANOVA) kullanilmis olup sonuglar Cizelge 3.10° da verilmistir. Sertralin i¢in
yapilan istatistiksel test sonucunda belirleme katsayisi ve diizeltilmis R? degerleri sirasiyla
0.9968 ve 0.9947 olarak bulunmustur. Kuadratik regresyon modelinde diizeltilmis R? degeri,
toplam varyasyonlarin ¢ok kiiclik (< % 1) bir kismimin model tarafindan ac¢iklanamadigini

gostermektedir.

Cizelge 3.10 Sertralinin ekstraksiyonunda uygulanan kuadratik modelin  ANOVA test

sonuglar.
Kaynak Ss? DF° MS* F p
Model  1,1680E+08 9  3,59651E+07 10,14 0,0000
X, 1,212606E+08 1  1,212606E+08 5,419 0,0354
X;?  2,515795E+09 1  2,515795E+09 112,435 0,0000
X,  9,357769E+09 1  9,357769E+09 418,215 0,0000
X,*  4,839339E+10 1  4,839339E+10 2162,783  0,0000
X3 1,219955E+10 1 1,219955E+10 545,219 0,0000
Xz 1,782338E+10 1  1,782338E+10 796,557 0,0000
Xi*X, 1,617895E+09 1  1,617895E+09 72,306 0,0000
Xi*X3;  4,814615E+08 1  4,814615E+08 21,517 0,0004
X,*X3  3,586960E+09 1  3,586960E+09 160,307 0,0000
Hata  3,132573E+08 14  2,237552E+07
Toplam 9,776601E+10 23 R?: 0.9968; Diizeltilmis R*: 0.9947

& Kareler toplamy; P Serbestlik derecesi; ¢ Kareler ortalamasi

Cizelge 3.10' da goriildiigii gibi, adsorbent miktari, ekstraksiyon pH’s1 ve desorpsiyon ¢oziicii

hacminin  p-degerlerinin  0,05’ten kiigiik olmasi, tiim faktorlerin cevap degerleri
(kromatografik pik alani) iizerinde etkileri oldugunu; adsorbent miktar1 ve ¢6ziicii hacmi
arasmdaki ikili etkilesim hari¢ diger ikili etkilesimlerin (X;*X; ve X;*X3) p-degerlerinin
0,0001°den kii¢iik olmasi ise bu etkilesimlerin de model {izerinde etkili olduklarini

gostermektedir.
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Sertralin i¢in Onerilen modelin regresyon analizi Cizelge 3.11°de gosterilmistir. Cizelgede
gosterilen sonuglara gére ana etkilerden adsorbent miktar1 ve ¢oziicii hacminin arttirict yonde,
ekstraksiyon pH’smin ise azaltic1 yonde modele etki ettigi goriilmiistiir. Kuadratik katsayilara

bakildiginda ise tiim faktorlerin istatistiksel olarak dnemlilik tagidigi goriilmektedir.

Cizelge 3.11 Sertralin i¢cin modelin regresyon katsayilari, T-testi ve p-degerleri.

Model E:t%:;?l/;: Std. Hata T-testi  P-degeri
bo -968601 25570,22  -37,8800  0,0000
X4 ba 20071 1463,70 13,7123  0,0000
Xs bs -346 32,62 -10,6035  0,0000
X3 bs 242017 4889,77 49,4945  0,0000
X4 b, -13654 293,61  -46,5057  0,0000
X2 by 194911 8555,55 22,7818  0,0000
X352 be -33146 1174,43  -28,2233  0,0000
X1*Xo by -1185 139,37 -8,5033  0,0000
X1*X3 bg -1293 278,73 -4,6387  0,0004
X2*Xsa bo -10587 836,20  -12,6613  0,0000

Deneysel verilere coklu regresyon analizi uygulanarak sertralin i¢in Ongoriilen cevap

degerlerine ait kuadratik polinom modeli asagida gdsterilmistir (kodlanmis degerler seklinde):

Y= -968601 + 20071X; - 346X, + 242017X3 - 13654X;”* + 194911X,* - 33146X3” -
1185X1*X; - 1293X1* X3 - 10587 X,* X3

Ornekler iizerinde modelin uygulanabilirligi belirleme katsayisi (R?) ile dogrulanmustr.
Ongoriilen degerler ve deneysel sonuglar arasidaki iliski Sekil 3.10' da gosterilmektedir. R?
degerinin 0.9968 olmasi, regresyonun istatistiksel olarak O6nemli oldugunu ve toplam

degiskenlerin % 99,5’tan daha fazlasinin bu modelle agiklanabilecegini gostermektedir.
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Sekil 3.10 Sertralin i¢in elde edilen deneysel degerler ve ongoriilen degerler arasindaki iliski
grafigi.

Bagimhi ve bagimsiz degiskenler arasindaki iliskiler grafiksel olarak model tarafindan
olusturulan yiizey grafikleri ve esylikselti alanlar ile temsil edilmistir (Sekil 3.11). Grafiksel

gosterimler Esitlik 3.2 den tiiretilmistir.
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Sekil 3.11 Incelenen faktdr degiskenlerinin etkilesimlerine kars1i LC-UV ydntemi ile elde edilen
sertralin pik alanlarma karsilik gelen 3D-cevap yiizeyi grafikleri ve esyiikselti alanlar1
(a) Ekstraksiyon pH’st ve adsorbent miktarmm etkisi, (b) Coziici hacmi ve
ekstraksiyon pH’sinim etkisi, (¢) Coziicii hacmi ve adsorbent miktarmin etkisi.

Sekil 3.11a, adsorbent miktar1 ve ekstraksiyon pH’sina bagli olarak sertralinin LC-UV
analizinden elde edilen cevap degerindeki degisimi gdstermektedir. Sekil 3.11a’dan
goriildiigii gibi ekstraksiyon pH’smnin yaklasik 8 ve adsorbent miktarinin 13 mg civarinda
oldugu bu bolgede bir plato olusmakta ve elde edilen cevap degeri en yiiksek seviyeye
ulagmaktadir. Sekil 3.11b ¢oziicli hacmi ve ekstraksiyon pH’sina bagli olarak sertralinin
cevap degerindeki degisimi gostermektedir. Coziicii hacminin yaklasik 1.5 mL oldugu
bolgede maksimum cevap degerine karsilik gelen ekstraksiyon pH’simin yaklasik 8 civarinda
oldugu goriilmektedir. Sekil 3.11c’de verilen ylizey grafigi ise ¢oziicii hacmi ve adsorbent
miktarina bagli degisimin sertralinin cevap degerindeki etkisini géstermekte olup, adsorbent

miktarmin yaklagik 13 mg ve ¢oziicli hacminin de 1.4 mL oldugu bdlgede sertralinin cevap

degerinin maksimum oldugu goriilmektedir.
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Fluoksetin i¢in uygulanan kuadratik modelin istatistiksel olarak test edilmesinde varyans
analizleri (ANOVA) kullanilmis olup sonuglar Cizelge 3.12° de verilmistir. Yapilan
istatistiksel test sonucunda belirleme katsayis1 ve diizeltilmis R? degerleri sirastyla 0.9977 ve
0.9963 olarak bulunmustur. Kuadratik regresyon modelinde diizeltilmis R? degeri, toplam
varyasyonlarin ¢ok kiiciik (< %1) bir kismmin model tarafindan agiklanamadigini

gostermektedir.

Cizelge 3.12 Fluoksetinin ekstraksiyonunda uygulanan kuadratik modelin ANOVA test

sonuglar.

Kaynak Ss? DF° MS* F p
Model 1,246E+09 9  3,59651E+07 34,17 0,0000
X4 1,353598E+09 1  1,353598E+09 39,789  0,0000
X;?  1,905163E+10 1  1,905163E+10 560,028  0,0000
X, 2,064769E+09 1  2,064769E+09 60,694  0,0000
X5° 1,018014E+11 1  1,018014E+11 2992,478  0,0000
X3 2,833684E+10 1  2,833684E+10 832,969  0,0000
X3 5,095347E+10 1  5,095347E+10 1497,791  0,0000
Xi*X,  1,903137E+07 1  1,903137E+07 0,559 0,4669
Xi*X3  4,079303E+07 1 4,079303E+07 1,199 0,2919
X,*X3  3,403310E+08 1  3,403310E+08 10,004  0,0069

Hata  4,762673E+08 14  3,401909E+07

Toplam 2,086575E+11 23 R?: 0.9977; Diizeltilmis R*: 0.9963

& Kareler toplamu; P Serbestlik derecesi; ¢ Kareler ortalamasi

Cizelge 3.12' de goriildiigii gibi, adsorbent miktari, ekstraksiyon pH’s1 ve desorpsiyon ¢oziicii

hacminin  p-degerlerinin  0,05’ten kiigiik olmasi, tiim faktorlerin cevap degerleri
(kromatografik pik alani) {izerinde etkileri oldugunu; kuadratik etkilesimlerin p-degerlerinin

0,000 olmast ise bu etkilesimlerin de model lizerinde etkili olduklarmni gostermektedir.
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Fluoksetin i¢in Onerilen modelin regresyon analizi ise Cizelge 3.13’te gosterilmistir. Cizelge
3.13’te faktorlerin regresyon katsayilari incelendiginde adsorbent miktar1 ve ¢dziicli hacminin
arttirict yonde, ekstraksiyon pH’sinin ise azaltict yonde modele etki ettigi goriilmiistiir. Ana
etkilerin kareleri (kuadratik etkilesimler) incelendiginde ise tiim faktorlerin istatistiksel olarak

onemlilik tasidig1 goriilmektedir.

Cizelge 3.13 Fluoksetin i¢in modelin regresyon katsayilari, T-testi ve p-degerleri.

Model E:tgs;ey%/;: Std. Hata T-testi  p-degeri
bo -1070288 31528,93  -33,9462  0,0000

X4 ba 26661 1804,79 14,7723  0,0000
Xs bs -952 40,23 -23,6649  0,0000
X3 bs 288131 6029,25 47,7888  0,0000
X4 b, -19804 362,03  -54,7035  0,0000
X2 b, 196184 10549,28 18,5969  0,0000
X352 be -56044 1448,12  -38,7013  0,0000
X1*Xs by 129 171,84 0,7480  0,4669
X1*X3 bg 376 343,69 1,0950  0,2919
X2* X3 bo -3261 1031,07  -3,1629  0,0069

Deneysel verilere ¢oklu regresyon analizi uygulanarak fluoksetin i¢in Ongoriilen cevap

degerlerine ait kuadratik polinom modeli asagida gosterilmistir (kodlanmis degerler seklinde):

Y= -1070288 + 26661X; - 952X, + 288131X3 -19804X;* + 196184X,° - 56044X5> +
129X1* X, + 376 X1* X3 - 3261 X,* X3

Ornekler iizerinde modelin uygulanabilirligi belirleme katsayisi (R?) ile dogrulanmuistir.
Ongoriilen degerler ve deneysel sonuglar arasidaki iliski Sekil 3.12' de gosterilmektedir. R?
degerinin 0.9977 olmasi, modelin tahmin giicliniin yliksek oldugunu ve ayrica toplam

degiskenlerin % 99,9’dan daha fazlasinin bu modelle aciklanabilecegini gdstermektedir
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Sekil 3.12 Fluoksetin i¢in elde edilen deneysel degerler ve Ongoriilen degerler arasindaki
iligki grafigi.

Bagimhi ve bagimsiz degiskenler arasindaki iliskiler grafiksel olarak model tarafindan
olusturulan yiizey grafikleri ve esylikselti alanlari ile temsil edilmistir (Sekil 3.13). Grafiksel

gosterimler Esitlik 3.2°den tiiretilmistir.
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Sekil 3.13 Incelenen faktor degiskenlerinin etkilesimlerine karst LC-UV yontemi ile elde edilen
fluoksetin pik alanlarma karsilik gelen 3D-cevap ylizeyi grafikleri ve esyiikselti
alanlar1 (a) Ekstraksiyon pH’s1 ve adsorbent miktarinmn etkisi, (b) Coziicii hacmi ve
ekstraksiyon pH’sinim etkisi, (¢) Coziicii hacmi ve adsorbent miktarmin etkisi.

Sekil 3.13a, adsorbent miktar1 ve ekstraksiyon pH’sma bagli olarak fluoksetinin LC-UV
analizinden elde edilen cevap degerindeki degisimi gostermektedir. Sekil 3.13a’dan
goriildiigli gibi ekstraksiyon pH’smin 7 oldugu boélgede adsorbent miktar1 yaklasik 15 mg
olup bu bolgede bir plato olusmaktadir ve fluoksetinin cevap degerinin maksimum
olmaktadir. Sekil 3.13b ¢oziicli hacmi ve ekstraksiyon pH’sina bagli olarak fluoksetinin cevap
degerindeki degisimi gdstermektedir. Coziicii hacminin yaklagik 1.5 mL oldugu bolgede
ekstraksiyon pH’sinin 7 civarinda oldugu goriilmektedir. Sekil 3.13¢’de verilen ylizey grafigi
ise ¢Oziicli hacmi ve adsorbent miktarina bagli degisimin fluoksetinin cevap degerindeki
etkisini gostermekte olup, adsorbent miktarmin yaklasik 15 mg ve ¢6ziicli hacminin 1.5 mL

oldugu bolgede fluoksetin igin elde edilen cevap degeri en yiiksek seviyeye ulagmaktadir.
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Benzer sekilde, bes seviyede incelenen adsorbent miktari, ekstraksiyon pH’s1 ve desorpsiyon
¢oziicii hacmine karsilik gelen ti¢ faktor degiskeninin kullanimina dayali CCD yOntemi, idrar
orneklerinden antidepresan ilaglarin optimum ekstraksiyon kosullarnin belirlemesinde de
uygulanmistir. Bu c¢alismada, serum ve idrar Orneklerinden venlafaksin, essitalopram,
paroksetin, sertralin ve fluoksetinin maksimum ekstraksiyon verimi ig¢in gerekli optimum
deneysel kosullar belirlenmis olup ilgili bilesiklerin ortalama degerleri ile optimum

ekstraksiyon verimi kosullar1 Cizelge 3.14° te 6zetlenmistir.

Cizelge 3.14 Serum ve idrar 6rneklerinde antidepresan ilaglarin analizi i¢in optimum deneysel

kosullar.
Antidepresan flaclar

Ornekler Faktorler Ortalama
X) Venlafaksin ~ Essitalopram  Paroksetin ~ Sertralin -~ Fluoksetin ~ Degerler

e 1 11.3 15.0 9.8 12.8 14.8 12.7

g 2 7.5 6.9 7.6 1.7 7.1 74

@ 3 16 16 13 1.4 15 15

. 1 111 15.1 10.2 115 134 12.3

£ 2 7.4 7.1 7.3 7.8 7.3 7.4

a 3 1.3 1.4 1.4 1.2 11 1.2

Xi: Adsorbent miktary, Xj: pH, Xs: Coziicli hacmi

3.3 ANALITIiK METOT VALIDASYONU

Biyolojik oOrneklerdeki antidepresanlarmm belirlenmesi i¢in Onerilen analitik metodun
performanst  optimize edilen deneysel kosullar altinda degerlendirilmistir. Bu
degerlendirmede metodun lineerligi, belirleme katsayisi, algilama limiti, tayin siniri,
tekrarlanabilirligi ve ekstraksiyon geri kazanimi incelenmistir. Elde edilen sonuglar Cizelge
3.15’te verilmistir. Cizelge 3.15’te goriildiigii gibi metodun lineerligi tiim antidepresanlar i¢in
10-1000 ng/mL konsantrasyon araliginda incelenmistir. Antidepresanlar i¢in kalibrasyon
grafiklerinden elde edilen belirleme katsayilarmin (R%) 0.9986 ile 0.9994 arasinda degisim

gosterdigi bulunmustur.
Cizelge 3.15°’te verilen metot algilama limitleri (LOD), her bir antidepresan igin

sinyal/giirtiltii (S/N) oran1 3 alinarak, metot tayin limitleri (LOQ) ise S/N orani 10 almarak
hesaplanmistir. Antidepresanlar i¢gin LOD degerlerinin 1.73 — 5.17 ng/mL arasinda, LOQ
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degerlerinin ise 2.88 — 8.62 ng/mL arasinda degistigi bulunmustur. LOD ve LOQ degerlerinin
hesaplanmasinda, 100 ng/mL konsantrasyonunda her bir antidepresan ilaci igeren standart

¢ozeltinin analizinden elde edilen S/N oranlar1 kullanilmagtir.

Cizelge 3.15 Biyolojik Orneklerde antidepresanlarin belirlenmesi igin Onerilen metodun
analitik performansi.

) Lineer arahk 5 LOD LOQ
Antidepresanlar
(ng/mL) (ng/mL) (ng/mL)

Venlafaksin 10-1000 0.9994 1.97 3.29
Essitalopram 10-1000 0.9993 2.83 4.72
Paroksetin 10-1000 0.9986 5.17 8.62
Sertralin 10-1000 0.9991 1.83 3.05
Fluoksetin 10-1000 0.9994 1.73 2.88

Metodun tekrarlanabilirligini belirlemek amaciyla, her bir antidepresan 50 ng/mL
konsantrasyonda giin i¢i ve giinler arasi analiz edilmistir. Analiz sonucunda elde edilen
pik alan1 degerleri kullanilarak metodun tekrarlanabilirligi % bagil standart sapma (RSD)
olarak hesaplanmistir. RSD degerlerinin hesaplanmasinda Boliim 2’de verilen Esitlik 2.1
kullanilmistir. Antidepresan analizleri igin giin i¢i tekrarlanabilirlik degerlerinin % 2.1 ile
% 4.9, glinler aras1 tekrarlanabilirlik degerlerinin ise % 2.2 ile % 4.2 arasinda degisim
gosterdigi tespit edilmistir. Sonuclar metodun iyi bir tekrarlanabilirlige sahip oldugunu

gostermektedir.

Optimize edilen analiz kosullarinda antidepresanlar i¢in ekstraksiyon geri kazanimlari
hesaplanmistir. Ekstraksiyon geri kazanimlari, gercek oOrneklere 5, 10 ve 50 ng/mL
konsantrasyon seviyelerinde standart ¢dzeltinin ilave edilmesiyle gerceklestirilmistir. Her bir
ornek i¢in analizler 3’er kez tekrarlanmistir. Analitlerin bagil geri kazanimlar1 ve RSD
degerleri hesaplanmis olup sonuglar Cizelge 3.16’da verilmistir. Cizelge 3.16’da serum
ornekleri i¢in geri kazanimlarn % 72 ile % 113 arasinda; idrar Ornekleri i¢in geri
kazanimlarin ise % 75 ile % 115 arasinda degismekte oldugu ve tiim antidepresanlarm RSD
degerlerinin % 4.75’ten diisiik oldugu gozlenmistir. Elde edilen sonuglar, metodun serum ve
idrar gibi biyolojik orneklerdeki antidepresanlarin belirlenmesi i¢in hassas ve spesifik bir

metot olarak Onerilebilecegini gostermektedir.
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Cizelge 3.16 Farkli seviyelerde biyolojik Orneklere standart olarak eklenen antidepresanlar
icin Onerilen metodun geri kazanimi (%) ve tekrarlanabilirligi (RSD).

Serum idrar
Tlave edilen Olgiilen _ _
Geri Geri
] konsantrasyon konsantrasyon
Antidepresanlar kazamm RSD kazammm RSD
degeri degeri
(%) (%)
(ng/mL) (ng/mL)

5 3.75 75 3.04 78 4.75
Venlafaksin 10 8.72 87 2.69 92 2.90
50 47.3 96 2.14 102 2.68
5 4.16 83 3.08 85 4.22
Essitalopram 10 8.53 85 294 82 243
50 44.52 89 153 87 1.64
5 3.63 72 3.12 75 285
Paroksetin 10 7.71 77 2.86 81 3.14
50 42.16 84 2.51 88 2.90
5 4.09 81 1.76 83 2.25
Sertralin 10 8.83 88 1.42 91 2.89
50 50.57 101 1.84 104 3.15
5 4.47 89 1.81 91 2.24
Fluoksetin 10 9.66 97 1.63 103 2.45
50 56.61 113 1.88 115 2.78

Deney sayist: 5

3.4 ONERILEN METODUN DiGER METOTLARLA KARSILASTIRILMASI

Onerilen MSPE metodu, literatiirdeki antidepresanlarin biyolojik orneklerde tayini igin
kullanilan diger metotlarla karsilastirilmistir. Karsilastirma yapilirken kullanilan lineer aralik,
algilama limiti, tayin limiti ve tekrarlanabilirlik parametreleri dikkate alinmistir. Karsilastirma
detaylar1 Cizelge 3.17°de Ozetlenmistir. Tim parametreler agisindan karsilastirma
yapildiginda bu ¢aligmada oOnerilen metot diger metotlara gore daha iyi veya benzer
performanslar gostermektedir. Sonuglar géz dniine alindiginda, 6nerilen bu metodun biyolojik
orneklerdeki antidepresanlarin belirlenmesinde kullanilabilecek hassas, tekrarlanabilir,

kullanimi1 kolay ve ekonomik bir metot oldugu ortaya ¢ikmaktadir.
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Cizelge 3.17 Onerilen metodun diger metotlarla karsilastiriimasi.

. . . ) LOD LOQ RSD
Analit Metot Matriks Lineer arahk R (ng mL'l) (ng mL'l) (%) Referans
Paroksetin LC-FL Insan 5 5 100ngmL?  0.9988 1.2 2.5 3.3-5.4 Mandrioli et
plazmast al. 2007
Fluoksetin >0.995 0.3 1.0 4
Venlafaksin 1 >0.991 1.5 5.0 4.1 Papoutsis et
Paroksetin GC-MS Kan S-1000ug L™ 2990 15 5.0 4.7 al. 2012
Sertralin >0.996 0.3 1.0 3.6
Fluoksetin fnsan 0.9995 0.5 3-10 Juan et al
Paroksetin LC-MS/ESI 5-1000 ng mL* 0.9994 0.3 _ 1-4 '
lazmasi 2005
Venlafaksin p 0.9981 0.1 1- 4
Paroksetin fnsan 0.9966 10 20 Catai et al
Sertralin LLE/NACE 1 50-500 ng mL* 0.9980 10 20 >10.3 2009 '
Fluoksetin plazmast 0.9981 5 15
Venlafaksin 0,9994 1.97 3.29 Serum drmeklerinde
Essitalopram Serum ve 0,9993 2.83 4.72 1.49-3.12
Paroksetin MSPE/LC-UV . 10-1000 ng mL* 0,9986 5.17 8.62 : T Bu cahisma
. Idrar Idrar Oorneklerinde
Sertralin 0,9991 1.83 3.05 164475

Fluoksetin 0,9994 1.73 2.88

69



3.5 ORNEK ANALIZi

Onerilen metot, serum ve idrar &rneklerinde bes antidepresan ilacin konsantrasyonunun
belirlenmesinde basarili bir sekilde uygulanmistir. Matris etkisini azaltmak igin, serum ve
idrar ornekleri deiyonize olmus su kullanilarak sirasiyla 1:1 ve 1:2 oranlarinda seyreltilmis ve
daha sonra her bir gercek numune Onerilen izolasyon prosediirii uygulanarak optimum
kosullarda ekstrakte edilmistir. Elde edilen sonuglar standart eklenmeyen gergek numunelerde
de metodun basariyla uygulanabilecegini ve hedef analitler icin gerekli validasyon
islemlerinin  yapilabilecegini  gdstermistir. Serum ve idrar Orneklerinin LC-UV
kromatogramlar1 sirastyla Sekil 3.14 ve 3.15°te gosterilmistir. Orneklerin analizinden elde
edilen kromatogramlar antidepresanlar ile birlikte girisim yapan yabanct maddelerin

olmadigini gostermektedir.

3.04 1 3.0
254 L2 5
2.04

% 1.5
1.04
0.54
0.04
-0.54 0.5
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18
Minutes

Sekil 3.14 Standart eklenmemis insan serum 6rneginin LC-UV kromatogramu (a); 10 ng/mL
standart eklenen serum 6rnegi (b); 20 ng/mL standart eklenen serum 6rnegi (c).
1. Venlafaksin, 2. Essitalopram, 3. Paroksetin, 4. Sertralin, 5. Fluoksetin.
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Sekil 3.15 Standart eklenmemis insan idrar 6rneginin LC-UV kromatogrami (a); 10 ng/mL

standart eklenen idrar 6rnegi (b); 20 ng/mL standart eklenen idrar 6rnegi (c).

Depresyon tedavisi géren ve doktor tarafindan 6nerilen dozlarda her giin 37.5 mg venlafaksin,

20 mg paroksetin ve 10 mg fluoksetin kullanan hastalardan alinan serum ve idrar 6rneklerinin

analizinden elde edilen antidepresanlara ait 6rnek LC-UV kromatogramlar1 Sekil 3.16’da

gosterilmistir.
27 5+ 27 5
250 3 L25.0
22 5] (22 5
20.0 [20.0
17.5 1 L17.5
15.0 t15.0

o

=L

Eq25 5 [12.5
10.0 l10.0
7.5] 175
50 t5.0

Y A (a)
2.5 J WI\ (b) F2.5
0.0 M_M—’J k\'h—i_'“"_\—ﬂ'{\—fﬁt:—j-ﬂw_o_o
1 > 3 4 5 & 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17
Minutes

Sekil 3.16 Ilaglarla tedavi géren hastalarm biyolojik sivilarinin LC-UV kromatogramlar.
(a) serum 1, (b) idrar ve (c) serum 2. (1) venlafaksin, (3) paroksetin, (5) fluoksetin.
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Onerilen metodun uygulanabilirligini dogrulamak i¢in; tedavi amagli antidepresan ilaglarin
giinliik farkli dozlarmi kullanan depresyon tanisi konmus hastalarin serum ve idrar drnekleri
analiz edilmistir. 32 gergek serum ve idrar 6rnegi antidepresan igerikleri i¢in dnerilen metot
ile herbir 6rnek ti¢ kez analiz edilmis ve hedef bilesiklerin ¢ogu belirlenmistir. Serum ve idrar
orneklerinde belirlenen antidepresanlarin standart sapmalar ile birlikte minimum, maksimum

ve ortalama konsantrasyonlar1 Cizelge 3.18’de gosterilmektedir.

Cizelge 3.18 Serum ve idrar 6rneklerinde belirlenen antidepresanlarin istatistiksel sonuglar1.

Serum Idrar
ng/mL ng/mL

Bilesikler N Min. Maks. Ort SD Medyan|N Min. Maks. Ort. SD Medyan

Venlafaksin 7 29,14 315,59 176,70 106,11 220,30 |5 <LOD 238,77 205,76 38,59 225,35
Essitalopram 7 17,69 210,94 90,27 6950 64,38 |6 <LOD 101,22 46,80 36,21 32,34
Paroksetin 7 7,79 12439 5423 39,69 4945 |6 <LOD 6562 24,06 21,69 15,83
Sertralin 5 <LOD 14920 94,06 3492 8295 |5 <LOD 195,79 100,20 57,51 83,43

Fluoksetin 6 <LOD 261,73 152,66 66,69 159,12 |6 <LOD 140,73 6522 47,36 59,13

N: Bilesiklerin belirlendigi 6rnek sayist; SD: standart sapma; Min.: Minimum; Ort. : Ortalama Maks.:Maksimum

S6z konusu maddelerin farmakokinetiklerinin incelenmesi ve bu tiir ilaglarla meydana gelen
zehirlenme ve intihar gibi adli olaylarin aydinlatilmasi i¢in hassas ve spesifik olarak

analizlerinin yapilmasi1 biiyiik 6nem tagimaktadir.

3.6 GENEL DEGERLENDIRME VE ONERILER

Diinya Saglik Orgiiti (WHO)’ne gore depresyon, tiim hastaliklar arasinda gériilme sikligi
acisindan dordiincii sirada olan, tedavi edilmediginde intihar gibi ¢ok ciddi riskleri tagiyan ve
yasam kalitesini bozan 6nemli bir ruhsal bozukluktur. Depresyon tedavisi i¢in birgok ilag,
bagimsiz calisma ile etkinlikleri kanitlanarak antidepresan olarak ruhsat almustir. Iste bu yiizden
antidepresanlar yarim asirdan fazla bir siiredir kullanilan ilaglar arasindadir. Depresyonun en
dramatik hali intihar olup depresyon vakalarmim % 15 kadar1 intihar ile sonuglanmaktadir. Téim
intiharlarin % 70’i depresyon kaynaklidir. ABD' de 6liim nedenleri arasinda intihar 7. sirada
yer almaktadir. Secici serotonin gerialim inhibitorlerinin (SSRI) tiim diinyada yaygin bir sekilde
kullanildigr 1990 yilindan sonraki donemde intihar oranlarmin anlamli olarak diismesi,

antidepresan ila¢ tedavisinin dnemini ve antidepresan ilaglarin depresyonda ne derece etkili
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oldugunu gostermektedir. Antidepresanlar dolayli ya da dogrudan beyinde noradrenalin,
dopamin ve/veya serotoninin etkilerini inhibe ederler. Zehirlenme ve intihar gibi adli olaylarda
antidepresanlarin  miktarlarmin ve ¢esitliliklerinin belirlenmesi bu olaylarin aydmlatiimasi
acisindan biliyliik 6onem tasimaktadir. Bu calismada, son yillarda kullanimi hizla yayginlasan
secici serotonin geri alim inhibitorleri (SSRI) grubuna ait antidepresanlar olan sertralin,
fluoksetin, paroksetin ve essitalopram ile bu gruptan farkli olarak serotonin-noradrenalin geri

alim inhibitorleri (SNRI) grubuna ait bir antidepresan olan venlafaksin kullanilmugtir.

Bu tez c¢alismasinda, Fe304-MgSiO; manyetik nanokompoziti, florisil varliginda bazik
ortamda Fe** ve Fe*" iin birlikte coktiiriilmesi ile basarili bir sekilde elde edilmis olup elde
edilen manyetik nanokompozit kendi 6zelliklerini kaybetmeksizin, bircok kez adsorbent
olarak kullanilabilme 06zellige sahiptir. Biyolojik numunelerdeki antidepresan ilaglarin
(venlafaksin, essitalopram, paroksetin, sertralin ve fluoksetin) LC-UV ile analizlerinden 6nce
kullanilan klasik ekstraksiyon metotlarina alternatif olarak bu calismada manyetik kat1 faz
ekstraksiyon (MSPE) teknigi kullanilmistir. Bu teknigin diger ekstraksiyon tekniklerine gore
uygulaniginin daha basit ve hizli olmasi, ekstra bir organik ¢oziicii kullanilmamasindan dolay1
ekonomik olmasi, yiliksek geri kazanimlara sahip olmasi, daha saf siiziintiiler elde edilebilmesi
ve ¢ok sayida ornegin ayni1 anda ve tekrarlanabilir sekilde islenebilmesine olanak verecek

sekilde otomasyon saglayabilmesi agisindan daha avantajlidir.

Serum ve idrar Orneklerinden s6z konusu antidepresan ilaglarn optimum ekstraksiyon
kosullarinin (adsorbent miktari, ekstraksiyon pH’s1 ve desorpsiyon ¢06ziicii hacmi)
belirlenmesi icin CCD ydntemine dayanan kemometrik metot kullanilmistir. izolasyon
isleminde optimum ekstraksiyon kosullar1 matematiksel esitliklerden elde edilen 3D cevap
yiizeyl ve esyiikselti alanlar1 kullanilarak belirlenmistir. RSM ile c¢oziilen kuadratik
denklemlere gore izolasyon isleminin optimum kosullari; adsorbent miktar1 12.5 mg,

ekstraksiyon pH’s1 7.4 ve desorpsiyon ¢dziicii hacmi 1.3 mL olarak belirlenmistir.

Gelistirilen metodun analitik performanst optimize edilen analiz kosullarinda
degerlendirilmistir. Metodun dogrusalligi 10-1000 ng/mL konsantrasyon araliginda
incelenmis ve antidepresanlar i¢in 0.9986 ile 0.9994 arasinda degisen belirleme katsayilari
(R?) elde edilmistir. Metodun algilama limiti (LOD) 1.73 — 5.17 ng/mL, tayin limiti (LOQ) ise
2.88 -8.62 ng/mL arasinda degisim gosterdigi bulunmustur.
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Gelistirilen metodun insan serum ve idrar drneklerine uygulanabilirligi aragtirilmigtir. Serum
ve idrar orneklerine her bir antidepresan ilacin konsantrasyonu 5, 10 ve 50 ng/mL olacak
sekilde standart ¢ozelti ilavesi yapilmistir. Standart ¢ozelti ilavesi yapilan ve yapilmayan
ornekler ayri ayr1 analiz edilmis ve geri kazanim degerleri hesaplanmistir. Antidepresanlar
icin metodun geri kazanim degerlerinin serum Orneklerinde % 72 ile % 113, idrar
orneklerinde % 75 ile % 115, bagil standart sapma (RSD) degerlerinin ise serum 6rneklerinde
% 1.42 ile % 3.12; idrar orneklerinde % 1.64 ile % 4.75 arasinda degisim gosterdigi

bulunmustur.

Tim yonleriyle optimize edilen metot, antidepresan ilag kullanan ve kullanmayan kisilerden
toplanan serum ve idrar 6rneklerine uygulanmis ve bu tiir ilaglardan hi¢ kullanmamus kisilerin
serum ve idrar analizlerinde s6z konusu maddelere rastlanmadigi goriilmiistiir. Ayrica
antidepresan kullanan hastalarin ¢ogunda hedef bilesikler tespit edilmis ve en yiiksek

konsantrasyonda belirlenen antidepresan ilacin venlafaksin oldugu bulunmustur.

Serum ve idrar 6rneklerinin analizinden elde edilen sonuglar, 6nerilen metodun klinik, ¢cevre
ve gida calismalarinda diisiik seviyedeki antidepresanlarm analizi i¢in glivenilir olarak
kullanilabilecegini ortaya koymaktadir. Sentezlenen manyetik nanokompozit, gida ve cevre
gibi ¢esitli 6rneklerdeki organik ve inorganik maddelerin analizinde de kullanilabilir. Ayrica,
hizl1 ve uygulamasi kolay olan birlikte ¢oktiirme yontemi ile yeni manyetik nanokompozitler
sentezlenebilir. Bununla birlikte bu malzemelerin uygulama alanlarinin genisletilebilecegi

diistiniilmektedir.
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