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OZET

Glipizid ve Pravastatin Molekiillerinin Duyarh Analizleri icin Mikroekstraksiyon

Sonrasi Kromatografik Yontem Gelistirilmesi

Bu calismada Tip 2 diyabet hastalig1 tedavisinde kullanilan ikinci nesil siilfoniliire grubuna ait olan
Glipizid (GLP) ve hipertansiyon ve hiperlipidemi tedavilerinde kullanilan bir HMG-CoA rediiktaz
inhibitori olan Pravastatin Sodyum (PST) ilag molekiilleri i¢in manyetik kat1 faz ekstraksiyonu (MKFE)
ile fabrik faz ekstraksiyonuna (FFE) dayanan ayirma ve zenginlestirme yontemi uygulanmasi
sonrasinda fotodiyot dizi dedektdr bulunan bir yiiksek performansh sivi kromatografi (YPSK) cihazi
kullanilarak ayn1 zamanli analizine dayanan yeni bir analitik yontem gelistirilmistir. Oncelikle manyetik
kat1 faz extraksiyonu (MKFE) i¢in optimizasyon ¢alismalarini i¢ceren denemeler sonucunda Fe304@-
Melanin igeren yeni bir manyetik kati destek maddesi ilk kez bu galisma i¢in sentezlenmis ve FTIR,
XRD, SEM ve Raman yontemleri kullanilarak karakterize edilmistir. Tez ¢aligmast kapsaminda
gelistirilen ikinci ekstraksiyon yontemi i¢in Sol-gel Ti-PTHF fabrik faz denen kumas adsorban madde
bu tez galismasi kapsaminda temin edilip fabrik faz kat1 ekstraksiyonu (FFE) i¢in kullanilmistir. GLP
ve PST’nin yapay idrar, yapay tiikiirik ve ilag 6rneklerinden ekstraksiyonu i¢in gelistirilen her iki
yontem icin pH, desorpsiyon ¢ozgeni se¢imi, adsorpsiyon siiresive desorpsiyon siiresi gibi deneysel
degiskenler adim adim incelenmis ve optimize edilmistir. Tez ¢alismasinda GLP ve PST ilag etkin
maddelerinin YPSK cihazinda ayn1 anda analizleri gelistirilen analitik yontemde mobil faz olarak
Asetonitril : KH2PO4 (pH: 3, 0.02 M) (55:45) karisimi kullanilmis ve akis hizi 1.0 mL dk™? olarak
belirlenmistir. Analitik 6l¢limler i¢in dalga boylar1 PST i¢in 238 nm ve GLP igin 226 nm olarak
belirlenmistir. Onerilen ydntemin Gozlenebilme sinir1 (GS) 3.03 ng mL?, tayin siir1 (TS),9.09 ng mL-
! calisma araligi 20-100 ng mL™? ekstraksiyon yontemlerini uygulamadan énce ve sonra seklinde
kargilagtirmali tablolar halinde sunulmustur. Geri kazanim degerleri hesaplanmistir hedef molekiil
analizinde % BSS degerleri % 6,1' in altindadir. Gelistirilen analitik yontem, MKFE ve FFE
ekstraksiyonundan sonra GLP ve PST’nin tayini i¢in sentetik idrar ve sentetik tiikiiriik ¢ozeltilerine
basariyla uygulanmig ve geri kazanim degerleri her iki molekiil i¢in de % 98,5-103,3 araliginda
hesaplanmustir.

Anahtar Kelimeler: Fabrik faz ekstraksiyonu, Glipizid, Manyetik kati faz ekstraksiyonu , Pravastatin

Sodyum



SUMMARY

Development of a Chromatographic Method for Sensitive Analysis of Glipizide and Pravastatin
Molecules After Microextraction

In this study, Glipizide (GLP), which belongs to the second generation sulfonylurea group used in the
treatment of Type 2 diabetes, and an HMG- A new analytical method has been developed for the
separation and enrichment of the drug molecules of Pravastatin Sodium (PST), a CoA reductase
inhibitor, based on magnetic solid phase extraction (MSPE) and fabric phase solid extraction (FPSE)
followed by simultaneous analysis using a high performance liquid chromatography (HPLC-FDA)
device with photodiode array detector. A new magnetic solid support material containing Fe304@-
Melanin was synthesised for the first time for this study and characterised by FTIR, XRD, SEM and
Raman methods as a result of experiments including optimisation studies for magnetic solid phase
extraction (MSPE). For the second extraction method developed within the scope of this thesis, a sol-
gel Ti-PTHF fabric phase adsorbent was obtained and used for the fabric phase solid extraction (FPSE).
Experimental variables such as pH, desorption solvent selection, adsorption time and desorption time
were examined and optimised step by step for both methods developed for the extraction of GLP and
PST from artificial urine, artificial saliva and drug samples. In the analytical method developed for the
simultaneous analyses of GLP and PST active pharmaceutical ingredients in the HPLC device a mixture
of Acetonitrile : KH2PO4 (pH: 3, 0.02 M) (55:45) was used as the mobile phase and the flow rate was
determined as 1.0 mL min. The wavelengths for analytical measurements were determined as 238 nm
for PST and 226 nm for GLP.The limits of detection (LOD) of the proposed method were 3.03 ng mL"
L the limit of determination (LOQ) was 9.09 ng mL™* and the operating range was 20-100 ng mL* before
and after the extraction methods were applied. Recovery values were calculated and % RSD values
were below 6.1% in target molecule analysis. The developed analytical method was successfully applied
to synthetic urine and synthetic saliva solutions for the determination of GLP and PST after MSFE and
FFE extraction and the recovery values were calculated in the range of 98.5-103.3 % for both molecules.

Keywords: Fabric phase extraction, Glipizide, Magnetic solid phase extraction, Pravastatin Sodium
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1. GIRIS

Ortalama insan émriiniin uzamasiyla birlikte diinyada yash niifusunun artistyla birlikte
bireylerde gozlenen fiziksel ve zihinsel degisiklikler, onlar1 kronik hastaliklara karsi daha
duyarli hale getirerek coklu ila¢ kullanimina yol agmaktadir. Ulkemizde yash bireylerdeki
kronik hastalik orani diinyada bildirilen orana benzerdir. Yash bireylerin %90’inda en az bir,
%35’inde iki, %23’linde {i¢ ve %14’linde en az dort ve iistii sayida eslik eden kronik hastalik
oldugu bildirilmistir. Ila¢ tedavisinin amaci mevcut hastaliklar1 tedavi etmek ve yasam
kalitesini ylikseltmek oldugu i¢in tibbi agidan gerekli goriilen her ilag kisitlamaya gidilmeden
tedavi planina dahil edilebilir (Isli, 2022). Yasl ve kronik hastaliklara sahip bireylerin ¢ok
sayida receteli ilag kullanimi gereksiz ila¢ tiiketimine de sebep oldugu icin tedavi
protokollerinin yakindan izlenmesini gerekli kilmaktadir. Diyabetes mellitus (DM), halk
arasinda seker hastaligi olarak bilinen ve uzun siire kontrol edilemezse ¢oklu organ hasarina
sebep olan kronik metabolik bir hastaliktir. Iki tipi bulunan bu rahatsizlikta, Tip 1 DM insiilin
eksikligine bagl iken, Tip 2 DM ise obeziteyle beraber ikincil insiilin direnci ile iliskilidir.
Insiilin, Tip 1 diyabette temel tedavi yontemidir. Tip 2 diyabet ise diyet, oral antidiyabetik
ilaglar (OAD) ve insiilin takviyesi ya da bu tedavi rejimlerinin bir arada kullanilmasiyla
birlikte hareketli bir yasam ile birlikte kontrol altinda tutulabilir. Siilfoniliire grubu OAD’ler
olan Gliklazid, Glimeprid, Glibenklamid, Glipizid, Tip 2 DM’de ¢ok sik kullanilan
ilaglarlardir (Thulé ve Umpierrez, 2014). Hiperlipidemi hastaligi ise serumda trigliserit ve
kolesterol yiiksekligi ile birlikte teshis edilen kronik bir rahatsizliktir. Genetik veya cevresel
sebeplerden kaynaklanan hiperlipidemi, yiiksek oOliim ve morbidite oranina sahiptir ve
kardiyovaskiiler hastaliklarda risk faktorlerinin basindad gelir. Bu kronik hastaligin
tedavisinde lipid seviyelerinin denetimi, hiperlipidemiye bagli metabolik bozukluklarin
tedavisi, hipertansiyon, diyabet ve obezite gibi sorunlarin engellenebilmesi Onemlidir.
Farmakolojik tedavi baglangicinda ilk basamak Statin grubu ila¢ kullanimidir. Statinler 1980°1i
yillardan beri yapilan klinik caligmalarda, HMG CoA rediiktaz inhibitorii olarak disiik
yogunluklu lipoprotein kolesterol diizeylerinin diistiriilmesi i¢in kullanilir ve kardiyovaskiiler
sistemdeki bozucu etkiler bdylece 6nemli 6l¢iide engellenir. Bu grup tedavisi igerisinde
atorvastatin, simvastatin, lovastatin, fluvastatin, pravastatin, pitavastatin ve rosuvastatin gibi
ilag etkin maddeleri yer almaktadir (Kocijan vd., 2005). Son yillarda geng ve yetiskin niifusta
da artis gosteren diyabet ve hiperlipidemi grubunda yer alan obez ve yasl hastalarin
tedavilerinde kombine ilag kullanimi siklikla goriilmekte ve tedavinin takibi 6nem

kazanmaktadir. Bu sebepten dolay1r bu rahatsizliklarda ilag etkin maddelerinin biyolojik



matrislerde belirlenmesi ve klinik anlamda tayinleri i¢in giivenilir ve dogrulanmis analitik
yontemlerin gelistirilmesi farmakokinetik c¢alismalarda, terapotik araligi dar olan ilaglarin
terapotik takibinde, jenerik ve benzer iriinlerin ruhsatlandirilmasina yonelik biyoesdegerlik
testlerinde ve yeni dozaj formlarmin gelistirilmesinde 6nemlidir (Fernandes vd., 2007). Bu
analizler 6ncesinde, ilac etkin maddelerinin bu matrislerden segici olarak ekstraksiyonlarinin
gerceklestirilmesi analizlerde segiciligi artirmaktadir ve calisma ortamindan kaynaklanan

girisimleri en aza indirmekte ya da tamamiyle ortadan kaldirmaktadir.

1.1. Glipizid ve Pravastatin Sodyum ile Ilgili Genel Bilgiler

1.1.1. Diyabet Hastaligi

Diabetes mellitus (DM) denen diyabet hastaligi, insiilin salgilanmasi veya insiilin
etkisinin az olmasiyla beraber karbonhidrat, protein ve yag metabolizmasinin bozulmasina
neden olan bir kronik hastaliktir (Tuomilehto vd., 2016). Ila¢ ve diyetle tedavi edilen bu
rahatsizlik hiicrenin insiilin direncine bagl olarak ortaya cikar. Iki tiir diyabet tipi bulunur. Tip
1 diyabet (T1D), ¢ocuklarda ve ergenlerde diyabetin en sik goriilen tipidir. T1D hastalar1
hayatta kalmak icin insiiline ihtiya¢ duyar. Fakat hastanin kan sekerini kendi kendine
izleyebilmesi, iyi bir diyabet egitimi ve profesyonel saglik ekipleri rehberligi ile hastalik
kontrol altina alinabilir (Ogle vd., 2022). 20-79 yas grubundaki kisiler arasinda diyabet
yayiliminin 2021'de %10,5 (536,6 milyon kisi) oldugu ve bu rakamin 2045'te %12,2'ye (783,2
milyon) yiikselecegi tahmin edilmektedir. 2021 ile 2045 yillar1 arasinda diyabet prevalansinda
en biiyiik artigin, % 12.2 oraniyla yiiksek gelirli iilkelerde gerceklesmesi beklenirken bunu %
21.1 ile orta gelirli tilkeler ve % 11.9 ile diisiik gelirli tilkelerin takip edecegi ongdriilmektedir
(Wang vd., 2022). Yetiskinlerde Tip 2 diyabet (T2D) bilinen tiim diyabet vakalarinin yaklasik
%90-95'ini olusturur. Tip 2 DM, B-hiicre fonksiyonunun azalmasina bagli olarak hiperglisemi
ile karakterize edilir ve genellikle periferik dokularda insiiline kargi duyarliligin azaldigi
kronik bir metabolik hastaliktir. Tedavi edilmezse veya hastalik iyi yonetilemezse, uzun siireli
hiperglisemi, kardiyovaskiiler rahatsizliklar, nefropati, noéropati ve retinopati  gibi
komplikasyonlarin riskinde artisa yol agabilir (He vd., 2015). Tip 2 diyabetik bir hasta dengeli
beslenme ve yeterli fiziksel aktiviteye ragmen yeterli iyilesmeyi saglayamiyorsa oral ilag

tedavisine gecilmeli.



1.1.2. Oral Antidiyabetik Tlaclar (OAD)

Tip 2 DM’de cogu kez Oral Antidiyabetik ilaglar (OAD) ile monoterapi baslanir.
T2DM’de kullanilan ilaglar pankreastan insiilin salgilanmasini artirici yonde etki edenler
(insiilin sekretogoglar1), karaciger ve periferde insiilin duyarliligini diizenleyenler ve
bagirsaktan glukoz emiliminde azaltici etki yapanlar olarak etki mekanizmasina gore
gruplandirilirlar. Oral antidiyabetik ila¢ siniflandirmasi Tablo 1 ‘de verilmistir (Salmanoglu,

2020).

Cizelge 1. 1. OAD smiflandirilmasi (Salmanoglu, 2020)

1. Insiilin Salgilaticr Ilaglar | Siilfoniliire

(Segretagoglar) (Gliklazid, Glimeprid, Glibenklamid, Glipizid)
Glinidler
(Nateglinid ,repaglinid)

Biguanidler
2. Insiilin duyarhgm | (Metformin)
artiran ilacglar (Sensitizer) | Tiazolidindionlar

(Pioglitazon)

Alfa glukozidaz inhibitérleri

3. Glikoz emilimini | (Akarboz)
yavaslatanlar DPP-4 Inhibitorleri
(Sitagliptin)
4. Amilin analoglan (Pramlintid)
GLP1 Analoglar
5. Inkretin temelli | (Eksenatid)
tedaviler
Dapagliflozin,
6. Sodyum glukoz ko- Kanagliflozin
transporter 2 inhibitorleri Empagliflozin
(SGLT2-i)




1.1.3. Doktora Tezi Kapsaminda Incelenen Oral Siilfoniliire Glipizid

Siilfoniliire grubu ilaglar, 1942 yilinda ortaya ¢ikan ve 1960’dan bu yana siklikla
kullanilan en eski oral antidiyabetik sinifidir ve insiilin salinimini arttirarak antidiyabetik
etkilerini gosterirler. Bu grupta yer alan ila¢ etkin maddeleri pankreatik beta hiicreleri
tarafindan insiilin salgilanmasini uyarir ve hepatik insiilin klirensini azaltir; bu nedenle
etkinlikleri ¢aligsan beta hiicrelerine baglidir (Vaughan vd., 2020). Siilfoniliire grubu ilag etkin

maddeleri iki ana gruba ayrilir.
Birinci kusak siilfoniliireler;

e Tolbutamid,
e Kilorpropamid,

e Tolazamid
Ikinci kusak siilfoniliireler;

e Glibenklamid,

e Glipizid,
e Gliburid,
e Gliklazit,
e Glimepirid.

Son yillarda, siilfoniliirelerin yavas salinimli olan formlar da ¢ikmistir ve giinde 1 kez

alimmas: yeterli olur. Bu formlara,
Glipizid (Glucotrol XL; 5 ve 10 mg formu vardir ),
Gliklazid (Diamicron MR; 30 ve 60 mg),

Glimeprid (Amaryl; 1- 4 mg) drnek olarak verilebilir (Cubuk & Ince, 2014).

Glipizid ve glimepirid metabolitleri renal olarak atilsa da, gliburide gére daha az
hipoglisemik aktivite gdsterirler ve bu nedenle bobrek yetmezligi olan hastalarda daha sik
kullanilirlar. Bununla birlikte, siilfoniliireler genellikle iyi tolere edilir ve tedavi sonrasi artan
kanitlar yan etkilerin ilaca gore degistigini ve sinifa genellenmemesi gerektigini gostermistir
(Abrahamson, 2015; Douros vd., 2018). Sadece gliburid veya birinci nesil bir ilaci
degerlendiren birkag¢ ¢alisma, yan etkileri tiim siilfoniliire sinifina atfetmistir (Abrahamson,
2015; V. Cheng & Kashyap, 2011).



Farkli siilfoniliire grubu etken maddeler arasinda birtakim farklar bulunmaktadir.
Plazmadaki insiilin diizeyi artisinin kan sekerini diisiirme aktivitesine orani su sekiledir
glimepirid < glipizid < gliklazid < glibenklamid seklindedir. Glibenklamid i¢in giinde tek doz
yeterli gelir. Fakat glipizid giinde iki kez verilir. Glibenklamid bazal insiilin salinimimn
glipizide gore daha fazla arttirmaktadir ve bu nedenle hipoglisemi riski glipizide gore daha

fazladir (Rendell, 2004).

Siilfoniliirelerin en dnemli yan etkileri hipoglisemi ve kilo artis1 olarak bilinmektedir.
Insiilin salinmmu iizerindeki etkileri plazma glukoz diizeyinden bagmsiz oldugu igin,
hipoglisemi riski tiim siilfoniliirelerde goriiliir (A. Y. Cheng & Fantus, 2005). Siilfoniliire
gruplar1 plazma albliminine yiiksek oranda baglanirlar bu yiizden aspirin, alkol, anabolik
steroidler, kloramfenikol gibi ilaglarla da etkilesir ve bu durumda hipoglisemik etki artabilir
(Brien vd., 2000).

1.1.3.1. Doktora Tezi Kapsaminda Incelenen Glipizidin Fizikokimyasal
Ozellikleri

Glipizid Sekil 1.3* de gosterilen molekiil yapisina gore benzensiilfonamidler olarak
bilinen organik bilesikler sinifina aittir. Bunlar, bir benzen halkasina S-bagh bir siilfonamid

grubu iceren bilesiklerdir. Goriiniimii ise beyaz veya beyaz disi kristal toz yapidadir.

Sekil 1. 1. Glipizidin molekiil yapisi



Cizelge 1. 2.Glipizid molekiili fizikokimyasal ozellikleri (National Center for Biotechnology
Information, 2018)

IUPAC Adi : N-[2-(4-{[(sikloheksilkarbamoil)amino]siilfonil } fenil)etil]-5-
metilpirazin-2-karboksamid

Molekiiler formiil :  Cz1H27N504S

Molekiiler agirlik :  445,5 gr/mol

pKa : 4.32

Erime noktast : 208 - 209°C

Suda ¢oziintrligi : 0,016 gr/L

1.1.3.2. Doktora Tezi Kapsaminda incelenen Glipizidin Farmakodinamik ve

Farmakokinetik Ozellikleri

Glipizid (GLP) etken maddesi tip 2 diyabetli yetiskinlerin tedavisi i¢in FDA onayli
ikinci nesil bir siilfoniliiredir. GLP kan glukozunu disiiriicii bir ajandir. Kan glukozunu
disiiriicti etkinin ilk baglangici, uygulamadan yaklasik 30 dakika sonra ortaya ¢ikar ve etki
stiresi yaklasik 12 ila 24 saat siirer. Glipizid tarafindan uyarilan insiilin saliniminin yemege
cevap olarak ortaya ¢ikmasi 6nemlidir. Uzun siireli glipizid tedavisinden sonra bile aglik
insiilin diizeyleri artmamistir. Fakat yemekten sonra tokluk insiilin cevabi en az 6 aylik tedavi
stiresince artmaktadir. Glipizidin metabolizmas1 esas olarak karacigerde meydana gelir.
Glipizidin ana tedavi edici etkileri dncelikle insiilin saliniminin uyarildig1 pankreasta meydana
gelir. Bunun yaninda, kaslar, yag ve karaciger hiicreleri iizerinde insiilin sinyal etkilerinin
desteklenmesi gibi etkilere de aracilik eder. Endojen hiicreler tizerindeki etkisi nedeniyle,
glipizid dahil siilfoniliireler, ilac1 alan hastalarda hipoglisemi ve kilo alma riski ile iliskilidir.
Glipizid iskelet kaslarina glukoz alimini artirabilir ve karacigerde insiilin etkisini
giiclendirebilir. Diger etkileri arasinda karaciger ve yag dokusundaki lipoliz ve hepatik glukoz
¢ikisinin inhibe edilmesi ve glukoz aliminin ve oksidasyonunun artmasi yer alir (National
Center for Biotechnology Information, 2018). Glipizid diyet ve egzersize yardimci olarak
kullanilir. Diyet, egzersiz ve ilag uyumuna ragmen 3 ayda yeterli metabolik kontrol
saglanamayan hastalarda HbAlc hedefine ulagmak i¢in metformin ile kombinasyon halinde
kullanilabilir. Tip 2 diyabetin kontroliinde diisiik maliyeti, bulunabilirligi ve etkinligi g6z
oniine alindi@inda, glipizid ve diger siilfoniliireler doktorlar i¢in yaygin seceneklerdir. Ikinci
nesil siilfoniliirelerin, birinci nesil ajanlarla karsilagtirildiginda agirlikca daha etkili oldugu

diistiniilmektedir. En dnemli yan etkisi bobrek ve karaciger bozukluklarinda viicutta birikip



uzun siiren hipoglisemilere neden olmasidir. Bu yan etkiler genellikle iyi tolere edilir. Bu

ylizden glipizidin biyolojik numunelerde izlenmesi 6nemlidir.
1.1.3.3. Doktora Tezi Kapsaminda Incelenen Glipizid i¢cin Literatiir Calismalar

Mevecut literatiirde Lakshmi ve Rajesh (2011) tarafindan farmasotik dozaj formlarinda
ve insan plazmasinda glipizid, rosiglitazon, pioglitazon, glibenklamid ve glimepiridin
eszamanli tayini i¢in basit YPSK yontemi gelistirilmistir. Formiilasyon karigimlart uygun
dilisyonlarda hazirlanmis ve plazma Ornekleri asetonitril ile ekstraksiyon yoluyla
hazirlanmistir. Yontemde GS degeri her ilag i¢in 0,1 pg ml? 'den daha diisik bir
konsantrasyonda tespit etmistir. Giin i¢i ve giinler arasi ¢aligmalar igin %RSD, segilen tiim
konsantrasyonlar i¢in 4,34'ten daha diisiik bulunmustur. Ayrica, yontem ICH’e gore
dogrulanmis ve sonuglarin kabul edilebilir aralikta oldugu goriilmiistiir. Bu nedenle 6nerilen
yontem ilaglarin rutin kalite kontroli i¢in kullanilabilir ve farmakokinetik ¢alismalara da

uygulanabilir.

Nagulancha ve Vandavasi (2023) basit, giivenilir bir TF-YPSK farmasotik
formiilasyonlardaki glipizidin safsizliklarini tayin etmek i¢in ICH Q2 uyarinca gelistirilmis ve
dogrulamistir. Geri kazamm degerleri ve regresyon degerleri sirasiyla %98,7-100,5 ve R?
>0,9999idi. Gelistirilen yontemin stabiliteyi gosteren Ozellikleri, zorunlu bozunma
calismalarindan degerlendirildi. Gelistirilen yontem glipizid dozaj formunun ger¢ek zamanl

numune analizi i¢in bagartyla uygulandi.

Shirode vd., (2022) Glipizid tayini i¢in bir TF-YPSK yontemi gelistirilmistir. Onerilen
yontem, BDS HYPERSIL C18 analitik kolon, mobil faz metanol:su 70:30 v/v, 1.0 mL min*
akis hizi ve 222 nm tespit dalga boyu kullanilarak ilacin ters faz modunda ayrilmasina
dayanmaktadir. GLP iyi bir sekilde ¢oziilmis ve t = 3.86 dakikada korunmustur. Yontem 1-7
ug mL? araliginda dogrusal bulunmustur. GLP i¢in GS ve TS sirasiyla 0.5281 ve 1.761 pg
mL? olarak bulunmustur. Valide edilen yontem, sirket i¢i formiilasyon ve pazarlanan

formiilasyonlardan GLP'nin kantitatif tayini igin basariyla kullanilmistir.

Mantr1 ve Shanmukhappa (2009) tarafindan basit, spesifik ve hassas bir yiiksek
performansli sivi kromatografik yontem gelistirmistir. Gradient pompa, ters faz C-18 analitik
kolon, 225 nm'ye ayarlanmis degisken UV-Goriiniir dedektor ve bir integratorden olusan bir

YPSK sistemi kullanilmistir. Mobil faz metanol ve %0,115 w/v amonyum dihidrojen fosfat



tamponundan olusmus ve ortam sicakliginda 1ml/dak hizinda pompalanmistir Glipizidin saf
ve farmasotik dozaj formlarinda tayini yapilmistir. Bu TF-YPSK yontemi dogrusalligi,
kesinligi ve dogrulugu agisindan dogrulanmistir. Kalibrasyon egrisi 10 ila 70 pg/ml araliginda

degerlerde dogrusaldir. Bu yontem i¢in 6rnek hazirlama metodu sunulmamastir.

Pani vd., (2014) tarafindan ¢alismada tavsan plazmasinda Glipizid’in tayini i¢in yeni,
basit ve hassas bir ters faz YPSK -PDA dedektorii kullanilarak yontem gelistirmis ve valide
etmistir. Gelistirilen yontem, kontrollii salimli yiizen mikrokiirelerin oral uygulamasindan
sonra tavsanlarda GPZ'min plazma ilag konsantrasyonunu belirlemek igin uygulanmistir.
Kalibrasyon egrisi 25.38-2046.45 ng/mL konsantrasyon araliginda dogrusal olarak tespit
edilmigtir. Mikrokiirelerden pH 7.4'te ¢oOziinen ilag fraksiyonu absorbe edilen ilag
fraksiyonuna kars1 grafige gecirildiginde, in vitro ve in vivo korelasyon ¢aligmasinda dogrusal

bir korelasyon (R? ----0.991) elde edilmistir.

Livd., (2013) i¢ standart (IS) olarak fenasetin kullanilarak insan plazmasinda metformin
ve glipizidi es zamanl olarak belirlemek igin segici, hassas ve hizli bir yliksek performanslt
stvi kromatografisi-tandem kiitle spektrometresi (YPSK-MS/MS) yontemi gelistirilmis ve
valide edilmigtir. Metanol ile 200 pL plazmanin tek agamali protein ¢oktiirmesinden sonra
metformin, glipizid ve 1S, metanol-10 mmol/L amonyum asetattan (75:25, v/v) olusan
izokratik bir mobil faz ile ayrilmistir. Dogrusal kalibrasyon egrileri metformin igin 4,10-656
ng/mL ve glipizid i¢in 2,55-408 ng/mL konsantrasyon araliklarinda elde edilmistir. Giin i¢i ve
giinler arasi hassasiyetin bagil standart sapmast %10'un altindaydi. Sunulan ydntemin oral
uygulamadan sonra saglikli goniillillerde metformin hidrokloriir ve glipizid tabletlerin

farmakokinetik ¢caligmasi i¢in uygun oldugu kanitlanmastir.

Atif vd., (2013) yayimlanan bir ¢alismalarinda insan plazmasinda Glipizid tayini igin
UV dedeksiyonlu basit, hassas ve secici bir YPSK yontemi gelistirilmistir. Plazma
orneklerinden ilac1 ekstrakte etmek igin sivi-sivi ekstraksiyon yontemi kullanilmstir.
Glipizid'in kromatografik ayrimi C18 kolon kullanilarak gergeklestirilmistir. Mobil faz;
glasiyal asetik asit ile pH 4.25'¢e ayarlanmig 0.01M potasyum dihidrojen fosfat ve
asetonitrilden (65:35, v/v) olusmustur. Kalibrasyon egrisi 50-1600 ng/mL konsantrasyon
araliginda dogrusaldi. Giin i¢i ve giinler aras1 kesinlik ve dogruluk degerleri %15'in altindaydi.
TS degeri 50 ng/mL ve ortalama geri kazanim %98'in lizerindeydi. Bu yontem, biyoyararlanim
ve biyoesdegerlik ¢alismalar1 igin plazma 6rneklerindeki Glipizid konsantrasyonunu analiz

etmek tizere uygulanabilir.



Bagadane ve Jadhav (2019) tarafindan yapilan bu ¢alismada ise Metformin hidrokloriir
ve Glipizid'in bulk ve farmasotik dozaj formunda eszamanli tahmini igin basit, dogru,
ekonomik ve hassas bir TF-YPSK yontem gelistirilmistir. Metformin hidrokloriir ve
Glipizid'in ayrilmasi, sabit faz olarak Cosmosil C 18 kolon, izokratik modda metanol ve sudan
olusan mobil faz (60:40, orto-fosforik asit ile pH 3 ayarlanmig) ve 226 nm'de UV tespiti ile
0,8 ml / dak akis hiz1 kullanilarak gergeklestirilmistir. Her iki ilag i¢in de % RSD % 2'den az
ve kuyruk faktorii 2'den az bulunmustur. Metformin hidrokloriir ve Glipizid i¢in teorik plaka
sayis1 2000'den fazla bulunmustur ve tiim validasyon parametreleri kabul edilebilir araliktadir.
Bu c¢alismada ornek hazirlanmasi igin bir ekstraksiyon ve zenginlestirme yontemi

sunulmamastir.

Rao ve Vijayalakshmi (2021) yayimlanan ¢aligmalarinda RP-UPLC teknigi ile glipizid
tayini i¢in basit, hassas ve dogru bir yontem gelistirilmistir. Sistem uygunluk parametreleri
standardin alt1 tekrarli incelenmis ve sonuglar kabul kriterlerinin oldukga altinda ¢ikmuistir.
Dogrusallik %25 ila %150 seviyelerinde calisilmis ve R 2 degeri 0,999 olarak bulunmustur.
GS ve 0.05 ug/ml ve TS ise 0.14 pg/ml'dir. Saflik esigi kabul edilebilir araliktaydi.

Tez kapsaminda gergeklestirilen literatiir ¢alismalari, insan serumunun yani sira plazma
veya idrarda Glipizidin belirlenmesi i¢in Gaz Kromatografisi (GC), Ters faz YPSK (RP-
YPSK) ve Yiiksek Performansli Sivi Kromatografisi (YPSK) gibi analitik yontemlerin
gelistirildigini ortaya koymaktadir. GC yontemi, termal olarak stabil bir {irlin olugturmak i¢in
tiirevlendirme iglemi gerektirir ve bu nedenle zaman alicidir. Bunun yani sira, yapisal olarak
benzer stilfoniliireler ayn1 tlirevleri olusturabileceginden GC yontemi 6zgiinliikkten yoksundur
(Atif vd.,2013). Glipizid farmasétik ilag ve biyoljik sividan tayini igin literatiirde en gok

kullanilan yontem ise basit, hassas. hizl1 ve giivenilir oldugu i¢in YPSK dir.
1.1.4. Doktora Tezi Kapsaminda Incelenen Statin Grubu Pravastatin Sodyum

Pravastatin sodyum (PST), Kkolesterol biyosentezinde sinirlayici bir enzim olan 3-
hidroksi-3-metilglutaril koenzim A (HMG-CoA) rediiktaz gii¢lii ve spesifik bir inhibitoriidiir
HMG-KoA rediiktaz inhibitorlerine Statinler ad1 verilir (Miyazaki & Koga, 2002). Statinler,
diinya ¢apinda en yaygin olarak recete edilen ilag sinifina aittir. 50 yas tizeri hemen hemen her
hastada kolesterol seviyelerini diisiirmekten kardiyovaskiiler hastaliklart dnlemeye kadar
kullanimi genisletilmistir (Davignon, 2004). ilacin basaris1 esas olarak lipit diisiiriicii etkisinin

Otesindedir statinler antiinflamatuar ve antioksidan 6zellikler icerir ve damar fonksiyon



bozukluklari azaltir (Treatment ve Ctt, 2012). Ilk madde olan lovastatinin piyasaya
stiriilmesinden ve 1987°de FDA onayr almasindan bu yana bir dizi HMG-CoA rediiktaz
inhibitori klinik tedaviye dahil edilmistir. Bu bilesikler hiperkolesterolemi tedavisinde ve
kardiyovaskiiler hastaliklarin mortalite ve morbiditesini azaltmada kullanilir. Birgok
farmakokinetik calisma yapilmistir ve farkli HMG-CoA rediiktaz inhibitdrleri
karsilagtirllmustir. Statinler metabolizmalarina gore hidrofilik statinler ve lipofilik statinler

olmak iizere ikiye ayrilirlar.
Hidrofilik statinler; Pravastatin, rosuvastatin, pitavastatin ve fluvastatindir.

Lipofilik statinler; Lovastatin, simvastatin ve atorvastatindir (Bergt vd., 2017). Statinler
genelde iyi tolere edilebilen ilaglardir. Pravastatin dekalin halkasina bagli hidroksil grubu
nedeniyle diger HMG-CoArediiktaz inhibitorlerinden daha yiiksek bir hidrofiliklige sahiptir
ve en iyilerden biri olarak tanimlanir (Lennerniis ve Fager, 1997; Onal ve Sagirli, 2006). PST
insanlarda LDL denilen diisiikk yogunluklu lipoprotein kolesterol konsantrasyonunu azalttigi
ve HDL olarak bilinen yiiksek yogunluklu lipoprotein kolesterol konsantrasyonunu arttirdigi
gosterilmistir (Miyazaki ve Koga, 2002).

1.1.4.1. Doktora Tezi Kapsaminda incelenen Pravastatin Sodyumun Etki

Mekanizmasi

Statinler kolesterol biyosentezinin hiz simirlayici adimim katalize eden HMG-CoA

rediiktazi yarismali sekilde inhibe ederler (Buse, 2003).
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Sekil 1. 2. Kolesterol Biyosentezinin Statinler Tarafindan Inhibe Edilen Basamagi (Schachter, 2004).

HMG-CoA rediiktaz, HMG-CoA'nin yeni kolesterol sentezinde hiz sinirlayici adim olan
mevalonata doniisimiinii katalize eder. Bu enzimin statinler tarafindan rekabetci inhibisyonu,
hepatosit kolesterol sentezini azaltir (Sekil 1.2). Hiicre i¢i kolesterol konsantrasyonundaki
buna bagl azalma, hepatosit hiicre yilizeyinde LDL-reseptor ekspresyonunu indiikler, bu da
kandan LDL-C ekstraksiyonunun artmasina ve dolasimdaki LDL-C konsantrasyonlarinin
azalmasina neden olur. Statinlerin ayrica, yiiksek yogunluklu lipoprotein kolesterol (HDL-C)
konsantrasyonundaki artiglar ve trigliserit konsantrasyonundaki azalmalar dahil olmak iizere
diger lipit parametreleri lizerinde de yararli etkileri vardir (Maron vd., 2000). LDL seviyesini

en ¢ok azaltabilen ilaglar statinlerdir. (Canseven, 2016).

1.1.4.2. Doktora Tezi Kapsaminda Incelenen Pravastatin Sodyumun

Fizikokimyasal Ozellikleri

Statinlerin molekiillerinin kimyasal yapilar1 Sekil 1.3°de gosterilmistir. Bu yapilar genel
olarak 3 kisimdan olusabilir (Rao K. vd., 2011).
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e enzim substrati olan HMG-CoA'nin bir analogu,
e statin molekiiliiniin enzime baglanmasini saglayan bir hidrofobik halka,
e ilaglarin ¢oziiniirlikleri  yani farmakokinetik ozelliklerinin tanimlayan halkalar

iizerindeki yan gruplar olarak ayrilir.
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Sekil 1. 3. Statinlerin kimyasal yapilar1 (Schachter, 2004).

HMG-CoA rediiktazin statin inhibisyonu i¢in yapisal mekanizma, alt1 farkli statine bagh
enzimin katalitik kisminin kristal yapilarinin ¢oziilmesiyle aydinlatilmigtir. Yapilar, statinlerin
enzimin aktif bolgesine baglanarak etki gosterdigini ve substratin enzimin substrata
baglanmasini sterik olarak engelledigi goriliir. Altt  statin-enzim  kompleksinin
karsilastirilmasi ile baglanma bi¢imlerinde ince farkliliklar oldugunu ortaya koymustur
(Schachter, 2004). Bu tez ¢alismasindaki hedef molekiil olan Pravastatin Sodyum mokekiil

yapisi ve fizikokimyasal 6zellikleri soyledir;
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Sekil 1. 4. Pravastatin Sodyum molekiil yapist (National Center for Biotechnology Information, 1996)

Cizelge 1. 3. PST molekiiliiniin fizikokimyasal 6zellikleri

IUPAC Adi: (3R,5R)-3,5-dihidroksi-7-[(1S,2S,6S,8S,8R)-6 - hidroksi - 2 - metil - 8 - [[
(2S) - 2 - metilbiitanoil] oksi]-1,2,7,8,8aR,heksahidro naftalen-1-il]-heptanoik asit
Molekiiler formiil : Cy3H307Na

Molekiiler agirhk :  446.52 gr/mol

pKa i 432

Erime noktas1 : 208 - 209°C

Suda ¢oziiniirliigii : 0,016 gr/L

PST beyaz, sarimsi kristal toz formunda goriiniir su ve metanolde serbestge ¢oziiniir,

kloroform, eter, aseton ve asetonitrilde nispeten ¢oziinmez (Al-badr & Mostafa, 2014).

1.1.4.3. Doktora Tezi Kapsaminda Incelenen Pravastatin Sodyum i¢in Literatiir

Cahismalanr

Prasanthi vd., (2021) tarafindan yayimlanan ¢alismada Pravastatinin saf ve tablet dozaj
formunda tayini i¢in basit, hizli, kesin, dogru, hassas ve stabiliteyi gosteren bir RP-YPSK
yontemi gelistirilmistir. pH'1 3'e ayarlanmis %0,1 formik asit ve 50:50 v/v oraninda metanol
iceren mobil faz ile Zorbax ODS sabit faz kullanilarak gelistirilmistir. Pravastatin piki 238
nm'de izlenmis ve alitkonma siiresi 4,44 dakika olmustur. Onerilen ydntemi 6zgiinliik, kesinlik,
dogrusallik, dogruluk, sistem uygunlugu ve saglamlik agisindan dogrulamak i¢in ICH
yonergeleri takip edilmistir. Yontemin 10-50 pug/mL arahiginda dogrusal oldugu R?=0.997
oldugu bulunmustur. Giin i¢i ve glinler arasi hassasiyet i¢in, Pravastatin i¢in %RSD %1,05 ve

%0,917'dir. Yiizde ortalama geri kazanim %98,36 olarak bulunmustur. GS ve TS degerleri
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strastyla 0,231 ve 0,701 pg/mL'dir. Pravastatin stabilitesi ¢esitli zorlanmis bozunma kosullari
altinda incelenmis ve asidik ve bazik kosullarda kolayca bozundugu goriilmiistiir. Gelistirilen
yontemin, farmasotik formiilasyonlardaki Pravastain'in rutin kalite kontrol analizleri icin

uygun bir uygulama oldugu goriilmiistiir.

Shinde vd., (2019) tarafindan yayimlanan ¢alismada tablet dozaj formunda pravastatin
sodyum tayini i¢in basit, dogru, hassas ve stabilite gdsteren bir UPLC yontemi gelistirilmistir.
Ayirma islemi C18 kolonda, mobil faz olarak pH 5.5 tampon: metanol karisimindan olusan
30:70 v/v oraninda mobil faz ile 0.2 ml/dak akis hizinda gerceklestirilmis ve tespit 238nm'de
UV-goriinlir dedektor kullanilarak yapilmistir. Alikonma siiresi 1,5 dakika olarak
bulunmustur. Kalibrasyon egrileri Determinasyon Katsayisi (r?) 0.999 ile dogrusaldi.
Pravastatin sodyum tabletin yiizde tayini %98,4 olarak bulunmustur. Gelistirilen yontemler

ICH kilavuzlarina gore dogrulanmustir.

Sithole vd., (2021) yayimladiklari bir ¢alismada yeni bir YPSK' yontemi geligtirmis ve
su anda mevcut olan tiim statinleri (atorvastatin, fluvastatin, lovastatin, mevastatin,
pitavastatin, pravastatin, rosuvastatin, simvastatin) es zamanli olarak analiz etmek igin
dogrulamigtir. Gradyan kosullar1 %25 asetonitril ile baglamis, 1.0 dakika sonra dogrusal olarak
%90'a yiikselmis, 6.5 dakikaya kadar % 90'da tutulmus ve son olarak baglangi¢ kosullarina
yeniden dengelenmistir. Mobil faz asetonitril/su ve 0.005 M (%0.2) oktan siilfonik asit-Na'dan
(pH 3.5) olugmustur. Akis hizi 10 pl enjeksiyon hacmi ile 1,0 ml/dak olarak ayarlanmistir.
YPSK yontemi 0.2-206.4 pg/ml konsantrasyon araliginda dogrusallik (R* =0.9999)
gostermistir. Tespit limiti (GS) ve miktar belirleme limiti (TS) degerleri sirasiyla <%15 ve
<%20 olan izin verilen sinirdadir. Yontem validasyonu i¢in tiim parametrelerin uygun bir
sekilde incelenmesinin ardindan YPSK yo6nteminin basarili bir sekilde valide edildigi ve nano-
emiilsiyonlarin ve nano-emiiljellerin formiilasyonu sirasinda kullanilan diger yardimci

maddelerle birlikte bile statinleri eszamanli olarak 6l¢mek i¢in dogru oldugu kanitlanmustir.

Sharma vd., (2023) yayimladigi bir ¢alismada Nebivolol Hidrokloriir f1 reseptor
blokoriidiir ve pravastatin sodyum farmakolojik etkisini kolesterol sentezinin inhibisyonu
yoluyla gosterir. Her iki ilag da terapotik olarak uyumludur ve tek doz formiilasyonda
uygulanabilir. Literatiir incelendiginde, sec¢ilen ilag kombinasyonu i¢in etkili bir strateji
bulunmadig1 goriilmiistiir. Sonug olarak RP-HPLC kullanilarak ilaglarda Pravastatin sodyum
ve Nebivolol hidrokloriiriin es zamanli olarak tahmin edilmesi i¢in basit, etkili, hassas, spesifik

ve hizli bir yontem olusturulmaya c¢aligilmigtir. 257 nm'de C-18 kolon, 20:80 oraninda
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asetonitril ve su mobil fazi en uygun kromatografik kosullar olarak bulunmustur. Pravastatin
sodyum ve Nebivolol hidrokloriiriin alikonma siireleri sirasiyla 2,092 ve 3,623 dakika olup
ortalama geri kazamm yiizdeleri sirastyla %99,38 ve %99,54'tiir. Onerilen teknigin ICH

kilavuzlarina uygun oldugu goriilmiistiir.

Maree vd., (2020) tarafindan transdermal ila¢ uygulamasi sirasinda kullanilan gesitli
statinleri (atorvastatin, fluvastatin, pitavastatin ve pravastatin) belirlemek ve miktarini tespit
etmek i¢in bir YPSK yontemi gelistirilmis ve dogrulanmistir. Yontemin en etkili oldugu
Restek Ultra C18, 250 x 4.6 mm, 5 pm kolon, 1.0 ml/dak akis hizi, 240 nm'de UV tespiti ve
10 pl enjeksiyon hacmi ile kanitlanmigtir. Kullanilan mobil faz % 0,1 ortofosforik asit igeren
asetonitril/ su olup %30 asetonitril ile baglanmis, 10 dakikaya kadar dogrusal olarak %70'e (4
dakika sonra) ¢gikarilmis ve ardindan baslangi¢ kosullarina yeniden dengelenmistir. Bu YPSK
yontemi 0.05-200.00 pg/ml konsantrasyon araliginda dogrusallik gostermis ve ortalama %98-
103 geri kazanim saglamistir. Tespit sinir1 (GS) ve miktar belirleme sinir1 (TS), statinlerin
atorvastatin (0,013-0,035 pg/ml'de olgiilebilir) hari¢ 0,004-0,006 pg/ml konsantrasyonlarda
tanimlanabildigini gostermistir. Yontem validasyonu sirasinda gerceklestirilen spesifiklik,
yontemin diger yardimci maddelerle birlikte transdermal formiilasyonlara dahil edildiginde

statinlerin dogru tespiti ve miktar tayini icin uygun oldugunu dogrulamistir.

Maslarska, (2014) tarafindan Pravastatin sodyumun tabletlerde tayini i¢in basit, dogru,
hizl1 ve hassas bir YPSK yontemi bagartyla gelistirilmis ve valide edilmistir. Mobil faz orani
455:545: 2: 1.2 v/v oraninda metanol : su : trietilamin : glasiyal asetik asitten olusan bir mobil
faz kullanilarak bir ters faz C 18 kolon tizerinde gergeklestirilmistir. Akis hiz1 2 mL/dak ve
tespit dalga boyu 238 nm idi. Dogrusallik, 0,9994 Determinasyon Katsayisi ile 25-200 pg/mL
linear araliginda gézlenmistir. Onerilen ydntem dogrusalligi, dogrulugu ve kesinligi agisindan
optimize edilmis ve dogrulanmistir. Bu yontem, tablet formiilasyonundaki Pravastatin

sodyumun rutin kalite kontrol analizi i¢in kullanilabilir.

Haandel vd., (2016) Insan plazmasinda pravastatin ve ana metabolitleri olan 3'a-
hidroksi-pravastatin, pravalakton ve 3'a-hidroksi-pravalaktonun eszamanl kantitasyonu i¢in
ultra yiiksek basingli sivi kromatografi-tandem kiitle spektrometrik (UYPSK-MS/MS) bir
yontem gelistirilmis ve valide edilmistir. EDTA igindeki plazma numuneleri, analitleri
stabilize etmek i¢in pH 4.5 (0.1 M tampon) i¢inde seyreltilmis ve eliisyon plakalarinda
hidrofilik lipofilik denge (HLB) kat1 faz ekstraksiyonuna tabi tutulmustur. Kromatografik
ayirma Cortecs™ C18 kolonunda (2.1 x 100 mm, 1.8 pm), 0.4 mL/dak akis hizinda asetonitril
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ve 10 mM metilamonyum asetat tamponu (pH 4.5) karisimi ile gradyan eliisyon kullanilarak
gerceklestirilmistir. Kiitle spektrometrik tespit, pozitif/negatif elektrospay iyonizasyon (ESI)
arasinda gecis yapan c¢oklu reaksiyon izleme kullanilarak gerceklestirilmistir. Yontem, 0,5-
200 nM konsantrasyon araligindaki tiim analitler i¢in dogrusaldir ve tiim kalite kontrol
seviyelerinde giin i¢i ve giinler aras1 kesinlik <%35,2 ve dogruluk (bagil hata olarak) <%38,0'dir.
Yontem 20-40 mg oral dozdan sonra ¢ocuklarda pravastatin ve metabolitlerinin

farmakokinetik 6zelliklerinin arastirilmasina basarryla uygulanmastir.

Athota vd., (2017) yaymmladig1 bir ¢alismada aspirin ve pravastatinin bulk ve
farmasotik dozaj formlarinda eszamanhi tayini icin stabilite belirleyici bir YPSK yontemi
gelistirdi ve dogrulamiglardir. Aspirin pravastatin ve bunlarin bozunma {irlinlerinin
kromatografik ayrimi Phenomex C18 kolonunda, mobil faz olarak su, asetonitril ve asetik asit
(40:59:01, v/v/v) karnisimi ile 1,5 mLl/dak akis hizinda izokratik eliisyon modunda
gergeklestirilmistir. Yontem aspirin ve pravastatin igin sirasiyla 20,5- 61,5 pg/mL ve 10-30
ug/mL konsantrasyon araliginda dogrusallik sergilemistir. Tespit ve miktar belirleme limitleri
aspirin i¢in sirasiyla 0,204ug/mL ve 0,680 ug/mL ve pravastatin igin 0,077 pg/mL ve 0,256
pug/mL'dir. Gelistirilen yontem dogruluk, kesinlik, segicilik, 6zgiilliikk ve saglamlik agisindan
valide edilmistir. Incelenen tiim parametreler kabul simrlar1 icinde kalmistir. Onerilen
yontemin kararlilik gosterme giictl, ilaglarin hidrolitik (asit ve baz), oksidatif, fotolitik ve kuru
151 stresi kosullarina maruz birakilmasiyla kanitlanmistir. Gelistirilen yontemin, stres bozunma
iiriinlerinin varliginda aspirin ve pravastatinin eszamanli olarak rutin analizi i¢in uygun oldugu

gorlilmiuistiir.

PST i¢in literatiirde kullanilan bazi analitik yomtemler Gaz kromatografisi-kiitle
spektrometrisi (GC-MS), yiiksek performansli sivi kromatografisi (YPSK), floresans
dedektorlii YPSK ve sivi kromatografisi-tandem kiitle(LC/MS/MS) dahil olmak iizere,
biyolojik sivilarda pravastatin sodyumun tayini ve miktarinin belirlenmesi i¢in UV-
Spektrometri, polarografik ve elektroanalitik yontemler rapor edilmistir (Bauer vd., 2005; Zhu
& Neirinck, 2003). Bu yontemler ¢ok hassastir ancak idrarda degil yalnizca plazmada miktar
belirlemeyi tanimlamiglardir. Diger yazarlar radyoaktif isaretli pravastatin kullanan plazma ve
idrar yontemleri yaymlamistir (Ertiirk vd., 2003). Bu yontemler 6zel ekipman ve giivenlik
kosullar1 gerektirir. Birkag yayinda LC/MS ve YPSK belirlenmesi agiklanmaktadir ancak
kiitle se¢ici saptama maliyetlidir ve siklikla rutin analiz i¢cin mevcut degildir YPSK daha basit

ve hizli, secici bir yontem olarak kullanilmistir.
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1.1.4.4. Doktora Tezi Kapsaminda Incelenen Pravastin Sodyumun Tedavide

Uygulanisi

Pravastatin, Ozellikle tip Ila ve IIb hiperlipoproteinemilerde olmak {izere
hiperkolesteroleminin tedavisinde kullanilmaktadir. Ayrica iskemik kalp hastaliginin hem
birincil hem de ikincil 6nlenmesi amaciyla hiperkolesterolemik hastalara profilaktik olarak da
verilmektedir. Ayrica felg riskini azaltmak i¢in daha Once miyokard enfarktiisii gecirmis
hastalarda da kullanilir. Pravastatin, yatmadan once giinde bir kez 10-40 mg'lik olagan
dozlarda sodyum tuzu olarak agizdan verilir. Doz 4 haftadan az olmayan araliklarla

ayarlanabilir (Shinde vd., 2019).
1.2. Ekstraksiyon ve Zenginlestirme Yontemleri

Son yillarda enstriimental analizde hizli, kesin, dogru ve duyarli metodolojilerin
gelistirilmesi 6nemli bir konu haline gelmistir. Biyolojik, ¢evresel numuneler ve farmasotik
iiriinlerdeki analitlerin belirlemesi i¢in yiiksek verimli analitik enstriimantasyonlarin
gelistirilmesindeki ilerlemelere ragmen, numune hazirlamak igin bir 6n islemin hala
kullanilmas1 gerekmektedir (Sarafraz-yazdi & Amiri, 2010). Numune hazirlama adimi, son
derece diisiik konsantrasyonlarda analitlerle ve karmasik matrislerle ¢alisirken daha 6nemli bir
adim haline gelir. Bu yiizden bazi ekstraksiyon yontemleri kullanilmaktadir. Geleneksel
ekstraksiyon yontemleri biiyiik miktarlarda toksik ¢ozgen tiikettiginden ve bu nedenle yesil
analitik kimyaya uygun olmadigindan dolayr yeni mikroekstraksiyon yontemleri
gelistirilmistir (Jalili vd., 2020). Genellikle 6rnek hazirlama yontemleri pratik, kullanimi
kolay, uygun fiyatli ve bir¢ok analitik cihaza uyumlu olmasi beklenir. Bu konudaki yeni
beklentiler organik ¢oziicii tiikketimini azaltmak, 6rnek hazirlama basamagini daha basit hale
getirme ve mikro diizeyde calismak seklindedir. Son yillarda bu avantajlarindan dolay1
mikroekstraksiyon yontemlerine ilgi artmistir (Dadfarnia et al., 2010; Sarafraz-yazdi & Amiri,
2010). Bu tez calismasinda da eser miktarda 6rnekte hem ayirma hem zenginlestirmeyi
saglayan bir mikro ekstraksiyon temelli yontemin gelistirilmesi hedeflenmistir. Uygulanan
mikroekstraksiyon adimindan sonra derisimi artan analitlerin hassasiyeti yiiksek analitik
cihazlarla dogrudan analizi kolay bir sekilde saglanmaktadir. Numunedeki matriks ortamindan
ayrilan analitin daha biiyiik hacimden daha kii¢iik hacimde solvente gecirilmesi ile gergeklesen
isleme zenginlestirme denir. Glinlimiizde numune hazirlama icin siklikla kullanilan

Mikroekstraksiyon Yontemleri sunlardir;

» Kati1 faz mikroekstraksiyon (KFME) (Kegili vd., 2019; Kudlejova vd., 2012)
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Manyetik Karigtirma Cubugu ile Ekstraksiyon (MKE) (Kabir vd., 2017)

Manyetik Kat1 Faz Ekstraksiyonu (MKFE) ( Liang vd., 2022)

Sivi Faz Mikroekstraksiyon (SFME) (Sarafraz-yazdi & Amiri, 2010b)

Dagitici Sivi-Sivi Mikroekstraksiyon (DSSME) (Chen vd., 2018)

Oyuk Fiber Sivi Faz Mikroekstraksiyon (Sarafraz-yazdi & Amiri, 2010a)

Yiizen Kat1 Organik Damla Mikroekstraksiyon (Dadfarnia vd., 2010)

Stiperkritik akiskan ekstraksiyon (Halvorsen vd., 2000)

Soxhlet ekstraksiyon (SOX) (Andreu & Pic, 2004; Pareja vd., 2011)

Mikrodalga destekli ekstraksiyon (MDE) (Kori, 2021; Madej, 2009; Park vd., 2012)
Fabrik temelli kat1 faz ekstraksiyon (FKFE) (Kabir vd., 2017a)

YV V. V VYV V V V V VYV V

Bu tez ¢alismasinda 6zgiin olarak sentezlenen maddelerin kullanildigi Manyetik kati faz

ekstraksiyon (MKFE) ve Fabrik kati faz ekstraksiyon (FKFE) yontemleri kullanilmistir.

1.2.1. Kat1 Faz Ekstraksiyonu (KFE)

Numune hazirlama; dogruluk, kesinlik ve miktar belirleme limitleri lizerinde dogrudan
bir etkiye sahiptir ve 6zellikle eser miktar belirleme amacglandiginda analitik siirecin hiz
belirleyici adimidir (Zwir-Ferenc ve Biziuk, 2006). Bununla birlikte bu adimda meydana gelen
tiim hatalar en iyi ayirma veya tespit yontemiyle bile diizeltilemeyeceginden bu siirecin 6nemi
gdz ardi edilemez. Kromatografik yontemlerin basarili bir sekilde uygulanmasindan &nce,
analitleri girisim yapan matris bilesenlerinden ayirmak ve zenginlestirmek i¢in ekstraksiyon
genellikle gereklidir. Bunun i¢in uzun yillar boyunca farkli ekstraksiyon teknikleri
uygulanmaktadir (Buszewski & Szultka, 2012). Kati faz ekstraksiyonu, diisiik organik solvent
tiilketimi, basitlik, hizlilik ve gelismis numune temizleme gibi diger geleneksel numune
hazirlama tekniklerine gore avantajlara sahip olan kapsamli bir numune hazirlama teknigidir.
SPE'nin bu avantajlar1 onu cevresel, klinik, biyolojik ve gida c¢aligmalar gibi farkh
biyo/analitik aragtirma alanlarinda gok gekici bir teknik haline getirmistir (Boyaci vd., 2015).
KFE'nin genel konfiglirasyonu genellikle ekstraktif bir sorbent iceren kisa bir
kolon/kartug/membran kullanan dolgulu yatak sistemidir (Boyaci vd., 2018). Kati faz
ekstraksiyonunda numune isleme Sekil 1.5 deki gibi dort farkli adimdan olusur. Baglangigta,
sorbent, analitin tutulmasinin tekrarlanabilirligini gelistirmek ve eliisyon asamasinda sorbent
safsizliklarmin taginmasini azaltmak igin ¢6ziicii ile sartlandirilir. Sartlandirici1 ¢oziicii daha
sonra numune ¢oziiclisiiyle ile degistirilir ve numune kontrollii bir akis hizinda numune alma
cihazindan gegirilir. Istege bagli olarak numune islendikten sonra sorbent, analitleri yerinden

oynatmadan istenmeyen matris bilesenlerini sorbentten uzaklastirmak igin zayif bir ¢oziicii ile
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yikanir. Son olarak, ilgilenilen analitler daha sonraki tayin icin sorbentten kiiciik bir hacimde

giiclii ¢oziicii i¢inde eliie edilir (Poole, 2003; Poole vd., 2000).

—conditioning — sample — washing —eluent
solvent solution solvent

—- polymer A 0N
| w? e
L) A 6 A
N
ey, o final analyte
. Diger bilegenler solution

»
»3" Analit molekiiller

Sekil 1. 5. Kat1 faz ekstraksiyon adimlar1
(Sandoval, 2017)

Biyolojik matrislerde ilaglarin belirlenmesinde numune hazirlama gerektiginde KFE
disinda sivi s1vi ekstraksiyonu (LLE) ve protein ¢okeltme gibi geleneksel teknikler kullanilir.
Ancak bu teknikler zahmetlidir ve analisti organik ¢oziiciilerle temasa maruz birakir. Ayrica
organik ¢oziiciilerin kullanimi atik olusumu nedeniyle ¢evresel bir sorun teskil etmektedir.
KFE, daha gelencksel numune hazirlama tekniklerine kiyasla birgok avantaja sahiptir: yiliksek
analit geri kazanimi, daha diisiik ¢0ziicii ve reaktif tiiketimi, yiiksek oranda saflagtirilmig
ekstraktlar, genis polarite araligindaki analitleri ayni1 anda ekstrakte etme yetenegi, otomasyon
kolaylig1, enstriimantal analize uygunluk ve organik ¢oziiciide azalma ayrica daha segici
olmasi ve daha temiz 6rnekler tiretmesi avantajlar1 olarak sayilabilmektedir (Vasconcelos vd.,
2020). Son yillarda kati faz temelli ve mikroekstraksiyon denilen daha hizli, daha segi¢i ve
uygulamast kolay bir ¢ok yontem kullanilmaya baglanmistir ve cogu yeni gelistirilen

yontemlerin temeli KFE ‘ye dayanmaktadir.
1.2.2. Kati Faz Mikroekstraksiyonu (KFME)
Kat1 faz mikro ekstraksiyonu (KFME) numune alma, konsantrasyon ve ekstraksiyonu

tek bir adimda birlestiren ve kromatografik sistemler gibi analitik cihazlara dogrudan

uygulanabilen modern, karmagik olmayan ve yesil kimyaya uygun bir numune hazirlama
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teknigidir (Spietelun vd., 2013). KFME ilk kez Pawliszyn ve Arthur tarafindan 1990 yilinda
Onerilmis ve pratikte uygulanmis ve 1993 yilinda ticari olarak kullanima sunulmustur
(Risticevic vd., 2010). Bu teknigin avantajlar1 arasinda basitlik, hizlilik, iyilestirilmis numune
temizligi, dogru analiz ve diisiik organik solvent tiiketimi (solventsiz veya solvent minimuma
indirilmis) yer alir (Boyaci vd., 2018). Bu teknik tarimdan tibba kadar ¢ok ¢esitli alanlarda
kullanilmaktadir. Sekil 1.6. KFME tekniginin uygulama alanlar1 ve uygulandigi analitlerin bir

BTE\S PAHSs, Pesticides, etc. \
Erimis silika
fiber
._

/*iii(‘1

Sorbent
ﬁ Biyolojik 6rnekler
Gida drnekleri /
\ Sy —
$ ~———————

s

kismin1 gostermektedir.

Bitki 6rnekleri Cevresel 6rnekler

Sekil 1. 6. Cesitli matris ortamlarindan farkli analitlerin ekstraksiyonu i¢cin KFME uygulamalarinin
sematik gosterimi (Jalili vd., 2020).

Bir KFME yontemi gelistirirken, fiber kaplamanin se¢imi, numune alma modunun
secimi, calkalama kosullarinin optimizasyonu, numune hacminin se¢imi ve ekstraksiyon ve
desorpsiyon kosullarinin optimizasyonu dahil olmak iizere ¢esitli adimlarin uygun sekilde
takip edilmesi gerektigi iyi bilinmektedir. Fiber-KFME cihazi, bir fiber tutucudan (Sekil 1.7a)
(manuel veya otomatik KFME islemlerini desteklemek i¢in iki farkli formatta mevcuttur) ve
modifiye edilmis bir siringaya benzeyen bir ignenin iginde yerlesik bir fiber/kati1 destegine
sahip fiber diizeneginden (Sekil 1.7b) olusur (O’Reilly vd., 2005). igne, fiberi numune
sigelerinin bolmelerine veya kromatografik enjektorlere niifuz etmesi sirasinda meydana
gelebilecek hasardan korur. Erimis silika fiber, uygun bir polimerik sabit fazdan olusan ince
bir tabaka ile kaplanir; bu, analitlerin numune matrisinden adsorpsiyon iglemleri sirasinda

konsantre edilerek ekstraksiyonuna ve zenginlestirilmesine olanak tanir (Pragst, 2007).
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Sekil 1. 7. Manuel KFME prosediirlerinin gergeklestirilmesine yonelik ticari olarak temin edilebilen
fiber SPME cihazinin grafiksel gosterimi. Manuel fiber tutucu (a) . 1 veya 2 cm uzunlugunda polimerik
kaplamayla kaplanmis ignenin i¢inde yerlesik fiber bulunan fiber diizenegi (b)

(Risticevic vd., 2010)

Erimis silika destegi

+—
44— KFME kaplama
¢ 15 Numune

Sekil 1. 8. KFME siirecinin ¢izimi

(Risticevic vd., 2010)

KFME'min en c¢arpict avantajlari basitlik, hizlilik, solvent eliminasyonu, yiiksek
hassasiyet, kiiciik 6rnek hacmi, diisiik maliyet ve basit otomasyondur. Geleneksel numune
hazirlama teknikleriyle kiiciik numune hacimlerini kullanmak ¢ok zordur. Bu, sinirli numune
boyutlart analitik kimya uygulamalari i¢in 6zellikle 6nemlidir. SPME kurulumu kiigiik ve
kullanish oldugundan, ¢ok kiiciik numunelerden analitlerin ekstrakte edilmesi i¢in kaplanmis
fiberler kullanilabilir. KFME ayrica yiiksek performansli sivi kromatografisi (YPSK) ve LC-
MS ile analizi i¢in de kullanima sunulmustur boylece zayif ugucu veya termal agidan kararsiz

bilesikler analiz edilebilmistir (Kataoka vd., 2000).
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1.2.3. Manyetik Kati1 Faz Ekstraksiyonu (MKFE)

Biyolojik sivilarda ilag analizi genellikle dort ana adimi icerir: hedef maddenin biyolojik
matriksten ekstraksiyonu, etkilesimlerin ayrilmasi, tespit ve veri isleme. Ancak plazma, idrar
gibi biyolojik numunelerdeki analizler bu matrislerin karmasikligi nedeniyle zordur. Plazma,
serum ve siitteki proteinler ve idrardaki inorganik tuzlar gibi endojen etkilesimlerin varlig
analitik ayirma adimindan 6nce numune isleminin yapilmasini gerektirir. Ayrica, analitlerin
¢ok diisiik konsantrasyonlarda mevcut olmasi yaygindir.Bu baglamda numune hazirlama

oncelikli bir konu haline gelir(Vasconcelos ve Fernandes, 2017).
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Sekil 1. 9. Manyetik kat1 faz ekstraksiyonunun temel adimlart

. Manyetik nanoparcagik

MKEE iizerine bir ¢alisma yapan ilk grup olan Safarikova ve Safarik (Mirka Safatikova
ve Ivo Safatik, 1999) manyetik sorbentlerin kullanimina dayanan KFE igin yeni bir prosediir
gelistirmigler ve bu yontemi manyetik kati faz ekstraksiyonu olarak adlandirmiglardir.
KFE'deki farkli yaklagimlar arasinda harici bir miknatisla ayrilabilir malzemelerin kullanimi
bu formatin geleneksel paketlenmis KFE'ye gore avantajlar1 nedeniyle giderek daha popiiler
hale gelmektedir. Ilag analizlerinde kullanilmasinin disginda MKFE'nin agir metal iyonlarimin,
cevresel analizlerde organik kirleticilerin, pestisitlerin ve secilmis kirleticilerin
zenginlestirilmesinde ve gida giivenligi analizlerinde 6n numune hazirlama ve tiirlendirilme
islemlerinde kullanim alanlar1 buldugu goriilmektedi (Yin vd., 2021). MKFE yonteminde bir
numune ¢ozeltisine dagilmis ve bir manyetik alanin uygulanmasiyla kolay ve hizli bir sekilde
geri kazanilan manyetik bir malzeme yer almaktadir. MKFE nin geleneksel KFE yontemlerine
gore sorbent paketleme sorunlari, yiiksek geri basing veya tikanma gibi yaygin sorunlarin

iyilestirilmesine olanak saglama gibi avantajlari bulunmaktadir (Maya vd., 2017). Bu yontem
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yliksek adsorpsiyon kapasitesi, yeniden kullanilabilirlik, basit ve hizli deneysel islem, yiiksek
verimlilik ve ekstraksiyon asamalar1 icin pahali laboratuvar ekipmanlarina gerek olmamasi
gibi birgok avantaji nedeniyle son yillarda 6énemli bir numune hazirlama yontemi olarak
analitik kimyacilarin ilgi odagi olmustur. Adsorbanlarin manyetik dogast ve manyetik
ayirmalarin  segiciligi nedeniyle bu teknik ayni zamanda numunelerden analitlerin

zenginlestirilmesi i¢in de kullanilmistir

1.2.4. Fabrik Faz Kati1 Ekstraksiyonu (FFE)

Fabrik faz1 kati ekstraksiyon (FFE), biyoloji, adli tip, gida, ilag, biyoanalitik, toksikoloji,
ulusal giivenlik ve halk sagligi alanlarinda ¢ok ¢esitli analitler i¢in gii¢lii bir numune alma ve
numune hazirlama yontemi olarak sunulmustur. FFE membrani , esnek bir kumas substrat ve
substratin yiizeyinde hareketsiz hale getirilmis sol-jel tiirevli, yiikksek verimli bir sorbent
kaplamadan olusur ve dogal veya sentetik bir kumasg alt tabaka lizerinde ultra ince bir kaplama
olusturmak igin sol-jel kaplama teknigi kullanilir. 2014 yilinda Kabir ve Furton, hem KFE'yi
hem de kat1 faz mikro ekstraksiyonu (SPME) islemini tek bir numune hazirlama tekniginde
yenilik¢i bir sekilde birlestiren Sekil 1.10°da verilen fabrik fazi sorptif ekstraksiyonu (FFE)
olarak adlandirilan yesil bir yeni nesil numune hazirlama yontemi gelistirmislerdir (Kabir vd.,

2017)
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Sekil 1. 10. FFE yontemi sematik gosterimi
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FFE’de dogal veya sentetik bir kumas alt tabaka iizerinde ultra ince bir kaplama
olusturmak ig¢in sol-jel kaplama teknigi kullanilir. FFE filtreleme, protein ¢dkeltme veya
santrifiijleme gibi ortam hatalarin1 azaltmak i¢in numunenin 6n ayirmasim gerektirmez.
FFE'de oncelikle numune ortamla temas ettirilir ve analiz edilecek madde adsorban {izerinde
tutulur ardindan FFE membrani organik ¢oziicliye daldirilir ve geri ekstrakte edilir. FFE'de
kullanilan kumas substrati %100 pamuk seliiloz (hidrofilik) veya cam elyafi (ndtr) veya
polyester (hidrofobik) olabilir. Bu substratlarinin esnekligini, gegirgenligini ve zengin yiizey
kimyasini basariyla kullanmis ve bu da hizli ve yiiksek verimli analit ekstraksiyonu i¢in ¢ok
yiiksek, kolayca erisilebilir aktif ekstraksiyon yiizeyi ile substrata kimyasal olarak baglanmig
bir mikroekstraksiyon sorbenti elde edilmesini saglamigtir. FFE, dogal/sentetik kumasg
substratlarinin esnekligini, gecirgenligini ve zengin yiizey kimyasini basarili bir sekilde
kullanmis ve bunun sonucunda hizli ve yiiksek verimli analit ekstraksiyonu i¢in ¢ok yiiksek,
kolayca erigilebilen bir aktif ekstraksiyon yiizeyine sahip substrata kimyasal olarak baglanan
bir mikro ekstraksiyon sorbenti elde edilmistir. FFE olaganiistii derecede yiiksek bir birincil
temas ylizey alani ve proteinler, parcaciklar igeren asir1 derecede karmagik numune
matrislerinden bile hedef analitleri dogrudan zenginlestirme yetenegi de dahil olmak iizere
solvent en aza indirilmis numune hazirlama tekniklerinde biiyiik avantajlar saglamistir (Kabir

vd., 2017).

Sekil 1. 11.Fabrik faz kat1 maddesinin hazirlanma adimlar (Kabir vd., 2017)
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FFE’deki adimlar Kabir vd., tarafindan yapilmistir ve 5 cm?lik bir fabrik faz parcasi
(2,5 cm x 2,0 cm) sol-jel PEG kapli fazin temizligini saglamak i¢in 5 dakika boyunca 1 mL
metanol: asetonitril (50:50, v/v) igerisine daldirild1 ve daha sonra organik ¢oziiciiyii ¢ikarmak
icin havayla kurutuldu. Temiz fabrik fazi daha sonra ilgilenilen analitler ile emdirilmis
numuneyi igeren numune alma sisesine (10 mL) daldirildi. Son olarak dnceden belirlenmis bir
stire boyunca analitlerin numune boyunca difiizyonunu desteklemek i¢in numune alma sisesi
manyetik bir karigtiricinin {stiine yerlestirildi. Bundan sonra fabrik faz numune alma
sisesinden ¢ikarildi, ¢alkaland1 ve kurutuldu. Ekstrakte edilen analitler uygun bir solvent
sistemine geri ekstrakte edildi. Solvent sisteminin 500 pL'si 1 mL'lik bir cam siseye aktarildu.
Ekstrakte edilen analitleri iceren kuru FFE cihazi solvent karisimma daldirildi. Geri
ekstraksiyon i¢in FFE cihazinin 6nceden belirlenmis bir siire boyunca solvent sistemine
batirilmig halde tutulmasiyla gergeklestirildi ve herhangi bir harici difiizyon mekanizmasi
(karistirma/sonikasyon) uygulanmadi. Ekstrakte edilen analitleri igeren geri ekstraksiyon
soliisyonu daha sonra kalan partikiilleri ¢okelmeye zorlamak amaciyla santrifiijleme igin bir
ependorf tiipiine aktarildi. Son olarak pargacik igermeyen Onceden konsantre edilmis analit
¢Ozeltisi kromatografik analiz i¢in bir YPSK numune sisesine aktarildi. FFE de kullanilan
kumagin yapisi seliilozdur ve Sekil 1.11° de gosterilen hidrofilik dogrusal bir polimerdir. Sol-
jel kaplama islemi sirasinda polikondensasyona katilabilen ii¢ hidroksil fonksiyonel grubu

igerir. Sol-jel sorbent kaplama i¢in uygun potansiyel bir substrattir.

OH

=~C>I

Sekil 1. 12.Seliiloz substratin kimyasal yapist (Kabir vd,2017)

Sol-jel kaplama iglemi, alt tabakaya kimyasal olarak baglanmis, oldukca gézenekli ve
esit sekilde dagitilmis, ultra ince {i¢ boyutlu hibrit inorganik-organik sorbent agtyla sonuglanir.
Kaplama bireysel seliiloz mikrofibrilleri iizerinde meydana geldiginden, sorbent yiiklemesi
nispeten yiiksektir ve kaplama kalinhigr diistiktlir. Sekil 1.12°de sol-jel PEG kapli FFE

ortaminin sematik gosterimini gostermektedir. Kumas substrat {izerindeki sol-jel PEG
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kaplama ciplak gozle goriilemese de, sorbent kaplamanin yapisi taramali elektron mikroskobu

veya benzeri goriintiileme cihazinda daha yiiksek biiyiitmede goriintiilenebilir.
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Sekil 1. 13. Seliiloz kumas yiizeyinde yiizeye yapistirilmis sol-jel PEG kaplamanin sematik gdsterimi.
(Samanidou ve Kabir, 2022).

FFE'nin avantajlar1 sunlardir;
(i) Basit, ucuz, hizlidir ve az miktarda ¢oziicii kullanimi saglar.

(if) FFE ortami, numune hazirlama igin orijinal numune matrisini tutan kaba dogrudan

yerlestirilebilir.

(iii) Analitlerin s1vi numuneye ve FFE ortamina diflizyonu sonikasyon, manyetik karistirma

ile artirilabilir.
(iv) Geri ekstraksiyon igin herhangi bir organik ¢oziicii kullanilabilir.

(v) Numune hazirlama adimlarinin sayisini en aza indirir, boylece potansiyel hata kaynaklarini

ve numune hazirlama maliyetini azaltir.
(vi) Sol — jel kaplamada sorbentler kolaylikla degistirilebilir.
(vii) Analit i¢in son derece yiiksek zenginlestirme faktorii gosterir; ve

(viii) Sorbent fazinin kimyasal olarak baglanmasi, FFE ortamina yiiksek kimyasal direng

saglar (Ares-Fuentes vd.,2022).
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Cok kisa bir siire icinde FFE; farmasdtik, cevresel, gida, biyolojik ve toksikolojik
numuneler dahil olmak {izere ¢ok ¢esitli numune matrislerinde uygulama alani buldu. Sol-jel
kaplama teknolojisinin son derece gozenekli kumas alt tabakaya benzersiz entegrasyonu,
karmasik ¢evresel numunelerden hedef analitleri yiiksek verimlilikle ¢ikarabilen verimli bir
numune hazirlama yéntemi ile sonuglandi. Sol-jel ekstraksiyon sorbentleri ve konake1
substratlar arasindaki giiclii kimyasal bag, FFE yontemine miikemmel ¢6ziicii ve kimyasal
stabilite saglar. FFE ortamindaki yiiksek sorbent yiiklemesi, ¢ok yiiksek numune kapasitesi
sagladi. Sol-jel sorbentin dogas1 geregi gozenekli yapist ve kumasin gecirgenligi, denge
ekstraksiyon siiresini O6nemli Olgiide saatlerden dakikalara distirerek, FFE'yi sahada
kullanilabilir miikkemmel bir numune hazirlama teknigi haline getirmistir. Ekstraksiyon

oncesinde numune temizleme gerekliligini ortadan kaldird (Zilfidou vd.,2018).

1.3. Kromatografik Ayirma Yontemleri

Rus Italyan botanikg¢i Mikhail Tsweet, filtre kagidi ekstraksiyonu ile ilgili gézlemlerini
1890'larda petrol bilesenlerini ayirmak icin gelistirilen yeni kolon fraksiyonlama metodlarina
uygulamustir ve iyi toz edilmis bir absorban ile doldurulan kolondan bitki ekstrelerini organik
coziicliler gecirildiginde renkli halkalarin kolonda sirayla ayrildigini gérmiistiir. Yunanca da
chroma kelimesi renk ve graphein kelimesi ise yazmak anlamina gelmektedir Bu nedenle
yontem kromatografi olarak adlandirilmistir. (Brena vd., 1996). Kromatografinin ¢ temel
bileseni vardir bunlar; Sabit faz( durgun faz) : Bu faz her zaman “kat1 yada “kati bir destegin
yiizeyine adsorbe edilmis bir sivi tabakadan” meydana gelir. Hareketli faz(mobil faz) : Bu faz
her zaman “siv1” veya “gaz halindeki bilesenden” olusur. Analit: Ayrilmis molekiillerden
olusur. Kromatografi, molekiillerin ¢esitli 6zelliklerine bagli olarak sabit faz ve hareketli faz
arasinda dagilarak birbirinden ayrilmasi prensibine dayanir. Kromatografide sabit faz olarak
kat1 faz yada kat1 fazin yiizeyine kaplanmis siv1 faz kullanilir. Bilegenlerin ayrilmasinda etkili
olan faktorler arasinda sabit veya hareketli faza olan ilgisi, polaritesi veya ¢oziiniirliik oranlar
yer almaktadir. Adsorpsiyon (tutunma) ve partisyon (dagilma) sabit faz tiiriine gore iki farkl
yontemdir ve molekiillerin polarligi yada ¢oziiniirliik farkliliklardan dolay1 karisimdaki yer
alan bilesenlerin bir kismi sabit fazda daha uzun siire kalarak kromatografi sisteminde yavas
hareket eder ve kolondan ge¢ ayrilir bazilar1 ise hizli bir sekilde mobil faza gegerek kolonu
daha ¢abuk terk eder.

Baz1 kromatografi tiirleri ;

* Kolon kromatografisi
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» Iyon degistirme kromatografisi

* Jel gecirgenligi (molekiiler eleme) kromatografisi
* Afinite kromatografisi

» Kagit kromatografisi

» Ince tabaka kromatografisi

* Gaz kromatografisi

* Yiiksek basingli s1vi kromatografisi (YPSK) (Stock ve Rice, 2013).

1.3.1. Kromotografik Yontemlerin Siniflandirilmasi

Kromotografide ayirma yonteminin farkli 6zelliklerine gore birgok siniflandirma sekli

vardir. Kromatografi kullanilan sabit fazin tiiriine gore kat1 ise adsorpsiyon kromatografi ve

sabit faz sivi ise partisyon (dagilma) kromatografi olarak iki grup altinda toplanabilir.

Adsorpsiyon kromatografisinde adsorbana tutunma giiglerinde farkliliklar, partisyonda ise

birbirine karigmayan iki farkli sivinin dagilmalarinin farkliligi sayesinde birbirlerinden

ayrilirlar.
M Kromatografi %
Adsorpsiyon Partisyon
(Sabit faz kati) (Sabit faz sivi)
sivi - kati gaz-kati SIVI-SIVI gaz-sivi
hareketli faz hareketli faz hareketli faz hareketli faz
sivI gaz S\

Sekil 1. 14. Sabit fazin tiiriine gore kromatografinin siniflandirilmast

Bu 6zelliklere gore de kromatografik yontemler;

» Ayrilma Mekanizmalari,
» Uygulama Bigimi,
» Sabit faz Tipine gore farkli guplarda toplanirlar.
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Cizelge 1. 4. Kromatografik yontemlerin siniflandirmasi

Ayrilma
Mekanizmalarina Gore

Uygulama Bicimine Gore

Faz Tiplerine Gore

Adsorpsiyon kromatografisi

Diizlemsel kromatografi

K/

s Kagit kromatografi

% Ince _tabaka
kromatografi (ITK)

Siv1 kromatografisi

s Sivi-Kati
kromatografi

% Sivi-Sivi
kromatografi

Dagilma kromatografisi

Kolon kromatografisi

®

% Gaz
(GC)

+ Yiksek basingli sivi

kromatografi

Gaz kromatografisi

< Gaz-Kati
kromatografi

< Gaz-Sivi

kromatografi (YPSK) kromatografi
Iyon degistirme Stiperkritik akigkan
kromatografi kromatografi

Jel filtrasyon (Molekiiler
eleme) kromatografi

Iyon ¢ifti kromatografi

Mobil faz sivi ise sivi kromatografisi (LC), gaz ise gaz kromatografisi (GC) olarak
adlandirilir mobil faz siiperkritik akiskan kullanilirsa Stiperkritik akiskan kromatografisi adini
alir (Coskun, 2016). Bu tez caligmasinda da kullanilan ve genellikle avantajlarindan dolay1
cok tercih edilen YPSK yontemidir.

1.3.2. Yiiksek Performansh Sivi Kromatografisi (YPSK)

Yiiksek performansli sivi kromatografisi (YPSK), biyoteknoloji ve farmasétik endiistri
alaninda analitlerin teshis edilmesi, karakterize edilmesi ve saflastirilmasi i¢in kullanilan
onemli yontemlerin basinda gelmektedir. Bu metod farkli alikonma zamanlarina sahip ¢oziiniir

molekiillerin kromatografik kolondan yiiksek basing altinda bir hareketli faz ile siiriiklenerek
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ayrilmasii ve teshis edilmesini saglamaktadir. YPSK'nin avantajlart arasinda; uzun kolon
kullanimi, yiiksek kesinlik, hassasiyet, hizli ve otomasyonin kolayligi, ugucu olmayan yada
sicaklikla hemen bozunabilen tiirlerin ayrilmasina uygunlugu bulunmaktadir. YPSK teknigi
sayesinde birgok molekiiliin yapisal ve fonksiyonel analizini yapmak ve saflagtirmak kisa
zaman i¢inde miimkiin olur. Bu teknik karbonhidratlarin, steroidlerin, lipitlerin, amino
asitlerin, niikleik asitlerin, proteinlerin, antibiyotiklerin ve diger molekiillerin ayrilmasi ve
tanimlanmasinda ¢ok iyi sonuglar verir (Konang, 2017). YPSK &zellikle son yillarda ve uzun
yillar boyunca da en ¢ok olarak kullanilan analitik cihazlardan bir tanesidir. YPSK’de analiz
edilmek {izere hazirlanan karigimdaki bilesenlerin ayrilmasinda sivi mobil faz ve sabit faz
kullanir. Cozelti ortaminda yer alan bilesenler ilk olarak bir solventte ¢oziiliirler ve daha sonra
yiiksek basing altinda kromatografi kolonundan gegmeye zorlanirlar. Kolon sabit faz olarak
kullanilir  Oktadesil (C18), silikajel sabit faza ornektir. Mobil fazin polaritesine gore
kromatografi yontemi iki tiptir; Mobil faz polar ve kolon tipi apolar kullanildiysa ise ters faz
kromatografi adin1 alir ve ¢ok sik kullanilan tiiridiir. Mobil faz apolar ve kolon tiirii polar ise
normal faz kromatografi denir. Ters faz kromatografi yonteminde polaritesi yiiksek olan
diisiik olanlara gore kolondan once ¢ikar ve hareketli fazin polaritesindeki artis olursa ¢ikis
zamani azalir. Polar hareketli fazin daha az polar ¢oziiciilerle degistirilmesi hareketli faza olan

ilgiyi azaltir ve maddeler kolonda daha ¢ok tutulurlar (Eser ve Sepici Dingel, 2018).

1.3.2.1. YPSK Yapisi1 ve Kisimlari

Modern YPSK'de 3-10 um'lik dolgu pargaciklariyla iyi akis hizlarina ulagsmak igin
birkag yiiz atmlik pompalama basinci lazimdir. Bu ytiksek basinglardan dolay1 YPSK 6zel bir

donanim ve karmasik bir sistem gerektirir.
Tipik bir YPSK, Sekil 1.14’den goriildiigii gibi temel olarak

Coziicti (Hareketli Faz) Hazneleri
Pompalama Sistemi

Kolon

Ornekleyici

Kolon Firim

N NN

Dedektorden olusmaktadir.
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Hareketii Pompa Oto Dedektér Veri

Faz Sigeleri érnekleyici / depolayici
ve iglemci

Sekil 1. 15. YPSK cihazi kisimlar1 (Okan Ongan, 2015)

Coziicii (Hareketli Faz) Haznesi

Hareketli fazin konuldugu kisim bir sivi kromatografi cihazinda tipik olarak genellikle
silindir siselerdir. Hazne, pompaya olan baglantis1 hareketli fazla reaksiyona girmeyecek veya
onu kirletmeyecek malzemelerden yapilmalidir: Teflon, cam veya paslanmaz gelik gibi
malzemelerdir. En ¢cok cam siseler kullanilir ve 6lgeklidir. Mobil fazin kirlenmesini 6énlemek
i¢in mobil faz siselerinde bir kapak bulunmalidir. Kapaklarda havanin rezervuara girmesine
izin veren bagka bir delik bulunur aksi takdirde hareketli fazin pompa tarafindan

¢ikarilmasinda vakum olusturacaktir.

Cozeltide yer alan ¢6ziinmiis gazlar veya parcaciklar akis hizlarini degistirip dedektor
performansim etkileyebilmektedir. Coziinmiis gazlar1 gidermek igin vakum pompasi,
damitma, 1sitma veya inert gaz kabarciklari iifleyici kullanabilmektedir. Filtreleme sistemleri
pompaya gelebilecek olan genellikle toz ve tanecikli maddelerin enjeksiyon sistemlerine zarar
vermesini ve kolonu tikamasini engellemek igin kullanilmaktadir. Bunlar sistemin ana pargast

degildir, fakat kullanilmasi cihaz i¢in yararlidir (Dong, 2006).

Pompalama Sistemleri

Sistemde numune ve mobil fazin enjektor, kolon ve dedektor boyunca siirekli sabit

akigini ve hareketli sivinin sistem igerisinde dolagimasini saglayan kisimdir.
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Bir YPSK pompasi i¢in ;

e Kullanilacak ¢oziiciilere karsi inert malzemelerden imal edilmeli,
e Yiiksek akis hizlar saglayabilmeli (10 mL/dak'ya kadar),

e Hassas ve dogru akis olmali (<%0,5 varyasyon),

e Yiiksek basing saglamali (400 atm'ye kadar),

e Darbesiz (puls icermeyen) akis saglamalidir.
Numune Enjeksiyon Sistemleri

YPSK yonteminde kesinlik parametresini belirleyen en 6nemli faktér numunenin
kolona verilmesinin tekrarlanabilir olmasidir. Numune enjeksiyon sistemleri manuel ve
otomatik drnekleyiciler olarak ikiye ayrilirlar. Manuel 6rnekleyici sistemler uzun zaman aldigi
icin ve tekrarlanabilirligi az oldugundan dolay1 daha az tercih edilir. Oto ornekleyiciler
sayesinde ise tekrarlanabiligi daha yiiksek olan pratik numune enjeksiyon sistemi
saglanmistir. Bu sistemin diger bir avantaji kisa siirede birden fazla 6rnegin calisilabilmesi,
kisisel hatalarin azaltilmasi1 ve bilgisayar kontrollii oldugundan 6rnekleme sirasinin kontrol
edilebilmesidir. Giiniimiizde birden fazla 6rnegi sirayla yerlestirilebilecek yeni otosampler

sistemleri kullanimi artmaktadir (Moldoveanu ve David, 2022a).

YPSK Kolonlari

Kolonlar; sabit fazdir. Sivi kromatografide diizgiin i¢ ¢apli ve paslanmaz gelikten
olusan kolonlar kullanilir. Genellikle ¢ogu 10-30 cm uzunlugundadir ve i¢ ¢aplari 4-10 mm
kalinliginda olan kolonlar kullanilir. Kolonlarda yer alan dolgu malzemeleri silis, alumina ve
regine gibi mikrotaneciklerdir. Analitik kolondan 6nce bir emniyet kolonu denilen koruma

kolonu kullanilir. Bu kolonun kullanilma amaglart ;

e Solventlerden sadece partikiil madde ve kirleticileri uzaklastirarak analitik kolonun
omriinii uzatmak,

e Hareketli fazi sabit faz ile doyurmak, boylece ¢oziiciiniin analitik kolondan kayiplari
en aza indirmek,

e Kirlendiginde yeniden degistirilebildigi i¢in, daha pahali olan analitik kolonlari

korumaktir.
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Analitik kolonlarin kullanilan malzemelerin polaritesine gore siniflandirilmasi tabloda
verilmistir. Kullanilan kolonun tipine gore maddelerin kolondan ayrilma zamani

degisiklik gosterir bu da analizler i¢cin ¢ok 6nemlidir.

Sabit fazin polaritesine bagl olarak normal ve ters faz kromatografisi olarak ayrilir.
Ters faz kromatografide sabit fazin polaritesi yiiksek (hidrofilik) iken normal faz
kromatografisinde sabit fazin polaritesi diisiik (hidrofobik) olur ve bilesenlerin ayrimi sabit
faza ilgisine gore gerceklesir. Ters faz (RP-YPSK) ayirma kolonlarina 6rnek olarak sabit faz
tiirleri ; Oktadesil (C18) gruba bagl silika jel (ODS) dir. RP-YPSK yo6nteminde hidrofobik
maddeler (yani, diisiik polariteye sahip maddeler) sabit faz tarafindan tutulur ve boylece
digerlerine nispetle alikonma siireleri daha uzundur. Giiniimiizde analizlerde en ¢ok tercih
edilen sabit fazin polaritesinin yiiksek olan RP-YPSK’dir. C18 ve C8 en ¢ok kullanilanlar
arasindadir. Bu kolonlar ayirma giicii yiiksek ve mekanik dayaniklilik saglamaktadir. Normal
faz analitik kolonlarinda sabit faz olarak ; Silika jel: -Si-OH kullanilir. Bu kolonda hidrofilik
maddeler (yani daha yiiksek polariteye sahip maddeler) sabit faz tarafindan giiclii bir sekilde
tutulur ve boylece nispeten uzun alikonma siirelerine sahiptir. Modern LC yada YPSK
cihazlarda sicaklik ayarinin yapan termostat sistemleri veya kolon sicakliginin sabit

tutulmasini saglayan kolon firini1 vardir (Moldoveanu ve David, 2022b).

Dedektor

Dedektor, fiziksel veya kimyasal bir 6zelligi konsantrasyona karsilik gelen 6l¢iilebilir
bir sinyale doniistiirmekten sorumlu bilesendir. Dedektorden gegen maddeler bir kaydedici

sayesinde kaydedilir. ideal bir dedektdr igin istenen dzellikler;

o Yiiksek hassasiyet ve tekrarlanabilirlik,

e Tiim ¢dzlinen maddelere yanit verir veya g¢aligilan analite gore 6zgiilliik;

e Sicaklik, mobil faz akisindaki degisikliklerden ve hareketli fazdan bagimsiz olan cihaz
yaniti,

e Giivenli, kolay ve hizli kullanim,

e Analizlenecek maddeyi tahrip etmemek,

e Nitel ve nicel anlamda kullanilabilmeleri

Dedektorlerden higbiri bu 6zelliklerin tiimiine sahip olmadigindan zamanla belirli bir

zorluga cevap vermek iizere ¢ok sayida dedektor tasarlandi, iiretildi. Bunlar arasinda kullanim
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kolayligi, oOngoriilebilirlik ve tekrarlanabilirlik en 6nemli ve en c¢ok beklenen

ozelliklerindendir.

Yaygin kullanilan dedektdrler;

UV-Dedektor (DAD)
Kiitle Dedektorii (MS)
Floresan Dedektor (FID)
Elektrokimyasal

Kirma indisi

Iletkenlik
Fotoiyonlagma

FTIR

Bunlarin arasindan en sik kullanilan ise UV-Dedektor ve Kiitle Dedektorleridir. Bu

calismada UV-DAD Dedektor kullanilmistir (Swartz, 2010).

UV(DAD) Dedektorleri

Giinlimiizde kullanilan en yaygin YPSK dedektoriidiir ¢iinkii 6l¢iilen birgok bilesik UV
15181 absorbe edebilen kromofor gruplara sahiptirler. Bu dalga boylarinda olefinler, aromatik
bilesikler ve ¢ift veya iiclii bag iceren molekiiller gibi pek c¢ok tiir absorpsiyon bantlarina
sahiptir. Baz1 organik ¢oziiciiler UV 151811 absorbe ettiginden, algilama araliginda absorbe
etmeyen ¢oziiciilerin kullanilmasina dikkat edilmelidir. Bununla birlikte LC'de kullanilan su
ve asetonitril gibi birgok ¢dziicii UV 15181 igin gegirgendir (Konang, 2017). Ug farkl1 tipte UV
dedektorii vardir. Farkli dalga boylarina dayanan sabit dalga boyu dedektorleri, degisken dalga
boyu dedektorleri ve genis spektrumlu bir lambadan iiretilen bir veya daha fazla dalga boyuna
dayanan fotodiyot dizi dedektérleri. Tlk YPSK sistemlerinde kullanilan sabit dalga boylu
dedektorler ucuz ve basittir, ancak giinlimiizde sinirli kullanimdadir. Giiniimiizde en yaygin
olarak bir¢ok degisken dalga boylu ve fotodiyot dizili dedektdr kullanilmaktadir. Diyot dizi
dedektoriinde numune, lamba tarafindan iiretilen tiim dalga boylarindaki 1518a ayn1 anda maruz
birakilir. Emisyon kaynagindan gelen 1siklar kromatik bir mercek sistemi ile toplam 151k
dedektor hiicresinden holografik bir 1zgaraya geger ve daha sonra 100'lerce diyot iceren bir

diyot dizisine diiser. Kromatogram, ¢alismanin sonunda s6z konusu diyot iizerine diisen UV
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dalga boyu kullanilarak alinir. DAD, analitin farkli dalga boylarindaki tepkisini tek bir
caligmada gérmeye yardimct olur ve bdylece zaman ve enerji tasarrufu saglar. Bu dedektoriin
calisma programi; fotonlarla belli bir elektrik alan etkisinde elektrotlarda toplanmasina ilkesini
kapsar. Fenolik bilesikler, antibiyotikler, pesitisit gibi pek ¢cok kimyasal maddelerle yapilan
caligmalar i¢in UV veya DAD dedektor kullanilabilir (Ding ve Senol, 1998; Stevenson, 2020).

Gergeklestirilen tez calismasinin temel amaci yaygin olarak kullanilan ve birlikte recete
edilebilen  stilfoniliire grubu oral antidiyabetik ilag olan GLP ve statin grubundan
antihiperlipidemik PST ila¢ etkin maddelerinin diisiik derigsimlerdeki miktarlarini analiz
edebilmek i¢in; bu maddelerin sentetik idrar ve tiikiiriik 6rneklerinden ve bulunduklari
farmasotik preparatlarindan segici olarak MKFE ve FFE teknikleri yardimiyla ekstrakte
edildikten sonra sentezlenen kati faz maddelerinin karakterizasyonlarin1 FTIR, SEM, XRD ve
Raman yontemleri ile yapmak ve ekstraksiyon adiminda pH, solvent se¢imi ve hacmi,
adsorpsiyon ve desorpsiyon siiresini belirlemek iizere gerekli optimizasyon parametrelerini
calismak sonrasinda es anli miktar tayinlerinin yapilabilmesi i¢in bir YPSK yonteminin
gelistirilmesine dayanmaktadir. Esktraksiyon yontemlerinde manyetik kat1 faz ekstraksiyon
destek maddesi olarak Fe;Os@-Melanin ilk defa bu c¢alisma icin sentezlenmis ve
kullanilmustir. Fabrik kat: faz destek maddesi olarak Sol-gel Ti-PTHF fabrik faz denen kumas
adsorban madde ise hedef analitler icin ilk defa kullanilmistir. Bu kullanilan kat1 fazlarin segici
olarak bu calismada kullanilarak 6zgilinliik saglamasi amaglanmigtir. Karakterizasyon
calismalar1 sayesinde sentezlenen maddelerin yapisi aydinlatilmis bdylece hedeflenen yapiya
ulasildigini ispatlanmis olur. Gelistirilen YPSK metodunu hedef analitlerin es anl tayinlerini
saglamak ve kabul edilebilir analitik performans parametrelerine ulasildigini gdstermek

amaciyla metodun validasyon c¢aligsmalar1 yapilmasi amaglanmistir.
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2. GEREC ve YONTEM

2.1. Kullanilan Cozeltiler ve Cihazlar

Deneylerde kullanilan ve hazirlanan ¢ozeltiler analitik safliktadir. Hazirlanan tiim ¢ézeltiler

MP Minipure Dest Up cihazindan elde edilen ultra saf su ile hazirlanmustir.
2.1.1. Hazirlanan Cozeltiler

pH 2.0-12.0 Britton Robinson (BR) tampon Cozeltisi : 2.47 g HsBOs (Merck), 0.02 M 2.67
mL HsPO. (Merck) ve 0.02 M 2.32 mL CHsCOOH (Merck) asitlerini igeren stok BR ¢ozeltileri
hazirlandi. Uygun pH araliklarinda istenen tampon ¢ozeltilerin hazirlanmasi igin bir Mettler
Toledo markali pH metre yardimiyla kontrol edilerek 0.1 M NaOH eklenerek istenilen pH’a

gore ayarlandi. Ardindan 1siktan ve 1sidan korunarak uygun kosullarda saklandi.

Glipizid ve Pravastatin Na calisma cozeltileri, 50 ppm: Analitik saflikta hazirlanmis olan
1000 ppm’lik etken madddelerin ana stok ¢6zeltilerden yararlanilarak sirasiyla 5.0 mL GLP
(Merck) ve 5.0 mL PST (Deva Holding) ¢ozeltileri mikropipet yardimiyla 6lgiilii balon siseye
aktarildi bir miktar metanol ile ¢6ziiliip 100.0 mL’ye tamamlandi. Karisim ¢6zeltisi amber

renkli cam sigeye aktarilarak +4°C’de buzdolabinda saklandi.
2.1.2. YPSK Cihaz i¢cin Kullamlan Cézeltiler

Asetonitril Cozeltisi (ACN) : %99’luk YPSK saflikta ACN (Merck) ¢ozeltisi kullanilir.

Fosfat Tamponu : 0,02 M KH2PO4 (Merck) katisindan hazirlanir ve pH:3‘e ayarlanir.

Metanol (MeOH) : YPSK saflikta MeOH (Merck) ¢6zeltisi kullanilir.

2.1.3. Manyetik ve Fabrik Faz Sentezinde Kullanilan Reaktifler

= FeS04.7H,0 c¢ozeltisi : Molar kiitlesi: 278.01 g/mol olan FeSO4.7H,0 katidan (Sigma
Aldrich) 9.72 gr tartilir ve %50 MeOH ile ¢oziiliir.

= FeCl; 6H0 c¢ozeltisi : Molar kiitlesi : 270.33 g/mol olan katidan 3.10 gr FeSO..4H,0O
(Sigma Aldrich) tartilir ve %50 MeOH ile ¢oziliir
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= 1 M HCI gozeltisi: Derisik % 37 lik HCI (Merck) ¢ozeltisinden 3.2 ml alinip balon joje

icerisine aktarilarak hacmi 100’ml ye tamamlanmustir.

" % 50 (v:v) MeOH c¢ozeltisi: Bir meziir yardimiyla 50 ml Metanol (Sigma Aldrich) ile 50

ml saf su karistirilarak hazurlanmustir.

= Derisik Amonyak (NH3) cozeltisi : % 28-30 saflikta Amonyum hidroksit ¢ozeltisi
(Merck)

=  TEOS (Tetraetil Ortosilikat) ¢ozeltisi : (Sigma-Aldrich) %99,9 saflikta ¢ozelti silanlama

ajan1 olarak kullanilir.

= Melamin katis1 : Molekiil kiitlesi : 318.3 g/mol olan Melamin (Sigma Aldrich ) katisindan
0,5 g tartilip 100 mL % 50 Metanolde ¢oziiliir.

2.1.4. Kullanilan Cihazlar

Shimadzu (Prominence) YPSK (Kyoto, Japan) cihazi ile tiim dl¢timler alindi.
Kullanilan YPSK cihazi;

e LC 20 AD kuaterner pompa,

e SPD-M20 A PDA dedektér,

e DGU-20A vakum gaz giderici {initesi,

e CTO-10 AS VP kolon firin1 donanimlarina sahiptir.

Kullanilan Karakterizasyon Cihazlar1 ;

e FTIR (Perkin-Elmer, USA) : Fourier Dontisiimlii-Infrared Spektroskopisi
e XRD (Bruker AXS D8) : X-Isin1 Kirinimi1 Analizi

e TEM (Gemini 550) : Taramali Elektron Mikroskobu

e Raman (WITec Alpha 300) ‘dir.

Kolon olarak Fenil heksil kolon, C18 (Phenomex) ile yontemler denendi. Tiim ayirma

ve tayinler ters faz C18 kolonu (Inertsil ODS-3, 250 mmx4.6 mm,Sum) iizerinde yapildi.

e pH metre (Mettler Toledo, Leicester UK) S220-K Masa iistii pH : Tampon
cozeltilerin pH’ 11 6lgmeye yarar.
*  Manyetik 1siticili karistirici : Cozelti hazirlanirken hem karistirmak hem de 1sitmak

i¢in kullanilir,
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* Rotator (Fisherbrand) : Ekstraksiyon sirasinda karistirma amaciyla kullanilir.

» Vortex (Jeotech, Korea) : Ekstraksiyon sirasinda titresim yoluyla karigtirma amaciyla
kullanilir,

» Ultrasonic Su banyosu :Tiim hazirlanan ¢ozeltilerin titresim ve sicaklik ayari

sayesinde ¢oziinmeyi hizlandirr.

2.2. Glipizid ve Pravastatin Sodyum Cézeltileri I¢cin Dogrudan YPSK Tayin

Yontemi Gelistirilmesi

Deneysel ¢alismalarin ilk adimi hedef ilag molekiillerini ayni anda tayin edebilecek bir
analitik yonteminin gelistirilmesidir. Ciinkii tez kapsaminda uygulanacak olan MKFE ve
FKFE yontemleri sonrasinda analizler YPSK-DAD sisteminde yapilacagindan ve daha dnce
literatiirde hedef analitleri analiz edecek bir yontem olamadigindan oncelikle bu yontemin
gelistirilmesi ve validasyonun yapilmasi gerekir. GLP ve PST etken maddelerinin ayni anda
YPSK cihazi ile dogrudan analiz edebilmek igin literatiir bilgileri 1s18inda pek cok farkli
yiiriitiicti faz bilesimi ve kolonlarla denemeler yapildi. Bu ¢aligmalar sirasinda her iki etken
madde pikinin de en iyi sartlarda ayrildig1 sabit fazin 250 mm’lik Inertsil C-18 kolonu
bulunmustur. ideal mobil faz bilesimlerini belirlemek igin organik mobil fazlarmn istenen pH’a
gore tampon ¢ozeltileri hazirlandi ve hareketli faz bilesimleri en dogru sonug igin izokritik ve
gradient eliisyon modlarinda yani farkli oranlarda solventlerden alinarak birgok denemeler

yapildi.
2.3. Gelistirilen Yontemin Sistem Uygunluk Testi (SUT)

SUT parametreleri sayesinde kromatografik caligmalarda kolon performansinin
optimizasyonu saglanir.Bu tez ¢alismasinda hesaplanan parametreler : Teorik tabaka sayisi,

Kapasite faktorii, Asimetri faktorii, Ayirma giiciidiir.
2.3.1.Teorik tabaka sayisi (N)
Piklerin keskinligini ve kolonun verimini belirler.ayrimin meydana geldigi en kiiciik

tabakadir. Tabaka sayis1 arttik¢a ayrim daha iyi olur ve kolon verimi artar. Bu deger en az

2000 olmasi istenir.
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tr1?
N = 16x [—]
w
tr : Alikonma zamani (dk)

w: Pik taban1 genisligi (cm)
2.3.2.Kapasite faktorii (k)

Alikonma faktdrii; boslugun hacmine, yani net alikonma siirelerinin, tutunmayan

(alikonmayan) bilesenin eliisyon siiresine gore oranini gosteren bir dl¢timdiir.

tp— 1
Lo

k =
Genellikle k' degerinin 2-8 arasinda olmasi gerekir.

2.3.3.Kolon ayirma giicii (Rs)

Iki pikin ne kadar iyi ayrildiginin bir 6l¢iisiidiir. Rs degerinin >2 olmast iyi bir ayrim
i¢in istenir.
_ 2(tgy — tg1)
Wy +w,

Rs

2.3.1.4. Asimetri faktorii (As)

Pik taban yiiksekliginin %10 unu ifade eder. 0.95 ile 1.2 aras1 olmas1 beklenir

(Ertas vd.2018).

2.4. Gelistirilen YPSK Metodunun Validasyonu

Yeni geligtirilen bir analitik metodun validasyon calismalarinin yapilmasi hatalarin
giderilmesi veya hatalarin kabul edilebilir diizeye inmesi a¢isindan ¢ok dnemlidir ve yontemin
gilivenirligini test etmek igin yapilmasi gerekmektedir. Uluslararasi kabul goren cesitli
gecerlilik kriterleri mevcuttur. Bu tez g¢alismasi igin yapilan validasyon parametreleri :
Dogrusallik, Segicilik, Dogruluk, Kesinlik, Gozlenebilme Sinirt (GS) ve Tayin Siiri(TS),
Saglamlik ICH kilavuzuna goére uygulanmis ve gerekli veriler hesaplanarak Bulgular

boliimiinde sunulmustur.
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2.4.1. Ozgiinliik

Ozgiinliik, ¢ozelti icinde olabilecek diger bilesenlerin varliginda analiti kesin olarak
degerlendirmektir. Bunlar safsizliklar veya bozunma iirlinleri olabilir. Safsizlik tayininde
secicilik, etken maddeyi veya analiti uygun safsizlik seviyesinde ekleyerek, bu safsizliklari
ayri ayr1 veya numune igerisinde ayrildigini gostererek saglanabilmektedir. Pik saflik testleri,
analit pikinin tek bilesene ait oldugunu géstermek i¢in yararh olabilir (ICH, 2014). Bu tez
caligmasinda 6zgiinliik i¢in hedef antidiyabetik ajan olan Glipizid molekiiliinden farkli bazi
antidiyabetik maddeler PST ve GLP igeren standart 10 ppm derisimindeki ¢ozeltiye bilinen
miktarda eklenerek kromatogramlar: alinmistir. Bu girisim ¢aligmasi sonucu hedef analitlerin
bu piklerden ayrilip tespit edilebildigi goriilmistiir. Ayn1 zamanda uygulanan ekstraksiyon

calismalarinda bu etken maddeler tutunmamustir.
2.4.2. Dogrusal Aralik

Dogrusallik belirli konsantrasyon araliginda analitten alinan sinyalin artan analitin
derisimiyle orantili olmasidir. Bu parametre i¢in hazirlanan standartlar dogrultusunda
kalibrasyon grafigi elde edilir. Bu grafik sayesinde regresyon formiilii (y=axtb) ve
Determinasyon Katsayis1 (R?) cihazdan bulunur (Paithankar, 2013). Determinasyon Katsayisi
1’e yakin olmas1 beklenir; ne kadar yakin olursa dogrusallik o kadar iyi olur. Bu tez
calismasinda 5 adet artan konsantrasyonda GLP ve PST’karisimindan olusan kalibrasyon
standartlari hazirlandi bunlar; 1, 2, 5, 10, 20 ppm’dir. Bu standartlar YPSK kosullarinda analiz

edildi ve gelistirilen metod ile 3 tekrarli okutuldu.
2.4.3. Gozlenebilme ve Tayin Sinir1 (GS ve TS)

Gozlenebilme simir1 (GS) yani Limit of Detection (GS) degeri bir numunedeki tespit
edilebilen fakat nicel kesin bir deger olarak belirlenemeyen en kiigiik analit miktaridir. Bu
deger genellikle linear araliga girmez. Tayin siir1 (TS) olarak bilinen Limit of Quantification
(TS) bir numunedeki uygun hassaslik ve dogrulukta nicel olarak belirlenebilen en diigiik analit
miktaridir. GS aralifinda bir analit iceren numuneler kullanilarak spesifik bir kalibrasyon
egrisi iizerinde ¢aligilmalidir. Bir regresyon ¢izgisinin artik standart sapmasi veya regresyon
cizgilerinin y kesim noktalarinin standart sapmasi standart sapma olarak kullanilabilir (ICH,
2014; Zakeri Milani et al., 2014). GS ve TS igin 6ncelikle rezidiiel standart sapma (Sres)

hesaplanir; kor numune temin edilemediginde GS hesabi bu yolla yapilabilir.
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=Ry —Y,
STES — \/ZFI( |' est:'

n-2

Yi: Ilgili konsantrasyona kars1 elde edilen deger
Yest: Ilgili konsantrasyona kars1 lineer regresyon formiilii kullanilarak elde edilen degeri,

n: Konsantrasyon sayisi

Hesaplanan rezidiiel standart sapma ve regresyon analizi sonucu elde edilen egim degeri

kullanilarak GS ve TS hesaplanabilir.

Sres Sres

LOD = 3XT LOQ = 1OXT

b: regresyon analizi sonucu elde edilen egim degeri (y=a+bx) (Sanogi vd.,2009)
2.4.4. Dogruluk

Yeni gelistirilen bir metodun dogrulugu, elde edilen sonuglarinin gercek deger olarak
kabul goren degere olan yakinlhigina denir. Gergek kabul edilen deger farkli yollardan elde
edilebilir. Bu yollardan biri; yeni gelistirilen yontemin sonuglarini, yerlesik yontemlerden
birinin sonuglari ile karsilastirmayla bulunabilir. ikinci yol ise; dogrulugu kesin olarak bilinen
konsantrasyonlara sahip bir 6rnegin analiziyle kontrolii sayesinde elde edilebilir. Dogruluk
parametresi yonteme ait geri kazanim (%) degerleri ile ifade edilir ve sonuglarin gergekligi
hakkinda bilgi verir (Ertas ve Kayali, 2005). Metodun % geri kazanmim degerleri asagida
belirtilen formiil sayesinde hesaplanmaktadir. Hesaplanan degerler Bulgular boélimiinde

verilmistir.

C
Geri Kazanum (%) = axlOO

C1: Kalibrasyon egrisinden bulunan konsantrasyon degerini (ng/mL),

C2:Bilinen konsantrasyon degeri (ng/mL) .
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2.4.5. Kesinlik

Kesinlik ifadesi onemli validasyon parametrelerinden biridir ve 6l¢iim sonuglarinin
birbirlerine olan yakinligini ifade eder. Bu parametre tekrarlanabilirlik ve hesap edilen bagil
standart sapma (% BSS) ile belirlenir ve rastgele hatalarin dagilimini géstermektedir. 1.0,2.0,
5.0, 10.0 ve 20.0 ug/mL konsantrasyonunda hazirlanan standart GLP ve PST ¢ozeltileri i¢in
kalibrasyon egrisi denkleminden yararlanilarak miktarlart ve standart sapmalar
hesaplanmistir. Bu 5 farkli konsantrasyona ait degerlerin ortalamasi alinarak metodun % BSS
(bagil hata) degerleri asagidaki formiil ile hesaplanmistir. Genelde % 10 altinda olmast
beklenir (ICH, 2014).

Standartsapma

% BSS = x100
Ortalama

2.4.6. Saglamhk

Saglamligin degerlendirilme asamasi yontem gelistirme sirasinda yapilabilir ve galisilan
prosediiriin tlirline baghdir. Yontem parametrelerindeki olabilecek degisimlere gore bir
analizin gilivenilirligi gosterilmesi gerekir. Yapilan oOl¢imler uygulanan kosullardaki
degisikliklere duyarliysa, analitik kosullar kontrol edilmeli veya bir 6nlem alinmalidir (ICH,
2014). Saglamlik parametresi igin bu tez ¢alismasi igin ¢alisilan parametreler ; enjeksiyon

hacmi, kolon sicakligi ve mobil faz oranidir.
2.5. Manyetik Kati Faz Destek Maddesinin Sentezi
[k defa bu ¢alismada kullanilmak iizere ve literatiir taramas1 sonucunda analiz edilecek

hedef molekiillere uygun (Fes0.@TEOS-Melanin) manyetik kat1 faz sentezlenmistir. Sekil

2.1 de sematik olarak gosterilen sentez prosediirii soyledir ;
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FeCl,

+
FeCl,

800°C 600 rpm

@ Manyetik nanopargacik

Sekil 2. 1. Manyetik kati1 faz sentez prosediirii

e 3.10 g FeCl,.4 H,0 ve 9.72 g FeCl36H20 karisimi 6nce 50 mL 0.1 M HCI ¢ozeltisi
icerisinde ¢6ziilmiig ve 800°C 600 rpm hizla magnetik karistirici ile karigirken {izerine
50 metil alkol eklenmistir.

e Sentez tepkimesinin gerceklestigi baloba tiip yardimiyla azot gazi verilerek inert bir
ortamda kati faz sentezi gerceklestirilmistir.

e Manyetik karistiricida 600 rpmde karigmakta olan ¢ozeltiye 200 mL 1.5 M NaOH
ekleyip magnetit (FesO4) olusmasi saglanmustir.

e Olusan koyu siyah renkli ¢ozeltinin igerisinden Fe3O4 taneleri uygulanan harici
uygulanan bir miknatis yardimiyla toplanmis ve % 50°lik etil alkol ile yikanarak 60
°C deki etiiv cihazinda kurutulmustur.

e Kurutulan manyetik malzeme havanda toz haline getirilip 2 gram tartilmistir ve 50
ml %50 lik metil alkol ¢dzeltisinde ¢6ziiliip ortama 2.5 mL kadar derisik amonyak
eklenmis ve 2 mL tetra etil orto silikat (TEOS) eklenerek magnetitin tanecik ylizeyleri
kaplanmustir.

o Cozeltiye 50 ml %50 MeOH/ACN karisim ¢ozeltisi eKlenmistir.

e Silanlama iglemi tamamlandiktan sonra yine azot atmosferi ortaminda 600 rpm de
karigmakta olan taneciklerin {izerinde 45-50 °C sicakliktayken, 0.5 g Melamin 100
mL % 50 metil alkoldeki ¢6ziiniip bu ¢ozelti manyetik karisima eklenerek
modifikasyon saglanmistir ve 4 saat karigmaya birakilmigtir.

e Daha sonra 6 saat oda sicakliginda bekletilip sonra yine MeOH/HO karigimi ile
birkag¢ kez yikanip yine etlivde kurumaya birakilmistir.Ekstraksiyonda kullanilmak

izere kat1 faz hazir hale gelmistir.
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2.5.1. Manyetik Kati Faz Destek Maddesinin Karakterizasyonu

Manyetik malzemelerin karakterizasyonu yani sentezlenen malzemenin dogrulugunu
ispat etmek icin bazi yontemler kullanilmis ve sonuglar1 Bulgular  boliimiinde

verilmistir.Yapilan karakterizasyon yontemleri ; FTIR, XRD, TEM, Raman Spektroskopisidir.

2.5.2. MKFE Yénteminin Prosediirii

Manyetik kat1 faz ekstraksiyonunun bu tez ¢aligmasi i¢in genel prosediirii Sekil 2.2° de
gosterilmektedir.Bu ¢alisma igin sentezlenen manyetik kati faz destek maddesi kullanilarak
yapilan deneysel basamaklarda pH, vorteks siiresi, solvent c¢esidi ve solvent miktar1 gibi
parametreler optimize edilmistir ve bu kosullar altinda hedef molekiillerin YPSK tayini

yapilmistir.

Siizme

= b =

HPLC Analiz

. Manyetik nanoparcagik

A GLPVePST omek gozeltisi

Sekil 2.2. MKFE yonteminin genel prosediirii

Manyetik kati faz destek maddesi deney adimlari asagidaki gibidir ;

» 50 mg manyetik kat1 faz destek maddesi tartilir.

» 15 mL’lik falkon tiiplere aktarilir. 2 mL saf su eklenir, tizerine 1 ml mikropipetle pH
2.0’ye ayarlanmig Britton Robinson(BR) tampon ¢6zeltisi eklenir.

> Bugozelti lizerine 10-750 ng.mL* araliginda PST ve GLP hedef analitleri igeren 6rnek
veya ¢alisma ¢ozeltisinden 2 mL eklenip ¢zeltiden eklenir ve ¢ozelti hacmi saf su ile
10 mL’ye tamamlanir.

» Falkon tiipler rotator cihazina yerlestirilir ve cihazda 50 rpm 40 dakikada ¢alkalanmast
saglanir.

» Siire bittiginde tiipler miknatis yardimiyla sulu fazlarindan pipetle ayrilir.
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Tiipte kalan manyetik kat1 faz iizerine belirlenen 500 puL isopropil alkolden alinir ve
tiipler optimum belirlenen 30 saniye siirede vortekslenmeye birakilir.

Bu islem sayesinde manyetik katt maddeden analitin ayrilarak ve daha kiigiik
hacimdeki solvent faza gecisi ile zenginlestirme hedeflenmistir.

Coziicii s1v1 faz ornekleri enjektor icerisine miknatis tiipiin kenaria tutularak alinir
ve 0,45 pm’lik enjektor ucu filtreden siiziiliip viallere aktarilir ve YPSK cihazina
yerlestirilir.

Bu sekilde ekstrakte edilen PST ve GLP iceren 6rnekler YPSK ile ayni zamanli tayin
edilebilmektedir.
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Sekil 2. 3. Manyetik kat1 faz ekstraksiyonu deney basamaklari
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2.5.3. MKFE Yonteminin Optimizasyonu

MKFE temelli zenginlestirme ve ayirma yonteminde hedef Once analitlerin manyetik
faza tutunmasini saglamak sonrasinda analitlerin tamaminin ¢oziiciiye gecisini saglamaktir.
Boylece yiiksek zenginlestirme saglanir. Optimize kosullarin saglanmast i¢in literatiir taramasi
sonucu parametreler belirlenmis ve 6n denemeler yapilmistir. Hizli ve kolay bir ayrilma
gergeklestirmek, diisiik miktarda organik c¢oziicii kullanimi saglamak, daha yiiksek

zenginlestirme faktorii elde edebilmek i¢in her bir optimizasyon basamagi ¢ok énemlidir.
2.5.3.1. pH Etkisinin Incelenmesi

Ortam pH’1 degisimiyle birlikte sentezlenen manyetik kati fazin yiizeyi veya kullanilan
analit molekiilleri protonlanabilir. Bu, molekiillerin etkilesiminde ve kat1 fazin
adsorpsiyonunda 6nemlidir. Bu yiizden optimizasyonda ilk belirlenmesi gereken faktordiir. En
uygun pH’1 bulmak amaciyla pH 2.0-10.0 arasinda olan BR tamponlari ayr1 ayr kullanilarak

MKFE yontemi uygulanmis ve elde edilen sonuglar pik alani cinsinden grafige gegirilmistir.
2.5.3.2. Desorpsiyon Coziiciisii Secimi

Kati faz ylizeyine adsorbe olan analitlerin manyetik kat1 destek maddesinden tam olarak
ayrilabilmesi ve YPSK’de okunabilecek hale gelmesi igin analiz dncesi uygun ¢dzgenin
belirlenmesi 6nemli bir parametredir. Kullanilan solvent ile birlikte kat1 fazdan tam ayrilma
saglanmali, en ideal pikler elde edebilmeli ve hedef molekiilleri kat1 faz yiizeyinden yiiksek
miktarda almabilmelidir. Ayn1 zamanda kullanilan ¢6zgenin toksisitesinin az olmasi ve yesil
kimyaya uygunlugu onemlidir. Bu amagla MKFE yonteminde ila¢g molekiillerini kat1 faz
yiizeyinden desorbe edebilmek i¢in metil alkol (MEOH), etil alkol (EtOH), acetonitril (ACN),
izopropil Alkol (IPA), aseton, su, ACN:MeOH (1:1) ve pH 2 BR tamponu ¢dzgen
optimizasyonunda denenmistir. Bu c¢alismada her bir ¢ézgenin 1.0 mL’si baglanmig

molekiillerin desorpsiyonu i¢in kati faz yilizeyine uygulanmaistir.
2.5.3.3. Desorpsiyon Coziiciisii Hacmi Belirlenmesi
Desorpsiyon i¢in ideal ¢ozgen belirlendikten sonra, bu ¢6zgenin miktarinin da optimize

edilmesi gerekir. Ciinkii zenginlestime basamagimin son adimi olan bu islem dogrudan

zenginlestirme faktoriinii tayin eder. Diisiik hacimde ¢6zgen (¢ogunlukla 200 uL nin alt1) ile
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analit bilesenlerinin tam desorpsiyonu saglanamaz ve viallere alinirken filtrasyon yapmak
zorlasir. Daha yiiksek miktarda ¢oziicliyle ise analit ¢ozelti seyrelir ve zenginlestirme katsayisi
diiser . Bu ylizden bu parametrenin optimizasyonu da olduk¢a onemlidir. Bu amagla diger
biitiin parametreler sabit tutulurken bir onceki basamakta belirlenen ¢6zgen ile hacmi 200 pL

ile 1250 pL arasinda degisen bir seri denemeler yapilmistir.
2.5.3.4. Adsorpsiyon (Calkama) Siiresinin Belirlenmesi

Hedef molekiillerin ¢6zelti ortamindan kat1 faz yiizeyine gecisi sirasindaki etkilesimleri
artirmak i¢in shaker, rotator gibi cihazlar kullanilmaktadir. Sabit ¢alkalama hizinda bu
etkilesim ic¢in ideal siireyi tespit etmek amaciyla yapilan optimizasyonda diger biitiin
parametreler sabit tutulurken, adsorpsiyon siiresi olarak 6rnekler 0, 5, 10, 20, 30, 40, 50, 60
dakika ¢alkalanmaya birakilmistir. Laboratuvarmizda bu amagla 50 rpm lik sabit hizda dénen

rotatdr cihazi kullanilmigtir.
2.5.3.5. Desorpsiyon Siiresinin Belirlenmesi

MKEFE yontemin ilk basamaginda kati faz yilizeyine tutunan hedef molekiillerin ikinci
basamakta faz ylizeyinden desorpsiyonunu hizlandirmak i¢in vorteks cihazi kullanilmstir.
Desorpsiyon siiresinin optimizasyonu i¢in deneyler 0 ile 120 saniye aralifinda olacak sekilde

bir seri ¢alisilmstur.

2.5.4. Manyetik Kat1i Fazin Yeniden Kullanilabilirlik ve Cozgenlerin

Desorplanma (Siyirma) Veriminin incelenmesi

Gelistirilen MKFE son basamaginda kati faz yiizeyine baglanan tiirler optimizasyon
adiminda bulunan ¢oziicii ile siyrilarak desorbe edilir. Desorplanma igleminin ne kadar basarili
oldugunu yani baglanan molekiillerin ne kadarmin siyrildigin1 géstermek {izere bu deney
yapilmigtir. GLP ve PST hedef molekiillerini 500 ng.mL" iceren model ¢ozeltilerle 5 ‘er
tekrarli yapilan deneylerde 3 kez art arda 500 uL siyirma ¢6ziiciisii ile desorbe edilmistir ve
iic basamakta toplam siyirma ile ayrilan bilesenlerin toplam pik alanlan yiizde yiiz kabul

edilerek, her basamagin ylizdesi hesaplanmustir.
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2.6. Fabrik Faz Destek Maddesinin Hazirlanmasi

100 cm?lik seliiloz yapidaki 15 dakika boyunca ultrasonik su banyosunda bekletilir
sonra distile suyla yikanir. Uzerine 1 M sodyum hidroksit eklenip 60 dakika boyunca
ultrasonik su banyosunda tutulur. Birka¢ kez daha distile su ile yikandiktan sonra 0,1 M
hidroklorik asit ortaminda bir saat daha ultrasonik su banyosunda ve inert atmosferde bir gece

bekletilir ve sonrasinda kaplama islemi yapilir.

Sekil 2. 4. Fabrik fazin goriintiileri

Yikama bittikten sonra fabrik fazin yiizey kaplamasi igin; 5 g polietilen glikol polimeri,5
mL sol-gel metiltrimetoksisilan(MTMS),10 mL metilen kloriir: aseton (50/50 v:v) ve 2 mL
trifloroasetik asit {izerine eklenir. Karisim 5 dk vortekslenmis ve 5 dk santrifiijlenmistir.
Santrifijjden sonra fabrik madde inert ortamda kurutulur. Fabrik faz 1 cm?®lik esit pargalar

halinde kesilip deneysel ¢aligmalarda bu haliyle kullanilmigtir (Kumar vd., 2014).

Sol-jel sorbent kapli Fabrik faz membranin hazirlanmasi ig¢in Fabrik faz alt tabakasinin
secimi ve &n islemi gerceklestirilir. Islem gormiis fabrik faz substrati iizerinde sol-jel sorbent
kaplama olusturmak icin sol-jel soliisyonu hazirlanir ve sol—jel sorbent kaplama islemi
yukarida anlatildigr gibi yapilir. Sol-jel sorbent kapli fabrik faz sicaklik kosullar1 ve

temizlenmesi saglanir ve numune hacmine gére FFE membram uygun boyutta (1 cm?) kesilir.
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2.6.1. Hazirlanan Fabrik Faz Destek Maddesinin Karakterizasyonu

Sol-jel Titanium-PTHF Kapli FFE Membran, kaplanmamis %100 selilloz pamuklu
kumas ve sol ¢ozeltisinin ana yapisini, yapinin fonksiyonel bilesimini ve sol-jel Ti-PTHF
sorbent kaplamasina entegrasyonunu ve sol-jel sorbent kaplamasindan 6nce ve sonra FFE
membraninin yiizey morfolojisini anlamak i¢in sirasiyla TEM ve FTIR yontemleri

kullanilmagtir.

2.6.2. Gelistirilen FFE Yonteminin Temel Basamaklari

2.6.2.1. Fabrik Faz Yikama Adimi

Sekil 2. 5. Fabrik faz yikama adimi

15 mL’lik falkon tiiplerine Once sirasiyla oncelikle 50:50 distile su/ACN-MeOH
cozeltisi, sonra distile suda yikama islemi yapilan 1 cm? ° lik Titania PTHF
(Politetrahidrofuran) adli kumas fabrik fazlar eklenir. Her ekstraksiyon adimindan dnce Sekil

2.6’de bu yikama islemi yapilir.

Fabrik faz ekstraksiyonu (FFE) i¢in deney basamaklart Sekil 2.7°de verilmistir ve
adimlar asagidaki gibidir ;
* 50 mL' lik falkon tiiplere 1 cm?lik titania PTHF fabrik fazi eklenir. Uzerine
sirastyla 2 mL distile su ve 1 mL pH:4 BR tamponu ilave edilir
= 15-1000 ng mL* araliginda PST ve GLP igeren model ¢ozelti eklenir. Hacmi
distile su ile 10 mL'ye tamamlanir
=  Falkon tiiplerin kapag sikica kapatilarak 50 rpm'de 30 dakika rotatdrde

calkalanmaya birakilir
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= (Calkalanma siiresi tamamlandiktan sonra fabrik faz sivi fazdan ayrilir.

Tiipte bulunan fabrik faz tizerine 500 uL. MeOH (Metanol) ¢ozeltisi eklenir.

= 40 saniye vortekslenir ve fabrik faza tutunmus olan analit bilesenlerinin sivi faz
olan MeOH c¢ozeltisine gecisi saglanir.

= Bu sivi faz enjektorle alinarak 0.45 pm'lik PTFE membran filtresinden siiziiliir ve
viallere aktarilir

=  YPSK-DAD cihazina analiz edilmek tlizere verilir.

GLP + PST
in MeOH

Sekil 2. 6. Fabrik faz ekstraksiyon adimlari
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2.6.3. FFE Yonteminin Optimizasyonu

FFE temelli zenginlestirme ve ayirma yonteminde hedef Once analitlerin fabrik faz
pargasinin yiizeyine tutunmasini Ve sonrasinda analitlerin tamaminin ¢oziiciiye gegmesini
saglamaktir. Bu adsorpsiyon (tutunma) ve desorpsiyon (geri birakma) asamasinda fabrik faz
ortaminin pH’1, kullanilan ¢bézgen tiirli ve hacmi, ¢ozgenle ne kadar siire temas ettigi
onemlidir. Boylece yiiksek zenginlestirme saglanir. MKFE’da yapildigi gibi optimize
kosullarin saglanmasi i¢in literatiir taramasi sonucu parametreler belirlenmis ve 6n denemeler
yapilmistir. FFE igin yapilan optimizasyon parametreleri MKFE i¢in yapilan parametrelerle

ve uygulanis yontemi olarak aynidir.

2.7. Yontemlerin Uygulamalari i¢cin Model Cézeltilerin Hazirlanmasi ve

Uygulanmasi

Gelistirilmis olan mikroekstraksiyon temelli ve kromatografik analiz yontemlerin hem
dogrulugu hem de kesinligini test etmek icin; sentetik idrar, sentetik tiikiiriik ve ilag
numuneleri ile model ¢ozeltiler hazirlanmistir. Bu ¢6zeltilerde hem dogrudan analizler hem de
standart ekleme (spike) yapilmistir. Bu sayede yontemlerin hem tekrarlanabilirlikleri hem de
dogruluklar1 hakkinda veriler elde edilmistir. Model ¢ozeltiler iizerine 2 farkli derisim
diizeyinde (250 ve 500 ng.mL?) standart ¢ozeltiler eklenmis her iki molekiil i¢in de

parametreler 3 tekrarli yapilan dlglimlerde ayri ayri hesaplanmugtir.
2.7.1. Sentetik Idrar Cézeltisi

Literatiir bilgisi 1s18inda asagidaki bilesime gore hazirlandi ve deney anina kadar

buzdolabinda +4 C de saklandi.

e 6.25glire,

e (.27 g CaCL.2H:0,

e 0.25 g NH4Cl,

e 0.4 gKCl,

e (.35 gNa:SOs,

e 0.35gKH:PO4,

o (.73 g NaCl tartilarak bir miktar distile suda ¢oziiliip hacmi volumetrik balonda 250
mL ‘ye tamamlamr. pH’1 0.1 M HCI ¢ozeltisiyle pH’1 6 ‘ya ayarland1 ve vakumlu
stizme cihazi ile siiziildii. Amber renkli siseye aktarilarak +4°C’de saklandi (Paula
vd.,2018).
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2.7.2 Sentetik Tiikiiriik Orneklerinin Hazirlanmasi

4.2 gr Sodyum Hidrojen Karbonat (NaHCOs) ,

0.5 gr Sodyum Kilorit (NaCl),

0.2 gr Potasyum Karbonat(K>CQOs)

30 mg Sodyum Nitrit (NaNO>) bilesenleri saf suda ¢6ziilmiistiir.1 litrelik ¢ozelti balon
jojede isaret cizgisine kadar seyreltildikten sonra NaOH yardmmiyla pH:5 e
ayarlanmistir. Hazirlanan tiikiiriik ¢ozeltisi model ¢ozelti olarak kullanilarak normal deney

prosediirii uygulanir (Antunes et al., 2019).
2.7.3. fla¢c Orneklerinin Hazirlanmasi

Ticari olarak temin edilen 5 mg Glipizid igeren GLUCOTROL® (Pfizer) tabletten 10
adet ve 10 mg Pravastatin sodyum igeren PRAVACHOL® (Deva Holding) tabletten 5 adet
tablet aliarak toz edilip karistirildi. Uzerine 50 mL metanol eklenerek ¢oziildii ve vorteksde
10 dakika ve ultrasonik su banyosunda 10 dakika karistirilirak ¢ozelti hazirlandi. Bu ¢6zeltiden
5 mL alnarak gelistirilen yontemde gercek numune olarak kullanildi. Numune ¢ozeltisi
hazirlamak icin literatiirde yer alan tablet hazirlama yontemlerinden yararlanilmistir

(Maslarska, 2014; Singh vd., 2014).

2.8. Gelistirilen Yontemlerin Analitik Performans Olgiitleri, VValidasyon

Parametreleri

MKFE ve FKFE yontemlerinin biitiin deneysel degiskenleri optimize edilip ideal
kosullar belirlenmistir. Elde edilen verilerin degerlendirilmesinde analitik sinyal olarak
kromatogramda her bir molekiil i¢in elde edilen pik alanlar1 hesaba katilmigtir. Dogrusal aralik
calismasi i¢in artan derisimde bir kalibrasyon olusturacak sekilde model ¢ozeltilerle yapilan
deneyde okunan pik alanlar1 grafige gecirilmis, GS ve TS degerleri icin elde edilen bu
kalibrasyon verileri kullanilarak ICH kilavuzuna gore hesaplama yapilmistir.
Tekrarlanabilirlik ve dogruluk verileri, model ¢ozeltiler iizerinden yapilan standart ekleme ve
cok tekrarli okuma sonuglarina gore hesaplanirken, zenginlestirme ve iyilestirme faktorlerinin
hesaplanmasinda gelistirilen yontemlerin Oncesi ve sonrasinda hacimler ve kalibrasyon

grafiklerinin egimleri gibi parametreler dikkate alinmustir.
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3. BULGULAR

3.1. Glipizid ve Pravastatin Sodyum icin Dogrudan Tayin Yontemi

Gelistirilmesi

Hedeflenen analitleri dogrudan tayin edebilecek analitik yontemi gelistirmek icin stok
olarak hazirlanan saf GLP ve PST ¢ozeltilerinden standart kalibrasyon ¢ozeltileri hazirlanarak
en iyi ayirma saglanmistir. Yapilan denemeler sonucunda analiz Inertsil C18 (250 x 4.6 mm,
5.0 um i¢ ¢ap) kolonu tizerinde Assetonitril : KH2PO4 (pH:3, 0.02 M) (55:45) hareketli faz
kullanilarak 1.0 mL dk? akis hizinda gergeklestirilmistir. Kolon sicakligi 40°C ve enjeksiyon
hacmi 10 pL olarak segilmistir. Olciimler, DAD dedektor kullamlarak Sekil 3.1. ve 3.2.°de
spektrumlari verilmistir ve maksimum dalga boylar1 GLP i¢in 226 nm ve PST igin 238 nm
olarak belirlenmistir. GLP ve PST molekiillerini igeren kalibrasyon standartlar1 1-2-5-10-20
ppm konsantrasyonlarinda hazirlandi ve YPSK’ye yerlestirildi ve sonuglar pik alani esas
alinarak kalibrasyon grafigi hazirlandi. Bulunan ideal YPSK c¢alisma sartlar1 Cizelge 3.1°de
verilmistir. Kalibrasyon parametreleri Cizelge 3.2” de, standartlarin kromatogrami da Sekil
3.5. ’de gorilmektedir. Sekil 3.2. ve Sekil 3.4."de GLP ve PST i¢in literatiirden alinan

spektrumlar verilmistir.

mAUX10)

L L e B B A e U AL L A e R T T T —
225.0 250.0 2750 300.0 325.0 350.0 375.0 nm

Sekil 3.1. GLP molekiiliine ait DAD dedektorden elde edilen spektrum
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Sekil 3. 2.Literatiirden elde edilen GLP molekiiliine ait spektrum (Jena vd., 2017)

mAU(x10)
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Sekil 3.3. PST molekiiliine ait DAD dedektorden elde edilen spektrum

142—-
1.0 1
0.8
0.6:

04+

Absorbance, A

0.2 1
0.0

-0.2 4

T X T v T ¥ T T T ' T y T L
200 220 240 260 280 300 320 340
Wavelength (nm)

Sekil 3. 4. PST molekiiliine ait literatiirden alinan spektrum (Al-Badr ve Mostafa, 2014)
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Cizelge 3. 1. YPSK calisma kosullar1

YPSK Mod [zokritik

Mobil Faz %45 pH 3.0 PBS( KH>PO4)
%55  Asetonitril

Eliient Akis Hizi 1.0 mL /dk

Yiiriitme Siiresi 14 dk

Kolon nertsil C18

(250 mmx4.6x5.0 um)

Kolon Sicakhg 40°C
Enjeksiyon Hacmi 10 uL
Sistem Basinci (yaklasik) 120 bar

Cizelge 3.2. Kalibrasyon parametreleri

Parametre Pravastatin Sodyum Glipizid
Alikonma siiresi, dk 498 9.05
Maksimum A’lan 238 nm 226 nm
Kalibrasyon Arahgi 1.0-20.0 pg mL! 1.0-20.0 pgmL!
R? 0.9956 0.9949
Tekrar Sayisi 3 3
Kalibrasyon grafigi egimi 65100 72400
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Sekil 3. 5. 20 ppm GLP ve PST molekiillerine ait ideal kosullarda elde edilen ayni anda tayin
kromatogrami

3.2. Gelistirilen Yontemin Sistem Uygunluk Testi (SUT)

Yontemin sistem uygunluk testi (SUT) i¢in 5 tekrarli standartlar okutulmasi sonrasinda
elde edilen sonuglar Cizelge 3.3’de verilmistir. Sonuglar tez ¢alismasinda kullanilan YPSK

cihazindan alinmaistir.

Cizelge 3. 3. Sistem uygunluk parametreleri

Sonuglar
Parametre Kabul kriterleri GLP PST
Teorik tabaka sayisi (N) N =>2000 14700 12340
Asimetri faktorii (As) 0.95<A;<1.2 1,06 1,16
Kapasite faktorii 1<k’<10 5,22 9,52
Kolon ayirma giicii Rs> 2 3,7
% RSD % RSD <2 % 0,17 % 0,15

3.3. Gelistirilen YPSK Metodunun Validasyon Parametreleri

Gelistirilen yontemin validasyon calismalart igin; Segicilik, dogrusallik, gézlenebilme

ve tayin sinir1 , dogruluk, kesinlik, saglamlik parametreleri ¢alisilmis ve sonuglar sunulmustur.
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3.3.1. Ozgiinliik Cahsmasi

Bu tez calismasinda 6zgiinliik i¢in hedef antidiyabetik ajan olan Glipizid molekiiliinden
farkli baz1 antidiyabetik maddeler, PST ve GLP igeren standart 10 ppm derisimindeki ¢6zeltiye
bilinen miktarda eklenerek kromatogramlari alinmistir. Bu antidiyabetikler Glimeprid,
Gliklazid, Metformindir HCI igin gelistirilen yontemle standart ¢ézeltileri okutuldugunda
alinan tek bagina ve hedef analitle birlikte ayrica mobil faz bos kromatogramlar: verilmistir.
Hedef analitlerin oldugu matris ortamina. Sekil 3.6’da mobil faz kromatogramini
gosterir.Sekil 3.7°de Gliklazid ve Sekil 3.8’de Glimeprid kromatogramlar1 verilmistir.
Metformin HCI ¢ozeltisi eklendiginde alinan kromatogram ise Sekil 3.9 ‘de goriildiigii gibidir.
Sekil 3.10 Metformin HCI’ye ait kromatogram ve Sekil 3.10 ise hedef analitlerle beraber
okutulan kromatogramdir sadece Metformin piki ¢ikmistir ve hedef analitlerin alikonma
zamanlarinda bir degisiklik olmamis yani girisim yapmamistir. Metformin pikini belirlemek

igin Sekil 3.11’de spektrumu verilmistir.

mAU
228nmdnm (1.00)

Sekil 3. 6. Bos mobil faz ¢dzeltisine ait kromatogram

mAU
1228nmdnm (1.00)
50

495691

40- {

. /\

107 J\

52454
(5215
J

1 AT N G
0 W,

T
0.0 2.5 5.0 7.5 10.0 12.5 min

Sekil 3. 7. 20 ppm Gliklazid ¢ozeltisine molekiiliine ait kromatogram
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Sekil 3. 10. Hedef analitler ile diger antidiyabetiklerin birlikte oldugu kromatogram
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Sekil 3.11. Metformin HCI standart ¢dzeltisine ait spektrum

3.3.2. Dogrusallik Calismasi

Bu tez calismasinda 5 adet artan konsantrasyonda GLP ve PST’karisimindan olusan
kalibrasyon standartlar1 hazirlandi bunlar; 1 ppm, 2 ppm, 5 ppm, 10 ppm, 20 ppmdir. Bu
standartlar YPSK kosullarinda analiz edildi ve gelistirilen metod ile 3 tekrarli okutuldu.
Boylece GLP ve PST c¢ozeltilerine ait alan degerleri kullanilarak kalibrasyon egrisi ¢izilmistir.
Bu kalibrasyon grafigi Sekil 3.12 ve Sekil 3.13’de verilmistir ve R? degeri PST igin 0.9956 ve
GLP i¢in 0.9949 “dir.

1500000 -

1000000-

R2%=0.9949

Pik Alani

500000~
y= 65100x - 68717

0 1 1 1 1 1
0 5 10 15 20 25

Glipizid Konsantrayonu (ppm)

Sekil 3.12. Glipizid igin YPSK-DAD ile dogrudan tayin kalibrasyon grafigi
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Sekil 3. 13. Pravastatin Sodyum i¢in YPSK-DAD ile dogrudan tayin kalibrasyon grafigi

Pik Alani
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3.3.3. Gozlenebilme ve Tayin Smr1 (GS ve TS) Calismasi

Teshis siir1 veya gozlenebilme sinir1 denen GS degeri bir numunedeki tespit edilebilen

fakat nicel kesin bir deger olarak belirlenemeyen en kiigiik analit miktaridir. Bu deger

genellikle linear araliga girmez Tayin alt sinir1 olarak bilinen TS bir numunedeki uygun

hassaslik ve dogrulukta nicel olarak belirlenebilen en diisiik analit miktarini ifade ettigi boliim

de belirtilmistir. Bu tez ¢aligmasinda kullanilan hesap yontemi ise kalibrasyon egimi ve

standart sapmanin kullanildig1 formiillerdir.

TS ve TAS degerleri hesaplanmistir ve hem kullanilan MKFE hem de FFE yontemleri igin

verilmistir.

Cizelge 3. 4. Onerilen yontemler i¢in bulunan GS veTS degerleri

MKEE ve MKFE FFE Sonrasi
FFE Oncesi Sonrasi (ng.mL™?)
(pg mL*) (ng.-mL™)
GLP | PST | GLP | PST | GLP | PST
GS 032 | 0,36 | 3.03 | 3,17 6,28 4,23
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s | 095 | 0,90 | 9,09 | 9,50 | 1882 | 14,14 |

3.3.4. Dogruluk Calismasi

Dogruluk parametresi yonteme ait geri kazanim (%) degerleri ile ifade edilir ve
sonuclarin gercekligi hakkinda bilgi verir. Bu tez ¢aligmasinda bu degerlerin hesaplanmasi
icin stok model ¢ozeltisinden ve son konsantrasyonlart 1.0,2.0,5.0,10.0 ve 20.0 pg/mL olan
standart ¢ozeltileri YPSK cihazi ile analiz edilmis olup kalibrasyon egrisi sayesinde PST ve
GLP miktarlart hesaplanmistir. %Geri kazanmim i¢in kabul edilebilir aralik % 95-%105
araligidir. Metodun geri kazanim (recovery) degerleri asagida belirtilen formiil sayesinde

hesaplanmistir. Hesaplanan % Geri kazanim sonuglari Cizelge 3.8 de verilmistir.

C1
Geri Kazamim (%) = ExlOO

C1: Kalibrasyon egrisinden hesaplanan GLP ve PST konsantrasyon degerini (ug/mL),
C2:Bilinen GLP ve PST konsantrasyon degerini (ug/mL) ifade etmektedir.

3.3.5. Kesinlik

Bu parametre tekrarlanabilirlik ve hesap edilen bagil standart sapma (% BSS) ile
belirlenir ve rastgele hatalarin dagilimin1 gostermektedir.dogrusal kalibrasyon grafiginin
ortasindaki bir degerden (10 pg/mL) giin i¢i ve giinler arasi kesinlik degerleri hesaplanmis ve
%BSS cinsinden Cizelge 3.4 ‘de sunulmustur. Hazirlanan standart GLP ve PST ¢ozeltileri igin
5 tekrarli olarak kalibrasyon egrisine ait formiilden yararlanilarak miktarlar1 ve standart
sapmalar hesaplanmistir. Sistem kesinligi tekrarli okumalar sonucu GLP i¢in % 0,17 ve PST
icin %0,15°dir. % BSS degerleri asagida belirtilen formiil ile hesaplanmistir. 3 farkli
konstrasyonda 3 tekrarli ¢alisma sonucu elde edilen degerler tezin son bdliimiinde

ekstraksiyon yontemlerinin kesinligi yoniinden degerlendirilip sunulmustur.

Standartsapma
%BSS = ——— x100
Ortalama

Gun i¢i ve giinler aras1 3 tekrarli ekstraksiyon sonrasi i¢in yapilan analizler sonucu elde

edilen %BSS degerleri sunulmustur.

Cizelge 3. 5. Kesinlik parametresi i¢in % BSS degerleri
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GLP (% BSS) PST (%BSS)
Giin i¢i kesinlik % 5.5 %5,2
Ginler arasi 005,8 %05,6

3.3.6. Saglamhk

Saglamlik ¢alismasi i¢in 6nemli olan ve sistem uygunluk parametresinde sunulan pik
simetrisi ve kolon ayirma giicii denilen rezoliisyon degerleri hedef analitlerine ait
kromatogramlar igin kabul kriterlerine uygun oldugu goriilmiistiir. Saglamlik parametresi igin
bu tez geregince galisilan parametreler ; enjeksiyon hacmi, kolon sicakligi ve mobil faz

oranidir.

3.3.6.1. Enjeksiyon Hacmi

Cihazda numune okunurken enjeksiyon sistemiyle ¢ekilen hacimler degistirilerek bu
parametre test edilmistir. Bunun i¢in 5 pL,10 pL,15 pL,20 pL,25 pL hacimlerde gelistirilen
yontemle analiz baslatilmis ve elde edilen kromatogramlar sunulmustur. Sekil 3.14’de
verilmigtir.  Pik alan1 beklendigi gibi enjeksiyon hacmi ile artmaktadir. Eser miktarda 6rnek
analizi i¢in uygun deger olmasi ve Rs ve T degerlerinin kabul edilebilir sinirlarda olmasi

nedeniyle 10 uL tercih edilmistir.

Cizelge 3. 6. Enjeksiyon hacmine gore rezoliisyon ve kuyruklanma faktorleri sonuglart

Enjeksiyon Hacmi Rs T (%10)
GLP PST
5 uL 7.32 0,942 1,077
10 pLL 7,85 0,948 0,970
15 pL 7,93 0,883 0,906
20 pL. 7,91 0,868 0,947
25 L 5,32 0,916 0,960
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Sekil 3.14. Enjeksiyon hacmi validasyon ¢aligmasi sonucu elde edilen kromatogram

3.3.6.2. Kolon Sicakh@

Cihazda kullanilan kolonun sicakligi yapilan analizi énemli oranda etkilemektedir.
Optimum sartlarda calisabilmek ve saglamlik parametresini test etmek icin farkli kolon
sicakliklarinda kalibrasyon standartlari okutulmus ve Sekil 3.15° de kromatogramlar elde
edilmistir. Kullanilan sicakliklar 25°C , 30°C, 35°C, 40°C, 45°C, 50°C, 55°C ‘dir.

Kromatograma gore sicaklik arttik¢a pik alani artmistir.

Cizelge 3.7. Kolon sicakligi rezoliisyon ve kuyruklama faktorii sonuglart

Kolon Sicakhig: Rs T

GLP PST
25°C 9,7 0,921 0,993
30°C 4,2 0,917 0,971
35°C 6,5 0,910 0,931
40°C 4,4 0,901 0,917
45°C 5,9 0,834 0,881
50°C 6,1 0,842 0,879
55°C 2,1 0,857 0,887
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Sekil 3.15. Kolon sicakligi validasyon ¢alismasi sonucu elde edilen kromatogram

3.3.6.3. Mobil Faz Orani

min

Bu ¢alismada mobil faz olarak 0.02 M Fosfat tamponu ve Asetonitril karigimu literatiir

taramasi sonucu uygun bulunmustur gradient ve izokratik okumalar sonucunda farkli

oranlarda denemeler yapilmistir ve en uygun oranda olan mobil faz bilesimi pik alanlari

kiyaslanarak secilmistir. Asagida verilen farkli oranlardaki mobil faz yontemleriyle okutulan

hedef analitlerin kromatogrami Sekil 3.16’da verigsmistir.

Cizelge 3.8. Mobil faz oranina gore rezoliisyon ve kuyruklanma faktorii sonuglari

Mobil faz T
cesitleri Rs GLP PST
A 2,23 0,921 0,941
B 8,09 0,921 0,935
C 0,48 0,921 0,987
D 12,2 55 4,6
E 4,2
150000 “'\
|
\
100000 i
\
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. NI
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Sekil 3.16. Mobil faz i¢in yapilan validasyon galigmasi sonucu elde edilen kromatogram
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% 55 pH:3 (0.02 M KH:POx) / % 45 Asetonitril(ACN) @@
% 60 pH:3 (0.02 M KHzPO4) / % 40 Asetonitril(ACN) @

% 65 pH:3 (0.02 M KH2PO,) / % 35 Asetonitril(ACN) @
% 45 pH:3 (0.02 M KHzPOJ) / % 55 Asetonitril(ACN) @

% 35 pH:3 (0.02 M KH2POy) / % 65 Asetonitril(ACN) @)
3.4. MKFE Yonteminde Elde Edilen Bulgular

Bu bolimde MKFE icin yapilan karakterizasyon, optimizasyon, validasyon
parametreleri sunulmustur. MKFE o6ncesinde 1 ppm lik hedef analitleri iceren standart ¢ozelti

kromatogrami ile MKFE ile zenginlesme sonrasi kromatogram Sekil 3.17’de gosterilmektedir.
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100000+

500004

75 10.0 125 min

Sekil 3.17. MKFE sonras1 kromatogram goriintiisii

3.4.1. Kullamilan Manyetik Kat1 Fazin Karakterizasyonu

MKFE yontemi i¢in manyetik kati faz destek maddesi(Fes0Os@TEOS-Melanin)
sentezlenmistir FesOy4 tanecikleri olusmus TEOS ile silanlama yapilip sonrasinda iizeri
Melaninle kaplanmigtir. Bu yapinin aydinlatilmasi manyetik 6zelliginin ispat edilebilmesi i¢in

karakterizasyon yontemleri kullanilmistir.
3.4.1.1. FTIR Karakterizasyonu

Sentezlenen manyetik temelli kati faz 6rnegi igin  4000-450 cm™ dalga boyunda
araligindadir. 3445,7 cm? dalga boyunda genis bir spektrum olarak goriilen bandin -OH

(hidroksil) (H bag1) gerilme band1 oldugu ve Fe-OH gerilme spektrumu olarak saf FesO,

magnetit yapilarda rastlanabildigi literatiir ¢aligmalariyla da dogrulanmistir (Sekhar vd.,
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2019). Serbest hidroksil gruplar1 3645-3610 cm™ arasinda keskin pik verdikleri bilindiginden
3445,7 cm™ de goriilen spektrum daha yayvan oldugundan ayni zamanda molekiiler arast H
bagi olarakta literatiirde yer bulabilmektedir. 2422,4 cm™ de goriilen spektrumun reaksiyon
ortaminda atmosfer kaynakli C-N gerilme titresimlerine ait olabilecegi diisliniilmektedir.
1789,3 ve 1645,3 cm™ dalga boyunda gozlenen spektrumlar ise sirastyla C=0 ve C-O gerilme
titresimlerini temsil eden bir tepe noktasinin varhigimi gostermektedirler. 1347,3; 831,52;
793,97 ve 6156 cm?® dalga boyunda goriilen spektrumlarin Fe3Os kaynakli oldugu
bilinmektedir. 1150,8; 1110,8 ve 998,2 cm-1 dalga boylarinda goriilen spektrumlar ise C-O ve
C-OH egilme titresimlerine ait oldugu literatiir c¢aligmalariyla dogrulanmistir ve FTIR
spektrumu Sekil 3.17°de verilmistir (Akbenar, 2015; Nayan, 2019).
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Sekil 3. 18. Fes04@TEOS-Melanin manyetik partikiillerinin FTIR Spektrumu

3.4.1.2. XRD Yontemi

Nanomalzemelerinin son hali X-1sim1 kirinim (XRD) modelini Sekil 3.198’da Fe;O4 ve
Fes04@TEOS-Melanin gostermektedir. MNT-1 nanomalzemesinin kirmimm pikleri sirasiyla
7.19, 25.18, 28.82, 33.97, 35.026 ve 38.3'te spesifik piklere sahiptir. Elde edilen bu pikler
sentezlenen metal tiirleri i¢in ayni karakteristik pikler ile eslesmektedir. Bu XRD farklilagma
pikleri FesO4 partikiilleri i¢in karakteristiktir. Melanin molekiilii ve manyetit bilesimli nihai
Fes0.@TEOS-Melanin tiir i¢in sirasiyla 20.6, 29.53, 34.78, 42.87, 56.4 ve 62.41'lik pikler,
sentezden sonra manyetik karakterinin daha fazla ortaya ¢ikmasini saglamistir (Altunay ve
Elik, 2021; Loh vd., 2008).
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Sekil 3.19. Fe30,@TEOS-Melanin manyetik partikiillerinin XRD Spektrumu

3.4.1.3. TEM Goriintiileri

Fes0s ve Fes04@TEOS-Melanin nanomalzemelerinin goriintiileri 1k, 30k ve 100k
biiylitmelerde Fe-SEM goriintiilleme ile elde edilmistir. Yapilar morfolojik agidan
incelendiginde ve Fe30; i¢in tiim yakinlagtirma oranlarinda yapi igerisinde kiiresel forma sahip
FesOs nanopartikiilleri net bir sekilde goriilmektedir. FesOs@TEOS-Melanin yapisinin
morfolojik yiizey incelemesi sonrasinda kiiresel formdaki manyetik yapilarin melanin kokenli
seffaf bir tabaka ile genis bir yiizey ilizerinde dizilimlerini tamamlayarak homojen bir
konformasyon olustugu ve yiizey alaninda dogrusal bir artig oldugu Sekil 3.19°de

goriilmektedir.

Sekil 3.20. Fe304 (a,b,c) ve FesO.@TEOS-Melanin ,MNT-2(d,e,f) nanomalzemelerinin Fe-SEM
goriintiileri. (a,d: 1k, b,e:30k ve c,f:100k biiyiitme oranlarr)
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3.4.1.4. Raman Spektrumu

Fes04 ve Fe;04.@TEOS-Melanin nanomalzemelerinin Raman spektrumlar1 Sekil 3.20
'de gosterilmistir. Elde edilen Raman spektrumlarinda, FesOuicin sirastyla 209, 269, 376, 580
ve 1277 cm™ dalga boylarinda karakteristik raman kaymalar1 gozlenmektedir. Literatiirdeki
onceki caligmalarla da teyit edilen bu raman spektrumlar sentez sonrasi elde edilmistir
(Shebanova ve Lazor, 2003). Fes0.@TEOS-Melanin formunda ise yerlerini 342, 484, 671,
711 ve 1358 cm-1 dalga boylarinda raman kaymalar1 almistir. Melanin kaynakli Raman
kaymalar1 484, 671, 711 ve 1358 cm™ dalga boylarindaki pikler literatiirde dogrulanmustir ve

saf melanin yapisina ait goriinmektedir (Qin vd., 2014).
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Sekil 3.21. Fes04s@TEOS-Melanin manyetik partikiillerinin Raman Spektrumlari

3.4.2. MKFE Yonteminin Optimizasyonu

Optimizasyon yapilmasi i¢in belirlenen parametreler ; pH, ¢ozgen segimi, ¢dzgen

hacmi, adsorpsiyon zamani, desorpsiyon zamanidir.

3.4.2.1 pH’1n MKFE Yontemine Etkisi

En uygun pH’1t bulmak amaciyla pH 1-10 arasinda olan BR (Britton Robinson)
tamponlart kullanilmustir. Sekil 3.21° de gosterildigi iizere analit ile kat1 faz arasindaki
tutunmanim en iyi oldugu pH 2.00 bulunmustur. Ortam pH’min belirlenmesinde hedef

molekiillerin pKa degerleri 6nem tasir. Glipizid i¢in pKa 5,9 ve Pravastatin icin 4,3'tiir ve
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asidik bolgeye gelindiginde ortam pozitif yiiklii hale gelir. Bundan sonraki ¢aligmalar pH

2.00°da gergeklestirilmistir.
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Sekil 3.22. Onerilen yonteme pH’1n etkisi

3.4.2.2. Coziicii Seciminin MKFE Yontemine Etkisi

Bu amagla laboratuvarda mevcut olan uygun c¢oziiciiler olarak MeOH, EtOH,

izopropanol(IPA), ACN, Distile su, Aseton ve ACN/MeOH ve pH 2.00 BR tamponu

kullanilmistir. 8 ayn tlip kullanilarak ¢6ziicii hari¢ diger parametreleri ayni olacak sekilde

hazirlanmistir. En ideal piklere her iki tiir icin de IPA ile ulasilmistir. Elde edilen sonuglar

Sekil 3.22’te gosterilmektedir. Sonraki basamak optimizasyonlara bu ¢ozelti ile devam

edilmistir.
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Sekil 3.23. Onerilen yonteme ¢oziicii etkisi

3.4.2.3 Coziicii Hacminin MKFE Yontemine EtKisi

Gelistirilen yontemde ¢oziicii olarak kullanilacak olan IPAnin hacmini belirlemek
amaciyla diger biitiin parametreler sabit tutulurken ¢ézgen hacmi 200 pL ile 1250 pL arasinda
degisen bir seri denemeler yapildi ve Sekil 3.23 ‘da verilen sonuglar elde edildi. Sekilde
goriildiigii gibi en yiiksek pik alanina 500 puL IPA kullanilarak ulasilmistir ve sonraki

calismalar igin ¢dziicii miktar1 500 uL IPA olarak belirlenmistir.
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Sekil 3.24. Onerilen yonteme ¢oziicii hacminin etkisi

3.4.2.4 Adsorpsiyon Siiresinin MKFE Yéntemi Uzerine Etkisi

Sabit calkalama hizinda bu etkilesim i¢in ideal siireyi tespit etmek amaciyla yapilan
optimizasyonda diger biitiin parametreler sabit tutulurken, adsorpsiyon siiresi olarak 6rnekler
0, 5, 10, 20, 30, 40, 50, 60 dakika ¢alkalanmaya birakilmistir.Bu deneyin sonunda Sekil 3.24°
de verilen sonuglar elde edilmistir. Sekilden de goriildiigii gibi bu etkilesim i¢in  optimum
adsorpsiyon stiresinin 40 dakika oldugu belirlenmistir.Bu optimum tutabilecegi maksimum
dakikadir ve bu dakikadan sonra aralarindaki fiziksel etkilesim azalarak maddeyi terk etmeye

baslar yani siire arttik¢a pikler sabitlenir.
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Sekil 3.25. Onerilen yontem icin uygun adsorpsiyon siiresi

3.4.2.5. Desorpsiyon Siiresinin MKFE Yéntemi Uzerine Etkisi

Desorpsiyon siiresinin optimizasyonu i¢in deneyler 0 ile 120 saniye araliginda olacak
sekilde bir seri galisilmistir. En optimum piklerin elde edildigi vorteksleme zamani 30 saniye

olarak belirlenmistir. Elde edilen sonuglar Sekil 3.25°de gosterilmektedir.
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Sekil 3.26. Onerilen yontem icin uygun desorpsiyon siiresi
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3.4.2.6. Desorpsiyon Cozgeni ile Kat1 Faz Yiizeyinden Siyirma Deneyi

Gelistirilen MKFE yonteminin son basamaginda kat1 faz yiizeyine baglanan tiirler 500
uL Isopropil alkol ile styrilmaktadir. Styirma isleminin ne kadar basarili oldugunu ve baglanan
molekiillerin ne kadarinin siyrildig1 gostermek tizere 3 tekrarli desorpsiyonlardan elde edilen
sinyallerin oramiyla veriler hesaplanmistir ve sonuglar Cizelge 3.6. ve Sekil 3.26° de
sunulmaktadir. Bu sonuglarindan anlagilacagr lizere hedef molekiiller ¢ok biiyiik oranda ilk
basamakta siyrilabilmekte ve ikinci siyirmaya % 13’ iinden daha az1 kalmaktadir. Son
basamaga kalan miktar ise % 1.5’in altindadir. Bu miktarlar manyetik kat1 fazin iyi ve kabul
edilebilir sekilde son basamaga kadar geldigini ve yeniden kullanabilme 6zelliginin oldugunu

gosterir.

Cizelge 3. 9. Desorpsiyon ¢ozgeniyle desorpsiyon deneyi igin alinan veriler

PST GLP
1.Desorpsiyon % 86,4 % 89,0
2.Desorpsiyon % 12,1 % 10,4
3.Desorpsiyon % 1,5 % 0,6
PST
3. Desorpsiyon - GLP
2. Desorpsiyon -
1. Desorpsiyon -
T T 1
0 50 100 150

% Desorpsiyon Miktari

Sekil 3.27. MKFE igleminde desorpsiyon miktar1 grafigi
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3.4.3. Gelistirilen MKFE Yénteminin Ger¢ek Ornek Cozeltilerine Uygulanmasi

Gelistirilmis olan MKFE temelli bu kromatografi yonteminin hem dogrulugu hem de

kesinligini test etmek icin, sentetik idrar, yapay tiikiiriik ve ilag numune ¢ozeltileri tizerinden

geri kazanim c¢aligmalari yapildi. Sentetik idrar, sentetik tiikiirik ve ilag numune ¢ozeltilerine

eklenen (spike edilen) miktarlar tizerinden yapilan geri kazanim ¢aligmalari ile bu yontemin

dogrulugu ve % geri kazanim degerleri hesaplandi. Her bir ekleme miktari {izerinden 5 tekrarl

yapilan analizlerle de yontemin kesinligi, tekrarlanabilirligi % bagil standart sapma hesaplandi

ve elde edilen sonuglar Cizelge 3.7’de sunulmustur.

Cizelge 3. 10. Gelistirilen MKFE ydntemin ger¢ek o6rneklere uygulanmasi sonrasi elde edilen sonuglar

Ornekler

Sentetik
idrar

Cozeltisi

Yapay

tiikiiriik

Tla¢

Ornegi

Eklenen

ng mL!

0.0
250.0

500.0

0.0
250.0

500.0

0.0
250.0

500.0

Bulunan ?
ng mL!

GLP PST
<GS <GS
253.7£15.4  253.5£10.6
489.5+18.6  516.7£24.8
<GS <GS
242,5£10,4 245,3+12.4
504,5+23,5 487,5+24.5
<GS <GS
238,8+11,8  241,5+12,4
524,5+22,1 504,4+27,5

a5 tekrarli 6l¢limiin ortalamasi + standart sapma

% BSS

GLP PST
6.1 4.2

3.8 4.8

4,3 5,1

4,7 5,0

4,9 5,1

4,2 5,5

% Geri
Kazanim
GLP PST
101.5 101.4
97.9 103.3
97,0 98.1
100,9 97,5
95,5 96,6
104,9 100,9
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3.4.4. Gelistirilen MKFE Yéntemin Analitik Performans Olgiitleri, Validasyon

Parametreleri

Zenginlestirme ve iyilestirme faktorleri birlikte degerlendirildiginde gelistirilen MKFE
yonteminin analitik performans parametreleri iizerindeki etkisi net bir sekilde goriilmektedir.
MKFE oncesinde dogrudan YPSK ile yapilan analizlerde ppm seviyesinde tayinler
yapilabilirken MKFE sonrasinda ppb diizeyinde analizler yapilabilmektedir. Gelistirilen
yontemin uygulanmasiyla elde edilen kalibrasyon dogrular1 GLP ve PST icin Sekil 3.27°de
gosterilmektedir tiim analitik performans 6l¢iitleri MKFE Oncesi ve sonrasi kiyaslamali bir

sekilde Cizelge 3.9.’de sunulmustur.

1500000-
- PST
% GLP
= 1000000~
s 9 )
< y = 1452,1 x - 4639,8
=
Q. 500000
y =681,4 x - 3565,6

0 500 1000 1500
Konsantrayon(ppb)

Sekil 3.28. Optimum kosullar altinda MKFE sonrasi elde edilen kalibrasyon dogrular

Cizelge 3.11.0Onerilen MKFE Y&ntemin Analitik Parametreleri

Parametreler MKFE ile Zenginlestirme | MKFE ile
Oncesi Zenginlestirme Sonrasi
GLP PST GLP PST
Dogrusal arahik 1.00-20.00 pg | 1.00-20.00 ug | 10-750 ng | 10-750 ng
mL! mL! mL! mL!
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Gozlenebilme simr1® | 0.32 ugmL! | 0.36 uygmL! | 3.03ngmL" | 3.17 ng
mL"!

Tayin simir1” 0.95 pg mL"! 0.90 pgmL"' [ 9.09ngmL"' | 9.50 ng
mL"!

Kalibrasyon 65.1 72.4 1452.1 681.4

Duyarhhg

Determinasyon 0.9942 0.9914 0.9994 0.9990

Katsayis1 (R?)

Zenginlestirme - - 20 20

Faktorii®

Iyilestirme Faktori? | - - 52 58

3P JCH Guidelines kaynaginda ifade edildigi sekilde hesaplandi.

¢ Zenginlestirme faktorii; baglangictaki sulu faz hacminin(10 mL) ,zenginlestirme sonrasi elde edilen hacme (0.5
mL) orani alinarak hesaplandi.

4 Zenginlestirme dncesi ve sonrasi kalibrasyon grafiklerinin egimleri oranlanarak hesaplanmigtir.

3.5. FFE Yonteminden Elde Edilen Bulgular

FFE yoOntemi sonrasinda yapilan karakterizasyon,optimizasyon,ornek uygulama ve

validasyon sonuglart sunulmustur.

uv

100000+

500004

00 25 5.0 75 10.0 125 min

Sekil 3.29. Ekstraksiyom somrasi kromatogram
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3.5.1. Kullanmilan Fabrik Faz Kati Maddesinin Karakterizasyonu

Kullanilan Fabrik faz (Sol-gel Ti-PTHF) membraninin yiizey morfolojisini anlamak
icin sirastyla Taramali Elektron Mikroskobu (TEM) ve Fourier Dontistimli-Infrared

Spektroskopisi (FTIR) ile karakterizasyon yapilmustir.

3.5.1.1.Taramah Elektron Mikroskobu (TEM)

Kaplanmamis %100 seliiloz FFE membraninin TEM goriintiisii (Sekil 3.28 a), seliiloz
mikro lifcik demetlerinin ¢ok sistematik bir sekilde birlikte Oriildiglinii ve selilloz mikro
lifcikleri arasinda ve mikrofibril demetlerinin koselerinde gecirgenlik cepleri biraktigini
gosterir. Sekil 3.28 (b)'de sunulan goriintii, sol-jel PTHF sorbent kaplamasindan sonra gecis
gozeneklerinin bozulmadan kaldigim gostermektedir. Sol-jel PTHF sorbent kaplamanin
morfolojisi daha yiiksek biiyiitmelerle Sekil 3.28 (c, d)'de sunulmaktadir. Sol-jel Ti-PTHF
kaplamanin seliiloz mikrofibrillerinin etrafinda ¢ok ince ve homojen oldugu goriilmektedir.
Sekil 3.28 (d)'de sunulan sol-jel Ti-PTH sorbent kapli FFE membraninin daha fazla
biytitiilmesi (1.000x), sol-jel Ti-PTHF'nin daha distik biiylitmedeki SEM goriintiisiinde

ortaya ¢cikmayan herhangi bir 6zel niteligini ortaya ¢ikarmad.

Sekil 3.30. Taramali Elektron Mikroskobu (TEM) goriintiileri. (a) 100x bilylitmede bozulmamis,
kaplanmamis %100 seliiloz pamuklu kumasin TEM gériintiileri; (b) 100x biiyiitmede sol-jel Ti-PTHF
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kapli FFE membrant; (¢) 500x biiyiitmede sol-jel Ti-PTHF kapli FFE membrani; (d) 1.000x biiyiitmede
sol-jel Ti-PTHF kapli FFE membrani.

3.5.1.2. Fourier Doniisiimii-Kizilotesi Spektroskopisi(FTIR)

Fourier Doniigiimli-Kizilotesi Spektroskopisi, sol ¢ozeltisinin farkli yapi taslariin
fonksiyonel yapisina ve ayrica son sol-jel sorbent kaplamasina iligskin 6nemli bilgiler saglayan
cok verimli, hizli ve giiclii bir aractir. Farkli sol cozelti bilesenleri MTMS, Titania
poli(tetrahidrofuran) ve ayrica sol-jel Ti-PTHF kapli FFE membraninin FT-IR spektrumlari
Sekil 3.29'de (a-d) verilmektedir.

T T I I
250 sol-gel Ti-PTHF (4_—\;w J
[5a 47 Ak _
3325 2939500 135841203 1
— PTHF 771
S 200 4
..,[E., 1203 s
o -
e
o 150 4
£
n
&
= 100 -
50
87
1072 s
I

' I v ' I N I ' I
3500 3000 2500 2000 1500 1000
Wavenumber (cm™)

Sekil 3.31. (a) Metil trimetoksisilan; (b) Titanyum izopropoksit; (c) bozulmamis poli(tetrahidrofuran)
polimer; (d) sol-jel Ti-PTHF kapli FFE membranin FT-IR spektrumlari.

MTMS, FT-IR spektrumunun dikkate deger oOzellikleri arasinda, sol-jel Onciisii
MTMS'deki merkezi Silika atomuna bagli CHs'iin titresimlerine karsilik gelen 1265 cm™ ve
787 ¢cm! bantlar1 yer alir. 1188 cm™ ve 1072 cmYdeki bantlar Si-O-CHj'iin C-O gerilme
titresimine atfedilir. 2839 cm™ ve 1466 cm—1'deki sogurma bantlari, Si-O-CH3'iin sirasiyla
C-H gerilmesine ve biikiilme titresimine atfedilir (Sidiropoulou et al., 2022). Kaplamasiz
seliiloz kumagin FT-IR spektrumundaki 6nemli sogurma bantlari, C—H biikiilme titresimine

atfedilen 1024 cm*deki band1 igerir. 2900 cm 'deki bant, seliiloz yapisimn C-H gerilme
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titresimine atfedilir. 1427 cm™ ve 1369 cm™' deki bantlar, hemiseliiloz ve ligninin aromatik
halkalarinda bulunan C-H gerilme titresimlerini ve C—O gruplarin1 temsil eder. Ti(IV)
izopropoksit FT-IR spektrumunun en 6nemli 6zellikleri, alifatik C—H gerilmesine ve C-H
alken biikiilmesine ait sirastyla 2949 cm™* ve 995 cm™ bantlarini igerir. PTHF spektrumundaki
ana bantlar, metil grubunda bulunan C-H'nin titresimine karsilik gelen 2858 cm™* ve CO
grubuna karsilik gelen 1095 cm dir(Moumen vd., 2019). Sol-jel Ti-PTHF'nin IR
spektrumunda, sol ¢ozeltisinde kullanilan yapr taglarimin FT-IR spektrumlarinda da
bulunabilen birgok bant ortaya cikmaktadir. Farkli spektral bantlarin sol-jel Ti-PTHF
kaplamada ve yapi tas1 bilesenlerinde ayni anda ortaya ¢ikmast, yapi tasi bilesenlerinin sol-jel
Ti-PTHF kapli FFE membranma basarili bir sekilde entegre edildiginin gostergesidir
(Manousi vd., 2022).

3.5.2. FFE Yonteminin Optimizasyonu

Yapilan optimizasyonlar ¢alisma ortaminin pH'si, desorpsiyon igin uygun ¢odzgen
secimi, ¢dzgen hacmi, adsorpsiyon siiresi, desorpsiyon siiresi, linear aralik gibi ekstraksiyon
parametreleri ile kolon se¢imi, hareketli faz bilesimi ve 6rnekleme miktar1 gibi kromotografik

degiskenlerin optimizasyonu yapilmistir.

3.5.2.1. Calisma Ortami Ph’inin FFE Yoéntemi Uzerine Etkisi

Cozeltilerin pH'mi1 ayarlamak ic¢in tampon ¢o6zelti olarak uygulanabilirligi ve
genis caligma araligi sunmasi sebebiyle Britton-Robinson tampon serisi hazirlandi ve
bu calisma i¢in pH 2-10 araliginda tarama yapildi. Tiiplerde bulunan fabrik fazin
tizerine sirasiylapH 2, 3, 4,5, 6, 7, 8,9, 10 BR tamponu eklenir ve en iyi sonuglar Sekil
3.30’da pH 4 ile elde edilmistir.
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Sekil 3.32. Onerilen yontemde ortamin pH etkisi

3.5.2.2. Desorpsiyon Céziiciisiiniin FFE Yontemine Etkisi

Laboratuvarda mevcut olan uygun coziiciiler olarak Metanol(MeOH), Etanol(EtOH),

1zopropanol, Asetonitril, Asetonitril/Metanol, n-Hekzan, Aseton , pH 4 ve su kullanilmistir. 9

ayri tiip kullanilarak ¢oziicti

hari¢ diger parametreleri aym olacak sekilde hazirlanmustir.ilgili

optimizasyon verileri Sekil 3.31’de goriilmektedir. En ideal pik Metanol se¢ilmistir.

250000 = GLP
200000 = pPST
_ I
& 150000 ;
<
4
7 100000
50000
05 T
) v \\gz- < & &
& &R
v.
Cozgenler

Sekil 3.33. Onerilen yontemde desorpsiyon ¢dziiciisii etkisi
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3.5.2.3. Céziicii Hacminin FFE Yontemi Uzerine Etkisi

Desorpsiyon ¢oziiciisti belirlendikten sonra en ideal pikleri i¢in ¢oziicii miktari tayin
edilmistir. Daha 6nce ideal ¢dzgen olarak se¢ilen Metanol kullanilarak 9 deney tiipiine deney
parametreleri ayni kalacak sekilde zenginlestirme islemi saglanmistir. En ideal sinyal 500 pL

Metanolde elde edilmistir. Optimizasyon ile ilgili veriler Sekil 3.32° de goriilmektedir.

1500000
= GLP
E3 PST
= 1000000 -
K - -
3 -
x -
0. 500000- =
0 1 1 1 1 1 1 1

| —
O O O O O O & O D
DI S S SR R RN
Coézgen hacmi (uL)
Sekil 3. 34. Onerilen yontemde ¢oziicii hacmi etkisi

3.5.2.4. Adsorpsiyon Siiresinin FFE Yontemi Uzerine Etkisi

Adsorpsiyon siiresini belirlemek i¢in rotator cihaz ile 0,5,10,20,30,40,50,60,90 dakika
olarak farkli siirelerde calisilmistir ve 30 dakika c¢alkalanarak rotatorde kalan tiip en iyi
sinyalin oldugu tiip olarak gdzlemlenmistir. ilgili optimizasyon verileri Sekil 3.33’de

verilmistir. Bu siirenin iizerinde hedef molekiil ile fabrik faz arasindaki etkilesim fiziksel
oldugundan hedef molekiil ayrilmaya baslar ve pik alan1 azalir, bu siirenin altinda ise yeteri

kadar etkilesim saglanmamustir.
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400000-
= GLP
300000 - B3 PST
=
E T
< 200000-
= -
a -
100000
o_

0 5 10 20 30 40 50 60 90

Adsorpsiyon zamani (dk)

Sekil 3.35. Onerilen yontemde adsorpsiyon siiresi etkisi

3.5.2.5. Desorpsiyon Siiresinin FFE Yontemi Uzerine Etkisi

Coziicii igerisinde analitin ¢oziinme miktarinda etkili olan desorpsiyon siiresini tayin

edebilmek i¢cin 9 ayn tiipe zenginlestirme parametreleri ayn1 olan fakat 0 ile 120 saniye

arasinda vorteks cihazina birakilmistir. En ideal sinyallerin elde edildigi vorteksleme zamani

40 saniye olarak belirlenmistir. lgili optimizasyon verileri Sekil 3.34’da goriilmektedir.

250000
200000 B GLP
_ . B3 PST
§ 150000 T
< —
x T
= 100000
50000
o_

0 10 20 30 40 50 60 90 120

Desorpsiyon zamani (s)

Sekil 3. 36. Onerilen yontemde desorpsiyon siiresi etkisi
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3.5.3. Gelistirilen FFE Yonteminin Ger¢cek Ornek Uygulamasi

Gelistirilmis olan FFE temelli bu kromatografi yonteminin hem dogrulugu hem de
kesinligini test etmek icin, sentetik idrar, yapay tiikiiriik ve ilag numune ¢ozeltileri tizerinden
geri kazanim c¢alismalar1 yapildi. Sentetik idrar, sentetik tiikiiriik ve ilag numunelerine
cozeltilerine eklenen (spike edilen) miktarlar {izerinden yapilan geri kazanim ¢alismalari ile
bu yontemin %geri kazanim degerleri hesaplandi. Her bir ekleme miktari izerinden 5 tekrarli
yapilan analizlerle de yontemin kesinligi, tekrarlanabilirligi % bagil standart sapma hesaplandi

ve elde edilen sonuglar Cizelge 3.12°de sunulmustur.

Cizelge 3.12. Gelistirilen FFE yontemi gergek 6rnek uygulama sonrasi elde edilen sonuglar

Bulunan %Geri
EKklenen % BSS
by ng mL! Kazanm
Ornekler ng mL!
GLP PST GLP PST GLP PST
<GS
0.0 <GS 240.8 + - - -
Sentetik 101.
] 250.0 2534+124 13.6 4.9 5.6 96.3
Idrar 4
500.0 493.5+22,4  489.6 + 4.5 5.2 97.9
Cozeltisi 98.7
25.7
0.0 <GS <GS - - - -
Sentetik
250.0 236,4+11,2 240,5+12,4 4,7 5,2 94,6 96,2
Tiikiiriik
500.0 471,5+19,8 486,5+£20,4 4,2 4,2 943 973
. 0.0 <GS <GS - - 108, 106,
Ila¢
. 250.0 271,4+15,1 265,4+12,4 5,6 4,7 6 2
Ornegi

500.0 519,4+24,7 541,2426,3 4,8 4,9 103, 108,

N:5

84



3.5.4. Gelistirilen FFE Yéntemin Analitik Performans Olgiitleri, Validasyon

Parametreleri

Belirlenen validasyon parametreleri ICH klavuzlarinda belirtildigi gibi hesaplanmigtir.
Dogrusallik ¢aligmasi icin her iki ilag molekiiliinii de iceren bir seri model ¢ozelti hazirlandi
ve bunlarm pik alanlari, GLP ve PST standartlarinin konsantrasyonuna gore grafige
gegirildi.Sekil 3.35°de verilmistir. FFE sonrasinda 100 ng mL* konsantrasyon igin % RSD'ler
hesaplandi. On-konsantrasyon faktorii, FFE &ncesi ve sonrasi numune hacminin oraninda
dogrudan bulundu. Zenginlestirme faktorii, her iki ekstraksiyon yontemi i¢in dncesi ve sonrasi
kalibrasyon grafiklerinin egimi dikkate alinarak hesaplandi. Tiim parametreler ii¢ tekrarli
deneylerle  degerlendirildi.  Zenginlestirme ve iyilestirme  faktoriileri  birlikte
degerlendirildiginde gelistirilen FFE yonteminin analitik performans parametreleri tizerindeki
etkisi net bir sekilde goriilmektedir. FFE 6ncesinde dogrudan YPSK ile yapilan analizlerde
ppm seviyesinde tayinler yapilabilirken FFE sonrasinda ppb diizeyinde analizler
yapilabilmektedir. Gelistirilen yonteminde tiim analitik performans odlciitleri FFE 6ncesi ve

sonrasi kiyaslamali bir sekilde Cizelge 3.11° de sunulmustur.

3000000~
o PST

2000000~
£ m GLP
2, y = 2343,6 x + 93154
X
o

1000000

y = 3040,8 X + 30079

Konsantrayon (ppb)

Sekil 3.37.0ptimum kosullar altinda FFE sonrasi elde edilen kalibrasyon dogrulari
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Cizelge 3.13. Onerilen FFE yontemin analitik parametreleri

Parametreler

Dogrusal aralik

Gozlenebilme
siiri?

Tayin sinir1”

Kalibrasyon
Duyarhhg:
Determinasyon
Katsayisi (R?)
Zenginlestirme
Faktorii®
Tyilestirme

Faktorii?

FFE Oncesi
Glipizid Pravastatin
Sodyum
1.00-20.00 pg ~ 1.00-20.00 pg
mL"! mL!
0.32 pg mL™! 0.36 pg mL"!
0.95 ng mL"! 0.90 ng mL"!
65.1 72.4
0.9942 0.9914

ab JCH Guidelines kaynaginda ifade edildigi sekilde hesaplandi.

FFE Sonrasi

Glipizid
20.00-1000.00
ng mL"!

6.28 ng mL"!

18.82 ng mL"!

2343.6

0.9945

20

36

Pravastatin
Sodyum
15.00-1000.00
ng mL"!
4.23 ng mL!

14.14 ng mL"!

3040.8

0.9965

20

42

¢ Zenginlestirme faktorii; baslangigtaki sulu faz hacminin(10 mL) ,zenginlestirme sonrasi elde edilen hacme (0.5

mL) orani alinarak hesaplandi.

d Zenginlestirme &ncesi ve sonrasi kalibrasyon grafiklerinin egimleri oranlanarak hesaplanmistir.
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4. TARTISMA

Bu ¢aligma kapsaminda yeni bir YPSK temelli analitik yontem gelistirilip valide
edilmistir ve numune hazirlama yontemi olarak iki farkli kat1 faz ekstraksiyon yontemleri
kullanilmigtir. Kullanilan hedef analit ise GLP ve PST ayn1 anda analizi yapilmistir. Hedef
analit olarak bu etken maddelerin secilme nedeni son yillarda birlikte kullaniminin artmasidir.
Literatiirden edinilen ve son yillarda aragtirmalara gore diyabet hastalarinin tedavi
protokollerine statin grubunun da eklendigi goriilmektedir bunun sebebi ise diyabetli
bireylerin kardiyovaskiiler risk faktorii tasimasidir. Bu nedenle statin ve siilfoniliire grubu
ilaglarin birlikte recete edilme sayis1 artmistir (Eldor ve Raz, 2009). Onerilen YPSK-DAD
yontemi gegerliliginin saglanmast icin ICH klavuzuna gore validasyon parametreleri
calisilmistir. Dogrusalliga bakildiginda elde edilen kalibrasyon grafiklerinin korelasyon
katsayilar1 1’e yakindir, r? degerleri GLP ve PST i¢in 0,9989 ve 0,9959’dur bu degerlere gore

dogrusallik ICH kilavuzuna uygundur.

Ozgiinliik calismasi icin ortama elimizde bulunan farkli siilfoniliire gruplar1 ve
Metformin HCI eklenmistir btartunun sebebi analiz edilecek ortamda bulunan diger bilesenlere
kars1 segiciliginin olup olmadigini gérmektir. Bu analiz sonuglarinda ise manyetik kati faz ve
fabrik faza GLP ve PST diginda higbir siilfoniliire grubu etken madde tutunmamustir sadece
ortamda bulunan Metformin HCI tutunmus ve kromatogramda sinyali belirmistir fakat bu
sinyal hedef analitlerin piklerini etkilememistir. Metformin HCI pikinin dogrulugunu tespit
etmek i¢in standart kromatogrami ve spekturumu g¢alismada verilmistir. Secicilik ¢aligmasi
basartyla uygulanmis ve hedef analitlere segici kat1 fazlarin kullanildigi anlagilmistir. Tayin
ve gozlenebilme smirlariin belirlenmesi yeni gelistirilen bir yontem i¢in ¢ok kiymetlidir
¢linkli bu tespit edilen smirlar yontemin hassasiyetini gosterir.Yapay biyolojik sivilarin
kullanildigt bu yontemde eser diizeyde etken maddelerin analizinin yapildigini ispat
edebilmek icin GS ve TS degerleri hesaplanmis ve bu degerler ¢alisma aralig1 icinde kabul
edilebilir seviyededirler.Kesinlik calismalar1 i¢in giin i¢i ve giinler arasi tekrarlanabilirlik
calisilmig bunun i¢in ICH’in istedigi yiizde bagil hata degerleri hesaplanmis klavuza uygun
olan % 6 ‘in altinda degerler bulunmustur. Saglamlik parametresi yontemin sartlarin
degisimine karst ayni sonuclar1 verebildigini gostermek icin calisilmistir.Bu amagla
enjeksiyon hacmi farkli hacimlerde denenmistir hacim arttikga sadece pikin yiiksekligi

artmaktadir ve bu ¢alismada eser diizeyde analiz 6nemki oldugundan kullanilan enjeksiyon
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hacmi uygundur.Kolon sicakligi ve mobil faz oran1 da galigilmig ve bu ¢alisma i¢in kullanilan

parametrelerin uygun oldugu goriilmiistiir.

Manyetik kat1 faz ekstraksiyonu i¢in laboratuvarimizda manyetik kat1 destek maddesi
sentezlenmis ve Erciyes Universitesi Eczacilik Fakiiltesi tarafindan karakterizasyon
calismalar1 yapilmistir bunun yapilma sebebi sentezlenen malzemenin yapisini aydinlatmaktir.
Bu ¢alismadaki malzemede 6nce FesO4 tanecikleri olusmus iizeri Tetra etil orto silikat (TEOS)
ile kaplanip uglarina Melanin maddesi baglanmistir. Bu malzemenin tahmin edildigi sekilde
olustugunu ispat etmek i¢in FTIR, TEM, XRD, Raman sonuglari alinmistir. Elde edilen veriler
15181inda FTIR goriintiilerinde olusan magnetitten kaynakli Fe-OH baglarinin gerilme bandi
tespit edilmistir. C-N, C=0, C-OH gibi fonksiyonel gruplar tespit edilmistir ve bunlari TEOS
ve Melaninden kaynaklandigimi gostermektedir. XRD spektrumunda ise yine daha g¢ok
metallere 6zgii spesifik kirmim pikler gézlenir bu sentezlenen malzemenin bilesenlerine uygun
spektrumlar elde edilmistir. Kullanilan kati malzemenin homojenligi c¢alismanin her
kullanimda aymi verimi saglamasi  ac¢isindan 6nemlidir TEM goriintiileri sayesinde
Fes04@TEOS-Melanin yapisinin morfolojik yiizeyi incelenmistir farkli yakinlastirmalarla
goriintiiler alimmistir. FFE membraninin oluk gézenekleri, bir KFE diskini veya kartusunu
taklit eden ekstraksiyon sistemi boyunca bir akis saglar.Hedef analitleri iceren sulu numune
matrisi, ekstraksiyon islemi sirasinda siirekli olarak FFE membranindan gecer ve analitler
ekstraksiyon islemini kolaylastirmak icin sol-jel sorbent ile etkilesime girer. Bu nedenle sol-
jel sorbent kapli FFE membraninin gegirgenliginin korunmasi gerekmektedir. Bunun
sonucunda homojen bir yiizeye sahip oldugu tespit edilmistir. Raman spektrumunda ise Qin
vd., tarafindan yapilan ¢alismada Melanin molekiiliiniin spekrumu dalga boyu belirlenmis ve

bu calisma i¢in alinan spektrumlarda bu dalga boyunda pik tespit edilmistir.

Cizelge 4.1. ideal optimizasyon parametrelerinin karsilastirmali sonuglari

Optimizasyon

Parametreleri MKFE Yontemi FFE Yontemi
pH pH:4 pH:2
Solvent izopropil alkol Metanol
Solvent Hacmi (uL) 500 uL iPA 500 uL. MeOH
Adsorpsiyon zamam (dk) 40 dk 30 dk
Desorpsiyon zamam (s) 30s 40 s
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Manyetik ve fabrik kati faz ekstraksiyonu i¢in optimizasyon parametreleri calisilimis ve
sonuglar karsilastirmali olarak Cizelge 4.1°de verilmistir. ideal pH degerleri her iki yontem
icin asidik bolgede belirlenmistir bunun sebebi hedef analitlerin pKa degerleri veya kullanilan
kat1 yiizeyin yiikii etkilidir analitlerin pKa degerleri asidiktir. Ortamin pH’1 degistiginde kati
azla hedef analitin tutunmasini etkilenir bu yiizden ilk ¢aligilan parametredir. Desorpsiyon
solventi se¢iminde elimizde bulunan organik ¢dziiciiler denenmistir ideal organik solventin
polaritesi ve molekiil yapisi kati fazi tutup tekrar birakmasinda etkilidir bu adsorpsiyon
asamasinda solventle analit bilesenleri arasinda fiziksel bir baglanma gerceklesir solventin
yapisinda bulunan hidrofil ve hidrofobik uglarmn yeri ve sayisi bu asamada onemlidir.ideal
solventler FFE ve MKFE’de farkli ¢oziicii tiirleri olarak belirlenmistir bunun sebebi ise kati
fazlarin yapisinin farkli olmasidir. Solvent tiirii belirlendikten sonra bu solventten desorpsiyon
asamasinda ne kadar kullanilacagi da calisilmistir ¢iinkii bu asamada kullanilan hacim ile
zenginlestirme faktorli hesabi yapilmistir. Kullanilacak olan miktar 200 pL altinda olursa
cihaz tarafindan okunamaz ideal miktarin iizerinde ise ¢ozelti seyrelir ve zenginlesme orani
diiser bu sartlarda en ideal miktarlar belirlenmistir. Adsorpsiyon ve desorpsiyon siiresi ise kati
faz ile hedef analitlerin daha iyi etkilesmesini saglamak ayn1 zamanda uzun siire etkilestiginde

desorbe olmasini engellemek amaciyla en ideal olan siireler belirlenmistir.

Cizelge 4.2. Analitik performans parametreleri karsilagtirma tablosu

Parametreler MKEFE ile Zenginlestirme FFE ile Zenginlestirme
Sonrasi Sonrasi
GLP PST GLP PST
Dogrusal arahk | 10.0-750.0 ng | 10.0-750.0 ng | 20.0-1000.0 ng | 15.0-1000.0 ng
mL! mL! mL! mL!
Gozlenebilme 3.03ngmL! | 3.17 ngmL"! 6.28 ng mL"! 423 ngmL!
sinir?
Tayin simir1” 9.09 ng mL"! 9.50ngmL"' | 18.82ngmL"' | 14.14 ngmL"!
Kalibrasyon 1452.1 681.4 2343.6 3040.8
Duyarhhgi
Determinasyon 0,9994 0,9990 0.9945 0.9965
Katsayisi (R?)
Zenginlestirme 20 20 20 20
Faktorii®
Tyilestirme 52 58 36 42
Faktorii®
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MKFE VE FFE Yontemlerinin t ve F Testiyle Degerlendirilmesi

Gelistirilen yontemlerden elde edilen sonuglar ayn1 model ¢ozeltiyle 5 tekrarli yapilan
olgtimlerin sonuglar1 t ve F testiyle 250 ng mL? standart eklemeli analiz sonuglari

karsilastirilarak tablodaki gibidir.

Cizelge 4.3. Farkli ekstraksiyon yontemleri i¢in uygulanan t ve F testi sonuglari

MFKE FFE
N 5 5
Ortalama 253.7 253.4
tkritik> tdeneysel
Standart sapma 15.4 124
122 -0.03

t s N1+N2
deneysel bir [N1xN2

Serbestlik derecesi =8 i¢in

T kritik % 95 Giiven diizeyinde t kritik = 2.31
542
—=154
Fdeneysel 522
Fkritik > Fdeneysel
Fritik % 95 Giiven seviyesinde Fiitik = 2.93

F ve t testi igin sentetik idrar drneginden hesaplanan sonuglarinda kritik degerler
deneysel degerlerden biiyiik oldugu icin MKFE ve FFE yontemleri arasindaki fark anlamsiz

hata olarak kabul edilir.

Optimizasyonu tamamlanan parametreler sonrasinda optimum sartlarda yapilan
deneylerde gercek ornek olarak yapay idrar, yapay tiikiirik ve ilag numuneleri literatiirde
belirtilen dogrultuda hazirlanmistir. Bu numunelerin kullanilma amac1 gergek biyolojik 6rnek
ortamini olusturarak hedef ilaclar1 kullanan bireylerden analizi taklit ederek bir analitik
yontem gelistirmektir. Hazirlanan numuneler analiz edilmis sonra hedef analitleri igeren
standartlar eklenerek geri kazanim ve bagil standart sapma degerleri hesaplanmistir. Caligilan
bu parametreler sayesinde yontemin belirsiz hatalar1 belirlenmis olur. Bu degerler literatiire
gore BSS %10 un altinda geri kazanim ise %95-105 arasi istenmektedir bu ¢aligmada bulunan

degerler bu araliktadir.Yontemin analitik performasn 6lgiitlerini belirlemek i¢in uygulanan
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FFE ve MKFE yontemlerinin Oncesi ve sonrast parametreler degerlendirilmistir.Calisma

araligi, GS ve TS degerleri ppm diizeyinden ppb diizeyine inerek eser analizin 6nemli oldugu

bu tez calismasinda hedef analitler tayin edilebilir diizeye gelmis yani zenginlestirme

saglanmistir.

Cizelge 4. 4. Gelistirilen yontemin literatiirdeki yontemlerle karsilagtirma sonuglari

Analiz Numune Hedef Dogrusal GS Numuneler
Yontemi Hazirlama Analit Aralik
Metodu
LC-MS/MS KFE PST 0.5-200 ng/mL 0.5 Plazma
ng/mL
YPSK - PST 28 -52 pg/mL  4.81 Tablet
mg/mL
UYPSK- MEPS PST 5-500 nmol/L 1.5 Rat plazma
MS/MS nmol/L ve idrar1
RP-YPSK- LLE GLP 50-600 ng/mL 5.0 Insan
uv ng/mL plazmast
YPSK- KFE GLP 2.55-408 2.55 Insan
MS/MS ng/mL ng/mL plazmasi
YPSK IPKFE GLP 25-1000 4,5 Plazma
ng/mL ng/mL
UV- - GLP 1-7 pg/mL 0.5281 = Farmasotik
Spektrometr png/mL ilag
i
GLP 10-1000 nrdg |~ 3.03 ng
MKFE mL! mL-! Sentetik
YPSK-DAD FFE idrar
PST 10-1000ng  3.17ng  Sentetik
mL-! mL! tiikiiriik
Ilag
numunesi

Kaynak

(Jain vd.,
2007)
(Silva vd.,
2012)
(Vickova
vd., 2012)
(Atif vd.,
2013)
(Li vd.,
2013)
(Aburuz
vd., 2005)
(Shirode
vd., 2022)

Onerilen

Yontem
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Jainvd., insan plazmasinda pravastatin tayini i¢in kat1 faz ekstraksiyonu (KFE) kullanan
LC-MS/MS yoéntemi gelistirmistir. Ekstraksiyon prosediirii, pravastatin ve IS igin sirasiyla
%107,44 ve %98,93 geri kazanim ile verilmistir. Valide edilen bu yontem, pravastatinin
farmakokinetik calismasinda 18 saglikli insan goniilliisiinde 40 mg'lik formiilasyonunun tek
oral dozu igin ayrica degerlendirilmistir.Bu tez calismasinda kullanilan MKFE ve FFE
yontemleri bu literatiirdeki KFE yontemine gore daha secici olup ekstraksiyon daha hizli ve

basittir ayrica daha fazla numune {izerinde ¢alisiimasi tez ¢alismasinin avantajidir.

Silva vd., ilag veya dozaj formlarinda lovastatin, pravastatin sodyum veya simvastatin
miktarini belirlemek i¢in 28 ila 52 pg/mL dogrusal aralikta ters fazli yiiksek performansli sivi
kromatografisi ile basit ve hizli bir yontem dogrulamasini gostermektedir. Gelistirilen yontem
i¢in dogrusallik (r > 0.999), dogruluk (%98.8-101.6), kesinlik (bagil standart sapma < %2) ve
plasebo ve/veya bozunma lirlinlerine kars1 segicilik gosterir. Ekstraksiyon yontemi
kullanilmamistir ve yontem valide edilmistir. Tez ¢aligmasinda kullanilan linear aralik bu
literatiir calismasina gore daha genistir ayni zamanda ekstraksiyon yontemi kullanilmamasi ve

secicilik tizerine ¢aligma yapilmamasi dezavantajidir.

VIckova vd., miktar tayini i¢in ultra yiiksek performansl sivi kromatografisi-tandem
kiitle spektrometrisi (UYPSK-MS/MS) araciligiyla sican plazmasi ve idrarinda pravastatin ve
pravastatin lakton tayini igin basit ve tekrarlanabilir bir ydntem rapor edilmistir. Ornek
hazirlama MEPS yani mikroekstraksiyondan olugsmustur. Tez ¢aligmasinda ise sentetik idrar,
tiikkiirik ve ilag numuneleri kullanilmistir. Metot geri kazanimi plazma numuneleri i¢in %97-
109 ve idrar numuneleri igin %92-101 arasinda degismistir. BSS yiizdesi olarak ifade edilen
giin i¢i kesinlik plazma numuneleri i¢in %8'den ve idrar numuneleri i¢in % 7'den diistiktiir.
Tez galismasinda ise % BSS %6’dan dusiiktiir. Yontem, plazma ve idrar 6rneklerinde GS 1,5
nmol/l ve TS 5 nmol/l'ye ulasan hassasiyetle dogrulanmistir. Tez ¢aligmasinda ise PST igin

GS degeri 3.17 ng mL? olarak belirlenmistir.

Atif vd., insan plazmasinda Glipizid tayini i¢cin UV dedeksiyonlu basit, hassas ve se¢ici
bir YPSK yo6ntemi gelistirilmistir. Plazma 6rneklerinden ilaci ekstrakte etmek igin sivi-sivi
ekstraksiyon yontemi kullanilmistir. Tez ¢alismasinda ise li¢ farkli numune i¢in MKFE ve FFE
ekstraksiyon yontemleri kulanilarak daha segici, hizli ve zenginlestirme saglayan yontemler
kullanilmistir. Kalibrasyon egrisi 50-1600 ng/mL konsantrasyon araliginda dogrusaldi. Giin

ici ve giinler arasi kesinlik degerleri %15'in altindaydi. Miktar belirleme sinir1 50 ng/mL ve
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ortalama geri kazanim %98'in tlizerindeydi. Tez ¢alismasinda kesinlik degeri %6’ nin altinda
TS degeri 18.82 ng/mL ve %geri kazanim %98.6 ile %108.6 arasindadir yani tez ¢alismasinda

sunulan veriler bu calismaya gore kesinlik, dogruluk ve hassasiyet yoniinden daha iistiindiir.

Li vd., insan plazmasinda metformin ve glipizidin es zamanli olarak belirlenmesi
yiksek performansli sivi kromatografisi-tandem kiitle spektrometresi (YPSK-MS/MS)
yontemi gelistirilmis ve valide edilmistir. MS dedektor kullanildig: icin Dogrusal kalibrasyon
egrileri metformin i¢in 4.10-656 ng/mL ve glipizid i¢in 2.55-408 ng/mL konsantrasyon
araliklarinda elde edilmistir. Giin i¢i ve giinler arasi hassasiyetin bagil standart sapmast %10’
un altindaydi ve dogrulugun bagil hatas1 % 7.0 ile %4.6 arasindaydi. Sunulan YPSK-MS/MS
yonteminin glipizid i¢in uygun oldugu kanitlanmigtir. Dogrusal aralik tez ¢aligmasinda daha
genistir ve %BSS degeri %6 nin altinda oldugundan bu literatiire gore daha avantajlidir.Li ve
arkadaglarinin sundugu bu literatiirin GS degerinin daha diisilk olmasi ve plazmaya

uygulanmasi yoniinden daha tstiindjir.

Aburuz vd., bu makalede, plazmada metformin ve glipizid, gliklazid, glibenklamid veya
glimeperidin es zamanli tayini igin SPE ve YPSK yontemlerinin gelistirilmesi
aciklanmaktadir. Bu analitlerin her birinin plazmada ayr1 ayn tayini i¢in daha 6nce ¢esitli
ekstraksiyon ve YPSK yontemleri tanmimlanmistir. Bu analitlerin es zamanli tayini,
kombinasyon ilaglar1 alan diyabetik hastalarin rutin takibi ve kombine dozaj formlarinin
farmakokinetiginin incelenmesi i¢in Onemlidir. Gelistirilen yontemlerin geri kazamimlari
%76,3 ile %101,9 arasinda bulunmustur. Miktar belirleme smirlart 5 ila 22,5 ng/ml
arasindadir. Dogruluk (% bagil hata ile Olciilmiistiir) her zaman %12'den az olmustur.
Gelistirilen bu yontemin tez ¢aligmasina gore Ustiinliigli birden ¢ok antidiyabetik ilac1 ayni
anda analiz edebilmesidir fakat GS degeri ve kesinlik degeri olarak tez ¢alismasi daha

ustiinddar.

Shirode vd., Glipizid tayini i¢in bir TF-YPSK yontemi gelistirilmistir. Onerilen yéntem,
1-7 png mL* araliginda dogrusal bulunmustur. GLP i¢in TS ve TAS sirastyla 0.5281 ve 1.761
png mL? olarak bulunmustur. Valide edilen yontem, sirket i¢i formiilasyon ve pazarlanan
formiilasyonlardan GLP'nin kantitatif tayini i¢in uygulanmistir.Tez ¢alismasinda
zenginlestirme adimi uygulanmistir ve TS degeri ppb seviyesinde olup bu literatiire gore
hassasiyeti daha iyi oldugunu goésterir ayn1 zamanda dogrusal aralik tez ¢alismasinda daha

genistir.
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Bu tez ¢alismasinda 6nerilen yontem ise literatiirde daha 6nce yayimlanmamis Glipizid
ve Pravastatin sodyumun ayni anlda analizini YPSK-DAD araciligiyla iki farkli ekstraksiyon
ve zenginlestirme adimryla numune hazirlanmasi sonrasi sentetik idrar, sentetik tiikiiriik ve
farmasoétik ilag numunelerine uygulanmistir.Valide edilen yontem igin giin i¢i giinler arasi
kesinlik hesaplanmis ve % bagil standart sapma cinsinden % 6.1 nin altinda tespit edilmistir.
Dogruluk i¢in geri kazamim ¢alismalar1 yapilmis ve % 98,5-103,3 arasinda kabul edilmistir.
GS degerleri GLP igin 3.03 ng mL? ve PST i¢in 3.17 ng mL? seviyelerinde olup diger
yontemlerden iistiindiir. Numune hazirlama yontemlerinde kullanilan katt malzemeler hedef
analite Ozgiidiir ve kat1 destek malzemeleri karakterize edilmistir bu yonden de gelistirilen
yontem basarili ve iistiindiir. Tez ¢alismasinin hedef molekiillere segici olmasi ve orijinal bir

calisma olmasi bakimindan diger yapilan ¢alismalara gore iistiindiir.
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5. SONUC VE ONERILER

Son zamanlarda diinyada ve iilkemizde yash bireylerin yani sira yetigkin ve geng
bireylerde diyabet ve hiperlipidemi rahatsizliklariin goériilme oraninin yiikselmektedir ve bu
hastaliklarin tedavisinde sik sik recete edilen ilaglarin analizi i¢in yeni analititk yontemler
gelistirilmesi 6nem arz etmektedir. Bu tez konusu kapsaminda Tip 2 Diyabet tedavisinde
kullanilan Glipizid (GLP) molekiilii ile birlikte antihiperlipidemik ve antihipertansif etkili
Pravastatin Sodyum (PST) etken maddesinin yapay idrar, yapay tiikiiriikk ve tablette YPSK-
DAD cihaziyla model c¢ozeltilerden tayini yapilmistir. Analiz yapilmadan 6nce bu etken
maddelerin hazirlanan model ¢6zelti ortamlarindan 6zgiin bir sekilde ayrilip YPSK cihazinda
eser miktarlarda okunmasi amaciyla ayirma ve zenginlestirilme basamagi uygulanmistir.
Ekstraksiyon ve zenginlestirmeyi saglamak icin hedef analite 6zgii sentezlenen kati destek
maddeler kullanilmistir hem Manyetik temelli kat1 faz ekstraksiyonu (MKFE) hem de Fabrik
faz ekstraksiyonu (FFE) ile ¢alisilmis elde edilen tiim veriler (grafikler, optimizasyon,
validasyon verileri gibi) Bulgular boliimiinde verilmistir. Bir analitik yontem gelistirilmesi
sonucu yapilan tiim analizlerde istenen parametreler; organik ¢oziicliniin daha az harcanmasi,
zamandan tasarruf saglamasi ve maliyetinin diisiik olmasi, 6rnek hazirlama adiminin kolay
uygulanmasi, organik ¢oziiciilerin yesil kimyaya uygun yani ¢evreci olmasidir. Bu amaglar
dogrultusunda tez calismasinda kullanilan kat1 faz ekstraksiyon yontemleri temel olarak analiz
edilmek istenen analit bilesenlerini ¢6ziinmiis halde bulunmaktadir. Uygulanan MKFE ve FFE
sayesinde kati destek maddesine tutunan analitler daha diisitk hacimdeki bir ¢ozgene gegisi
saglanarak zenginlestirme islemi meydana gelmektedir. Bdylece kullanilan YPSK cihazinin
tespit edebilecegi seviyeden daha diisiik ¢6zeltiler de bile analizi kolaylagmistir. Bu galismada
yapay tikirlk, yapay idrar ve tabletlerde eser diizeyde bulanabilecek olan GLP ve PST
molekiillerinin es zamanli tayinleri igin daha 6nceki ilgili yaymlardan faydalanarak en uygun
tayin sartlar1 belirlenmistir. Belirlenen tayin kosullari verilmis boylece yeni bir analitik yontem
gelistirilerek hedef ve amaglara ulagilmistir. GLP ve PST molekiillerinin YPSK-DAD analizi
i¢in yiriitiicii faz olarak % 45 pH 3.0 Fosfat tamponu ,%55 Asetonitril 1.0 mL dk-1 akis
hiziyla izokratik eliisyon modunda kullanilmistir. Gelistirilen yontemin kalibrasyon sonuglar
cizelge halinde gosterilmistir. Her iki ekstraksiyon metodu i¢in ortam pH’s1 ve kati faz destek
maddesinin miktar1 veya boyutu, ideal desorpsiyon ¢ézgeni tiirii ve miktari, kat1 faza tutunma
sliresi ve kati fazdan analit bilesenlerinin geri birakilmasi i¢in gerekli siireler olmak tizere tiim
parametreler optimize edildi. Optimizasyon grafikleri ve gerekli veriler sunulmustur. ICH

klavuzuna goére dogruluk, kesinlik, saglamlik gibi validasyon parametreleri calisilmis ve
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yontem valide edilmistir. Boylece hedef analitler i¢in en uygun tayin sartlari olusturulmustur.
Hedef etken maddelere se¢ici kati destek maddeleri sentezlenerek ve temin edilmis sonrasinda
MKFE ve FFE yontemleriyle hem ayirma hem de zenginlestirme basamagi gergeklesmistir ve
cihazin okuyaca@ seviyeye gelmis olur. Onerilen bu yontem sentetik idrar, sentetik tiikiiriik
ve tablet ¢ozelti ornekleri ile standart eklenerek validasyon sonuglari verilmistir ve tim
degerler kabul edilebilir araliktadir. 3 tekrarli yapilan standart eklemeli geri kazanim
calismalar1 sayesinde yontemleri % geri kazanim olarak dogrulugu, % Bagil standart sapma
(%BSS) olarak ise tekrarlanirliklari hesaplanmigtir. Hedef etken maddelerin her ikisi iginde
gelistirilen yontemlerin % BSS degerleri MKFE i¢cin % 5,5' in altinda ve FFE igin %5,6 nin
altinda yani kabul edilebilir seviyede bulunmustur. Ayrica uygulamada kullanilan 3 6rnek tipi
icin dogrudan okuma ve standart ekleme yontemleri ile elde edilen % geri kazanim degerleri
MKFE yontemi i¢in %95,5-104,9 FFE yontemi igin %94,3-%103,9 arasinda olup, kabul
edilebilir seviyededir. GS, TS, dogrusal araligi, kalibrasyon duyarliligi, zenginlestirme ve
iyilestirme faktorleri karsilagtirmali olarak ekstraksiyon dncesi ve sonrasinda verilmistir. Bu
karsilastirmalar sonucunda dogrusal aralik, tayin sinir1 ve gozlenebilme sinir1 degerleri ppm
(ug mL*) seviyesinde iken ekstraksiyon ve zenginlestirme adimindan sonra ppb (ng mL™?)
seviyelerine diismiistiir boylece eser diizeyde hedef analit cihazin okuyabilecegi oranlara
cikmigtir. Zenginlestirme faktorii parametresi deneyde baslangictaki c¢ozelti hacminin
ekstraksiyon sonrasi analiti desorbe etmek i¢in kullanilan desorpsiyon ¢6zgeni hacmine orani

almarak hesaplanir.Bu ¢alismada kullanilan yontemler i¢in bu faktor 20 olarak hesaplanmistir.

Literatiirde PST ve GLP icin ayr1 ayr1 YPSK yontemleri ile tayinleri yer almaktadir
fakat daha 6nce hedef analitler i¢in kullanilan ekstraksiyon yontemleri sonrasi es anli bir analiz
calisilmamistir. Ayrica calismanin en 6nemli kismi ise MKFE ve FFE metodlar1 bu etken
maddelerle yapilan tayinlerde 6zgiin sentezler sonrasinda ilk defa bu ¢alismada uygulanmistir.
Bu anlamda bu tez calismasi hem numune hazirlama hem de yontem gelistirme olarak
orjinaldir.Tez ¢alismasinda imkanlar dahilinde 6zglinliigii test etmek igin farkli statin gruplari
eklenerek ortamdan hedeflenen analitin ayrilmasi incelenmesi ve daha genis bir validasyon
calismasi ve farkli biyolojik sivilardan ger¢ek numune ortamlarindan tayin edilmesi ve yontem

gelistirilmesi Onerilebilir.
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