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AYRILMASI VE ZENGĠNLEġTĠRĠLMESĠ  

 

Esra DURGUN 
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Analitik Kimya Anabilim Dalı 

Doktora Tezi, Haziran 2024 
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ÖZET 

Fingolimod, Multipl Skleroz (MS) hastalığının tedavisinde kullanılmaktadır. 

Fingolimod çoğu vakada tedaviye sitalopram benzeri antidepresan ilaçlar kullanılarak 

tedavinin sürekliliği sağlanmaktadır. Bu çalıĢmada multiple skleroz hastalığı tedavisinde 

kullanılan Fingolimod (FIN) ve depresyon tedavisinde kullanılan Sitalopram (SIT) ilaç 

molekülleri için eser miktarlarının eĢ zamanlı analizleri için yeni metot geliĢtirilmesi 

amaçlanmıĢtır. Bu moleküllerin eĢ zamanlı analizi, terapötik ve toksik etkilerinin takip 

edilmesi önemli olmasından dolayı, manyetik katı faz ekstraksiyonu (MKFE) ve fabrik 

faz ekstraksiyonuna (FFE) dayanan iki farklı ayırma ve zenginleĢtirme yöntemi 

geliĢtirilerek fotodiyot dizi dedektörlü yüksek performanslı sıvı kromatografik (HPLC-

DAD) sistemi ile analizleri gerçekleĢtirilmiĢtir. MKFE yöntemi için Fe3O4@L-Tirozin 

içeren yeni manyetik adsorban ilk kez bu çalıĢma için sentezlenerek karakterize 

edilmiĢtir. FFE yöntemi için poly(caprolactone)-poly(dimethylsiloxane)-

poly(caprolactone) (PCAP-PDMS-PCAP) içerikli fabrik faz adsorbanı sentezlenmiĢ ve 

karakterize edilmiĢtir. Her iki katı faz ekstraksiyon yönteminde ekstraksiyona etki eden 

analitik parametrelerden pH, adsorpsiyon ve desorpsiyon koĢulları, zaman etkisi vb. 

deneysel değiĢkenlerin eksraksiyona etkileri incelenerek optimize edilmiĢtir.   

FIN ve SIT moleküllerinin HPLC ile analizi, % 50 Asetonitril, % 40 pH 3,0 fosfat 

tamponu ve %10 metanolden oluĢan yürütücü fazın 1,0 mL dk
-1

 akıĢ hızıyla izokratik 

elüsyonu yoluyla gerçekleĢtirilmiĢtir. GeliĢtirilen FFE yöntemi için tayin sınırları 

(LOD), FIN için 7,46 ng mL
-1

 iken SIT molekülleri için 5,97 ng mL
-1

'dir. 250 ng mL
-1

 

hedef molekül analizinde % RSD değerleri % 4,9' un altındadır. Sentetik idrar 

çözeltilerinde geri kazanım değerleri her iki molekül için de % 93,1-105,0 aralığındadır. 

MKFE yöntemi için tayin sınırları (LOD), FIN için 6,32 ng mL
-1 

iken SIT molekülleri 

için 6,85 ng mL
-1‟

dir. Hedef molekül deriĢimi 100 ng mL
-1 

olduğunda yapılan analizinde 

% RSD değerleri % 5,0'ın altındadır. Sentetik idrar ve yapay tükürük çözeltilerinde geri 

kazanım değerlerinin her iki molekül için de %96,6-105,4 aralığında olduğu tespit 

edilmiĢtir. 

Anahtar Kelimler: Fingolimod Tayini, Sitalopram Tayini, Manyetik Katı Faz 

Ekstraksiyonu, Fabrik Faz Ekstraksiyonu, Yüksek performanslı sıvı kromatografisi 
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SEPARATION AND ENRICHMENT OF ACTIVE DRUG INGREDIENTS BY 

SOLID PHASE EXTRACTION METHODS BEFORE THEIR 

DETERMINATION BY HPLC 

Esra DURGUN 

Erciyes University, Institute of Health Sciences 

Department of Analytical Chemistry 

PhD Thesis, June 2024 

Supervisor’s: Prof. Dr. Ġbrahim NARĠN, Prof. Dr. Halil Ġbrahim ULUSOY 

ABSTRACT 

Fingolimod is used in the treatment of Multiple Sclerosis (MS). In most cases, 

Fingolimod is used to ensure continuity of treatment using antidepressant drugs such as 

citalopram. This study aimed to develop a new method for simultaneous analysis of 

trace amounts of the drug molecules Fingolimod (FIN), used in the treatment of 

multiple sclerosis, and Citalopram (SIT), used in the treatment of depression. Since 

simultaneous analysis of these molecules and monitoring of their therapeutic and toxic 

effects are important, two different separation and enrichment methods based on 

magnetic solid phase extraction (MSPE) and fabric phase extraction (FFE) were 

developed and their analyses were carried out with a high-performance liquid 

chromatographic (HPLC-DAD) system with a photodiode array detector. A new 

magnetic adsorbent containing Fe3O4@L-Tyrosine for the MSPE method was 

synthesized and characterized for the first time in this study. Fabric phase adsorbent 

containing poly(caprolactone)-poly(dimethylsiloxane)-poly(caprolactone) (PCAP-

PDMS-PCAP) was synthesized and characterized for the FFE method. In both solid 

phase extraction methods, the analytical parameters affecting the extraction such as pH, 

adsorption and desorption conditions, time effect etc. were optimized by examining the 

effects of experimental variables on extraction. HPLC analysis of FIN and SIT 

molecules was carried out by isocratic elution of the eluent phase consisting of 50% 

Acetonitrile, 40% pH 3.0 phosphate buffer and 10% methanol with a flow rate of 1.0 

mL min
-1

. The limits of detection (LOD) for the developed FFE method are 7.46 ng mL
-

1
 for FIN and 5.97 ng mL

-1
 for SIT molecules. In the analysis of 250 ng mL

-1
 target 

molecule, % RSD values are below 4.9%. Recovery values in synthetic urine solutions 

are in the range of 93.1-105.0% for both molecules. The limits of detection (LOD) for 

the MKFE method are 6.32 ng mL
-1

 for FIN and 6.85 ng mL
-1

 for SIT molecules. In the 

analysis performed when the target molecule concentration was 100 ng mL
-1

, the RSD 

values were below 5.0%. It was determined that the recovery values in synthetic urine 

and artificial saliva solutions were between 96.6-105.4% for both molecules. 
 

Keywords: Fingolimod Determination, Citalopram Determination, Magnetic Solid 

Phase Extraction, Fabric Phase Extraction 
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1. GĠRĠġ VE AMAÇ 

Yeni keĢfedilen ilaçlarla birlikte, insan nüfusunun artıĢı ve insanların ortalama 

ömürlerindeki uzamaya bağlı olarak ilaç üretimi ve tüketimi artmaktadır. Ġlaçların 

geliĢtirilmesi sırasında ilaçların etkinliği, farmakokinetiği ve terapötik etkileĢim 

çalıĢmalarının yapılmasını gereklidir. Analizlerin güvenilir bir Ģekilde yapılabilmesi 

amacıyla yeni analitik teknikler geliĢtirmek önemlidir. Ayrıca, biyolojik, çevresel ve 

gıda örneklerindeki ilaçların analizi, oldukça önemli hale gelmiĢtir. Özellikle karmaĢık 

matrikslerde bulunan düĢük deriĢimlerdeki analitlerin analizleri için hassas analitik 

cihazlar yeterli gelmemekte, analitin karmaĢık matriksi nedeniyle numune 

hazırlamalarda ön ayırma ve bazı durumlarda zenginleĢtirme iĢlemleri yapılması gerekli 

olmaktadır. Bu durumda farklı matrikslerden ilaç/kalıntı analizi yaparken yeni 

yaklaĢımlar geliĢtirmek amacıyla ayırma ve zenginleĢtirme iĢlemleri önem 

kazanmaktadır. 

Analiz laboratuvarlarında çevre, gıda ve biyolojik örnekler gibi karmaĢık matrikslerdeki 

eser miktardaki ilaç etken maddelerinin hassas, doğru ve hızlı analizlerinin yapılması 

önemlidir. Son yıllarda doğru, güvenilir, basit, kolay, düĢük maliyetli ve çevreci örnek 

hazırlama yöntemlerinin geliĢtirilmesi amacıyla yapılan çalıĢmalar hızla artmaktadır. 

Toksik olan organik çözücülerin yerine çevre açısından daha güvenli yeni nesil toksik 

olmayan organik çözücüler kullanılmaya baĢlanmıĢtır. Böylece çevreye zararlı kimyasal 

kullanımı en aza indirgeyen ekstraksiyon yöntemleri kullanılarak analizler yaygın 

kullanılan analitik cihazlarla uyumlu hale getirilmiĢtir. Örnek hazırlama iĢlemleri 

kullanılarak analizlerin tayin sınırı, doğruluğu ve tekrarlanabilirliği artırmaktadır.  

Bu çalıĢmada temel amaç, bir beyin ve omurilik hastalığı olan multiple skleroz 

hastalığının tedavisinde kullanılan Fingolimod ile ona genel olarak eĢlik eden depresyon 

durumunun tedavisi için kullanan Sitalopram‟ın eĢ zamanlı tayin edilmelerini mümkün 

kılabilecek bir yüksek basınçlı sıvı kromatografisi (HPLC) yöntemini geliĢtirmektir. 
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Yöntemin karmaĢık matrikslere uygulanabilirliğini artırmak amacıyla HPLC tayini 

öncesi yeni katı faz ekstraksiyon metotları geliĢtirilmiĢtir. GeliĢtirilen ekstraksiyon 

yöntemin biyolojik örneklerin analizleri için uygun; düĢük tayin sınırı, tekrarlanabilirliği 

ve doğruluğu analitik kriterlere uygun, maliyetinin düĢük ve çevre dostu olması 

amaçlanmıĢtır.
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2. GENEL BĠLGĠLER 

2.1. Sinir Hücreleri Hastalıkları/ Multiple Skleroz  

Multiple Skleroz (MS), kronik bir otoimmün hastalık olarak tanımlanmasının nedeni 

beyin, omurilik ve optik sinirlerden oluĢan merkezi sinir sistemini etkilemesidir. 

Hastalık bağıĢıklık sistemi ve merkezi sinir sistemin sinir liflerini koruyan miyelin 

kılıflarına saldırarak zarar vermesi ile karakterizedir (Mukrimaa ve ark., 2016; Rolak, 

2003). 

MS hastalığında bağıĢıklık sistemi istemsizce sinirlere ve beyne saldırır. Bunun sonucu 

olarak bacak ve kol hareketlerinde zayıflama, görmede bulanıklık, duyu ve denge 

sorunları yaĢanır. MS'te vücudun otoimmün sistemi miyelin kılıfı hedef alır ve ona zarar 

verir, bu sebeple beyin ile vücudun geri kalanı arasındaki iletiĢimde zorluklara neden 

olur. Sonunda hastalık, sinir lifleri olarak bilinen aksonlarda uzun vadeli hasara veya 

bozulmaya yol açabilir. MS, Merkezi Sinir Sistemindeki miyelin çevreleyen sinir 

liflerinin hasar görmesi, sinir hücreleri arasındaki normal iletiĢimde bozulmalara neden 

olduğundan, demiyelinizan (beyinde, omurilikte ve sinirlerde miyelin hasarına neden 

olan durum) bir hastalık olarak kabul edilmiĢtir. Bu hasarın yeri ve ciddiyetine bağlı 

olarak çeĢitli semptomlara yol açabilir (Rolak, 2003; Tütüncü, 2010). Miyelin hasarı kas 

zayıflığı, uyuĢukluk, koordinasyon ve denge sorunları, görme sorunları ve biliĢsel 

bozulma gibi çeĢitli nörolojik semptomlara neden olur (Tütüncü, 2010). Kadınlarda MS 

hastalığının görülme sıklığı erkeklerden iki kat daha fazladır (Rolak, 2003). 

Multiple Skleroz hastalığında santral sinir sisteminde bulunan beyaz madde adı verilen 

sinir liflerinden oluĢan yapılar zarar görerek bozulur. Sinir lifleri merkezi sinir sistemi 

ve bu sistem ile vücudun diğer bölümleri arasındaki iletiĢimi sağlar. Aynı zamanda 

merkezi sinir sisteminin kendi içerisinde de iletiĢimden sorumludur (Baydan, 2021).  
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MS‟li hastalarda beyaz maddede hasarlı alanlar görülür ve bunlar plak veya lezyon 

olarak adlandırılır. Bu beyaz madde ve lezyonlar santral sinir sisteminde yer almaktadır. 

Hasar oluĢan alanlarda siniri çevreleyen miyelin isimli tabakada kayıp gözlenir. MS 

hastalığının tipi ve Ģiddeti sinir sisteminde etkilenen yere ve etkilenme derecesine göre 

değiĢebilir (Alvarez ve ark., 2011). 

MS hastalığının belirtileri değiĢkenlik gösterirken tedavisi genellikle kiĢiye özeldir. 

Hastalığın hastalar arasında veya bireylerin kendi içlerinde hastalık seyrinin farklı 

olması, hastalığın ne zaman baĢladığı, beyinde hangi bölgede bulunduğu ve bulguların 

hangi yoğunlukta etki edeceğini farklı kılmaktadır. Genel olarak, MS‟li hastaların 

omurilik ile ilgili bölümünde hasar var ise o bölümün sorumlu olduğu fonksiyonlarda 

tam ya da kısmi kaybı gözlenir. Eğer beyin sapında yer alma durumu varsa beynin 

kontrolündeki herhangi bir fonksiyonun tam veya yarı tam kaybı gözlenir (Alvarez ve 

ark., 2011; Baydan, 2021). 

Manyetik Rezonans Görüntüleme (MRG), MS teĢhisinde en duyarlı, net ve önemli 

görüntüleme yöntemidir. MRG, MS hastalığının tanı koyma sürecinde etkin olduğu gibi 

klinik olarak diğer hastalıklardan ayıran tanının yapılmasında önemli rol almaktadır. 

Ayrıca tedavi sürecinde kontrol görüntülemesi yapılmaktadır ve tedaviye verilen yanıtın 

yorumlanmasında rolü büyüktür. MS tanısında genellikle T1 ağırlıklı (T1-w), T2 

ağırlıklı (T2-w), Sıvı ZayıflatılmıĢ Ġnversiyon Kurtarma (FLAIR) ve Proton Dansite 

ağırlıklı (PD-w) MRG sekansları kullanılmaktadır. MS plakları tipik olarak T1-w 

sekansta beyaz cevhere göre benzer veya düĢük sinyalde, T2-w ve FLAIR sekansta ise 

yüksek sinyalde izlenmektedir. Son yıllarda, derin öğrenme yöntemlerinin 

kullanılmasıyla, MS lezyonlarının MR görüntülerinden otomatik olarak 

segmentasyonunda dikkate değer sonuçlar üretilmiĢtir. MS lezyon segmentasyonu için 

otomatik yöntemler genellikle bireysel MRI taramalarında gerçekleĢtirilmiĢ olsa da son 

zamanlarda MS hastalığının ilerlemesini ölçmek ve izlemek için lezyon aktivitesinin 

izlenmesi, özellikle yeni lezyonların saptanması, önemli bir biyobelirteç haline gelmiĢtir 

(Ge, 2006). 

MS'in kesin teĢhisi McDonald kriterleri olarak bilinen kılavuzda bulunmaktadır. Bu 

McDonald kriterleri 2001 yılında uluslararası bir panelde yayınlandı ve birkaç kez 

güncellenmiĢtir. En son revizyonu 2017'de olmak üzere bir dizi kılavuz bulunmaktadır. 
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Bu kriterler klinik, laboratuvar ve klinik değerlendirmeyi ve MS tanısının görüntüleme 

bulgularının doğruluğunu ve tutarlılığını iyileĢtirmeyi içermektedir. 

McDonald kriterleri klinik ortamlarda yaygın olarak kullanılmaktadır ve özellikle 

hastalığın erken evrelerinde MS tanısının doğruluğunu arttırdığı gösterilmiĢtir 

(McDonald ve ark., 2001; Öztürk ve ark., 2017). 

MS'in nedeni tam olarak anlaĢılmamakla birlikte çevresel veya genetik faktörlerin 

araĢtırılmaları sonucunda etkili olduğu öngörülmektedir (Goldenberg, 2012). ġu anda 

MS'in kesin sonuç veren tedavisi yoktur fakat semptomları yönetmek ve hastalığın 

ilerlemesini yavaĢlatmak için çeĢitli tedaviler mevcuttur. Özetlemek gerekirse MS, 

dünya çapında milyonlarca insanı etkilemektedir. KiĢilerin yaĢam konforları üzerinde 

önemlidir. Oldukça karmaĢık ve değiĢken bir hastalıktır. Hastalığın tanı ve tedavisini 

geliĢtirmek amacıyla MS'in altında yatan nedenler ve potansiyel tedavilere yönelik 

araĢtırmalar devam etmektedir (Goldenberg, 2012). 

 

ġekil 2.1. MS‟ ten Etkilenen Miyelin Yapısı (Goldenberg, 2012)  

  

MS hastalığının belirtileri Ģunlardır: 

 Vücudun farklı noktalarında karıncalanma, uyuĢma 

 Kas sertliği, kaslarda kramp ve ağrı 

 Bulanık, çift görme ve az görme gibi görme sorunları 

 Boynun öne doğru bükülmesiyle ortaya çıkan elektrik çarpması hissi 

 DüĢünme becerisi, öğrenme yöntemi ve planlama ile ilgili sorunlar 

 Depresyon ve anksiyete 

 KonuĢma ve yutma güçlüğü 

https://www.memorial.com.tr/saglik-rehberi/depresyon-belirtileri
https://www.memorial.com.tr/hastaliklar/anksiyete-nedir-anksiyete-belirtileri-nelerdir
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 Ġdrar kaçırma gibi mesane problemleri 

 Yorgunluk ve halsizlik 

 Yürüme güçlüğü gibi denge ve koordinasyon sorunları 

 Kabızlık 

 Cinsel fonksiyon bozuklukları 

 Kısa süreli hafıza sorunları (Baydan, 2021) 

2.1.1. MS Epidemiyolojisi 

MS hastalığının genetik ve çevresel faktörler dikkate alındığından kadınlarda daha çok 

görüldüğü ve bu oranın kadınlarda erkeklerden 2 kat fazla olduğu öngörülmüĢtür. Genç 

eriĢkinleri daha fazla etkilemektedir. Ġleri yaĢta bu hastalığa yakalananların ölüm oranı 

daha yüksektir. Dünyada MS hastalığının görülme sıklığı ile ilgili yapılan çalıĢmalarda, 

hastalık sıklıkla beyaz ırklılarda ve Avrupa kökenlilerde nadir olarak ise, tropikal 

bölgelerde görüldüğü ortaya çıkmıĢtır. Dünyada görülme sıklığının fazla olduğu ülkeler; 

Kuzey Avrupa, Kuzey Amerika, Yeni Zelanda, Güney Kanada, Ġsrail ve Güney 

Avustralya olarak belirlenmiĢtir. Bu hastalık Asya kıtasında en seyrek görülme sıklığına 

sahiptir (Nielsen ve ark., 2005). MS hastalığı her bir coğrafi bölgede farklılıklar 

göstermektedir. Kutup bölgelerine yaklaĢtıkça hastalık daha sık görülmekte ve bunun 

bilim insanlarını vitamin D eksikliği ile olabileceği kanısını düĢündürmüĢtür D 

vitaminince zengin beslenen kiĢilerde hastalık seyrek ve hafif seyretmektedir. Bu 

hastalık Amerikan Kızılderilileri‟nde görülmemekte (Nielsen ve ark., 2005) ve Avrupa 

ırkından gelenlerde daha fazla rastlanmaktadır. Bir kısım bilim insanı MS için hijyen 

teorisini öne sürmüĢtür. Bu teoride endüstrileĢmiĢ ülkelerde hijyen ve temizlik 

Ģartlarının otoimmün hastalıklarda etkili olduğu düĢünülmektedir. Hijyen Teorisi bunu 

Ģu Ģekilde tanımlar; küçük yaĢta bağıĢıklık sisteminin güçlendirilmesi gereklidir. Çünkü 

hastalık etmenlerine, parazitlere, mikroorganizmalara maruz kalmak, bağıĢıklık 

sistemini güçlendirecek etmenlerdir (Mirza, 2002). 

2.1.2. MS Tedavisi ve Kullanılan Ġlaçlar 

MS hastalığında iki çeĢit ilaç kullanılır. Ġlki atak dönemi kullanılırken iken diğeri 

koruyucu tedaviler Ģeklinde uygulanmaktadır. Sadece atak geçirme zamanlarında 

kullanılan streoid(kortizon) tedavi yöntemidir. Bu tedavi yöntemi kısa süren ataklara 

uygulanan yöntemlerdir eğer ataklar uzun süre devam ediyorsa ve tam düzelme 

https://www.memorial.com.tr/saglik-rehberi/kabizlik-nedir-kabizliga-ne-iyi-gelir
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sağlanmaya çalıĢılıyorsa streoid kullanılırak tedavi gerçekleĢtirilmektedir. Bu tedavide 

intravenöz (damar içi) Ģeklinde uygulanır ve metilprednizolon (Prednol®) tedavisinin 

günlük dozu 1000 mg Ģeklinde uygulanır. Genel olarak 3-10 gün boyunca hastalara bu 

tedavi verilir. Tedavi baĢarısını artırmak, atağın Ģiddetinin en aza indirilmesi için 

tedaviyi izleyen haftalarda tekrarlanması gerekebilir. Bu tedavide kortizon ağızdan 

alınır ve en fazla 1 ay kullanılabilir  (McDonald ve ark., 2001). 

Koruyucu tedavi amaçlı kullanılan ilaçlar atakların tekrarlamasını azaltmayı 

hedeflemektedir. Yeni plakların oluĢumunu engellemek ve hastaların uzun yıllar atak 

geçirmeden yaĢamlarını sürdürmeyi sağlamaya çalıĢmaktır. Koruyucu tedaviler; birinci 

basamak tedaviler, ikinci basamak tedaviler ve üçüncü basamak tedaviler olarak 

gruplandırılır. 

Hastalığın erken döneminde birinci basamak tedaviler kullanılır ve genellikle en 

güvenilir ve yan etkisi diğer tedavilere göre en az olan gruptur. Bu amaçla aĢağıda 

verilen ilaçlar yaygın olarak kullanılmaktadır.  

1. Ġnterferon ß-1a (Avonex®): Avonex bir enjeksiyon tedavisi olduğundan ilaç 

intramüsküler olarak (kas içine) uygulanır. Haftada bir kez tek doz uygulanır. 

2. Ġnterferon ß-1a (Rebif®): Rebif, subkutan (cilt altı) kullanılan bir iğne tedavisi 

Ģeklidir. Avonex‟te kas içine uygulanan enjeksiyon Rebif‟te daha yüksek dozda vücuda 

verilir. Gün aĢırı enjeksiyon Ģeklinde vücuda alınır ve elektronik bir enjeksiyon aparatı 

olan RebiSmart ile kullanılmaktadır. 

3. Ġnterferon ß-1b (Betaferon®): Bu hastalık için çıkarılan ilk interferonlardır. 

Subkutan (cilt altı) enjeksiyon Ģeklinde uygulanır. Bu tedavilerde sedef (psöriasis) ile 

nöromiyelitis optika (NMO) hastalıklarını tetikleme durumu yan etkileri arasında 

görülmektedir. 

4. Glatiramer asetat (Copaxone®): 20 ve 40 mg‟lık ticari türü vardır. Uygulamada 

hergün  20 mg‟lık türü, haftada üç kere olmak üzere de 40 mg‟lık türü yapılmaktadır. 

Cilt altına enjeksiyon Ģeklinde uygulanmaktadır. Ġki türde de etki aynıdır. Ġlacın 

uygulanmasında yardımcı olan bir CSYNC oto enjektör/ Copaxone adında bir aparatı 

mevcuttur ve eczanelerde satıĢı bulunmaktadır. 
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5. Teriflunomid (Aubagio®): Bu tedavide ilaç her gün aynı saatte alınması gereken ve 

aynı zamanda enjeksiyon tedavisi olmayan bir tedavi Ģeklidir. 14 mg‟lık tabletler 

halinde üretilmiĢlerdir. Etken madde olan Teriflunomid leflunomid etken maddesinden 

1985 yılında türetilmiĢtir. Leflunomid romatoid ile psöriatik artritte de kullanılan bu 

ilacın iltihabı azaltıcı etkisi bulunmaktadır. 2011 yılında ilk klinik çalıĢması yapılmıĢtır. 

Bu çalıĢmada 1088 hastaya uygulama yapılmıĢtır. Plasebo (boĢ ilaç) veya 

teriflunomidin 7 ve 14 mg‟lık iki dozu verilmiĢtir. Her iki uygulama Ģeklinde de 

hastaların atak sayılarında azalma ile atak sırasındaki hastalığın Ģiddetinin azaldığı ve 

hastalık seyirlerinin daha düzene girdiği ve MR‟larında yeni plak oluĢumunun azaldığı 

görülmüĢtür.  

Teriflunomid Amerikan Ġlaç Dairesi‟nden (FDA) Eylül 2012‟de geçerliliği kabul 

edilmiĢtir. Aynı yıl içinde ABD‟de Aubagio® piyasa adıyla 7 ve 14 mg‟lık türler 

halinde günde bir kez alınarak kullanımı uygun görülmüĢtür. Ġlacın Türkiye‟de temin 

tarihi 2015 tir. 

6. Dimetil fumarat: 2006 yılında MS tedavisinde denemelere baĢlanan bu ilaç, ilk 

olarak 1234 hasta kiĢide, 240 mg‟lık doz, iki grupta incelenmiĢtir. Grubun birinde 

günde 2 diğerinde ise 3 kez olacak Ģekilde verilmiĢtir. Her iki deneme yapılan grupta da 

ilacın iyileĢtirici etkisi olduğu görülmüĢtür. 

Tedavi sırasında görülen yan etkiler Ģunlardır; ishal, karın ağrısı, bulantı, ciltte kızarma  

ve karaciğer enzimlerinde geçici bozulma Ģeklindedir.  (Goldenberg, 2012). 

Dimetil fumaratın 120 ve 240 mg‟lık kapsüllerler halindedir ve günde 2 defa ağızdan 

alınır. Ġlaçın baĢlangıç dozu olarak günde 240 mg olarak önerilmiĢtir. 

Birinci basamak tedavilerde oldukça güvenli olan enjeksiyon tedavileri olarak 

sayılabilir. Birinci basamak ilaçlar uzun yıllardır yüz binlerce insan tarafından 

kullanılan piyasada mevcut olan ilaçlardır. Bu ilaçlarda bazı belirtiler ortaya 

çıkabilmektedir. Bu belirtiler;  

 Enjeksiyon yerine bağlı olarak görülen kızarıklık, ĢiĢlik, yanma gibi 

reaksiyonlar. 
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 Ġnterferon alan hastalarda grip benzeri bir reaksiyonun ilacın yapıldığı gün 

veya ertesi güne kadar uzaması.  

 Seyrek görülen bir diğer belirti ise, karaciğer enzimlerinde yükselme 

Ģeklinde ortaya çıkabilmektedir (Öztürk ve ark., 2017).  

Birinci basamak tedavilerle hastalığı kontrol altına alınamayan veya birinci basamak 

tedavilerin yan etkilerinden dolayı tedaviye yanıt alamayan hastalarda ikinci basamak 

tedaviler verilmektedir. Ġkinci basamak tedavide Natalizumab, Okrelizumab ve 

Fingolimod kullanılmaktadır.  

1. Natalizumab (Tysabri®): Yılda 12 kere (aylık olarak) intravenöz (damar içi) olarak 

kullanılır. Birinci basamakta yer alan ilaçlara yanıt vermeyen hastalarda kullanılır fakat 

Progresif multifokal lökoensefalopati (PML) adında bir hastalığa sebep olma olasılığı 

vardır. (Goldenberg, 2012). 2006 yılında ilk klinik çalıĢma yayınlanmıĢtır. Natalizumab 

SGK tarafından belirli koĢullarda ödenmektedir. Bu koĢullar;  

 Birinci basamak tedaviye rağmen atak geçiren 

 Beyin MR‟ında aktif plaklara sahip olan hastalara ödeme yapılmaktadır. 

 Bazı durumlarda ilk ilaç olarak verilebilmektedir. Böyle durumlarda Sağlık 

Bakanlığından alınan özel izin ile temin edilebilmektedir. 

Ġlacın dozu 300 mg‟dır ve 4 haftada bir kere damardan uygulanmaktadır.  

2. Okrelizumab (Ocrevus®) Okrelizumab bir anti-CD20 monoklonal antikor türüdür. 

MS‟in sebeplerinde yer alan B lenfositlerini yok eden antikordur. CD20 molekülü B 

lenfositlerinin yüzeyinde bulunur ve ilaç bu kısma bağlanarak hücrelerin kandaki 

sayısının uzun bir süre azalmasını sağlayarak bağıĢıklık sistemini baskılar. Bu Ģekilde 

hasarı ortaya çıkaran faktörler kandan temizlenerek merkezi sinir sistemi korunmuĢ 

olur. (Goldenberg, 2012). 

2.1.3. Fingolimod  

MS hastalığında kullanılan Fingolimod 2010 yılında Amerika‟da, AB ve Türkiye‟de 

piyasaya sürülmüĢtür. Fingolimod‟un molekül yapısı ġekil 2.2.‟de verilmiĢtir. 

Fingolimod, lenfositlerin (otoimmün sistemi hücreleri) kana karıĢmasını engelleyerek 

beyinde olabilecek hasarları engellemek amacıyla kullanılır (Aktas ve ark., 2010). MS 

http://www.norolojiklinigi.info/progresif_multifokal_lokoensefalopati_PML.html
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tedavisinde fingolimod kullanan hastalar üzerinden günümüze kadar çok sayıda çalıĢma 

yapılmıĢtır. ÇalıĢmada 1272 hastada yeni bir tedavi denemesi yapılmıĢtır. Yapılan bu 

deneme sonucunda günlük 0,5 mg‟lık doz verilmiĢtir. Hastaların klinik muayenelerinde 

ve radyolojik bulgularında düzelme olduğu görülmüĢtür. Ġki yıllık bir takiple 

gerçekleĢtirilen bu çalıĢmada ilaç alan hastaların atak sıklıklarında % 60‟a varan azalma 

görülmüĢtür. Aynı zamanda hasta kiĢilerin beyinlerinde görülen beyaz maddelerde 

(plak) azalma olduğu, nörolojik olarak kötüleĢmede gerileme olduğu görülmüĢtür. 

DüĢük doz ilaç alan hastalarda yan etki daha azdır ve bu yüzden piyasaya düĢük dozu 

sürülmüĢtür. Kas içine uygulanan interferonlarla yapılan karĢılaĢtırmada fingolimod 

daha etkindir (Azari ve ark., 2016). 

Fingolimod‟un yan etkileri olarak, 

 Gözde makülada ödem 

 Enfeksiyon  

 Kalp atım hızında azalma  

 Karaciğer enzimlerinde yükselme  

 Yüksek tansiyon 

görülmektedir. 

MS hastalığı için fingolimod kullanımına baĢlamadan önce eğer hastanın suçiçeği aĢısı 

yoksa yapılması gereklidir (Loebermann ve ark., 2012). Retinada ödem ortaya 

çıkabilmekte ve bu yüzden ilaç kullanımı öncesi ve sonrası göz muayeneleri takip 

edilmelidir. Hastalar fingolimodun ilk dozunu 6 saatlik gözlem ile hastane ortamında 

almalıdır. Birinci basamak hastalıkta birinci basamak tedavilerden olmasına rağmen  

Sağlık Bakanlığından alınan  özel izni ile temin edilebilmektedir (Kappos ve ark., 

2014). 
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ġekil 2.2. Fingolimod Molekül Yapısı 

2.1.3.1. Fingolimod Farmakokinetik EtkileĢimler 

Fingolimod CYP4F2 ile metabolize olmaktadır. Metabolizmaya katkıda bulunan diğer 

enzimler güçlü indüksiyon durumunda CYP3A türündedir. Fingolimoda güçlü 

inhibitörlerin taĢıyıcı proteinlerin dispozisyonuna etkisi beklenmemektedir. Fingolimod 

ve ketokonazol ile eĢzamanlı olarak uygulandığında CYP4F2 inhibisyonu meydana 

gelmektedir Bu inhibisyonda fingolimod ve fingolimod fosfat maruziyetinde bir artıĢ 

olduğu kanısına varılmıĢtır ve bu artıĢın eğri altında kalan alanda (EAA) 1,7 katlık bir 

artıĢ olduğu belirlenmiĢtir. Makrolidler grubu CYP3A4‟ü inhibe eder ve birlikte 

kullanılmasına dikkat edilmesi gerekmektedir. Makrolidler grubu; telitromisin, 

klaritsomisin ve proteaz inhibitörleri azol anti-fungalleri gibi yapılardır. Karbamazepin 

ve fingolimodun eĢzamanlı uygulamasında günlük 600 mg karbamazepini iki kere ve 2 

mg‟lık tek doz fingolimod alınması durumunda kendisinin ve metabolitinin EAA 

değerini yaklaĢık % 40 azalttığı görülmektedir. Bir diğer güçlü CYP3A4 enzim 

indükleyiciler fenobarbital rifampisin, fenitoin, efavirenz ve St. John‟s wort (sarı 

kantaron) gibi yapılar ile indüklendiğinde fingolimod ve metabolitinin EAA değerini 

azaltabilecek etkisi vardır. Fingolimod sarı kantaron ile eĢzamanlı uygulama 

yapılmaması önerilmektedir. Fingolimodun diğer maddeler üzerindeki farmakokinetik 

etkilerine bakılacak olunursa CYP450 enzimleri ile etkileĢime girmez. Fingolimod, 

siklosporin ile eĢzamanlı olarak uygulanabilmektedir. Fingolimod etinilöstradiol ve 

levonorgestrel ile eĢzamanlı olarak uygulanması olasıdır. Bu tür ilaç grubu oral 

kontraseptifler olarak bilinir ve maruziyetinde değiĢiklik görülmemektedir. EtkileĢim 

çalıĢması yapılmayan oral kontraseptiflerden olan Progestajenler ile etkileĢim çalıĢması 

yapılmamıĢ olmasına karĢın ve fingolimod maruziyeti üzerinde bir etki göstermeleri 

beklenmemektedir. (Fatma Gök, 2020). 
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2.1.3.2. Fingolimodun Multipl Skleroz Üzerine Terapötik Etkisinin Mekanizması 

Fingolimodun S1P1 ana mekanizmalarının MS hastalığına yararlı etkisi bulunmaktadır.  

Lenfositler üzerin yer alan S1P1 modülasyonu, T-hücrelerinin lenf dokularından 

ayrılmalarını önler ve oto-agresif (enfeksiyon veya bağıĢıklık durumunda aktifleĢen) 

lenfositlerin merkezi sinir sistemine girmelerini engeller. Kan dolaĢımı ve lenfatik 

sisteme uygulanması hedeflenen antijenik uyarılmayı takiben hassas T-hücrelerinde 

farklılaĢma meydana gelir. Lenf düğümlerinden göç eden merkezi sinir sistemindeki T-

hücrelerinin büyük çoğunluğu ve MBT hücrelerinden oluĢur. Esasen S1P1 lenfositler 

üzerinde tanımlanır ve fingolimodun MS hastalığındaki terapötik etkinliğinde önemli 

rol oynamaktadır. Lenfositlerden CCR7 reseptörü içerenler kan ile lenf sistemi arasında 

dolaĢımı kontrol etmektedir. Bellek T, T-17 ve B- hücreleri CCR7 içeren hücrelerdir. 

Fingolimod fosfat S1P1‟ in en güçlü antagonist yapısıdır ve hücreyi S1P1‟in lenf 

düğümünde kalmasını sağlar. Bu durum, fingolimod tedavisinde CCR7-negatif EBT 

hücrelerinin dolaĢımda kalmasını sağlar. Aynı zamanda CCR7- pozitif lenfositlere etki 

ederek oto-indükleyici MBT hücrelerinin lenf düğümünde kalmalarını sağlamıĢ olur. 

Böylelikle hücrelerin merkezi sinir sistemine göçü azalır (Brinkmann ve ark., 2010; 

Webb ve ark., 2004).  

Literatür ve deneysel verilere bakıldığında, fingolimod yalnızca T-hücre retansiyonuna 

etki etmemiĢtir. Bunun yanında santral sinir sistemi hücrelerinde doğrudan koruyucu 

etki göstermiĢtir. Fingolimod lipofilik özellik göstermektedir. Bu sayede kan beyin 

bariyerini geçerek santral sinir sistemine girer ve miyelin içinde birikir (Balatoni ve 

ark., 2007). 

Ġn vitro çalıĢmalarda; fingolimod astrositler, nöronlar, oligodendrositler üzerinde 

etkilidir. Bu yapılar merkezi sinir sisteminde MS için önemli parçalarıdır. 

Ġn vivo çalıĢmalarda; fingolimod beyin ve modulla spinaliste demiyelinizasyonu azaltır 

ve hastalığın Ģiddetinin azalmasına yardımcı olur (Balatoni ve ark., 2007). 

2.1.3.3. Fingolimodun Diğer Ġlaçlar ile EtkileĢimi 

Fingolimod, neoplastik (antikanser) ve immünosupresif (bağıĢıklık sistemi aktivitesini 

engelleyen veya önleyen) ilaçlarla birlikte kullanıldığında bağıĢıklık aditif (aynı yönde 

etki eden kimyasalların toplamı) Ģekilde baskılanabilir. Bu ilaçlarla birlikte kullanımı 
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durumunda dikkat edilmesi gerekmektedir. MS tedavisi sırasında kullanılabilecek olan 

antidepresan, kortikosteroidler, antiepileptikler, parkinsonizm ve A tipi influenza vb. 

gibi grupta yer alan ilaçlardan bazıları ile etkileĢme oranı yüksek değildir. Enfeksiyon 

riski bağlamında kortikostreoidler ile birlikte kullanımda risk geliĢmezken, zayıflatılmıĢ 

canlı aĢı uygulamaları yapılması önerilmemektedir. Kardiyak etki gösteren ilaç 

gruplarının bir kısmı Fingolimod ile ortak özellik gösterebilmektedir. Bu sebepten 

dolayı birlikte kullanılmaları durumunda farmakodinamik etkileĢimler olma ihtimali 

vardır (Gajofatto ve ark., 2015). 

 Anti-hipertansif ilaçların fingolimod ile birlikte kullanımı durumunda kalp atım hızında 

yapılan araĢtırmalarda; atenolol ve diltiazem ilaçları ile değerlendirme yapılmıĢtır. Bu 

iki ilaç birlikte kullanıldığında elektrokardiyografik bulgularda ve  genel kan basıncında 

önemli bir klinik değiĢiklik gözlemlenmemiĢtir (Gajofatto ve ark., 2015). Fingolimodun 

hızlı kalp atıĢına yol açabilen sempatik sinir sisteminin (beta adrenerjik blokerler), kan 

damarlarının kasılmasına veya daralmasına neden olan kalsiyum iyonlarını bloke ederek 

kalbin iĢ yükünü azaltan kalsiyum kanal blokerleri, digoksin, antikolinesteraz 

inhibitörleri ve pilokarpin gibi bradikardiye (kalp atıĢ hızının normalden yavaĢ olması 

durumu) yol açan ilaçlarla birlikte kullanılması önerilmemektedir (Altunrende ve ark., 

2017). 

2.2. Depresyon Tedavisi ve Kullanılan Ġlaçlar 

Depresyon tedavisinde reçetelenmiĢ olan antidepresanlar etkilidir ve aynı zamanda 

psikoterapinin ayrı uygulanması veya her ikisinin birlikte uygulanmasının etkili olduğu 

bilinmektedir. En sık baĢvurulan tedavi yöntemi olan antidepresan reçete edilmesinin 

sebepleri arasında tüm dünyada depresyonun yaygınlaĢması ve gün geçtikçe artan hasta 

sayısına karĢı yeterli düzeyde psikoterapi yapabilecek teknik elemanın bulunmaması, 

sosyo-ekonomik sebepler ve zaman-mekan sorunlarıdır. Son 20 yılda batı ülkelerinde 

antidepresan kullanımında özellikle de seçici serotonin gerialım inhibitörleri (SSRI) ve 

yeni nesil antidepresan kullanımında artıĢ görülmektedir (Onur ve ark., 2007). 

Majör depresyonda temel tedavi yaklaĢımı, antidepresan ilaçların reçete edilmesidir. 

Depresyonun asıl nedeninin, beyindeki nörotransmitter sistemlerdeki iĢleyiĢin 

bozulmasıyla ilgili olduğu tahmin edilmektedir. Majör depresyonun tedavisinde 

noradrenalin, dopamin ve serotonin gibi bileĢiklerle tedavi edilmektedir. Bu 
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nörotransmitterler sinaptik boĢluktaki konsantrasyonunda artıĢ sağlanabilmekte ve 

nörotransmitter geri-alım inhibisyonu, otoreseptörlerin bloke edilmesi veya MAO 

enziminin inhibisyonu ile sağlanabilmektedir (Stahl, 1998). 

Depresyonun yaĢam boyu sürebilen iyileĢme ve tekrarlamalarla kendini gösteren bir 

hastalıktır. Tedavi edilmeyen olgular % 15 oranında olduğu düĢünülmektedir. Yinelenen 

ataklar sosyal, iĢ, aile yaĢamında önemli sorunlara yol açmaktadır (Örsel, 2004). Doğru 

tanı konulması Depresif bozuklukların tedavisinde ilk adımdır ve ardından tedavi 

amaçlarının belirlenmesi gerekir. Tedavide izlenilen temel ilkeler:   

1. Tedavide amaç ve süreç   

2. Tedaviye uygun antidepresan seçimi  

3. Olabilecek tıbbi sorunların ve tedavinin belirlenmesi 

4. Ġntihar riskinin belirlenmesi  

5. Tedaviye uyum ve uyumu sürdürme durumlarının değerlendirilmesi 

6. Tedavi gidiĢatının değerlendirilmesi  

7. Antidepresan ilaçların hastaya göre belirlenerek ilaçların doz ve kullanım 

süresinin belirlenmesi 

8. Yan etkiler konusunda hastaya bilgi verilmesi 

9. Tedaviye alınan yanıtın sürdürülmesi 

10. Psikoterapi alınıp alınmaması durumunun değerlendirilmesi (Örsel, 2004) 

olarak belirlenmiĢtir. 

2.3. Antidepresan Ġlaçlar  

Antidepresan ilaçlar, birçok duygu durum bozukluğu, zihinsel bozukluk ve madde 

kullanımıyla oluĢan ruhsal bozukluklarının tedavisinde etkilidir ve iyi tolere 

edilebilirler. Uyku bozukluğu, anksiyete ve yeme bozuklukları, ağrılara bağlı geliĢen 

psikolojik sendromlar, aritmi ve bağıĢıklık disfonksiyon tedavilerinde de kullanımı iyi 

bir seçenektir(Hamon ve ark., 2006). Dopamin, norepinefrin veya serotoninin Klinikte 

kullanılan antidepresan ilaçlar grubunda olduğu ve beyindeki etkilerini doğrudan veya 

dolaylı olarak artırarak iĢlev gösterirler (Örsel, 2004). 
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2.3.1. Sitalopram 

Seçici serotonin gerialım inhibitörüdür (SSRI)(Keller, 2000).  Sitalopramın IUPAC adı 

,1-[3-(Dimetilamino)propil]-1-(4-fluorofenil)-1,3-dihidro-2-benzofuran-5-karbonitrildir. 

Molekül formülü C20H21FN2O Ģeklindedir (ġekil 2.3.) ve molekül ağırlığı 324,40‟tır 

(Gürpinar ve ark., 2007). Serotonin özgüllüğü en yüksek olan r ve en seçici moleküldür. 

(Gürpinar ve ark., 2007). Sitalopram, norepinefrin ve dopamin geri alımı üzerinde 

minimum etkiye sahiptir. Diğer nöroreseptörler üzerinde önemli bir aktiviteye sahip 

değildir (Uzbay, 2004).  

Sitalopram depresyon tedavisinde kullanılmak üzere 1998 yılında FDA tarafından 

onaylanmıĢtır (Gürpinar ve ark., 2007). Depresyon ve anksiyete tedavisinde 12 yaĢın 

üstündeki yetiĢkinlerde Amerikan Gıda ve Ġlaç Dairesi tarafından uygun görülmüĢtür. 

Bunun yanında panik bozukluk, sosyal aktivite bozukluk ile obsesif kompulsif 

bozukluk tedavisinde kullanılmaktadır. Bunun yanında kadınlarda Premenstrüel 

sendrom belirtilerini aza indirir (Keller, 2000). 

Sitalopram, yapısında florofenil ve dimetil-3-aminopropil gruplarının bağlandığı kiral 

bir merkeze sahiptir. S(+)-SIT ve R(-)-SIT olmak üzere iki enantiyomere sahiptir ve 

hem rasemik hemde saf enantiyomere sahip tek SSRI‟dır (Macek ve ark., 2001).   

Sitalopram ilk olarak 1972'de sentezlenerek 1989 yılında Danimarka ilaç Ģirketi 

Lundbeck tarafından pazarlanmıĢtır. Gıda ve Ġlaç Ġdaresi (FDA), 1998 yılında majör 

depresif bozukluğun tedavisi için kabul edilerek pazarlanmıĢtır (Macek ve ark., 2001).  

https://tr.wikipedia.org/wiki/SSRI
https://tr.wikipedia.org/wiki/Depresyon
https://tr.wikipedia.org/wiki/Anksiyete
https://tr.wikipedia.org/wiki/Obsesif_kompulsif_bozukluk
https://tr.wikipedia.org/wiki/Obsesif_kompulsif_bozukluk
https://tr.wikipedia.org/wiki/Premenstr%C3%BCel_sendrom
https://tr.wikipedia.org/wiki/Premenstr%C3%BCel_sendrom
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ġekil 2.3. Sitalopram Molekül Yapısı 

2.3.1.1. Sitalopramın Farmakokinetiği  

Sitalopramın desmetilsitaloprama sitokrom P450 sistemi izozimlerinden % 38 oranında 

CYP2C19, % 31 oranında CYP3A4 ve % 31 oranında CYP2D6 tarafından 

biyotransformasyonu gerçekleĢtirilir. Sitalopramın birden fazla CYP enzimi tarafından 

metabolize edilmektedir. Biyotransformasyon inhibisyonununda bir enzimin 

inhibisyonunun diğer bir enzim tarafından dengelenebilme olasılığından daha düĢük 

olduğunu göstermektedir. Bu da sitalopram diğer ilaç ve ilaç türevleriyle birlikte 

alındığında, farmakokinetik olarak ilaç etkileĢimleri oluĢturma olasılığının düĢük 

olduğunu göstermektedir (Uçkun, 2011).  

Sitalopram; 

 ( 5-HT ) serotoninin SSS‟de selektif olarak inhibe eder. 

 5-HT1A, 5-HT2A  

 Dopamin D1 ve D2  

 α1- , α2- ve β- adrenerjik 

 Histamin H1 

 Gama aminobutirik asid (GABA) 

 Muskarinik 

 Kolinerjik 

 Benzodiazepin  

reseptörleri üzerinde etkisi azdır.  

Genel antidepresanların yan etkileri; 

1) ağız kuruluğu 
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2) görmede bulanıklık 

3) korku,heyecan, gerginlik veya anestezi amacı ile sedasyon 

4) kardiyotoksik etkiler  

5) ortostatik hipotansiyon 

olarak sıralabilir. 

Antidepresan etki 2-4 hafta içinde baĢlar ve doğrusal bir farmakokinetiğe sahiptir. Gıda 

alımı ile emilimi arasında herhangi bir iliĢki olduğuna yoktur. Biyoyararlanım % 80‟dir 

ve karaciğerde metabolize olur. Plazma proteinlerine bağlanma oranı % 80‟dir. Otuz altı 

saatlik eliminasyon yarı ömrü vardır. Aktif metabolitleri; desmetilsitalopram, 

didesmetilsitalopram, sitalopram–N-metil, inaktif olan metaboliti deamin propionik 

aside dönüĢür. Alınan günlük doz seviyesinin yaklaĢık % 12‟si doğrudan dıĢkılama ve 

idrar yolu ile atılır. Yetersiz hepatik fonksiyonları olan hastalarda eliminasyon oldukça 

yavaĢtır (Hariri ve ark., 2016). 

Sitolapram‟in farmakokinetik özelliklerine baktığımızda emilimi neredeyse tamdır. 

Tmaks ortalama 3,8 saat ile besin alımından bağımsızdır. YaklaĢık %80 Oral 

biyoyararlanıma sahiptir. Görünür dağılım hacmi (Vd)β kg baĢına yaklaĢık 12,3 L‟dir. 

Plazma proteinine bağlanma oranı sitalopram ve ana metabolitleri için % 80‟in 

altındadır.  Sitalopram‟ın biyotransformasyonu; aktif desmetilsitalopram, 

didesmetilsitalopram, sitalopram-N-oksit ve aktif olmayan bir deamine propiyonik asit 

türevine metabolize olarak gerçekleĢir. Sitalopramın ana bileĢikten daha zayıf olan aktif 

metabolitleri de SSRI‟dır. Plazmada değiĢmeden kalan sitalopram en çok bulunan 

türdeki bileĢiktir.  

1)Yarılanma ömrü (T1/2) yaklaĢık 1½ gündür 

2) Sistemik sitalopram plazma klirensi (Kls) yaklaĢık 0,33 L/dk  

3) Oral plazma klirensi (Kloral) yaklaĢık 0,41 L/dakikadır. 

Sitalopramın %85 lik önemli bir bölümü karaciğerden atılır. %15 lik kalan kısım ise 

böbreklerden atılır. %12‟lik değiĢmemiĢ sitalopram idrarla atılır. Karaciğer (rezidüel) 

klirensi dakikada yaklaĢık 0,35 L, böbrek klirensi dakikada yaklaĢık 0,068 L‟dir.  

Farmakokinetiği doğrusaldır. 1-2 hafta içinde kararlı durum plazma seviyelerine varır. 

40 mg‟lik günlük doz kullanılarak 50 nmol/L‟lik (100-500 nmol/L) ortalama deriĢimlere 

ulaĢtığı rapor edilmiĢtir.  Sitalopram plazma seviyeleri ile terapötik yanıt veya yan 

etkiler arasında net bir iliĢki yoktur (Uçkun , 2011). 
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2.3.1.2. Sitalopramın Diğer Ġlaçlar ile EtkileĢimi 

Sitalopram-metoprololün farmakokinetik/farmakodinamik etkileĢim çalıĢmasında; 

metoprolol deriĢimlerinde iki kat artıĢ gözlemlenmiĢtir. Buna rağmen sağlıklı 

gönüllülerden alınan kan basıncı ve kalp hızı üzerinde olan etkisinde anlamlı bir artıĢ 

gözlenmemiĢtir.  

Sitalopram ve metoprolol eĢ anlı uygulaması önem arz etmektedir ve dikkat gerektirir. 

Doz ayarlamasıda yine önemli bir durumdur (Hariri ve ark., 2016).  

Sitalopram ve demetilsitalopramın diğer SSRI‟larla karĢılaĢtırıldığında; CYP2C9, 

CYP2E1 ve CYP3A4‟ün ihmal edilebilir ölçüde inhibitörleri ve sadece CYP1A2, 

CYP2C19 ve CYP2D6‟nın zayıf inhibitörleri ihmal edilebilir ve zayıf inhibitörleridir. 

Levomepromazin, digoksin ve karbamazepin, klozapin ve teofilin, varfarin, imipramin 

ve mefenitoin, spartein, imipramin, amitriptilin, risperidon, varfarin, karbamazepin (ve 

metaboliti karbamazepin epoksit) metabolitleri ile birlikte verildiğinde herhangi bir 

değiĢim olmamıĢtır. Klinik olarak bakılacak olursa da önemli olmayan çok küçük 

değiĢiklikler görülmüĢtür. 

Sitalopramın levomepromazin veya digoksin ile kullanımında, sitalopramın P-

glikoproteini herhengi bir yönde etkilediğini gösteren bir bulgu görülmemiĢtir. 

Desipramin, imipramine ait farmakokinetik bir çalıĢmada, sitalopram ve imipramin 

seviyelerinde herhangi bir etki olmazken, desipramin (imipraminin primer metaboliti) 

seviyelerinde artma olduğu gözlemlenmiĢtir. Bu sebepten Desipramin dozunun 

azaltılması gerekebilir. 

Metoprolol ile Essitalopram (sitalopramın aktif enantiyomeri), CYP2D6 enziminin bir 

inhibitörüdür. Birlikte alımında dozaj ayarlaması yapılması gerekmektedir. 

Metoprolol ile birlikte uygulama sonucunda metoprololün plazma seviyelerinde iki kat 

artıĢa neden olsa da metoprololün kan basıncı ve kalp ritmi üzerindeki etkisi istatistiksel 

olarak anlamlı bir Ģekilde artmamıĢtır (Uçkun, 2011). 

2.4. Ayırma ve ZenginleĢtirme Yöntemleri 

Son yıllarda geliĢen teknolojik aletlerin artmasına karĢılık biyolojik örnek, çevre ve gıda 

örnekleri gibi türden matrikslerde yer alan türlerin hassas ve doğru tayini için örnek 
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hazırlama yöntemlerine ihtiyaç duyulmaktadır. Çünkü analizi yapılmak istenen analit 

oldukça düĢük miktarlarda bulunmakta ve örnek ortamının bozucu etkileri bu durumu 

zorlaĢtırmaktadır. Örnek hazırlama yöntemleri genellikle ayırma ve zenginleĢtirme 

sağlayan ekstraksiyon yöntemleridir. Örnek hazırlama yöntemlerinin çoğu zaman 

alıcıdır ve fazla dozlarda kimyasal madde kullanımına ihtiyaç duyulan aĢamalara 

sahiptir. Son yıllarda birçok farklı ekstarksiyon yöntemi geliĢmeye baĢlamıĢtır. Bunların 

önemli özellikleri uygulanan iĢlemler kolaylıkla sağlanabilir, kimyasal tüketimini en aza 

indirmeyi hedefler, zamandan tasarruf sağlamayı amaçlar, çevre ve insan sağlığına 

zararlı zehirli atıklar için güvenli ortam sağlayarak en aza indirir ve otomasyona imkan 

sağlar (Kole ve ark., 2011; Mohamed, 2015; Vaghela ve ark., 2016). 

Ekstraksiyon (Özütleme) yöntemleri, ayırma ve zenginleĢtirme yöntemlerinden en çok 

kullanılanıdır. Ġlgili analit bileĢiklerinin bir fazdan baĢka bir faza taĢınması iĢlemi 

ekstraksiyon olarak tanımlanır. Ekstraksiyon iĢlemleri oldukça basit ve hızlı olmalıdır. 

Bunun sebebi analiz süresini kısaltmaktır. Klasik tekniklerde bu iĢlemler uzun zaman 

gerektirmekte ve ekstrakte edilen maddeler kayıplara neden olmakta ve bozunmaya 

uğramaktadır. Yeni nesil ekstraksiyon yöntemlerinde ise ekstra saflaĢtırmaya gereksinim 

duyulmamalı ve artık çözücü içermemelidir. ÇeĢitli kaynaklarda, birçok ekstraksiyon 

yöntemi mevcuttur. ÇalıĢmamızda, katı fazın tekrar tekrar kullanılabilmesi, 

desorpsiyonda düĢük organik çözücü gereksinimi, tekrarlanabilirliğin iyi olması gibi 

avantajları nedeniyle ayırma zenginleĢtirme yöntemlerinden katı faz ekstraksiyon 

yöntemleri uygulanmıĢtır. 

2.5. Katı Faz Ekstraksiyon Yöntemi  

Katı faz ekstraksiyonu (KFE), seçiciliği yüksek numune hazırlama için en popüler 

tekniklerden biridir. KFE kullanım amaçları arasında; 

 Matriksi SaflaĢtırma 

 Eser miktardaki hedef analiti zenginleĢtirme 

 Tuzdan arındırma,  

 Türevlendirme 

 Sınıf fraksiyonlama  

gibi iĢlemler bulunmaktadır.  
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Adsorban olarak kullanılacak madde sentezinin artması ve ticari olarak sunulması 

nedeniyle KFE yönteminin geliĢimi ile kullanım alanları geniĢlemekte ve popülerliğini 

devam ettirmektedir. KFE‟nin temel prensibinde hedef analiti içeren sıvı numune ortamı 

ile katı bir sorbent (katı faz adsorban) arasındaki ayrılmanın sağlanmasını içermektedir 

(Buszewski ve ark., 2012). 

Genel prosedür; analiti içeren bir çözeltiden seçimli olarak genellikle analiti katı faza 

yüklemek, analit dıĢındaki türleri uzaklaĢtırmak ve daha sonra hedeflenen analit yada 

analitleri katı fazdan bir baĢka çözücü ortamına sıyırarak toplamaktır. Analize uygun bir 

KFE ekstraksiyon adsorbanının belirlenmesi ve seçimi önemlidir (BiĢgin ve ark., 2018). 

Ekstraksiyon emici maddesinin seçiminde katı emici madde ve sıvı analit arasındaki 

etkileĢim mekanizmaları arasındaki etkileĢim dikkate alınmalıdır. Bu seçim için 

çözünen ve adsorbanın suyu sevip sevmeme durumu (hidrofobik-hidrofiliklik), kutupsal 

olup olmama ve iyonojenik özelliklerinin bilgisine ihtiyaç duyulmaktadır. KFE'deki 

analitlerin tutunmasında ve sıyırmasında Van der Waals kuvvetlerine, dipol-dipol 

kuvvetlerine, hidrojen bağına, polar olmayan etkileĢimlere, katyon-anyon 

etkileĢimlerine (iyonik etkileĢimler) dayanmaktadır (Andrade-Eiroa ve ark., 2016; 

Asgharinezhad ve ark., 2015). KFE metodunda tutunmanın gerçekleĢmesinde ortamın 

pH değerlerine bağlı olarak analit ile sorbent arasında etkili bir bağlanma olması 

nedeniyle pH önemli parametrelerden biridir. Sorbentlerin yüzey özellikleri ve 

analitlerin moleküler yapısı, numune matrisinin pH'ına göre değiĢebilmektedir. Bu 

nedenlerle analit pKa değerlerininde iyi bilinmesi ve doğru değerlendirmesi ile tutunma 

iĢlemi sırasında ortamın uygun pH‟ya ayarlanması önemli olmaktadır (Andrade-Eiroa 

ve ark., 2016).  

Katı faz ekstraksiyonu genellikle kolon ve çalkalama tekniği olarak iki Ģekilde 

uygulanmaktadır. Kolon tekniğinde katı faz sorbenti kolona doldurulur. Analiti içeren 

çözelti bu kolondan geçirilerek ayrılacak türlerin sorbente tutunması sağlanır. Sorbent 

yıkandıktan sonra uygun bir elüsyon çözeltisi ile tutunan türler geri alınır.  Çalkalama 

tekniğinde ise analizi yapılacak olan örnek çözelti üzerine sorbent   katılarak belirli süre 

çalkalama, vorteksleme ya da ultrasonik çalkalama vb ile analit ile sorbentin teması 

sağlanır. Analitin sorbente tutunması sağlandıktan sonra süzme, dekantasyon ya da 

sorbent magnetik ise mıknatıs ile çözelti ortamından katı faz ayrılması sağlanır. Ayrılan 
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katı faz üzerindeki analit/analitlerin uygun çözücü ile elüsyonu yapılır ve bu sayede 

istenilen analit türü tayin edilir (Andrade-Eiroa ve ark., 2016; Hennion, 1999). 

Katı faz ekstraksiyon metodunun geleneksel sıvı sıvı ekstraksiyon yöntemine göre 

avantajları Ģu Ģekilde sıralanabilir.  

 KFE metodu diğer yöntemlere göre çabuk sonuç verir. 

 Örnek hazırlanması için uzun süreye ihtiyaç yoktur. 

 Yöntem oldukça pratiktir ve bütün laboratuvarlarda kolaylıkla uygulanabilir.  

 Kimyasal madde ve çözücü kullanımı azdır, bu maliyeti düĢürür ve daha 

çevrecidir. 

 Geri kazanım oranı genellikle daha yüksektir (BiĢgin ve ark., 2018). 

 Örnek ortamı, adsorban madde ve çözücüler arasında oluĢabilecek bulaĢ riski az 

olduğundan daha hassas ölçümler alınabilir (Hemmati ve ark., 2018; Liljegren, 

2005; Vasconcelos ve ark., 2017). 

 Çözücü ve örnekler az miktarlarda kullanılır bu yüzden zehirli kimyasallar ile 

temasın azalmasına bağlı olarak çevreyi kirletme riskini de düĢürür. 

 Fazla sayıda örnek eĢ zamanlı analiz edilebilir ve analitik cihazlar ile 

otomasyonu sağlanabilir (Hemmati ve ark.,2018; Liljegren, 2005; Vasconcelos 

ve ark., 2017).  

2.5.1. Manyetik Katı Faz Ekstraksiyon Yöntemi (MKFE) 

Katı faz ekstraksiyon yöntemlerinden biri olan ve manyetik özellik taĢıyan adsorban 

kullanılarak gerçekleĢtirilen bir yöntemidir. MKFE‟de analitin de içinde bulunduğu 

çözelti ortamına sorbent olarak manyetik partiküllerin eklenmektedir. Eklenen manyetik 

partiküller magnetit (Fe3O4) adı verilen bir tür ve onun türevlerinden oluĢur. Sol-jel 

tekniğine benzer teknikler kullanılır ve yüzeyleri silika, alümina oksitler vb. ile kaplanır. 

Yöntem uygulanırken hedef analit/analitler manyetik adsorban üzerine adsorbe edilme 

ilkesine dayanmaktadır (Sarıkaya ve ark., 2021). Ardından dıĢardan bir manyetik alan 

oluĢturularak (mıknatıs gibi) sulu çözeltiden ayrılır. Manyetik adsorban üzerinde 

tutunan analitler uygun elüsyon çözücüleri kullanılarak aynı Ģekilde desorbe edilir 

(ġekil 2.4.) Birden fazla matriks çözeltilerinin bulunduğu durumlarda MKFE yöntemin 

tercih edilmesinin nedeni hedef analit ile uyumlu olan bir faz yüzeyine sahip 

oluĢundandır. Geleneksel KFE tekniklerine göre manyetik partikül üzerine adsorbsiyon 
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daha kolaydır (Yuvali ve ark., 2020). Manyetik partiküllerin kullanılması KFE‟deki 

ekstraksiyon prosedüründe yer alan birtakım aĢamaların sayısını aza indirger ve 

analitlerin izolasyonu kolaylaĢtırarak zamandan tasarruf sağlar. MKFE‟ de kullanılan 

harici manyetik alan manyetik faz maddesi yüzeyine adsorbe edilen (bağlanan) 

analitlerin ayrılmasını oldukça pratikleĢtirir. MKFE oldukça çevreci bir yöntemdir ve 

yeĢil kimya ilkeleri kapsamında organik çözücü kullanımı en aza indirgenir. Bu sebeple 

tehlikeli ve zehirli atıkların oluĢumu önlenmiĢ olur (Hu ve ark., 2018; Li ve ark., 2014; 

Wierucka ve ark. , 2014). 

 

 

ġekil 2.4. Manyetik Katı Faz Ekstraksiyon Yönteminin ġematik Gösterimi (Çaylak, 

2019)  

2.5.2. Fabrik Faz Ekstraksiyon Yöntemi  

Modern analitik cihazların özellikleri sürekli geliĢmesine rağmen karmaĢık martikse 

sahip analitlerin doğrudan tayinleri için kullanımında halen uygun olmayabilmektedir. 

Hedef analit moleküllerinin karmaĢık bir matrikste bulunması ve düĢük deriĢimler 

nedeniyle ön numune hazırlama iĢlemlerine gereksinim duyulmaktadır. Bunun için 

analizden önce ayırma ve zenginleĢtirme iĢlemleri için ön numune hazırlama basamağı 

gerekmektedir. Örnek hazırlama tekniklerinden birisi de katı faz ekstraksiyon tekniği 

olarak uygulanan fabrik faz ekstraksiyon (FFE) tekniği  son yıllarda kullanılmaya 

baĢlanmıĢtır (R. Kumar ve ark., 2014; Zilfidou ve ark., 2018). 
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2014‟te Kabir ve Furton, yeni bir numune hazırlama tekniği geliĢtirdiler. Bu teknik yeĢil 

kimyaya uygun çevreci bir yeni nesil numune hazırlama tekniğidir. Bu yeni katı faz 

ekstraksiyon tekniği Fabrik Faz Ekstraksiyon olarak literatüre girmiĢtir. 

FFE tekniğinde sentetik ya da doğal bir kumaĢ yüzeyin üzeri ultra inca bir kaplama ile 

kaplanır. Bu teknik genelde Sol-Gel kaplama tekniğidir. EĢit bir kaplama sağlanması 

önemlidir çünkü,  substrat ve polimer arasındaki kimyasal bağ nedeniyle FFE zarının 

yüksek termal, solvent ve kimyasal stabilitesini sağlar (R. Kumar ve ark., 2014). FFE‟de 

öncelikle analitin bulunduğu numune katı faz ile temas ettirilerek analitin adsorban 

üzerinde tutuması sağlanır (hedef maddenin adsorpsiyonu). Ardından katı faz tamamen 

organik solvente daldırılır ve hedef analit organik solvente geri ekstrakte edilir (hedefin 

desorpsiyonu). FFE; çok çeĢitli sorbent kullanımına izin veren tek mikro ekstraksiyon 

tekniğidir. Kullanılan fabrik fazlar %100 pamuk selüloz (hidrofilik) veya cam elyaf 

(nötr) veya polyester (hidrofobik) olabilir (R. Kumar ve ark., 2014; Zilfidou ve ark., 

2018). 

FFE, katı faz ekstraksiyonu veya mikroekstraksiyon tekniğinde birçok farklı özelliğe 

sahip yeni nesil bir numune hazırlama tekniği olarak ortaya çıkmıĢtır. FFE dünya 

genelinde popülerliğini artırmaktadır. Yöntemin birçok analit için kullanılabileceği 

öngörülmektedir. FFE‟nin bazı avantajları; 

- Performans üstünlüğü ve yeniden kullanılabilirliği, 

- YeĢil ve çevreci analitik ilkelerin uyumluluğu,  

- GeniĢ pH çalıĢma aralığı,  

- Basit iĢlem uygulaması, maliyeti düĢük cihaz kullanımı ve hızlı adsorpsiyon 

yetenekleri  

- Fabrik fazı numuneye doğrudan eklenebilmesi ve geri alınabilmesi nedeniyle 

uygulama kolaylığına sahip olması   

- Daha az numune iĢleme adımı sayesinde olası hata kaynaklarını ve numune 

hazırlama maliyetini azaltılması,   

- Adsorban olarak yüzlerce yeni kaplama ile kullanılabilir ve uygulama 

alanının geliĢtirilebilir olması,  

- Adsorban ve fabrik madde matriksi arasındaki kimyasal bağ nedenile fabrik 

fazın yüksek kimyasal stabilitesinin sağlaması (Kabir ve ark., 2021; R. 

Kumar ve ark., 2014)  
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olarak sıralanabilmektedir. 

Numune hazırlama adımlarının sayısının düĢük olması analit kaybı ve mevcut deneysel 

hata risklerini en aza indirgeyeceğinden, FFE iĢlem basamağının az olması nedeniyle 

avantajlı bir tekniktir. FFE, geniĢ bir temas yüzey alanına sahiptir ve hedef analitleri 

hızla adsorbe edebilir. Kullanılan organik çözücünün düĢük viskoziteye sahip olması ile 

hedef analitin 2-10 dakika içinde fabrik fazdan alınması mümkün olmakta ve daha az 

organik çözücü ile ekstraksiyon tamamlanabilmektedir (Kumar ve ark., 2014). 

FFE farmasötik, çevresel, gıda, biyolojik ve toksikolojik örnekler dahil olmak üzere çok 

çeĢitli numune matrislerinde uygulamalar bulmuĢtur. Tüm bu uygulamalarda FFE, sol-

jel kaplama teknolojisinin yüksek gözenekli fabrik fazın substratına olan uyumu, 

çevresel numunelerin hedef moleküllere yüksek oranda tutunması gibi özellikleri 

sayesinde çok iyi bir numune hazırlama tekniği olduğu düĢünülebilir.  

FFE ortamının yüksek kimyasal kararlılığı, yüksek asidik ve bazik pH‟larda 

çalıĢılabilme imkanı sağlamaktadır. Sol-jel sorbentin gözenekli yapısı ve fabrik fazın 

geçirgenliği, ekstraksiyon süresini en aza indirgeyerek FFE'yi sıkça kullanılan numune 

hazırlama tekniklerinden biri haline getirmiĢtir. FFE yönteminin uygulama basamakları 

ġekil 2.5‟te gösterilmiĢtir.    

 

ġekil 2.5. Fabrik Faz Ektraksiyon Yöntemi AĢamaları (Jain ve ark.,2023). 
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Yeni FFE yöntemi üstün ekstraksiyon verimi, daha yüksek ön konsantrasyon faktörü, 

hassasiyet ve basitliği sağlamaktadır (Kabir ve ark., 2017). FFE‟nin pek çok avantaja 

sahip olması araĢtırmacıya birçok uygulama için uygun yöntemi seçme konusunda daha 

fazla seçim yapma imkanı sağlamaktadır. 

2.6. Kromatografik Yöntemler 

Kromatografi kalitatif ve kantitatif analize olanak sağlayan bir ayırma yöntemidir. 

Maddeleri saflaĢtırmak, tanımak ve analizini yapmak için yaygın olarak 

kullanılmaktadır.  

1903 yılında Michael Tswett tarafından keĢfedilen kromatografide adsorbe edici 

(genellikle selüloz, niĢasta vb.) bir madde ile dolu cam kolondan bitki pigmenti içeren 

çözeltiyi geçirmiĢtir. Bu sayede klorofil ve ksantofil gibi bitki pigmentlerinin 

ayrılmasını gerçekleĢtirmiĢtir. 

Kromatografide sabit (durgun) ve hareketli fazlar bulunmaktadır. Bir çözelti içinde yer 

alan fiziksel ve kimyasal özelliklerinin farklılığından yararlanılarak çözeltinin hareketli 

faz aracılığı ile sabit bir faz üzerinden geçirilerek, fazlardaki farklı dağılma 

katsayılarından yararlanılarak ayrım gerçekleĢtirilir (Ersin, 2020; Ünsal, 2006). 

Günümüzde kromatografik cihazlar organik analizde en yaygın kullanılan kalitatif ve 

kantitatif analiz yöntemlerinden biridir.  

2.6.1. Kromatografik Yöntemlerin Sınıflandırılması  

Kromatografik yöntemler ayrılma mekanizmalara göre geliĢtirilmiĢ ve 

sınıflandırılmıĢtır. Analizi yapılacak olan madde bir hareketli faz tarafından sabit faz 

üzerinden belirli bir hızda hareket ettirilir. Sabit faz ile etkileĢen türler belirli alıkonma 

sürelerine bağlı olarak birbirlerinden ayrılır. Kromatografik yöntemler, uygulama Ģekli, 

hareketli fazın ya da sabit fazın türüne göre farklı adlar alır.  

Uygulama biçimine göre, düzlemsel kromatografi (kağıt kromatografisi ve ince tabaka 

kromatografisi) ve kolon kromatografisi (Gaz Kromatografisi (GC), Yüksek 

Performanslı Sıvı Kromatografisi (HPLC) ve süperkritik akıĢkanlı sıvı kromatografisi) 

olarak ikiye ayrılır. (Araç ve ark., 2022; Bengü ,2021).  
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Ayrılma mekanizmasına göre kromatografik yöntemler; ayrılma mekanizmalarına göre 

adsorpsiyon kromatografisi (Yıldırım, 2020), partisyon kromatografisi (Konak ve ark., 

2014), iyon değiĢtirme kromatografisi (Yıldırım, 2020) ve jel filtrasyon (Moleküler 

Eleme) kromatografisi (Konak ve ark., 2014) olarak ayrılır.  

Kromatografik metotlar; kullanılan hareketli fazın türüne göre ise sıvı kromatografisi 

(sıvı-katı kromatografisi ve sıvı-sıvı kromatografisi), gaz kromatografisi ve süperkritik 

akıĢkanlı sıvı kromatografisi olarak tanımlanır.  

2.6.2. Yüksek Performanslı Sıvı Kromatografisi  

Yüksek Performanslı Sıvı Kromotografisi bir sıvı içinde çözünmüĢ bileĢenler, kolon 

içinde bulunan hareketsiz (sabit) faz ile farklı etkileĢimlere girerek kolon içinde farklı 

hızlarla hareket ederler. Farklı hızlarla hareket etme yeteneğinden dolayı kolonu farklı 

sürelerde terk ederek ayrılma sağlanır. (Eser, 2018; Ünsal, 2006)  

HPLC, organik, inorganik, biyolojik ve çevresel örneklerde bulunabilecek birçok türü 

tayin etmek için kullanılan kromatografik bir yöntemdir. Son yıllarda ve günümüzde 

kullanım alanı ve kullanım sıklığı artmaktadır (D.A.Skoog ve ark;2013). HPLC ilaçlar 

(Antibiyotikler, sedatifler, streoitler, analjezikler), biyokimyasallar (Amino asitler, 

proteinler, karbonhidratlar, lipidler), gıda maddeleri (Suni tatlandırıcılar, antioksidanlar, 

aflatoksinler, katkı maddeleri), endüstriyel kimyasallar (Çok halkalı aromatikler, yüzey 

aktif maddeleri, iticiler, boyalar), pestisitler, herbisitler, fenoller, PCB‟ler gibi kirletici 

ajanlar), klinik tıp (safra asitleri, ilaç metabolitleri, üre özütleri, östrojenler) ve 

uyuĢturucular (UyuĢturucu ilaçlar, zehirler, kan alkolü, narkotikler) vb analizlerde 

yaygın olarak kullanılmaktadır (Bengü, 2021). 

Analitik ayırma sağlamak ve kalitatif ve kantitatif analiz amacıyla en yaygın kullanılan 

cihaz HPLC‟dir. HPLC duyarlılığı yüksek, kantitatif tayinlere kolaylıkla uyarlanabilen, 

uçucu olmayan ancak sıcaklıkla hemen bozunabilen bileĢiklerin kolaylıkla ayrılması ve 

tayini için uygundur. Sanayinin hemen her alanında kullanılabilmektedir. YaĢamda 

sürekli kullanılan amino asitler, proteinler, nükleik asitler, karbonhidratlar, ilaçlar ve 

pestisitler gibi türlerin analizinde de oldukça iyi sonuçlar vermektedir (Eser, 2018; 

Karaoğul, 2018) . 
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2.6.3. Yüksek Performanslı Sıvı Kromatografisi Bölümleri 

HPLC analitik ayırmada en yaygın kullanılan cihazdır. HPLC cihazı degazör, pompa, 

oto örnekleyici, kolon (kolon fırını) ve dedektör olmak üzere (ġekil 2.6) temelde beĢ 

kısımdan oluĢmaktadır (Yıldırım, 2020).   

 

 

ġekil 2.6.Yüksek Performanslı Sıvı Kromatografi ġematik Gösterimi (Yıldırım, 2020) 

Hareketli Faz: Hareketli faz analiti taĢıma görevi yapar. Hareketli faz çözeltileri genel 

olarak su, sulu tampon çözelti, su veya tampon çözeltilerin metanol ve/veya asetonitril 

ile oluĢturulmuĢ çözeltiler ya da organik çözücülerden oluĢur. Ayrımın kolay ve doğru 

olabilmesini ortamın pH değeri ile mobil faz bileĢimi etkiler. Hareketli faz seçilirken 

uygulanacak olan ayırma tipine dikkat edilmelidir. Aynı zamanda hareketli faz 

seçiminde, kullanılan teknik, numune tipi, kolon seçimi önemlidir ve dedektörün 

özelliklerine, sabit faz türüne ve yapılacak olan analizin biyolojik materyale uygunluk 

özelliklerine bağlıdır. Sabit faza hareketli faz aracılığı ile gelen numune etkileĢime girer 

ve bir miktar alıkonulur. Bu nedenle sulu tamponlar, hidrokarbon türleri gibi farklı 

polaritelerde çözücülerin kullanıldığı faz sabit fazdır (Hakan & Yaylım, 2020). 

Dedeksiyon sisteminde giriĢim gerçekleĢmemesi için kullanılacak tüm çözücüler 

oldukça saf olmalıdır. Eser miktardaki safsızlıklar dahi kolonu etkiler ve dedeksiyon 

sisteminde giriĢime neden olabilirler (Eser, 2018). 

Hareketli fazın, saf olması, dedektöre uyumlu olması, örneği çözmesi, viskozitesinin 

düĢük olması, kimyasal inertlik sağlaması ve düĢük maliyetli olması istenir ( Yaylım ve 

ark., 2020). Hareketli fazın uygulanmasına göre genellikle  izokratik ve gradiyent olarak 

adlandırılı (GöktaĢ, 2019).   
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Ġzokratik elüsyonda; mobil faz analiz süresince sabit bileĢime sahiptir. BileĢenlerin 

tamamı kolonda eĢ zamanlı sürüklenirken, farklı hızlarda göç ederek kolonu terkederler 

(GöktaĢ, 2019). 

Gradiyenet elüsyonda; iki veya daha fazla çözücü sistemi kullanılır. Bu çözücülerin 

polarlıkları birbirinden farklıdır ve çözücü bileĢimi analiz süresince sürekli ya da 

aĢamalı olarak değiĢtirilir (GöktaĢ, 2019). 

Degazör: Hareketli fazdaki hava kabarcıklarının ve çözünmüĢ havanın giderilmesini 

sağlar, mobil faz ĢiĢelerinden sisteme hareketli fazın taĢınması durumunda kullanılır. 

Mobil faz sayısına ve pompa tiplerine göre uygun degazörler mevcuttur. 

Pompa: HPLC sistemi içerisinde mobil fazın istenilen akıĢ hızında yüksek basınçla 

hareket etme prensibini sağlayan kısımdır. Hareketli fazın analiz süresince enjektör, 

kolon ve dedektör üzerinden sabit akıĢını sağlar. Hareketli faz degazörden içerisindeki 

gazlar ayrılarak HPLC sistemi boyunca sabit akıĢ hızında hareket eder. Analitik 

pompalar, genellikle akıĢ hızı 0,1 – 5,0 mL arasında çalıĢır. Pompa sistemlerinin, 

izokratik (Tek Kanallı), binary gradient (Çift Kanallı Mikserli) ve queternary gradient 

(Dört Kanallı Mikserli-Miksersiz) vb gibi farklı türleri mevcuttur (Araç ve ark., 2022). 

Ġzokratik sistemlerde; bileĢimi sabit olan hareketli faz ve tek pompa kullanılarak yapılan 

ayrımları ifade eder. Gradient sistemlerde, mobil faz bileĢimi ve istenilirse akıĢ hızı 

analiz süresinde değiĢkenlik gösterir. Bu analizin kalitesini arttırırken analiz süresini 

azaltır.  

Örnekleyici: Örnekleyicinin görevi analit/analitleri kolon ve dedektöre göndermektir. 

Örnekler, HPLC‟ye enjeksiyon ünitesinden ya manuel olarak ya da oto-örnekleyici ile 

enjekte edilir. Enjeksiyon ünitesinde bir enjeksiyon valfi ile örnek haznesi 

bulunmaktadır. Manuel enjeksiyonda örnek enjeksiyon öncesinde hareketli faz 

Ģartlarında çözüler ve bir Ģırınga yardımıyla valften enjekte edilir. Bu enjeksiyon iĢlemi 

yüksek basınç altında gerçekleĢtirilmeye uygun olarak dizeyn edilmiĢtir. Numune 

yüksek basınçlı ortamdaki hareketli faza karıĢır ve kolona hareketli faz içinde çözünmüĢ 

olarak kolona ulaĢır. Numune hacmi genellikle 5 -1000 L civarında olur ve kolona 

doğrudan enjekte edilir. Enjeksiyon esnasında yapılan YBSK‟da kesinliği düĢüren en 

önemli faktörlerden birisidir.  Otomatik enjektörler bu hatayı en aza indirir (Santhosh ve 

ark., 2014; Ünsal, 2006). 
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Kolon-Kolon Fırını: Sabit faz kolonuna hareketli fazda bulunan analit/analitleri taĢıyan 

maddelerin, fiziksel ve kimyasal özelliklerine göre birbirinden ayrımının sağlandığı 

bölümdür. Kolonlar genellikle çelikten yapılır. Ayrıca, poliariletereterketon (PEEK) ve 

cam gibi maddelerden üretilen kolonlarda bulunmaktadır. Kolonların içi silika veya 

polimer gibi yüzey alanı büyük sabit faz dolgu maddesi ile doldurulur. Bu polimer veya 

silikalar genellikle fonksiyonel grup eklenerek dolgu maddesi olarak kullanılır. Son 

yıllarda silika bazlı kolonlar yerine daha iyi ve daha hızlı ayırma yapabilen mikro ve 

nano gözenekli polimer bazlı kolonlar üretilmeye ve kullanılmaya baĢlanmıĢtır. Polimer 

kolonlar daha uzun ömürlüdür ve rejenere edilebilirler. 4,5-5,0 mm iç çaplı kolonlar en 

sık kullanılanlardır ve bunların uzunlukları 2-30 cm aralığında olabilir. (Ünsal, 2006). 

Kolon fırınının amacı, kolonu saklamak ve sıcaklığını sabit tutmaktır. Bazı ayırmalar 

sıcaklıktan çok fazla etkilendiğinden sıcaklık kolon fırını sayesinde sabit tutularak 

analizin güvenirliliği artırılır. Kolon fırınlarının genellikle blok ısıtıcılı, fanlı ve peltier 

olarak adlandırılan üç türü vardır (Ünsal, 2006). Peltier türü kolon fırınında sabit 

sıcaklığı sağlamak daha kolay olduğundan çok tercih edilen kolon fırınıdır (Bengü, 

2021); 

Dedektör: Dedektörler, kolondan alıkonma sürelerine göre çıkan analite bağlı olarak 

alınan cevap doğrultusunda sinyallerini kromatogram üzerinde pik olarak ifade eden 

cihazlardır. Dedektörler kolondan sonra yer alır. HPLC‟de kullanılabilecek 

dedektörlerin, ölçebileceği konsantrasyon aralığı geniĢ olmalı, duyarlılığı yüksek 

olmalı, gürültü seviyesi düĢük olmalı (S/N oranını iyileĢtirmek amaçlı) ve rezolüsyonun 

iyi olması istenir. Rezolusyonun iyi olması için dedektör cevabı sıcaklık ve basınçtaki 

değiĢmelerden duyarsız olmalıdır. (Santhosh ve ark.,2014; Ünsal, 2006). 

Sıvı kromatografisinde yaygın kullanılan dedektörler;  

1. Ġletkenlik Dedektörü (Ünsal, 2006) 

2. Elektrokimyasal Dedektör (Banu Bayram, 2011) 

3. Refraktif Ġndeks (Kırılma Ġndisi) Dedektör(Karaoğul, 2018)  

4. Floresans Dedektör (Kaynar, 2007) 

5. Fotodiyot Dizisi Dedektör (PDA) (Emır, 2016)  

6. Kütle Spektrofotometre Dedektör (MS) (Eser, 2018)  

7. UV Dedektör (Ünsal, 2006) 
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olarak sayılabilir. Bunlar içinde en sık kullanılanı UV dedektör ve fotodiyot dizisi 

dedektördür. 

2.6.4. Yüksek Performanslı Sıvı Kromatografisi Türleri 

HPLC ayrılma mekanizmalarına bağlı olarak normal faz kromatografisi, ters faz 

kromatografisi, iyon değiĢtirme kromatografisi, boyut dıĢlama (eleme) kromatografisi 

ve kiral ayırma kromatografisi olarak adlandırılmaktadır.  

Normal faz kromatografisinde silikajel-polimer ve üzerine bağlanmıĢ –CN, -NO2 veya 

NH2 dolgu maddeleri gibi polar sabit bir faz  ile nanpolar ya da polaritesi düĢük Etileter, 

Kloroform, Hekzan vb. çözücüler ve karıĢımları hareketli fazın oluĢturduğu 

kromatografidir(Chaudhari ve ark., 2020). Polaritesi düĢük olan analit ilk olarak 

kolondan çıkar. Bunun sebebi benzer benzeri çözer ilkesinden yararlanarak polaritesi 

düĢük olan analit hareketli fazda iyi çözünerek kolonu en önce terkeder. Apolar 

yapıdaki analitin polar olan sabit faz ile az etkileĢmesi sebebiyle kolonda kısa bir süre 

tutunur.  

Ters faz kromatografisinde, silikajel-polimer ve üzerine bağlanmıĢ onsekiz karbonlu düz 

zincirli C18, oktil veya fenil grupları, metil, etil ve –NH2 gruplu dolgu maddeleri gibi 

apolar sabit faz ve metanol, ssetonitril, tetrahidrofuran gibi güçlü organik çözücülerin 

zayıf çözücü olan sulu veya tamponlanmıĢ, pH ayarı yapılmıĢ karıĢımları gibi polar 

mobil fazın oluĢturduğu kromatografi sistemidir (Chaudhari ve ark., 2020). 

Polaritesi yüksek olan analit kolonu ilk olarak terkeder. Yine benzer benzeri çözer 

ilkesinden yola çıkılarak polaritesi yüksek analit hareketli faz içinde oldukça iyi 

çözünür ve kolonu ilk olarak terkeder. Polar yapıdaki analit apolar yapıdaki sabit faz ile 

az etkileĢerek kolonda kısa süre tutunur ve yine kolonu ilk terkeden grup olur. 

Hareketli fazın polaritesi azaltılarak alıkonma süresi kısaltılır. Tam tersi durumda ise 

hareketli fazın polaritesi artırılarak alıkonma süresi artırılır.  

Ġyon değiĢtirme kromatografisi, iyon yapıdaki bileĢikleri ayırmada kullanılan bir 

tekniktir. Analitin katyon yapıda olduğu durumunda çoğunlukla kolonların dolgu 

maddeleri negatif yüklü fonksiyonel grup kullanılarak oluĢturulur. Analitin Anyon 

yapıda olduğu durumda ise kolonların dolgu maddeleri pozitif yüklü fonksiyonel gruplu 

kullanılarak oluĢturulur. Aynı zamanda molekülün kolonda tutunma gücü bir iyonun 
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molekül ağırlığı arttıkça artar. Bunun yanında suda çözünebilen organik maddeleri 

analiz etmede de kullanımı oldukça fazladır (Eser, 2018).  

Boyut dıĢlama (eleme) kromatografisinde molekül ağırlıkları oldukça farklı olan 

analitleri bir arada analiz edilebilmesi amacıyla kullanılan bir tekniktir. Genelde 

kolonlardan mobil fazın geçiĢi kimyasal ve fiziksel etkileĢimlerle olmasına rağmen bu 

teknikte tamamen fiziksel etkileĢim mevcuttur. Molekül ağırlığı fazla olan analit kolon 

dolgu maddesindeki porlara sığmaz ve kolondan ilk olarak çıkar. Genel kullanım 

alanları büyük molekül yapılı polimerler, Ģekerler ve protein gibi tür analizlerinde 

kullanılır.  

Eleme tekniği mobil fazın çözücü türüne göre; organik çözücünün kullanıldığı jel 

geçirgenlik kromatografisi (GPC) ve  sulu çözeltilerin kullanıldığı jel filtrasyon 

kromatografisi (GFC) olarak ikiye ayrılır (Konak ve ark., 2014). 

Kiral ayırma kromatografisi, sabit faz ile etkileĢime giren fiziksel özellikleri aynı olan 

izomerlerin, izomer çifti olan diastereomere dönüĢtürülmesiyle gerçekleĢtirilir. Bunun 

için  özel kiral kolonlar kullanılan bir yöntemdir (Topal ve ark., 2016). 

2.7. Fingolimod ve Sitalopram Moleküllerinin Analizleri Ġçin Daha Önceden 

YapılmıĢ Olan ÇalıĢmalar 

 

Fingolimod ve sitalopramın farklı örneklerden ekstraksiyon ve analizlerine iliĢkin 

literatür çalıĢmalarından bazıları aĢağıdaki gibi özetlenmiĢtir. 

Azari ve ark.,(2015)  Fingolimodun biyolojik sıvılarda spektrofotometrik tayini için 

sodyum dodesil sülfat (SDS) kaplı nanomıknatıslar kullanarak karıĢık hemi-misel katı 

faz ekstraksiyonu önermiĢlerdir. ÇalıĢmalarında sodyum dodesil sülfat (SDS) kaplı 

nano Fe3O4 bazlı karıĢık hemimisel katı faz destek maddesi kullanmıĢlardır. Bu yöntemi 

su, idrar ve plazma örneklerinde Fingolimod'un (FIN) ayrılması ve belirlenmesi için 

araĢtırmıĢlardır. Bu yeni sorbentlerin yüksek yüzey alanı ve sodyum dodesil sülfat 

(SDS) ile yüzey modifikasyonundan sonraki mükemmel adsorpsiyon kapasitesi 

nedeniyle iyi bir ekstraksiyon geri kazanımları üretilebileceğini öngörmüĢlerdir. pH, 

yüzey aktif madde ve adsorban miktarları, iyonik güç, ekstraksiyon süresi ve 

desorpsiyon koĢulları gibi ana faktörler incelemiĢ ve optimize etmiĢlerdir. Yöntemin 
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doğruluğu, eklenen numuneler üzerindeki geri kazanım ölçümleriyle değerlendirilmiĢtir 

ve su, idrar ve plazma için sırasıyla %96, %95 ve %88'lik iyi geri kazanımlar 

gözlemlemiĢlerdir. Su, idrar ve plazma örnekleri için sırasıyla 0,998, 0,997 ve 0,995 

tayin katsayılarıyla incelenen 2–26, 2–17 ve 2–13 mgL
-1

 konsantrasyon aralıklarında 

uygun doğrusal davranıĢlar elde etmiĢlerdir (Azari ve ark., 2016). 

Fracasso ve ark.,(2022) yaptıkları çalıĢmada, insan plazmasında Fingolimod ve aktif 

metaboliti Fingolimod-P'yi ölçmek için HPLC-MS/MS geliĢtirerek doğrulamıĢlardır. 

Yöntemde iç standartlar Fingolimod-D4 ve Fingolimod-P-D4'ün kullanılmıĢtır ve 

plazma proteininin asetonitril kullanılarak çöktürülmesine dayanmaktadır. Çöktürme 

yapıldıktan sonra tandem kütle spektrometrisi ile kromatografik ayırma 

gerçekleĢtirmiĢlerdir.  Yöntem, “EMA biyoanalitik yöntem doğrulama yönergelerinde” 

belirlenen kriterlere uygun olarak doğrulanmıĢtır. Bu çalıĢmada açıklanan analitik 

yöntem, klinik yanıtlardaki bireyler arası değiĢkenliğin, ilaç biyoyararlanımındaki 

bireyler arası farklılıklarla açıklanıp açıklanamayacağını değerlendirmek için yararlı 

olabilmektedir(Fracasso ve ark., 2022).  

Sarıkaya ve ark., (2021); idrar ve atık su örneklerinde Fluoksetin ve Sitalopram 

antidepresanlarının, fotodiyot dizi dedektörü ile birlikte sıvı kromatografisi ile hassas 

belirlenmesi için ekstraksiyon yöntemi geliĢtirmiĢlerdir. Bu çalıĢmada, antidepresan 

ilaçlar olan Fluoksetin (FLU) ve Sitalopram'ın (CIT) idrar ve atık sularda eser miktarda 

belirlenmesi için yeni bir analit ayırma ve zenginleĢtirme yöntemini manyetik katı faz 

ekstraksiyonundan (MKFE) sonra HPLC-DAD analizini kullanmıĢlardır. Önerilen 

yöntemde, FLU ve CIT, tamponun (pH 10.0) varlığında yeni sentezlenen manyetik 

sorbent (Fe3O4@PPy-GO) üzerinde tutularak ve daha sonra kromatografik tespitlerden 

önce daha düĢük hacimli bir asetonitril içerisine desorbe etmiĢlerdir. HPLC analizinden 

önce tüm numuneler 0,45 μm PTFE filtreden filtrelendi. Optimum çalıĢma koĢulları 

altında tespit limitini, doğrusallığı, zenginleĢtirme faktörünü ve diğer analitik değer 

rakamlarını belirlemek için etkileĢim süresi, desorpsiyon solventi ve hacmi ve pH gibi 

deneysel parametreler incelemiĢ ve optimize etmiĢlerdir. GeliĢtirdikleri bu yöntemde, 

izokratik elüsyon ile 227 nm‟de fluoksetin ve 238 nm‟de sitaloprama karĢılık gelen 

maksimum dalga boylarında diyot dizisi detektörü ile analizi gerçekleĢtirmiĢlerdir. 

Optimum koĢullar altında FIN ve CIT için tespit limiti sırasıyla 1,58 ve 1,43 ng mL
-1

 idi 

ve ölçüm limiti sırasıyla 4,82 ve 4,71 ng mL
-1

 olarak belirlemiĢlerdir. 100 ng mL
-1

 hedef 
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molekül içeren model çözeltilerinin üçlü analizleri için bağıl standart sapmaların 

(%RSD) % 5,0'dan az olduğunu bulmuĢlardır. Yöntemi idrar (hem simüle edilmiĢ hem 

de gerçek sağlıklı insan) ve atık su örneklerine baĢarıyla uygulamıĢ ve geri kazanım 

deneylerinde niceliksel sonuçlar elde etmiĢlerdir(Sarıkaya ve ark., 2021).  

Kumar ve Sharma., (2021) fingolimod tablet analizlerinin rutin kalite kontrol 

çalıĢmaları için bir yöntem geliĢtirilmiĢlerdir. Yöntemde farmasötik dozaj formunda 

fingolimod varlığı tespiti ve tayini için yeni bir RP-HPLC yöntemi önermiĢlerdir. 

Kromatografik yöntemle gerçekleĢtirilen tayinde; fosfat tamponu (1,0 mL dk
-1

) ve 

asetonitril (40:60 v/v) çözeltilerinden oluĢan izokratik bir hareketli faz kullanılmıĢtır. 

Sabit faz olarak 30 °C ayarlanmıĢ ODS kolonu (4,6 x 250 mm, 5 μm partikül boyutu) 

kullanılmıĢtır. Tayinler 260 nm dalga boyunda gerçekleĢtirilmiĢtir. Sistem uygunluğu, 

doğrusallık, hassasiyet, doğruluk, özgüllük, tespit limiti, kantifikasyon limiti, numune 

ve standart stok çözeltilerinin kararlılığı ve sağlamlık gibi doğrulama parametrelerini 

incelemiĢlerdir. Fingolimod için tutulma süresi 2,9 dakika olarak tespit edilmiĢ ve 

tabletlerin analizi için bağıl standart sapmanın % 2'den az olduğunu bulmuĢlardır. 

Yöntem hızlı, doğru, kesin ve hassastır. Yöntemin LOD değeri 0,04 µgmL
-1

 , geri 

kazanım değerleri %98-%102 aralığında yer almaktadır (Kumar ve ark., 2021). 

Asgharinezhad ve ark.,(2015) yayımladıkları çalıĢmada polipirol/manyetik nanopartikül 

kompozitleri dispersif-m-katı faz ekstraksiyonu (D-m-SPE) için kimyasal oksidatif 

polimerizasyon prosesi yardımıyla sentezlemiĢlerdir. YapmıĢ oldukları bu çalıĢmada 

idrar ve plazma örneklerinin HPLC-UV ile tespitini gerçekleĢtirmiĢlerdir. Bunu 

yapmadan önce her iki madde için ön deriĢtirme iĢlemi uygulamıĢ ve numune pH'ı, 

sorbent miktarı, sorpsiyon süresi, eluent ve hacmi, tuz içeriği ve elüsyon süresi dahil 

olmak üzere çeĢitli parametrelerin ekstraksiyon verimliliği üzerindeki etkisi araĢtırılmıĢ 

ve optimize edilmiĢtir.  Optimum koĢullar; pH:9.0, sorbent miktarı 10 mg, sorpsiyon 

süresi 7 dk olarak belirlediler. Kalibrasyon eğrileri 1–800 mgL
-1

 aralığında doğrusal 

olduğunu ve sırasıyla LOD değerleri CIT için 0,2–1,0 mgL
-1

 ve STR için 0,3–0,7 mgL
-1

 

aralığında olduğunu belirlemiĢlerdir. Yüzde ekstraksiyon geri kazanımları CIT için 

93,4–99, ve STR için 94,0–98,4 idi. Bağıl standart sapmalar (n = 5) sırasıyla CIT için 

4.8–8.4 ve STR için 4.3–9.2 aralığındaydı. Yöntemi insan idrar ve plazma örneklerinde 

CIT ve STR'nin ekstraksiyonu ve belirlenmesiyle baĢarıyla uyguladılar(Asgharinezhad 

ve ark., 2015).  
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Lahijani ve ark., (2017) insan plazma örneklerinde sitalopram hidrobromür ve 

nortriptilin hidroklorürün belirlenmesi için yöntem geliĢtirmiĢlerdir. Yöntemde HPLC-

DAD ile birleĢtirilmiĢ ultrason destekli iyonik sıvı bazlı dispersif sıvı-sıvı 

mikroekstraksiyonu (UA-IL-DLLME) uygulanmıĢtır. Yöntem etkili ve çevre dostudur. 

Optimize edilmiĢ koĢullar altında doğrusallık 0,02–2,000 µg L
-1

 aralığında elde edildi. 

Tespit limitleri sitalopram için 10 µg L
-1

 ve nortriptilin için 6 µg L
-1

 idi. Ön 

konsantrasyon faktörleri sitalopram için 920 ve nortriptilin için 800 idi. HPLC ile 

birleĢtirilmiĢ UA-IL-DLLME'nin mevcut yöntemi, insan plazmasının gerçek 

örneklerinde sitalopram ve nortriptilin ilaçlarının belirlenmesinde baĢarıyla kullanıldı. 

Yöntemde sitalopram için bulunan tayin sınırı değeri (LOD) 10 µgmL
-1

 olarak tespit 

edildi. Yöntemin korelasyon katsayısı 0.9980 ve 50 µgL
-1

 lik çözeltinin %BSS değeri 

%3.2 olarak hesaplanmıĢtır (Lahijani ve ark., 2017). ÇalıĢmamızda sitalopram yanında 

fingolimod tayini yapılarak literatüre ilk kez kazandırılmıĢtır. Bunun yanında 

çalıĢmamızda sitalopram için tayin sınırı 6,85 ng mL
-1

 deriĢimlerinde tespit edilmiĢtir. 

Yöntemde sitalopram için tayin katsayısı 0,9941 olarak hesaplanmıĢtır.  Yöntemin 

%BSS değeri 5,32 (20 μg mL
-1

) olarak hesaplanmıĢtır. 

Fahimirad ve ark.,(2016), yapmıĢ oldukları bu çalıĢmada Doksepin, Sitalopram ve 

Fluvoksaminin tandem dağıtıcı sıvı-sıvı mikroekstraksiyonu HPLC_UV kullanarak 

gerçekleĢtirmiĢlerdir. ÇalıĢmanın ilk adımında, sulu bir numune çözeltisinde (8,0 mL) 

bulunan analitleri organik bir çözücüye ekstrakte etmiĢ ve daha sonra bu analitleri daha 

basit sulu bir kabul edici faza (50 L) geri ekstrakte etmiĢlerdir. Genel ekstraksiyon 

süresi 7 dakikadır ve en iyi ekstraksiyon verimliliğini elde etmek için organik 

çözücünün türü ve hacmi, iyonik kuvvetin etkisi gibi yöntemi etkileyen değiĢkenlerin 

optimizasyonunu gerçekleĢtirmiĢlerdir. Yöntem 10-5000 ngmL
-1

 aralığında iyi bir 

doğrusallık gösterdi. Tespit limitleri 3-10 ng mL
-1

 aralığındaydı. Gün içi kesinlik 

değerleri sitalopram, doksepin ve fluvoksamin için sırasıyla % 9,2, % 4,5 ve % 4,8 

olarak bulundu geri kazanımlar % 58,5, % 52,9 ve % 39,3 olarak 

bulunmuĢtur.(Fahimirad ve ark., 2016).  

Beiranvand ve ark., (2017), Sitalopramın ön konsantrasyonu için bulutlanma noktası 

manyetik katı faz ekstraksiyonun spektroflorometrik tayinini kullanmıĢlardır. 

Bulutlanma noktası ekstraksiyonu için iyonik olmayan yüzey aktif madde Triton X-100 

kullanmıĢ ve sorbent olarak nikel çinko ferrit manyetik nanokompozit kullanmıĢlardır. 
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Bu manyetik malzeme yüzey aktif madde açısından zengin fazın adsorpsiyonunu 

sağlamıĢtır. Uygulanan yöntem, iyonik olmayan bir yüzey aktif madde ortamının 

misellerinde CPE ile hedef analitlerin baĢlangıçta ekstraksiyonunu ve ardından misel 

fazını geri kazanmak için nikel çinko ferrit manyetik nanokompozitinin kullanılmasını 

içermektedir. Optimum ekstraksiyon koĢulları pH: 9, adsorban dozajı: 60 mg, Triton X-

100 konsantrasyonu: 50 mg ve t = 50 °C de doğrusal dinamik aralık 3,00–800,00 ng 

mL
-1

 ve RSD sırasıyla % 1.62 ve % 2,93 idi. Yöntem için 0,42 ng mL
-1

 sitalopram tespit 

limiti elde etmiĢlerdir. Elde edilen sonuçlar, yöntemin gerçek örneklerde sitalopram 

analizi için baĢarıyla uygulandığını göstermiĢtir.( Beiranvand ve ark ., 2017).  
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3. GEREÇ VE YÖNTEM  

3.1. Kullanılan Çözeltiler ve Cihazlar  

Deneysel çalıĢmalarda kullanılan kimyasallar, hazırlanan çözeltiler, laboratuvar 

malzemeleri, analitik cihazlar ve özellikleri ile deneysel çalıĢmalar bu bölümde 

verilmiĢtir.  

3.1.1. Hazırlanan Çözeltiler  

Deneysel çalıĢmalarda kullanılan reaktiflerin tümü analitik saflıktadır. ÇalıĢmalar 

esnasında kullanılacak olan çözeltiler için MP Minipure Dest Up cihazından elde edilen 

deiyonize su ile hazırlanmıĢtır. 

pH 2,0-10,0 Britton Robinson (BR) Tampon Çözeltisi 

DeriĢimi 0,05 mol L
-1

 olacak Ģekilde H₃BO₃, H₃PO₃ ve CH₃COOH asitleri 

kullanılarak oluĢturulmuĢtur. pH 2,0-11,0 arasında asitlik sabitlerine göre uygun 

aralıklarda istenen tampon çözeltiler hazırlanmıĢtır ve Metler Toledo markalı pH metre 

ile kontrolü yapılmıĢtır. 0,1 M NaOH çözeltisinden az az eklenerek istenilen pH‟lara 

ayarlanmıĢtır. Ardından ıĢıktan ve ısıdan korunarak uygun koĢullarda saklanmıĢtır. 

 

Fingolimod Stok Çözeltisi, 1000 mg L
-1

  

Analitik saflıktaki Fingolimod HCl‟den (C19H33NO2.HCl) 55,9 mg tartılarak balon 

jojeye aktarılmıĢtır. Bir miktar metanol ile çözülüp son hacim metanol ile 50,00 mL‟ye 

tamamlanarak amber renkli ĢiĢede buzdolabında +4 ºC‟de saklanmıĢtır.  
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Sitalopram Stok Çözeltisi, 1000 mgL
-1

 

Analitik saflıktaki Sitalopram HBr‟den(C20H21FN2O.HBr) 62,3 mg tartılarak balon 

jojeye aktarılmıĢtır. Bir miktar metanol ile çözülüp 50,00 mL‟ye metanol ile 

tamamlanarak amber renkli ĢiĢede buzdolabında +4ºC‟de saklanmıĢtır.  

Fingolimod ve Sitalopram Stok Çözeltisi, 50 mgL
-1 

 

Analitik saflıkta hazırlanmıĢ olan 1000 mgL
-1

‟lik ana stok çözeltilerden yararlanılarak 

sırasıyla 5,0 mL fingolimod ve sitalopram çözeltileri mikropipet ile balon jojeye 

alınmıĢtır ve belirli miktar metanol ile çözülüp son hacim son hacim metanol ile 100,0 

mL‟ye tamamlanmıĢtır. KarıĢım çözeltisi amber renkli ĢiĢede buzdolabinda +4ºC‟de 

saklanmıĢtır. 

ACN/MeOH (% 50:50) Çözeltisi: 50 mL ACN (Merck) ve 50 mL MeOH (Sigma 

Aldrich) mezür yardımıyla alınarak karıĢtırılıp cam ĢiĢeye aktarılmıĢtır. 

Kalibrasyon grafiği için hazırlanan çözeltiler  

1000 µg mL
-1

‟lik ana stok fingolimod ve sitalopram çözeltilerinden 100 µg mL
-1

‟lik 

karıĢım çözeltisi hazırlanmıĢtır. Daha sonra bu karıĢım çözeltisinden sırasıyla 2, 5, 10, 

20, 40, 60 µg mL
-1

 deriĢimde kalibrasyon standarları hazırlanmıĢtır.  

3.1.2. Yüksek Performanslı Sıvı Kromatografi Cihazı Ġçin Kullanılan Reaktifler 

HPLC ile ayırmalarda hareketli faz olarak HPLC saflıktaki çözücüler kullanılmıĢtır. 

Sulu tamponlar ise, analitik saflıktaki kimyasalların deiyonize suda çözülmesi ile 

hazırlanmıĢtır.  

Fosfat Tamponu: 2,72 g KH2PO4 (Merck) katısından tartılıp bir miktar deiyonize su ile 

çözüldükten sonra pH 3‟e ayarlanarak hacmi 1000 mL‟ye tamamlanmıĢtır. 

Asetonitril çözeltisi (ACN): % 99 saflıkta ACN (Merck) çözeltisi kullanılmıĢtır.  

Metil alkol: ≥ 99,9 saflıkta metil alkol (MeOH) (Sigma Aldrich) çözeltisi kullanılmıĢtır. 

3.1.3. Manyetik ve Fabrik Faz Sentezinde Kullanılan Reaktifler 

Manyetik ve fabrik faz sentezinde analitik saflıktaki kimyasallar kullanılmıĢtır. pH 

ayarlamalarında % 28-30 saflıktaki deriĢik amonyum hidroksit (Merck) kullanılmıĢtır. 

Silanlama ajanı olarak % 99,9 saflıktaki (Sigma-Aldrich) tetraetil ortosilikat (TEOS) 
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çözeltisi ve % 99,9 saflıktaki (Sigma-Aldrich) aminopropiltriasetilsilan (APTES)  

çözeltisi kullanılmıĢtır. 

Deneysel çalıĢmalarda kullanılan çözeltiler aĢağıdaki Ģekilde hazırlanmıĢtır. 

1,0 M HCl çözeltisi: DeriĢik % 37 lik HCl (Merck) çözeltisinden 3,2 mL alınarak 

içerisinde bir miktar deiyonize su bulunana balon joje içerisine aktarılarak son hacmi 

deiyonize su ile 100‟mL ye tamamlanmıĢtır. 

1,0 M NaOH çözeltisi: %98 saflıkta sodyum hidroksit (Merck) katısından 4,08 g 

tartılıp balon jojeye alınmıĢtır. Hacmi deiyonize su ile 100 mL‟ ye tamamlanmıĢtır. 

% 50 (v:v) MeOH çözeltisi: Bir mezür yardımıyla 50 mL metanol (Sigma Aldrich) ile 

50 mL deiyonize su karıĢtırılarak hazırlanmıĢtır.  

L-Tirozin çözeltisi:  Molar kütlesi 181,19 g mol
-1

 olan L-tyrosinden 0,2 g tartılarak % 

50‟lik metil alkolde çözülerek çözeltinin son hacmi 50,0 mL‟ye tamamlanmıĢtır.  

3.1.4. Kullanılan Cihazlar 

Kromatografik ayırmalar ve tayinler Shimadzu (Prominence) HPLC (Kyoto, Japan) ile 

yapılmıĢtır. HPLC cihazı LC 20 AD kuaterner pompa, DGU-20A vakum gaz giderici 

CTO-10 AS VP kolon fırını ve SPD-M20 A PDA dedektör‟den oluĢmaktadır. Tüm 

ayırmalar fenil hekzil kolonda (Luna 5µm 100 A
0
/LC Kolon, 250 × 4,6 mm) 

gerçekleĢtirilmiĢtir. Kromatogramların değerlendirmesi LC Solution 2.0 yazılımı ile 

yapılmıĢtır. Katı faz ekstraksiyonu için kullanılan katı faz destek maddelerinin 

hazırlanmasında ve bu maddelerin karakterizasyonu için kullanılan cihazlar aĢağıda 

verilmiĢtir. 

Çözeltilerin pH‟ını ölçülmesinde JP Mettler Toledo pH metre kullanılmıĢtır. 

Ekstraksiyon sırasında çözeltileri karıĢtırmak için vortex (Jeiotech, Korea) cihazı 

kullanılmıĢtır. Çözeltileri çözmek ve degaze etmek için SK521 0HP model ultrasonik su 

banyosu kullanılmıĢtır. Ekstraksiyon iĢlemlerinde karĢıtırma iĢlemi Fisherbrand marka 

rotator ile yapılmıĢtır. Çözelti hazırlanırken karıĢtırma ve ısıtma iĢlemleri için M Tops 

Model manyetik karıĢtırıcılı ısıtıcı kullanılmıĢtır. Tartımlar 0,1 mg duyarlıklı AXIS 

marka analitik terazi kullanılmıĢtır. 

Karakterizasyon iĢlemlerinde Erciyes Üniversitesi Teknoloji AraĢtırma ve Uygulama 

Merkezinde bulunan Perkin Elmer 400 model Fourier DönüĢümlü–Ġnfrared 
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Spektrometresi, LEO 440 model taramalı elektron mikroskobu ve Bruker AXS D8 X-

ıĢını kırınımı cihazı kullanılmıĢtır. 

3.2. MKFE için Manyetik Fe3O4@L-Tirozin Parçacıklarının Sentezi 

Manyetik katı fazın sentezi için 8,74 g FeSO4.7H2O ve 24,2 g Fe (NO3)3.9H2O karıĢımı 

üzerine 100,0 mL deiyonize su eklenmiĢtir. Demir tuzlarının çözünmesini artırmak için 

10,0 mL 1,0 mol L
-1

 HCl eklenerek 80 
o
C de 600 rpm hızda magnetik karıĢtırıcı ile 

karıĢırken üzerine 100 mL % 50 metil alkol çözeltisi yavaĢ yavaĢ ilave edilmiĢtir. 

Sentez tepkimesi azot gazı ile oluĢturulan inert bir ortamda gerçekleĢtirilmiĢtir. 

KarıĢmakta olan çözeltiye 60 mL deriĢik NH3 ekleyip 2 saat karıĢtırılarak magnetit 

oluĢması sağlanmıĢtır. OluĢan siyah renkli çözelti içerisindeki Fe3O4 taneleri uygulanan 

dıĢ manyetik alan yardımıyla toplanmıĢtır. Bu magnetit kısım belli oranlarda 

MeOH/H2O karıĢımı ile yıkanıp 60 
0
C deki etüvde 6 saat süreyle kurutulmaya 

bırakılmıĢtır. Kuruyan malzemenin 3,0 g‟ı %50‟ lik metanol çözeltisinde yıkanırak ve 

ortama 2,0 mL kadar deriĢik NH3, 3,0 mL TEOS ve 2,0 mL APTES eklenerek manyetik 

nanopartikül yüzeyleri kaplanmıĢtır. Silanlama iĢleminin ardından yine inert azot 

atmosferi ortamında 500,0 rpm de karıĢmakta olan taneciklerin üzerine 45-50 °C iken, 

0,2 g L-Tyrosin‟in 50,0 mL %50 metil alkoldeki çözeltisi eklenerek 4 saat boyunca 

karıĢmaya bırakılmıĢtır. Ardından 6 saat oda sıcaklığında bekletildikten sonra 

MeOH/H2O karıĢımı ile birkaç defa yıkanarak kurutulmuĢtur. 

3.3. Fabrik Faz Destek Maddesinin Sentezi ve Hazırlanması  

Katı faz destek maddesi olarak kullanılan fabrik fazlar, Amerika Florida Uluslararası 

Üniversitesi‟ndeki paydaĢlarından olan Prof. Dr. Abuzar Kabir tarafından üretilmiĢtir. 

Deneysel çalıĢmalarımızda farklı fabrik fazlarla denemeler yapılarak en iyi sinyaller sol-

gel PCAP-PDMS-PCAP fabrik fazı ile elde edilmiĢtir.  

Fabrik faz, dıĢ kir, partiküller ve yüzeydeki kimyasal kalıntılarını gidermek ve yüzey 

hidroksil gruplarını aktive etmek için emici madde ile kaplanmadan önce ön iĢleme tabi 

tutulmuĢtur. 100 cm²‟lik yapısı selülozdan oluĢturulmuĢ fabrik faz parçası ilk olarak 15 

dakika boyunca ultrasonik su banyosu ortamında bekletilmiĢtir. Ardından olası kirlerden 

arındırılmak için birkaç kez daha deiyonize su ile yıkanmıĢtır. Daha sonra 1,0 M NaOH 

ortamında silanol gruplarını aktivitesi gerçekleĢtirilmiĢtir. Bunun için yine fabrik faz 1 

saat ultrasonik su banyosunda merserizasyon iĢlemine tabi tutulmuĢtur. Bunun ardından, 



40 

yine deiyonize su birkaç kez yıkandıktan sonra bu kez 0,1 M HCl ortamında 1 saat 

ultrasonik su banyosunda bekletilmiĢtir. Kaplama çözeltileri ile etkileĢtirilmeden önce 

uygun bir sıcaklıkta 1 gece boyunca soygaz akımında bekletilmiĢtir. 

Fabrik fazın yüzey kaplaması için, 5,0 g polikaprolakton-polidimetilsiloksan-

polikaprolakton polimeri, 5,0 mL sol-gel metiltrimetoksisilan (MTMS), organik çözücü 

içinde 10,0 mL metilen klorür: aseton (50/50 v:v) ve katalizör olarak 2,0 mL 

trifloroasetik asit eklenmiĢtir. KarıĢım 3 dakika vortekslendikten sonra 5 dakika 

santrifüjlenmiĢ ve daha sonra 2 dakika ultrasonik ortamda bekletilmiĢtir. Santrifüj 

sonrası fabrik faz alınarak yine inert ortamda kurutulmuĢtur. Elde edilen fabrik faz 1,0 

cm²‟lik eĢit parçalar halinde kesilerek deneysel çalıĢmalarda kullanılmıĢtır. 

3.4. Önerilen Manyetik Katı Faz ve Fabrik Faz Ekstraksiyon Yöntemleri 

50 mL‟lik falkon tüpe öncelikle sentetik idrar/sentetik tükürük çözeltisine bilinen 

deriĢimde fingolimod ve sitalopram çözeltileri eklenmiĢtir. Ardından pH tamponları ile 

katı faz destek maddeleri onun üzerine eklenmiĢtir. Üzeri deiyonize su ile 50,0 mL ye 

tamamlanmıĢtır. Analit ile katı fazların arasındaki teması en etkili Ģekilde 

gerçekleĢtirmek için bir karıĢtırıcı ile adsorbsiyonu gerçekleĢtirilmiĢtir. Hedef analite 

bağlanmayı gerçekleĢtirdikten sonra uygun bir ayırma iĢlemi ile sıvı kısım ayrılmıĢtır. 

Katı faz destek maddeleri üzerinden tekrar analiti sıyırma iĢlemi yapabilmek için uygun 

bir çözücü ile desorpsiyon iĢlemi gerçekleĢtirilmiĢtir. Çözücü faz viallere alınarak analit 

tayinleri HPLC ile yapılmıĢtır. 

3.4.1. Fabrik Faz Ektraksiyon (FFE) Yöntemi  

GeliĢtirilen yöntemde pH, desorpsiyon çözücüsü seçimi ve miktarı, adsorpsiyon süresi, 

vorteksleme süresi gibi parametreler optimize edilerek optimum koĢullar altında FFE 

metoduna dayanan ayırma ve zenginleĢtirme iĢlemleri gerçekleĢtirilmiĢtir. 

Fabrik fazlar kullanılmadan önce sırasıyla deiyonize su/ACN-MeOH çözeltisi/deiyonize 

su ile yıkama iĢlemi yapılmıĢtır. Daha sonra 50 mL‟lik falkon tüplere 20,0‟Ģer mL 

deiyonize su, 50 µg mL
-1

 deriĢimlerinde fingolimod ve sitalopram karıĢımı içeren ana 

stok çözeltiden 1,0 mL, 1,0‟er mL pH:10 Br tamponu, 1,0 cm²‟lik sol-gel PCAP-PDMS-

PCAP fabrik fazlar eklenmiĢtir ve hacmi deiyonize su ile 50,0 mL„ye tamamlanmıĢtır. 

Falkon tüplerin kapakları iyice kapatılıp rotatör cihazına yerleĢtirilmiĢ ve 50 rpm‟de 60 
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dakika çalkalanmaya bırakılmıĢtır. Çalkalanma tamamlandıktan sonra tüpler alınmıĢ ve 

fabrik fazı sıvı fazdan ayırarak üzerlerine 500,0 μL etanol çözeltisi ilave edilip 60 s 

vortekslenmiĢtir. Böylelikle fabrik faza tutunan analit bileĢenleri çözücü olarak 

belirlenen etanol‟e geçiĢi sağlanmıĢtır. Bu desorpsiyon çözücü sıvı faz örnekleri 

enjektörlere alınarak 0,45 μm‟lik politetrafloroetilen (PTFE) membran filtreden 

süzülerek, viallere aktarılmıĢ ve HPLC ile tayinler gerçekleĢtirilmiĢtir (ġekil 3.1) 

 

ġekil 3.1. Fabrik Faz Ekstraksiyon Yönteminin Deneysel AĢamaları 

 

3.4.2. Manyetik Katı Faz Ekstraksiyon (MKFE) Yöntemi   

GeliĢtirilen yöntemde pH, desorpsiyon çözücüsü seçimi ve miktarı, adsorpsiyon süresi, 

vorteksleme süresi gibi yöntemin analitik parametreleri optimize edilerek optimum 

koĢullar altında MKFE metoduna dayanan ayırma ve zenginleĢtirme iĢlemleri 

gerçekleĢtirilmiĢtir. 

Yöntemin optimum parametreleri belirlemek amacıyla model çözeltilerle deneyler 

gerçekleĢtirilmiĢtir. Bu amaçla 50,0 mL‟lik falkon tüplere 50,0 mg manyetik katı faz 

eklenmiĢtir. Katı faz ACN-MeOH çözeltisi ile yıkanmıĢtır. Katı faz üzerine 20,0 mL 
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deiyonize su; 1,0 mL pH 8,0 Br tampon çözeltisi, 50,0 mg L
-1

 deriĢimindeki fingolimod 

ve sitalopram karıĢım içeren ana stok çözeltiden 1,0 mL ilave edilerek son hacim 

deiyonize su ile 50,0 mL‟ye tamamlanmıĢtır. Falkon tüplerin kapakları iyice kapatılıp 

rotatör cihazına yerleĢtirilmiĢ ve 50 rpm‟ de 30 dakika çalkalanmaya bırakılmıĢtır. 

Çalkalanma tamamlandıktan sonra tüpler alınmıĢtır ve manyetik faz bir dıĢ magnet 

yardımıyla ayrılmıĢtır. Ardından 500,0 μL metanol çözeltisi ilave edilerek 40 s 

vortekslenmiĢtir. Böylelikle manyetik faza tutunmuĢ olan analit bileĢenlerinin 

desorpsiyon çözücüsü metanol‟e geçiĢi sağlanmıĢtır. Bu sıvı desorpsiyon çözücüsü 

enjektörlere alınarak 0.45 μm‟lik PTFE membran filtreden süzüldükten sonra viallere 

aktarılmıĢtır. Metanol çözeltisindeki fingolimod ve sitalopram deriĢimleri HPLC ile 

analiz edilmiĢtir. Yöntemin basamakları Ģekil 3.2.‟de verilmiĢtir. 

 

ġekil 3. 2. Manyetik Katı Faz Ekstraksiyon Yönteminin Deneysel AĢamaları 

 

3.5. Sentetik Ġdrar ve Sentetik Tükürük Çözeltilerinin Hazırlanması  

Ġlaç analizleri için kullanılan molekül tayinlerinin izlendiği örnek grupları genel olarak 

biyolojik örneklerdir. Biyolojik örnek ortamına benzemesi amacıyla yapay tükürük ve 

yapay idrar çözeltileri hazırlanmıĢtır ve uygulama aĢamasında kullanılmıĢtır.  

Sentetik İdrar Çözeltisi: 6,25 g üre, 0,27 g CaCl2 .2H2O, 0,25 g NH3Cl, 0,4 g KCl, 0,35 

g Na2SO4, 0,35 g KH2PO4, 0,73 g NaCl bir miktar deiyonize su ile çözülerek hacmi 

balon joje‟de 250,0 mL ye tamamlanmıĢtır. Ardından pH‟ı 0.1 M HCl çözeltisiyle pH 

6,0‟a ayarlanarak amber renkli ĢiĢede +4 
0
C‟ de saklanmıĢtır.  

Sentetik Tükürük Çözeltisi: 4,2 g sodyum hidrojen karbonat (NaHCO3), 0,5 g sodyum 

klorür (NaCl), 0,2 g Potasyum Karbonat (K2CO3) ve 30 mg sodyum Nitrit (NaNO2) bir 
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miktar deiyonize suda çözülmüĢtür. Daha sonra hacmi 1,0 L ye tamamlanmıĢtır(Sri ve 

ark., 2015).  

Gerçek örnek uygulaması amacıyla yapılan çalıĢmalarda, deney prosedüründeki 20,0 

mL deiyonize su yerine sentetik idrar ve yapay tükürük çözeltileri konulmuĢtur (Paula  

ve ark., 2018).   

3.6. Yöntemlerin Optimizasyon Basamakları 

KFE temelli ayırma ve zenginleĢtirme yönteminde amaç önce analitlerin katı faza 

tutunmasını sağlayıp ardından analitlerin tamamının tekrar farklı bir çözücüye geçiĢini 

sağlamaktır. Bu sayede yüksek zenginleĢtirme sağlanmaktadır. Optimize koĢulların 

sağlanması için literatür taraması sonucu parametreler belirlenmiĢ ve ön denemeler 

yapılmıĢtır. Hızlı ve kolay bir ayrılma gerçekleĢtirmek, düĢük miktarda organik çözücü 

kullanımı sağlamak, daha yüksek zenginleĢtirme faktörü elde edebilmek için her bir 

parametre optimize edilmiĢtir.  

3.6.1. ÇalıĢma Ortamının pH Etkisi 

Numune ortamının pH'ı, kullanılan katı faz destek maddesinin yüzey yükünü 

etkilediğinden dolayı analitler ile diğer türler arasındaki reaksiyonları da etkiler. Ayrıca 

çalıĢmanın sonraki aĢamalarındaki ekstraksiyon geri kazanımına etkisi vardır. Ortamın 

pH'ı asidik bölgeye değiĢtikçe ortamdaki pozitif yüklü iyonların miktarı artarken çözelti 

ortamındaki hidrofilik moleküllerin aktivitesini azalır. Bu amaçla hedef molekülün pKa 

değerleri, analitin katı faza yapıĢmasını ve farklı türler arasındaki reaksiyonları 

etkileyebilmektedir. Fingolimod ve Sitalopram'ın pKa değerlerinin sırasıyla 7,80 

(Tamakuwala ve ark., 2016) ve 9,78 (Izadyar ve ark., 2016) olduğu bilinmektedir. Bu 

değerlerin çalıĢılan pH'ta hedef moleküllerin protonsuz formda olduğu ve yapılarının 

manyetik ve fabrik faz malzemelerin yüzeyine bağlanmaya daha uygun olduğu 

söylenebilmektedir.  

Bu amaçla yönteme pH‟nın etkisi model çözeltilerin pH‟sı 2,0 ile 11,0 arasında 

ayarlanarak incelenmiĢtir. Optimum yöntem Ģartlarında pH uygun tampon çözeltilerle 

çalıĢılan pH‟a ayarlanarak incelenmiĢtir.  
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3.6.2. Adsorbsiyon Süresinin Etkisi 

Analitin numune ortamından katı faza yeterince tutulmasını sağlamak amacı ile 

optimize edilen koĢullardan biridir. Katı fazdaki sorbent ile hedef moleküller arasındaki 

temas süresi etkileĢimin artması için önemlidir. Aynı zamanda analitlerin yüksek 

ekstraksiyon verimliliği elde etmesinde de önemlidir. Temas süresi çalkalayıcı, vorteks, 

döndürücü vb. gibi çeĢitli aparatlar kullanılarak belirlenmeye çalıĢılmıĢtır. Bu çalıĢmada 

hedef moleküllerin manyetik/fabrik sorbent yüzeyine transferini kolaylaĢtırmak için 

rotatör cihazı kullanılmıĢtır. Bu amaçla yönteme adsorbsiyon etkisi model çözeltilerin 0 

ile 120 dk arasında değiĢen sürelerinde çalıĢılarak optimum adsorbsiyon süresi 

belirlenmiĢtir. 

3.6.3. Desorpsiyon Çözücüsü Seçimi  

Adsorbsiyon iĢleminin ardından katı fazdan analitin ayrılmasını sağlamak için çözücü 

seçimi optimizasyonu yapılmıĢtır. Belirlenecek olan çözücünün analit bileĢenlerini 

tamamen çözebilecek ve HPLC cihazına da zarar vermeden analit bileĢenlerini tayin 

edebilecek olması gerekmektedir. Bu amaçla çalıĢmada çözücü seçimi için HPLC 

sisteminin yürütücü fazına uygun ve katı faza tutunmuĢ olan bileĢenleri kantitatif olarak 

çözebilecek çözücüler ile optimum çözücü belirlenmeye çalıĢılmıĢtır. 

3.6.4. Desorpsiyon Çözücüsü Hacminin Etkisi 

Katı faza tutunan analit türlerini çözebilecek en iyi çözücü hacminin optimizasyonu için 

yapılmaktadır. Çözücü miktarı zenginleĢtirme faktörünü doğrudan etkilemektedir. 

Yüksek zenginleĢtirme katsayısı elde edebilmek için düĢük çözücü hacimlerine ihtiyaç 

vardır. Bu amaçla HPLC sistemine uygun olacak Ģekilde çözücü optimizasyonu 

yapılmıĢtır.   

3.6.5. Desorpsiyon Süresinin Etkisi  

Katı faza tutunmuĢ olan analit/analitlerin adsorban yüzeyinden verimli bir Ģekilde 

ayrılabilmesi için desorpsiyon süresi önemli bir parametredir. Katı faza tutunmuĢ olan 

analiti en verimli Ģekilde tekrar çözelti kısmına geçirilmesi gerekmektedir. Bu 

sebeplerden dolayı desorpsiyon süresi basit bir vorteks iĢlemi ile hızlandırılmıĢtır. 

Analitin adsorban yüzeyinden geri kazanımı için temas süresi artırılarak maksimum geri 

kazanım sağlanacağı düĢünülen pik in seçimi üzerine çalıĢılmıĢtır. 
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4. DENEYSEL SONUÇLAR ve BULGULAR  

Tez çalıĢmasında, düĢük deriĢimlerdeki fingolimod ve sitalopram karıĢımının eĢzamanlı 

HPLC ile tayinleri için fabrik ve manyetik destek maddelerinin katı faz olarak 

kullanıldığı   ekstraksiyon yöntemleri geliĢtirilmiĢtir. Bu amaçla öncelikle fabrik faz ve 

manyetik faz sentezlenerek katı faz olarak kullanılabilmesi için gerekli Ģartlar 

belirlenmiĢtir.  Hızlı ve kolay bir ayırma iĢlemi sağlamak, düĢük miktarda organik 

çözücü kullanımı ile çevre dostu bir yöntem geliĢtirilmesi amaçlanmıĢtır. Metodun 

doğru, tekrarlanabilir, düĢük tayin limitli ve yüksek deriĢtirme faktörüne sahip olması 

ana hedefimiz olmuĢtur. ÇalıĢmalarda elde edilen sonuçlar ve bulgular bu bölümde 

verilmiĢtir. 

4.1. Fingolimod ve Sitalopram Molekülleri için Doğrudan Tayin KoĢulları 

Ön deriĢtirme (zenginleĢtirme) deneyleri yapılmadan önce fingolimod ve sitalopram 

moleküleri için HPLC ile doğrudan tayin koĢulları belirlenmiĢtir. Bu amaçla sabit faz 

olarak farklı kolonlarla ön denemeler yapılmıĢtır ve en iyi pik ayrımı fenil hekzil kolonu 

ile elde edilmiĢtir. Farklı pH‟larda tampon çözeltileri ile metanol, etanol, izopropil alkol 

ve asetonitril gibi yürütücü fazların karıĢımlarının ayrılmaya etkileri izokratik ve 

gradient elüsyon metotlarını kullanılarak incelenmiĢtir. Yapılan çalıĢmalarda en uygun 

HPLC çalıĢma koĢulları Tablo 4.1.‟de verilmiĢtir.  
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Tablo 4.1. Yüksek Performanslı Sıvı Kromatografi Doğrudan Tayin KoĢulları  

Parametre Değer 

Yürütücü faz programı Ġzokratik 

Yürütücü faz % 10 MeOH, 

% 40 pH 3 PBS tampon çözeltisi, 

% 50 ACN 

Yürütücü Faz AkıĢ Hızı 1,0 mL dk
-1

 

Yürütme süresi 15 dk 

Kolon Luna 5 µm Fenil Hekzil 100 A
0 

(LC Kolon 250×4,6 mm) 

Kolon Sıcaklığı 40 
0
C 

Enjeksiyon Hacmi 10 µL 

Sistem Basıncı (yaklaĢık) 120 bar 

 

HPLC ile doğrudan yapılan analizlerde alıkonma süresi, ölçüm dalga boyları ve 

kalibrasyon parametreleri Tablo 4.2‟de verilmiĢtir.  Yöntemin analiz süresi yaklaĢık 7 dk 

tamamlanmaktadır. Kalibrasyon doğrusunun lineer dinamik aralığı analiz için geniĢtir. 

Kalibrasyon doğrusunun korelasyon katsayısı 1‟e oldukça yakındır.  

Tablo 4.2. Yüksek Performanslı Sıvı Kromatografi Doğrudan Tayin KoĢulları 

Parametre Fingolimod Sitalopram 

Alıkonma Süresi, dk 5,4 3,2 

Maksimum Soğurum 

λ’ları, nm 

238 213 

Kalibrasyon Aralığı 2,0-60,0 µg mL
-1

 2,0-60,0 µg mL
-1

 

% BSS (20 µg mL
-1

) 4,2 5,3 

R
2
 0,9981 0,9939 

 

4.2. Fingolimod ve Sitalopram Moleküllerine Ait Kromatogramlar 

Üç farklı deriĢimdeki (2,0; 5,0 ve 10,0 µg mL
-1

) standart çözeltiler hazırlanarak ön 

ayırma yapılmadan Tablo 4.1 de verilen Ģartlarda HPLC-DAD ile ayırmalar 

gerçekleĢtirilmiĢtir. Elde edilen kromatogramlar Ģekil 4.1‟ de verilmiĢtir. Sitolapram için 
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alıkonma zamanı 3,2 dk fingolimod için alıkonma zamanı 5,4 dk‟ dır. Analiz 7 dakikada 

tamamlanmıĢtır. Ġki etkin madde kromatogramda görüldüğü gibi ayrılmıĢtır.   

 

ġekil 4.1. Fingolimod ve Sitalopram moleküllerine ait ideal koĢullarda elde edilen 

kromatogram 

 

4.3. Fingolimod ve Sitalopram Molekül Piklerine ait DAD Dedektörden Elde 

Edilen UV-VIS Spektrumu 

Kromatogramdaki piklerin fingolimod ve sitaloprama ait olduğunu doğrulamak için 

kromatogramdaki piklerin DAD dedektöründen elde edilen spektrumları sırasıyla ġekil 

4.2 ve ġekil 4.3‟ te verilmiĢtir. Ġlgili spektrumların fingolimod ve sitalopram 

bileĢiklerine ait olduğu orijinal spektrumlarla doğrulanmıĢtır. 
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ġekil 4.2. Fingolimod molekül pikinin Diyot Dizi Dedektörden elde edilen UV-VIS 

spektrumu 

 

ġekil 4.3. Sitalopram molekül pikinin Diyot Dizi Dedektörden elde edilen UV-VIS 

spektrumu 

 

4.4. Fingolimod ve Sitalopram Moleküllerine ait Kalibrasyon Doğrularının 

Çizilmesi  

Kalibrasyon doğruları 2,0 µg mL
-1

, 5,0 µg mL
-1

, 10,0 µg mL
-1

, 20,0 µg mL
-1

,  40,0 µg 

mL
-1

 ve 60,0 µg mL
-1

 deriĢimde standartlar hazırlanarak HPLC‟de kalibrasyon 

doğrusunu çizmek için kullanılmıĢtır. Bu standart çözeltiler HPLC‟ye 3 kez enjekte 

edilmiĢtir. Elde edilen verilerle kalibrasyon grafikleri oluĢturulmuĢtur. Her iki molekül 
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için oluĢturulan kalibrasyon grafikleri ġekil 4.4 ve ġekil 4.5‟ te verilmiĢtir. Elde edilen 

kalibrasyon doğrusunun denklemi fingolimod için Y=0,63[Xfin]+3005 sitalopram için 

Y=3,94[Xsit]+4205 „dır. Tayin katsayısı (R
2
) değerleri ise fingolimod için 0,9992 

sitalopram için 0,9939 olarak belirlenmiĢtir.  
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ġekil 4.4. Fingolimod molekülü için zenginleĢtirme öncesi kalibrasyon grafiği 
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ġekil 4.5. Sitalopram molekülü için zenginleĢtirme öncesi kalibrasyon grafiği 
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4.5. Yöntemde Kullanılan Manyetik Katı Faz Ekstraksiyonunun Karakterizasyonu  

Bu çalıĢmada sentezlenmiĢ olan Fe3O4@L-Tirozin katı faz destek maddesinin 

karakterizasyonu XRD, FTIR ve SEM cihazları kullanılarak gerçekleĢtirilmiĢtir.  

4.5.1. X-IĢını Kırınımı (XRD) Analizi 

Fe3O4 ve Fe3O4@L-Tirozin sentez ürünleri için XRD (X ıĢını Kırınımı) spektrumları 

alınmıĢtır. ġekil 4.6‟ da görüldüğü gibi Fe3O4 için elde edilen kırınım tepe noktaları 

30,53°; 36,07°; 43,87°; 54,27°; 57,58° ve 63,26 (2theta) „tür. Bu XRD kırınım tepe 

noktaları, Fe3O4 partikülleri için karakteristiktir. Modifiye edilmiĢ Fe3O4 için elde edilen 

kırınım tepe noktaları ise 18,24°; 21,26°; 48,68° ve 53,75° (2theta)‟dir. Bu pikler 

baĢlangıç ürününden farklı olarak modifiye edilmiĢ Fe3O4 için spesifik karakteristik 

piklerdir.  

 

 

ġekil 4.6. Sentezlenen Manyetik Malzemenin XRD Grafiği 
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4.5.2. Taramalı Elektron Mikroskopu (SEM) Analizleri 

Manyetik temelli katı faz destek maddeleri, kıyaslamalı olarak foksiyonel grup kaplama 

basamağı öncesi ve sonrası (30000 kez) büyütmelerde taramalı elektron mikroskobu ile 

ġekil 4.7‟de verilen görüntüler elde edilmiĢtir. Elde edilen görüntüler ana çekirdek 

Fe3O4 taneciklerine ve bu taneciklerin L-Tirozin ile modifiye edilmiĢ haline aittir. 

Yapılar yüzey özellikleri olarak değerlendirildiğinde (30 k) büyütmede Fe3O4 için 

yapının küresel formda olduğu görülmektedir. Fe3O4 @L-Tirozin yapısının yüzey 

özellikleri değerlendirildiğinde ise küresel formdaki magnetit yapıların L-Tirozin 

tabakası ile yüzeyini geniĢlettiği ve homojen bir dağılım gerçekleĢtirilerek yüzey 

alanında doğrusal bir artıĢ olduğu belirlenmiĢtir. 

 

ġekil 4.7. Sentezlenen Manyetik Malzemenin SEM Görüntüleri  

 

4.5.3. Fourier DönüĢümlü-Infrared Spektroskopisi (FT-IR) Analizi 

Sentezlenen manyetik katı faz örneğinden elde edilen spektrumlar 4000-450 cm
-1

 dalga 

boyu aralığında taranmıĢtır. ġekil 4.8‟de görüldüğü gibi 3445,7 cm
-1

 dalga boyunda 

geniĢ bir spektrum olarak görülen bandın -OH (hidroksil) (H bağı) gerilme bandı olduğu 

ve Fe3O4@L-Tirozin yapısında rastlanabildiği literatürde bulunmaktadır (Xie ve ark., 

2020). Fe3O4@ L-Tirozin‟in IR spektrumunda 1789,3 ve 1645,3 cm
-1

 dalga boyunda 
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gözlenen pikler ise sırasıyla C-O ve C=O gerilme titreĢimlerine aittir. 512 cm
-1

 dalga 

boyunda görülen pik Fe-O karakteristik pikine ait olabilmektedir 1347,3 ve 615,6 cm
-1

 

dalga boyunda görülen spektrumların Fe3O4 kaynaklı olduğu bilinmektedir (Lu ve 

ark.,2010). 1110,8 ve 898,2 cm
-1

 dalga boylarında görülen spektrumlar ise C-O ve C-

OH eğilme titreĢimlerine aittir. Elde edilen pikler literatür çalıĢmalarıyla uyumludur 

(Xuan ve ark., 2007)  

 

ġekil 4.8. Sentezlenen Manyetik Malzemenin FTIR Görüntüleri 

 

4.6. Yöntemde Kullanılan Sol-gel PCAP-PDMS-PCAP Kaplı Fabrik Faz 

Ektraksiyon Membranının Karakterizasyonu  

Bu çalıĢmada sentezlenmiĢ olan PCAP-PDMS-PCAP katı faz destek maddesinin 

karakterizasyonları FT-IR ve SEM cihazları kullanılarak yapılmıĢtır.  

4.6.1. Fourier DönüĢümü-Infrared Spektroskopisi (FT-IR) Analizi 

Fabrik fazların fonksiyonel özelliklerini ve sol-jel PCAP-PDMS-PCAP polimerinin 

fabrik faza baĢarılı bir Ģekilde kaplandığını anlayabilmek için Fourier DönüĢümlü-

Ġnfrared Spektroskopisi (FT-IR) gerçekleĢtirilmiĢtir ve ġekil 4.9‟ da verilmiĢtir. 
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Metil trimetoksisilana ait FT-IR spektrumlarında karakteristik Si-CH3 grubunu temsil 

eden C-H tek bağları 1265 cm
-1

 ve 787 cm
-1

 de yer almaktadır. 1188 cm
-1

'deki keskin 

spektrum, metoksi grubunun –CH3 titreĢimine aittir.(Zhang ve ark., 2017). 

1082 cm
-1

 deki gerilme titreĢimi PCAP-PDMS-PCAP polimerinin Si-O bağlarına ait 

olduğu tanımlanmıĢtır. Karbonil grubunun(C=O) gerilme titreĢimi, polikaprolakton alt 

zincirindeki ester yapısına karĢılık gelen 1728 cm
-1

'de görülmektedir.  (Yang ve ark., 

2018).  2867 cm
-1

 ve 2947 cm
-1

'deki belirgin pikler, polimerin sırasıyla asimetrik ve 

simetrik CH2 gerilmesine aittir.(Gordin ve ark., 2009).  

KaplanmamıĢ selüloz kumaĢın FT-IR spektrumlarının karakteristik pikleri sırasıyla 

2913 cm
-1

 ve 2848 cm
-1

'de CH2'nin asimetrik ve simetrik gerilmesine aittir. 1427 cm
-

1
'deki keskin spektrum CH2 makaslamasını, 1315 cm

-1
 CH2 titreĢimini, 1204 cm

-1
 C–O 

gerilmesine karĢılık gelebilmektedir, 1160 cm
-1

'deki spektrum asimetrik C-O-C 

gerilmesini ve 1063 cm
-1

'deki spektrum C-O gerilmesini temsil etmektedir.(Gordin ve 

ark., 2009).   

Metiltrimetoksilan ve sol-jel PCAP-PDMS-PCAP a ait spektrumlar görülmektedir. 

PCAP-PDMS-PCAP ve sol-jel PCAP-PDMS-PCAP kaplanmıĢ yapıda da yine aynı 

anda çok sayıda spektrumlar mevcuttur. Bu durum sol-jel kaplamada etkili olan MTMS 

ile sol-jel aktif polimeri olan PCAP-PDMS-PCAP‟ın fabrik faz yüzeyinde baĢarılı bir 

Ģekilde kaplandığını göstermiĢtir. 
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ġekil 4.9. Sentezlenen PCAP-PDMS-PCAP Malzemesinin FTIR Görüntüleri  
 

4.6.2. Taramalı Elektron Mikroskobu (SEM) 

Kaplamasız %100 selüloz pamuklu kumaĢ ve sol-jel PCAP-PDMS-PCAP kaplı fabrik 

faz membranın taramalı elektron spektroskopisi görüntüleri ġekil 4.10‟da verilmiĢtir. 

KaplanmamıĢ kumaĢ substratının SEM görüntüsü, aralarında net boĢluklar bulunan 

selüloz kumaĢın bireysel mikrofibrillerini göstermektedir. ġekil 4.10 (b)'de sunulan sol-

jel PCAP-PDMS-PCAP sorbent kaplamanın mikrofibriller üzerine eĢit Ģekilde dağıldığı 

görülmüĢtür. KumaĢ substratının açık gözenekleri, ġekil 4.10. (c, d)'de daha yüksek 

büyütmelerde görüldüğü gibi sol jel sorbent kaplamadan sonra daralmakta, ancak sol-jel 

PCAP-PDMS-PCAP kaplı fabrik faz membranları herhangi bir müdahale gerektirmeden 

hala geçirgen olduğu belirlenmiĢtir. Sol-jel PCAP-PDMS-PCAP sorbent kaplı fabrik faz 

membranındaki, hedef analitlerin ekstraksiyonu sırasında sulu numunelerin fabrik faz 

membranından sürekli olarak nüfuz etmesine izin vererek daha hızlı bir ekstraksiyon 

dengesi ve kapsamlı bir sonuç sağladığı düĢünülmektedir. 
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ġekil 4.10. Sentezlenen PCAP-PDMS-PCAP Malzemesinin SEM Görüntüleri 

4.7. Fingolimod ve Sitalopram Analizi için GeliĢtirilen Manyetik Katı Faz 

Ekstraksiyon Yönteminin Optimizasyonu 

Sentezlenen manyetik katı faz adsorsiyon kullanılanırak fingolimod ve sitalopram‟ın ön 

ayırma ve zenginleĢtirilmesi için yapılan katı faz ekstraksiyonuna örnek çözeltisinin 

pH‟sı, adsorpsiyon süresi, desorpsiyon çözücü seçimi, desorpsiyon çözücü hacmi, 

desorpsiyon süresi gibi analitik parametrelerin etkisi incelenmiĢtir.  

4.7.1. Örnek Çözeltisinin pH’sının Ekstraksiyona Etkisi  

Örnek çözeltisinin pH'sı 2,0-11,0 aralığındaki Britton Robinson tamponları ile 

ayarlanarak geliĢtirilen manyetik katı faz ekstraksiyon yöntemi optimum Ģartlarda 

uygulanmıĢtır. ġekil 4.11'de görüldüğü gibi en iyi pik alanı pH 8,0 tamponuyla 

ayarlanmıĢ çözeltide elde edilmiĢtir. Bu nedenle sonraki çalıĢmalara ortam pH'sı pH 8 

tampon çözeltisi kullanılarak devam edilmiĢtir. 
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ġekil 4.11. Manyetik Katı Faz Ekstraksiyon Yöntemine pH Etkisi 

4.7.2. Adsorbsiyon Süresinin Ekstraksiyona Etkisi  

Bu çalıĢmada hedef moleküllerin manyetik sorbent yüzeyine transferini kolaylaĢtırmak 

için rotatör kullanılmıĢtır. Rotatör süresinin ilaç moleküllerinin adsorpsiyonuna etkisi 0-

120 dk aralığında incelenmiĢtir. ġekil 4.12.‟de görüldüğü gibi 30 dk karıĢtırmanın en 

uygun süre olduğu belirlenmiĢtir. 
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ġekil 4.12. Manyetik Katı Faz Ekstraksiyon Yöntemine Adsorbsiyon Süresinin Etkisi 

4.7.3. Desorpsiyon Çözücüsü Seçimi 

Ġlaç moleküllerinin desorpsiyonu için, desorpsiyon koĢullarının optimizasyonu amacıyla 

asetonitril, asetonitril:metanol (1:1) karıĢımı, aseton, metanol, 2-propanol, n-hekzan,  

pH 8 tamponu ve suyun desorpsiyona etkisi etkisi incelenmiĢtir. ġekil 4.13‟te görüldüğü 

gibi her iki molekül için de en yüksek pik alanları metanol ile yapılan elüsyonda elde 

edilmiĢtir. Bu nedenle en uygun çözücünün metanol olduğuna karar verilmiĢ ve bundan 

sonraki çalıĢmalarda çözücü olarak metanol kullanılmıĢtır.  



58 

A
seto

nitr
il 

(A
C
N)

M
eO

H
/A

CN
(1

:1
)

A
set

on 

M
eta

nol 

Eta
nol

2-P
ro

pan
ol

n-H
ekz

an

pH:8
 B

R
 T

am
ponu Su

0

100000

200000

300000

400000

Desorpsiyon çözücüsü

P
ik

  A
la

n
ı

Fingolimod

Sitalopram

 

ġekil 4.13. Manyetik Katı Faz Ekstraksiyon Yöntemine Desorpsiyon Çözücüsü Etkisi 

 

4.7.4. Desorpsiyon Çözücüsü Hacminin Ekstraksiyona Etkisi 

Metonolün hacminin ekstraksiyon verimine etkisini belirlemek amacıyla 250,0-1500,0 

µL aralığında farklı hacimlerin etkisi incelenmiĢtir. Sonuçlar ġekil 4.14‟ de verilmiĢtir. 

ġekilde görüldüğü gibi en yüksek pik alanı 500,0 µL metanol ile elde edilmiĢtir. Bundan 

sonraki çalıĢmarda eluent olarak 500,0 µL metanol kullanılmıĢtır.  
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ġekil 4.14. Manyetik Katı Faz Ekstraksiyon yöntemine desorpsiyon çözücüsü hacminin 

etkisi 

4.7.5. Desorpsiyon Süresinin Ekstraksiyona Etkisi 

ÇalıĢmanın önceki adımlarında desorpsiyon çözücüsünün tipi ve hacmi belirlendikten 

sonra vorteks iĢlemin süresinin 0-90 s aralığındaki etkisi incelenmiĢtir. ġekil 4.15‟ de 

görüldüğü gibi 40 s vorteksin desorpsiyon iĢlemi için yeterli olduğu görülmüĢtür. 

Bundan sonraki çalıĢmalarda vorteks süresi 40 s olarak uygulanmıĢtır.  
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ġekil 4.15. Manyetik Katı Faz Ekstraksiyon yöntemine desorpsiyon süresinin etkisi 

4.7.6. Manyetik Katı Faz Ektraksiyon Yönteminin Analitik Performans Ölçütleri  

Fingolimod ve sitalopram ekstraksiyonu için geliĢtirilen manyetik katı faz ekstraksiyon 

yönteminin doğrusallık, tekrarlanabilirlik, geri kazanım, gözlenebilme sınırı (GS), tayin 

sınırı (TS), zenginleĢtirme ve ön konsantrasyon faktörü gibi analitik performans 

ölçütleri geliĢtirilen yöntemin optimum koĢullardaki yapılan deneyleri ile 

hesaplanmıĢtır. Doğrusallık çalıĢması için her iki ilaç molekülünü de içeren bir seri 

model çözelti hazırlanmıĢ ve geliĢtirilen manyetik katı faz ekstraksiyon yöntemi 

uygulanarak kalibrasyon doğruları çizilmiĢtir.  Fingolimod için lineer dinamik aralığın; 

25,0-1000,0 ng mL
-1

, sitalopram için lineer dinamik aralığın 20,0-1000,0 ng mL
-1

 

aralığında olduğu belirlenmiĢtir (ġekil 4.16.). 

               

 



 

61 

0 200 400 600 800 1000 1200

0

20000

40000

60000

80000

0

100000

200000

300000

400000

500000

FIN ve CIT Derişimi, ng mL-1

P
ik

 A
la

n
ı 
(F

IN
)

P
ik

 A
la

n
ı (C

IT
)

Sitalopram

Fingolimod

Y = 442.3*X - 1150

Y = 59.12*X - 1450

 

ġekil 4.16. Manyetik Katı Faz Ekstraksiyon Sonrası Çizilen Kalibrasyon Grafiği 

 

GS ve TS değerleri ICH yönergeleri dikkate alınarak hesaplanmıĢtır. MKFE sonrasında 

100 ng mL
-1

 konsantrasyon için % RSD'ler hesaplanmıĢtır. ZenginleĢtirme faktörü, 

ekstraksiyon öncesi ve sonrası numune hacminin oranından doğrudan bulunmuĢtur.  

ĠyileĢtirme faktörü, her iki ekstraksiyon yöntemi için öncesi ve sonrası kalibrasyon 

grafiklerinin eğimi kullanılarak hesaplanmıĢtır. Tüm parametreler üç tekrarlı deneylerle 

değerlendirilmiĢtir. Elde edilen sonuçların özeti Tablo 4.2‟de gösterilmiĢtir. 
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Tablo 4.3. Manyetik Katı Faz Ekstraksiyon Yöntemi Analitik Performans Ölçütleri  

Parametre MKFE ile ZenginleĢtirme Öncesi MKFE ile ZenginleĢtirme Sonrası 

FIN CIT FIN CIT  

Doğrusal aralık 1,00-50,00 

 μg mL-1 

1,00-50,00  

μg mL-1 

  25,00- 1000,00 

ng mL-1 

20,00-1000,00 

 ng mL-1 

Gözlenebilme sınırıa 0,41 μg mL-1 0,36 μg mL-1 6,32 ng mL-1 6,85 ng mL-1 

Tayin sınırıb 0,95 μg mL-1 0,96 μg mL-1 18,38 ng mL-1 18,65 ng mL-1 

BSS (%)   4,20 (20 μg mL-1) 5,32 (20 μg mL-1) 3,82 (100 ng mL-1) 4,84 (100 ng mL-1) 

Kalibrasyon Duyarlılığı 0,63 3,94 59,12 442,30 

Tayin Katsayısı (R2) 0,9992 0,9939 0,9914 0,9941 

ZenginleĢtirme Faktörüc - - 100 100 

ĠyileĢtirme Faktörüd - - 94 112 

a,b
 ICH Guidelines kaynağında ifade edildiği Ģekilde hesaplanmıĢtır. 

c
 ZenginleĢtirme faktörü;zenginleĢtirme öncesi baĢlangıç sulu faz hacminin (50 mL) ,zenginleĢtirme 

sonrası elde edilen final hacime (0,5 mL)  oranı alınarak hesaplanmıĢtır. 
d  

ZenginleĢtirme öncesi ve sonrası kalibrasyon grafiklerinin eğimleri oranlanarak hesaplanmıĢtır. 

 

 

 

 

4.7.7. GeliĢtirilen Manyetik Katı Faz Ekstraksiyon Yönteminin Uygulaması 

Yeni geliĢtirilen ve optimize edilen MKFE/HPLC-DAD yöntemi, sentetik tükürük ve 

idrar numunelerindeki FIN ve CIT moleküllerinin miktarlarını analiz etmek için 

uygulanmıĢtır. Bu amaçla önerilen yöntem bölüm 3.4.2‟ de bahsedildiği gibi hazırlanan 

örneklere 5 tekrarlı olarak okutulmuĢtur. Sonuçlar Tablo 4.3 ve 4.4‟de görülmektedir. 

Yeni geliĢtirilen bu yöntemle eklenen iki farklı konsantrasyona sahip numuneler analiz 

edilerek geri kazanım değerleri % 96,6 ile % 105,4 arasında ve bağıl standart sapmalar 

ise % 4,5 ile % 5,5 arasında değiĢmektedir. Bu verilere göre geliĢtirilen yöntemin 

doğruluğu ve tekrarlanabilirliğinin yeterli olduğu söylenebilir. 
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Tablo 4.4. Manyetik Katı Faz Ekstraksiyon Yönteminin Sentetik Ġdrar ve Yapay 

Tükürük Örnekleri Üzerine Uygulanması 

 

Örnekler  

Eklenen 

ng mL-1 

Bulunan a 

ng mL-1 
% BSS % Geri Kazanım 

FIN CIT FIN CIT FIN CIT 

Sentetik 

Ġdrar 

Çözeltisi 

0.0 

250.0 

500.0 

<GS 

261,2±13,8 

509,3±26,5 

<GS 

256,3±11,8 

496,5±22,4 

- 

5,3 

5,2 

- 

4,6 

4,5 

- 

104,5 

101,9 

- 

102,5 

99,3 

Sentetik 

Tükürük 

Çözeltisi 

0.0 

250.0 

500.0 

<GS 

263,5±13,1 

512,4±26,5 

<GS 

241,5±13,2 

486,5±24,5 

- 

5,0 

5,2 

- 

5,5 

5,0 

- 

105,4 

102,5 

- 

96,6 

97,3 

a
 3 tekrarlı ölçümün ortalaması ± standart sapması, GS: Gözlenebilme Sınırı 

4.8. Fingolimod ve Sitalopram’ın Ön Ayrılması ve ZenginleĢtirilmesi Ġçin 

GeliĢtirilen Fabrik Faz Ekstraksiyon Yönteminin Optimizasyonu 

Fingolimod ve sitalopram‟ın HPLC ile analizleri öncesi fabrik faz ekstraksiyonu ile 

ayrılması ve zenginleĢtirilmesi amacıyla geliĢtirilen yöntemin optimizasyonu; örnek 

çözeltisinin pH‟sı, adsorpsiyon süresi, desorpsiyon çözücüsü seçimi, desorpsiyon 

çözücüsü hacmi ve desorpsiyon süresi incelenerek gerçekleĢtirilmiĢtir. 

4.8.1. Örnek Çözeltisinin pH’sının Fabrik Faz Ekstraksiyonuna Etkisi 

Ekstraksiyonlarda pH adsorpsiyona etki eden en önemli faktörlerden birisidir. Fabrik faz 

ekstraksiyon yöntemine pH‟nın etkisi pH'sı 2,0-11,0 aralığındaki Britton Robinson 

tamponları ile ayarlanmıĢ bilinen deriĢimlerde fingolimod ve sitalopram içeren model 

çözeltiler kullanılarak incelenmiĢtir. ġekil 4.17'de görüldüğü gibi en iyi pik alanı 

sinyalleri pH 10,0 tamponuyla elde edilmiĢtir. Bu nedenle sonraki fabrik faz 

ekstraksiyon çalıĢmalarında ortamın pH'sı, pH 10,0 tampon çözeltisi ile ayarlanarak 

gerçekleĢtirilmiĢtir. 
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ġekil 4.17. Fabrik Faz Ekstraksiyon Yöntemine pH Etkisi 

 

4.8.2. Adsorbsiyon Süresinin Fabrik Faz Ekstraksiyonuna Etkisi  

Bu çalıĢmada hedef moleküllerin fabrik faz yüzeyine transferini kolaylaĢtırmak için 

rotatör kullanılmıĢtır. Rotatör süresinin ilaç moleküllerinin adsorpsiyonuna etkisi ġekil 

4.18‟de görüldüğü gibi 0-120 dk aralığında incelenmiĢtir. Bu optimizasyon sonucunda 

kantitatif ekstraksiyonda hedef molekülleri için 40 dk adsorpsiyon süresinin yeterli 

olduğu görülmüĢtür. Bundan sonraki çalıĢmalarda ratatör süresi 40 dk olarak 

kullanılmıĢtır.  
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ġekil 4.18. Fabrik Faz Ekstraksiyon Yöntemine AdsorbsiyonSüresinin Etkisi 

4.8.3. Desorpsiyon Çözücüsü Seçimi 

Ġlaç moleküllerinin, desorpsiyon koĢullarının optimizasyonu amacıyla asetonitril, 

asetonitril:metanol (1:1) karıĢımı, % 50 metanol, % 50 etanol, etanol, n-heksan, aseton, 

izopropil alkol, pH 10,0 tamponu ve metanol‟ün etkisi incelenmiĢtir. ġekil 4.19‟da 

görüldüğü gibi her iki molekül için de en yüksek pik alanları etanol ile elde edilmiĢtir. 

Bundan sonraki çalıĢmalarda ve geliĢtirilen fabrik faz ekstraksiyon yönteminde elüent 

olarak etanol kullanılmıĢtır.  
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ġekil 4.19. Fabrik Faz Ekstraksiyon Yöntemine Desorpsiyon Çözücüsü Seçiminin 

Etkisi 

4.8.4. Desorpsiyon Çözücüsü Hacminin Fabrik Faz Ekstraksiyonuna Etkisi 

Geri kazanmanın en yüksek olduğu eluent hacminin belirlenmesi amacıyla 200,0-

1500,0 µL aralığında etanol kullanılarak eluent hacminin etkisi incelenmiĢtir. ġekil 

4.20‟de görüldüğü gibi en yüksek pik alanı 400,0 µL etanol ile elde edilmiĢtir. 

GeliĢtirilen fabrik faz ekstraksiyon yönteminde elüent olarak 400,0 µL etanol 

kullanılmasına karar verilmiĢ ve bundan sonraki çalıĢmalarda 400,0 µL etanol elüent 

olarak kullanılmıĢtır.   



 

67 

0 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600

0

50000

100000

150000

0

200000

400000

600000

800000

1000000

Etanol Hacmi, L

P
ik

 A
la

n
ı 
(F

IN
)

FingolimodSitalopram

P
ik

 A
la

n
ı (

C
IT

)

 

ġekil 4.20. Fabrik Faz Ekstraksiyon Yöntemine Desorpsiyon Çözgen Hacminin Etkisi 

4.8.5. Desorpsiyon Süresinin Fabrik Faz Ekstraksiyonuna Etkisi 

ÇalıĢmanın önceki adımlarında desorpsiyon çözücüsünün tipi ve hacmi belirlendikten 

sonra vorteks iĢleminin süresi de 0-90 s aralığındaki etkisi incelenmiĢtir. Bu 

optimizasyon sonucunda 60 s vorteksin desorpsiyon iĢlemi için yeterli olduğu Ģekil 

4.21‟ de görüldüğü gibi maksimum pik alanı ile en iyi desorpsiyonun sağlandığı 

görülmüĢtür. 
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ġekil 4.21. FFE yöntemine desorpsiyon süresinin etkisi 

4.8.6. Fabrik Faz Ektraksiyon Yönteminin Analitik Performans Ölçütleri  

Fingolimod ve sitalopram ilaç moleküllerinin HPLC ile tayinleri öncesi ayrılması ve 

zenginleĢtirilmesi için geliĢtirilen fabrik faz ekstraksiyon yönteminin bazı analitik 

performans parametreleri belirlenmiĢtir.  

Doğrusallık, tekrarlanabilirlik, geri kazanım, gözlenebilme sınırı (GS), tayin sınırı (TS), 

zenginleĢtirme ve ön konsantrasyon faktörü gibi analitik parametreler hesaplanmıĢtır.  

Doğrusallık çalıĢması için her iki ilaç molekülünü de içeren bir seri model çözelti 

hazırlanmıĢ ve geliĢtirilen fabrik faz ekstrasyonu optimum koĢullarda uygulanmıĢtır. 

ġekil 4.22.‟de görüldüğü gibi fingolimod için lineer dinamik aralık 25,0-1000,0 ng mL
-1

 

ve sitalopram için lineer dinamik aralık 20,0-1000,0 ng mL
-1

 aralığındadır.  
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ġekil 4.22. Fabrik Faz Ekstraksiyon Yöntemi Sonrası Kalibrasyon Grafiği 

GS ve TS değerleri ICH yönergeleri dikkate alınarak hesaplanmıĢtır. FFE sonrasında 

100 ng mL
-1

 konsantrasyon için % RSD'ler hesaplanmıĢtır. ZenginleĢtirme faktörü, FFE 

öncesi ve sonrası numune hacminin oranından doğrudan bulunmuĢtur. ĠyileĢtirme 

faktörü, her iki ekstraksiyon yöntemi için öncesi ve sonrası kalibrasyon grafiklerinin 

eğimi dikkate alınarak hesaplanmıĢtır. Tüm parametreler 5 tekrarlı deneylerle 

değerlendirilmiĢtir. Elde edilen sonuçların özeti Tablo 4.4'de gösterilmiĢtir. 

  



70 

Tablo 4.5. Fabrik Faz Ekstraksiyon Yönteminin Analitik Performans Ölçütleri 

Parametre FFE ile ZenginleĢtirme Öncesi FFE ile ZenginleĢtirme Sonrası 

FIN CIT FIN  CIT 

Doğrusal aralık 1,00-50,00 

 μg mL-1 

1,00-50,00 

 μg mL-1 

25,00-1000,00 

 ng mL-1 

20,00-1000,00  

ng mL-1 

Gözlenebilme sınırıa (GS) 0,41 μg mL-1 0,36 μg mL-1 7,46 ng mL-1 5,97 ng mL-1 

Tayin sınırıb 

(TS) 

0,95 μg mL-1 0,96 μg mL-1 24,38 ng mL-1 19,78 ng mL-1 

BSS (%)    4,20 (20 μg mL-1) 5,32 (20 μg mL-1) 4,90 (100 ng mL-1) 4,40 (100 ng mL-1) 

Kalibrasyon Duyarlılığı 0,63 3,94 64,26 425,52 

Belirleme Katsayısı (R2) 0,9992 0,9939 0,9990 0,9964 

ZenginleĢtirme Faktörüc - - 125 125 

ĠyileĢtirme Faktörüd - - 102 108 

a,b
 ICH Guidelines kaynağında ifade edildiği Ģekilde hesaplanmıĢtır. 

c
 ZenginleĢtirme faktörü;zenginleĢtirme öncesi baĢlangıç sulu faz hacminin (50 mL) ,zenginleĢtirme 

sonrası elde edilen final hacime (0,5 mL)  oranı alınarak hesaplanmıĢtır. 
d 
ZenginleĢtirme öncesi ve sonrası kalibrasyon grafiklerinin eğimleri oranlanarak hesaplanmıĢtır. 

 

4.8.7. GeliĢtirilen Fabrik Faz Ekstraksiyon Yönteminin Uygulaması  

Yeni geliĢtirilen ve optimize edilen FFE/HPLC-DAD yöntemi, sentetik tükürük ve idrar 

numunelerindeki FIN ve CIT moleküllerinin miktarlarını analiz etmek için 

uygulanmıĢtır. Bu amaçla önerilen yöntem bölüm 3.4.1‟ de bahsedildiği gibi hazırlanan 

örneklere 5 tekrarlı olarak okutulmuĢtur. Sonuçlar Tablo 4.5 ve 4.6‟da görülmektedir. 

Yeni geliĢtirilen bu yöntemle eklenen iki farklı konsantrasyona sahip numuneler analiz 

edilerek geri kazanım değerleri % 93,1 ile % 105,0 arasında ve bağıl standart sapmalar 

ise % 4,0 ile % 6,2 arasında değiĢmektedir. Bu verilere göre geliĢtirilen yöntemin 

doğruluğu ve tekrarlanabilirliğinin yeterli olduğu söylenebilir. 
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Tablo 4.6. Fabrik Faz Ekstraksiyon Yönteminin Sentetik Ġdrar ve Sentetik Tükürük 

Üzerine Uygulanması 

 

 

 
 

Eklenen 

ng mL
-1 

Bulunan 
a 

ng mL
-1

 
% BSS % Geri Kazanım 

FIN CIT FIN CIT FIN CIT 

Sentetik 

idrarçözeltisi 

0.0 

250,0 

500,0 

<GS 

253,5±10,6 

516,7±24,8 

<GS 

262,4±10,4 

492,5±22,3 

- 

4,2 

4,8 

- 

4,0 

4,5 

- 

101,4 

103,3 

- 

105,0 

98,5 

Sentetik 

Tükürük 

çözeltisi 

0.0 

250,0 

500,0 

<GS 

238,4±13,1 

415,5±28,9 

<GS 

237,8±14,2 

512,4±27,8 

- 

5,5 

6,2 

- 

6,0 

5,4 

- 

95,4 

93,1 

- 

95,1 

102,5 
a
 3 tekrarlı ölçümün ortalaması ± standart sapması, GS: Gözlenebilme Sınırı  

 

 

Tablo 4.7. Farklı ekstraksiyon yöntemleri için uygulanan t ve F testinin Fingolimod 

sonuçlarından hesaplanan verileri 

 

Parametre MKFE FFE  

 

 

 

tkritik ˃  

tdeneysel 

N 5 5 

Ortalama 261,2 253,5 

Standart 

sapma 

13,8 10,6 

t deneysel 

 

t kritik Serbestlik derecesi =8 için ,% 95 Güven düzeyinde  t kritik = 

2,31 

 

Fdeneysel  

 

 

Fkritik  ˃  

Fdeneysel 
 Fkritik % 95 Güven seviyesinde Fkritik =2,93 
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4.9. Manyetik Katı Faz ve Fabrik Faz Ekstraksiyon Yöntemlerinin t ve F Testiyle 

Değerlendirilmesi  

GeliĢtirilen yöntemlerden elde edilen sonuçlar aynı model çözelti ile 5 tekrarlı yapılan 

ölçümlerin sonuçları t ve F testiyle fingolimod ve sitalopramın ayrı ayrı 250,0 ng mL
-

1
‟lik standart eklemeli analiz sonuçları karĢılaĢtırılmıĢtır. 

Tablo 4.8. Farklı ekstraksiyon yöntemleri için uygulanan t ve F testinin sitalopram 

sonuçlarından hesaplanan verileri 

 

 

Yapılan hesaplamalarla manyetik katı faz ekstraksiyon yöntemi ile fabrik faz 

ekstraksiyon yöntemi karĢılaĢtırılmak için değerlendirilmiĢtir. Bu değerlendirme için iki 

farklı test yöntemi ile 250,0 ng mL
-1 

konsantrasyonda iki farklı ilaç molekülü ile elde 

edilen sonuçların karĢılaĢtırılması için gerçekleĢtirilmiĢtir. Bu iki farklı ilaç 

Parametre MKFE FFE  

 

 

 

tkritik ˃  

tdeneysel 

N 5 5 

Ortalama 256,3 262,4 

Standart 

sapma 

11,8 10,4 

t deneysel 

 

t kritik Serbestlik derecesi =8 için ,% 95 Güven düzeyinde  

 t kritik = 2,31 

 

Fdeneysel  

 

 

Fkritik  ˃  

Fdeneysel 
Fkritik % 95 Güven seviyesinde Fkritik =2,93 
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molekülünün ortalamalar açısından farklı olup olmadığını araĢtırmak amacı ile 

uygulanan t testi sonuçlarına bakıldığında, % 95 güven düzeyinde 8 serbestlik derecesi 

ile kritik değer deneysel değerden büyüktür. Aralarında anlamlı bir fark olmadığı ve bu 

farkın belirsiz hatalardan kaynaklanabileceği belirlenmiĢtir.  

Uygulanan bir diğer test yöntemi ise F testidir. 250,0 ng mL
-1 

„lik konsantrasyonda iki 

farklı ilaç molekülünün varyanslarının kıyaslanması ile gerçekleĢtirilmiĢtir. F testi 

sonuçlarına bakıldığında % 95 güven düzeyinde kritik değerlerin deneysel değerlerden 

büyük olduğu, standart sapmalar açısından aralarında anlamlı bir fark olmadığı ve bu 

farkında belirsiz hatalardan kaynaklanabileceği belirlenmiĢtir. 

 

  



74 

 

 

 

5. TARTIġMA 

Fingolimod ve sitalopramın birini ya da ikisini birden farklı örneklerden ve 

matrikslerden ekstraksiyonu ve analizlerine iliĢkin literatür çalıĢmalarının bazi analitik 

verileri verilerek geliĢtirilen yöntemle karĢılaĢtırılmıĢtır (Tablo 5.1). 

Azari ve ark.,(2015) yaptıkları bu çalıĢmada spektrofotometrik tayin yöntemi 

geliĢtirirlerken fingolimod yanında sitalopram molekülü de eĢ zamanlı tayin 

edilebilmiĢtir. Azari ve ark bu çalıĢmada SDS kaplı karıĢık-hemi misel katı faz 

ektraksiyon yöntemini kullanmıĢlardır. Tezde geliĢtirilen katı faz ekstraksiyon 

yöntemlerinde hem manyetik katı faz hem de fabrik faz katı faz sorbenti olarak 

kullanılmıĢtır. Azari ve ark, su, idrar ve plazma örnekleri için sırasıyla kalibrasyon 

doğruları 2–26, 2–17 ve 2–13 mg L
-1

 konsantrasyon aralıklarında lineerdir.  Kalibrasyon 

doğrularının korelasyon katsayıları matriksler için sırasıyla 0,998, 0,997 ve 0,995 

Ģeklindedir. Bizim çalıĢmamızda zenginleĢtirme sonrası çizilen kalibrasyon doğruları 

fingolimod için fingolimod için 25,0-1000,0 ng mL
-1 

ve sitalopram için 20,0-1000,0 ng 

mL
-1

 aralığında doğrusaldir. Kalibrasyon doğrularının koralasyon katsayısı ise 

fingolimod için 0,9914, sitalopram için 0,9941‟dir.   

Fracasso ve ark.,(2022) yaptıkları çalıĢmada, insan plazmasında fingolimod ve aktif 

metaboliti fingolimod-P'yi ölçmek için HPLC-MS/MS yöntemi geliĢtirerek 

doğrulamıĢlardır. ÇalıĢmamızda ekstraksiyon yöntemi geliĢtirilerek iki farklı katı faz 

ekstraksiyon tekniği ile çalıĢılmıĢtır ve tayin sınırı belirlemesinde HPLC-MS/MS ile 

yapılmıĢ olan bu çalıĢma ile kıyaslanacak olduğunda klasik bir kromatografik ayırma 

yöntemiyle ng mL
-1 

değerlerinde analiz gerçekleĢtirilebilmiĢtir. 

Sarıkaya ve ark., (2021); idrar ve atık su örneklerinde fluoksetin ve sitalopram 

antidepresanlarının, fotodiyot dizi dedektörü ile birlikte sıvı kromatografisi ile hassas 

belirlenmesi için ekstraksiyon yöntemi geliĢtirmiĢlerdir. Yapılan bu çalıĢmada iki farklı 
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molekül tek bir ekstraksiyon tekniği ile çalıĢılmıĢken bizim çalıĢmamızda yine 

kromatografik yöntemle iki farklı ekstraksiyon tekniği olan manyetik katı faz 

ekstraksiyon tekniği ve fabrik faz ekstraksiyon tekniği kullanarak sentetik idrar ve 

sentetik tükürük üzerinde çalıĢması gerçekleĢtirilmiĢtir.  

Kumar ve Sharma., (2021) fingolimod tablet analizlerinin rutin kalite kontrol 

çalıĢmaları için bir yöntem geliĢtirmiĢlerdir. Yöntemde farmasötik dozaj formunda 

fingolimod varlığı tespiti ve tayini için yeni bir RP-HPLC yöntemi önermiĢlerdir. 

Yöntemin gözlenebilme sınırı 0,04 µg mL
-1

, geri kazanım değerleri %98-%102 

aralığında yer almaktadır. Bu çalıĢmada gözlenebilme ve tayin sınırları µg mL
-1

 

düzeylerinde iken bizim çalıĢmamızda bu değer ng mL
-1

 düzeylerine inerek yaklaĢık 6-7 

katlık bir farkla daha düĢük deriĢimleri tayin edebilme imkanı sağlamıĢtır. 

Asgharinezhad ve ark., (2015) yayımladıkları çalıĢmada polipirol/manyetik 

nanopartikül kompozitleri dispersif-m-katı faz ekstraksiyonu (D-m-SPE) için kimyasal 

oksidatif polimerizasyon prosesi yardımıyla sentezlemiĢlerdir. YapmıĢ oldukları bu 

çalıĢmada idrar ve plazma örneklerinin HPLC-UV ile tespitini gerçekleĢtirmiĢlerdir. 

Kalibrasyon eğrileri 1–800 mg L
-1

 aralığında doğrusal olduğunu ve sırasıyla GS 

değerleri CIT için 0,2–1,0 mg L
-1

 ve STR için 0,3–0,7 mgL
-1

 aralığında olduğunu 

belirlemiĢlerdir. Yüzde ekstraksiyon geri kazanımları CIT için %93,4–99, ve STR için 

%94,0–98,4 idi. Bağıl standart sapmalar (n = 5) CIT için %4,8–8,4 ve STR için 4,3–9,2 

aralığındaydı. Yöntem insan idrar ve plazma örneklerinde CIT ve STR'nin 

ekstraksiyonu ve belirlenmesiyle baĢarıyla uygulamıĢtır (Asgharinezhad ve ark., 2015). 

Bizim çalıĢmamızda iki farklı ekstraksiyon tekniği kullanılarak her iki teknik için 

benzer parametreler çalıĢılmıĢtır. Kalibrasyon aralığının 2,0-60,0 μg mL
-1

 arasında 

doğrusal olduğu belirlenmiĢtir. Gözlenebilme sınırları ekstraksiyon sonrasında ng mL
-1 

düzeylerinde hesaplanmıĢtır. Yöntem sentetik tükürük ve idrar örnekleri üzerine geri 

kazanım ve tekrarlanabilirlik açısından değerlendirilmiĢtir. Bu doğrultuda elde edilen 

geri kazanım değerleri MKFE yönteminde SIT için %96,6-102,5 ve FIN için 101,5-

105,4 arasında olduğunu 5 tekrarlı ölçüm sonucunda %BSS değerleri SIT için %4,5-

5,5, FIN için 5,0-5,3 arasında olduğu belirlenmiĢtir. FFE yönteminde SIT için %95,1-

105,0 ve FIN için %93,1-103,3 arasında olduğunu 5 tekrarlı ölçüm sonucunda %BSS 

değerleri SIT için %4,0-6,2 arasında, FIN için 4,2-5,5 arasında olduğu belirlenmiĢtir. 
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Lahijani ve ark., (2017), insan plazma örneklerinde sitalopram hidrobromür ve 

nortriptilin hidrolkorürün belirlenmesi için yöntem geliĢtirmiĢlerdir. Yöntemde HPLC-

DAD ile birleĢtirilmiĢ ultrason destekli iyonik sıvı bazlı dispersif sıvı-sıvı 

mikroekstraksiyonu (UA-IL-DLLME) uygulanmıĢtır. 

Yöntemde sitalopram için bulunan tayin sınırı değeri 10 µg mL
-1

 olarak tespit edildi. 

Yöntemin korelasyon katsayısı 0,9980 ve 50 µg L
-1

 lik çözeltinin %BSS değeri %3.2 

olarak hesaplanmıĢtır (Vaghar-Lahijani ve ark., 2017). ÇalıĢmamızda sitalopram 

yanında fingolimod tayini yapılarak literatüre ilk kez kazandırılmıĢtır. Bunun yanında 

çalıĢmamızda sitalopram için tayin sınırı 6,85 ng mL
-1

 deriĢimlerinde tespit edilmiĢtir. 

Yöntemde sitalopram için tayin katsayısı 0,9941 olarak hesaplanmıĢtır.  Yöntemin 

%BSS değeri %5,32 (20 μg mL
-1

) olarak hesaplanmıĢtır. ÇalıĢmamızda sıvı sıvı 

ekstraksiyon yöntemine göre daha düĢük hacimde çözücü kullanımı ve daha düĢük 

deriĢimleri tayin edebilme yeteneğinden dolayı katı faz ekstraksiyon tekniklerinden olan 

manyetik katı faz ve fabrik faz ekstraksiyon teknikleri kullanılmıĢtır. 

Fahimirad ve ark.,(2016), yapmıĢ oldukları bu çalıĢmada doksepin, sitalopram ve 

fluvoksaminin tandem dağıtıcı sıvı-sıvı mikroekstraksiyonu HPLC-UV kullanarak 

gerçekleĢtirmiĢlerdir. Yöntemin sitalopram için 10 -5000 ng mL
-1

 aralığında iyi bir 

doğrusallık gösterdiği belirtilmiĢtir. Tespit limitleri 3-10 ng mL
-1

 aralığında olduğu 

rapor edilmiĢtir (Fahimirad ve ark., 2016). ÇalıĢmamızdaki katı faz ekstraksiyon 

yönteminde lineer dinamik aralık benzerdir. Tezdeki yöntemde daha düĢük çözücü 

kullanımı avantajına sahiptir.  

Beiranvand ve ark., (2017), Sitalopramın ön konsantrasyonu için bulutlanma noktası 

manyetik katı faz ekstraksiyonun spektroflorometrik tayinini kullanmıĢlardır.( 

Beiranvand ve ark ., 2017). ÇalıĢmamızda katı faz ekstraksiyon yöntemi kullanılmıĢtır 

bu yüzden daha düĢük çözücü kullanımı avantajına sahiptir. Tez çalıĢmamızda, iki farklı 

ekstraksiyon yöntemi kullanılırken eĢzamanlı olarak fingolimod ve sitalopram 

moleküllerinin tayini gerçekleĢtirilmiĢtir. 

GeliĢtirilen yöntemlerden biri olan MKFE yöntemi için Fe3O4@L-Tirozin içeren yeni 

bir manyetik adsorban ilk kez bu çalıĢma için sentezlenerek karakterize edilmiĢtir. 

Karakterizasyon sonuçlarına bakılacak olunursa FT-IR, XRD ve SEM analizlerine göre 

sentez değerlendirilmesi yapılmıĢtır. FT-IR sayesinde bağlı gruplar hakkında bilgi 
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sahibi olunmuĢtur. SEM ile yüzey morfolojisi değerlendirilmiĢ ve XRD ile kırınım tepe 

noktaları arasındaki iliĢki incelenmiĢtir. Diğer yöntem olan FFE yöntemi için de 

poly(caprolactone)-poly(dimethylsiloxane)-poly(caprolactone) (PCAP-PDMS-PCAP) 

içerikli fabrik faz adsorbanı sentezlenmiĢ ve karakterize edilmiĢtir. Her iki katı faz 

ekstraksiyon yönteminde pH, adsorpsiyon ve desorpsiyon koĢulları, zaman etkisi vb. 

deneysel değiĢkenleri adım adım incelenmiĢtir ve optimize edilmiĢtir.  FIN ve CIT 

moleküllerinin HPLC analizi, %50 Asetonitril, %40 pH 3,0 fosfat tamponu ve %10 

metanolden oluĢan yürütücü fazın 1,0 mL dk
-1

 akıĢ hızıyla izokratik elüsyonu yoluyla 

gerçekleĢtirilmiĢtir. 

GeliĢtirilen MKFE yöntemi için gözlenebilme sınırları , FIN için 6.32 ng mL
-1 

iken CIT 

molekülleri için 6,85 ng mL
-1 

„dir. 100 ng mL
-1 

hedef molekül analizinde % RSD 

değerleri %5,5' in altındadır. Sentetik idrar ve yapay tükürük çözeltilerinde geri kazanım 

değerleri her iki molekül için de %96,6-105,4 aralığındadır. 

FFE yöntemi için gözlenebilme sınırları , FIN için 7,46 ng mL
-1

 iken CIT molekülleri 

için 5,97 ng mL
-1

'dir. 100 ng mL
-1

 hedef molekül analizinde % RSD değerleri % 6.2‟nin 

altındadır. Sentetik idrar çözeltilerinde geri kazanım değerleri her iki molekül için de 

%93,1-105,0 aralığındadır. 

GeliĢtirilen bu yöntemlerin her ikisinde de analiz edilmesi hedeflenen maddeler için en 

ideal tayin koĢulları belirlenmiĢtir. Yeni geliĢtirilen yöntemlerin doğruluğu ve 

tekrarlanabilirliği için sentetik idrar, sentetik tükürük çözeltileri ile standart ekleme 

yaparak geri kazanım çalıĢmaları ile test edilmiĢtir. Elde edilen sonuçlar kantitatif 

olduğu, yöntemin hem geri kazanım değerlerine bakıldığından doğruluğu hakkında hem 

de bağıl standart sapma değerlerine bakıldığında tekrarlanabilirliği hakkında kabul 

edilebilir sınırlar içerisinde olduğu anlaĢılmıĢtır. ZenginleĢtirme öncesi ve sonrası 

belirlenen tayin sınırı, gözlenebilme sınırı, doğrusal aralık, kalibrasyon duyarlılığı, 

zenginleĢtirme ve iyileĢtirme faktörleri hesaplanmıĢtır. Bu hesaplamalar sonucunda 

doğrusal aralık, tayin sınırı ve gözlenebilme sınırı değerleri μg mL
-1

 seviyesinde iken 

ekstraksiyon ve zenginleĢtirme adımından sonra ng mL
-1 

seviyelerine düĢürülerek daha 

düĢük deriĢimler tayin edilebilmiĢtir. Sonuç olarak ekstraksyion yöntemleri kullanılarak 

çok düĢük deriĢimlerdeki analitlerin tayinleri DAD dedektörlü HPLC cihazı ile tayin 

edebilebilmiĢtir.  
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Tablo 5.1. Literatürde Yer Alan Bazı ÇalıĢmalarla KarĢılaĢtırma 

Hedef 

Molekül  

 

Ektraksiyon Yöntemi 

 

Analiz Yöntemi 

 

 

R
2
 

Regresyon 

Katsayısı 

Tayin  

Sınırı 

Örnek Kaynak 

Fingolimod - HPLC-MS/MS 0,9954 0,10 ng mL
-1

 Ġnsan kanı (Fracasso ve ark., 

2022) 

Fingolimod Hemi-misel SPE Spektrofotometre 0,9970 1,13 mg mL
-1

 

1,28 mg mL
-1

 

0,97 mg mL
-1

 

Ġdrar 

Su 

Kan 

(Azari ve ark., 

2016) 

Fingolimod 

 

- RPHPLC 0,9999 0,04 µg mL
-1

 - ( Kumar ve ark., 

2021) 

Sitalopram 

 

D-µ-SPE 

 

HPLC-UV 0,9944 0,6 µg mL
-1

 Ġnsan kanı (Asgharinezhad ve 

ark., 2015) 

Sitalopram 

 

UA-IL-DLLME HPLC-PDA 0,9980 6 µg L
-1

 Ġnsan kanı (Vaghar ve ark., 

2017) 

Sitalopram 

 

Sitalopram 

 

 

Sitalopram 

 

 

 

Fingolimod 

 

 

 

Sitalopram 

Tandem-DLLME 

 

Bulut Noktası 

MSPE 

 

MSPE 

 

 

 

MKFE 

FFE 

 

 

MKFE 

FFE 

HPLC-UV 

 

Lüminesans 

Spektrometre 

 

HPLC-DAD 

 

 

 

HPLC-DAD 

 

 

 

HPLC-DAD 

0,9950 

 

0,9996 

 

 

0,9873 

 

 

 

0,9914 

0,9990 

 

 

0,9941 

0,9964 

3 ng mL
-1

 

 

 

0,42 ng mL
-1

 

 

 

1.43 ng mL
-1

 

 

 

6,32 ng mL
-1

 

7,46 ng mL
-1

 

 

6,85 ng mL
-1

 

5,97 ng mL
-1

 

Ġnsan kanı 

Ġlaç atıksuyu 

 

Tablet ve kan 

 

 

Ġdrar ve atık su 

 

 

Sentetik Tükürük ve 

Ġdrar 

 

Sentetik Tükürük ve 

Ġdrar 

(Fahimirad ve ark., 

2016) 

 

(Beiranvand ve 

ark., 2017) 

(Sarıkaya ve ark., 

2021) 

 

Bu çalıĢma 

 

 

Bu çalıĢma 
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6. SONUÇ VE DEĞERLENDĠRME 

Bu tez çalıĢması, fingolimod ve sitalopram ilaç etken maddelerinin eĢ zamanlı tayini 

amacıyla baĢlatılmıĢ olup, amacına uygun Ģekilde güvenilir analiz yöntemi 

belirlenmiĢtir. Bunun için HPLC-DAD tekniği ile kromatografik tayin için ilk olarak 

kolon sıcaklığı, numune hacmi, uygulama faz bileĢenleri, basınç, akıĢ hızı gibi 

parametreler optimize edilerek koĢullar belirlenerek yöntem geliĢtirilmiĢtir.  Daha sonra 

yöntemin matris bileĢenlerinden daha kolay ayrılmasını sağlamak, daha düĢük 

hacimlerini tayin edebilmek ve zamandan tasarruf sağlayarak maliyetide düĢürmek 

amacıyla ayırma ve zenginleĢtirme yöntemleri uygulanmıĢtır. Bu amaçla iki farklı katı 

faz ekstraksiyon tekniği kullanılmıĢtır. Bunlar manyetik katı faz ekstraksiyon yöntemi 

ve fabrik faz ekstraksiyon teknikleridir. Ardından yöntemin optimizasyon koĢullarının 

belirlenmesi amaçlanmıĢtır. Bunun için, ortam pH‟ı, desorpsiyon solventinin hacmi ve 

seçimi, adsorpsiyon için etkileĢim süresi ve bileĢenin katı fazdaki maddeden salınması 

için geçen süre gibi parametreler optimize edilerek belirlenmiĢtir. 

ÇalıĢmada kullanılan katı faz ekstraksiyon tekniklerinin kolay uygulanabilir olması, 

düĢük maliyetli olması, organik çözücü kullanımının en aza indirgenmesi, yüksek 

doğruluk ve kesinlikte metodların geliĢtirilmesi hedeflenmiĢtir.  

Yöntemin optimizasyon parametreleri belirlenip geliĢtirildikten sonra, geri kazanım 

çalıĢmaları için sentetik idrar ve yapay tükürük çözeltileri üzerinden geri kazanım 

çalıĢmaları yapılmıĢtır ve verilerinin oldukça iyi olduğu tespit edilmiĢtir. 

Sonuçta kromatografik temelli, ayırma ve zenginleĢtirme yapılarak eĢ zamanlı tayin 

edilmesi hedeflenen fingolimod ve sitalopram için manyetik katı faz destek maddesinin 

sentezlenmesinin ardından her iki ekstraksiyon tekniği ile baĢarılı sonuçlar elde 
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edilmiĢtir. Yöntem sentetik idrar ve tükürük örnekleri ile matris ortamı oluĢturularak 

örneklerin doğruluğu ve tekrarlanabilirliği için geri kazanım çalıĢmalarında standart 

ekleme analizi ile 250,0 ve 500,0 ng mL
-1 

lik örnek ortamında gerçekleĢtirilmiĢtir. ;Geri 

kazanım değerleri yöntemin doğruluğunun iyi olduğunu göstemektedir. Yöntemin 

tekrarlanabilirliği makul düzeydedir. Her iki ekstraksiyon yönteminde kullanılan katı 

faz destek maddeleri yeni sentezlenmiĢ olup, bu iki yöntemin birbiri ile uyumlu olup 

olmadığını kontrol etmek amacıyla t ve F testleri uygulanmıĢtır. Her iki tekniğin 

birbirleriyle uyumlu olduğu test sonuçları ile açıklanmıĢtır.  

Sonuç olarak geliĢtirilen yöntemler sulu ortam, tükrük ve idrar gibi çeĢitli matrikslerde 

bulunan fingolimod ve sitalopram ilaç etken maddelerinin eĢ zamanlı tayinleri için 

güvenle kullanılabileceği görülmektedir.   
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