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DEKSKETOPROFEN VE iBUPROFEN’IiN INSAN PLAZMASINDA YENi
NESIL EKSTRAKSIYON TEKNIKLERIi iLE AYRILMASI VE HPLC iLE
TAYINI
Dénay YUVALI
Erciyes Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii

Analitik Kimya Anabilim Dah
Doktora Tezi, Ekim 2019
Damisman: Prof. Dr. ibrahim NARIN
OZET
Bu c¢alismada non steroidal antiinflamatuvar ilaclardan siklikla kullanilan
Deksketoprofen ve Ibuprofen’in insan kan plazmasindan ayrimma yonelik yeni
ekstraksiyon yontemlerinin gelistirilmesi ve Yiiksek Basin¢li Sivi Kromatografisi

(HPLC) ile kantitatif tayinlerinin yapilmasi amag¢lanmaigtir.

Deksketoprofenin insan plazmasmdan ayirimi i¢in, supramolekiiler ¢oziicii temelli sivi
faz ekstraksiyon yOntemi gelistirilmistir. Sivi faz mikroekstraksiyon yontemi ic¢in
optimum pH, dekanoik asit, tetrahidrofuran ve ekstraksiyon siiresi belirlendikten sonra
plazma Orneklerine deksketoprofen eklenerek kromatografik analizleri yapildi. Yontem
goniillii hastalardan alinan kan Orneklerine basari ile uygulandi. Gelistirilen siv1 faz
ekstraksiyon yonteminin plazma ortaminda gozlenebilme sinir1 (GS) ve tayin sinir1 (TS)
sirastyla 12,8 ve 38,8 ng/mL olarak hesaplanmistir. Yontemin % bagil standart sapmasi
%3,7 dur.

Ibuprofenin insan plazmasindan aymrimi igin, manyetik C-dot@grafen oksit
nanokompoziti sentezlendi ve sentezlenen adsorbanin karakterizasyonu yapilmistir.
Manyetik C-Dot@grafen oksit ile kat1 faz ekstraksiyon yontemi gelistirildi. Yontem icin
optimum pH, adsorban miktari, eliient tiirli, eliient hacmi ve ekstraksiyon siiresi
belirlendikten sonra plazma Orneklerine ibuprofen eklenerek kromatografik analizleri
yapildi. Yontem gOniillii hastalardan alinan kan oOrneklerine basari ile uygulandi.
Gelistirilen kat1 faz ekstraksiyon yonteminin plazma ortamimda gozlenebilme sinir1 ve
tayin sinirt swrasiyla 160,0 ve 510,0 ng/mL olarak hesaplandi. Yontemin % bagil

standart sapmasi %3,9 olarak hesaplanmustir.

Deksketoprofen icin gelistirilen s1vi faz mikroekstraksiyon yonteminin ve ibuprofen i¢in
gelistirilen kat1 faz ekstraksiyon yonteminin insan plazmasindan yapilacak kantitatif ilag

analizlerinde kullanilabillir yeni yontemler oldugu kanaatine varilmigtir.

Anahtar Kelimeler: Deksketoprofen, Ekstraksiyon, Ibuprofen, HPLC-DAD, Plazma
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DETERMINATION OF DEXKETOPROEN AND IBUPROPHEN IN HUMAN
PLASMA WITH NEW GENERATION EXTRACTION TECHNIQUES AND
DETERMINATION BY HPLC
Donay YUVALI
Erciyes University, Institute of Health Sciences,

Analytical Chemistry Program,

PhD Thesis, October 2019
Supervisior: Prof. Dr. ibrahim NARIN

ABSTRACT

The aim of this study was to develop new extraction methods for the separation of
dexketoprofen and ibuprofen from non-steroidal antiinflammatory drugs from human
blood plasma and to perform quantitative determination by High Pressure Liquid
Chromatography (HPLC).

For the separation of dexketoprofen from human plasma, a supramolecular solvent
based liquid phase extraction method was developed. After the determination of
optimum pH, decanoic acid, tetrahydrofuran and extraction time for liquid phase
microextraction method, dexketoprofen was added to plasma samples and
chromatographic analyzes were performed. The method was successfully applied to
blood samples taken from volunteer patients. The limit of detection and limit of
quantification of the liquid phase extraction method in plasma were 12.8 and 38.8
ng/mL, respectively. The relative standard deviation of the method is 3.7 %.

For separation of ibuprofen from human plasma, magnetic C-dot graphene oxide
nanocomposite was synthesized and characterization of the synthesized adsorbent was
performed. Solid phase extraction method with magnetic C-Dot® graphene oxide was
developed. After determination of optimum pH, adsorbent amount, eluent type, eluent
volume and extraction time, ibuprofen was added to plasma samples and
chromatographic analyzes were performed. The method was successfully applied to
blood samples taken from volunteer patients. The limit of detection and limit of
quantification of the developed solid phase extraction method in plasma were calculated
as 160.0 and 510.0 ng/mL, respectively. The relative standard deviation of the method

was calculated to be 3.9%.
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It was concluded that liquid phase microextraction method developed for dexketoprofen
and solid phase extraction method developed for ibuprofen are new methods that can be

used in quantitative drug analysis from human plasma.

Keywords: Dexketoprofen, Extraction, Ibuprofen, HPLC-DAD, Plasma
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1. GIRIS VE AMAC

Yeni ilaglarin kesfi ve artan insan niifusu ve yas ortalamasmin yiikselmesi ilag
tiketimini artirmaktadir. Bu durum ilaglarin  etkinligi, farmakokinetigi ve
biyoesdegerlik calismalarinin yapilmasi i¢in yeni analitik teknikler gelistirmeyi zorunlu
kilmistir. Biyolojik Orneklerdeki ilaclarin analizi, olduk¢a hassas analitik cihazlar ile
yapilmasina ragmen Ozellikle matriksin karmasik olmasi nedeniyle numune hazirlama
ve ekstraksiyon islemlerinin yapilmasini gerektirmektedir. Bu nedenle farkli
matrikslerden ilag/kalint1 analizi yaparken uygulanan ekstraksiyon ve zenginlestirme

islemlerine yonelik yeni yaklagimlarm gelistirilmesine sebep olmaktadir.

Non-steroidal antiinflamatuvar (NSAII) ilaclar, yumusak dokularda travma ve agriya
sebep olan inflamatuar durumlarda, ates yiikselmesinde ve romatizmal rahatsizliklarin
tedavisinde kullanilir. Tiirkiye’de Mart 2019 yili verileri incelendiginde; tedavi
gruplarina gore en cok tiikektilen ilaglarin %7,1’ini analjezik ilaglar, %11,1 ini

antiromatizmal ilaclar olusturmaktadir.

(http://www.ieis.org.tr/ieis/tr/indicators/33/turkiye-ilac-pazari,  Erisim  tarihi: 22
Agustos 2019). NASII ve bunlarla birlikte kullanilan soguk algmlig1 ve alerji ilaglar
cok sik kullanilmaktadir. Bu ilaglara olan talep esdeger ilaclarin iretimini giin gectikce
artirmaktadir. lag iiretiminin ve tiiketiminin bu kadar yogun olarak arttig1 giiniimiiz
sartlarinda bu bilesiklerin hem biyolojik Ornekler hem de gida, atik su gibi farkli

orneklerde tayinleri icin yeni yontemler gelistirilmektedir.

Cevre ornekleri, gida drnekleri ve biyolojik ornekler gibi karmasik ve zor matrikslerdeki
eser miktardaki ila¢ etken maddelerinin analizlerinin hassas, dogru ve hizli bir sekilde
yapilmasi biitiin analiz laboratuarlar1 icin dnemlidir. Karmasik matrikslerdeki analitlerin
teshisi ve tayini i¢in kullanilan analitik cihazlar, ¢ogu zaman analitin 6rnek ortamindan
ayrilmasi ve zenginlestirilmesine yonelik 6rnek hazirlama c¢alismalarina ihtiya¢ duyar.
Ornek hazirlama islemlerinde ayirma ve ekstraksiyon yontemleri yaygin olarak

kullanilmaktadir. Son yillarda 6rnek hazirlama yontemlerinde, QUERChES olarak



adlandirilan basit, kolay, uygun maliyetli, ¢cevre ve insan saghigi i¢cin giivenli, saglam
metotlarm gelistirilmesi ve uygulanmasma yonelik calismalar sikca kullanilmaya

baslanmustir.

Teknolojinin gelismesi ve yeni kimyasal kesiflerle birlikte klasik tekniklerdeki toksik
organik ¢oziiciiler yerlerini yeni nesil toksik olmayan ve daha az kimyasal kullanimu ile
etkin geri kazanim saglayan yontemlere birakmistir. Bu ozellikleri ile birlikte yeni
yontemler ayni zamanda bir¢cok hassas cihazla uyumlu halde kullanilabilmektedir.
Ornek hazirlama islemlerinin basitligi ve laboratuvarlarda otomasyonu analizcilerin
islerini kolaylastirmanin yaninda yapilan deneylerin dogrulugunu ve hasssasligini da

artirmigtir.

Bu calismada temel amacimiz; tedavide sik kullanilan deksketoprofen (DKP) ve
ibuprofen’in (IBU) insan plazmasinda analize yonelik yeni ekstraksiyon yontemleri
gelistirerek, biyolojik 6rnekte analizlerine yonelik daha etkili, ¢evre dostu analitik tayin
metotlar1 gelistirmektir. Bu yontemlerdeki Oncelikli hedeflerimiz analitik acidan tayin
smur1 diisiik, dogrulugu ve tekrarlanabilirliginin analitik kriterlere uygun olan, diisiik

maliyetli ve ¢evre dostu alternatif ekstraksiyon yontemleri gelistirmektir.



2. GENEL BiLGIiLER

2.1. Non Steroidal Antiinflanmatuvar ilaclar

NSAIl’ler agr1 hissini azaltan, ates diiriicii etki gosteren ve inflamasyonu azaltan ilag
grubudur. Analjezik etkileri olmakla birlikte narkotik ilag grubu degildirler. En sik
kullanilan ve en eski NSAII’ler aspirin ve ibuprofendir (Rainsford, 2009).

NSAli'lerin kesfi ve sentezi ilk olarak 1860'da salisilik asitin agr1 kesici etkisinin
ispatlanmas1 ile birlikte baslamis ve 1898'de aspirin ticari olarak satisa sunulmustur.
1949°da  fenilbutazonun sentezi non-steroidal antiinflamutuvar ilag grubunun
belirlenmesine katki saglamistir. NSAIi’lerin etki mekanizmalarma yonelik calismalar
siklooksijenaz enziminin kesfi ile baslamistir. Etki mekanizmasinin aydinlatilmasina
yonelik calismalar, yeni analjezik etkili ila¢ tiirevlerininde sentezinin ve kesfini
hizlandirmustir ve bu grup ilaglarin sayisini artrmustir (Schellack ve ark., 2015;

Rainsford, 2015).

Non-steroidal anti-inflamatuar ilaglar diisiik dozlarda analjezik etki gosterirken yiiksek
dozlarda enflamasyonun tedavisinde yogun bir sekilde kullamilir. Bu derece sik
kullanilmasinda bagimlilik potansiyeli tasimamasi, sedasyon yapmamasi veya
solunumu baskilamamasi etkin olmustur. NSAIi’ler onemli avantajlariyla birlikte
spesifik yan etkileri vardir. Basta ibuprofen ve aspirin olmak iizere baz1 NSAli’ler, yan
etki ve alerjik reaksiyon siklig1 bakimindan giivenli olarak degerlendirilmesiyle tiim

diinyada recetesiz olarak satilmaya baslanmistir (Bjarnason ve ark., 2018; Wong, 2019).

Plasebo ile karsilastirildiginda, steroid olmayan antiinflamatuar ilaglar, artrit, bel agrisi
ve yumusak doku agrist olan hastalarda agriy1r 6nemli dl¢iide azaltir. Bununla birlikte,
NSAli'lerin gastrointestinal kanama, peptik iilser, hipertansiyon, édem ve bobrek
yetmezlikleri dahil olmak iizere 6nemli olumsuz etkileri vardir. Daha yakin zamanlarda,

bazi NSAIil'ler ayrica miyokard enfarktiisii riskini artmasiyla da iliskilendirilmistir



(Dionne ve ark.,1983; Wongrakpanich ve ark., 2018; https://www.tga.gov.au/alert/non-

steroidal-anti-inflammatory-drugs-nsaids-review, Erisim tarihi: 11 Temmuz 2019).

Non steroidal antiiinflamatuvar ilaglar, kimyasal yapilarina, etki mekanizmalarma ve
yart Omiirlerine gore farkli sekillerde smiflandirilabilir. Kimyasal yapilarina gore

siniflandirilmalar1 Tablo 2.1.” de verilmistir (Shellack ve ark., 2015).

Tablo 2.1. NSAIl’lerin kimyasal yapilarina gore smiflandiriimasi

A- Karboksilik asit tiirevleri

1. Salisilik asit ve esterleri Aspirin, Diflunisal, Kolin salisilat,

2.Antranilik asit tiirevleri Flufenamik asit, Metafenamik asit,

B- Asetik asit tiirevleri

1. Fenilasetik Asit Diklofenak, fenklofenak

2. Karbo ve heterosiklik asitler Infometazin, etodolak, sulindak,

C-Propronik asit tiirevleri Ibuprofen, ketoprofen, flurbiprofen,

suprofen, naproksen

D- Fenamik Asit tiirevleri: Flufenamik asit, mefenamik asit,

meklofenamik asit

E-Enolik Asit tiirevleri

I. Pirazolonlar: Fenilbutazon, oksifenbutazon,
azopropazon
II. Oksikamlar Piroksikam, pesoksikam, sudoksikam,

meloksikam, tenoksikam

F- Asidik olmayan tiirevler Prokazon, Asetaminofen




2.1.1.NSAii’lerin Etki Mekanizmalar

NSAli'lerin terapotik etkilerinin ortaya cikarildigi ana mekanizma (antipiretik,
analjezik ve anti-enflamatuar aktiviteler) prostaglandin (PG) sentezinin inhibisyonudur.
Spesifik olarak NSAil'ler rekabetgi bir sekilde (cogunlukla), prostaglandinler
olusturmak iizere siklik endoperoksitlerin arakidonik asitten sentezini katalize eden
enzimler olan siklooksijenazlari (COX) inhibe eder. COX-1 ve COX-2 olarak
adlandirilan iki COX izoenzimi tanimlanmustir. Yapisal olarak ifade edilen COX1
siirekli olarak sentezlenir ve tiim dokularda ve hiicre tiplerinde, 6zellikle de
trombositlerde, endotel hiicrelerinde, gastrointestinal kanalda, bobrek
mikrovaskiilatiiriinde, glomeriilde ve toplama kanallarinda bulunur. Bu nedenle, COX-
1, homeostatik prostaglandinlerin iiretimi i¢cin Onemlidir. Trombosit agregasyonu,
bobrek ve midede kan akismin diizenlenmesi ve gastrik asit sekresyonunun
diizenlenmesi gibi COX-1 aktivitesinin inhibisyonu dolayisiyla NSAII’ler
gastrointestinal sistem toksisitesine neden olabilirler. COX-2, bobrek, beyin, kemik, disi
lireme sistemi, neoplaziler ve gastrointestinal kanalinda bazi kurucu ifadeler olmasina
ragmen, uyarilabilir bir izoenzim olarak kabul edilir. COX-2 izoenzimi agri ve
iltihaplanma siireclerinde onemli bir rol oynar. Genel olarak, NSAliler hem COX-1 hem
de COX-2'yi inhibe eder. Asetil salisilik asiti, ketoprofen, indometasin vb gibi cogu
NSAIi, temel olarak COX-1 secicidir. Ibuprofen, naproksen, diklofenak, COX-1 igin
biraz secici olarak kabul edilir ve etodolak, nabumeton ve meloksikam, COX-2 i¢in
biraz secici olarak kabul edilebilir. Selekoksib ve rofekoksibin etki mekanizmasi temel
olarak COX-2'nin sec¢ici inhibisyonudur. Terapotik konsantrasyonlarda COX-1
izoenzimi inhibe edilmez, bu nedenle gastrointestinal sistem toksisitesi azaltilabilir.
NSAIl antienflamatuar aktivitesine katkida bulunabilecek diger mekanizmalar
arasinda siiperoksit  radikallerinin  azaltilmasi, apoptoz indiiksiyonu, yapisma
molekiilii ekspresyonunun inhibisyonu, nitrik oksit sentazinin azalmasi, proinflamatuar
sitokin seviyelerinin azalmasi (tiimor nekroz faktorii-a, interlokin-1), lenfosit
aktivitesinin modifikasyonu ve hiicresel membran fonksiyonlarinin degistirilmesi
bulunur  (Park ve ark.,, 2012; https://www.fda.gov/drugs/drug-safety-and-
availability/fda-drug-safety-communication-fda-strengthens-warning-non-aspirin-

nonsteroidal-anti inflammatory, Erisim Tarihi: 1 Temmuz 2019;

https://www.tga.gov.au/sites/default/files/safety-review-nonsteroidal-anti-inflammatory-



drugs-nsaids-and-spontaneous-abortion-161018.pdf, Erisim Tarihi: 22 Agustos 2019;
Mazaleuskaya ve ark., 2015).

2.1.2. NSAil’lerin Kullamim Alanlar

Akut ve kronik durumun ve inflamasyon tedavisinde siklikla kullanilan ilaglar olmalar:
ile birlikte kanser tedavisinde ve kardiyovaskiiler hastaliklarm tedavisindeki
potansiyelleri arastirilmaktadir.

NSAIil’lerin endike oldugu tibbi durumlar;

- Romatoid artrit,

- Osteoartrit,

- Inflamatuar artropatiler,

- Akut gut,

- Dismenore,

- Metaztatik kemik agrisi,

- Basagris1 ve migren,

- Ameliyat sonrasi agr1,

- Hafiften orta dereceye kadar agrilar,
- Ates olarak sayilabilir (Park ve ark., 2012).
2.1.3. NSAIl’lerin Farmakokinetigi

Kullanim dozuna bagl olarak, NSAll'lerin terapotik aktivitesi ve yan etkileri emilimine,
dagilimma ve eliminasyonuna baghdir. Bu farmakokinetik parametreler, farkli
NSAli'ler arasinda biiyiik olgiide farklilik gosterebilir. Herhangi bir analjezik smifta
oldugu gibi, absorpsiyon oran1 bir NSAII seciminde kilit bir faktordiir. Hizli emilimi
olan NSAIil’ler 6zellikle siddetli veya akut agrili hastalar olmak iizere cogu hasta igin
tercih edilir. Ornegin, nispeten yavas bir emilim oranma sahip olan selekoksib,
osteoartrit agrisini etkin bir sekilde tedavi etmek i¢in standart dozlarda uygulanabilir,
ancak akut agrinin tedavisi, absorpsiyon i¢in olduk¢a zaman alir ve klinik olarak
anlamli analjezi saglamak icin genellikle bir yiikkleme dozu gerektirir. Asidik
fonksiyonel gruplara (6rnegin diklofenak, ibuprofen, ketoprofen) ve yiiksek derecede
protein baglanma o6zelligine sahip NSAIl'lerin, asidik olmayan NSAli'lere (6rnegin,
asetaminofen, selekoksib, rofecoxib) gore viicutta homojen olarak dagilma

egilimindedir. Yiiksek derecede protein baglanmasma sahip olan asidik NSAll'ler,



iltihapli dokularda veya sinovyal sivida, plazmadan daha uzun siire kalabilir.
NSAli'lerin iltihaplanma bolgelerinde ve bunlara eslik eden terapotik etkilerde
birikmesi farmakokinetik o6zelliklerinden de etkilenir (genisletilmis salimimli veya
hemen salinan formiilasyonlar dahil). Kisa plazma yar1 dmriine sahip asidik NSAIli'ler
(0rn., Diklofenak, ibuprofen, ketoprofen), plazma ve hedefli olmayan dokulardan hizli
bir sekilde temizlenme nedeniyle uzun plazma yar1 Omriine sahip ilaglar ile
karsilastirildiginda tolere edilebilirlik faydalari ile iliskilendirilebilir. Ilac, iltihaplanma
bolgelerinde siklo-oksijenaz-2'yi aktif olarak inhibe etmeye devam ederken, diger
dokulardaki siklooksijenaz aktivitesi asir1 yliksek dozlarin kullanilmasi veya bu
analjeziklerin yavas saliman formiilasyonlarinin kullanilmasi bu yararlari olumsuz
etkileyebilir. Plazma yar1 omrii, gastrointestinal giivenlik ve NSAIil'lerin tolere
edilebilirligi acisindan da anahtar bir faktordiir (Goktiirk,2017; Miranda ve ark., 2016;
Eroglu ve ark., 2014; Rencber ve ark., 2009; Kapicioglu, 2007).

Absorpsiyonun hizli olmasina ragmen, bazi NSAIl'ler (6rnegin diklofenak) diisiik bir
biyoyararlamima sahiptir. Ciinkii bunlar bagirsak duvarinda ve karacigerde meydana
gelen onemli bir ilk gecis etkisine maruz kalirlar. NSAIli'lerin cogu, oksidasyon,
hidroksilasyon, demetilasyon, deasetilasyon, glukuronidasyon ve siilfatasyon gibi faz-2
metabolik reaksiyonlar1 gibi faz-1 metabolik reaksiyonlar veya her ikisi de idrar veya
safra icine atilir. NSAIll'lerin molekiilleri kana ulastiginda, plazma proteinlerine,
Ozellikle de alblimine, genis Ol¢iide baglanirlar. Dagilim hacmi (Vd) genellikle
kiigiiktiir, temel olarak plazma hacmine yaklasan 0,1 ila 0,3 L/kg viicut agirhg:
arasindadir. Safraya atildiktan sonra, birkac NSAII enterohepatik resirkiilasyona ugrar.
Yani, bunlar, faz-2-konjugatlarinin (yani, glukuronitler veya siilfatlar), intestinal insan
veya bakteriyel glukuronidazlar veya siilfatazlar tarafindan parcalanmasmdan sonra
bagirsaktan yeniden emilir. Eliminasyon islemine bagli olarak bobrek veya safra
yoluyla metabolizma ve atilim hizlarinda farklilik gosterir, bunlar genellikle eleme yar1
omiir degerleri (t 1/2) ile sayisal olarak karakterize edilir. NSAli'lerin yar1 6mrii, organ
hasar1 (yani bobrek veya karaciger yetmezligi) veya NSAll'lerin metabolizmasinda yer
alan enzimlerin genetik polimorfizmleri nedeniyle bireyler arasinda degisebilir.
Ornegin, baz1 NSAil'ler sitokrom P450 2C9 (CYP2C9) araciligiyla metabolize edilir,
bunun i¢in daha az islevsel veya islevsel olmayan bir enzime yol acan mutasyonlar tarif
edilmistir. Ayrica, NSAII 'lerin elimine edilmesinde yer alan enzimlerin veya

tastyicilarin inhibe edilmesine yol acan farmakokinetik ilag-ila¢ etkilesimleri meydana



gelebilir ve bu durum NSAil'lerin yar1 6miirlerinin uzamasiyla sonuglanir (Davie, 1998;

Park ve ark., 2012; Goktiirk, 2017).
2.1.4. NSAii’lerin Yan Etkileri

NSAli'lerin recetesiz ve sik kullanimi ilaglarin yan etkilerinin goriilmesinde artisa yol
acmustir. En sik goriilen yan etkiler gastrointestinal ve renal yan etkilerdir.
Gastrointestinal komplikasyonlar, NSAII tedavisinin en yaygm ve iyi bilinen yan
etkileri arasindadir ve genellikle COX-1’in inhibisyonundan kaynaklanir, COX-1,
gastrointestinal sistem boyunca eksprese edilir ve bir dizi koruyucu etki saglayan
mukozal prostoglandinlerin iiretimine aracilik eder mukozaya kan akisinin arttirilmasi
ve mukus ve bikarbonat salgilanmasinin arttirilmasi dahil siklooksijenaz-1'in inhibe
edilmesi, mukozal hasara kars1 artan bir duyarliliga neden olabilir. Ek olarak, COX-2,
mide lezyonlarinin iyilesmesini tesvik etmektedir. Bu nedenle, COX-2'nin inhibisyonu
tilserlerin olusumunda da rol oynayabilir
(https://www.medicalnewstoday.com/articles/179211.php, Erisim tarihi:28 Temmuz
2019; Wong, 2019).

Bununla birlikte, NSAli'ler arasinda gastrointestinal komplikasyon riskinde onemli
farkliliklar vardir. Tek tek NSAII sonuclarina uygun olarak, COX-2 icin daha fazla
secicilige sahip olan ilaglar genellikle COX-1'den daha diisiik bir iist gastrointestinal
riski ile iligkilendirilmistir. 220.000'den fazla hastadan gelen verilerin son meta-
analizinde tahmin edilen mutlak yillik iist gastrointestinal komplikasyon riski, segici
olmayan NSAIil'lere kiyasla daha fazla COX-2 segiciligi (coxibs ve diklofenak) olan
NSAIfi'lerde daha diisiiktiir.

Her ne kadar aspirin kardiyoprotektif etkilere sahip olsa da, diger NSAII' lerin cogu
hipertansiyon, miyokard enfarktiisii, fel¢ ve kalp yetmezligi gibi artmis kardiyovaskiiler
yan etki riski ile iliskilidir. Diisiik dozlarda, diklofenak ile artmis kardiyovaskiiler
rahatsizlik riski olduguna dair ¢ok az kanit vardir. Bu etkileri doza bagimhdir, hayati

sorunlar ve 6liime sebep olduklari i¢in kullanimlar1 kisitlanmistir.

Bu grup ilaclar gebelik doneminde oOzellikle 3. Trimestir’da Onerilmez. Dogrudan
teratojenik degillerdir. Fetusda fetal duktus arteriosusun erken kapanmasina ve renal
yan etkilere neden olabilirler. Ayrica prematiir doguma da neden olabilirler (Goktiirk,

2017; Kapicioglu, 2007).



2.2. Deksketoprofen
2.2.1. Deksketoprofenin Kimyasal Ozellikleri

Deksketoprofen, ketoprofenin S (+) izomeri olup kapali formiilii C;6H403 diir. Molekiil
agirhigr 245,285 g/mol’diir. Ticari ila¢ formlarinda deksketoprofen trometamol olarak
bulunur. Kapali formiilii C;¢H;403 C4N;1NO;3, molekiil agirhigr 375,418 g/mol olup
beyaz kristal yapidadir ve su ve alkolde c¢oziiniir. Sekil 2.1°de deksketoprofen
trometamol’iin kimyasal yapist verilmistir. Deksketoprofen trometamol S-(+)-2-(3-
benzoilfenil) propiyonik asidin trometamin tuzudur. Zayif asidik Ozellikte bir etken
maddedir. Farkli ¢oziiciilerde asitlik sabiti (pKa) degeri degismektedir. Herrador ve
Gonzalez (2002) yaptiklar1 calimada DKP’nin saf sulu ortamdaki pKa degerini 4,41
olarak bildirmistir. NSAII ila¢ grubuna dahil analjezik, antiinflamatuvar ve antipiretik
bir ilagtir. Osteoartrit, romatoid artrit ve ankilozan spondilit belirti ve bulgularinin
tedavisi ile akut gut artriti, akut kas iskelet sistemi agrilari, postoperatif agri ve
dismenore tedavisinde endikedir. Tiirkiye’de deksketoprofen trometamolii etken madde
olarak cok sayida farkli farmasotik formulasyonlari vardir (Tuncer ve ark, 2006;
https://www.drugs.com/international/dexketoprofen.html, Erigim tarihi 2
Temmuz2019).

////,"

Sekil 2.1. Deksketoprofenin kimyasal yapis1
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2.2.2. Deksketoprofen Trometamoliin Farmakokinetik Ozellikleri

Deksketoprofen gibi yiiksek oranda lipofilik ilaclar i¢in, emilim islemi esas olarak ilacin
membranlar ve hidrofilik bélmelerden difiizyon hizi1 ile kontrol edilir. Deksketoprofen
trometamoliin oral uygulamasindan sonra belirlenen belirgin dagilim hacmi yaklasik
olarak 0,243 L/kg dir. Bu hacim, plazma hacmine yaklasir ve doku baglanmasinin
onemli 6lciide plazma protein baglanmasindan daha az oldugunu gosterir. insanlarda
deksketoprofen icin, ilacin ¢ogu (uygulanan dozun %73,3 ila 81,9'u arasinda), tedaviden
sonraki ilk 12 saat boyunca idrar numunelerinde glukuronidin hidrolizinden sonra,
hidroksilasyonun meydana geldigini gosterir. Deksketoprofenin, tamamina yakini
metabolize edilir. Eliminasyon o kadar hizlidir ki, tekrar tekrar uygulandiginda dahi
plazmada cok az veya hi¢ birikme goriilmez. Giinde 3 kez 25 mg tekrarlanan
deksketoprofenin dozlar1 saghikli goniillillerde ila¢ birikimine neden olmadig:

belirtilmistir (Kapicioglu,2007; Walzack,2011; Shohin, 2012).
2.3. ibuprofen
2.3.1. ibuprofenin Kimyasal Ozellikleri

Molekiil agirlig1 206, 3 g/mol, kapali formiilii C,3H;30; kimyasal okunusu (RS)-2-[4-(2-
metilpropil)fenil]propiyonik asit olan beyaz kristal yapida bir tozdur. Suda ¢oziiniirliigii
az, alkolde ise ¢ok coziinen bir maddedir. Zayif asidik Ozellikte bir ila¢ etken
maddesidir. McEvoy (1990)’in ila¢ etken maddelerinin klinik kullanimlarina ait
caligmasinda ibuprofenin sulu ¢ozeltideki pKa degerini 5,2 olarak bildirilmistir. Sekil

2.2’ de ibuprofenin molekiil sekli verilmistir.

\\\“\\

Sekil 2.2. Ibuprofenin kimyasal yapisi
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Ibuprofen, propiyonik asit tiirevi bir non steroidal antienflamatuar ila¢ etken
maddesidir. Artrit, primer dismenore, grip semptomlarmni azaltmak i¢in ve analjezik
etkisi icin sik¢a kullanilir. Farkli miktarda dozlar igeren ve farkli formiilasyonlar halinde
tilkemizde pek c¢ok ticari miistahzar1 vardwr (Bushra ve Aslam, 2010;

https://www.drugbank.ca/drugs/DB01050, Erisim tarihi: 5 Agustos 2019).

2.3.2. ibuprofenin Farmokokinetik Ozellikleri

Ibuprofen en sik oral yoldan verilir, ancak ayn1 zamanda topikal, goz ici, intravendz,
intramiiskiiler ve rektal olarak da uygulamalar1 bulunmaktadir. Geleneksel hizli saliml
tabletler ve siirekli salimli preparatlar1 ticari olarak temin edilebilir. ila¢ rasemik bir
karisimi olarak verilmektedir. Oral olarak dozlanan ibuprofen, yaygin olarak kullanilan
dozlar i¢in (200- 400mg) doz ile dogrusal bir iliski gosteren plazma ilag seviyeleri hizli
bir sekilde ve tamamen emilir. Ibuprofen genis olgiide (> %98) terapotik
konsantrasyonda plazma albiiminine baglanir. Ibuprofenin primer metabolizmasi
oksidatiftir ve sitokrom P450 enzimlerini igerir. idrarda bulunan baslica primer
metabolitler karboksi ibuprofen ve hidroksi metabolitleri 2-OH IBU, 3-OH iBU; 1-OH
[BU’dir. IBU'nun hidroksi ve karboksi metabolitlerinin goriiniir bir farmakolojik
aktivitesi yoktur. IBU, idrarda degismeyen ya da hi¢ degismemis ilacla neredeyse
tamamen metabolize olmaktadir. Farkli enantiyomerler tarafindan alinan metabolik
yollarda farkliliklar vardir; S-IBU metabolizmasi agirlikli olarak CYP2C9 ile
gerceklesirken, R-IBU CYP2C8 ile daha fazladir. Ibuprofen bobrekler yoluyla hizla
atilr ve atilmi tamdir. Eliminasyon yarilanma omrii yaklasik 2 saattir. Ibuprofenin
atillmi1 son dozdan sonra 24 saat icinde neredeyse tamami viicuttan uzaklastirilir

(Davies, 1998; Davies ve ark., 2000).
2.4. Ornek Hazirlama Yontemleri

Biyolojik, ¢evre, gida ornekleri gibi farkli matriklerde bulunan organik ve anorganik
tiirlerin hassas ve dogru tayini icin gelismis ve teknolojik analitik cihazlar olmasina
ragmen analizi yapilmak istenen analitin ¢ok diisiik miktarda bulunmasi ve Ornek
ortaminin bozucu etkilerinden dolayr Ornek hazirlama yoOntemlerine ihtiyac
duyulmaktadir. Literatiirde siklikla bagvurulan 6rnek hazirlama yontemleri genelikle
ayirma ve zenginlestirme saglayan ekstraksiyon yontemleridir. Sivi-sivi ekstraksiyonu

ve kati faz ekstraksiyon yontemleri yogun olarak kullanilmaktadir. Bir¢ok ©rnek
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hazirlama yontemi ¢esitli zaman alic1 ve asir1 miktarda kimyasal kullanimi gerektiren
asamalara sahiptir. Son yirmi yilda 6rnek hazirlama yontemleri, uygulanan islemlerin
kolaylig1, minmum kimyasal tiiketimi, daha az zaman almasi, ¢evre ve insan saglig1 icin
toksik atiklar iiretilmemesi ve otomasyona imkan saglamasi yOniinde bir gelisme
gostermektedir (Kole ve ark., 2011; Mohammed, 2015; Vaghela ve ark.,2016; Demirci
ve Ozcimder, 2008).

2.4.1. Ekstraksiyon Yontemleri

Ekstraksiyon kisaca, bilesiklerin bir fazdan digerine tasinmasi islemidir. Ekstraksiyon
islemlerinin hizl1 ve basit olmasi istenmekle birlikte klasik tekniklerde bu durum ¢ogu
zaman miimkiin olmamaktadir. Ekstrakte edilen maddeler kayip ve bozunmaya
ugramadan elde edilmeli, ek bir saflastrma gerektirmemeli ve artik c¢oziicii

icermemelidir. Literatiirde mevcut ekstraksiyon yontemlert;
- Coziicii ekstraksiyonu,

- Kati-s1v1 ekstraksiyonu,

- Soxhlet ekstraksiyonu,

- Ultrason yardimiyla ekstraksiyon,

- Mikrodalga yardimiyla ekstraksiyon,

- Hizlandirilmis ¢oziicii ekstraksiyonu,

- Siiperkritik akiskan ekstraksiyonu,

- Kati1 faz ekstraksiyonu (KFE),

- Bulutlanma noktasi ekstraksiyonu (BNE),
- Sulu iki fazlh sistemlerde ekstraksiyon,

- Homojen s1vi-s1vi ekstraksiyonu,

- Iyonik sivilara ekstraksiyon,

- Siirekli akis sivi-s1v1 ekstraksiyonu,

- Desteklenmis s1ivi membran ekstraksiyonu,
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- Mikro gozenekli membran sivi-sivi ekstraksiyonu,
- Mikroekstraksiyon,

- Kat1 faz mikroekstraksiyon,

- S1v1 faz mikroekstraksiyon,

- Asili damla mikroekstraksiyon,

- Dagitici s1vi-s1vi mikroekstraksiyon,

- Yiizen kat1 organik damla mikroekstraksiyon,

- Oyuk fiber sivi faz mikroekstraksiyonu olarak bildirilmistir (Majors, 2002; Armenta
ve ark., 2008; Anastas ve Eghbali, 2010).

2.4.1.1. Sivi Faz Ekstraksiyon Yontemleri

Cozelti veya sivi Orneklerdeki analitler, karismayan bir ¢oziiciiyle dogrudan dagilimla
ekstrakte edilebilir. Sivi-sivi ekstraksiyonu, karigmayan iki fazda bir analitin bagil
¢cOziinlirligline dayanir ve denge dagilimi katsayisi tarafindan yonetilir. Bir analitin
ekstraksiyonu, karismayan iki sivi fazin ¢dzme giicii (polarite) arasindaki farklar ile

gerceklesir (Armenta ve ark., 2008; Demirci ve Ozcimder, 2008).
2.4.1.2. Sivi Faz Mikroekstraksiyon Yontemleri

Karmagik matrisklerdeki analitlerin analizi i¢cin Ornek hazirlama yOntemleri
kullanilarak, analiz 6ncesi cihaz ile tayine uygun hale getirilir. Ornek hazirlama
islemlerinin kompleks ve zaman alic1 iglemler icermesi, fazla miktarda toksik kimyasal
kullanimu, zararli atik olusmasi ve yiiksek maliyete neden olur. ideal 6rnek hazirlama
yontemleri basit, hizli, maliyeti uygun ve analitik cihazlar ile uyumlu olmalidir. Bu
konudaki yapilan caligmalar minimum organik ¢oziicii tiikketimi, Ornek hazirlama
islemlerini basitlestirme ve hizlandirma seklindedir (Dadfarnia ve Shabani, 2010).
Mikroekstraksiyon yontemlerinin avantajlary; klasik sivi-sivi ekstraksiyonu ve sivi-kati
ekstraksiyonunlarinda kullanilan solvent miktarinin minimum diizeyde olmasi,
buharlastirma islemlerine gerek duyulmamasi, yiiksek zenginlestirme orani,
zenginlestirmenin yani sira ayirma isleminin de yapilabilmesi, ekstraksiyon sonrasinda

alman Ornegin dogrudan gaz kromatografisi (GC) veya yiiksek performanslh sivi



14

kromatografisi (HPLC)’nde analiz edilebilmesi ve otomasyonun yapilabilmesi gibi

ozellikleri sayilabilir (Galuszka ve ar., 2013; Asadi ve ark., 2015; Hag ve ark., 2017).
2.4.1.2.1. Dagitic1 S1vi-S1vi Mikroekstraksiyon

Rezaee ve ark. tarafindan gelistirilen yeni mikroekstraksiyon yontemi dagitic1 ¢oziicii
ile birlikte mikro litre diizeylerinde ekstraksiyon c¢oziiciisiiniin  kullanimina
dayanmaktadir. Dagitici1  sivisivi  mikroekstraksiyon yontemi, homojen sivi-sivi
ekstraksiyonu ve bulutlanma noktasi ekstraksiyonu yontemlerine benzer bir ii¢lii ¢oziicii
sistemine dayanmaktadir. Bu yontemde hem 6n zenginlestirme hem de ayirma islemi
ayn1 anda gerceklesmektedir. Kolay, hizli, giivenilir ve gecerli bir yontem olarak kabul

edilir Jouyban ve ark., 2015; Molaei ve ark.,2015).

Yontemin temelini ticlii ¢Oziicii sistemi mevcuttur. Bunlar; sulu faz (analit, tampon
cozelti, tuz ¢ozeltisinden olusan karisim), ekstraksiyon ¢ozeltisi ve dagitic (dispersif)
fazdir. Yontem hedef maddeleri iceren sulu Ornek icersine dagitict ve ekstraksiyon
¢ozelti karigiminm hizh bir sekilde enjeksiyonuna dayanir. Toplam ¢6zelti hacminin %
1-3’tinii kadar ekstraksiyon ¢oziiciisii eklenmesiyle ekstraksiyon ¢oziiciisiiniin kiigiik
damla formlarinin olusmasi saglanir. Bu adimda c¢ozeltide bulut olusur. Hidrofobik
maddeler toplam sulu ¢ozelti icerisinde dagilan ekstraksiyon ¢ozeltisinde zenginlestirilir
Enjeksiyon isleminden sonra elde edilen bulutlu yapidaki ¢6zelti santrifiijlenir. Sonucta
yiikksek yogunlukta bir damlacik meydana gelir. Bu damlacigim igeriginde ekstraksiyon
coOzeltisi igerisine hapsolmus analit bulunmaktadir. Bu sekilde 6n zenginlestirme islemi
gerceklestirilmis olur. Dibe toplanan alt fazdaki ekstraksiyon c¢oziiciisii, mikro
enjektorle alinarak uygun enstriimantal yontemler ile tayin edilir (Wang ve ark., 2014;

Hwang ve ark., 2018).

Kullanilan ekstraksiyon ¢ozeltisinin yogunluguna gére meydana gelen damlacik tiipiin
ist yiizeyinde veya alt kisminda toplanabilir. Dispersif sivi-sivi mikroekstraksiyon
yonteminin bir dali olan, ylizen kat1 organik damla mikroekstraksiyonu ile organik fazin
ist kisimda toplanmasi saglanir. Yontemde diisiik erime noktasina sahip olan organik
coziiciiler kullanilmaktadir. Bu organik ¢oziiciiniin kiigiik bir miktari, drnek ¢ozeltisinin
yiizeyinde yiizdiiriilir ve cozelti belirli bir siire manyetik karistirict ile karistirilir
dahasonra ylizeyde toplanan organik c¢oziiciinin donmasi i¢in buz banyosunda

bekletilir. Donan organik c¢oziiciiniin erimesi i¢in iist faz baska bir tiipe transfer edilir.
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Daha sonra eriyen organik ¢oziicli uygun bir ¢ozelti ile seyreltilerek homojen bir ¢cozelti
halini alir ve analiz edilir. Bu yontemde ekstraksiyon ¢ozeltisi olarak giivenilir ve toksik
olmayan sudan daha hafif 1-Undekanol ve 1-Dodekanol gibi hidrokarbonlarda
kullanilmaktadir. Ekstraksiyon ¢oziiclisii olarak yogunlugu sudan agir ve su ile
karigmayan c¢oziiciiler kullanilir. Dagitic1 ¢oziicii olarak aseton, etanol, metanol,

asetonitril, tetrahidrofuran gibi su ile karisan polar ¢oziiciiler kullanilir.
YoOntemin avantajlart:

- Minimize edilmis ¢oziiciilerle sivi—sivi ekstraksiyonundaki gibi yiiksek hacimlerde
coziicti kullanilmamis ve hem gereksiz ¢oziicii israfindan ka¢inilmis hem de toksik
etkiye sahip ¢oziiciilerin neden oldugu etkileri en aza indirgemesi

- Yiiksek zenginlestirme faktorleri saglanmasi,

- Basit, pratik, hizli ve diisiik maliyetli olmasi olarak sayilabilir (Alshana ve ark.,

2013; Saraji ve Boroujeni, 2013).
2.4.1.2.2. Bulutlanma Noktas1 Ekstraksiyonu

Bulutlanma noktasi ekstraksiyon (BNE) yontemi; uygulamasi basit, cevreci, diisiik
maliyetli, yiiksek zenginlestirme faktorii saglayan, cogu tayin yontemine uyumlu bir
yontemdir. BNE yoOnteminde analitler surfaktan ortamina cekilir ve sonrasinda
bulutlama noktasi sicakligi olarak adlandirlan bir sicaklikla ayrilan surfaktan faz analit

icerigi bakimindan uygun bir yontemle tayin edilir (de Almeida Bezerra ve ark., 2005).
2.5. Siv1 Faz Ekstraksiyonunda Yeni Nesil Solventler: Supramolekiiler Coziiciiler

Supramolekiiler ¢oziiciiler (SUPRAS), molekiiler ve nano olmak {iizere iki olcekte
meydana gelen sirali, kendiliginden olusan bir islemle amfifillerden iiretilen nano yapili
stvilari ifade eden bir terimdir. Bu islem, ilk 6nce, siirekli bir fazda, genellikle su icinde
dagilan biiyiik supramolekiiler agregalardan olusan, suyla karigmayan sivilari iireten ii¢
boyutlu agregalar verir. Supramolekiiler ¢coziiciiler iyonik olmayan yiizey aktif
cisimlerin faz ayrilmaya basladig1 sicakligi ifade etmek icin farkli isimler altinda

ekstraksiyon islemlerinde uzun yillar boyunca kullanilmaktadir.

Supramolekiiler ¢oziiciiler teriminin kullanilmasi, ¢oziicii 6zelliklerine daha fazla 6nem
verilmesi, molekiiler ve iyonik ¢oziiciilerden ayirt etdilmesi, molekiillerin ¢oziicii i¢inde

bir arada tutuldugu kovalent olmayan etkilesimleri goz Oniinde bulundurmalar1 ve
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dikkate alinmalar1  i¢cin  6nem  arz  etmektedir.  Kendiliginden  birlesim
siirecleri olusturulduklar1  i¢gin ~ SUPRAS, analitik  ekstraksiyonlarda  organik
coOziiciiler yerine cok cekici benzersiz fizikokimyasal 6zelliklere sahiptir (Ballesteros-

G6mez ve Rubio, 2012; Feizi ve ark., 2017).

Supramolekiiler ¢oziiciilerin ilgi ¢ekici pek cok temel 6zellikleri vardir. Bu 6zellikleri
icinde amfifillerin dogada ve kolaylikla erisilebilir olmasin1 saglayan sentetik olarak
sentezi, sayilabilir. Bunun yaninda ¢oziicti 6zelliklerinin, amfifil hidrofobik veya polar
grubunu degistirerek ayarlanabilmesi; c¢esitli organik ve inorganik bilesikler
icin miikemmel solvasyon oOzellikleri saglayan supramolekiiler agregalarda farkli
polarite bdlgelerinin varligi; ekstraksiyon islemleri i¢in ideal bir platform olan
supramolekiiler bir agrega i¢inde bulunan c¢oklu polar gruplar boyunca c¢oklu-bant
yetenegine sahip olmasi biiyiikk Oneme sahiptir. Ayrica supramolekiiler agregalarin
ucucu olmamasi ve yanmama Ozellikleri nedeniyle daha giivenli islemlerin
uygulanmasina izin verir. Laboratuvarlarda organik ¢oziicii kullanimini azaltilmas: i¢in
SUPRAS'lar bir¢cok 6rnek hazirlama prosediiriinde kullanilmak i¢in miikemmel adaylar

olarak goriilmektedir (Lopez-Jim’enez ve ark., 2014).
2.5.1. Supramolekiiler Coziiciilerin Olusumu

SUPRAS'larin amfifiller iceren homojen bir c¢ozeltiden olusmasi, sirasiyla molekiiler
ve nanometre seviyesinde meydana gelen iki ardisik, kendi kendine birlesme islemi ile
gerceklesir. Ik olarak, amfipiller, kritik bir toplama konsantrasyonunun iizerinde, esas
olarak sulu / ters miseller veya kesecikler olmak iizere li¢ boyutlu agregalar verir. Daha
sonra, bu nano yapilar, kolloidal ¢ozeltinin kiitlesinden yeni bir siv1 faz olarak ayrilan
daha biiylik agregalarda kendi kendine birlesir (yani supramolekiiler ¢oziicii) ve
koaservasyon olarak bilinen bir islem vasitasiyla olusur. SUPRAS amfifil bakimimdan
zengindir ve ¢oziicliniin, SUPRAS'larin ana bir bileseni olmasina ve supramolekiiler
diizeneklerin dagildig1 siirekli fazi olusturmasina ragmen, bunlarm kaynaklandig:
coziiciiyle (genellikle suyla) karigmaz. SUPRAS ile dengede olan c¢oziicli, kritik
toplanma konsantrasyonunda amfifil monomerlerini igerir (Ballesteros-Gomez ve ark.,
2010). Sekil 2.3’te olusan monomerlerin temsili yapilar: goriilmektedir. Supramolekiiler
monomerler; yuvarlak, silindirik, diizlemsel vezikiiler ve ters miseller seklinde

karsimiza ¢ikmaktadir.
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Agregat Siirfaktan Agregat
Tipi Geometrisi Yapist

Yuvarlak miseller

Silindirik miseller

Vezikiiller
Diizlemsel miseller

Sekil 2.3. Supramolekiiler agregalarinin amfifillerin sekillerine gore yapisi (Ballesteros-

Gémez ve ark., 2010).
2.5.2. Kendiliginden Birlesme Ilkeleri

Kendiliginden birlesme, izole edilmis bilesenlerin diizenli ve kendiliginden islevsel
yapilarda organize oldugu siirectir. Bilesenler birbirleriyle etkileyici ve itici etkilesimler
dengesi yoluyla etkilesime girdiginde olusur. Bu etkilesimler genellikle zayif ve
kovalent baglanma seklide degildir (Coulomb ve hidrofobik etkilesimler ve

hidrojen baglar1) ve nispeten zayif kovalent baglar (koordinasyon baglar1) kendiliginden
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birlesme icin uygun olarak kabul edilir. Birlestirilen bilesenler, uygun kosullarin
saglanmas1 kosuluyla molekiilerden makroskopik oOlceklere kadar boyutlara sahip
olabilir (Ballesteros-Gémez ve Rubio, 2012; Feizi ve ark., 2017).

SUPRAS'larin temel bilesenleri, sirali yapilarda diizenlenmis su ve amfibilerdir. {lave
bilesenler, s1vi-s1v1 faz ayrilmasina neden olan yardime ajanlardir (6rn. Ornek olarak zit
iyonlar, elektrolitler, suyla karisabilen bir ¢oziicii). SUPRAS'lerin ekstraksiyon islemleri
icin olaganiistii 0zellikleri, onlar1 olusturan sirali agregalarin 6zel yapisindan ve ¢oziicii
icinde biiyiilk miktarda amfifil konsantrasyonundan kaynaklanmaktadir. Bu iki 6zellik,
cesitli coziinen maddeler icin SUPRAS'larin yiiksek Oziitleme verimlerini belirler.
Teorik konsantrasyon faktorleri, numune hacminin SUPRAS hacim orani ile verilmistir.
Ayni sekilde, amfifilin yapis1 ve faz ayrilmaya iten cevresel kosullar gibi diger faktorler
de ektraksiyon verimini biiyiik 6l¢iide etkiler (Maria ve Rubio, 2017).

2.5.2.1. Sulu Iyonik Olmayan Miseller

Sulu iyonik olmayan yiizey aktif maddelerin sulu misellerinden olusan SUPRAS'lar, son
on yilda analitik ekstraksiyonlarda en ¢ok kullanilanlardir. Bu liderligin temel bir
nedeni arastirmacilar tarafindan alternatif uygun SUPRAS'larin gelistirilmesine yonelik
calismalar oldugu goriilmektedir. Iyonik olmayan misel bazli SUPRASlar genis bir
ornek ve analit yelpazesinin ekstraksiyonu i¢in uygun olduklar1 goriilmiistiir.
Uygulamalar temel olarak sirasiyla ¢evre, gida ve biyolojik numunelerde poliaromatik
hidrokarbonlarm (PAH), pestisitlerin ve biyoaktif bilesiklerin  ekstraksiyonuna
odaklanmistir. Boyalarin, endokrin bozucularm, fenollerin ve diger organik
bilesiklerin analizi i¢in ilging uygulamalar da gelistirilmistir. Bircok iyonik olmayan
yiizey aktif madde ticari olarak temin edilebilmesine ragmen, analitik ekstraksiyonlarda
Triton X-114, Triton X-100 ve Genapol X-080 gibi kimyasallar daha yaygin olarak
kullanilmaktadir.  Biyolojik numunelerdeki biyoaktif bilesiklerin kantitatif olarak
ekstraksiyonu ¢ok daha yiiksek yiizey aktif madde derisimleri (%3-10) kullanilmasina
ragmen c¢ogu uygulamada %1 derisimdeki yiizey aktif madde kullanilmaktadir.
Konsantrasyon faktorleri dogrudan numune/SUPRAS hacim oranlar1 ve SUPRAS
hacmi ile iligkili oldugu i¢in esas olarak numunedeki yiizey aktif madde yiizdesine bagl
oldugundan, sulu noniyonik misel bazli SUPRAS'lar1 kullanarak yapilan ekstraksiyon
islemlerinde cok yiiksek zenginlestirme faktorleri beklenmez (Lopez-Jim’enez ve

ark.,2014).
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2.5.2.2. Sulu Iyonik Miseller

Asit ortaminda anyonik misellerin koaservasyonundan iiretilen SUPRAS'lar iyonik
miseller arasinda  en  ¢ok  kullamilanlar  olmustur. Cevresel numunelerde
PAH'lar, pestisitler ve yiizey aktif maddeler dahil olmak {iizere cesitli analitlerin
ekstraksiyonunda basariyla uygulanmigtir. Katyonik misellerin biyoaktif bilesiklerin ve
klorofenollerin ekstraksiyonuna ilgin¢ uygulamalari da gelistirilmistir. Sulu misel bazli
SUPRAS'lerin rutin uygulamasi i¢in bir engel, toplam biiyiimenin gergekleslesmesi i¢in
3- 4 M HCI gibi mineral asitlerin veya NaCl gibi tuzlarin eklendigi deneysel sartlarin
gerekmesi olarak goriilmektedir. Ancak, bu istenmeyen kosullar, toprak, camur ve
cokeltiler gibi cok karmasik cevresel kat1 6rneklerin basarili bir sekilde ¢oziilmesi igin

kullanildig: i¢in problem olmadig: kabul edilmistir.

Diisiik yiizey aktif madde konsantrasyonundaki sulu numunelerdeki analitler igin

yeterince yiiksek zenginlestirme faktorlerine ulasilabilir (Feizi ve ark., 2017).
2.5.2.3. Sulu Kanisik Miseller

Sulu iyonik olmayan iyonik misellerin koagasyonu, yiiklii bilesiklerin ekstraksiyonunu
desteklemek igin bir strateji olmustur. Bilesenin faz ayrimi sicaklik esas alinarak
gergeklestirilir. Tuzun varligr ve yoklugunda Triton X-114, bu anyonik ve katyonik
bilesiklerin ekstraksiyonu icin sirasityla setil trimetilamounyum bromiir ve sodyum
dodesil siilfat ile birlikte bu karigimlarda tercih edilen sekilde kullanilan iyonik olmayan
yiizey aktif madde olmustur. Pestisitler, biyoaktif bilesikler, boyalar, hiimik ve fulvik
asitler ve patlayicilar dahil olmak iizere c¢esitli analitler cevresel ve biyolojik
orneklerden ekstre edilmistir. Diisiik yiizey aktif madde konsantrasyonlarinda yiiksek
geri kazanim ve zenginlestirme faktorii elde edilbilmektedir. Sulu karigik misellerin
avantajlar1 tek bir yiizey aktif cismine kiyasla daha yiiksek ylizey aktiviteleri, birlikte
dengeleyici ve birlikte hassaslastiric1 6zellikleri ve bazen analizde segiciligi arttirmalar:
olarak sayilabilir. Dezavantaj olarak ayrilmanin gerceklesmesi icin gereken yiiksek
sicaklik (yaklasik 80 “C) sayilabilir (Ballesteros-Gémez ve ark., 2010; Lopez-Jim ‘enez
ve ark., 2014).

2.5.2.4. Ters Miseller

Ters misel bazli SUPRAS'larin ana oOzellikleri, ¢oziicii i¢inde solventte bulunan

ve s1vi numunelere uygulanan yiiksek konsantrasyon faktorlerini elde etmeyi saglayan
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yiiksek amfifil konsantrasyonudur. Etkin kuvvetler, hidrojen baglar1 ve hidrofobikliktir,
ilki polar bilesikler i¢cin oldukca etkili bir ¢oziinme mekanizmasidir. Bu SUPRAS'larin
yiikksek ¢oziinme kabiliyeti, ekstraksiyon siirelerini kisaltir. Simdiye kadar incelenen
analitler i¢cin bildirilen geri kazanimlarin ¢ogu %85'in iizerindedir (Maria ve Rubio,

2017).
2.5.2.5. Vezikiiler Miseller

Son zamanlarda karboksilik asit vezikiillerinden meydana gelen vezikiiller
SUPRAS'lar1, meyve ve sebzelerde ve endokrin bozucularda, pestisitlerde ve fenollerde
cevre su Orneklerinde pestisitlerin ekstraksiyonunda bagariyla uygulanmistir. Bu
SUPRAS'larin avantajlari, icerdikleri yiiksek konsantrasyonlu amfifilerdir, analit
¢cOzlinlirligli icin sunduklart etkilesimlerin sayisi; ektraksiyon i¢in SUPRAS'In
kullanilmasima izin veren kinetik stabiliteleri ve tek damla mikroekstraksiyonlarinda
kullanilmalarina izin veren molekiiller arasindaki biiyiik etkilesim kuvvetleridir (Maria

ve Rubio, 2017).
2.6. Kat1 Faz Ekstraksiyon Yontemi

Kat1 faz ekstraksiyonu (KFE), se¢ici numune hazirlama i¢in su anda mevcut olan en
popiiler tekniklerden biridir. KFE 'min ¢ok yonliiliigii, bu teknigin saflastirma, eser
zenginlestirme, tuzdan arindirma, tiirevlendirme ve smif fraksiyonlama gibi islem icin
kullanilmasma izin verir. Son birka¢c yil bu teknige biiyiik bir ilgi gostererek
karakteristik ve KFE yontemlerini anlatan bircok ¢aliyma yaymlanmistir. Yeni bir¢cok
adsorban madde sentezi ve ticari olarak sunulmasi ile KFE metodolojisinin geligimi
hizlanmistir. KFE'nin temel prensibi, iki faz arasinda ¢oziinen bilesenleri iceren sivi-sivi
ekstraksiyonuna benzer. Bununla birlikte, iki karismayan sivi faz yerine, KFE bir sivi
(analit iceren numune matrisi veya ¢oziicii) ve bir kat1 (sorbent) faz arasindaki ayrilmay1

icerir (Buszewski ve Szultka, 2012).

Bu 0rnek hazirlama teknigi, analitlerin kati1 bir sorbent iizerinde adsorpsiyonla 6rnek
cozeltisinden uzaklastrilmas1 ve saflastirilmasini saglar. Genel prosediir kati1 faza bir
cozelti yiiklemek, istenmeyen bilesenleri yikamak ve sonra istenen analitleri bagka bir
coziicii ile toplama tiiptine aktarmaktir. Uygun bir KFE ekstraksiyon sorbentinin
secimi, ilgili sorbent ve analit arasindaki etkilesimin mekanizmalarim1 anlamaya

baglhdir. Bu anlama hem ¢6ziinen hem de sorbentin hidrofobik, kutupsal ve iyonojenik
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ozelliklerinin bilgisine baglidir. KFE'deki en yaygin tutma mekanizmalar1 Van der
Waals kuvvetlerine, polar olmayan etkilesimlere, hidrojen bagina, dipol-dipol
kuvvetlerine ve katyon-anyon etkilesimlerine (iyonik etkilesimler) dayanmaktadir. Her
sorbent, ¢cok cesitli ekstraksiyon problemlerine uygulanabilen bu 6zelliklerin essiz bir

karigimini sunar (Asgharinezhad ve ark., 2015; Andrade-Eiroa ve ark., 2016).

Organik analitlerin Ornek c¢ozeltilerinden (6rnegin sudan) bu KFE malzemeleri
lizerine tutulmasi, temel olarak analit icindeki karbon-hidrojen baglari ve sorbent
yiizeyindeki fonksiyonel gruplar arasindaki cekici kuvvetlerden kaynaklanmaktadir.
Sorbent ve bilesik arasindaki kuvvetleri pargalayabilen polar olmayan ¢oziicii, ters fazl
bir KFE tiipiinden veya diskinden adsorbe edilmis bir bilesigi ¢ikarmak i¢in kullanilir.
Ters faz olarak kullanilan malzemeler: karbon bazli, polimer bazli, polimer kapl ve
silika bazli mazlemelerdir. Karbon bazli adsorban hem polar hem de polar olmayan
matrislerden organik polar ve polar olmayan bilesikler i¢in yiiksek cekicilige sahiptir.
Arthur ve Pawliszyn, 1990; Demirci ve Ozcimder, 2008; Sarafraz-Yazdi ve Amiri

2010).

Polimer bazli sorbentler stiren/divivinilbenzen gibi malzemelerdir. Bazi hidrofilik
fonksiyonellik iceren hidrofobik bilesikleri, ozellikle aromatik yapidaki analitler icin
kullanilir. Polimerik malzemeler neredeyse tiim matrislerde stabil oldugundan, orta
diizey polaritedeki ¢oziiciilerle eliisyon adimlar1 yapilabilir. Polimer kapli ve baglanmis
silika adsorbani, hidrofilik bir polimer ile kaplanmis bir hidrofobik baglanmis silikadir.
Polimer icindeki gozenekler, ilgi ceken kiiciik, hidrofobik organik bilesiklerin
(0rnegin ilaglar), baglanmis silika yiizeyine ulagmalarina izin verirken, biiyiik bilesikler

(0rnegin proteinler), baglanmis silikadan polimer tarafindan tutunmaz.

Normal kat1 faz ekstraksiyon iglemi bir polar analit, polar olmayan bir matriks (6rnegin
aseton, klorlanmig coziiciiler ve heksan) ve bir polar sabit fazi igerir (Arthur ve
Pawliszyn, 1990; Zwir-Ferenc ve Biziuk, 2006). Bir analitin normal faz kosullar1 altinda
tutunmasi, Oncelikle analitin polar fonksiyonel gruplari ile sorbent yiizeyi iizerindeki
polar gruplar arasindaki etkilesimlerden kaynaklanmaktadir. Ayrica, hidrojen baglarida,
digerlerinin yani sira etkilesim de etkilidir. Bu mekanizmalar ile adsorbe edilen bir
bilesik, genellikle numunenin matrisinden daha polar olan bir ¢oziicii olan baglayici
mekanizmay1 bozan bir ¢oziicli gecirilerek sabit fazdan ayrilir. Sabit fazdaki silisler,

yiizeye bagl polar fonksiyonel gruplara sahip kisa alkil zincirlerinden olusur. Bu
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silisler, polar fonksiyonel gruplar1 nedeniyle, baglanmis ters faz silikalarina nispeten
hidrofiliktir. Tipik normal faz silikalarmnda oldugu gibi, bu adsorban maddeler polar
olmayan bilesiklerin polar olmayan matrislerden adsorbe edilmesi i¢in kullanilabilir.
Polar adsorpsiyon materyali, genellikle yaygin sekilde kullanilan modifiye silika jeldir.
Bilesiklerin polar olmayan matrislerden adsorpsiyonunda yer alan fonksiyonel
gruplar silika  parcaciklarmin yiizeyindeki serbest hidroksil grubudur. Polar
olmayan bilesiklerin, orijinal numune matriksinden daha polar bir organik ¢6ziicii i¢inde
daha sonraki eliisyonlar1 ile polarize olmayan matrislerden adsorbe edilmesi icin
kullanilabilir. KFE ile bir ¢ozeltide bulunan iyonik bilesiklerde ayrilabilir. Anyonik
(negatif yiiklii) bilesikler, silika yiizeyine baglanan bir alifatik kuaterner amin grubu ile
etkileserek ayrilir. Katyonik (pozitif yiiklii) bilesikler, yiizeye bagl alifatik siilfonik asit
gruplariyla silis kullanilarak ayrilir. Bilesigin birincil tutma mekanizmasi; esas olarak
bilesikteki yiiklii fonksiyonel grubun silika yiizeyine bagl yiiklii gruba elektrostatik etki
ile baglanmasma dayanir (Buszewski ve Szultka, 2012; Andrade-Eiroa ve ark., 2016;
https://www.sigmaaldrich.com/Graphics/Supelco/objects/4600/4538.pdf, ErisimTarihi:
29 Haziran 2019).

KFE'da ¢ozelti pH'n etkisi ¢ok onemlidir. KFE prosediirlerinde kullanilan c¢ozeltiler
cok genis bir pH araligina sahiptir. Silika bazli kolonlar genellikle 2 ila 7,5 arasinda
degisen bir pH araliginda calisma kosullarina sahiptir. Bu araligin iizerindeki ve
altindaki pH degerlerinde, baglanmis faz hidrolize olarak silika yiizeyinden ayrilabilir
veya silisin kendisi ¢oziilebilir. Bununla birlikte, KFE'de cozeltiler genellikle sorbent
ile kisa bir siire i¢in temas halindedir. KFE kartuslarmin tek kullanimlik olmas1 ve
sadece bir kez kullanilmasi, yontemin bir dezavantajidir (Arthur ve Pawliszyn, 1990;

Rosenfeld,1999; Oguzhan ve Aksoy, 2006).

KFEnin uygulanabilirligi esas olarak ekstraksiyon kolonunda kullanilan sorbent
tarafindan belirlenir. Hidrofobik ve hidrojen baglanma enerjileri, elektrostatik etkilesim
enerjileri ile karsilastirildiginda oldukga kiiciiktiir. Bununla birlikte, daha yiiksek enerji
etkilesimleri kullanilarak daha secici bir Oziitlemenin yapilabilecegi belirtilebilir.
Giiniimiizde ¢ok sayida sorbent mevcuttur ve en sik kullanilan sorbent grubu, kimyasal
olarak degistirilmis silika jel, polimer sorbentler, grafitlenmis veya gozenekli karbon

olarak sayilabilir (Arthur ve Pawliszyn, 1990; Pole ve ark., 2000).

2.6.1. Kolon Teknigi
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Kolon teknigi ile ayrilmalarda ilk islem olarak adsorban 6rnek ile uyumlu bozucu etki
gostemeyen ¢ozelti ve ¢ozelti karigimi ile sartlandirilir. Sartlandirma islemi adsorbanin
aktive olmasi agisindan ¢ok Onemli bir basamaktir. Sartlandirma islemi adsorban
tizerindeki kirliliklerin uzaklastirilmasi ve kolon icindeki hava kabarciklarinin
uzaklastirilmasini saglar. Bu isem sirasinda adsorbanin kurumasina izin verilmemelidir.
Adsorbanmn kurumasi, analitlerin yeterince adsorbe olmamasina neden olur ve
analitlerin geri kazanma degerlerinin diismesi ile sonuclamir. Ikinci asama, absorban
lizerinden analiti iceren drnek ¢ozeltisinin gecirilmesidir. Ornek miktarlar1 1 mL’den 1
L’ye kadar degisebilmektedir. Ornek, kolona yercekimi, pompalama, vakum yardimiyla
ya da bir otomatik sistem ile verilebilir. Ornegin akis hiz1 absorban iizerinde analitlerin
yeterli tutunmasia imkan saglayacak hizda olmalidir. Bu asamada analitler adsorban
iizerinde tutulur. Uciincii asama analitleri kolondan uzaklastirmaksizin, absorban
yiizeyinde tutulmus olan matriks bilesenlerini uzaklastirma icin kati absorban diisiik
hizda uygun bir ¢oziicii ile yikama islemidir. Bu islemde genellikle deiyonize su
kullanilir. Son asama olarak uygun bir ¢oziici ile analitlerin eliisyonundan olusur.
Coziicii (eliient) ile analitlerin kantitatif geri kazanilmasmi saglanir. Eliient akis hizi
elisyonun saglanmasi icin optimum bir hiza ayarlanmalidir. Sekil. 2.4’te kolon
tekniginin asamalar1 uygulama sirasina gore verilmistir (Macherey-Nagel Catalogue,

2004).
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Sekil 2.4. Kolon tekniginin sematik gosterimi (Oguzhan ve Aksoy, 2006).
2.6.2. Yan Gecirgen Disk ile Siizme Teknigi

Yar1 gecirgen tutucu disk ile siizme tekniginde orne, analitit adsorbe edici 6zellige sahip
bir diskten gecirilir. Diskte adsorbe olan analitler uygun bir eliient ¢ozeltisi ile geri

kazanilir ve tayin edilir (Hennion,1999; Andrade-Eiroa ve ark., 2016).
2.6.3. Calkalama teknigi

Analizi yapilcak Ornek c¢ozeltisine, kati faz maddesi adsorban katilarak belirli siire
calkalama veya vorteksleme islemine tabi tutulur. Calkalama islemi mekanik veya
ultrasonik olarak yapilabilir. Adsorpsiyon dengesi saglandiktan sonra, kati faz, siizme
veya dekantasyon ile ¢ozelti ortamindan ayrilir. Kati1 fazdaki analitlerin uygun ¢oziicii
ile eliisyonu yapilarak geri kazanildiktan sonra tayin edilir (Hennion,1999; Andrade-
Eiroa ve ark., 2016).

2.6.4. Kat1 Faz Ekstraksiyon Metodunun Avantajlar

KFE metodunun diger 6rnek hazirlama yontemlerine, 6zellikle sivi-sivi ekstraksiyona

gore daha fazla tercih edilmesinin sebepleri ve 6nemli avantajlar1 asagida verilmistir.
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- KFE metodu klasik s1vi-sivi ekstraksiyon yontemine gore daha hizli sonug verir ve
ornek hazirlama siiresinin kisaltir.

- KFE, pratik ve biitiin laboratuvarlarda kolaylikla uygulanabilir bir yontemdir. Daha
az ¢oziicii ve kimyasal madde kullanildigindan maliyeti daha diisiik olabilir.

- Geri kazanim orani genelikledaha yiiksektir.

- Ornek, adsorban madde ve coziiciiler arasinda capraz bulasma riski diisiik
oldugundandaha hassas 6l¢timler alinabilir.

- KFE metodunda en az diizeyde evaporasyona ihtiya¢ duyulur.

- Coziicli ve orneklerin az miktarlarda kullanilmasindan dolay toksik kimyasallar ile
temas daha azdir ve ¢evreyi kirletme riski diisiik diizeydedir.

- Fazla sayida Ornegin es zamanli ve tekrarlanabilir sekilde ekstarksiyonunun
yapilabilmesine imkan saglar ve analitik cihazlar ile otomasyonu saglanabilir.

- Aym1 zamanda adsorban maddeler sayesinde ekstraksiyon, yogunlastrma ve
izolasyon tek uygulama ile yapilabilir (Liljegren,2005; Vasconcelos ve Fernandes,

2017; Hemmati ve ark.,2018).
2.7. Yeni Nesil Adsorbanlar
2.7.1. Karbon Dot

2000l yillarin ortalarinda kesfedilen karbon nanodotlar1 (CD), karbon nanobiliminin en
onemli iirtinlerinden biridir. CD' lar, tipik olarak karbon, oksijen, azot ve hidrojenden
olusan, yaklasik 10 nm'den daha kiiciik nanopartikiillerdir. Karbon dotlarin en dnemli
ozellikleri olarak; 1s1ma kabiliyetine sahip olmalari, ucuzlugu, sentez kolayligi, suda
yiiksek c¢oziiniirliik, biyouyumluluk, toksik olmamasi, dis ¢cevreye kars1 yiiksek sitabilite
ve isaretlenmis elektronlarin ayristirilmasi sayilabilir. Bu 6zelliklerin bir arada
sunulmasi, optoelektronikten algilamaya kadar bir¢ok farkli alanda CD'lerin ¢ok genis
bir uygulama araliginda kullanilmasina izin verir. Aslinda, CD'larin potansiyeli
nedeniyle su anda yilda binlerce calisma yapilmaktadir (Wang ve ark., 2011; Sahu
veark., 2012; Ding¢ ve Kara, 2018).

Karbon dotlarin genel yapisi ¢ekirdek, yiizey yapilar1 ve sentez yontemlerine bagimlidir.
Bu durum farkli CD tiirlerini tasarlamak i¢in cok cesitli olanaklar sunar. Kristal veya
amorf yapida, ¢ekirdegi saran yiizey kabugu, kiiciik fonksiyonel gruplardan uzun atomik

zincirlere kadar degisen farkli polar veya kutupsal gruplari barindirabilir. Bu
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degiskenligi rasyonalize etmeye calisirken, bazi arastirmacilar mevcut CD'leri ¢esitli alt
tiplerde simiflandirmaya calisilmistir. Her ne kadar evrensel bir siniflama yoksa da farkli
cekirdek yapilarina ve morfolojilerine dayanarak, CD tiplerinin siniflandirilmalar:
yapilmaktadir. Bunlara bir 6rnek Sekil 2. 5’de goriilmektedir (Zhang ve ark., 2014;
Xiang ve ark., 2018).

Grafen Kuantum Dot Amorf Karbon Dot

Grafitik Karbon Dot C3N4 Karbon Dot

Sekil 2.5. Literatiirde siklikla belirtilen C-Dot yapilarinin sematik gosterimi (Sciortino
ve ark., 2018)

Essiz 0zellikleri nedeniyle, CD'lar bircok uygulama icin umut vericidir. Optik olarak
aktif kuantum noktalarinin (QDs) C-esasli bir esdegerine ek olarak, C- temelli ek
bilesenlerin, o©zellikle de biyolojik olarak QD'lerin kullaniminmi sinirlayan toksik
elementlerin (tipik olarak termal metal atomlar) yoklugu ile genis bir kullanim alani

sunar.
2.7.2. Grafen ve Grafen Oksit

Grafen, altigen bir bal petegi kafesine sikica bagl, tek tabakali tek bir karbon atomu
tabakasidir. Grafen, 0,142 nanometre molekiiler bag uzunluguna sahip sp> hibritlesmesi
yapmis atomlarin bir diizlemi seklinde bir karbon allotropudur. Grafen katmanlari,

birbirlerinin iizerine istiflenmis, 0,335 nanometrelik bir aralikli grafit olustururlar.
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Grafit icindeki ayr1 grafen katmanlari, grafitten dokiilmesi sirasinda asilabilecek olan

van der Waals kuvvetleri tarafindan bir arada tutulmaktadir (Liu ve ark., 2011).

Grafen, bir atom kalinliginda insan tarafindan bilinen en ince bilesiktir ve bilinen en
hafif malzemedir (1 metrekare yaklasik 0,77 miligramdir). Grafen, 130 GPa'lik bir
cekme dayanimu ile ¢elikten 100-300 kat daha giiclii bir malzemedir. Oda sicakliginda
en 1iyi 1s1 iletkeni ve ayrica bilinen en 1yi elektrik iletkeni oldugu ile ilgili ¢aligmalar,
elektron hareketliligini 200.000 cm”den daha yiiksek degerlerde gostermistir. Grafenin
diger onemli Ozellikleri, spektrumun goriiniir ve yakin kizilotesi boliimleri boyunca
diizgiin bir sekilde absorbe etmesidir. Karbonun insan viicudunda en bol bulunan ikinci,
evrendeki dordiincii element olmas: nedeniyle, grafeni neredeyse sinirsiz sayida
uygulama i¢in potansiyel olarak c¢evre dostu, siirdiiriilebilir bir malzeme haline
getirmektedir. Grafenin kesfedilmesinden, daha dogrusu mekanik olarak elde
edilmesinden beri, farkli bilimsel disiplinlerdeki uygulamalar, 6zellikle yiiksek frekansl
elektronik, biyolojik, kimyasal ve manyetik sensorler, ultra genis bant genisligi
fotodetektorlerinde ve enerjide biiylik kazanimlar elde ederek depolama ve iiretim

alanlarinda gelistilmesine neden olmustur (Ding ve ark.,2014; Khan ve ark.,2016).

Giiniimiizde grafen normalde mekanik veya termal pul pul dokiilme, kimyasal buhar
biriktirme ve epitaksiyel biiylime teknikleri kullanilarak iiretilir. Biiyiik 6lgekte grafenin
sentezlenmesindeki en etkili yollarindan biri, grafen oksidin kimyasal olarak
indirgenmesidir. 2004 yilinda tek katmanli grafenin mekanik eksfoliyasyonuna iligkin
ilk rapordan bu yana, daha ucuz, daha basit, daha verimli ve daha i1yi verimli bir grafen
liretme yontemi arastirilmaya baslanmistir (Zhang ve ark., 2012; Bhaisare ve ark.,

2015).

Grafit, milyonlarca grafen katmanindan olusan 3 boyutlu bir karbon bazli malzeme
olmasmna ragmen, grafit oksit biraz farklidir. Grafitin giiclii oksitleyici ajanlar
kullanilarak yiikseltgenmesiyle, grafit yapida, sadece tabaka ayrilmasini genisletmekle
kalmayip ayni zamanda malzemeyi su icinde dagilabilecek sekilde hidrofilik hale
getiren, oksijenli fonsiyonel grup eklenmektedir. Bu 6zellik, grafit oksidin, sonikasyon
kullanilarak su icinde dokiilmesini saglar, sonugta grafen oksit (GO) olarak bilinen tek
veya birka¢ katmanl grafen iiretir. Grafit oksit ve grafen oksit arasindaki temel fark, bu
nedenle katman sayisidir. Grafit oksit, bir grafen oksit dispersiyonunda ¢ok katmanli bir

sistem olsada, birka¢ katmanli ve tek katmanli pullar seklinde bulunabilir. Grafen
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oksidin avantajlarindan biri, oksijen fonksiyonelliginin varligindan dolayr su ve diger
organik c¢oziicilerde ve ayrica farkli matrislerde kolay dagilabilirli olmasidir. Bu,
elektriksel ve mekanik Ozelliklerini gelistirmeye calisirken kullanilan malzemeye
katilan seramik veya polimer matrislerle karistirirken kolaylik saglar. Diger taraftan,
elektriksel iletkenlik acisindan, grafen oksit, sp” yapistrma aglarmm bozulmasi
nedeniyle, genellikle elektriksel bir yalitkan olarak tanimlanmaktadir. Hegzonal altigen
yapt ve bununla birlikte elektriksel iletkenligin geri kazanilmasi i¢in, grafen oksidin
azaltilmasi saglanmalidir. Oksijen gruplarmin ¢ogunun bir kez ¢ikarilmasindan sonra,
elde edilen indirgenmis grafen oksidin, topak olusturma egilimi nedeniyle dagilmasi

daha zor olur (Abdelrahman ve ark., 2018).

Grafen oksidin islenmesi, grafen oksidin 6zelliklerini temelde degistirebilir. Elde edilen
kimyasal olarak modifiye edilmis grafenler daha sonra bircok uygulama i¢in potansiyel
olarak daha uyarlanabilir hale gelebilir. Istenilen uygulamaya bagl olarak grafen
oksidin islevsellestirilmesinin bircok yolu vardir. Ornegin, kimyasal olarak modifiye
edilmis grafenlerin organik ¢oziiciilerde dagilabilirligini arttirmak i¢in grafenin organik
kovalent islevsellestirilmesi artiracak aminler eklenebilir. Ayrica porfirin-
islevsellestirilmis primer aminlerin ve fulleren-fonksiyonellestirilmis sekonder
aminlerin grafen oksitlere baglanabilecegi ve sonugta dogrusal olmayan optik
performansi arttiracagi kanitlanmigtir. Bilim insanlarinin tek katmanli veya az katmanli
grafen olusturmasinin en yaygin yolu, kimyasal buhar biriktirme olarak bilinen bir
yontemdir. Bu, karbon atomlarini indirgenerek karbon bakimindan zengin bir kaynaktan
Oziitleyen bir yontemdir. Bu yontemle ilgili asil sorun, grafen katmanlarmi biiyiitmek
icin en uygun substrat: bulmak ve ayrica grafenin atomik yapisina zarar vermeden veya
degistirmeden, grafen katmanlarmi substrattan c¢ikarmanmn etkili bir yolunu
gelistirmektir. Kat1 bir karbon kaynagindan (termo-miihendislik kullanarak) biiyiime,
sonikasyon, acik karbon nanotiiplerin kesilmesi, karbon dioksit azaltma ve ayrica grafit
oksit azaltma gibi yontemler grafen olusturmak i¢in kullanilan diger yontemlerdir (Wu

ve ark., 2011; Gaddam ve ark., 2014).

2.8. Non Steroidal Antiinflamatuvar Ilaclarin Ekstraksiyon Yontemlerine Ait

Literatiir Taramasi

NSAIi’larin ayrilmas: ve tayini ile ilgili literatiirde; HPLC (Pawliszyn, 1995; Dietz ve
ark., 2006; Yazdi ve Razavi, 2011; Breadmore, 2011; Rao ve ark., 2012), GC (Wu ve
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ark., 2011, 2014) sivi kromatografisi-tandem kiitle spektrometrisi (LC/MS/MS) (Leea
ve ark., 2014; Miroshnichenko ve Baymeeva, 2018) ve kapiler elektroforez (CE)
(Toasaksari ve ark., 2000; Khazeli ve ark., 2015) siklikla kullanilmaktadir. Bu hassas
analitik Ol¢iim cihazlarima ragmen Ornek matriksinin etkisinden dolayr numunelere
ornek hazirlama islemlerinin yapilmasi neredeyse zorunlu hale gelmistir. Tablo 2.2’de

son on yilda NSAIl’lerin farkli matrikslerde analizi icin gelistirilen yontemlerin kisa bir

Ozeti verilmistir.

Tablo 2.2. NSAIl’lerin farkli matrikslerde analiz yontemleri ve gzlenebilme smnirlart

(GS)
Ila¢ Etken Maddeleri | Matriks Analitik Metotlar | GS Rf.
Asetilsalisilik Asit,
Kati faz
Ketoprofen, . 1,07-16,2 | Dietz ve
Idrar mikroekstraksiyon/
Diklofenak, ng/mL ark., 2011
HPLC-UV
Naproksen, Ibuprofen
) Vorteks destekli
Idrar,
Naproksen, s1v1 faz 0,9-2,1 Pawliszyn,
Atik Su,
Nabumeton S mikroekstraksiyon/ | ng/L 1995
iit
HPLC-FLD
0,24-13
. Sivifaz Wu ve ark.,
Ibuprofen, Naproksen, | Plazma, ng/mL
mikroekstraksiyon/ 2014
Diklofenak Idrar 0,06-3,30
GC-FID
ng/mL
Diklofenak, Ibuprofen,
AtikSu, Kati faz
Ketoprofen, Naproken, Wu ve ark.,
Deniz ekstraksiyon/ 2-5 ng/L
Flurbiprofen And 2011
Suyu GC-MS
Parasetamol
Ketoprofen, Ibuprofen, Yazdi ve
2,1-16,8
Diklofenac, Serum HPLC-UV Razavi,
ng/mL
Flurbiprofen 2011
Furprofen, Indoprofen, | | Kati faz
Idrar, 0,03 Breadmore,
Ketoprofen, Fenbufen, mikroekstraksiyon-
Plazma ug/mL 2011
Flurbiprofen, HPLC-DAD
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Indometazin, Ibuprofen

Etodolak, Naproksen,

Siit, Dagitic1  s1vi-sivi
Ketoprofen, 3,0 — 13,1 | Rao ve ark.,
Peynir, mikroekstraksiyon/
Diklofenak, g/kg 2012
Yogurt, CE
Flurbiprofen
Sulindak, Indoprofen,
Ketoprofen
3,4-10 g/L
Naproksen, Katifaz
Nehir uv, ve | Rao ve ark.,
Flurbiprofen, ektraksiyon/
Sular1 0.01- 2013
Ibuprofen, Indometazin CE-UV/MS
0,19g/1 ms
Diklofenak
. Ahmadi-
Ibuprofen, Ketoprofen <10
Serum GC-FID Jouibari ve
Naproksen pg/mL
ark., 2014
0,01 Zhao ve
Flurbiprofen Plazma LC/MS/MS
ug/mL ark., 2014
Valdekoksip,
Parekoksib, Cevresel Kati faz 0,001-
Wang  ve
Etorikoksib, Su ekstraksiyon/ 0,076
. ark., 2015
Selekoksib, 2,5- | Ornekleri LC/TOEF-MS ng/mL
Dimetilselekoksib
Kati faz Ebrahimzad
Ketoprofen, Fenbufen . 0,12-0,24
Su ve Idrar | mikroekstraksiyon/ -eh ve ark.,
Ibuprofen ng/L
HPLC-DAD 2011
Asetilsalisilik Asit,
Naproxen, Piroksikam, Oyuk fiber- kat1 faz
. 0,01-0,10 | Jia ve ark.,
Diklofenak, Insan Sac1 | mikroekstraksiyon/
g/mL 2013
Indometazin HPLC-DAD

Mefenamik Asit




31

2.9. Kromatografik Yontemler

Kromatografi, karisimdaki molekiillerin ylizeye veya katiya uygulandigi ve akiskanin
duragan fazinmn (kararli faz) bir mobil fazin yardimiyla hareket ederken birbirlerinden
ayrildig1 prensibine dayanmaktadir. Bu ayirma isleminde etkili olan faktorler,
adsorpsiyon (sivi-kati), ayrilma (sivi-kati) ve molekiiler agirliklar1 arasindaki afinite
veya farklhiliklar ile ilgili molekiiler karakteristikleri icerir. Bu farkliliklar nedeniyle,
karisimin bazi bilesenleri sabit fazda daha uzun siire kalir ve digerleri hizli bir sekilde
mobil faza gecerken ve sistemi daha hizli birakirken kromatografi sisteminde yavas

hareket eder.

Bu yaklasima dayanarak, ii¢ bilesen kromatografi tekniginin temelini olusturur.
Sabit faz daima kat1 bir fazdan veya ylizeyde kat1 bir destek adsorbe edilmis bir sivi
katmanindan olusur. Hareketli faz daima s1v1 veya gazlh bir bilesenden olusur. Ayrimi
yapilacak olan analit veya analitlerden olusur (Skoog ve ark.,1992; Orbey ve ark.,
2012).

Sabit faz, hareketli faz ve karisimdaki maddeler arasindaki etkilesimin tiirii,
molekiillerin birbirlerinden ayrilmasinda etkili olan temel bilesendir. Partisyona dayali
kromatografi yontemleri, ayirma ve kii¢ciik molekiillerin amino asitler, karbonhidratlar
ve yag asitleri olarak tamimlanmasinda c¢ok etkilidir. Bununla birlikte, afinite
kromatografileri (yani, iyon degisimi kromatografisi), makromolekiillerin niikleik asitler
ve proteinler olarak ayrilmasinda daha etkilidir. Kagit kromatografisi, proteinlerin
ayrilmasmda ve protein sentezi ile ilgili ¢alismalarda kullanilir; gaz-s1vi kromatografisi
alkol, esther, lipid ve amino gruplarinin ayrilmasinda ve enzimatik etkilesimlerin
gozlemlenmesinde kullanilir. Molekiiler elek kromatografisi 6zellikle proteinlerin
molekiil agirliklarmin belirlenmesi i¢in kullanilir. Agaroz-jel kromatografisi, RNA,
DNA parcaciklar1 ve viriislerin saflastirilmas: i¢in kullanilir. Kromatografideki sabit
faz, kat1 bir faz veya kat1 bir fazin yiizeyi tizerine kaplanmis bir sivi fazdir. Sabit faz
tizerinden akan mobil faz, gaz halinde veya sivi bir fazdir. Mobil faz sivi ise sivi
kromatografi olarak adlandirilir ve eger gaz ise gaz kromatografiolarak adlandirilir. Gaz
kromatografisi gazlar ve ugucu sivilarin ve kat1 maddelerin karisimlar: i¢in uygulanir.
Sivi kromatografi 6zellikle 1s1l kararsiz ve ugucu olmayan numuneler i¢in kullanilir.
Ayirma isleminden ayr1 bir kantitatif analiz yontemi olarak kullanilan kromatografi

uygulamasmin amaci, uygun bir zaman araligi icinde tatmin edici bir ayrimi
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saglamaktir. Bu amacla cesitli kromatografi yontemleri gelistirilmistir. Bunlardan
bazilar1 kolon kromatografisi, ince tabaka kromatografisi (TLC), kagit kromatografi,
gaz kromatografisi, iyon degisim kromatografisi, jel gecirgenlik kromatografisi, yiiksek
basim¢h sivi kromatografisi ve afinite kromatografisini icerir (Bidlingmeyer, 1992;

Skoog ve ark.,1992; Yardimci, 2006).

Kromatografik yontemler uygulama sekline gore kolon ve diizlemsel kromatografi
olarak ayrilir. Kolon kromatografisinde, sabit faz kolona yerlestirilir. Hareketli faz yer
cekim veya basmg altinda bu sabit fazin arasindan ge¢meye zorlanir. Diizlemsel
kromatografisinde ise, sabit faz diiz bir plaka ilizerine veya bir kagidin godzenekleri
arasma tutturulur. Hareketli faz sabit faz arasindan kapiler etkisiyle veya madde
aktariminit saglayan yer cekimi etkisiyle hareket eder. Her iki kromatografinin de
dayandig: ilkeler aymdir. Kromatografik yontemleri kullanilan hareketli fazin tipine
gore smiflandiracak olursak; sivi kromatografi, gaz kromatografi ve siiper kritik akigkan
kromatografi teknikleri olarak karsimiza ¢ikar. Kullanilan hareketli fazlar sivi, gaz ve
stiperkritik akigskandir. Ayrilma mekanizmalarina gore kromatografik yontemler;
adsorpsiyon, dagilma, iyon c¢ifti, iyon degistirme, molekiiler eleme ve afinite

kromatografisi seklinde siniflandirilir (Skoog ve ark.,1992; Meyer, 2004).
2.9.1. Adsorbsiyon Kromatografisi

Adsorpsiyon kromatografisi, adsorpsiyon prensibine dayanan bir kromatografi tiiriidiir.
Burada, ayirma, adsorbe edilenin adsorban ile etkilesimi iizerine kuruludur. Adsorban,
adsorbe edilenin ile etkilesiminin meydana geldigi belirli gruplara sahiptir. Adsorban ve
adsorbe edilen arasidaki etkilesimin giicii, ylizeydeki etkilesimin ve etkilesime giren
alanlarm sayisma baglidir. Ayirimin etkinligi; molekiiliin mobil fazdaki ¢oziiniirliigii ve
sabit faza baglanma kuvvetine baghdir. Baglanma mukavemeti arttik¢a, adsorbe
edilenin adsorban tarafindan geciktirir, yani molekiiller yavas hareket eder. Matris veya
sabit faz aliimina veya silikadan olusabilir. Aliimina asitli, bazik veya notr olabilir, oysa
silika (S10;) dogada asidiktir. Coziiniirliik/ayrilmay1 arttirmak icin, ylizey ebat1 ayni,
yiizey alam ise biiylik olmalidir. Yiizey alanindaki artis adsorpsiyonu arttirir. Adsorban
boncuklarin homojen biiyiikliigii uygun bir salmastra saglar ve daha hizli eliisyonunu
onler. Aliimina boncuklarmm yiizey alan1 150 elek biiyiikligiindedir (155 m*/gram).

Analitlerin yiizey alaninin adsorbana orani da uygun olmalidir. Kullanilan normal
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oranlar 1:10 veya 1:20'dir. Karmasik molekiillerin daha iyi ayrilmasi i¢in numunenin

adsorbana orani 1: 500 olmasidir (Meyer, 2004).
2.9.2. Dagilma Kromatografisi

Dagilma kromatagrafisi inert destek malzemesine tutturulmus veya destek katiya
kimyasal olarak baglanmis sivi bir sabit faz ile sivi hareketli faz arasinda maddelerin
dagilmas1 esasina dayanir. Ayrilacak analitler sabit ve hareketli faz arasinda dagilma
katsayilarina gore dagilirlar. Bu dagilma sonucunda farkli hizlarda gogerler ve ayirma
gerceklesir. Dagilma kromatografisi sabit faz ile hareketli fazin polaritelerine gore
normal faz ve ters faz sivi kromatografisi olmak iizere iki farkli uygulamasi vardir

(Krstulovic ve Brown, 1982; Synder ve ark., 1997; Meyer, 2004).
2.9.2.1. Normal Faz Si1vi Kromatografisi

Sabit faz polaritesi, hareketli faz polaritesinden daha yiiksek oldugu durumda sivi
kromatografisi normal faz olarak tammlanir. Normal faz kromatografide kullanilan
kolon dolgu maddeleri silika veya aliimina, kullanilan hareketli fazlar, ise daha diisiik
polariteli hekzan, izo-propil, metilen kloriir, metil biitil eter, kloroform ve bunlarin

karigimlari olabilir (Synder ve ark., 1997; Meyer, 2004).
2.9.2.2. Ters Faz Sivi Kromatografisi

Sabit faz polaritesinin, hareketli fazimn polaritesinden diisiik oldugu kromatografik
yontemdir. Alkil zincirlerinin kimyasal olarak baglanmasiyla olusturulan sabit fazlardan
en sik kullanilani oktil veya oktadesil silan bagli dolgu maddeleridir. Hareketli faz polar
ozellikte metanol, asetonitril veya terahidrofuran gibi ¢oziiciileri iceren sulu ¢ozeltilerdir

(Synder ve ark., 1997; Meyer, 2004).
2.9.3. iyon Degistirme Kromatografisi

Iyon degisimi kromatografisi, yiiklii protein gruplar1 ve kat1 destek materyali arasindaki
elektrostatik etkilesimlere dayanir. Matriks, ayrilacak proteininkine zit bir iyon yiikiine
sahiptir ve proteinin kolona afinitesi iyonik baglarla elde edilir. Proteinler kolondan pH
degistirilerek, iyon tuzlarimin konsantrasyonuyla veya tampon c¢ozeltinin iyonik
kuvvetiyle ayrilir. Pozitif yiiklii iyon degisimi matrislerine anyon degisim matrisi ad1
verilir ve negatif yiiklii proteinleri adsorbe eder. Olumsuz yiiklii gruplarla bagli olan

matrisler katyon degisim matrisi olarak bilinir ve pozitif yiiklii proteinleri adsorbe eder.



34

Ayrilacak madde ile sabit faz arasinda ne kadar kuvvetli bag ve elektrostatik ¢ekim
olusursa alikonma o kadar giicliidiir (Horvarth ve ark., 1977; Skooog ve ark., 1992
Meyer, 2004).

2.9.4. Eleme Kromatografisi

Jel-gecirgenlik (molekiiler elek) kromatografisi yonteminin temel prensibi, molekiil
boyutlarindaki farkliliklarina bagli olarak makromolekiillerin ayrilmasi i¢in dekstran
iceren materyallerin kullanilmasidir. Bu prosediir temel olarak proteinlerin molekiiler
agirliklarini belirlemek ve protein ¢ozeltilerinin tuz konsantrasyonlarii azaltmak i¢in
kullanilir. Jel gegirgenlik kolonunda duragan faz kiiciik gbzenekli inert molekiillerden
olusur. Farkl boyutlardaki molekiilleri iceren ¢ozelti kolon boyunca sabit bir akis hizi
ile siirekli olarak gecirilir. Gozeneklerden daha biiyiik olan molekiiller jel partikiillerine
nifuz edemez ve sl bir alanda partikiiller arasinda tutulurlar. Daha biiyiik
molekiiller gdzenekli parcaciklar arasindaki bosluklardan gecer ve hizli bir sekilde
kolonun i¢inde hareket eder. Gozeneklerden daha kiiciik olan molekiiller gbzeneklere
yayilir, molekiiller kiiciildilk¢ce kolonu orantili olarak daha uzun tutma siireleri ile
birakirlar. Sephadeks G tipi en sik kullanilan siitun malzemesidir. Ayrica dekstran,
agoroz, poliakrilamid de kolon dolgu malzemesi olarak kullanilir (Krstulovic ve Brown,

1982; Meyer, 2004).
2.9.5. Afinite Kromatografisi

Bu kromatografi teknigi, enzimlerin, hormonlarin, antikorlarin, niikleik asitlerin ve
spesifik proteinlerin saflastirilmas: icin kullanilir. Spesifik bir proteinle (dekstran,
poliakrilamid, seliilloz vb.) kompleks olusturabilen bir ligand, kolonun dolgu
malzemesini baglar. Ligand ile kompleks yapan spesifik protein, kati destege (matris)
tutturulur ve serbest proteinler kolondan ayrilirken kolonda tutulur. Daha sonra bagh
protein, pH'1 degistirerek veya bir tuz ¢ozeltisi ilavesiyle iyonik kuvvetini degistirerek

kolondan ayrilir (Krstulovic ve Brown, 1982; Meyer, 2004).
2.10. Yiiksek Basinch S1vi Kromatografisi

Bu kromatografi teknigini kullanarak, kisa siirede bircok molekiiliin yapisal ve
fonksiyonel analizini ve saflastirilmasini gerceklestirilmesi miimkiindiir. Bu teknik,
amino asitlerden ilaglara kadar bircok bilesigin ayrilmasinda ve tamimlanmasinda

mitkemmel sonuglar verir. HPLC'de, mobil faz belirli bir akis hizinda kolonlardan
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gecer. Bu teknikte, kiiclik partikiillerin kullanimi ve ¢6ziicii akis hizinin sabit olmasi
nedeniyle iyi bir ayrilma gerceklesir. Kiiciikk partikiillerin kullanilmasi1 HPLC'nin
ayrilma giiclinii arttirir ve analiz kisa bir siire icinde tamamlanir. Bir HPLC aygitinin
esas bilesenleri, solvent deposu, yiiksek basing pompasi, ayirma isleminin gerceklestigi
kolon, dedektor ve kayit cihazindan olusur. Ayrilma siiresine karsilik analit
konsantrasyonuna bagli elde edilen sinyal grafigi cizilir. Kromatogram olarak
adlandirlan bu grafik yardimiyla kalitatif ve kantitatif tayin yapilabilir (Yildiz ve ark.,
1997).

2.10.1. HPLC Cihazinin Bolimleri

HPLC cihazinin kisimlar1 enjektor, pompa, kolon, dedektor ve kaydediciden olusur ve
Sekil 2.6.°da sematik olarak gosterilmistir. Organik c¢Oziici ve tampondan

etkilenmemesi icin biitiin materyal korozyona dayanikli malzemelerden yapilir (Malviya

ve ark., 2014).
0 Bilgisayar sistemi A [\

Enjekor

Pompa

Dedektor sistemi -3

e

Kolon
Hareketli faz Atk

Sekil 2.6. HPLC cihazi kisimlarinin sematik gosterimi
(https://ibsen.com/applications/spectroscopy/high-pressure-liquid-chromatography/,
Erisim tarihi: 20 Temmuz 2019).

2.10.1.1. Pompalar

Pompalar, HPLC sisteminde sikica doldurulmus kolon i¢inden hareketli fazin akisini
saglayan aletlerdir. Her birinin kendine gore iistiinliik ve sakincalar1 bulunan pistonlu,
siirgiilii ve pnomatik olmak iizere ii¢ tip pompa vardir. Iyi bir ayirim saglayabilmek icin

pompalar bazi énemli 6zelliklere sahip olmalar1 gerekmektedir. Bunlar; 6000 psi‘ye
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kadar basing iiretmek, basincin stabil olmasi, akis hizinin kontroliiniin iyi saglanmasi,

ve tekrarlanabilirliginin iyi olmasidir (Skoog ve ark., 1992; Thammana, 2016).
2.10.1.2. Enjektorler

IIk ve en basit numune verme sistemi siringa ile enjeksiyondur. Bu amacla 100 atm
basmca kadar dayanikli mikro sirmgalar kullanilir. Bu teknigin avantaji basitligidir.
Ancak tekrarlanabilirligi nadiren %?2-3’den daha iyidir. Genellikle tekrarlanabilirlik
kotiidiir. Giintimiizde bircok sivi kromatografisi cihaz1 otomatik enjeksiyon sistemine
sahiptir. Otomatik enjeksiyon sistemleri 5 pl- 500 pL arasinda degisen hacimlerde
numune enjeksiyonu yapabilir ve tekrarlanabilirlikleri olduk¢a iyidir (Skoog ve ark.,

1992; Thammana, 2016).
2.10.1.3. Kolonlar

Kolon, sistemin en énemli kisimlarindan biri olup ayrilmanin gerceklestigi kisimdir ve
normal olarak diizgiin i¢ capl paslanmaz celik borulardan imal edilir. Analitik amaglar
icin kullanmilan kolonlar 5-250 cm uzunlugunda ve i¢ caplart 4-10 mm arasinda
degismektedir. Dolgu maddesinin taneciklerinin cap1 ise 5-10 pm ile 35-125 pm
arasinda degismektedir (Skoog ve ark., 1992; Thammana, 2016).

Sivi kromatografisinde kullanilan en yaygin kolon dolgu maddeleri silisyum dioksit
yada silisyum dioksitin modifikasyonuyla elde edilen dolgu maddeleridir. Mikrondan
daha kiiciik boyutlardaki silisyum dioksit parcaciklarinin aglomerasyonuyla, daha
biiylik ve yaklagik ayni boyutlarda parcaciklar elde edilir. Hazirlanan parcaciklarin
yiizeyi, genellikle bu yiizeye fiziksel veya kimyasal baglarla baglanmis ince bir organik
filmle kaplanir. Aliimina pargaciklari, gdzenekli polimer parcaciklari ve iyon degistirici
recinelerde kolon dolgu maddesi olarak kullanilabilmektedir (Skoog ve ark., 1992;
Thammana, 2016).

2.10.1.4. Dedektorler

Basing, sicaklik, elektriksel yiik, elektromanyetik 1s1k, gibi sinyallerin birinin
degismelerini algilayan, kaydeden veya gosteren cihazlara dedektér denir. HPLC
sistemlerinde kolondan gelen maddenin tespiti ve tayininde analitin ve c¢oziici
ortammin c¢esitli Ozelliklerine gore cevap veren dedektorler kullanilmaktadir. Bu

dedektorler;
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- UV-Goriiniir Bslge Dedektorii (UV-VIS),
- Dizi Diyot Dedektor (DAD),

- Floresans Dedektor,

- Elektrokimyasal Dedektor,

- Refraktif indeks Dedektorii,

- Amperometrik Dedektor ve

- Kiitle Dedektorii
olarak siralanabilir (Skoog ve ark., 1992; Thammana, 2016).
2.10.1.5. UV-Goriiniir Bolge ve Dizi Diyot Dedektor

Ultraviyole ve goriiniir bolge (UV-VIS) dedektorleri, numunedeki analitleri tespit etmek
ve tammmlamak i¢cin HPLC ile kullanilan ene yaygin detektorlerdir. Numunenin farkli
dalga boylarinda 151k absorpsiyonunu olgerek, analit tanimlanabilir ve tayin edilebilir.
UV-VIS dedektorler, niikleik asitler, proteinler, toksik ve terapotik ilag diizeylerini tayin
etmek icin kullanilabilir. HPLC UV-VIS dedektori, tek ve degisken dalga boyu olmak
tizere iki tiirdiir. Tek dalga boyu detektorleri, numunelerin tek bir dalga boyundaki
absorpsiyonunu Olcerken, degisken dalga boyu detektorler, birden c¢ok dalga
boylarindaki absorpsiyonu 6lger ve bu nedenle daha secicidir. Bir HPLC UV-VIS
dedektoriine karar verirken, tek bir dalga boyunun yeterli olup olmayacagmi veya
degisken bir dalga boyu algilayicisinin gerekli olup olmadigini diisiiniilmesi gereken en
onemli parametredir. Kullanilabilecek dalga boyu araligi ve dedektoriin hassasiyeti de
analizin sonuglarmi oldukga etkiler (Yildiz ve ark.,1997). Diyot dizi dedektorle tayin
yapilirken 6rnek hiicresine 190-1100 nm araligindaki isinlar gonderilir. Numuneden
gecen 1ginlar bir prizma tarafindan dagitilir. Boylece farkli dalga boylarindaki 1gin farkl
diyotlara diiser. Diziden elde edilen ¢ikti, tamimlama amaciyla standart spektrumlarla
karsilastirilabilecek bir absorpsiyon spektrumu olusturmak i¢in kullanilir. Diyot dizisi
HPLC dedektorleri, kolondan ayrilarak cikan numunelerin UV-VIS absorpsiyon
spektrumlarin1 kaydetmek icin kullanilir. Bu spektrumlar, numuneler hakkinda nitel
bilgilerin toplanmasini ve standart maddelerin kalibrasyon dogrusunun elde edilmesi ile
kantitatif tayin saglar. Diyot dizisi HPLC dedektorlerine ait en dnemli avantaj, analiz
icin en iyi dalga boyunu veya dalga boylarinin secilebilme imkanidir. Bir diyot dizisi

HPLC dedektorii segerken goz oniinde bulundurulmasi gereken bazi 6zellikler arasinda;
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¢Oziiniirliik, dalga boyu aralig, diisiik giiriiltii, zemin ¢izgisi kararlilig1 ve degistirilebilir

bir akis hiicresi tasarimi bulunur. (Skoog ve ark., 1992; Thammana, 2016).
2.11. Analitik Yontem Gecerlilik Testleri

Analiz metotlarinin gegerliligi icin yapilan testler, yontemin istenen amaca uygun
olmasini saglayan islemlerdir. Diger bir tanim olarak yontem gecerliligi; bir yontemde
deneylerin, kullanilan materyalin ve analiz cihazlarmin beklenen ve dogru kabul edilen
deney sonuclar1 elde edilmesinin ispatlanmasidir. Analiz yOntemlerinin gecerlilik
caligmalar1 belirlenmis kriterlere gore yapilmalidir. Amerikan farmakopesine gore
gecerlilik (validasyon), bir analiz yonteminin etkinliginin ¢alisilan analitik yontemde,
belirlenen sartlarda sagladigini ispatlamak i¢in yapilan islemlerin biitiiniidiir (S6giit ve

Kayali, 2005).

Bir metotla yapilan Ol¢iimiin sonuclar1 bircok faktore baghdir. Bu faktorler;
laboratuvarin fiziki sartlari, analitik cihazlar, kullanilan sarf malzemeler ve analizi
yapan kisinin deneyimi olarak siralanabilir. Bu nedenle yontem sonuglarina etki eden
parametrelerin test edilerek deney sonuglarina etkileri belirlenmelidir (Sogiit ve Kayali,

2005; Ahuja ve Rasmussen, 2007).

Yontem gecerlilik testlerine asagida siralanan durumlarda ihtiya¢ duyulur.
® Analiz yontemi laboratuvarda ilk kez uygulandiginda,
® Yeni bir yontem ilk kez gelistirildiginde,
e Mevcut yontemde degisiklikler yapildiginda,

e Valide bir yontem farkli bir laboratuvarda, farkli bir kisi veya farkli bir analitik

aletle uygulandiginda,

e Farkli yontemleri kiyaslamak i¢in, gecerlilik testleri uygulanir (Ahuja ve
Rasmussen, 2007).

2.11.1. Analitik yontem gecerlilik parametreleri

Yontem gecerlilik parametreleri, ululararast uyumlastirma konferansinin (ICH)
insanlarin  kullaniminda kullanilan farmasotiklerin  kayitlar1 i¢in  gerekli teknik
gereksinimler, birlesik devletler farmakopesi (USP) ve Amarikan gida ve ila¢ dairesi

(FDA) gibi ilag tiretimi ve analizinin bilimsel verileri konusunda diinyaca otorite olarak



39

kabul edilen kuruluslar ve bilgi kaynaklarinca belirlenmistir. Yeni bir analiz yonteminin
gelistirilmesi asamasinda ispatlanmasi gereken parametreler kiiciik farklilliklar
gostersede temel hedef ve ihtiyaclari aymidir. Analitik yOntemin gecerliligi icin

kullanilan analitik parametreler;
e Dogrusallik ve smirlar,
¢ Dogruluk,
e Kesinlik,
e Spesifiklik,
e Gozlenebilme Smir1 (Limit of Detection, LOD),
e Tayin Smir1 (Limit of Quantification, LOQ),
e Saglamlik olarak siralanabilir (Shabir, 2003)

2.11.2. Dogrusallik ve Simirlar

Analitik yontemin lineer dinamik araligi yani dogrusalligi, ornek igindeki analitin
derisimiyle dogrudan orantili deney sonuclarmin belli bir derisim araliginda elde
edilebilmesidir. Analitik yOntemin sinirlar;; yontemin dogrulugu, dogrusalligi ve
kesinligi kullanilarak belirlenmis, en diisik ve en yiiksek degerler arasindaki

konsantrasyon farkidir (Thompson ve ark., 2002; Shabir, 2003).

2.11.3. Dogruluk

Dogruluk bilinen derisimlerde standart maddenin analiz edilmesi ve analiz sonucunda
elde edilen degerin, gercek degere veya gercek kabul edilen degere olan yakinligidir.
Dogruluk sonuglar1 bagil ve mutlak hata ile verilir. Baz1 durumlarda 6rnek matriksine
benzer sertifikali standart maddeler bulunamamasi nedeniyle dogruluk c¢aligmalari,
ekleme geri kazanma caliymalar: ile yapilir ve sonuglar % geri kazamim iizerinden

hesaplanir (Thompson ve ark., 2002; Shabir, 2003).

2.11.4. Kesinlik ve Tekrarlanabilirlik

Kesinlik, deney sonucalrimin tekrarlanabilme kabiliyeti veya deney sonuglarmin
birbirine yakimlgmnm bir l¢iitiidiir. Bir analitik yontemin kesinligi genellikle bir seri
Olciim sonucunun varyansi, bagil standart sapmas1 veya varyasyon katsayisi olarak ifade

edilir.
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Tekrarlanabilirlik: Ayni calisma sartlarinda kisa bir zaman araligindan sonra kesinlik
degerinin ifadesidir.
Ara Kesinlik: Laboratuvar, cihaz ve analizci gibi etkenlerin degismesinin yonteme etki

derecesini gosteren kesinlik degeridir (Thompson ve ark., 2002; Shabir, 2003).
2.11.5. Gozlenebilme Sinir1

Gozlenebilme sinir1; analitin - analitik  bir islemle Ornekte olup olmadiginin
belirlenebilecegi en diisiik konsantrasyonudur. Goézlenebilme sinirmnin belirlenmesi
aletli ve aletsiz olmak iizere yonteme gore degisir. ICH’a gore gozlenebilme siniri;
sinyal/giiriiltii oranina gore veya kalibrasyon dogrusunundan elde edilen verilere gore

hesaplanir (Thompson ve ark., 2002; Shabir, 2003).

2.11.6. Tayin S

Analitik bir yontemle analitin, uygun dogruluk ve kesinlikle tayin edilebilecek en diisiik
konsantrasyonudur. Pek ¢cok durumda tayin siniri, gozlenebilme smnirinin iki veya ii¢

katidir (Thompson ve ark., 2002; Shabir, 2003).



3. GEREC VE YONTEM

Bu calismada, NSAII olan Deksketoprofen ve Ibuprofenin insan kan plazmasindan
ekstraksiyonuna ve tayinine yonelik yeni ekstraksiyon yontemleri gelistirmek ve Diyot
sirali dedektorli HPLC (HPLC-DAD) cihazi ile Kkantitatif tayininin yapilmasi
amaglanmustir. Etik kurul izni icin, Erciyes Univeritesi Tip Fakiiltesi Etik Kurul’una
basvuru yapilarak, ila¢ dis1 klinik arastirmalari i¢in gerekli Etik Kurul Karari; Kurulun
04. 03. 2016 tarih ve 2016/154 sayili izni ile alinmigtir (EK-1).

3.1. Tez Cahsmasinda Kullamlan Gerecler
3.1.1. Kullamilan Kimyasal Maddeler

Doktora tez caligmalarimizda kullanilan standart maddeler; deksketoprofen (> % 99,5
saflikta) Deva Ila¢ firmasindan ve ilbuprofen (> % 99,4 saflikta) Menarini Ilac
Sirket’inden temin edildi. Kullanilan diger kimyasal madde sodyum dihidrojen fosfat
(NaH,PO4) Merck’ten, % 85’lik fosforik asit cozeltisi (H;POs) ve % 28’lik NHj
Sigma’dan, HPLC safliktaki metanol ve HPLC safliktaki asetonitril Carlo Erba’dan
temin edildi. Dekanoik asit ve oTetrahidrofuran Merck’ten temin edildi. Grafit tozu
(<20um) ve H>O, (%30 w/w) Sigma Aldirch ve KMnOy (%99-100,5) Merck’ten temin
edildi.

Calismada kullanilan deiyonize su Millipore marka Elix UV 5 ve Elga Purelab Option
DV 25 marka ters osmoz su sistemlerinden elde edilmistir. Kullanilan deiyonize suyun

iletkenlik degeri 20 M€ ’dan kiigtiktiir.

3.1.2. Cihazlar

Yapilan caliymalarda kromatografik ayirmalar ve tayinler Agilent marka HPLC cihazi
kullanilarak gerceklestirildi. Sistem Agilent 1200 series /1260 infinity, pompa, degazer,
oto ornekleyici (Agilent Technologies) ve DAD dedektorten olusmaktadir. Tartimlar 0,1
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mg duyarlikli Ohaus Explorer Pro Model: EP214C analitik terazi ile yapildi. pH
olciimleri Inolab WTW series pH 720 model pH metre ile gerceklestirildi. Isitma ve
manyetik karistirma islemlerinde Heidolph marka MR 3001 model manyetik 1sitic1 ve
Bandelin Sonorex RK 52 H ultrasonik su banyosu kullanildi. Karistirma islemlerinde
Velp Scientifica Zx3 marka vorteks cihazi, santrifiileme islemlerinde ise Niive marka
NF 800 santrifiij cihazi kullanildi. Caligmalar sirasinda Nichipet marka otomatik
pipetler (10-100 pL, 20-200 pL, 100-1000 pL) kullamildi. Kati1 faz ayrimlarinda

manyetik malzemenin ¢ozeltiden ayrilmasi i¢in neomidyum miknatis kullanildi.

Kat1 faz adsorbanin karakterizasyonu icin gerekli olan analizler, Erciyes Universitesi
TAUM ve ERNAM’dan hizmet alimi ile yapildi. Raman spekturumlar1 Raman
spektroskopisi WITec Alpha 300 M (+ micro-Raman system with 532 nm laser source)
cihazi, X-1sinlar1 difraksiyon spektrumlar: Bruker AXS D8 cihazi ilex SEM goriintiileri
ise LEO 440 SEM cihaz ile, infrared spektrumlari ise Perkin Elmer 400 FT-IR cihazi
kullanilarak alindi.

3.1.3. Kromatografik Tayinlerde Kullamilan Sarf Malzemeler

Kromatografik ayirmalarda Hi Chroma Ace C18, 5 um, 150x4.6 mm i.d ve 250 mmx4,6
mm i.d. kolon kullanildi. Oto 6rnekleyici vial kitleri Agilent, 1,5 mL’lik siyah renklidir.

3.1.4. Cozeltilerin Hazirlanmasi

1000 pg/mL’lik deksketoprofen stok c¢ozeltisi i¢in 100 mg (0.1 mg duyarhlikta terazi
ile) deksketoprofene esit olacak sekilde 148,5 mg standart deksketoprofen trometamol
tartildi ve 100 mL’lik balon jojeye aktarildi, az miktarda % 100’liik metanol eklendi.
Ultrasonik banyoda 15 dakika tamamen c¢oziinmesi saglanip son hacim 100 mL’ye

metanol ile tamamlandi.

1000 pg/mL’lik ibuprofen stok ¢ozeltisinin hazirlanmasi i¢in 100 mg ibuprofen icerecek
sekilde 100,6 mg standart madde tartildi ve 100 mL’lik balon jojeye aktarildi. Az
miktarda % 100 ’liikk metanol eklendikten sonra ultrasonik banyoda 15 dakika sonike
edilerek tamamen c¢oziinmesi saglandi. Cozeltinin son hacmi 100 mL’ye metanol ile

tamamlandi.

Hareketli faz ve coetlilerin pH’sim1 ayarlamak icin kullamilacak tampon c¢ozeltiler

asagidaki sekilde hazirlanmastir.
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pH 2,0 fosfat tampon ¢ozeltisi i¢in 6,42 g sodyum dihidrojen fosfat tartildi. 1000 mL
balona aktarildi ve bir miktar deiyonize suda c¢oziildii. 3,94 mL derisik fosforik asit
cozeltisi (HPLC saflikta) ilave edildi. Cozelti 1000 ml’lik balon jojeye aktarildi ve
deiyonize su ile seyreltildi. Kalibre edilmis pH metre ile tampon c¢ozeltinin pH’1

ayarlandi. Son hacim 1 litreye tamamlanda.

pH 3,0 fosfat tampon ¢ozeltisi icin 13.68 g sodyum dihidrojen fosfat tartildi. 1000 mL
balona aktarildi ve bir miktar deiyonize suda coziildii. 0,830 mL derisik fosforik asit
cozeltisi ilave edildi. Cozelti 1000 ml’lik balon jojeye aktarildi ve deiyonize su ile
seyreltildi. Kalibre edilmis pH metre ile tampon ¢ozeltinin pH’1 ayarlandi. Son hacim 1

litreye tamamlanda.

pH 4,0 asetat tampon ¢6zeltisi i¢in 2,02 g sodyum asetat tartildi. 1000 mL balon jojeye
aktarild1 ve bir miktar deiyonize suda coziiliidii. 4,86 mL glasiyel asetik asit ¢ozeltisi
ilave edilip, ¢ozelti 1000 mL’lik balon jojeye aktarildi ve deiyonize su ile seyreltildi.
Kalibre edilmis pH metre ile tampon ¢ozeltinin pH’1 ayarlandi. Son hacim 1 litreye

tamamlandi.

pH 5,0 asetat tampon ¢o6zeltisi i¢cin 8,66 sodyum asetat tartildi. 1000 mL balon jojeye
aktarild1 ve bir miktar deiyonize suda coziiliidii. 2,08 mL glasiyel asetik asit ¢ozeltisi
ilave edilip, ¢ozelti 1000 mL’lik balon jojeye aktarildi ve deiyonize su ile seyreltildi.
Kalibre edilmis pH metre ile tampon ¢ozeltinin pH’1 ayarlandi. Son hacim 1 litreye

tamamlandi.

pH 6,0 NaH,PO, / Na,HPO4 tampon ¢ozeltisi i¢cin 12,98 g sodyum dihidrojen fosfat
tartildi. 1000 mL balona aktarildi ve bir miktar deiyonize suda ¢oziiliidii. 2,1 g sodyum
mono hidrojen fosfat eklenip, ¢ozelti 1000 mL’lik balon jojeye aktarildi ve deiyonize
su ile seyreltildi. Kalibre edilmis pH metre ile tampon ¢ozeltinin pH’1 ayarlandi. Son

hacim 1 litreye tamamlandi.

pH 7,0 NaH,PO,4 / Na,HPO,4 tampon ¢o6zeltisi icin 10,4 g sodyum dihidrojen fosfat
tartildi. 1000 mL balona aktarildi ve bir miktar deiyonize suda ¢oziiliidii. 8,46 g sodyum
mono hidrojen fosfat eklenip, ¢ozelti 1000 mL’lik balon jojeye aktarildi ve deiyonize
su ile seyreltildi. Kalibre edilmis pH metre ile tampon ¢ozeltinin pH’1 ayarlandi. Son

hacim 1 litreye tamamlandi.
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pH 8,0 NaH,PO, / Na,HPO, tampon c¢ozeltisi i¢in 1,88 g sodyum dihidrojen fosfat
tartildi. 1000 mL balona aktarildi ve bir miktar deiyonize suda ¢oziiliidii. 23,14 g
sodyum mono hidrojen fosfat eklenip, c¢o6zelti 1000 mL’lik balon jojeye aktarildi ve
deiyonize su ile seyreltildi. Kalibre edilmis pH metre ile tampon c¢ozeltinin pH’1

ayarlandi. Son hacim 1 litreye tamamlanda.

pH 9,0 NH4" / NH; tampon ¢ozeltisi i¢in 1,7037 g amonyum kloriir tartildi. 1000 mL
balon jojeye aktarildi ve bir miktar deiyonize suda c¢oziildii. 2.6 mL derisik amonyak
cozeltisi ilave edilip, ¢ozelti 1000 mL’lik balon jojeye aktarildi ve deiyonize su ile
seyreltildi. Kalibre edilmis pH metre ile tampon ¢ozeltinin pH’1 ayarlandi. Son hacim 1

litreye tamamlanda.

pH 10,0 NH4" / NH; tampon ¢ozeltisi igin 0,80 g amonyum Kloriir tartildi. 1000 mL
balon jojeye aktarildi ve bir miktar deiyonize suda c¢oziildii. 5,8 mL derisik amonyak
cozeltisi ilave edilip, ¢ozelti 1000 mL’lik balon jojeye aktarildi ve deiyonize su ile
seyreltildi. Kalibre edilmis pH metre ile tampon ¢ozeltinin pH’1 ayarlandi. Son hacim 1

litreye tamamlanda.

3.1.5. Kan Orneklerinin Toplanmasi ve Hazirlanmasi

Deksketoprofenin insan plazmadan analizine yonelik yeni yontem gelistirildikten sonra
25 mg dozda deksketoprofen recete edilmis bir kadin ve bir erkek hastadan ilac
kullanmadan hemen 6nce ve ila¢ kullanimini takiben 0,5-1-2-4. saatlerde 3 mL kan K3
EDTA’l1 kan alma tiiplerine hastalardan alindi. Kan 6rnekleri analiz 6ncesinde uygun

hale getirilip sakland:.

Ibuprofenin insan plazmadan analizine yonelik yeni yontem gelistirildikten sonra 400
mg dozda ibuprofen recete edilmis bir kadin ve bir erkek hastadan ila¢ kullanmadan
hemen Once ve ila¢ kullanimini takiben 0,5-1-2-4. saatlerde 3 mL kan, K3 EDTA’l1 kan
alma tiiplerine hastalardan alindi. Kan Ornekleri 4000 rpm de 25 dakika santrifiij
edilerek plazma ve sekilli elemanlardan olusan kismu ayrildi. Ekstraksiyon oOncesi

plazma Ornekleri -20 °C’de muhafaza edildi.
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3.2. Deksketoprofenin insan Plazmasindan Analize Yoénelik Supramolekiiler

Coziicii Temelli Sivi Faz Mikro Ekstraksiyon Yontemi Gelistirilmesi
3.2.1. Deksketoprofen iceren Plazma Orneklerinin Kromatografik Analizi

Deksketoprofenin kantitafif analizi i¢cin Barbanoj ve ark., (1998) plazmadan DKP
analizi i¢cin gelistirdikleri HPLC yontemi kismi valide edilerek kullanildi. Sabit faz
olarak 250 mm x 4,5 mm, 5 um lik C18 ters faz kolonu kullanildi. Ayirmalar, 0,7 ml/dk
akis hizinda asetonitril: pH 3,0 (50 mM) (70: 30 v/v) karisiminda izokritik elusyonla
yapildi. Ornek enjeksiyon hacmi 20 puL’dir. DKP’nin analizi DAD dedektor ile 256
nm’de yapildi.

3.2.2. SupraMolekiiler Coziiciiler fle Sivi Faz Ekstraksiyon Yontemi ve

Optimizasyonu

0,5 pg/mL Derisimde deksketoprofen iceren 10 mL model ¢ozeltisinin pH’s1, fosfat
tamponu ile 3,0’e ayarlandi. 200 mg dekanoik asit (DA) ve 600 pL tetrahidrofuran
(THF) eklenip 7 dk ultrasonik banyoda sonike edildi. 10 dk 4000 rpm’de
santrifiijlenerek ekstraktca zengin faz ile sulu faz birbirinden ayrildi. Santrifiij sonrasi
iiste olan ekstraksiyon fazindan altta olan sulu faz, sulu fazin enjektorle uzaklastirilmasi
ile birbirlerinden ayrildi. Kalan faz mikropipetle ¢ekilerek son hacim 500 puL olacak
sekilde asetonitril ile seyreltildi. Daha sonra 0,45 pm’lik mikrofilterlerden siiziilerek
viallere aktarilip HPLC cihazinda dl¢iimleri yapildi. Gelistirilen supramolekiiler ¢oziicti
temelli s1vi s1v1 mikro ektraksiyonun optimizasyonu i¢in pH, DA miktari, THF miktari,

ve ultrasonik banyo siiresi gibi parametreler optimize edildi.
3.2.2.1. pH Etkisi

Deksketoprofenin kantitatif olarak ekstrakte edildigi pH nin belirlenmesi i¢in hazirlanan
model ¢ozelti ile pH 2,0 ile 9,0 arasinda pH taramas1 yapildi. Her bir caligmada c¢ozelti

pH’s1 calisilmasi istenilen pH’ya uygun tampon ¢ozelti eklenerek ayarlandi.
3.2.2.2. Dekanoik Asit Miktari

Ekstraksiyon veriminin kantitatif olarak en iyi saglandigi DA miktarinin belirlenmesi
icin 50-300 mg arasinda DA miktarinin etkisi arastirildi. Bu amagla taramasi yapilan
miktar dekanoik asit model cozeltilere eklendi ve ekstraksiyonun optimum sartlari

uyguland.
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3.2.2.3. Tetrahidrofuran Miktar

En uygun dispersiyon ortaminin saglanmasi i¢in THF miktar1 300-1000 puL arasinda
hacimlerde eklenrek ekstraksiyon i¢in optimum THF miktar: belirlendi. Bu amagla
taramas1 yapilan miktar THF model cozeltilere eklendi ve ekstraksiyonun optimum

kosullarinda ekstraksiyon islemi gerceklestirildi.

3.2.2.4. Sonikasyon Siiresi

Ekstraksiyon i¢in yeterli sonikasyon siiresinin saptanmasi i¢in; optimum ekstraksiyon
sartlarinda model cozeltiler calisilan siirelerde sonike edilerek ekstraksiyon islemi

gercgeklestirildi.
3.2.2.5. Kalibrasyon Dogrularinin Olusturulmasi

Optimum deneysel kosullar altinda farkli konsantrasyonlarda standart deksketoprofen
iceren model cozeltilerinin ekstraksiyonu yapildiktan sonra deksketoprofen derisimleri

HPLC’de yapilarak kalibrasyon dogrular: elde edilmistir.

Plazma ortaminda kalibrasyon dogrusunu elde etmek i¢in deksketoprofen icermeyen
bos plazma oOrneklerinin 1 mL’sine, farkli konsantrasyonlarda DKP eklendi. ilag
eklenmis plazma Ornekleri, asetonitril ile plazma proteinleri coktiiriilerek santrifiij
edildi. Elde edilen siipernatant deney tiipiine aktarilip optimum kosullarda gelistirilen
ekstraksiyon yontemi uygulandiktan sonra DKP derisimleri HPLC ile belirlenerek

kalibrasyon dogrusu elde edildi.

3.2.2.6. Gelistirilen Yontemin Analitik Performansi

Optimum kosullar altinda, gelistirilen supramolekiiler c¢oziicii temelli sivi faz

mikroekstraksiyon—-HPLC yontemi validasyon c¢alismalar1 yapildi. Validasyon

parametreleri olarak yontemin dogrusallik, dogruluk, kesinlik (giin i¢i ve giinler arasi)

gozlenebilme sinir1 ve tayin smir1 degerleri model ¢ozelti ve plazma ortamu i¢in ICH

tarafindan Onerilen sekilde hesaplandi

(https://www.ich.org/fileadmin/Public Web_Site/ICH Products/Guidelines/Quality/Q2
R1/Step4/Q2 R1 _Guideline.pdf).

3.2.2.6.1. Dogrusalhik Calismalar:

Model ¢ozelti ve plazma ortaminda farkli konsantrasyonlardaki deksketoprofen igeren

¢Ozeltilerin analizi yapilarak kalibrasyon dogrularinin lineer araligi belirlenmistir.
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3.2.2.6.2. Dogruluk ve Geri Kazamim Calismalar

Analiz sonrasinda elde edilen degerlerin gercek degerlere yakinligini gosteren dogruluk
caligmalar: icin geri kazanim yontemi uygulandi. Geri kazanim ¢alismalar1 ICH 1 da
Onerdigi gibi analizi yapilan Ornekteki etkin maddelerin farkli konsantrasyonlarinda
standart maddeler ilave edilerek ii¢ farkli derisimde plazma 6rnek ¢ozelti hazirlandi ve
aynt giin icinde gelistirilen ekstraksiyon yOntemleri uygulanarak analizleri

gercgeklestirildi.
3.2.2.6.3. Kesinlik Calismalarn

Analiz sonuglarmin birbirine yakinligini1 gosteren kesinlik degerleri % bagil standart
sapma (BSS) ile verildi. Giin i¢i kesinlik calismalar: icin; 1 pg/mL derisimde DKP
iceren sulu c¢ozeltiler ve plazma Orneklerine gelistirilen yontem uygulandi ve ayni giin
icinde analizleri gergeklestirildi ve % bagil standart sapma degerleri hesaplandi (n=6).
Giinler arasi1 kesinlik degerleri ise cozeltilerin ard arda 5 giin hazirlanmasi ile elde

edilen c¢ozeltilerin cevaplarinin (n=5) % bagil standart sapma degerleri ile ifade edildi.

3.2.2.6.4. Gozlenebilme Simir1 ve Tayin Sinir

Gelistirilen ekstraksiyon ve analiz yonteminin duyarliligmin kanitlanmasi amaciyla
yontemin gozlenebilme smir1 (GS) ve tayin smir1 (TS) saptandi. Gelistirilen yontemin
gozlenebilme smir1; farkli  konsantrasyonlardaki standart madde cozeltilerine
ekstraksiyon islemi uygulandiktan sonra HPLC analizleri ile kalibrasyon dogrular:
cizildi. Kalibrasyon dogrusunun en kiigiik derisimine ait sinyalin standart sapmasinin,
cizilen kalibrasyon dogrusunun egimine oraninin 3,3 katmna esdeger olan derisimler
DKP i¢in gozlenebilme simir1 olarak belirlendi. Tayin sinir1 ise yine ayni sekilde
kalibrasyon dogrusuna ait en kiiciik derisim sinyaline ait standart sapmanin, kalibrasyon
dogrusunun egimine oranmnin 10 katina esdeger olan derisimler i¢in niceleme siniri
olarak belirlendi. Gozlenebilme sinir1 ve tayin sinirt model ¢ozelti ortami ve plazma

ortami i¢in ayr1 ayr1 deneyler yapilarak hesaplandi.
3.2.3. Gelistirilen Yontemin Gercek Orneklere Uygulanmasi

GoOniillii hastalardan deksketoprofen iceren farmasotik formulasyon kullanilmadan ve
ila¢ uygulmasim takiben 0,5-1-2 ve 4. saatlerde 3 ml kan Ornekleri toplandi. Toplanan

kan Ornekleri 4000 rpmde 25 dk sanrifiij edilerek agik sari1 plazma kisimlarinin
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ayrilmasi saglandi. Plazma Ornekleri analiz islemleri oncesinde -20 °C'de muhafaza

edildi.

Cozdiiriilen plazma Orneklerinden 1 mL aliarak proteinleri ¢oktiirmek amacli 2 mL
asetonitril eklenip, santrifiij edildi. Elde edilen siipernatanta gelistirilen sivi faz

ekstraksiyon yontemi uygulandi. Daha sonra 6rnekler HPLC-DAD ile analiz edildi.

3.3. ibuprofenin Insan Plazmasindan Ekstraksiyonuna ve Tayinine Yonelik Kati

Faz Ekstraksiyon Yontemi Gelistirilmesi

3.3.1. ibuprofenin Insan Plazmasindan Ekstraksiyonuna Yonelik Yeni Kat1 Faz

Adsorban Sentezi
3.3.1.1. Grafen Oksit Sentezi

Grafen oksit kat1 islenmemis grafenden, Khan ve ark., (2015) tarafindan 6nerilen sentez
yontemi ile elde edilmistir. Bu amacla yaklasik 3 g ham grafit iizerine 70 ml derisik
H,SO; eklenip sogututularak karistirilmaya birakildi. Daha sonra ¢ozeltiye 9 g KMnOg4
yavasca ilave edilerek 30 dk isitilmadan karistirmaya devam edildi. Karisim yag
banyosunda 40° C' de kuvvetli bir manyetik karistiricida karistirmaya birakildi. Uzerine
150 ml deiyonize su ilave edilerek 95° C'de 15 dk karistirildi ve karisim tizerine 15 mL
% 30’luk H>O, eklendi. Reaksiyonun tamamlanmas: i¢in 10 dk beklenildi. Kahve renkli
tiriin siiziiliip asidik hale getirilmis su ve etanol ile birkac kez yikandi. Elde edilen iiriin
50 °C' de etiivde kurumaya birakildi. Sentezlenen katinin Raman, FT-IR, STEM, SEM,
SEM-EDX, SEM-Mapping ve XRD analizleri ERU TAUM ve ERNAM ‘dan hizmet
alim1 seklinde yapildi.

3.3.1.2. Karbon Dot Sentezi

Calismada kullamilan C-Dot’lar siitten elde edilmisti. Bunun i¢in Kayseri
marketlerinden temin edilen UHT inek siitiiniin 25 mL alirak iizerine 20 mL deiyonize
su ilave edilmis ve elde edilen karisim hidrotermal sentez iinitesinne aktarildi. Sentez
ortami, teflon bir kabin, dl¢iilerine uygun olarak i¢ine yerlestirildigi hidrotermal sentez
reaktorii olarak adlandirilan metal bir iinitedir. Karigim 180 °C'de 12 saat reaksiyona
birakildi. Reaksiyon sonunda elde edilen C-Dot’lar santrifiij islemi ile sivi fazdan

ayrildi, iki defa saf su ve bir defa etanol ile yikand1 ve kurutuldu. Sentezlenen katinin
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Raman, FT-IR, FESEM, SEM, SEM-Mapping ve XRD analizleri ERU TAUM ve
ERNAM’da hizmet alim1 seklinde yapildi.
3.3.1.3. Manyetik Ozellikli Karbon Dot@Grafen Oksit Nanokompozitinin Sentezi

Ve Karakterizasyonu

Manyetik kat1 faz ekstraksiyonu yonteminde adsorban olarak kullanilacak olan
Fe;0,@GO@C-Dot hibrit materyalinin sentezi i¢in hidrotermal sentez yOntemi
kullanildi. 50 mL etilen glikol igerisinde 1 g FeCls ve 4 g sodyum asetat ¢oziilmiis ve
elde edilen cozeltinin igerisine 0,5 g GO ve 0,5 g C-Dot ilave edildi. GO ve C-Dot
partikiillerin tiim ¢6zelti icerisine homojen dagitilmasi icin elde edilen karisim15 dakika
boyunca ultrasonik titresime maruz birakildi. Elde edilen karisim hidrotermal sentez
reaktoriine alinmig ve 180 °C sicakliga ayarlanan etiivde 8 saat boyunca reaksiyona
birakildi. Bu siirenin sonunda elde edilen Fe3;04@GO@C-Dot partikiillerini siv1 fazdan
ayirmak icin miknatis kullanildi. Kat1 fazdan ayrilmis olan su fazi atildi. Daha sonra kati
fazin iizerine 2 defa distile su eklenerek yikama islemi yapildi. Ardindan 1 defa da
aseton ile yikama islemi yapilip elde edilen manyetik Fe;04@GO@C-Dot hibrit
materyali etiiv igerisinde 75 °C’ de kurutuldu. Sentezlenen katinin Raman, FT-IR,
STEM, SEM, SEM-EDX, SEM-Mapping ve XRD analizleri ERU TAUM ve
ERNAM’da hizmet alim1 seklinde yapildi.

3.3.2. ibuprofen iceren Plazma Orneklerinin Kromatografik Analizi

Ibuprofenin kantitafif analizi Bazregar ve ark.’min (2016), IBU’nun plazmadan tayini
icin gelistirdikleri kromatografik yontem kismi valide edilerek yapildi. Sabit faz olarak
150x4,5 mm, 5 um lik C18 kolon, hareketli faz olarak asetonitril: pH 3,0 (50 mM)
(67:33 v/v) karisimu izokritik olarak kullanildi. Hareketli fazin akis hizi 1,0 ml/dk dir.
Enjeksiyon hacmi 20 pL’dir. Olgiim 220 nm dalga boyunda yapild.

3.3.3. Sentezlenen Karbon Dot@ Grafen Oksit Nanokompozit ile Gelistirilen KFE

Yonteminin Optimizasyonu

Ornek cozeltisinde 1 pg/mL ibuprofen icerecek sekilde 10 mL sulu model ¢ozeltiler
hazirlandi. Bu ¢ozelti kapakli santrifiij tiipiine aktarildi. Sentezlenen manyetik hibrid
adsorban eklenerek c¢ozelti pH’s1 pH 3 tampon c¢ozeltisi ile pH 3.0’e ayarlandi.
Ekstraksiyon isleminin gerceklesmesi i¢cin karisim 2 dk 3000 rpm de vortekslendi.

Manyetik hibrit adsorban giiclii neomidyum miknatis yardimi ile kolayca sivi fazdan
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ayrildi. Adsorban iizerinde tutunan analit 2 ml etanol eklenerek 2 dakika 3000 rpm de
vortekslenerek, ibuprofenin kati adsorban yiizeyinden eliient cozeltisine ge¢cmesi
saglandi. Eliient ¢ozeltisi 0,45 um lik mikro siringa filterelerinden siiziilerek HPLC
cihazinda ibuprofenin kantitatif analizi yapildi. Kat1 faz ekstraksiyonunu optimize
etmek icin Ornek c¢oOzeltisinin pH’s1, adsorban miktari, eliient ¢ozeltisi ve hacmi gibi
analitik parametrelerin ekstraksiyona etkisi arastirildi.

3.3.3.1. Ornek Cozeltisinin pH’sin Etkisi

Ila¢ etken maddesi ibuprofenin yeni sentezlenen manyetik grafen oksit ve manyetik
hibrid nano malzemenin {izerinde tutunmasi ortamin pH degerine de bagli oldugundan,
maksimum adsorpsiyon icin gegerli olan optimum pH araliklarmi saptamak amaciyla
tampon ¢ozelti yardimi ile farkli pH degerlerinde model c¢ozeltiler hazirlandi. Daha
sonra gelistirilen KFE yontemine tabi tutulan 6rneklerin iBU derigimleri HPLC ile tayin
edildi.

3.3.3.2. Adsorban Miktarmin Etkisi

Maksimum analit adsorpsiyonun saglandigi adsorban miktarini belirlemek, yontemin
saglanmligr ve maliyeti agisindan Oonemli bir parametredir. Bunun i¢in aymi sartlarda
hazirlanan sulu model ¢ozeltilere 20,0-100,0 mg araliginda farkli miktarlarda adsorban
eklenerek gelistirilen KFE yontemine tabi tutulan drneklerin iBU derisimleri HPLC ile
tayin edildi.

3.3.3.3. Adsorpsiyona Vorteks Siiresinin EtKisi

Calkalama teknii ile gelistirilen kat1 faz ektraksiyon yonteminde; Ibuprofenin kati
malzeme yiizeyine adsorpsiyonu icin gereken siire esit derisimde IBU icren model
cozeltiler 2-10 dk arasinda vortekslenerek, vortex siiresinin adsorpsiyona etkisi
incelendi.

3.3.3.4. Eliient Tiirii ve Hacminin Etkisi

Manyetik 0zellikli Karbon dot- grafen oksit yapidaki hibrit nano kompozidin ylizeyine
tutunan analit molekiillerinin kantitatif olarak geri kazanilmas: i¢in uygun bir eliient
kullanilmasi gerekmektedir. Eliisyon islemini gerceklestirmek amaciyla gelistirilen KFE
metodunun optimum sartlar1 uygulandiktan sonra eliient olarak etanol, metanol,
asetonitril, hareketli faz karisimi, deiyonize su, aseton, etilen glikol ve pH 10.0 tamponu

(10 mM) ayr1 ayir1 denenerek en uygun eliient ¢ozeltisinin hangisi oldugu arastirildi.
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3.3.3.5. Eliisyon islemine Vorteks Siiresinin Etkisi

IBU’nu adsorban yiizeyinden kantitatif eliisyonu icin gereken siire esit derisimde IBU
iceren model c¢ozeltilerin adsorpsiyonu tamamlandikatan sonra ayni hacimlerdeki
elisyon c¢ozeltisinin 2-10 dk arasindaki farkli siirelerde vortekslenerek, en uygun
vorteks siiresi belirlendi.

3.3.3.6. Kat1 Adsorbanmin Tekrar Kullamlabilirligi

Gelistirilen hibrit malzemenin tekrar kullanilabilirligi ve adsorbanin geri kazanim
degerleri, aritma islemini ekonomik hale getirecektir. Yeni gelistirilen manyetik
malzemenin tekrar kullanilabilirligi ve stabilitesi, model ¢ozeltiler hazirlanip en az 15
defa olacak adette tekrar tekrar kullanilarak kontrol edildi.

3.3.3.7. Kalibrasyon Dogrularinin Olusturulmasi

Optimum deneysel kosullar altinda farkli konsantrasyonlarda standart Ibuprofen iceren
model ¢ozeltilerinin ekstraksiyonu yapilarak IBU derisimleri HPLC ile tayin edilerek
kalibrasyon dogrusu elde edildi. Plazma ortaminda kalibrasyon dogrusunu elde etmek
icin Ibuprofen icermeyen bos plazma Orneklerinin 0,5 mL’sine, farkl
konsantrasyonlarda IBU eklendikten sonra plazma 6rneklerinin proteinleri, asetonitril
ile coktiiriilerek santrifiij edildi. Elde edilen siipernatant deney tiipiine aktarilip optimum
kosullar1 belirlenen ekstraksiyon yontemi uygulanip, HPLC ile kantitatif analizleri
yapilarak kalibrasyon dogrusu elde edildi.

3.3.3.8. Gelistirilen Kat1 Faz Yonteminin Analitik Performansi

Optimum kosullar altinda, gelistirilen supramolekiiler c¢oziicii temelli sivi faz
mikroekstraksiyon—-HPLC yontemi validasyon c¢alismalar1 yapildi. Validasyon
parametreleri olarak yontemin dogrusallik, dogruluk, kesinlik (giin i¢i ve giinler arasi)
gozlenebilme sinir1 ve tayin sinir1 degerleri model ¢ozelti ve plazma ortamu i¢in The
International Conference on Harmonisation of Technical Requirements for Registration
of Pharmaceuticals for Human Use (ICH) tarafindan o©nerilen sekilde hesaplandi
(https://www.ich.org/fileadmin/Public Web_Site/ICH Products/Guidelines/Quality/Q2
R1/Step4/Q2 R1 _Guideline.pdf).

3.3.3.8.1. Dogrusalik Calismalar:

Model ¢ozelti ve plazma ortaminda farkli konsantrasyonlardaki ibuprofen igeren

cozeltilerin analizi yapilarak kalibrasyon dogrularinin lineer araligi belirlendi
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3.3.3.8.2. Dogruluk ve Geri Kazamim Calismalar

Analiz sonrasinda elde edilen degerlerin gercek degerlere yakinligini gosteren dogruluk
caligmalar: i¢in geri kazanim yontemi uygulandi. Geri kazanim c¢aligmalar1 ICH’inda
Onerdigi gibi analizi yapilan Ornekteki etkin maddelerin farkli konsantrasyonlarinda
standart maddeler ilave edilerek ii¢ farkli derisimde plazma 6rnek ¢ozelti hazirlandi ve
aynt giin icinde gelistirilen ekstraksiyon yOntemleri uygulanarak analizleri

gercgeklestirildi.
3.3.3.8.3. Kesinlik Calismalar

Analiz sonuglarmin birbirine yakinligin1 gosteren kesinlik degerleri % bagil standart

sapma (BSS) ile verildi.

Giin igi kesinlik calismalar1 icin; 1 pg/mL derisimde IBU iceren sulu ¢ozeltiler ve
plazma Orneklerine gelistirilen yOontem uygulandi ve ayni giin icinde analizleri
gerceklestirildi ve % bagil standart sapma degerleri hesaplandi (n=6). Giinler arasi
kesinlik degerleri ise ¢ozeltilerin ard arda 5 giin hazirlanmasi ile elde edilen ¢ozeltilerin

cevaplarmin (n=5) % bagil standart sapma degerleri ile ifade edildi.
3.3.3.8.4. Gozlenebilme Simir1 ve Tayin Sinir

Gelistirilen ekstraksiyon ve analiz yonteminin duyarliliginin kanitlanmasi amaciyla
yontemin GS ve TS hesaplandi. Gelistirilen yontemin gozlenebilme siniri; farkli
konsantrasyonlardaki standart madde cozeltilerine ekstraksiyon islemi uygulandiktan
sonra HPLC analizleri ile kalibrasyon dogrular1 ¢izildi. Kalibrasyon dogrusunun en
kiiciik derisimine ait sinyalin standart sapmasinin, cizilen kalibrasyon dogrusunun
egimine oranmnm 3,3 katina esdeger olan derisimler IBU icin gozlenebilme sinir1 olarak
belirlendi. Tayin simnir1 ise yine ayni sekilde kalibrasyon dogrusuna ait en kiiciik derisim
sinyaline ait standart sapmanin, kalibrasyon dogrusunun egimine oranmnin 10 katina
esdeger olan derisimler i¢in niceleme sinir1 olarak belirlendi. G6zlenebilme sinir1 ve
tayin sinirt model ¢ozelti ortami ve plazma ortami i¢in ayri ayri deneyler yapilarak

hesaplandu.

3.3.3.9. Gelistirilen Yontemin Gercek Orneklere Uygulanmasi

Goniillii hastalardan Ibuprofen iceren farmasotik formulasyon kullanilmadan ve ilag

uygulmasmi takiben 0,5-1-2 ve 4. saatlerde 3 ml kan Ornekleri toplandi. Toplanan kan
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ornekleri 4000 rpmde 25 dk sanrifiij edilerek acik sar1 plazma kisimlarinim ayrilmasi

saglandi. Plazma 6rnekleri analiz islemleri oncesinde -20 °C' de muhafaza edildi.

Cozdiiriilen plazma Orneklerinden 0,5 ml alinarak proteinleri ¢oktiirmek amaclh 1 mL
asetonitril eklenip, santrifiij edildi. Elde edilen siipernatanta gelistirilen sivi faz

ekstraksiyon yontemi uygulandi. Daha sonra 6rnekler HPLC-DAD ile analiz edildi.



4. BULGULAR

4.1. Deksketoprofenin insan Plazmasindan Analize Yonelik Supramolekiiler
Coziicii Temelli Sivi Faz Mikro Ekstraksiyon Yontemi Gelistirilmesi ve HPLC ile

tayini
4.1.1. Ornek Cozeltisinin pH’smin Etkisi

DKP’nin geri kazanma verimine ornek pH’sinm etkisi pH 2,0-9,0 araliginda incelendi.
Elde edilen sonuglar pH degisimine karsilik pik alani olarak Sekil 4.1.’de verildi. DKT
sulu ortamda 4,41 pKa degerine sahip zayif asidik 6zellikte bir etken madde olmasindan
dolay1 pH 2,0-4,0 arasmmda noniyonik formunun etkin olmasindan sebeple
kromatogramda DKT’ye ait pik sinyalinin en yiiksek degere sahip olmasi
beklenmektedir. pH 4,0’ten sonra pik alanlar1 hizla diigmektedir. pH 7,0 ve 9,0 ‘da
yapilan deneylerde ekstraksiyon fazlari gozlenmesine ragmen kromatogramda DKP’ye
ait pik sinyali elde edilemedi. Pik alaninin en yiiksek oldugu ve standart sapma

degerinin yiiksek olmadigi pH 3,0 optimum ¢alisma pH’s1 olarak secildi.

200
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Sekil 4.1. Deksketoprofenin geri kazanimina pH’ nin etkisi(n=3)
4.1.2. Dekanoik Asit Miktar

Supramolekiiler ¢oziicii olarak kullanilan dekanoik asit miktar1 ektraksiyon verimini
etkileyen en ©nemli parametrelerden biridir. Optimum DA miktarmi belirlemek
amactyla 100-300 g arasinda DA ilavesiyle ekstraksiyon caligmalar1 yapildi. Elde edilen
sonuglar dekanoik asit miktarma karsilik ekstraksiyon sonrasi deksketoprofen’in pik
alanmna karsilik olarak Sekil.4.2.de gosterildi. En uygun kantitatif geri kazanimin 200
mg DA miktarinda yapildigi belirlenmistir. Bu nedenle optimum DA miktar1 200 mg
olarak belirlendi.
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Sekil 4.2. Deksketoprofenin geri kazanimina dekanoik asit miktarmnin etkisi (n=3)

4.1.3. Tetrahidrofuran Miktan

Supramolekiiler ¢oziicii ¢iftinde dekanoik asit i¢cin en uygun dispersiyon saglayan ve
ters misel olusumunu en hizli saglayan kimyasal literatiirde tetrahidrofuran oldugu
belirtilmektedir. Bu nedenle DKP’nin geri kazanimina THF hacminin etkisini
incelemek amaciyla 300-1000 pL hacimlerde THF eklenerek deneyler yapildi. THF

miktarmin geri kazamima etkisi; THF miktarma karsilik ekstraksiyon sonrasi
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deksketoprofen’in pik alami olarak Sekil. 4.3.’de gosterilmektedir. Optimum THF
miktar1 600 uL olarak belirlendi.
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Sekil 4.3. Deksketoprofenin geri kazanimina THF hacminin etkisi (n=3)
4.1.4. Sonikasyon Siiresi

Gelistirilen yontemde 6rnek ortamiyla ekstraksiyon fazinin kantitatif olarak yeterince
etkilesmesi ve DKP’nin ekstraksiyon fazina hizli bir sekilde gecmesi icin sonikasyon
islemi yapildi. Sonuglar Sekil 4.4’de verildi. En yiiksek pik alanlarmin 5 dakika ve
istiinde sonikasyon siiresi ile yapilan ekstraksiyon isleminde saglandigi goriildii. Bu

nedenle optimum sonikasyon siiresi 7 dk olarak belirlendi.
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Sekil 4.4. Deksketoprofenin geri kazanimina sonikasyon siiresinin etkisi (n=3)

4.1.5. Kalibrasyon Dogrularinin Olusturulmasi

Optimum deneysel kosullar altinda farkli konsantrasyonlarda standart deksketoprofen
iceren sulu model ¢oOzeltilerinin ve ila¢ igermeyen plazma Orneklerine yine farkli
konsantrasyonlarda standart deksketoprofen eklenerek hazirlanan model plazma
orneklerinin ekstraksiyonu yapildi. Ekstraksiyon sonras1 deksketoprofen miktar tayinleri
HPLC ile yapilarak kalibrasyon dogrusular: elde edildi. Sulu ortam ve plazma ortamina
ait kalibrasyon dogrular1 Sekil 4.5. ve 4.6.’da verildi. Supramolekiiler ¢oziicii temelli
ekstraksiyon yonteminin analitik validasyonu ve gercek Ornek analizleri bu sekilde

tiiretilen kalibrasyon dogrular1 kullanilarak yapilda.
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Sekil 4. 5. Sulu model ¢ozeltilerden gelistirilen ekstraksiyon yontemi sonrasi elde edilen

kalibrasyon dogrusu
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Sekil 4.6. Ilag icermeyen plazma orneklerine DKP ilavesiyle hazirlanan standart
orneklerin gelistirilen ekstraksiyon yontemi ile analizleri sonucu elde edilen kalibrasyon

dogrusu
4.1.6. Deksketoprofen iceren Plazma Orneklerinin Kromatografik Analizi
Deksketoprofenin model ¢ozeltileri icin litertiirden Barbanoj ve ark., (1998) tarafindan

gelisstirilen ve DKP’in plazmadaki analizi i¢in kullandiklar1 yOntem secildi.

Gelistirdigimiz yontemin plazma Orneklerinin kromatografik analizler i¢in uygunlugu
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ve verimliligi ila¢ iceren plazma Ornekleri proteinleri ¢oktiiriildiikten sonra HPLC ile
analizi yapilarak incelendi. Sekil 4.7" de standart DKP ilave edilmis plazma 6rneginin
direkt analizine ait kromatogram goriilmektedir. Herhangi bir ekstraksiyon islemi
yapilmadan DKP’ye ait pik gozlenememistir. Sekil 4.8’de standart DKP ilave edilmis
plazma Orneginin gelistirilen siv1 faz yontemi ile ekstraksiyonuna ait kromatogram

goriilmektedir. Gelistirilen yontem ile DKP’nin pik sinyali 5,6. dakikada goriilmektedir.

Sekil 4.7. Standart DKP ilave edilmis plazma Orneginin direkt analizine ait

kromatogram
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Sekil 4.8. Standart DKP ilave edilmis plazma 6rneginin gelistirilen sivi faz yontemi ile

ekstraksiyonuna ait kromatogram

4.1.7. Gelistirilen Yontemin Analitik Performansi

Optimum kosullar altinda, gelistirilen supramolekiiler c¢oziicii temelli sivi faz
mikroekstraksiyon HPLC yontemi i¢in dogrusallik, kesinlik (giin i¢i ve giinler arasi),

korelasyon katsayisi, gdzlenebilme sinir1 ve tayin sinir1 degerleri Tablo. 4.1."de verildi
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Tablo 4.1. Supramolekiiler coziicii temelli s1v1 faz ekstraksiyon yonteminin model
cozelti ve plazma ortaminda analitik performansi

Model Cozelti Ortanm Plazma Ortam
Analitik performans Degerler | Analitik performans Degerler
Dogrusallik, pg/mL 0,01-10,00 | Dogrusallik, pg/mL 0,05-2,00
Giin i¢i kesinlik, % BSS 1,2 Giin i¢i kesinlik, % BSS 1,7
(n=06) (n=6)
Giinler arasi kesinlik, % 2,6 Giinler arasi kesinlik, % 3,7
BSS (n=6) BSS (n=6)
Tayin katsayis1 0,9999 Tayin katsayis1 0,9996
Gozlenebilme sinir1, ng/mL | 0,8 Gozlenebilme sinir1, ng/mL | 12,8
Tayin sinir1, ng/mL 2.4 Tayin sinir1, ng/mL 38.8

Bu yontemin dogruluk ¢alismalari i¢in daha 6nce deksketoprofen kullanilmayan goniillii

hastalardan alinan plazma numuneleri iizerinde ekleme/geri kazanma calismalar:

yapildi. Plazma orneklerine farkli miktarlarda deksketoprofen eklenmistir. Sonuclar

Tablo 4.2.’de verilmistir.

Tablo 4.2. Gelistirilen yontemin insan plazmasina uygulanmasi ve geri kazanim

sonuglar1 (n=5).

. Eklenen miktar Bulunan miktar
Ornek % Geri kazanim
Hg/mL ng/mL
0,0 0,0 TSA*
0.75 0.73+0.02 9743
Plazma
1.00 0.98+0.03 98+3
1.50 1.50+0.06 1004

TSA: Tayin Sinirmin Altinda
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4.1.8. Gelistirilen Yontemin Gercek Orneklere Uygulanmasi

Bu amacla, goniillii hastalardan (23 yasinda bir erkek ve 29 yasinda bir kadin) 25 mg
DKP kullanan ve farkli ilaclar kullanan ve koaservatif mikro-ekstraksiyon yontemine
tabi tutulan farkli zaman araliklarinda alinan kan 6rnekleri. Daha sonra 6rnekler HPLC-
DAD ile analiz edildi. Plazma numunelerindeki DKP konsantrasyonundaki
degisiklikler, Sekil 4.9’da verildi. Sonuclar, plazma numunelerindeki DKP
konsantrasyonunun 30 dakika icinde maksimuma ulastigini, ardindan hizli bir sekilde
diistiigiinii ve giinliik aktivitelerle 4 saat sonra tiikenme noktasma geldigini gosterdi.
Elde edilen kan plazma profilleri literatiirdeki DKT plazma konsantrasyonlar: ile

uyumludur (Barbanoj ve ark., 2001).

0 1 2 3 4
Ornek ahm zamanlan, saat s adlin - ==Jm=erkek

Dekskeoprofenin plazma konsantrasyonu mg L-!

Sekil 4.9. Goniillii hastalarin plazma deksketoprofen konsantrasyonu
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4.2. Tibuprofenin Insan Plazmasindan Ekstraksiyonuna Yonelik Kati Faz

Ekstraksiyon Yontemi Gelistirilmesi ve HPLC-DAD ile tayini

4.2.1. Manyetik Ozellikli Karbon Dot@Grafen Oksit Nanokompozitinin

Karakterizasyonu

Hidrotermal yontem ile iiretilen Fe;O04@C-Dot@GO hibrit materyali SEM, STEM,
SEM-EDX, SEM-Mapping, XRD, Raman spektrometresi ve FT-IR teknikleri
kullanilarak karakterize edildi.

C-Dot, GO ve Fe;04,@C-Dot@GO hibrit materyallerine ait SEM goriintiileri Sekil 4.10.
Sekil 4.11. ve Sekil 4.12.” de gosterildi. Uretilen C-Dot partikiillerinin ortalama tanecik
boyutunun ortalama 100-150 nm araliginda oldugu goriilmektedir. Uretilen
Fe;04@GO@C-Dot hibrit materyaline ait SEM goriintiileri incelendiginde GO
yapisinin farkli bolgelerinde C-Dot’ larin olustugu ve kiiresel yapida Fes;O4
partikiillerinin olustugu goriilmektedir. Fe;O4 olusumu SEM-EDX ve SEM-Mapping
analizleri ile de ispatlandi. Manyetik yapinin karakterizasyon sonuglar1 Sekil 4.16. ve

Sekil 4.17°de verildi.
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Sekil 4.10. Sentezlenen C-Dot malzemesinin SEM goriintiisii

Sekil 4.11. Sentezlenen Grafen oksitin SEM goriintiisii
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Grafen oksite ait SEM goriintiisiide gore ¢cok katmanli grafen oksit yapisinin meydana
geldigi  goriilmektedir. GO’nun yapisindaki manyetik modifikasyonun SEM
goriintiilerinde ve diger karakterizayon verilerinin degerlendirilmesiyle yapildig:

goriilmektedir.

1ym
EHT = 2500 kV Mag= 3000KX Signal A = SE1 @C’rﬂam

Sekil 4.12. Manyetik@ C-dot @grafen oksit nanokompozitinin SEM goriintii

Sentezlenen C-Dot, GO ve manyetikC-Dot@GO nanokompozitine ait STEM
goriintiileri Sekil 4.13, Sekil 4.14 ve Sekil 4.15°te swras1 ile verilmistir. Taramali
transmisyon elektron mikroskobu (STEM), nanoyapilarin karakterizasyonu ic¢in paha
bicilmez bir aragtir. Temel kompozisyon ve elektronik yapr hakkinda tek bir atomun
nihai hassasiyetinde bilgi saglama yetenegi ile bir dizi farkli goriintiileme modu sunar.
STEM, normal taramali elektron mikroskobu (SEM) ile ayni prensipte calisir, bir
goriintli olusturmak i¢in istenen sinyal toplanirken 6rnek iizerinde taranan odaklanmig
bir elektron 1511 olusturur. C-Dotlara ait STEM goriintiisiinde karbon nanaopartikiiller
net bir sekilde gozlenmektedir. GO diizgiin altigen yapida iki boyutlu diiz bir tabaka
yapisinda malzemedir ve sentezlenen GO’e ait STEM goriintiisiinde diiz tabakali yap1

goriilmektedir.  Sentezlenen manyetik C-Dot@GO nanokompozitinin STEM
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goriintiisiinde tabakali yapi iizerindeki farkli boyutlardaki yuvarlak taneciklerin Fe;O4

ve C-Dot modifikasyonlarina ait oldugu goriilmektedir.

Sekil 4.13. Sentezlenen C-Dot nanopartikiillerinin STEM goriintiisii

Skil 4.14. Sentezlenen GO nanopartikiillerinin STEM goriintiisii



Sekil 4.15. Sentezlenen Manyetik C-Dot @GO nanokompozitinin STEM goriintiisii

cps/eV

Sekil 4.16. Fe;O4 olusumunun SEM-EDX ile karakterizasyon grafigi

66
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Map data 884
MAG: 5000x HV: 25kV WD: 7.4mm

Sekil 4.17. Fe;04 olusumunun SEM- Mapping goriiniimii

Sekil 4.16 ve Sekil 4.17.’de yapiya demir eklendigi SEM-EDX ve SEM-Mapping

analizleri ile ispatlandi.

C-Dot, GO ve Fe;04@C-Dot @GO hibrit materyaline ait XRD spektrumlar1 Sekil. 4.18’
de gosterildi. XRD spektrumlarindaki 201:19.7, 21.4, 26.5, 28.4, 31.4 ve 34.8
acilarindaki piklerin literatiir ile uyumlu oldugu goriilmektedir (Bhaisare ve ark., 2015).
GO’e ait XRD spektrumu incelendiginde 2[1:11.7 ve 42.3 agilarindaki piklerin literatiir
ile uyumlu oldugu goriilmektedir (Abdelrahman ve ark., 2018).

Fe;0,@C-Dot@GO hibrit materyaline ait XRD spektrumlar: incelendiginde 2[1:28.4,
36.8 ve 57.2 acilarindaki piklerin Fe;O4 partikiillerine ait oldugu literatiir calismalarinde
gozlemlendi (Wu ve ark., 2011).
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Sekil 4. 18. C-Dot, GO ve Fe;04,@C-Dot@GO materyallerine ait XRD spektrumlari.

Hidrotermal yontem ile iiretilen C-Dot, GO ve Fe;0,@C-Dot@GO materyallerine ait
Raman spektrumlar1 Sekil. 4.19.” da gosterildi. 1576 ve 1346 dalga sayilarinda piklerin
C-dot’ a ait G ve D banlarina ait oldugu literatiir caligmalari ile ispatland1 (Gaddam ve
ark., 2014). Grafitten basaril1 bir sekilde grafen oksit sentezlendigi GO’ e ait yapidaki
sp3 hibrislesmesinden kaynakli diizensiz yapiya ait D bandinin, sp2 kaynakli diizenli
yapiya ait G bandindan daha baskin olmasindan kolayca anlasilabilmektedir. Bununla
birlikte modfiikasyon sonucunda elde edilen Fe;O4@C-Dot@GO materyallerine ait
raman spektrumu incelendiginde C-Dot’ un GO ile modifikasyonuna baglh olarak D
band1 siddetinin arttigi, G bandinin baskilandigr D bandinin daha baskin hale geldigi ve

o

D band1 pik siddetinin G bandi pik siddetine oranmin 6nemli 6lgiide degistigi gozlendi.
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Sekil 4.19. C-Dot, GO ve Fe;0,@C-Dot@GO materyallerine ait Raman spektrumlar1

Sentezlenen C-Dot, GO ve Fe;0,@C-Dot@GO materyallerine ait infrared spektrumlar1
Sekil. 4.20.” de verilmistir. Sekil 4.20. incelendiginde C-dot daki C-H baglarina ait 2800
cm’ dalga sayisindaki zayif iki pik siitten karbonlasma ile C-Dotlarm sentezlendigini
gostermektedir. GO’in infrared spekturumunda 1700 cm ' civarindaki pikler C=0O
bagmi, 3000 cm ' deki genis pik O-H bagini gostererek grafenden grafen oksit elde
edildiginin ispatidir. Sentezlenen nanokompozitin infrared spektrumlar1 incelendiginde
-1

C-dot ve GO’e ait karakteristik piklerin yani sira Parmak izi bolgesinde 500 cm

civarinda anorganik yap1 olan demire ait pik gozlendi.



70

/\\\/,//\ ”/.‘—//l/\//\r C-nanodot

aH \/\/Mm it R

W 1% Lﬂ/ |
V

Sekil 4.20. C-Dot, GO ve Fe304 @C-Dot@GO materyallerine ait Infrared spektrumlari
4.2.2. Sentezlenen Yeni Nesil Adsorban ile Yontem Optimizasyonu

4.2.2.1. pH Etkisi

Ibuprofenin model ¢ozeltiden kat1 faz ekstraksiyonu icin yeni bir adsorban sentezinde
ara Uriin olan manyetik grafen oksitin ve Fe;O4@C-Dot@GO nanokampozitinin
adsorban ozellikleri incelendi. Sekil 4.21 ve 4.22’de model ¢ozelti pH’smmn IBU’ nun

geri kazanimina etkisinin sonuclar1 verildi.
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Sekil 4.21. Manyetik grafen oksit adsorbani ile ibuprofenin geri kazanimma pH etkisi
(n=3)
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Sekil 4.22. Manyetik C-Dot@grafen oksit nanokompoziti ile ibuprofenin geri

kazanimina pH etkisi (n=3)

IBU sulu ortamda pKa degeri 5,22 olan zayif asidik 6zellikte bir ila¢ etken maddesidir.
IBU pKa degerinin altindaki asidik pH’larda agirlikli olarak noniyonize formda
bulunmaktadir. Sentezlenen iki kat1 malzemeninde adsorpsiyon 6zelligi incelendiginde;
manyetik C-Dot@grafen oksit nanokompozitinin kismen daha iyi adsorpsiyona sahip
olmasina ragmen her iki malzemenin de ibuprofen’in ayrilmasmda kullanilabilecegi
goriilmektedir. Manyetik grafen oksitin ibuprofeninin adsorpsiyonunda kullanilabilecegi
ancak grafen oksitin tabakalagsma sorunu nedeniyle tekrar kullanilabilirliginin diisiik
olmast ve sonuglarda yiiksek standart sapmaya neden oldugu icin caligmalara manyetik
grafen oksit@C-Dot nanokompoziti ile devam edildi. Manyetik@GO@C-Dot ile
iburofenin ekstraksiyonunun optimum pH 3,0’te yapilmasina karar verilmistir.

4.2.2.2. Adsorban Miktarmin Etkisi

Ibuprofenin ekstraksiyon verimine ve analizin maliyetine katkisi igin adsorban
miktarinin 20-100 mg arasinda etkisi incelendi. Sonuglar Sekil.4.23’de goriilmektedir.

Daha diisiik miktarda adsorban kullaniminda kantitatif sonuglar elde edilmesi ile birlikte
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maksimum standart sapmanin kiigiik oldugu 60 mg adsorban miktar1 optimum adsoban

miktar1 olarak belirlenmistir.
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Sekil 4.23. Manyetik C-Dot@grafen oksit nanokompoziti ile Ibuprofenin geri

kazanimina adsorban miktarmin etkisi (n=3)
4.2.2.3. Adsorpsiyona Vorteks Siiresinin EtKisi

Ibuprofenin model ¢ozeltiden geri kazanma verimine vorteks siiresinin etkisi incelendi.
Optimum adsorpsiyon siiresi i¢cin 2-20 dk arasi vorteks islemi model c¢ozeltilere
uygulandi. Sekil 4.24.’de verilen sonuclardan da goriildiigii gibi Ibuprofenin
sentezlenen nanokompozit ile adsorpsiyonu olduk¢a hizhidir ve calisilan tiim
zamanlarda adsorpsiyon gerceklesmektedir. Elde edilen sonuglara gore 2 dk vorteks
sliresinin ibuprofenin kati nanokompozit iizerine adsorpsiyonu i¢in yeterli oldugu

belirlenmistir.
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Sekil 4.24. ibuprofenin geri kazanimima adsoprsiyon siiresinin etkisi (n=3)
4.2.2.4. Eliient Tiirii ve Hacminin Etkisi

Ibuprofenin ekstraksiyon verimine eliient cinsinin ve hacminin etkisi incelendi. Eliient
olarak etanol, asetonitril, metanol, hareketli faz, aseton, deiyonize su, etilenglikol, pH
10,0 tamponu denenmistir. Sonuglar Sekil 4.25.°te verildi. Optimum eliient ¢ozeltisi
olarak etanol belirlendi. Eliient tiiriiniin belirlenmesinden sonra en uygun eliient hacmi
arastirildi. 0,5 mL ve 2,0 mL arasinda hacimlerde ve ardisik eliiasyon islemi yapilarak
ibuprofenin kat1 yiizeyinden eliisyonu incelendi. Sekil 4.26’da goriildiigii gibi optimum

eliient hacmi 2 mL olarak belirlendi.
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Sekil 4.25. ibuprofenin geri kazanimina eliient tiiriiniin etkisi (n=3)
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Sekil 4.26. ibuprofenin geri kazanimina eliient hacminin etkisi (n=3)

4.2.2.5 Eliisyon Islemine Vorteks Siiresinin Etkisi

Eliisyon isleminde adsorban ve eliient ¢ozeltisinin yeterince etkisemi i¢in yapilan
vorteks siiresinin ibupren geri kazanimina etkisi incelendi ve sonuglar Sekil 4.27.’da
verildi. 2 dk vorteks yapilarak ibuprofenin kantitatif eliisyonunun hizli bir sekilde

yapilabildigine karar verilmistir.
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Sekil 4.27. ibuprofenin geri kazanimma eliisyon vorteks siiresinin etkisi(n=3)

4.2.2.6. Kati Adsorbanin Tekrar Kullanlabilirligi

Gelistirilen hibrit malzemenin tekrar kullanilabilirligi ve adsorbanin geri kazanim
degerleri, aritma islemini ekonomik hale getirecektir. Yeni gelistirilen manyetik
malzemenin tekrar kullanilabilirligi ve stabilitesi, model ¢ozeltiler kullanilarak kontrol
edildi. Malzemenin adsorpsiyon Ozelliginin, 10'dan fazla ekstraksiyon isleminde
kullanildiginda  fiziksel goriiniiste  kararli oldugu  belirlenmistir.  Manyetik
nanopartikiiller her kullanimdan sonra iki kez 5,0 mL etanol ile ve deiyonize suyu ile
yikama ilslemine tabi tutuldu. Manyetik nanopartikiiller daha sonra neodimyum
miknatis ile manyetik 6zelligi kontrol edildi. Kat1 faz adsorbaninin tekrar kullanimana
dair veriler Sekil 4.28’de verilmektedir. 15 kez kullanim tekrarladiktan sonra,
ibuprofenin ekstraksiyonu i¢in adsorpsiyon kapasitesinin diistiigii kromatografik pik
sinyallerinde goriildii. Deneysel sonuglar, yeni sentezlenmis manyetik hibrit

malzemenin en az 10 kez tekrar kullanilabilecegini gosterdi.
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Sekil 4.28. Manyetik CD @GO nanokompozitinin ibuprofenin katifaz ekstarksiyonunda
tekrar kullanilabilirligi (N=15)

4.2.2.7. Kalibrasyon Dogrular

Optimum deneysel kosullar altinda farkli konsantrasyonlarda standart ibuprofen igeren
model ¢ozeltilerinin ve ilag icermeyen plazma Orneklerine standart ibuprofen eklenip
ekstraksiyonu yapilarak ibuprofen analizleri HPLC de yapilip kalibrasyon dogrusu elde
edildi. Sulu ortama ve plazma ortamina ait kalibrasyon dogrular1 Sekil 4.29. ve 4.30’da
verildi. Manyetik grafen oksit@C-dot kullanilarak gelistrilen kat1 faz ekstraksiyon
yonteminin analitik validasyonun belirtilen kalibrasyon dogrularina gore yapildi.
Sekillerde goriildiigii gibi sulu ortamda ekstraksiyon sonrasi elde edilen kalibrasyon
dogrusunun egimi 150,03 iken, plazmaya eklenerek hazirlanan standanrt ¢ozeltilerin
ekstraksiyon sonrasi elde edilen kalibrasyon dogrusunun egimi 11,167 olarak bulundu.
Aradaki bu biiyiikk duyarlilik farki; plazma Ornekleri i¢in alinan 6rnek hacminin sulu

ortamda alman 0rnek hacmine gore ¢ok kiigiik olmasindan kaynaklanmaktadir.
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Sekil 4.29. Gelistirilen ekstraksiyon yontemi sonrasi sulu model ¢ozeltiden elde edilen
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Sekil 4.30. ila¢ icermeyen plazma 6rneklerine standart ibuprofen ilave edildikten sonra

gelistirilen ekstraksiyon yontemi uygulandiktan sonra elde edilen kalibrasyon dogrusu
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4.2.2.8. ibuprofen iceren Plazma Orneklerinin Kromatografik Analizi

Ibuprofenin kromatografik analizi igin literatiirden Bazregar ve ark.’nm (2016),
ibuprofenin analizi i¢in kullandiklar1 ters faz sivi kromatografisi yontemi secildi.
Gelistirdigimiz yontemin plazma Orneklerinin kromatografik analizler i¢in uygunlugu
ve verimliligi ila¢ iceren plazma Ornekleri proteinleri ¢oktiiriildiikten sonra HPLC ile
analizi yapilarak incelendi. Sekil 4.31.’de standart ibuprofen ilave edilmis plazma
orneginin direkt analizine ait kromatogram goriilmektedir. Herhangi bir ekstraksiyon
islemi yapilmadan IBU’ne ait pik gozlenemedi. Sekil 4.32’de standart IBU ilave edilmis
plazma Orneginin gelistirilen kati faz ekstraksiyon yOntemi ile analizine ait
kromatogram goriilmektedir. Gelistirilen yontem ile IBU’nun piki 4,0. dakikada

goriilmektedir.
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€0

40

20

mAlJ

Sekil 4.32. Standart ibuprofen eklenmis plazmanin gelistirilen kati1 faz yontemi ile

ekstraksiyon sonrasi analizine ait kromatogram

4.2.2.9. Gelistirilen Kat1 Faz Yonteminin Analitik Performansi
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Optimum kosullar altinda, gelistirilen manyetik@C-Dot@GO temelli kati faz
ekstraksiyon HPLC yOntemi icin sulu model ¢ozelti ve plazma ortaminda dogrusallik,
kesinlik (giin i¢i ve giinler arasi), korelasyon katsayisi, gozlenebilme sinir1 ve tayin
smur1 degerleri Tablo 4.3.”de verildi.

Tablo 4.3. Manyetik C-dot@grafen oksit ile gelistirilen kat1 faz ekstraksiyon
yonteminin model ¢ozelti ve plazma ortaminda analitik performansi

Model Cozelti Ortam Plazma Ortam
Analitik performans Degerler Analitik performans Degerler
Dogrusallik, pg/mL 0,05-2,0 Dogrusallik, pg/mL 1,0-15,0
Giin i¢i kesinlik, 2,0 Giin i¢i kesinlik, 2,5
% BSS (n=6) % BSS (n=6)
Giinler arasi kesinlik, 3,5 Giinler arasi kesinlik, 3,9
% BSS (n=6) % BSS (n=06)
Tayin Katsayisi 0,9980 Tayin Katsayis1 0,9974
Gozlenebilme sinir1, ng/mL 8,0 Gozlenebilme sinir1, ng/mL 160,0
Tayin smir1, ng/mL 24,2 Tayin smir1, ng/mL 510,0

Bu yontemin dogrulugunu test etmek i¢cin daha once ibuprofen kullanilmayan goniillii
hastalardan alinan plazma numuneleri iizerinde ilave/geri kazanim ¢aligmalar1 yapildi.
Plazma oOrneklerine farkli miktarlarda ibuprofen eklenmistir. Sonuglar Tablo 4.4.’de
verildi.

Tablo 4.4. Gelistirilen yontemin insan plazmasima uygulanmasi ve geri kazanim
sonuglar1 (n=5)

Ornek Eklenen miktar, ug/ml Bulunan, pg/ml Geri kazanim, %
Plazma 0,0 0,0 TSA*

8,0 7,6 £0,2 9542

10,0 9,2+0,2 9243

12,0 10,9 £0,3 91+3

TSA: Tayin smirini Altinda
4.2.2.10. Gercek Orneklerin Analiz Sonuclan
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Ibuprofen emilimi, oral yoldan verildiginde hizli ve tamdir. Ibuprofen, her 6 saatte bir
200 - 400 mg normal onerilen giinliik yetiskin dozu ile diinya capinda recetesiz ilag
olarak sunulmaktadir. Ibuprofen, 10- 50 mg/L arasinda genis bir terapétik pencereye ve
> 100 mg/L'lik toksik konsantrasyonlara sahiptir (Davies, 1998). Sekil 4.33° de verilen
analiz sonuglar1 literatiir ve klinik arastirmalarla uyumludur. Terapotik ve/veya
toksikolojik etkiler ile ilacin plazma konsantrasyonlar: arasinda bir iligki olduguna dair
bilimsel ¢alismalar mevcuttur. Bircok hasta belirli bir NSAII 'ye cevap vermeyebilir ve
NSAIil'ler arasindaki toksikolojik profiller farkli olabilmektedir. Bu nedenlerle erkek ve
kadin goniillii arasindaki zamana gore plazma konsantrasyonunda farklilik olusmasi

normaldir.
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ibuprofenin plazma konsantrasyonu, mg/L

Ornek alim araliklari, saat etmmerkek  m==kadin

Sekil 4.33. Goniillii hastalarin plazma ibuprofen konsantrasyonu



5. TARTISMA VE SONUC

Bu caligmada, NSAII ila¢ grubundan deksketoprofen ve ibuprofenin ilag etken
maddelerinin insan plazmasmndan ekstraksiyonu i¢in iki farkli yontem gelistirilip,
goniillii hastalardan alman kan Ornekleri ile yontemlerin plazmaya uygulamalar: ve ilag

etken maddelerinin HPLC ile kantitatif tayini yapild1.
Yapilan caligmalarin degerlendirilmesi sirasiyla;

e Deksketoprofenin insan plazmasindan ekstraksiyonuna yonelik yeni nesil
ekstraksiyon c¢oziiciilerinden olan supramolekiiler ¢oziicii temelli yeni bir
ekstraksiyon yontemi sonrasi deksketoprofenin DAD dedektorlii HPLC ile tayini
icin gelistirilen yontemin verilerinin literatiirle karsilastirilmasi,

e ibuprofenin insan plazmasindan ekstraksiyonuna yonelik yeni bir adsorban
sentezi ile uygulanan kat1 faz ekstraksiyonu sonrasi ibuprofenin DAD dedektorlii
HPLC ile tayini i¢in gelistirilen yOntemin literatiirle karsilagtirilmasini

icermektedir.

Tez caligmasinin temel hedefi ila¢ igeren biyolojik Orneklerin analizinde kullanilan
ornek hazirlama ve ekstraksiyon islemlerinin; basit, kolay, hizli, analizci ve ¢evre igin
giivenli, saglam, minimum kimyasal tiiketimine dayali olmasi amaciyla yeni

ekstraksiyon yontemlerinin gelistirilmesidir.
Bu amacla tez ¢caliymasinin birinci boliimiinde;

Deksketoprofenin insan plazmasindan analizi icin yeni supramolekiiler ¢oziicii temelli
ektraksiyon yontemi gelistirilip, yontemin HPLC ile uyumlulugu sayesinde hizli bir
sekilde kromatografik tayini yapildi Gelistirilen supramolekiiler c¢oziicii temelli

ektraksiyon yonteminin optimum deneysel parametreler Tablo 5.1.” de verildi.
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Tablo 5.1. Supramolekiiler ¢coziiciiler ile gelistirilen yontemin optimum deneysel

parametreleri
Parametre Optimum deger
pH 3,0
Dekanoik asit miktari, mg 200
Tetrahidrofuran hacmi, pl 600
Sonikasyon zamani, dk 7

Tablo 5. 1’1 degerlendirecek olursak; pH 3,0‘e tamponlanmis 10 ml hacmindeki model
¢cOzelti ortaminda bulunan Deksketoprofen; 200 mg DA ve 600 ul THF karisindan
olusan Supramolekiiler ¢oziicii eklenerek 1s1 gerektirmeden 7 dakika boyunca sonike
edildi. Olusan ekstraksiyon fazi santrifiij islemi ile ayrildi ve son hacmi 500 pL’ ye

asetonitril ile tamamland1 ve HPLC ile kantitatif olarak analizi yapildi.

Gelistirilen yontemin analitik performans: model ¢6zelti ve ilag icermeyen bos plazma
ortamt icin incelendi. Yontem optimum sartlarda goniillii hastalardan alinan kan
orneklerine uygulandi. Gelistirilen yontem ile bulunan plazma DKT konsantrasyonu

literatiir ile uyumludur.

Deksketoprofenin biyolojik ve farkli 6rnek matrikslerinden ekstraksiyonuna ve analize
yonelik kaynak taramasinda bulunan c¢aligmalarin bazi analitik prametreleri Tablo

5.2°de verilmistir.
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Tablo 5.2. Deksketoprofenin plazmadan analizi i¢in gelistirilen supramolekiiler ¢oziicii
temelli s1v1 faz mikro ekstraksiyon yonteminin literatiirdeki ¢caligmalarla

kargilastirilmasi
Ornek Ekstraksiyon Analiz Tayin %BSS | Kaynak
. . yontemi SIniri
yontemi
(ng/mL)

Plazma Direkt enjeksiyon HPLC 250.0 3,1 Oda ve ark.,
1991

Plazma SSE HPLC 500.0 7,4 Palylyk  ve
Jamali, 1991

Plazma Direkt enjeksiyon HPLC 5000.0 1,4 Oda ve ark.,
1992

Plazma KFE HPLC 200.0 7,0 Carr ve ark.,
1995

Idrar KFE HPLC 70.0 12,1 Grubb  ve
ark.,1996

Serum KFE HPLC 25.0 5,2 Ameyibor ve
Stewart, 1998

Plazma Supramolekiiler HPLC 12,8 3,9 Bu calisma

¢oziicii temelli SFE
Deksketoprofenin insan plazmasindan analizine yonelik ekstraksiyon ve tayin

caligmalarini detayl olarak incelersek;

Palylk ve Jamali (1991) deksketoprofen ve ketoprofenin plazmadan analizi ve HPLC ile

tayini i¢cin sivi faz ekstraksiyon yontemini kullanmislardir. Sivi faz ekstraksiyon

yonteminde Ketoprofenin enantiomerlerini iceren rat plazma numunesi asitlendirilmis

devaminda 5 mL izoktan-izopropanol (95: 5) karisimu ile ekstre edilerek 1800 g'de 5
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dakika siireyle santrifiijlenmistir. Organik faz temiz cam tiiplere aktarilip ve 5 mL’ye
seyreltilmistir. Organik faz ayrilarak kalan sulu katman asitlendirilip tekrar kloroform
(5 mL) ilave edilip vortekslenip (30s) ve 3 dakika santrifiijlenmistir. Sulu katman aspire
edildi ve organik faz kuruyana kadar buharlastirildi. Kalinti, asetonitril i¢inde trietilamin
ile sulandirilirken, 30 saniye boyunca vorteks karistirilirmistir. Asetonitrilde 50-1 hacim
60 mM etil kloroformat ve metanol i¢inde-16sinamid hidroklorid ve 1 M trietilamin
coOzeltisi 30-s araliklarla ilave edildi. Reaksiyon, 50 dakika HPLC saflikta su ilavesiyle
bitirilmistir. Son karistm HPLC sistemine enjekte edilmistir. Palylk ve Jamali tarafindan
gelistirilen siv1 faz ekstraksiyon yontemi ve HPLC analizinin deksketoprofen i¢in tayin

smir1 500 ng/mL ve ortalama % BSS ‘s1 %10 dur.

Oda ve ark., (1991) Deksketoprefenin plazma miktar tayinini, HPLC sisteminde avidin
proteini ile modifiye edilmis ters faz kolon kullanarak yapmislardir. Avidin proteini ile
modifiye islemi; aminopropil silika jeli, geleneksel yiiksek basingli bulamag paketleme
prosediirleriyle 250 mm x 4.6 mm i.d. paslanmaz c¢elik kolonlara paketlenmistir. Daha
sonra bu faza, 'Disiiksinimidil subat (300 mg) eklenerek, 0.1 M sodyum
hidrojenkarbonat tampon-asetonitrilde (112, 30 ml) 4 saat icinde geri doniistiiriillmesi,
ardindan su ve asetonitril (1: 2, 20 mL) ile yikanarak aktive edilmistir. Daha sonra
mobil faz, 0.1 M sodyum hidrojenkarbonat tamponu ile degistirilip ve ayn1 tamponda
¢Oziinen protein (500 mg), 4 saat boyunca kolonda geri doniistiiriilmiistiir.
Deksketoprofenin tayini i¢in, Komassie brillant mavisi reaktifi kullanilmistir. 100
mg Komassie brillant mavisi nin 50 ml etanol icerisinde ¢oziiliip, 100 mL fosforik asit
eklenerek karistm suyla seyreltilmistir. Yeni hazirlanan kolon iizerine insan
plazmasindan 20 puL enjekte edilerek ve hareketli faz 10 dakika boyunca toplanmistir.
Eliiattan 0,5 mL alimip komassie brillant blue reaktifiyle karistirilmistir ve 2 dakika
sonra karistmin absorbansi 595 nm'de Ol¢iilmiistiir. Geri kazanim, kolon ile olan ve
olmayan absorbans oranindan hesaplanmistir. Oda ve ark., tarafindan gelistirilen

yontemin tayin smir1 250 ng/mL dir.

Ameyibor ve Stewart tarafindan (1998) gelistirilen yontemde; Deksketoprofenin insan
kan serum Orneklerinden tayini oncesinde kati faz ekstraksiyon yontemi kullanilmigtir.
Standart deksketoprofen eklenen insan serum orneklerinden toplam 1 mL alinip, 100 M1
0.1 N HCl ile seyreltildi ve 2 dakika boyunca vortekslenmistir. Numuneler, daha 6nce 2

x 1 ml metanol ve ardindan 2 x 1 ml deiyonize su ile sartlandirilmis bir C18 Bond-Elut
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kat1 faz ekstraksiyon kolonundan gecirilmistir. Kartus, ytkama ve numune uygulama
adimlar1 arasinda kurumasma izin verilmeden serum numunesinin uygulanmasmdan
sonra kolon 2 x 1 mL deiyonize su ile yikanmistir. Analitler metanol icerisinde %2’lik
0.1 N HCI ile elie dilmistir ve yavas bir azot akimi altinda kuruyana kadar
buharlastirilmistir. Kalinti, 1 mL mobil fazda yeniden c¢6ziildii, 0.2 mm boyunca
siziildi ve  HPLC ye enjekte edilmistir. Ameyibor ve Stewart tarafindan (1998)
gelistirilen yontemin tayin sinir1 25 ng/mL ve %BSS’s1 %4,9 dur.

Carr ve ark. (1995) Deksketoprofen ve ketoprofenin plazma ve idrar Orneklerinden
ekstraksiyonu i¢in sivi faz ekstraksiyon yontemini kullanarak kantitatif tayinlerini
HPLC ile yapmuslardir. Kullanilan yontem kisaca Ozetlersek; ilagsiz insan plazma
numuneleri (0.5 mL), standart DKP ile karistirilmistir. Daha sonra 0.6 M siilfiirik asit ve
4 mL 2,2,4-trimetilpentan-izopropanol (95: 5, v / v) ilave edilmistir. Ornekler
vortekslenip, 5 dakika 1800 g'de santrifiijlenmistir. Organik faz temiz bir test tiipiine
aktarilip kuruyana kadar buharlastirilmistir. Buharlastirilmig kalintidaha sonra mobil faz
ile sulandirilip ve 10 saniye vortekslenmistir. HPLC'ye karisimdan 100 pL enjekte
edilmistir. Gelistirilen sivi faz ektraksiyon yOnteminin tayin smiri 200 ng/mL ve

%BSS’s1 %6’dan kiigliktiir.

Oda ve ark., (1992) Deksketoprofenin plazmadan analzi i¢in yaptiklart baska bir
calismada; plazma Orneklerini proteinleri asetonitril ile coktiiriip, 3 farkli tipte kiral
ozellikteki maddelerin ayriminda kullanilan kolonlarm modifiye edildigi sistemde direkt
analizini ve tayinini yapmuslardir. Bu calismanin tayin sinir1 5000 ng/mL ve %BSS’si

%S5 den kiigliktiir.
Supramolekiiler ¢oziicii temelli s1v1 faz yonteminin avantajlari,

e Dekanoik asit ve tetrahidrofuran ticari olarak temin edilip, diisitk maliyetlidir.

¢ Gelistirilen yontem fazladan bir sicaklik islemi gerektirmemektedir.

e Ekstraksiyon siiresi klasik bulutlanma noktast ve sivi-sivi ekstraksiyon
yontemlerine gore daha kisadir.

¢ Yontemin tekrarlanabilirligi oldukga iyidir.

e FEkstraksiyon fazi asetonitril ile diisiik hacimde seyreltilip, dogrudan HPLC
kolonuna verilebilmektedir. Ekstraksiyon fazinin ucurulmasi vs. islemlere gerek

duyulmamaktadir.
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Yontem deksketoprofenin insan kan plazmasimdan ekstraksiyonu ve kantitatif
analizi i¢in uygundur.

Yontem plazmada iyi bir aymrma  gergeklestirerek  kromatogrami
temizlemektedir.

Gelistrilen sivi faz mikro ekstraksiyon yonteminin deksketoprofenin insan
plazmasindan ekstraksiyonu icin geri kazamim degerlerinin %97- %100
araliginda oldugu ve yiikksek bir dogruluga sahip oldugu goriilmektedir.
Yontemin kesinligi en yiiksek %3,7 olarak bulunmustu. Bu kesinlik biyoloji
ornek icin oldukca 1iyi bir kesinliktir.

Deksketoprofenin insan plazmasindan ekstraksiyonuna yonelik uygulanan yontemleri
inceledigimizde; gelistirdigimiz supramolekiiler ¢oziicli temelli sivi faz ektraksiyon
yontemi diisiik tayin smiri, tekrarlanabilirliginin iyi olmasi, ektraksiyon isleminde
kullanilan kimyasallarin az miktarda ve toksik olmamasi, hizli olmasi ve hemen her
analiz laboratuvarida uygulanabilir olmasi1 gibi 6nemli 6zelliklerinden dolay, literatiire

alternatif iyi bir yontemdir.
Tez calismaswun ikinci boliimiinde;

Ibuprofenin insan plazmasindan analizi igin yeni bir adsorban sentezlendi ve karakterize
edildi. Sentezlenen manyetik grafen oksit@C-Dot adsorbani ile ibuprofenin ayrilmasi
icin yeni bir kat1 faz ektraksiyon yontemi gelistirilerek, ibuprofenin tayinleri HPLC ile

yapilmistir. Optimum deneysel parametreler Tablo 5.3.” de verilmektedir.

Tablo 5.3. Manyetik grafen oksit@C-Dot nanokompoziti ile gelistirilen kat1 faz

ekstraksiyon yonteminin optimum deneysel parametreleri

Parametre Optimum deger
pH 3,0
Adsoban miktar1, mg 60
Adsorpsiyon vorteks siiresi,dk 2
Eliient cinsi Etanol
Eliient hacmi, mL 2,0
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Desorpsiyon vorteks siiresi, dk 2

Kat1 faz ekstraksiyon yontemi pH 3,0’e tamponlanmis 10 mL hacmindeki ibuprofen
iceren ¢ozelti ortamma 60 mg adsorban ilave edilerek yapildi. Calkalama teknigi ile
yapilan kat1 faz ekstraksiyon yonteminde bu oOrnek c¢ozeltisi 2 dk 3000 rpm de
vortekslendi. Ibuprofenin kati faza adsorpsiyonundan sonra manyetik nanokompozit
giiclii neomidyum bir miknatis ile ayrildi. Kati1 faz yiizeyine adsorplanan ibuprofen, 2
ml etanol ¢ozeltisi ile eliie edildi. Ibuprofen igeren eliient ¢ozeltisi 0,45 pm’lik siringa

filtrelerinden gecirilerek HPLC ile kantitatif olarak analizi yapildi.

Gelistirilen yontemin analitik performansi model ¢ozelti ve ilag icermeyen bos plazma
ortami ic¢in incelendi. Yontem optimum sartlarda goniillii hastalardan alinan kan
orneklerine uygulandi. Gelistirilen yontem ile bulunan ibuprofen plazma

konsantrasyonu literatiir ile uyumlu ve toksik diizeyin altinda bulundu.

Ibuprofenin biyolojik ve farkli 6rnek matrikslerinden ekstraksiyonuna ve analize

yonelik daha once yapilan ¢alismalarin kisa bir 6zeti Tablo 5.4°de verilmistir.
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Tablo 5.4. ibuprofenin insan plazmasindan analizi igin gelistirilen manyetik @C-
Dot @GO nanokompoziti ile kat1 faz ekstraksiyon yonteminin literatiirdeki
caligmalarla kargilastirilmasi

Ekstraksiyon Tayin Ornek Gozlenebilme | %BSS | Kaynak
metodu yontemi sinirl ng/mL

Oyuk faz- | HPLC-UV Insan idrar Payan ve

SSME 400 181 ark., 2009

SFE GC-MS Sigir idrar1 Waraksa ve

152 4| k., 2018
KBME HPLC-DAD Insan idrar1 Al-hasimi
0.36 5,7 ve ark.,
2017

MSFE HPLC-DAD | Biyolojik ve Payan ve
cevresel 100-500 3,0 ark., 2016
ornekler

SFE HPLC-FLD Insan Canaparo
plazmasi 33.3 5,6 ve ark.,

2000

KFE HPLC-UV Insan Farrar  ve
plazmasi >10.0 2,25 ark., 2002

Tek adim- | UPLC- Insan Cheung ve

SSME MS/MS plazmast 1,0 71121 4k, 2010

Manyetik @C- | HPLC-UV Insan Bu calisma

Dot@GO 1

0 -~ plazmast 160,0 35
nanokompoziti
ile KFE

Ibuprofenin biyolojik ©rneklerden ekstraksiyonuna ve analizine yonelik literatiirde

yapilan bazi caligmalar1 detayl incelersek;

Canaparo ve ark., (2000) ibuprofenin plazamdan tayini i¢in ekstraksiyon yontemi

olarak; 0.5 mL plazmaya 3 mL izoktan ve izopropilalkol ¢ozeltisi (95: 5 h/ h) ilave edip

kisa vorteksle karigtirmadan sonra 1800 g'de 10 dakika santrifiij etmislerdir. Organik

fazlar temiz bir tiipe aktarilmis ve 40 ° C'de bir su banyosunda bir azot akimi altinda

kuruyana kadar buharlastirilmistir. Kalint1 300 mL trietilamin icerisinde ¢oziindiiriilerek

ve kisa bir siire sonra vorteks karistirmasindan sonra 50 mL etil klorofomat ilave
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edilmistir. Karisitma yaklasitk 25 mlL 1- naftil etilamin ilave edilip, karisim
vortekslenerek 3 dakika bekletilmistir ve etilklorofomatin reaksiyona girmesini
durdurmak icin 25 mL etanolamin ilave edilmistir. Son karisim HPLC sistemine enjekte

edilmistir. Yontemin tayin sinir1 100 ng/mL ve %BSS’s1 %10-19 araligindadir.

Payan ve ark., (2016) Ibuprofenin plazmadan tayini icin ekstraksiyon yontemi olarak
mikrocip temelli yeni bir sivi faz mikro ekstraksiyon yontemi gelistirmislerdir. Yntemi
kisaca Ozetleyecek olursak; yeniden kullamilabilir mikrogip-bazli sivi  faz
mikroekstraksiyon sistemi simetrik iki desenli poli (metil metakrilat) plakasindan
olusur. On tarafta, dondr (6rnek) ¢Ozeltisi olarak bir kanal, arka tarafinda ise kanal alic1
faz olarak kullanilmistir. Her iki kanal da 80 mm derinlige ve 2 mm genislige sahip 13
mm uzunlugundadir. Daha sonra her iki levhada da 1.5 mm c¢apl giris / ¢ikislar agilmis
ve akigkan kullanim kolaylig: icin Teflon kiliflar sabitlenmistir. Imalat1 icin bir lazer
kesici (Epilog Mini 24-30 W) kullanilmistir. Bu lazerle desenlenebilecek farkli polimer
plakalar arasinda, faset kalitesi (yani diisiik piiriizliiliik) ve islem hizi nedeniyle poli
metil metakrilat se¢ilmistir. Tasarlanan mikrocip — SFME sistemi kapattiktan sonra, her
biri 1000 pL. gaz sizdirmaz siringayla iki ayr1 mikro sirmga pompasi kullanilarak ¢ipe
akis saglanmugtir.1 ila 3 pl/ dk arasindaki bir akis hizinda siirekli bir pH 1,5 donér
cozeltisi verilmistir. Diger yandan, alic1 faz olarak pH 11,5'lik bir sulu ¢ozelti 1 uL/dk
hizda siirekli olarak verilip veya durdurularak akis modunda (durgun sartlar)
kullanilmigtir. Her iki ¢ozelti de polipropilen membrandan ayrilmistir. Ekstraksiyon
tamamlandiktan sonra, alic1 soliisyon bir mikropipet kullanilarak toplanip HPLC analizi
icin kullanilmistir. Gelistirilen yontem idrar ve tiikriik 6rneklerine uygulandi. Payan ve
ark., (2016) tarafindan gelistirilen mikrogip temelli yontemin tayin sinir1 sirast ile 5,0-

10,0 pg/mL ve % BSS’s1 %2 den kiiciiktiir.

Paydn ve ark., (2009) ibuprofenin idrar Orneklerinden ekstraksiyonu ic¢in yeni bir
ektraksiyon gelistirmislerdir. Oyuk fiber bazli — siv1 faz mikroekstraksiyon yontemini
Ozetlersek; i¢i bos elyaf 27 cm'lik parcalar halinde kesilerek, ultrasonik banyoda aseton
ile yikanmis ve kurutulmustur. Lif, destegin gézeneklerinin emprenye edilmesi i¢cin 5
saniye boyunca membran fazma (diheksil eter) batirilmis ve fazla miktarda organik
¢cOziiciiniin ¢ikarilmas: i¢in ultrasonik bir banyoya yerlestirilerek dista suyla
durulanmistir. Hazirlanan fiber par¢anim liimeni, bir HPLC siringasi kullanilarak 50 pL.

alic1 faz (pH 12.5 sulu ¢ozelti) ile dolduruldu. Elyafin her iki acik ucu, sicak lehimleme
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aleti ve yapiskan bant ile kapatilmistir. Ekstraksiyon sirasinda, alict fazi igeren zar
kismi, 50 mL'lik bir cam beherin icerdigi 50 mL'lik numune cozeltisine (pH 2,0)
daldirilmustir. Ornek, 300 rpm'de manyetik bir karistirici ile 15 dakika boyunca
karstirdmustir. Fiber cikarilip ucglardan biri kesilip ve ektraksiyon fazi bir HPLC
siringasi kullanilarak ayrilmistir. Ekstraksiyon (alic1) faz HPLC sistemine enjekte edildi.
Oyuk fiber bazli — s1v1 faz mikroekstraksiyon yonteminin tayin smirt 130,0 ng/mL ve
%BSS’s1 %3 ten kiigiiktiir.

Farrar ve ark., (2002) ibuprofenin plazmadan tayini i¢in kat1 faz ektraksiyon yontemini

kullanmiglardir. Yontemin uygulamasi; Oasis HLB kat1 faz ektraksiyon kartusu ile bir
kat1 faz ekstraksiyon metodu kullanilarak HPLC kolonuna enjeksiyon i¢in numuneler
hazirlanmistir. Kartuslar oyuklar1 baslangicta 1 mL metanol ve ardindan 1 mL su ile
yikanmistir. Ekstraksiyon kartusuna uygulanmadan Once, plazma numunesi 1 dakika
boyunca 10 000 rpm'de santrifiij edilmistir. Daha sonra 50 pl plazma, 250 ul’ye
seyreltik fosforik asit (su icinde hacimce % 4 fosforik asit) ile seyreltilmistir.
Karistirdiktan sonra, bu numune ekstraksiyon kartusuna uygulanmis ve bir vakum
kullanilarak cekilmistir. Kartus daha sonra su icinde 1 mL % 5 metanol ile yikanmistir.
Eliiat, vakum altinda 0.5 ml metanol kullanilarak enjeksiyon tiiplerine toplanmis ve
HPLC sistemine 25 pL enjekte edilmistir. Farrar ve ark., (2002) tarafindan gelistirilen
kat1 faz ekatraksiyon yonteminin tayin sinir1 156,0 ng/mL ve % BSS’s1 %6’dan
kiigiiktiir.

Al-Hashim ve ark., (2017) ibuprofenin idrar Orneklerinden analizi i¢in kati ¢ubuk
mikroekstraksiyon teknigi (SBME) gelistirmislerdir. Bu yontemde kati ¢ubuk olarak
cok duvarli karbon nanotiipleri kullanmiglardir. SBME cihazi, ici bos bir fiber
polipropilen mikrotiip uzunlugu 2,5 cm icinde paketlenmis 2 mg sorbent
malzemesinden olusturulmustur. ki ug, 1siyla kapatilmistir ve her bir cihaz,
3 dakika boyunca metanol icerisinde ultrasonik hale getirilerek temizlenmistir. Daha
sonra kullanilana kadar metanol igerisinde saklanmistir. Temiz bir SBME cihazi1 30 mL
numune c¢ozeltisine yerlestirilerek 600 rpm'de karigtirilmistir. Ekstraksiyondan
sonra, cihaz bir ¢ift citmbizla ¢ikarildi ve tily birakmayan bir kumas ile kurutularak bir
HPLC mikro vialine (300 pL hacim) enjekte edilmistir. Analitler daha sonra metanolde
(250 pL) ultrasonik olarak desorbe edilmistir. Analiz icin HPLC’ye numunenin bir
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kism1 enjekte edildi. Kat1 cubuk mikroekstraksiyon teknigi yonteminin tayin sinir1 1,7

ng/mL ve % BSS’s1 %6’dan kiiciiktiir.

Manyetik grafen oksit@C-Dot nanokompoziti ile gelistirilen kat1 faz ekstraksiyon

yonteminin avantajlari,

e C-Dot ticari olarak temin edilebilmesine ragmen c¢alismamizda yesil sentez
yontemi kullanilarak siitten sentezlenmistir.

e Kat1 faz olarak kullanilan adsorbanin sentezi kolaylikla ve istenildigi zaman
yapilabilmektedir.

 [buprofenin adsorban iizerine adsoprsiyon ve eliisyon islemleri ok hizlidur.

® Yontemin tekraralanabilirligi ve biyolojik 6rneklere uygulanmasi oldukga iyidir.

¢ Sentezlenen nanokompozit 10 kez tekrar kullanilabilir stabilitededir. Ticari kat1
faz kartuslar1 gibi tek kullanimlik degildir.

¢ Yontem ibuprofenin insan kan plazmasindan ekstraksiyonu ve kantitatif analizi
icin uygundur.

¢ Manyetik C-Dot@GO ile gelistirilen kat1 faz ekstraksiyon yontemi ibuprofenin
insan plazmasindan ekstraksiyonunda %91-%95 araliginda geri kazamm
degerleri ile iyi bir dogruluga sahip oldugunu gostermektedir. Yontemin
kesinligi en yiikksek %3,9 olarak hesaplanmistir. Bu sonu¢ yontemin iyi bir

tekrarlanabilirlige sahip oldugunu gostermektedir.

Ibuprofenin kan analizleri igin, manyetik grafen oksit@C-dot nanokompoziti ile
gelistirilen kat1 faz ektraksiyon yonteminin; diisiik tayin siniri, tekrarlanabilirliginin iyi
olmasi, ektraksiyon isleminde kullanilan adsorbanin tekrar kullanilabilirligi, hizl1 olmasi
ve hemen her analiz laboratuvarmda uygulanabilir olmas1 gibi énemli 6zelliklerinden

dolayi, alternatif yontem olarak 6nerilmektedir.
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