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Bu tezde, ila¢ etken maddesinin stabilitesinin degerlendirilmesi, ilag
tabletlerinde eser elementlerin manyetik kati faz yontemiyle dnderistirilmesi ve ilag
etken maddesinin tablet formundan hidrofobik derin Otektik ¢Oziicii sivi-sivi
ekstraksiyonu teknigi ile onderistirilmesi olmak iizere 3 yontem gelistirildi. Birinci
boliimde, 2019 yilinin sonlarinda Cin’de ortaya ¢ikan SARS-COV-2 viriisii kaynakli
COVID19 hastaligmin tedavisinde kullanilmis olan Favipiravir etken maddesinin
tayini i¢in UPLC metodu olusturuldu ve yontem validasyonu LC-MS/MS teknigi ile
yapildi. Favipiravirin, zorlanmis kosullar altindaki stabilitesinin degerlendirmesi LC-
MS/MS teknigi ile yapildi ve favipiravir tablet formundan tayin edildi. ikinci
boliimde, ilag preparatlarinda Pb(1l), Zn(ll), Cu(ll), Co(ll) eser metal iyonlarinin
Onderistirilmesi i¢in yeni bir manyetik kat1 faz ekstraksiyonu yontemi gelistirildi. Bu
kapsamda adsorban olarak 8-hidroksikinolin ile kaplanmis FesOs (Fez0s-8HQ
MNPs) manyetik kat1 faz sentezlendi ve karakterizasyon ¢aligmalari FT-IR, SEM,
VSM ve TGA teknikleri ile yapildi. Ekstraksiyon yonteminin optimizasyonundan
sonra analitler MIS-FAAS ile tayin edildi. Gelistirilen yontem ilag, atik su ve
kompozit malzeme Orneklerine uygulandi. Ayrica CRM c¢dozeltisine yontem
uygulandi ve MIS-FAAS ile elde edilen sonuglar, ICP-MS teknigi ile elde edilen
sonuglarla karsilastirildi. Ugiincii boliimde, yiiksek tansiyon tedavisinde kullanilan,
santral etkili antihipertansifler ilag grubunda bulunan Metildopa ila¢ etken
maddesinin, hidrofobik derin &tektik ¢oziicii (HDOC) sivi-sivi mikroekstraksiyonu
ile 6nderistirilmesi ve HPLC-UV teknigi ile tayini ¢alismasi yiiriitiildii. Bu kapsamda
ilk olarak etken maddenin HPLC-UV metodu olusturuldu ve yontem validasyonu
yapildi. Hidrofobik derin &tektik ¢6ziicli olarak mentol-biitanol ¢oziicii karisimi
kullanildi. Mentol-Biitanol hidrofobik derin 6tektik ¢oziiclisiniin, FT-IR ile
karakterizasyonu yapildi. Optimizasyonu yapilan HDOC mikroekstraksiyon ydntemi
metildopa igeren tablet 6rneklerine uygulandi. Zenginlestirme faktorii 44.4 olarak
bulundu.

ANAHTAR KELIMELER: Stabilite degerlendirme, UPLC-MS/MS,
Mikroekstraksiyon, Fe304-8HQ MNPs, FAAS, Hidrofobik derin o6tektik ¢oziici,
Onderistirme, HPLC-UV



ABSTRACT

DETERMINATION OF ELEMENTAL IMPURITIES IN TABLET FORM
DRUG PREPARATIONS BY PRECONCENTRATION METHODS AND
EVALUATION OF STABILITY OF DRUG ACTIVE INGREDIENTS
PH.D THESIS
SULEYMAN GOKCE
PAMUKKALE UNIVERSITY INSTITUTE OF SCIENCE

CHEMISTRY
(SUPERVISOR: PROF. DR. AYSEN HOL)

DENIZLIi, JULY 2023

In this thesis, three methods were developed: evaluation of the stability of the drug
substance, preconcentration of trace elements in drug tablets by magnetic solid phase
method, and preconcentration of the drug substance from tablet form by hydrophobic
deep eutectic solvent liquid-liquid extraction technique. In the first part, the UPLC
method of the active ingredient Favipiravir, which was used in the treatment of
COVID19 disease caused by the SARS-COV-2 virus that emerged in China at the
end of 2019, was created and the method validation was done with the LC-MS/MS
technique. The stability of favipiravir under forced conditions was evaluated by LC-
MS/MS technique and determined from favipiravir tablet form. In the second part,
the method for the preconcentration of Pb(ll), Zn(l1), Cu(ll), Co(ll) trace metal ions
in drug preparations was developed. In this context, magnetic solid phase FezO4
(Fes04-8HQ MNPs) coated with 8-hydroxyquinoline as adsorbent was synthesized
and characterization studies were performed with FT-IR, SEM, VSM and TGA
techniques, method parameters were optimized with FAAS technique. After
optimization of the extraction method, analyzes were determined by MIS-FAAS. The
developed method was applied to drug, wastewater and composite material samples.
In addition, the method was applied to the CRM solution and the results obtained
with MIS-FAAS were compared with the results obtained with the ICP-MS
technique. .In the third part, Methyldopa active ingredient in the centrally acting
antihypertensives drug group used in the treatment of high blood pressure was
precocentrated by hydrophobic deep eutectic solvent (HDES) liquid-liquid
microextraction and determined by HPLC-UV technique. In this context, first of all,
the HPLC-UV method of the active substance was created and the method was
validated. A menthol-butanol solvent mixture was used as the hydrophobic deep
eutectic solvent. Menthol-Butanol hydrophobic deep eutectic solvent was
characterized by FT-IR. The optimized HDES microextraction method was applied
to tablet samples containing methyldopa. The enrichment factor was found to be 44.4

KEYWORDS: Stability indicating, UPLC-MS/MS, Microextraction, Fe304-8HQ
MNPs, FAAS, Hydrophobic deep eutectic solvent, Preconcentration, HPLC-UV
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1. GIRIS

Ilag preparatlarinin giivenirligini, kalitesini etkileyen faktorlerin en &nemlisi
icerdigi safsizlik ve kirliliklerdir. Bu sebeple ila¢ gelistirme siireclerinden baslamak
lizere, etken maddenin stabilitesi, tablet formunun igermis oldugu safsizliklar ve etken
maddenin tablet formundan tayin edilmesi ilag ¢caligmalarinda 6nem arz etmektedir.
Farmasotik molekiillerin kimyasal davranisi, ilag lirtiniinlin glivenligini ve etkinligini
etkiledigi igin Snemlidir. Amerika ilag Dairesi (FDA) ve Uluslararast Harmonizasyon
Toplulugu (ICH) kilavuzu, ¢esitli gevresel faktorlerin etkisi altinda zamanla bir ilag
maddesinin ve ilag liriniiniin kalitesinin nasil degistigini anlamak i¢in stabilite testinin
yapilmasini istemektedir (Brummer ve dig. 2014). Ilag iiriiniiniin stres testleri asidik,
bazik, oksidatif, termal ve UV 1g1k kosullarinda yapilir (Singh ve Bakshi 2000).

Zorlanmis kosullar altinda gerceklestirilen bozunma calismalari; ilag etken
maddelerinin bozunma yollarinin belirlenmesi ve taninmasi, ilag ile ilgili bozunma
tiriinlerini ayirt edebilmek ve ila¢ disi iiriinlerden gelen safsizliklart tanimlamak,
bozunma firiinlerinin yapisini agiklamak, etken madde formiilasyonunun stabilitesini
belirlemek, bozunma mekanizmalarini ortaya koymak, gelistirilen bir yontemden ilag
tirtinlerine iliskin nitelikli veriler almak, ilag molekiillerinin kimyasal 6zelliklerini
kavrayabilmek, daha kararli formiilasyonlar olusturmak, uluslararasi ICH standardina
benzer bozunma profilleri iiretmek, stabilite ile ilgili problemleri ¢ézmek igin

yapilmaktadir (ICH 2003, Brummer 2011, Reynolds ve dig. 2002).

Stabilite testlerini uygulamak icin 6rnek hazirlama, yontem olusturma ve
yontem dogrulama adimlarinin izlenmesi gerekmektedir. Ornek hazirlama, etken
maddeyi iceren ¢Ozeltinin stres testlerine maruz birakilmasini ifade etmektedir.
Yontem olusturma ise etken maddenin kimyasal yapisinin aydinlatilmasi, literatiir
arastirmasi, ¢Oziicii secimi, sabit faz se¢imi, dedektor sec¢imi, akis hizi ve kolon
sicakliginin belirlenmesi ve potansiyel pargalanma {iriinlerinin belirlenmesini
tanimlamaktadir. Yontem dogrulama ise kesinlik, hassasiyet, secicilik, gdzlenebilme

siirt (LOD), kantitatif tayin sinir1 (LOQ), dogrusal ¢alisma araligi ve ydntem



saglamligr metot parametrelerinin validasyonunu ifade etmektedir (Pathade ve dig.
2019).

llaglarda bulunan safsizliklar etken madde kaynakli, iiretim, paketleme ve
depolama kaynakli bulasan safsizlik ve kirliliklerdir. flag formlarindaki safsizlik
kaynaklar1, ilag gelistirme prosesinden gelen safsizliklar ve etken maddenin
dogasindan kaynakli safsizliklardir (Ahuja 2007). Etken madde kaynakli safsizliklar;
organik safsizliklar (pargalanma iirtinleri), ¢oziicli kaynakli safsizliklar ve anorganik

safsizliklar (elementel kirlilik) olarak sayilabilir.

Tablet formundaki ilaglar hazirlanirken, hem formiilasyonlarinin olusturulmasi
esnasinda hem de Dbasim ve paketleme siireclerinde metal kirlilikler
icerebilmektedirler. Bu kirliliklerin belirlenmesi ve analizi i¢in; Uluslararast Uyum
Konseyinin Insan igin Ilag Kullanimina Ait Teknik Gereklilikler Klavuzu (ICH
Q3D(R2), 2022) yayimlanmistir. ICH (Uluslararasi Uyum Konseyi), ilaglardaki 24
agir (tehlikeli) metal igerigini kontrol etmek i¢in Q3D talimatini 2013 yilinda ilk kez,
2022 yil1 Nisan ayinda da son revizyonunu yaymlamistir. Bu talimat ilaglardaki metal
icerigini kontrol etmek ic¢in, kirlilikleri siniflara ayirmis ve hangi tip metallerin
bakilmasinin zorunlu, hangilerinin ilgili iilkedeki mevzuata gore istege bagli olarak
bakilacagini agiklamaktadir. S6z konusu 24 agir metal, ilgili riske baglh olarak Sinif-
1, Simif-2A, Sinif-2B ve Smif-3 kategorilerinde siniflandirmakta ve Cd, Pb, As, Hg,
V, Co, Ni, Tl, Au, Pd, Ir, Os, Rh, Ru, Se, Ag, Pt, Li, Sh, Ba, Mo, Cu, Sn ve Cr

elementlerinden olusmaktadir.

Smif 1: As, Cd, Hg ve Pb elementleri, farmasdtiklerin iiretiminde sinirl
kullanimi1 olan veya hi¢ kullanilmayan toksik maddelerdir. ilag iiriinlerindeki
mevcudiyetleri tipik olarak yaygin olarak kullanilan malzemelerden gelir. Bu dort
element risk degerlendirmesi sirasinda, tiim potansiyel temel safsizlik kaynaklari ve

uygulama yollar1 genelinde degerlendirmeyi gerektirir.

Sinif 2: Bu simniftaki elementler genellikle insan i¢in toksik maddeler olarak
kabul edilir. Sinif 2 elementleri, ilag {irtiniindeki goéreli olusma olasiliklarina gore alt
sinif 2A ve 2B'ye ayrilmistir. Sinif 2A elementleri, ilag {irtiniinde nispeten yiiksek
meydana gelme olasiligina sahiptir ve bu nedenle, tiim potansiyel elementel safsizlik

kaynaklart1 ve uygulama yollart i¢in risk degerlendirmesi gerektirir. 2A sinifi
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elementler sunlardir: Co, Ni ve V. Sinif 2B'deki temel safsizliklar ise Ag, Au, Ir, Os,
Pd, Pt, Rh, Ru, Se ve TI igerir. Simif 2B elementleri, diisiikk bolluklar1 ve diger
materyallerle birlikte izole edilme potansiyellerinin diisiik olmasi nedeniyle ilag
irlinlinde daha az olugsma olasiligina sahiptir. Sonug¢ olarak, ilag maddelerinin,
yardimc1 maddelerin veya ilag iirlinliniin diger bilesenlerinin {iretimi sirasinda kasith

olarak eklenmedikleri siirece risk degerlendirmesinden ¢ikarilabilirler.

Smif 3: Bu simiftaki elementler, oral uygulama yoluyla nispeten diisiik
toksisitelere sahiptir. Giinliik izin verilen maruziyet dozunun (PDE) (> 500 pg / giin)
ise, ancak inhalasyon (bugu, gaz veya ufak damlaciklar durumuna getirilmis sivilarin
solukla alinmasi) ve parenteral (damar yolu ile ilag alma) yollar icin risk
degerlendirmesinde dikkate alinmas1 gerekebilir. Bu siniftaki elementler kasitli olarak
eklenmedikge, risk degerlendirmesi sirasinda dikkate alinmalarina gerek yoktur.
Parenteral ve inhalasyon iiriinleri i¢in, kullanima 6zgii PDE nin 500 pg/giin'iin
tizerinde olmadigi siirece, bu temel safsizliklarin dahil edilme potansiyeli, risk
degerlendirmesi sirasinda degerlendirilmelidir. Bu siniftaki elementler: Ba, Cr, Cu, Li,
Mo, Sb ve Sn (Wollein ve dig. 2015, Holm ve dig. 2016).

Nifusun hizla artmasi hastaliklarin ve dogal olarak da ilaca olan talebin
artmasina yol agmustir. Ilag arastirma-gelistirme, hastaliklarin teshisi, ilag analizlerinin
hizli, ekonomik, giivenilir ve dogrulugu kanitlanmis metotlar ile analiz edilmesi insan
saglig acisindan ¢ok onemli bir konudur. Biyolojik, ¢evresel, gida, ilag¢ tirlinlerindeki
eser miktardaki etken maddelerin kalitatif ve kantitatif analizlerinin hassas, dogru,
hizli ve ekonomik bir sekilde yapilmasi dnemli bir konudur. Ilag etken maddesinin ise
matriks Orneklerden analitik cihazlar ile tayinde ¢ogu zaman ortamdan alinmasi
(ayirma) ve deristirilmesi (zenginlestirme) gerekmektedir. Bu islemler i¢in sivi-sivi
ekstraksiyon, kati-sivi ekstraksiyon ve kati faz ekstraksiyon yaygin bir sekilde
kullanilmaktadir. Ancak bu yontemler son yillarda yerlerini organik ¢oziicii tiiketimini
en aza indiren, 6rnek hazirlama basamagini basitlestiren, yiiksek zenginlestirme orani
saglayan ve otomasyona uygun mikroekstraksiyon yontemlerine terk etmeye
baslamislardir. Mikroekstraksiyon yontemleri geleneksel yontemlere kiyasla analitler

icin yiiksek zenginlestirme saglamaktadir (Alver ve dig. 2012, Yavuz ve dig. 2006).

Karisik matriks ortamindan analitlerin ayrilmasi ve onderistirilmesi i¢in kati

faz mikroekstraksiyonu, manyetik kati faz mikroekstraksiyonu, siv1 faz
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mikroekstraksiyonu, tek damla mikroekstraksiyonu, direkt daldirmali tek damla
mikroekstraksiyonu, tepede asili tek damla mikroekstraksiyonu, stirekli akis
mikroekstraksiyonu, oyuk fiber = mikroekstraksiyonu, dispersif = sivi-sivi
mikroekstraksiyonu, katilagtirilmis ylizen organik damla mikroekstraksiyonu,
supramolekiiler ¢oziicii sivi faz mikroekstraksiyonu, derin otektik ¢oziicii sivi faz
mikroekstraksiyonu, switchable ¢oziicii sivi faz mikroekstraksiyonu literatiirde
kullanilan mikroekstraksiyon yontemleridir. Matriks igerisinden ayrilan ve
Onderistirilen analitler, tiirine uygun olarak segilmis olan; Atomik Absorbsiyon
Spektrometresi (AAS), Indiiktif Eslesmis Plazma Kiitle Spektrometresi (ICP-MS),
Yiiksek Performansli Sivi Kromatografisi (HPLC), Sivi Kromatografisi Kiitle
Spektrometresi (LC-MS/MS), Gaz Kromatografisi Kiitle Spektrometresi (GC-MS)
gibi analitik yontemlerle tayin edilirler (Yilmaz 2016).

Tez ¢alismasinin ilk bolimiinde, 2019 yilinin aralik ayinda Cin’in Wuhan
eyaletinde baslamis olan koronaviriis (COVID19) hastaliginin tedavisinde kullanilmus
olan, Favipiravir etken maddesinin, ICH Q1A(R2) yontemine gore stabilite testi ve
ICH Q2(R1) yontemine gore ise metot validasyonu yapilmistir (ICH Q1A 2003, ICH
Q2 2005). Etken madde asidik, bazik, oksidatif, termal ve UV 151k zorlanmis kosullara
maruz birakilip, stabilitesi Ultra Performansli Sivi  Kromatografisi Kiitle

Spektrometresi (UPLC-MS/MS) teknigi ile degerlendirilmistir.

Tez calismasiin ikinci boliimiinde, yeni bir dnderistirme ve ayirma teknigi
olarak manyetik kati faz mikroekstraksiyon yontemi gelistirilmistir. Bu kapsamda
oncelikle FesO4 manyetik nano pargacik (MNP) sentezlenmis ve 8-hidroksikinolin ile
kaplanmistir  (FesOs@8-HQ MNPs). Kaplanan malzeme Fourier Doniisiimlii
Kizilotesi Spektroskopisi (FT-IR), Termogravimetrik Analiz (TGA), Alan Emisyonlu
Taramali Elektron Mikroskobu (FESEM) ve Titresimli Ornek Manyetometresi (VSM)
teknikleriyle karakterize edilmistir. Onderistirilen, Pb(Il), Zn(Il), Cu(ll), Co(Il)
iyonlarinimn tayini i¢in; Mikro Enjeksiyon Orneklemeli Alevli Atomik Absorpsiyon
Spektrometresi (MIS-FAAS) kullanilmistir. Yontemde pH, eliient tiirii, eliient hacmi,
eliient derisimi, adsorpsiyon ve desorpsiyon siireleri, adsorban miktari, yabanci iyon
ve adsorpsiyon kapasitesi analitik parametreleri optimize edilmistir. Metot
validasyonu QCP-QCS-1 sertifikali referans malzeme (CRM) ile gergeklestirilmistir.

Gelistirilen yontem ilag Orneklerine, atik su numunelerine ve kompozit malzeme



iceriklerinin tayinine uygulanmistir. CRM ¢ozeltisin MIS-FAAS ile elde edilen
sonuglar1 ICP-MS teknigi ile elde edilen sonuglarla karsilastirilmis ve sonuglarin

uyumlu oldugu gézlenmistir.

Tez caligmasinin iiclincii boliimiinde, yeni bir mikroekstraksiyon yontemi
olarak, Hidrofobik Derin Oteki Coziicii (HDOC) mikroekstraksiyon yontemi
kullanilarak, yliksek tansiyon tedavisinde kullanilan, santral etkili antihipertansifler
ila¢ grubunda bulunan, Metildopa ilag¢ etken maddesinin HPLC-UV teknigi ile tayini
calismasi yiriitiilmistiir. Bu kapsamda ilk olarak ila¢ etken maddesinin tayini igin
HPLC-UV cihazinda metot validasyonu yapilmustir. Sonrasinda ise HDOC
mikroekstraksiyon yonteminde; HDOC tiirii, pH, mol oran, tuz etkisi, vorteks siiresi,

santrifiij siiresi, HDOC hacmi, numune hacmi parametreleri optimize edilmistir.



2. FAVIPIRAVIR ILAC ETKEN MADDESININ UPLC-
MS/MS TEKNIGi iLE STABILITESININ
BELIiRLENMESI

2.1  Cahsmanin Amaci

Ilag etken maddeleri iiretim esnasinda, paketleme kosullarinda ve rafta gevresel
etkenlere maruz kalmaktadir. Bu ¢evresel etkenler hem ilacin kendisinde hem de etken
madde lizerinde baz1 safsizliklar ve bozunma iiriinleri meydana getirebilmektedir.
Uluslararas1 Harmonizasyon Toplulugu (ICH) ve Amerikan ilag Dairesi (FDA)
cevresel etmenlere maruz kalan ilag preparatlarinin kalite kontrolii i¢in bozunurluk
testlerinin yapilmasini istemektedir. Etken madde asidik, bazik, oksidatif, termal ve
UV 151k zorlanmis kosullarina maruz birakilarak stabilite degerlendirilmesi yapilir

(Brummer ve dig. 2014, Singh ve Bakshi 2000).

Analitik yontemler baslangicta, temel metodolojik anlayis ve oOnceki
deneyimlerin bir kombinasyonuna dayali olarak gelistirilir. ilk calismalardan elde
edilen deneysel veriler, yontemin daha fazla gelistirilmesini yonlendirmek igin
kullanilabilir. Bir ila¢ etken maddesinin safsizlik kontrolii ve stabilitesinin
degerlendirilmesinde, uluslararasi belirlenmis olan birtakim kabul kriterlerine karsi
test etmek i¢in analitik yontem gelistirilmektedir. Yeni bir analitik yontemin
gelistirilmesinin ilk agamalarinda, analitik enstriiman ve metodoloji, analitik yontemin
amacia ve kapsamina gore segilmelidir. Yontem gelistirme sirasinda ilk olarak
degerlendirilebilecek parametreler, segicilik, dogrusallik, gézlenebilme sinir1 (LOD)

ve kantitatif tayin sinir1 (LOQ), dogrusal ¢alisma araligi, dogruluk ve kesinliktir.

Analitik yontem validasyonu, bir analitik yontemin amaclanan amacina uygun
oldugunu gosterme siirecidir. Analitik yontemlerin metodolojisi ve amaci, validasyon
calismalarina baslamadan Once agik¢a tanimlanmali ve anlasilmalidir. Bu anlayis,
bilimsel temelli yontem gelistirme ve optimizasyon ¢aligmalarindan elde edilmektedir.
Validasyon verileri, her bir validasyon 6zelliginin metodolojisinin agiklamasi ve
onceden belirlenmis ve gerekgeli kabul kriterleri ile mevcut 1yi iiretim uygulamalarin

takiben, destekleyici tarafindan onaylanan bir protokol kapsaminda, nitelikli



enstriiman kullanilarak iiretilmelidir. ilgili matrislerdeki hem ila¢ maddesi hem de
iiriin analitleri veya analit karigimlari i¢in protokoller gelistirilmeli ve yiiriitiilmelidir.
Validasyon siireci; segicilik, dogrusallik, dogruluk, kesinlik (tekrarlanabilirlik, ara
kesinlik ve yeniden iiretilebilirlik), dogrusal ¢alisma araligi, kantitatif tayin siniri,

gozlenebilme sinir1 parametrelerinin belirlenip degerlendirilmesinden olusmaktadir

(FDA 2015).

[lag {iiretim prosesi, paketleme ve depolama sartlari, ilag uygulama
yontemlerinin etken maddenin stabilitesine olan etkilerinden dolayi tez ¢aligmasinda

favipiravirin stabilite degerlendirmesi yapilmistir.

2.2 Favipiravir Ila¢ Etken Maddesinin Stabilitesinin Degerlendirilmesi

Favipiravir; 2019 yilinin aralik aymnda Cin’de ortaya ¢ikan SARS-COV-2
viriisiiniin neden oldugu, COVID-19 hastaliginin tedavisinde kullanilan RNA
virislerini inhibe eden antiviral bir ilagtir. Favipiravirin, kimyasal formiilii
CsH4FN3O2, IUPAC ismi 6-floro-3-hidroksipirazin-2-karboksamid, molekiil agirlig:
157.1 g mol™ olup molekiil yapisi Sekil 2.1°de gosterilmistir (Seneviratne ve dig.
2020). Favipiravir katt dozaj formunda, tablet seklinde kullanilmaktadir. Enteral
(tiiple) olarak beslenen hastalarda favipiravir kullaniminda ise ilag etkisinde azalma,
toksik etkilesimler ve stabilitesinin bozulmasi gibi sorunlarla karsilasilmaktadir

(Demirkan ve dig. 2016, Siirmelioglu ve dig. 2020).
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Sekil 2.1: Favipiravir molekiil yapisi

Favipiravirin stabilite degerlendirilmesi ile ilgili literatiirde yer alan bazi

calismalar agagida verilmistir.



2.2.1 Favipiravir Etken Maddesinin Stabilite Calismalar1 ile Tlgili

Literatiir Bilgileri

Patel ve arkadaslari, favipiravirin bozunma triinlerinin belirlenmesinde, ultra
performanslh sivi kromatografisi elektro sprey iyonlastirmali kiitle spektrometresi
(UPLC-MS/MS) cihaz1 kullanmis ve pargalanma iriinlerini izole ederek NMR
teknigiyle tanimlamistir. Calismada Zorbax Eclipse Plus C18 (150 x 4.6 mm, 5 um)
kolonu, mobil faz olarak 5 mM fosfat tamponu (pH 3.5) i¢eren metanol-su (75:25 v/v)
kullanmiglardir. UPLC sisteminde 1.0 mL/dk akis hizi ve 322 nm dalga boyunda DAD
dedektorti kullanmilmistir. Favipiravir, alkali stres bozunma kosulunda 6nemli bir
oranda bozunmaya ugramistir. YoOntem validasyonu, ICH Q2 (R1) kilavuz

gerekliliklerine gore gergeklestirilmistir (Patel ve dig. 2022).

Vemuri ve arkadaglari, favipiravirin film kaplh tabletlerde bulunan bozunma
tiriinlerinin belirlenmesi i¢in secgici, dogru, dogrusal, saglam, basit ve kararlilik
gosteren bir HPLC yontemi gelistirmis ve dogrulamistir. Tiim safsizliklarin ayrilmasi
icin AQ-C18 (250 x4,6 mm, 5 pm) kolon ve 98:2 (v/v) oraninda KH2PO4 tampon (pH
2.5 £0.05) ve asetonitril 50:50 (v/v) mobil faz kullanilmistir. Kromatografik kosullar
optimize edilmis ve akis hiz1 0.7 mL/dk, dalga boyu 210 nm; enjeksiyon hacmi 20 pL
ve kolon sicakligi 33 °C olarak belirlenmistir. Par¢alanma iirtinleri ve mekanizma ise

LC-MS teknigi ile belirlenmistir (Vemuri ve dig. 2022).

Marzouk ve arkadaslari, favipiravir etken maddesinin tayini i¢in HPLC metodu
olusturarak, ICH yontemine gore parcalanma firiinlerini ve mekanizmasini kiitle
spektrometresiyle tayin etmistir. HPLC yonteminde, Zorbax C18 kolon, 30 °C
sicaklik, %0.1 (w/v) heptan siilfonik asit sodyum tuzu-metanol-asetonitril (v/v
62:28:10) mobil faz sistemi kullanmistir. Akis hizi 1.0 mL/dk. ve 321 nm dalga
boyunda DAD dedektoér kullanmistir ve yontem gercek Orneklere uygulanmistir
(Marzouk ve dig. 2022).

Abdallah ve arkadaslari, favipiravir etken maddesinin ICH yontemine gore
zorlanmis kosullar altinda stabilite testini gergeklestirmistir. Sabit faz olarak Thermo
Fischer Hypersil C18 (150x4.6 mm, 5 um) kolon, mobil faz olarak asetonitril- pH 2.5
tamponlanmis su (50:50, v/v) kullanmistir. 332 nm dalga boyunda HPLC

parametrelerini belirlemistir. Parcalanma {iriinlerini flash kromatografi teknigi ile
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izolasyonunu saglayip, sivi kromatografisi kiitle spektrometresi/niikleer manyetik
rezonans spektroskopi (LC-MS/NMR) teknigi ile karakterize edip, bozunma

mekanizmasini onermistir (Abdallah ve dig. 2022).

2.3  Deneysel Boliim

2.3.1 Kullamlan Kimyasallar ve Cihazlar

Tez ¢aligmasinda tiim kimyasallar analitik saflikta kullanilmis olup, favipiravir
etken maddesi ve tablet formu Tobio Pharmaceuticals (Istanbul, Tiirkiye) den satin
alimmustir. Hidroklorik asit (37%, Sigma-Aldrich), sodyum hidroksit (Sigma-Aldrich),
hidrojen peroksit (30%, Sigma-Aldrich), formik asit (99%, Sigma-Aldrich) analitik
safliktadir. Metanol kromatografik saflikta (>99.9%, Sigma-Aldrich) olup, kullanilan
ultra saf suyun iletkenligi 18.2 MQ.cm™ dir. Direct-Q 3 UV saf su cihaz1 (Merck-
Millipore), UV-Visible spektrofotometre (Lambda-35, Perkin Elmer), UPLC-DAD
(1200 Infinity, Agilent), UPLC-MS/MS (6460, Agilent), Etiiv (UN55, Memmert),

Ultrasonik su banyosu (Bandelin) tez ¢alismasinda kullanilan cihazlardir.

2.3.2 Standart Stok Favipiravir Cozeltisinin Hazirlanmasi

Calismada, konsantrasyonu 1000 mg L™ olan stok favipiravir standart ¢ozeltisi
hazirlandi. Bunun i¢in, 100 mg favipiravir ilag etken maddesi tartildi ve 100 mL'lik bir
balon jojeye aktarilmadan 6nce 20 mL ultra saf su igerisinde ultrasonik su banyosunda
¢0ziildii. Devaminda stok ¢6zeltinin hacmi ultra saf su ile 100 mL'ye tamamlandi. Stok
¢ozelti, 0.45 um'lik bir filtreden siiziildii. 1-10 pg mL™* konsantrasyon araligindaki

cozeltiler, bu stok ¢ozeltinin ultra saf su ile seyreltilmesiyle hazirlandi.

2.3.3 Tablet Cozeltisinin Hazirlanmasi

Favipiravir etken maddesini igeren, Favira isimli bir ilagtan, (200 mg) 5 adet

tablet 0,280 g olarak tartildi. Tabletler havan icerisinde ezilerek toz haline getirildi.



Toz haline getirilen tabletlerden 200 mg alind1 ve 100 mL balon jojeye konularak ultra
saf su ile tamamlandi. Cozelti el ile ¢alkalama ve ultrasonik su banyosu yardimiyla
karistirilip 2000 mg L™ konsantrasyonunda ¢ozelti elde edildi. Sonrasinda ¢ozelti 0.45

um filtreden siiziildii.

2.3.4 Favipiravirin Maksimum Absorbans Yaptig1 Dalga Boyunun (Amax)

Belirlenmesi

Konsantrasyonu 10 pg mL? olan standart ¢ozelti kullanilarak, UV
spektrofotometresi ile 200-800 nm araliginda dalga boyu taramasi yapildi. Sekil 2.2°de
goriildiigh gibi favipiravir UV bolgede absorpsiyon yapmakta ve 200-400 nm arasi {i¢
bantla karakterize edilmektedir. Favipiravirin 222 ve 323 nm de gozlenen maksimum
absorpsiyonun, favipiravir molekiilindeki —C=N-, -C=0-, -C=C- ¢ift baglarin
varligindan dolayr n—n* gecislerine karsilik geldigi; en sagda gozlenen daha zayif
absorpsiyonun ise n—n* gecislerine karsilik gelen ortaklanmamis elektron ¢iftine
sahip heteroatomlarin (F, O, N) varliginin bir sonucu oldugu diistiniilmektedir. Hassas
ve duyarl bir analiz sonucu (diisiik gézlenebilme sinir1) elde edebilmek i¢in Amax 222

nm olarak belirlenmistir.

3.000

2.000 t 22Znm

1.000 ¢

Absorbans

0.000

-0.500 . .
200 400 600 800

Dalgabovu, nm

Sekil 2.2: Favipiravire ait UV spektrumu
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2.3.5 Kromatografik Sartlar

Kromatografik analizler ultra performansli sivi kromatografi cihazinda 222 nm
dalga boyunda DAD dedektor kullanilarak gergeklestirilmistir. Poroshell 120 EC-C18
(50x4.6 mm, 2.7 pm) kolon sabit faz olarak kullanilmistir. %0.1 formik asit igeren
H,0:metanol (80:20, v/v) mobil faz olarak segilmistir. Akis hiz1 0.8 mL dk™, kolon
sicakligr ise 40 °C olarak belirlenmistir. Bu sartlar altinda alikonma zaman1 1.155

dakika olarak belirlenmis olup, toplam analiz siiresi ise 2 dakikadir (Sekil 2.3).

x10 4 |-ESI TIC MRM Frag=20,0v CF=0,000 DF=0.000 CID@&20.0 (™ -> ) 10-2.d

Bolluk

ma

01 02 03 04 05 06 07 08 09 1 11 12 13 14 15 18 17 18 139

Ahkonma Zamam, dk.

Sekil 2.3: Favipiravire ait UPLC kromatogram: (10 mg L, 222 nm))

2.3.6 Kiitle Spektroskopi Sartlari

UPLC sartlar1 belirlenip, ideal pik elde edildikten sonra kiitle spektrometresi
(MS) analizleri igin UPLC-MS/MS sivi kromatografi-kiitle spektrometre cihazi
parametreleri optimize edilmistir. Analit iyonlar1 elektrosprey jet stream (ESI)
iyonlastirma teknigi ile iyonlastirildi. Pozitif ve negatif iyonlagtirma teknikleri ile
yapilan denemeler sonucunda favipiravir igin negatif iyon mod iyonlastirmanin
kullanilmasima karar verildi. Fragmentor voltaj 80 V, par¢alanma enerjisi 20 eV,
kapiler voltaj 3.5 kV, desolvasyon sicakligi 300°C, iyonlastirma kaynagi 400°C,
siiriikleyici azot gazi akis hiz1 11 L saat?, olarak MS parametreleri belirlendi.
Favipiravir temel spekturum [M-1] 155.9, tanimlayici temel pargalanma iyonu
(daughter ion) 112.9 olarak tespit edildi (Sekil 2.4).
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Sekil 2.4: Favipiravire ait kiitle spektrumu

2.3.7 Metot Validasyonu

Favipiravir etken maddesinin yontem validasyonu ICH Q2 (R1) yontemine
uygun olarak gergeklestirilmistir. Bu kapsamda kantitatif sonuglarin elde edilmesinde
yontem dogrulama ¢alismalar1 yapilmistir. Segicilik, dogrusallik, gézlenebilme sinirt,
tayin sinir1, kesinlik, dogruluk, dogrusal ¢aligsma araligi ve yontem saglamligi, sistem

uygunluk kriterleri validasyon parametreleri olarak arastirilmistir.

2.3.7.1 Yontemin Dogrusal Calisma Arahg:

Favipiravirin kalibrasyon grafigi icin, kalibrasyon ¢ozeltileri 1-10 pg mL™*
konsantrasyon araliginda olacak sekilde, standart stok g¢ozeltisinden seyreltilerek
hazirlanmistir. Daha az standart referans malzeme kullanmak ve diisiik
konsantrasyonlarda daha hassas ol¢iim yapabilmek amaciyla kalibrasyon grafigi
dogrusal araligi 1-10 pg mL™? konstrasyon arahiginda olusturulmustur. Her bir
kalibrasyon ¢ozeltisi sisteme 3 kez enjekte edilmistir. Kalibrasyon grafigi, standart

¢ozelti konsantrasyonlarinin pik alanina karst grafige gecirilmesiyle olusturulmustur
(Sekil 2.5).
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Sekil 2.5: Favipiravire ait kalibrasyon grafigi

Sekil 2.6 daki kromatogramda ise farkli konsantrasyonlardaki (1, 2, 4, 6, 8, 10
ug mL™?) favipiravir kalibrasyon cozeltilerine ait piklerin {ist iiste cakistirilmis sekli

gosterilmistir.
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Ahkonma Zamam, dk

Sekil 2.6: Ust iiste cakistirilmis kromatogram (1,2, 4, 6, 8, 10 pg mL™?)

Yontemin dogrusalligr lineer regresyon analizi ile test edilmistir. Regresyonun
korelasyon katsayisi, kesisim noktasi ve egimi bulmak i¢in en kii¢iik kareler yaklagimi
kullanilmistir. Ortalama pik alan1 Y (n=3) ve konsantrasyon X arasindaki iliski, Y =a
+ bX denklemiyle agiklandigi gibi dogrusal olarak bulundu. Tablo 2.1'de gosterildigi
gibi, egim, kesisim ve korelasyon katsayis1 (R?) sirastyla 19.825, -7957 ve 0.9999
olarak kalibrasyon egrisinden hesaplandi. Gozlenebilme sinir1 (LOD) ve tayin sinir1

(LOQ) asagidaki denkleme gore hesaplandi:
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LOD veya LOQ = «xSDa/b (LOD i¢in k= 3 ve LOQ i¢in k= 10)

SDa kesmenin standart sapmasini ve b egimi temsil etmektedir.
LOD: 0.30 pg mL* ve LOQ: 0.80 pg mL™ olarak belirlendi.

Tablo 2.1: Favipiravire ait kalibrasyon grafigi istatistiksel analiz sonuglari

Parametre Sonug
Dogrusal ¢alisma araligi, pg mL* 1-10
Egim 19.825
Egimin standart sapmasi 0.35
Kesigim -7957
Kesimin standart sapmasi 1662.99
Korelasyon katsayisi 0.9999
LOD, pg mL* 0.30
LOQ, pg mL* 0.80

2.3.7.2 Yontemin Segiciligi

Y ontemin segiciligi; yontemdeki piklerin birbirinden ayrilabilmesi, saf piklerin
elde edilebilmesi, kor ¢ozelti ve matriks ortamindan kirlilik piki gelmemesini ifade
eder. Calismada yontemin segiciligini belirlemek igin favipiravir standart ¢ozelti,
ornek ¢ozeltisi ve kor ¢ozelti sisteme enjekte edilmis ve elde edilen kromatogramlar
karsilagtirilmistir (Sekil 2.7, 2.8 ve 2.9).

xi0 # [-ESl TIC MAM Frag=80,0v CF=0,000 DF=0,000 CIDE20,0 (< -» =) 10-3d

Bolluk

01 02 03 04 05 06 OF 08 43 1 11 12 14 14 15 18 17 18 18

Ahkonma Zamam, dk

Sekil 2.7: Standart favipiravir ¢dzeltisine ait kromatogram (10 ug mL™?)

14



xi0# [-ES1 TIC MAM Frag=800v CE=0000 DF=0000 CIDE200 (= -» ~) 434

Bolluk
i

a1 02 03 04 05 08 07 08 03 1 41 12 13 14 15 1§ 17 13 13

Alhkonma Zamam, dk

Sekil 2.8: Favipiravir iceren 6rnek ¢zeltiye ait kromatogram (4 pg mL™)
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Sekil 2.9: Kor ¢ozeltiye ait Kromatogram

Sekil 2.7-2.9 ve 2.10 da gosterilen kromatogramlar incelendiginde, mobil faz,
¢oziicii ve matriks kaynakli bozucu girisim yapabilecek herhangi bir kirlilige ait pik
gozlenmemistir. Calisilan sartlarda yontemin favipiravir i¢in secici oldugu

belirlenmistir.

2.3.7.3 Yontemin Kesinligi

Y ontemin kesinligi pik alanlarinin tekrarlanabilirligi, standart sapmasi ve bagil
standart sapmasi degerlendirilerek kontrol edilmistir. Bunun i¢in aymi ve farkh

giinlerde konsantrasyonlar1 1, 4 ve 10 pg mL* olan standart favipiravir ¢ozeltileri bes
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kez UPLC-MS/MS cihazina enjekte edildi. Caligilan tiim konsantrasyonlarda pik alani
i¢in bagil standart sapma (RSD) degerleri %1'den diisiik olarak bulundu (Tablo 2.2).

Elde edilen sonuglar yontemin kesinliginin yiiksek oldugunu gostermektedir.

Tablo 2.2: Giin i¢i ve Giinler aras1 tekrarlanabilirlik ¢alismalar: (Favipiravir
konsantrasyonu: 1, 4, 10 pg mL™?)

Enjeksiyon Giin I¢i Kesinlik  Giinler Aras1 Kesinlik
Konsantrasyon: 1 pug mL? Pik Alani Pik Alani
1 12541 12595
2 12553 12602
3 12534 12517
4 12533 12593
5 12529 12475
Ortalama pik alani 12538 12556
Pik alanlarinin standart sapmasi 9.43 57.20
% Bagil standart sapma 0.08 0.46
Konsantrasyon: 4 pg mL*?

1 71070 71071
2 71028 71083
3 71052 71014
4 71109 71023
S 71066 70089
Ortalama pik alan1 71065 70856
Pik alanlariin standart sapmasi 29.58 429.80
% Bagil standart sapma 0.04 0.61
Konsantrasyon: 10 pg mL*

1 189843 189511
2 189873 189983
3 189822 189594
4 189873 189974
5 189644 189587
Ortalama pik alani 189811 189730
Pik alanlarinin standart sapmasi 95.81 229.37
% Bagil standart sapma 0.05 0.12

2.3.7.4 Yontemin Dogrulugu

Yontem dogrulugu analiz sonuclarinin gergek degere olan yakinligini ifade
eder. Dogruluk mutlak hata ve bagil hata ile ifade edilir. Ayn1 zamanda yontem

dogrulugu numuneye eklenen analitin, ortamdan ne dl¢lide geri kazanildigi ile yiizde
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geri kazanimla da ifade edilebilmektedir. Analiz edilen tablet numunesine (5pg mL?)
bilinen miktarda (4, 5 ve 6 ng mL™) standart eklendi. Orneklerin analizinden sonra
favipiravir i¢in geri kazanim miktar1 hesaplanmis ve elde edilen geri kazanim

degerleri. Tablo 2.3’te verilmistir.

Tablo 2.3: Yontemin dogrulugu

. Bagil

Eklenen Bulunan Gerl Bagil Standart Standart
Konsantrasyon, Konsantrasyon, Kazanim,

1 1 Hata, % Sapma  Sapma,
pug mL pug mL % %

4 3.97 99.25

4 3.95 98.75 -1.50 0.901 0.902

4 3.90 97.5

5 5.01 100.20

5 4.98 99.60 -0.40 0.503 0.504

5 4.96 99.20

6 5.89 98.20

6 5.93 98.80 -0.01 0.585 0.587

6 5.96 99.30

Tablo 2.3’te goriildiigii gibi, tlim analizlerde bagil standart sapma degerleri %
I'nin altinda bulundu. Yiizde bagil hata her ii¢ ekleme diizeyinde % 2'nin altinda
belirlendi. Sonug olarak, yontemin farmasotik formiilasyonlardaki girisimlerden

etkilenmedigi belirlenerek, yontem dogrulugu kontrol edildi.

2.3.7.5 Yontemin Saglamhg:

Yontemin saglamligi; parametrelerdeki planli degisimlere, yontemin verdigi
cevabin duyarliligidir. Calismada, analitik yontem parametreleri olan mobil faz akis
hizi, mobil faz bilesimi ve kolon sicakligindaki kiiciik degisimlerin analit alikonma
stireleri iizerindeki etkileri incelenmistir. Parametrelerde degisiklikler yapilarak,
analitin alikonma siiresinin RSD degerleri hesaplanmistir (Tablo 2.4) ve alikonma
siiresi iizerindeki etkisi RSD<% 1 olarak bulunmustur. Parametrelerdeki kiigiik
degisikliklerin favipiravirin alikonma siiresi iizerine anlamli bir etkisinin olmadigi

tespit edilmistir.
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Tablo 2. 4: Saglamlik ¢aligmasi

Sartlar Degisim Alikonma Bagil Standart
Stiresi, dk. Sapma, %
Mobil faz akis hizi 0.9 mL dk.* 1.03 0.97
(0.8 mL dk.™) 0.7 mL dk.™ 1.22 0.62
Mobil faz metanol bilesimi 19 % 1.24 0.48
(20 %) 21 % 1.01 0.62
12‘5193 sicakhgs 38°C 1.22 0.67
( ) 42°C 1.06 0.75

2.3.7.6 Yontemin Uygunlugu

Yontemin performans degerlendirmesinde sistemin uygunluk parametreleri
degerlendirilmistir. Kuyruklanma faktorii 1.1, alikonma siiresi 1.155 dakika ve teorik
tabaka sayist 5293 bulundu. Bulunan bu degerler ICH ve FDA’m limitleri olan
kuyruklanma faktorii<2 ve teorik tabaka sayisi>2000 degerleri ile karsilagtirildiginda
kabul edilir diizeydedir.

2.3.8 Standart Cozeltilerin Stabilitesi

24 saatlik bir siire boyunca, referans standart c¢dozeltilerin kararlilig
incelenmistir. Bu amacla UPLC sistemine 8 saatlik periyotlarla standart ¢ozeltiler
enjekte edilmis, alikonma siireleri ve pik alanlart kaydedilmistir. Standart
¢ozeltilerdeki ilag etken maddenin konsantrasyonunda ve alikonma zamaninda anlamli
bir degisiklik gozlenmedi. Tablo 2.5°teki stabilite ¢alismasinin sonuglari
incelendiginde, yiizde bagil standart sapma degerleri pik alani i¢in % 1°den diisiik

olarak belirlenerek, standart ¢ozeltilerin stabilitesi gosterildi.
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Tablo 2.5: Standart ¢ozeltilerin stabilitesi

Bagil Alik Bagil
. Pik  Standart Standart IKONMA — giondart  Standart
Siire, saat Zamani,
Alan1  Sapma  Sapma, dk Sapma  Sapma,
% ' %
0 0
190583 1.155
8 190584 1.69 0.0009 1.156 0.0012 0.108
190587 1.158
190588 1.154
16 190583  2.05 0.0011 1.153 0.0008 0.071
190586 1.155
190582 1.156
24 190586  1.63 0.0008 1.155 0.0005 0.041
190584 1.155

2.3.9 Etken Madde Stabilitesinin Degerlendirilmesi

Favipiravir ilag etken maddesinin stabilitesi yumusak ve sert zorlanmig
kosullar uygulanarak degerlendirilmistir. Zorlanmis kosullar altinda alinan
kromatogram i¢in pik alani degisimi; molekiiliin yapisindaki bir degisikligi degil
ancak bir miktar veya tamaminin bozundugunu veya kayip yasandigimi ifade eder.
Bozundurma caligmalari; asidik, bazik, oksidatif, UV 15181 ve termal kosullar altinda
gerceklestirilmistir. Konsantrasyonu 10 pg mL™ olan standart favipiravir ¢ozeltisi,
konsantrasyonu 1000 pg mL? olan stok standart ¢ozeltisinin 1-0.1 N HCI, 1-0.1 N
NaOH, %3-%30 H,0> ¢ozeltileri ile seyreltilmesiyle hazirlanmistir. UV 15181 ve termal
stres ¢alismalarinda, stok standart ¢ozelti ultra saf su ile seyreltildi. Asidik, bazik ve
oksidatif ¢alismalarda hazirlanan standart ¢ozelti 80 °C'de 30 dakika etiivde bekletildi.
UV 15181 altinda bozunurluk ¢alismasi, standart ¢6zeltinin oda sicakliginda, 254 nm
dalga boyunda, UV 1s181na 6 ve 24 saat maruz birakilmasiyla gerceklestirildi. Termal
bozunma testinde standart ¢ozelti 100 °C'de etiivde 6 ve 24 saat bekletildi.

Pargalanma iiriinleri kiitle spektrometresi ile tespit edilirken, % bozunurluk ise
standart madde kromatogrami pik alani degerlendirilerek yapilmistir. Pargalanma
irlinleri iyonlagsma odasinda ara iirlin olarak belirlenmistir ve izole edilememislerdir.

Kiitle spektrumundan bozunma iiriinleri belirlenmistir. Bozunma ¢alismasi sonucu
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elde edilen pargalanma iiriinlerinin kiitle/yiikk degerleri Tablo 2.6’da verilmistir.
Tabloda goriildiigii gibi bazik kosullar altinda, favipiravirin yapisinda bulunan amid
grubu hidroliz olarak karboksilik asite doniismiis, bunun yaninda molekiilde
dekarboksilasyon ve flor grubunun yerdegistirme reaksiyonu vermesi sonucunda, yapi

tamamen bozunmustur.

Tablo 2.6: Favipiravir pargalanma {irtinleri

Zorlanmis Kosullar Parcalanma Uriinleri m/z

0.1 N HCI 125.0-112.9

1 N HCI 125.0-110.9-96.9-78.9

0.1 N NaOH 146.9-124.8-112.9-93.0-78.9
1 N NaOH 146.9-125.0-112.9-102.9-79.0-45.0
3% H20- 130.9-112.9

30% H20- 131.0-124.9-112.9-96.9-86.9
6 Saat UV 124.9-112.9-96.9

24 Saat UV 125.0-113.0-96.9

6 Saat Termal 113.0

24 Saat Termal 113.0

Zorlanmis kosullar altindaki pik alanlarinin degerlendirilmesi ile elde edilen
calisma sonuglari ise Sekil 2.10'da verilmektedir. Favipiravir bazik ortamda tamamen
bozunurken, asidik ve oksidatif kosullarda %10 tizerinde bozunma gdstermistir; UV

151k ve termal sartlar altinda ise stabilitesini korudugu goriilmiistiir.

120 |

] 100
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] 70.76
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Zorlanmis Kosullar

Sekil 2.10: Zorlanmis kosullar altinda etken maddenin stabilitesi
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2.3.10 Yontemin Gergek Orneklere Uygulanmasi

Gelistirilen ve validasyonu yapilan yontem, piyasada favipiravir etken
maddesini i¢eren tablet formundaki ilaglara uygulanmistir. Bu kapsamda 5 adet tablet
100 mL balon jojede su ile ¢oziilerek, yontemin dogrusal araligina girecek sekilde

seyreltilip 5’er tekrar analizi yapilmis ve sonuglar Tablo 2.7 de verilmistir.

Tablo 2.7: Yontemin tablet formdaki piyasa preparatlarina uygulamasi

Etken madde Yontemle Bagil Geri kazanim, Bagil standart
miktart, mg  bulunan hata, % % sapma, %
miktar, mg
Favira 200 200.35 0.18 100.18 +2.05 1.02

tablet

Tablo 2.7 de belirtilen analiz sonuglar1 incelendiginde, etken madde igeriginin
prospektiis icerigi ile uyumlu oldugu goriilmiistiir (% bagil hata: 0.18). Bu kapsamda

metot piyasa preparatlarina da uygulanabilir bir yontem olarak goriinmektedir.

2.3.11 Yontemin Literatiir ile Karsilastirilmasi

Ilag etken maddelerinin risk degerlendirilmesi, HPLC caligsmalari, stabilite
degerlendirme ve pargalanma iirlinlerinin belirlenmesi ile ilgili ¢alismalar literatiirde
yogun olarak ve hizli bir sekilde ¢alisilip tiretilmektedir (Tablo 2.8). Yontem literatiirle
karsilastirildiginda, diisiik alikonma zamani, diisiik gozlenebilme smiri ve tayin
siiria sahip bir yontem olarak, 2021 yili icerisinde tamamlanip literatiire giren ilk

caligmalar arasinda yer almaktadir.
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Tablo 2.8: Favipiravir etken maddesi stabilite ¢alismasinin literatiir ile
karsilastirilmasi
Teknik Alikonma Dalga Kiitle, LOD-LOQ, Kaynak
Zamani, dk.  boyu,nm  m/z pug mL?
UPLC-MS/MS 3 322 157.3 0.15-0.31 Patel ve dig.
2022
LC-MS/MS 23.4 210 159 0.027-0.09  Vemuri ve dig.
2022
LC-MS/MS 3.53 321 155.7 1.02-3.10 Marzouk  ve
dig. 2022
LC-MS/MS 3 332 157.1 0.037- Abdallah  ve
0.122 dig. 2022
UPLC-MS/MS  1.155 222 155.9 0.30-0.80 Bu  c¢aligma
2021
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3. 8-HIDROKSIKINOLIN KAPLI MANYETIK
NANOPARCACIK KULLANILARAK, Co(Il), Cu(l),
Pb(I) VE Zn(dI) ESER METAL IYONLARININ
ONDERISTIRILMESI VE MIKRO ENJEKSIYON
ORNEKLEMELI ALEVLI ATOMIK ABSORBSiYON
SPEKTROMETRESIYLE TAYINLERI

3.1 Cahsmanin Amaci ve Genel Bilgi

Agir metaller diisiik konsantrasyonda bile insan sagligi agisindan zararl etki
gosterebilmektedirler. ilag preparatlarmda agir metal igeriklerin tayini risk
degerlendirmesi agisindan 6nem tasimaktadir. Metal kirlilikleri ise ilaglara iiretim
asamasinda cesitli etmenlerden bulasabilmektedir. insan Kullanimmna Yonelik
Farmasoétikler icin Teknik Gereksinimlerin Uyumlastirilmast Uluslararasi Konseyi
(ICH), yayimladig1 Q3D talimatinda agir metalleri gesitli siniflara ayirip, limitleri
belirlemistir (Pinheiro ve dig. 2019, Mattiazzia ve dig. 2019). Karisik matriksli
sistemlerde yapilan analizlerde genellikle diisiikk dogruluk, secicilik ve duyarlikta
sonuclar alinir. Bu sebepten dolay: analitin matriks etkisinden kurtarilmasi (ayrilma)
ve deristirilmesi (zenginlestirme) icin bir On saflastirma ve ayirma isleminin
gerceklestirilmesi zorunludur (Khan ve dig. 2013). Calismada ila¢ orneklerindeki
Pb(11), Zn(I1), Cu(Il) ve Co(Il) eser metal iyonlarinin 8-hidroksikinolin kapli Fe3Oa
manyetik nanotaneciklerin adsorban olarak kullanilacagi yeni bir manyetik kat1 faz
ekstraksiyonu yontemi ile Onderistirilmesi ve alevli atomik absorpsiyon

spektrometresi (FAAS) ile tayinleri amaglanmistir.

Agir metal analizleri grafit firinli atomik absorpsiyon spektrometresi (GAAS),
alevli atomik absorpsiyon spektrometresi (FAAS), indiiktif eslesmis plazma kiitle
spektrometresi (ICP-MS), indiiktif eslesmis plazma optik emisyon spektrometresi
(ICP-OES) gibi gesitli analitik tekniklerle yapilmaktadir (Dolan ve dig. 2003, Lewen
ve dig. 2004, Wang ve dig. 2000, Zachariadis ve dig. 2007, Zachariadis ve dig. 2002,
Orisakwe ve dig. 2009, Lasztity ve dig. 2002). ICP-MS teknigi numunelerdeki

analitleri ¢ok diisiik limitlerde tayin edebilmektedir, ancak yine de karigik matriks
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ortam1 bozucu fiziksel ve kimyasal girisimler yapmaktadir. FAAS teknigi ise nispeten
ucuz olmasi ve kullanim kolaylig1 sagladigi icin agir metal analizlerinde yaygin olarak
kullanilmaktadir (Huang ve Hu 2008, Brown ve Milton 2005). Onderistirme
yontemiyle elde edilen numune miktar1 0.5-5 mL arasinda olmaktadir, FAAS teknigi
ile analizde 2-4 mL enjeksiyon hacmi gerekmektedir. Mikro enjeksiyon 6rneklemeli
(MIS) sistemi ile FAAS 75-100 pL 6rnek hacmiyle ¢aligilabilmektedir (Baig ve dig.
2012). Calismada 6nderistirilen analitler MIS-FAAS ile tayin edilmistir.

Literatiirde FesO4 (MNP) metallere afinite gosteren ¢esitli organik maddeler ile
kaplanarak kullanilmaktadir. Kaplanmis olan Fe3Os ¢ozelti icerisinde daha segici
olmakta ve kararlilig1 artmaktadir (Sodan ve dig. 2021, Sodan ve dig. 2020, Caylak
2019). Tez ¢alismasinda kaplama maddesi olarak kullanilan 8-hidroksikinolin ile ilgili
agir metal tayini caligmalart olmakla birlikte, 8-hidroksikinolin kapli FesOs ile ilgili
bir ¢alisma bulunmamaktadir (Karatapanis ve dig. 2011, Feist ve Mikula 2014, Duran
ve dig. 2007, Mohammad ve Rahimpour 2015, Soylak ve dig. 2007). Calismada ilk
olarak Fe30s (MNP) sentezlenmistir. Sonrasinda MNP, 8-hidroksikinolin ile
kaplanmistir (Fe30s@8-HQ). Sentezlenen ve kaplanan malzemenin karakterizasyon
caligmalari; Fourier doniisiimli kizilotesi spektroskopisi (FT-IR), termo gravimetrik
analizi (TGA), titresimli 6rnek manyetometresi (VSM) ve alan emisyonlu taramali
elektron mikroskobu (FESEM) yontemleriyle yapilmustir. ilag, atik su ve kompozit
malzemede bulunan Pb(Il), Zn(Il), Cu(Il) ve Co(Il) iyonlarmin tayini i¢in mikro
enjeksiyon Orneklemeli alevli atomik absorpsiyon spektrometresi (MIS-FAAS)
teknigi kullanilarak, yontem parametreleri optimize edilmistir. Kaplanmis olan
malzemenin adsorpsiyon kapasitesi, Langmuir ve Freundlich izoterm uygunlugu
calismas: yapilmistir. Yontem validasyonu sertifikali referans malzeme (CRM)
kullanilarak yapilmistir. Son olarak dnderistirme islemi uygulanan numuneler ICP-MS

cihazi ile de analiz edilerek, MIS-FAAS sonugclari ile uyumluluk test edilmistir.

3.2  Analitler ve Ozellikleri

Agir metaller metabolizmada, biyolojik aktiviteye katilanlar ve katilmayanlar
olarak siniflandirilmaktadirlar. Biyolojik aktivite gdsterenlerin ise viicutta belirli bir

konsantrasyonda bulunmasi gerekmektedir. Agir metaller viicuda yiyeceklerden,
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sudan, solunum yoluyla, deri yoluyla girmektedirler. Yiiksek konsantrasyonda alinan
agir metaller, lipitlerin ve proteinlerin yapisina katilarak birikmekte ve toksik etki

gosterebilmektedirler (Ozbolat ve Tuli 2006).

Kursun, insan aktiviteleri ile dogaya ve canlilifa zarar veren toksik bir
metaldir. Motorlu araglar ve endiistriyel faaliyetler ile topraga ve suya karigsmakta
oradan da canli metabolizmasina girisim yapmaktadir. Insan viicudunda 125-200 mg
kursun bulunmakta ve viicut bu kursunun 1-2 mg kadarini disar1 atabilmektedir. Diinya
Saglhk Orgiitii tarafindan kursun 2. Smif kanserojen smifta yer almaktadir (Ozkan

2009, Karagagil 2013).

Bakir, dogada bol miktarda bulunmakta olup, besinlerden, sudan ve havadan
alinmaktadir. Indirgeme ve yiikseltgeme tepkimelerinde bakir énemli bir role sahiptir.
Bakirin asir1 maruziyeti karaciger, bobrek ve sinir sisteminde kalic1 hasarlara neden
olabilmektedir. Ayrica maruziyetin biiyiikliigiine bagli olarak Oliime neden

olabilmektedir (Ozkan 2009).

Cinko, metal kaplama ve alasimlarda bol miktarda kullanilan ¢inko, mikro
besin maddesi olarakta kullanilmaktadir. Cinko RNA, DNA sentezi, enzim
aktivasyonu, hiicre boliinmesi gibi bircok yasamsal aktiviteye sahiptir ve canlilik i¢in
gerekli bir metaldir. Cinkoya fazla maruziyet bakir eksikligi ve bagisiklik sistemi

hastaliklarina neden olabilmektedir (Onder 2012, Okgu 2009).

Kobalt, yaygin kullanilan bir element olmakla birlikte, yer kabugunda diisiik
oranda bulunmaktadir. Daha ¢ok elektronik sistemlerde, roket sanayisinde, batarya
sektoriinde kullanilmaktadir. Kobalta agir1 maruziyet tiimor olusumu, alerji ve kronik
hastaliklara neden olmaktadir. Kobalt viicutta 300 pg civarinda bulunurken, karaciger,
deniz iiriinleri ve kara sebzelerinden viicut kobalt almaktadir (Okudan 2009, Kartal ve

dig. 2004).

3.3  Manyetik Kati Faz Ekstraksiyonu

Analiz Oncesi ayirma ve zenginlestirme yontemlerinin kullanilmasi ile su

ustiinliikler saglanabilir; biiyiikk miktarda 6rnek kullanildigr i¢in 6rnegin homojen
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olmamasindan kaynaklanacak hatalar dnlenir, zenginlestirme islemi sonunda analitin
konsantrasyonu artirilarak yontemin tayin kapasitesi artirilir, ayirma islemi ile eser
analitler bilinen ortam (matriks) i¢inden alindigindan, fiziksel, kimyasal ve zemin
girisimleri azalir ve standartlar ile 6rnek ortamlar1 birbirine benzetilir, Se¢imlilik artar

(Y1lmaz 2016).

Onderistirme yontemleri arasinda kat1 faz ekstraksiyonu yontemi, daha az ve
daha zararsiz organik ¢6ziicti kullanimi, hizli olmasi, otomasyona uygunlugu ve basit
laboratuvar araglartyla gergeklestirilebilmesi gibi stiinliiklere sahiptir. Son
zamanlarda ise kati fazin, numune ¢ozeltisinden veya eliiasyon c¢ozeltisinden
uzaklastirllmasinda manyetik alanin uygulandigi, manyetik kat1 faz ekstraksiyon
yontemi olduk¢a yaygin kullanilmaktadir. Islem semas1 Sekil 3.1.”de gosterilmis olan,
manyetik kati faz ekstraksiyonu (MSPE), 6rnek c¢ozeltisinden analit iyonlarinin
adsorplandigi ve desorbe edildigi manyetik nano tanecikli kati fazin bir miknatis

yardimiyla ¢6zelti ortamindan uzaklastirilmasi esasina dayanir.

MANYETIK KATIFAZ ISLEM DIVAGRAMI

» 7 5 & = =
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Sekil 3.1: Manyetik kati faz ekstraksiyonu yontemi (Meszaros 2021)

Klasik manyetik kat1 faz ekstraksiyonu yontemi, adsorpsiyon, ayirma ve
desorpsiyon olmak tizere ii¢ temel islemden olusur. Adsorpsiyon adiminda, manyetik
nanoparcaciklar (MNP) analitleri adsorbe etmek/tutmak i¢in numune c¢ozeltisine
eklenir. Numune c¢dozeltisi i¢indeki nanoparcaciklarin dagitilmas: i¢in uygun bir
kanigtirma tiiri  ve siiresi kullanilarak adsorpsiyon dengesine ulasilir ve
nanoparcaciklar analitler ile yeterli sekilde etkilesime girer. Desorpsiyon adiminda ise
analitle yiiklii kat1 faz bir miknatis yardimiyla 6rnek ¢ozeltisinden ayrilir ve analitlerin
kat1 fazdan eliiasyonlar1 kisa stirede gerceklestirilir. Desorpsiyon adiminda analitlerin

MNP’ler lizerinden ayrilmasinda kullanilacak eliient, analitlerin desorpsiyonunu
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gerceklestirmekle birlikte ayn1 zamanda kullanilan analitik cihaza uygun bir eliient
olmalidir. Genellikle organik analitler i¢in organik bir ¢dziicii, inorganik analitler i¢in
ise asidik c¢ozeltiler eliient olarak kullanilmaktadir (Li ve dig. 2013). MSPE yontemi,
hizli, kolay, ucuz ve basit olmasmin yaninda, uygulama alanlarinin genis olmasi
nedeniyle ekstraksiyon yontemleri arasinda ¢ok dnemli bir yere sahiptir (Tahmasebi

ve dig. 2013, Safatikova ve dig. 1999).

Yeni bir manyetik kat1 faz ekstraksiyon yontemi gelistirmek i¢in en énemli

strateji, kat1 faz materyalinin ve yardimci ekstraksiyon reaktiflerinin se¢imidir.

3.4  Manyetit (Fe3Oa)

Manyetit diye adlandirilan Fe3sO4 milattan 6nce 1500 li yillarda kesfedilen ilk
manyetik yapilardan birisidir. Manyetit kiibik bir yapiya sahiptir, magnetit malzemede
Fe3* ve Fe?* iyonlar1 bulunur, Fe3* iyonlar1 oktahedral ve tetrahedral diizenlenirken

Fe?* iyonlar1 sadece oktahedral diizenlenmistir (Sekil 3.2).

) Oksijen
@ Demir

b Octahedral Fe

P

Fe®? Fe*?

Sekil 3.2: Fe3O4 Ters kiibik yap1 ve elektron gegisleri (Sakallioglu 2013)

Manyetizma, elektrik ytiklerinin (elektronlarin) hareketleriyle meydana gelmektedir.
Fe elementi bazi yerlerde 4, baz1 yerlerde ise 6 oksijen atomu ile c¢evrelenmis

durumdadir. Oda sicakliginda elektronlar Fe?* iyonundan Fe3* iyonu arasinda gegisler
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gostermektedir, bu sebeple manyetit, manyetik oOzellik gdstermektedir
(Ferrimanyetik). Sekil 3.2’de FezO4’lin ters kiibik yapisi ile birlikte elektron gegisleri
de gosterilmektedir (Bingdl 2012, Sakallioglu 2013). FesO4’iin yogunlugu 5 g/cm?,
molekil agirligr 231.533 g/mol, erime sicakligr 1597 °C, kaynama sicakligi ise 2623
°C dir.

Metallerin onderistirilmesi ¢alismalarinda FesOs, metallere afinite gosteren

cesitli organik maddelerle kaplanarak zenginlestirme fazi olarak kullanilmaktadir.

3.5  Manyetik Nanoparcacik ve 8-Hidroksikinolin ile Tlgili Literatiir
Bilgileri

Mohammad ve arkadaslari, insan serumundan ve su Orneklerinden, Al(III)
iyonlarinin ayrilmasi igin sodyum dodesil siilfat (SDS) yardimiyla, 8 hidroksikinolin
(8-HQ) ile kaplanmig CoFe204 nano parcaciklarina (NP'ler) dayali basit bir dagitict
kat1 faz mikro ekstraksiyon yontemi gelistirmistir (Mohammad ve Rahimpour 2015).

Karatapanis ve arkadaslari, ¢evresel su oOrneklerinden, mikroekstraksiyon
yonteminde adsorban olarak katyonik bir ylizey aktif madde ile kaplanmis silika
modifiyeli manyetit nanoparcacik yardimiyla, eser miktarda Cu(ll), Ni(ll), Co(ll),
Cd(ID'nin belirlenmesini arastirmis, Pb(II) ve Mn(II)’1n setilpiridinyum bromdir ile
kombinasyonu halinde sentezlenen silika kapli manyetik nano parcgaciklar, 8
hidroksikinolin ile komplekslestirildikten sonra metal iyonlarini adsorbe etme

kabiliyetine sahip olmuslardir (Karatapanis ve dig. 2011).

Feist ve arkadaslari, bitki 6rneklerinden, kadmiyum, bakir, nikel, kursun ve
cinkonun ayrnstirilmast ve zenginlestirilmesi i¢in selatlama maddesi olarak 8-
hidroksikinolin ve bir tastyici element olarak lantan(Ill) kullanilan bir yontem
Oonermistir. Agir metaller onderistirildikten sonra, indiiktif olarak eslesmis plazma
optik emisyon spektrometrisi (ICP OES) ile belirlenmistir. Sonuglar, alevli atomik
absorpsiyon  spektrometrisi  (FAAS) kullanilarak elde edilen sonuglarla
karsilastirilmistir (Feist ve Mikula 2014).
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Soylak ve arkadaslari, su ve gida 6rneklerinden, kobalt(ll) ve manganez(ll)
iyonlarinin, bakir(Il)-8-hidroksikinolin sistemi ile birlikte ¢okeltilmesine dayali bir
ayirma-zenginlestirme yontemi gelistirilmistir. Co(II) ve Mn(Il)'nin kantitatif geri
kazanimlar1 i¢in pH, tasiyict element olarak bakir(I) miktari, 8-hidroksikinolin
miktart, numune hacmi vb. analitik parametreler arastirmistir. Gergek Orneklerde

bulunan eslik eden iyonlardan higbir interferik etki gdzlemlenmemistir (Soylak ve dig.
2007).

Duran ve arkadaslari, ¢evresel numunelerdeki, Mn(ll), Fe(l1), Co(ll), Cu(ll),
Cd(ir), zZn(1l), Pb(I1) ve Ni(ll)'nin FAAS ile tayinleri 6ncesi bir kolonda Amberlite
XAD-2000 reginesi tiizerinde 8-hidroksikinolin (HQ) ile komplekslestirip, bir
onderistirme yontemi gelistirmislerdir. pH, eluent tipi, hacim, konsantrasyon, akis hiz1
ve numune ¢dzeltisinin hacmi gibi ¢esitli parametreler ve metal iyonlarinin tutulmasi

tizerindeki matriks girisim etkisi arastirmigtir (Duran ve dig. 2007).

Sodan ve arkadaslari, gevresel su ve biyolojik orneklerden, Cr(l11) ve Cr(VI)
iyonlarinin dnderistirilmesi ve AAS ile tayini i¢in, manyetik kat1 faz ekstrasyonu
yontemi gelistirmislerdir. Fe3Os manyetik nano parcacik, birlikte ¢oktiirme yontemi
ile sentezlenerek politiyofen ile kaplanmistir (FesOs@PTh). Cr(111) kantitatif olarak
tayin edilerek, toplam krom konsantrasyonundan Cr(VI) iyon konsantrasyonu

bulunmustur (Sodan ve dig. 2021).

Sodan ve arkadaslari, ¢evresel su ve sebze orneklerinden, Cu(ll), Co(ll),
Cd(Ir), Ni(ll), Zn(ll) elementlerini tayini ve tespiti i¢in, manyetik kat1 faz
ekstraksiyonu yontemi gelistirmislerdir. Bu kapsamda, manyetik kati par¢acik FezOa,
politiyofen ile kaplanarak adsorban olarak kullanilmis ve Orneklerdeki analit

konsantrasyonlar1t AAS cihazi ile belirlenmistir (Sodan ve dig. 2020).

Caylak, ¢evresel su orneklerinden, Cu(II), Cd(Il), Co(II) ve Pb(Il) iyonlarinin
tayini i¢in polianilin kapli (PANI) FesOs manyetik nanopargacik yontemi
gelistirmistir. Analitler FAAS ile tayin edilmistir. Fe3O4-PANI ile pH 8’de
adsorplanan analitler, %0.2 (w/v) tiyoiire igeren 0.5 mL 2 mol L HCI ile eliie
edilmislerdir. Yontem dogrulama calismasi SPS-WW2 Batch 114 atiksu referans
materyal ile yapilmistir (Caylak, 2019).
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3.6  Deneysel Boliim

3.6.1 Kullanilan Aletler

Metal iyonlarin tayininde mikroenjeksiyon sistemli, Perkin Elmer marka A
Analyst 200 model atomik absorpsiyon spektrometre (MIS-FAAS) (Norwalk, USA)
kullanilmstir. Isin dalga boylart kursun igin 283.32 nm, ¢inko i¢in 213.86 nm, bakir
icin 324.75 nm ve kobalt i¢in 240.73 nm, slit aralig1 ise 0.7 nm dir. Metot karsilagtirma
icin  Thermo Scientific ICAP-Q ICP-MS (Waltham-Massachusetts, USA)
kullanilmistir. Nanopargacik sentezinde; IKA marka isiticili manyetik karistirici,
mekanik karistirici, ultrasonik banyo (Staufen, Almanya), ultra saf su cihazi (Merck
Millipore, Burlington, Massachusetts, USA), pH ayarlamalarinda HQ411D Hach pH
metre (Ames, Iowa, ABD), kurutma islemlerinde UN110 Memmert inkiibator
(Schwabach, Almanya) kullanilmistir. Karakterizasyon galismalari, ATR uyumlu
Perkin Elmer Spektrum Two FT-IR cihazi, termogravimetrik analiz i¢in Hitachi STA
7300 TGA (Tokyo, Japonya), manyetik 6zellik 6lgtimiinde Lake Shore marka 7407
model Titresimli Numume Manyetometre (VSM) cihazi (Westerville, USA), nano
boyut incelemesinde Zeiss Supra 40VP taramali elektron mikroskop (SEM) cihazi
(Jena, Almanya) kullanilarak yapilmstir.

3.6.2 Reaktifler ve Standart Cozeltiler

Calismada kullanilan tim kimyasallar analitik saflik kalitesindedir. Ultra saf
su 18.2 MQ.cm™ kalitesinde saf su cihazindan elde edilmistir. Tayini yapilan Pb(II),
Zn(11), Cu(ll) ve Co(ll) iyonlarinin 100 mg L konsantrasyondaki stok c¢ozeltileri,
Sigma Aldrich Missouri, ABD’den satin alman Pb(NOz)2, CuCl..2H20,
Co(NO3)2.6H20, Zn(NO3)2.6H20, metal tuzlart kullanilarak hazirlanmigtir. Nitrik asit
(65%), hidroklorik asit (37%), amonyak (25%), fosforik asit (85%), glasiyal asetik asit
Merck Darmstadt-Almanya’dan satin alinmistir. Sentez calismasinda kullanilan
demir(IIl) kloriir hekzahidrat, demir siilfat heptahidrat, sodyum dodesil siilfat ve
kaplamada kullanilan 8-hidroksikinolin Sigma Aldrich-Almanya’dan temin edilmistir.
Tampon ¢ozelti sistemi i¢in; HoPO47/ H3PO4 pH 2 tamponu, CH3COO/CH3COOH pH
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4-6 tamponu, H2PO4/HPO4s2 pH 6.5-7.5 tamponu, NH4*/NHs pH 8-10 tamponu
kullanilmistir. Tiim ¢ozeltiler giinliik olarak hazirlanmis olup, deneylerde kullanilan

tiim malzemeler 20% (v/v) HNOgz ve saf su ile temizlenmistir.

3.6.3 Manyetik Kati Faz Sentezi, Yapis1i ve 8-Hidroksikinolin ile

Kaplanmas

Fe304@8-HQ MNPs sentezi i¢in ilk olarak Fe3O4 birlikte ¢oktiirme yontemiyle
Sentezlenmis  olup, sonrasinda  8-hidroksikinolin  ile  kaplama islemi
gerceklestirilmistir. Fe3O4 manyetik nano parcacik sentezi i¢in; 0.03 mol FeClz.6H20
(8.11 g) ve 0.01 mol FeS04.7H20 (2.78 g) tartilip 600 mL behere konularak 400 mL
ultrasaf su ilave edildi. Manyetik karigtiricili 1siticiyla 80 °C’ye 1sitildi. Cozelti
sicakligi 80°C’ye ulagtiginda lizerine 20 mL %25°lik amonyak ¢ozeltisi damla damla
ilave edildi. Cozeltinin rengi; sari, turuncu, kahverengi ve siyah renk degisikligi
gecirdi. Bu halde karistirma hizi 1000 rpm’i gecmeyecek sekilde 5 dakika daha
karigtirma islemi yapildi. Oda sicakliginda sogumaya birakildi. Son olarak siyah
¢ozelti elde edildi ve olusan bu siyah ¢6zelti miknatis yardimiyla ayrilip, 4 defa 100
mL saf suyla yikandi. 70 °C’ de 10 saat etiivde kurutuldu, havanda ezilip sakland1
(Sodan ve dig. 2020).

Birlikte ¢oktiirme yontemiyle FesO4 sentez reaksiyonu,
Fe?* + 2Fe®*" + 80H — Fe304 + 4H,0

Ilk asamada sentezlenmis olan Fe3Os’ten 0.5 g almarak, 125 mg sodyum
dodesil siilfat (SDS) igeren 50 mL'lik cozeltiye ilave edildi. SDS malzemenin
topaklasmasini Onleyerek ylizey alanini artirict etki yapmaktadir. Cozelti pH’1, 4 M
hidroklorik asit ile 2.5 yapildi ve 15 dakika boyunca mekanik karistirict ile karistirildi.
Ustteki sulu faz bosaltildi ve SDS kapli Fe3Ou, su ile iyice yikandi. Daha sonra 50 mL
deiyonize su ve 50 mL aseton igerisinde ¢Oziindiiriilmiis 8-hidroksikinolin (1 g)
¢ozeltisi eklendi. Cozelti 4 saat mekanik karistirict ile karistirildi ve daha sonra 8-
hidroksikinolin ile kaplanmis olan manyetik oksit bir miknatis ile ayrildi (Tan ve dig.
2015). Oda sicakliginda kurutulup, havanda toz haline getirilerek saklandi. Sekil

3.3.’te Fe3O4 sentezi ve 8-hidroksikinolin ile kaplama sematize edilmistir.
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Sekil 3.3: 8-hidroksikinolin kapli FesOs4 manyetik nano partikiillerinin sentez semasi

3.6.4 Karakterizasyon Cahismalari

3.6.4.1 Fourier Doniisiimlii Kizilotesi Spektroskopisi Analizi

Sentezlenmis olan Fe3Os4 ve Fes04@8-HQ MNPs’in ATR-IR spektrumlari
alinip Sekil 3.4.’te karsilastirilmstir.
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Sekil 3.4: Fe3O4 (kirmizi) ve FesOs@8-HQ MNPs’in (mavi ) ATR-IR {ist iiste
cakistirilmig spektrumu

Spektrumda 547.21 cm™ Fe-O gerilme titresimi; FesOs manyetik nano parcacik
varligin1 desteklemektedir (Maity ve dig. 2007). 3046.70 cm™ O-H gerilme, 1574.44
cm™? O-H egilme, 2923.62 cm™ aromatik C-H gerilme, 1464.20 cm™ C-H egilme,
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1580-1650 cm™ C=N ve Aromatik C=C cifte baglarmi, 1323.8 cm™ C-O tekli bagi,
1498-1327 cm™ aromatik C-H tekli bag diizlem i¢i egilmesi, 821-738 cm™ aromatik C-
H diizlem dis1 egilme titresiminden kaynakli pikler; manyetik nano pargacigin 8-

hidroksikinolin ile kaplandigini géstermektedir.

FesO.@8-HQ MNPs’in, konsantrasyonlar: 10 mol L™ olan Pb(Il), Cu(ll),
Co(Il) ve Zn(Il) gozeltileri ile muamelesi ve etiivde 70 °C’de 5 saat kurutulmasi
sonrasinda alinan FT-IR spektrumlarinin, literatirle ve Fe304s@8-HQ FT-IR
spektrumuyla Kkarsilastirmasi Tablo 3.1°de verilmistir. Spektrumdaki kaymalardan;
kursun i¢in 550.48 cm™, ¢inko i¢in 549.29 cm™, bakir icin 551.09 cm™, kobalt i¢in
551.07 cm? dalga sayilarinda elde edilen Fe-O gerilme titresimleri manyetik

nanoparcacigin analitleri tuttugunu gostermektedir.

Tablo 3.1: FT-IR spektrum verileri ve literatiir ile karsilagtirma

Spektral  Literatiir FesO4 Fes0s- MNP- MNP- MNP- MNP-

Band (Dirgayanti 8HQ Pb Zn Cu Co
(cm™) vd. 2021) (MNP)

Cipurkovi¢

vd. 2021)
O-H 3300-3600 - 3046.70 3025.12 3031.46 3041.22 3041.36
Gerilme
C-H 2850-2970 - 2923.62 2807.49 2808.05 2808.95 2807.81
Gerilme
C-H 1340-1470 - 1464.20 1465.03 1465.48 1468.60 1466.27
Egilme
O-H 1500-1600 - 1574.44 1575.14 157581 1574.85 1576.35
Egilme
C-0 1050-1330 - 1323.8 132416 1324.48 1323.13 1324.16
Fe-O 500-610 54721 549.83 55048 549.29 551.09  551.07

3.6.4.2 Taramah Elektron Mikroskobu (SEM-EDX) Analizi

Fe304 ve Fe304@8-HQ MNPs’ nin SEM goriintiileri, kimyasal bilesimleri EDX
analizleri Sekil 3.5’te gosterilmistir. FesO4 parcacik boyutu ortalama 34.86 nm,
Fe304@8-HQ MNPs pargacik boyutu ortalama 27.09 nm olarak bulunmustur (Sekil
3.5.a-b). SEM goriintiileri 6nceki ¢alismalarlada karsilastirildiginda (Munoz ve dig.
2015, Yan ve dig. 2016, Yuan ve dig. 2009), iyi bir kaplanma oldugu goriilmiis ve
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daha kiiclik partikiiller elde edilmistir. Kaplanmis olan malzemenin pargacik
boyutunun, kaplanmamis malzemenin parg¢acik boyutundan daha kiiciik olmasi da

kaplamanin gergeklestigini desteklemektedir.
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Sekil 3.5: (a) FesO4 SEM goriintiisi, (b) FesO4@8-HQ MNPs SEM goriintiisii, (c)
FesO4 EDX, (d) Fes04@8-HQ MNPs EDX
Fe3Os n EDX analizinde (Sekil 3.5.c); demir ve oksijen malzemenin
bilesimininden kaynaklanirken, kiikiirt, sentez esnasindan kullanilan sodyum dodesil
stilfattan, klor pH ayarlama ismeninden ileri gelmektedir. FesO4s@8-HQ MNPs’nin
EDX analizinde (Sekil 3.5.d) ise demir ve oksijene ek olarak 8-hidroksikinolin
yapisindan kaynaklanan azot bulunmaktadir, bu ise malzemenin kaplandigini ifade

etmektedir (Ansari ve dig. 2020).

3.6.4.3 Termogravimetrik Analiz (TGA)

Sentezlenmis olan Fe3O4 ve bu malzemenin 8-hidroksikinolin ile kaplanmasi
sonrast elde edilen malzeme, TGA cihazi ile analiz edilmistir. 19.2 mg numune azot
atmosferinde oda sicakligindan 900°C’ye kadar 1sitilarak TGA verileri elde edilmistir

(Sekil 3.9).
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Sekil 3.6: Termogravimetrik analiz grafigi, Fe3sO4 (kirmiz1), Fes04@8-HQ (mavi)

Sekil 3.6’da, kaplanmamis FezO4’lin termal bozunmasinda % 5’lik bir kiitle
kaybinin oldugu goriilmiistir. Bu kaybin kristal yap1 icine hapsolmus H20
kristallerinden ve ortamda bulunan nemden kaynaklandigi diistiniilmektedir. 8-
hidroksikinolin ile kaplanmis olan Fe304@8-HQ numunesinde ise toplam kiitle kayb1
%20 civarinda gozlenmistir. Bozunmanin ilk basamakda 93.5°C/99.5°C de baglarin
kirllmasiyla H20’un ortamdan uzaklagmasindan kaynaklandigi; sonraki kiitle
kayiplarinin ise organik yapinin ayrismasindan kaynaklandigi diisiiniilmektedir. Kiitle

kayiplarindaki bu fark malzemenin 8-hidroksikinolin ile kaplandigin1 gostermektedir.

3.6.4.4 Titresimli Numune Manyetometresi (VSM) Analizi

Sentezlenen Fez04 ve 8-hidroksikinolin ile kaplanan Fe3zOs malzemelerinin
manyetik 6zellikleri, titresimli numume manyetometre (VSM) cihaziyla belirlenmistir.
Sekil 3.7°de ¢alismada sentezlenen Fez0s ve Fez04-8HQ MNPs malzemelerinin 293
K sicaklikta ve 2 Tesla (20000 Oe) manyetik alanda, histeresis grafikleri verilmistir.
Saf FesO4’tin manyetik 6zelliginin 8-hidroksikinolin ile kaplandiktan sonra belirgin
bir sekilde azaldig1 goriilmistiir. Histerisis grafiginde kaplanmig malzemenin (Fe3Os-

8HQ MNPs) manyetik duyarhiliginda gozlenen bu azalma, manyetik Ozellik
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gostermeyen  8-hidroksikinolinin -~ manyetik  kati  faz1  perdelemesinden

kaynaklanmaktadir.
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Sekil 3.7: Histerisis egrileri FezsO4 (mavi), Fes0s-8HQ MNPs (kirmizi)

Tablo 3.2.’de doygunluk manyetizasyonu (Ms) Fe3O4’iin 67.69 emu/g
bulunurken, Fe304-8HQ MNPs’nin 61.09 emu/g olarak bulunmustur. Kalict
manyetiklik (Mr) FesO4’iin 2.15 emu/g iken Fe3s04-8HQ MNPs’nin 1.32 emu/g dir.
Zorlayici alan manyetikligi (He) FesO4’iin 20.56 Oe iken FesO4-8HQ MNPs’nin 13.84
Oe dir. Sentezlenen malzeme grafik dongiileri ve degerleri g6z 6niine alindiginda,

ferrimanyetik 6zellik gostermektedir (Farimani ve dig. 2014).

Tablo 3.2: Titresimli numune manyetometresi analizi sonuglari

Manyetizasyon parametreleri FesO4 Fes304-8HQ
Ms(Doygunluk 67.69 emulg 61.09 emu/g
manyetizasyonu)

Mr (Kalict manyetiklik) 2.15 emu/g 1.32 emu/g
Mr/Ms 0.45 emu/g 0.21 emu/g
Hc (Zorlayici alan) 20.56 Oe 13.84 Oe

Elde edilen bu sonuglardan sentezlenen bu malzemenin harici bir manyetik

alan uygulandiginda ¢ozeltiden ayrilmaya uygun oldugu goriilmiistiir. Bu da
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malzemenin manyetik kati faz ekstaksiyonu ile Onderistirme isleminde

kullanilabilecegini gdstermektedir.

3.6.5 Manyetik Kati Faz Ekstraksiyonu (MSPE) Yontemi

Ornekler icerisindeki analit iyonlarinin Onderistirilmesi isleminde MSPE
yontemi kullanilmistir. Onderistirme yontemi ilk olarak model ¢ozelti kullanilarak
optimize edilmis, sonrasinda ger¢ek 6rneklere uygulanmigtir. Model ¢ozelti 100 mg L
! konsantrasyondaki stok metal ¢ozeltilerinden, Pb(IT), Zn(II), Cu(Il) ve Co(II) iyonlari
icin 1-4 mg L konsantrasyon araliginda olacak sekilde hazirlanmistir. Adsorpsiyon
asamasinda ¢ozeltilere 10 mg Fe304-8HQ MNPs ve metal ¢ozeltisinden belirlenen
konsantrasyonda ilave edilerek, NH4"/NH3 tampon ¢6zeltisiyle son ¢ozelti pH’1 8’
tamponlanmistir. Sonrasinda ¢ozeltiler el ile 3 dakika boyunca calkalanarak; Pb(II)
icin 100 mL, Zn(II) i¢in 75 mL, Cu(II) ve Co(Il) i¢in 50 mL ¢ozeltilerden FezOs-8HQ
MNPs neodyum miknatis yardimiyla ayrilmistir. Cozeltiden ayrilan FezOs-8HQ
MNPs kati faz iizerine 5 mL 1 M HNO3 ¢ozeltisi ilave edilerek, el ile 4 dakika boyunca
calkalanarak desorpsiyon islemi ger¢eklesmis ve kat1 faz ¢ozeltiden neodyum miknatis
yardimiyla ayrilmistir. Onderistirme ve ayrilma isleminin sonunda elde edilen son
¢ozeltiden mikropipet yardimiyla 100 pL alinarak, MIS-FAAS teknigi ile analitler

tayin edilmistir.

3.6.6 Sonugclar ve Yorum

Onderistirme isleminde; pH, eliient tiirii, eliint konsantrasyonu, eliient hacmi,
adsorpsiyon siiresi, desorpsiyon siiresi, manyetik kati faz miktar, tekrar
kullanilabilirlik, numune hacmi ve yabanci iyon etkisi parametreleri optimize
edilmistir. Ayrica kati fazin adsorpsiyon kapasitesi, Langmuir ve Freundlich izoterm
degerleri hesaplanmistir. Yontem validasyonu QCP-QCS-1 sertifikali referans
malzeme ile yapilmistir. Analitik degerlendirme yapilarak MSPE yontemi gergek
orneklere uygulanmistir. Gelistirilen MSPE yo6ntemi ile dnderistirilen analitler, MIS-
FAAS ve ICP-MS teknikleriyle tayin edilmis ve her iki teknikle elde edilen sonuglar

karsilastirilmistir.
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3.6.6.1 pH Etkisi

Kat1 faz ekstraksiyonu ile eser metallerin Onderistirilmesinde ¢ozelti pH’1
onemli bir rol oynamaktadir. Diisiik pH ortaminda madde protonlanip katyonlarin
baglanmasi gli¢lesebilir, yliksek pH ortaminda metaller hidroksitleri seklinde ¢okelme
yapabilir. Cozeltinin pH degerinin kat1 faz ile ¢ozeltide bulunan analitlerin
etkilesmesini kolaylastiracak degerde olmasi1 gerekmektedir. Bu sebeple Sekil 3.8.’de
goriilecegi lizere, pH taramasi tampon ¢ozelti yardimiyla, ¢ozelti pH mmin 2-10
araliginda degistirilmesiyle yapilmistir. Analitleri iceren model ¢ozeltilere yontem
uygulanmis ve geri kazanim degerleri hesaplanmistir. En yiiksek geri kazanim
degerleri NH4"/NH3 tampon sistemi ile pH 8’e tamponlanan ¢6zelti ile ¢alisildiginda
elde edilmis olup, geri kazanimlar Pb(Il), Zn(ll), Cu(ll) ve Co(ll) i¢in sirasiyla
%99.55, %95.84, 95.92, %95.11 dir.
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Sekil 3.8: Analit iyonlarinin geri kazanimina pH etkisi

Asidik ortamda 8-hidroksikinolinin yapisindaki OH ve N uglart protonlanip
pozitif yiikle yiliklendigi ve bu elektrostatik itmelerden dolayr analitlerle metal
kompleksinin olusmadig: diisiiniilmektedir. Artan pH ile birlikte 8-hidroksikinolinin
deprotonlanmasi ve kismi negatif yiikle yliklenmesi sonrasinda metal baglanmasi
gerceklesmistir. pH 8’de ¢ozeltide herhangi bir ¢cokme gozlenmemistir. Analitlerin

atom yarigaplar1 ve sterik etkinin, pH 8 de analitlerin hidroksitleri halinde ¢okmesini
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engelledigi disiiniilmektedir. Sonraki parametrelerde Ornek c¢ozelti pH’1 8’e

ayarlanarak ¢aligilmistir.

3.6.6.2 Eliient Tiirii, Hacmi ve Konsantrasyonu Etkisi

Eliisyon ¢o6zeltisinin tiirii, hacmi ve konsantrasyonu, yiiksek zenginlestirme
faktorii elde etmek icin olduk¢a 6nemlidir. Bu ¢alismada oncelikle, HNO3 ve HCI
eliient tiirli olarak kullanilmigtir. Elde edilen sonuglar incelendiginde eliient olarak
HNO3 kullanildiginda geri kazanim degerleri Pb(1l), Zn(Il), Cu(ll) ve Co(ll) igin
sirastyla %98.75, %95.46, %95.83 ve %96.52 olarak bulunmustur (Sekil 3.9). Bu

veriler neticesinde HNOs3 eliisyon ¢ozeltisi olarak segilmistir.
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Sekil 3.9: Analitlerin geri kazanimina eliient tiirii etkisi (pH:8)

Pb(11), Zn(11), Cu(ll) ve Co(Il) iyonlarmin eliisyonu i¢in HNO3s ¢6zeltisinin
konsantrasyonu 0.1-2 mol L arahiginda degistirilerek analitlerin geri kazanimia
etkisi incelenmistir (Sekil 3.10).
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Sekil 3.10: Analitlerin geri kazanimina eliint konsantrasyonu etkisi

Sekil 3.10 incelendiginde, HNO;s ¢ozeltisi konsantrasyonu 1-2 mol L%
araliginda oldugunda analitlerin geri kazanim degerleri kantitatif (>% 95) oldugu
goriilmektedir. Eliient konsantrasyonu 1 mol L oldugunda Ph(II), Zn(lI), Cu(ll) ve
Co(Il) igin geri kazanim degerleri sirasiyla %95.02, %95.81, %95.14 ve %95.11 olarak
bulunmustur. Elde edilen bu sonuglardan optimum eliient konsantasyonu 1 mol L*

olarak belirlenmistir.

Eliient hacmi yiiksek zenginlestirme faktorii elde etme agisindan 6nemlidir. Bu
kapsamda eliient hacmi 1-6 mL araliginda degistirilmis ve analitlerin geri kazanimina
etkisi incelenmistir. Sekil 3.11°de goriildiigii gibi 5 ve 6 mL eliient kullanildiginda
kantitatif geri kazanim elde edilmistir. Yiiksek zenginlestirme faktorii elde edebilmek
i¢cin eliient hacminin diisiik olmas1 gerekmektedir. Bu sebeple eliient hacmi 5 mL

olarak belirlenmistir.
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Sekil 3.11: Analitlerin geri kazanimina eliient hacmi etkisi

Eliient olarak 5 mL 1 mol L HNO3 kullanildiginda Pb(II), Zn(II), Cu(Il) ve
Co(Il) i¢in geri kazanim degerleri sirasiyla %96.33, %95.83, %95.03 ve %95.56 olarak

bulunmustur.

3.6.6.3 Adsorpsiyon ve Desorpsiyon Calkalama Siiresinin Etkisi

Adsorpsiyon siiresinin analitlerin geri kazanimina etkisinin belirlenmesinde
metal iyonlarini igeren ¢ozeltiye, MSPE yontemi uygulanmis ve ¢ozeltiler 0-5 dakika
boyunca el ile ¢alkalanmistir. 3 dakika sonrasinda kantitatif geri kazanim verileri elde
edildi. 3. dakikada elde edilen geri kazanim verileri; Pb(Il), Zn(11), Cu(ll) ve Co(ll)
igin sirastyla %95.23, %95.04, %95.22 ve %95.15’tir (Sekil 3.12). Analit ile adsorban
arasindaki etkilesimin gerceklestigi en kisa siire olarak 3 dk. adsorpsiyon siiresi olarak

belirlenmistir.
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Sekil 3.12: Analitlerin geri kazanimina adsorpsiyon siiresinin etkisi

Desorpsiyon siiresi belirlenmesinde ise eliisyon ¢ozeltisi ilavesi sonrast 0-5
dakika boyunca el ile ¢alkalama islemi sonrasinda elde edilen geri kazanim verileri
degerlendirilmistir. Minimum 4 dakika ve sonrasinda analitlerin kantitatif geri
kazanmildigr gorilmiistiir. 4. dakikada elde edilen geri kazanim degerleri, Pb(ll),
Zn(11), Cu(ll) ve Co(Il) igin sirasiyla, %95.75, %95.53, %95.26 ve %95.31°dir (Sekil

3.13). Eliisyonu en kisa siirede gergeklestirebilmek igin, eliisyon siiresi 4 dk. olarak

belirlenmistir.
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Sekil 3.13: Analitlerin geri kazanimina desorpsiyon siiresinin etkisi
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3.6.6.4 Fe304-8HQ MNPs Miktar: Etkisi ve Tekrar Kullanilabilirlik

Kati fazin miktar1 ne kadar az olursa hem daha az kirlilik bulasir hem de daha
az eliisyon cozeltisi sarfiyati meydana gelir. Nanopartikiillerin ylizey alani/hacim
oranin yiiksek olmasi sebebiyle diisiik miktarlarda iyi sonuglar alinabilmektedir
(Bagheri ve dig. 2012). Calismada Fe3Os-8HQ MNPs miktar1 2-15 mg arasinda
degistirilerek ¢ozeltilere ilave edilmis ve analitlerin geri kazanimina MNP miktarinin
etkisi incelenmistir. Sekil 3.14’te anlasilacagi gibi, 10 mg ve iizeri Fe3Os-8HQ MNPs
kullanildiginda, analit iyonlarinin kantitatif geri kazanildigi goriilmiistiir. 10 mg kati
faz kullanildiginda Pb(Il), Zn(II), Cu(Il) ve Co(Il) i¢in sirastyla, %97.12, %96.50,
%95.54 ve %98.20 geri kazanim degerleri elde edilmistir. Daha az kat1 faz kullanimi,
kat1 faz kaynakli kontaminasyon ve bozucu etki getirme olasiliginin diisiik olmasi ve

ekonomik olusu nedeniyle optimum Fe30s-8HQ MNPs miktar1 10 mg olarak

belirlenmistir.
120 -
. 100 ] f
°. 1 .
Rk ? i
S 60 Co
Q ] £ L Cu
L ] /n
O 1T i Y
20 . | I Pb
1 [+
0 T T T T T T T
2 4 6 8 10 12 15

Fe;0,-8HQ MNPs miktari, mg

Sekil 3.14: Analitlerin geri kazanimina Fe3Os-8HQ MNPs miktarinin etkisi

Ayrica Fe30s-8HQ MNPs’nin tekrar kullanilabilirlik 6zelligi de test edilmistir.
Ikinci kullanimda tiim analitler i¢in geri kazanim degerleri %5ten diisiik bulunmus ve
Fe304-8HQ MNPs’nin tek kullanimlik oldugu goriilmiistiir (Sekil 3.15). Bu durum,
eliient olarak kullanilan asit ¢ozeltisinin FesO4-8HQ MNPs’nin yapisini bozmasindan

kaynaklanmaktadir.
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Sekil 3.15: Analitlerin geri kazanimina Fe304-8HQ MNPs’nin tekrar
kullanilabilirliginin etkisi

3.6.6.5 Numune Hacminin Etkisi

Yiiksek zenginlestirme faktorii elde edebilmek icin numune hacminin,
kantitatif geri kazanimin elde edilebildigi en yliksek miktarda olmasi gerekmektedir.
Zenginlestirme faktorii maksimum Ornek hacminin minimum eliient hacmine
boliinmesi ile elde edilmektedir. Zenginlestirme faktoriiniin (PF) belirlenmesi igin
analitlerin geri kazanimina 6rnek hacminin etkisi incelenmistir. Bu amacgla 20 ug
Pb(11),10 ug Cu(ll), 5 ug Co(Il) ve 5 pug Zn(II) iyonlari igeren 10-125 mL araligindaki
model ¢ozeltilerle denemeler yapilmustir. %95 ve lizeri geri kazanim degerlerinin elde
edildigi maksimum 6rnek hacimleri Sekil 3.16°da goriildiigii gibi; Co igin 50 mL, Cu
i¢in 50 mL, Zn i¢in 75 mL, Pb i¢in 100 mL olarak bulunmustur. Bu sartlar altinda
zenginlestirme faktorii (PF), Co icin 10, Cu i¢in 10, Zn i¢in 15 ve Pb i¢in 20 olarak

hesaplanmustir.
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Sekil 3.16: Analitlerin geri kazanima numune hacminin etkisi

3.6.6.6 Yabanci Iyon Etkisi

Yontemin ger¢ek drneklerde uygulanabilirliginin olmasi i¢in karigik matriks
ortamlarinda test edilmesi gerekmektedir. Bu sebeple Tablo 3.3’te goriilecegi iizere,
matriks ortami olusturulmus ve farkli anyon ve katyonlarin varliginda denemeler
yapilmustir. Analitlerin asirisinin da test edildigi yontemle Pb(II) ve Cu(Il) 50 mg L,
Co(I) ve Zn(1) 40 mg L"* konsantrasyonu astig1 zaman olumsuz etki yapmaktadirlar.
Bu durum belirtilen analitlerin fazlaliginda, kat1 faz lizerinde kiitle aktariminin fazla
olmasi ile agiklanmaktadir. Gelistirilen yontemin karisik matriks ortamlarinda
seciciliginin yiiksek oldugu, geri kazanim degerlerinin %93-%98 arasinda elde

edildigi goriilmektedir.
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Tablo 3.3: Analitlerin geri kazanimina yabanci iyon etkisi

% Geri Kazanim

' Konsantrasyon

Iyon Eklenen mg L Pb(11) Zn(ll)  Cu(l)  Co(ll)
Na* NaCl 8000 9542 94+3 93+2 95+1
K* KCI 3000 97+1 96+1 96+2 95+1
Mg?* MgSO, 3000 96+2 9742 96+2 95+1
Ca* Ca(NO;3)2.H:0 3000 98+1 95+2 96+1 95+2
Ba?* BaCl,.2H.O 3000 9542 96+1 96+2 95+1
Cl NaCl 10000 96+1 94+2 96+1 9742
NOs Ca(NOs3)2.H.0 3000 9742 96+1 96+2 95+1
SO4* MgSO, 1000 96+1 95+2 96+1 92+4
CH;COO" CHsCOONa.3H.O 1000 91+4 96+1 96+2 95+1
COs* Na,COs 2000 9542 96+1 95+1 9542
PO4* NasPO4 1000 96+2 9542 93+2 95+1
Cu® CuCl,.2H,0 50 9542 98+2 9542
Pb%* Pb(NOs)2 50 96+1 9442 96+1
Ni* Ni(NO3)..6H.0 40 9542 9542 9343 96+1
Cd* Cd(NO3)2.4H.O0 50 9542 91+4 95+1 95+1
Co* Co(NO3)2.6H.O0 40 961 93+4 96+1

Zn?* Zn(NOs3)2.6H.O0 40 9542 95+1 95+1
Mn?* MnSO4.H0 40 95+1 9542 95+1 9342
Cr3* Cr(NO3)3.9H,0 40 96+2 9245 9742 96=+1

3.6.6.7 Adsorpsiyon Kapasitesi ve izotermleri

Kati1 faz kullanilarak yapilan 6nderistirme islemlerinde, katin fazin adsorpsiyon
kapasitesi; metal iyonlarinin kantitatif olarak onderistirilmesinde ne kadar kat1 fazin
gerektigi ve galisilan ¢ozeltinin maksimum konsantrasyon sinirini belirleyebilmek igin
hesaplanmas1 gereken 6nemli bir optimizasyon parametresidir (Sonmez ve dig. 2010).
Fes04-8HQ MNPs’in adsorpsiyon kapasitesini bulmak i¢in, Pb(Il), Zn(II), Cu(Il),
Co(II) metal iyonlarinin ayr1 ayr1 baslangi¢ konsantrasyonlari (Co), 1-5-10-15-20-30-
40-50 mg LY olan ve pH 8’e¢ tamponlanmis 50 mL lik ¢dzeltileri hazirlanarak,
cozeltilere 10 mg Fe304-8HQ MNPs ilave edildi. Hazirlanan bu ¢ozeltiler oda

sicakliginda 25 °C’de 24 saat siiresince mekanik karistiricida karistirildi. Bu siire
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sonrasinda Fe304-8HQ MNPs neodyum miknatis yardimiyla ¢ozeltiden ayrilarak,
iistte kalan sivi faz, kalibrasyon egrisinin smurlari igerisinde kalacak bigcimde
seyreltilerek, analitlerin ¢ozeltide kalan kisimlar1 (Ce) tayin edildi. Adsorplanan analit
konsantrasyonu olan Qe, Co ve Ce konsantrasyonlart kullanilarak hesaplandi.
Adsorpsiyon kapasitesinin tayininde baslangic konsantrasyonu Co’a karst Qe
konsantrasyonu kullanilarak izoterm egrileri ¢izildi (Sekil 3.17).

18
16 Pb
14 n
12 Cu
ElL Co
5 8
© 6
4
2
’ +b—be-d-o-—ai---T-—a"1"—T-—-TT"T—T—"Y—_———————r—
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Co konsantrasyonu, mg L!

Sekil 3.17: Fe304-8HQ MNPs’in Pb(Il), Zn(II), Cu(II), Co(Il) iyonlar1 i¢in
adsorpsiyon kapasitesi

Izoterm egrilerinde baslangi¢ konsantrasyonu Co artarken Qe artmis sonrasinda
grafik bir plato olusturmustur. Olusan bu platoya karsilik gelen Qe degeri analitler i¢in,
deneysel adsorpsiyon kapasitesi olan Qm olarak Tablo 3.4.’te verilmistir. izoterm
egrilerinden goriilecegi lizere baslangicta Qe degeri hizla artmaktadir, bunun nedeni
ekstraksiyon baslangicinda manyetik kat1 faz iizerindeki serbest uglarin fazlalig: ile
aciklanabilir. Plato olustuktan sonra ise degerler hemen hemen ayni kalmistir, bu ise
Fe304-8HQ MNPs nin analit iyonlarinca tek katmanla kaplandigini gostermektedir
(Caylak ve dig. 2019). Adsorpsiyon kapasitesi hesabinda bulunan deneysel veriler;
Langmuir ve Freundlich izotermlerini belirlemek i¢in de kullanilmistir, bulunan deger
ve sabitler Tablo 3.4.’te Ozetlenmistir. Langmuir izortermi sabit sicaklik altinda
¢Ozeltide ¢oziinmiis halde bulunan analitler ile kat1 faz arasindaki etkilesimi veren
izoterm bagintisidir. Langmuir esitligi 1/Qe= 1/Qm+1/bQmCe ile formiile edilir. Esitlik
¢oziilmeden 6nce 1/Qe ‘ye karst 1/Ce izoterm grafigi ¢izildi (Sekil 3.18). izoterm

grafiginin kesim noktas1 b Langmuir sabitini verir. b sabiti degerinden yararlanilarak
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Qm degeri denklemden hesaplanir. Cizilen izotermlerde R? degerinin 1°e yakin olmast,
MNP {izerinde adsorpsiyonun Langmuir izotermine uyumlu oldugunu ve tek katmanl
adsorpsiyonun gergeklestigini ifade eder. Bir baska asamada Langmuir izoterminin
onemli bir faktorii olan Ry degeri ise; Ce/Qe=1/(Qm*Ky)+Ce langmuir denkleminden
Kb hesaplanarak, R =1/(1+Ky*Co) denkleminde yerine konarak hesaplanir. 0< R <1
araliginda ¢ikan Ry degerleri ise analitlerin adsorbana gostermis oldugu afiniteyi ifade
ederek, izoterme uygunlugu gostermektedir. Bir diger izoterm ifadesi olan Freundlich
heterojen yiizeyler arasinda gergeklesen adsorpsiyonun uygunlugunu test etmektedir.
Freundlich sabitleri LogQe= LogKs+(1/n)LogCe izoterm denklemiyle ifade
edilmektedir. Bu denklem icin Once LogQe’ ye karsilik LogCe grafikleri
olusturulmustur (Sekil 3.19). Grafiklerin egimi 1/n degerini, kesim noktas1 ise LogKs
sabitini vermektedir. Tablo 3.4’te gosterilen; Kf adsorpsiyon kapasitesini ifade
ederken, n degerinin 1-10 arasinda olmas1 ve R? degerlerinin 1’e yakinlig1 Freundlich
izotermine uygunlugu ve analit ile adsorban arasinda diisiik konsantrasyonlarda

etkilesimin olduguna isaret etmektedir (Caylak ve dig. 2019, Sodan ve dig. 2020).
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Sekil 3.18: Langmuir izotermi
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Sekil 3.19: Freundlich izotermi

Tablo 3.4: Fe304-8HQ MNP iizerinde analit iyonlarinin adsorpsiyon izoterm
sabitleri

Izotermler Sabitler Analitler
Pb(Il) Zn(Il) Cu(ll) Co(ll)
Adsorpsiyon Qmmggh  15.62 8.64 4.68 4.15
Kapasitesi
Qmmggl  24.95 18.69 6.4 5.67
b 0.12 0.14 0.26 0.25
Langmuir KL 0.11 0.13 0.27 0.25
RL 0.23 0.33 0.20 0.21
R? 0.966 0.980 0.922 0.975
Ks 3.55 3.36 2.03 2.08
Freundlich n 2.25 3.04 4.1 4.2
R? 0.962 0.909 0.912 0.947

3.6.7 Yontemin Analitik Degerlendirilmesi

Teorik zenginlestirme faktorii olan PF (Preconcentration factor); baslangi¢
¢ozeltisinin maksimum hacminin, minimum eliilent hacmine bdliinmesiyle elde

edilmistir. Deneysel zenginlestirme faktorii EF (Enhancement factor) ise 0On
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deristirmeli kalibrasyon egrisinin egiminin, 6n deristirmesiz kalibrasyon egrisinin
egimine oranlanmasiyla elde edilmistir (Caylak 2019). Calisma kapsaminda 4 metal
iyonu igin (Pb?*, Zn?*, Cu?*, Co?") gozlenebilme smir1 (LOD) ve tayin sinir1 (LOQ)
belirlenmistir. Boliim 3.4.3.’te sentezlenen ve kaplanan manyetik nano pargacik; 10
mg tartilarak 2 mL pH 8 tamponu igeren 100-75-50-50 mL’lik ¢ozeltilere eklenmistir.
100-75-50-50 mL, 20 tekrar 6lgiim ¢ozeltilere yontem uygulanmis ve AAS cihazi ile
kor ¢ozeltiler analiz edilmistir. Sonuglarin ortalama degerleri ve standart sapmalari
hesaplanmistir. LOD degeri analiz sonuglarinin ortalamasina standart sapmanin 3 kati,
LOQ degeri ise standart sapmanin 10 kat1 eklenerek bulunan degerlerin, 6nderistirmeli
kalibrasyon egrisi denkleminde yerine konmasiyla hesaplanmistir. Tiiketim indeksi,
bir birimlik zenginlestirme faktorii icin harcanan numune hacmidir ve numune
hacminin, deneysel zenginlestirme faktoriine boliinmesiyle elde edilmistir (H61 ve dig.
2014). Onderistirmeli ve nderistirmesiz kalibrasyon egrileri Sekil 3.20°de, LOD ve
LOQ degerleri, PF, EF, ¢alisma araliklar1 ve egri denklemleri Tablo 3.5’te verilmistir.
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Tablo 3.5: Yontemin analitik degerlendirmesi

Analitik parametreler

Pb(11)

Zn(I)

Cu(ll)

Co(ll)

Onderistirmesiz kalibrasyon egrisi denklem

RZ

Onderistirmesiz konsantrasyon aralig1 (mg L?)

Onderistirmeli kalibrasyon egrisi denklem

Onderistirmeli R?

Onderistirmeli konsantrasyon aralig1, (mg L)
Teorik zenginlestirme faktori (PF)

Deneysel zenginlestirme faktorii (EF)

Bagil hata (%)

Gozlenebilme smir1 (mg L7, 30, n:20)

Tayin smir1 (mg L™, 100, n:20)

Ornek hacmi (mL)

Eliient hacmi (mL)

Tiiketim indeksi (mL)

y=0.0054x+0.0031
0.9994

2-20
y=0.113x-0.004
0.9995

0.1-1

20

20.9

4.5

0.06

0.17

100

4.78

y=0.2633x-0.0939
0.9992

1-8
y=4.0387x-0.06
0.999

0.06-0.5

15

15.3

0.017
0.021

75

4.90

y=0.0408x+0.006
0.999

0.5-5

y=0.4037 +0.0049
0.9995

0.05-0.5

10

9.8

2

0.026

0.071

50

5.43

y=0.0222x+0.0025
0.999

0.5-5
y=0.2203x+0.0059
0.9995

0.05-0.5

10

9.9

1

0.024

0.101

50

5.05
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Sekil 3.20: Onderistirmesiz ve dnderistirmeli kalibrasyon egrileri

3.6.8 Yontemin Kesinligi ve Dogrulugu

Yontemin kesinliginin belirlenmesi i¢in analitlerin geri kazanma degerlerinin
tekrarlanabilirligi arastirildi. Kesinlik degerlendirilmesi i¢in, analit iyonlarini iceren
10 mL’lik ¢ozeltilerin, belirlenen optimum sartlarda manyetik kat1 faz 6nderistirme

islemi uygulanmustir. Tablo 3.6.’da veriler, AAS cihazi ile ¢ozeltilerin 10 kez analiz
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edilmesiyle elde edilmistir. Bagil standart sapma degerleri %1’den diisiik elde edilmis

ve yontemin kesinligi gosterilmistir.

Tablo 3.6: Geri kazanim degerlerinin tekrarlanabilirligi (Ornek hacmi:10 mL, pH:8)

Analitler %Geri kazanim+ t.s/VN %Bagil Standart Sapma=(s/X). 100
Pb?* 96.04+1.34 1.39
Zn?* 95.6+1.08 1.12
Cu® 95.46+1.16 1.21
Co* 95.43+1.03 1.07

N=10, G.S= %95

Yontemin dogrulugu, sertifikali referans malzemeler kullanilarak test
edilmistir. Bu kapsamda NIST (Ulusal Standartlar ve Teknoloji Enstitiisii) tarafindan
deney ve kalibrasyon laboratuvarlar1 dogruluk ¢alismalari i¢in kullanilan, QCP-QCS-
1 standart referans malzemesi (EPA Method 200.8 Quality Control Standard 1), analiz
edilmistir. Tablo 3.7°de bulunan degerler student t-testi ile %95 giliven seviyesinde
karsilagtiritlmistir. Dogruluk calismasinda bulunan t degerlerinin tkritik:4.303 negatif
degerinden biiyiik olmasi dolayisiyla, bulunan sonuglardaki farklarin yontemdeki bir
sistematik hatadan degil, belirsiz hatalardan kaynaklandigi ve degerler arasinda

anlamli bir farkin olmadigi anlasilmistir.

Tablo 3.7: Yontemin dogrulugu (V; Pb-100 mL, Zn-75 mL, Cu ve Co 50 mL, pH:8)

QCP-QCS-1
Analit Sertifikali Bulunan Bagil Bagil Geri tdeneysel
konsantrasyon, konsantrasyon, hata, standart kazanim,
mg LY mg L! %  sapma, % %
Ph? 200-+0.9° 195.87+16.71  -2.06 8.53 97.94  -0.78
Zn? 100+£0.4 93.47+5.45 -6.53 5.83 93.47 -3.79
Cu? 100+0.4 97.91£3.87  -2.09 3.95 9791 -171
Co** 100+0.5 95.06+4.72 -4.94 4.97 95.06 -3.31
(a) ortalama+standart sapma, (b) student t testi %95 GS’de N:3 igin tiitk:4.303
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3.6.9 Yontemin Gercek Orneklere Uygulanmasi

Fe30s-8HQ MNPs yontemi; ilag, atik su ve kompozit malzemeden Pb(Il),
Zn(11), Cu(ll) ve Co(ll) metal iyonlarmn tayini icin uygulanmustir. Ilag drnekleri
Tiirkiye-Usak ilindeki eczanelerden elde edilmistir. Temin edilen ila¢ Ornekleri;
prostat kanseri ilact DRG1, bagisiklik baskilayici DRG2-DRG3, rahim kanseri ilaci
DRG4, Kkaraciger sirozu ilact DRGS, Koronaviriis ilact DRG6, epilepsi ilact DRG7,
kalp hastalig1 ilact DRGS, meme Kkanseri ilact DRG9 seklinde kodlanmustir. ilag
orneklerinden alman bir tablet 100 mL lik balon jojelerde suda c¢oziilmiistiir.
Sonrasinda 0.45 um’lik membran filtreden sliziilmiistlir. Endiistriyel atik su aritma
tesisi ¢ikis suyu numunesi de 0.45 um membran filtreden siiziilerek analize
hazirlanmistir. Mutfak aleti tiretiminde kullanilan kompozit malzeme 0.5 g tartilarak
100 mL behere alinmstir, tizerine 8 mL kral suyu eklenerek 90 °C’de yas yakma islemi
uygulanmistir (Sodan ve dig 2020). Yas yakma sonrasi ¢ozelti 0.45 pm membran
filtreden siiziilerek balon jojeye alinmis ve 100 mL hacmine tamamlanmigtir. Tiim
ornekler +4 °C’de muhafaza edilmistir. Ger¢ek Orneklerde bulunan analit
konsantrasyonlar1 yontemin tayin sinirinin altinda kalmistir. Bu sebeple 6rneklere 2 ve
4 mg L standart ¢ozelti eklenerek MIS-FAAS cihazi ile analizler gergeklestirilmistir.
Geri kazanim degerleri %92-%98 arasinda bulunmustur (Tablo 3.8). Gelistirilen
yontem standart ekleme sonuglari da gz oOniine alindiginda dogrulamasi yapilmis

segici bir metot olarak goriilmektedir.
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Tablo 3.8: MIS-FAAS ilag, atik su, kompozit malzeme 6rnekleri ¢alismasi

Ornek Pb(Il) Zn(Il) cu(ln Co(ll)
Eklenen mg Bulunan® mg %R Eklenen mg Bulunan mg %R Eklenen mg Bulunan mg %R Eklenen mg | Bulunan mg %R
L L L L L L L L
0 <LOQ" - 0 <LOQ - 0 <LOQ - 0 <LOQ -
DRG1 2 1.85+0.35 925 2 1.93+0.21 96.5 2 1.96+0.23 98 2 1.88+0.29 94
4 3.92+0.48 98 4 3.88+0.36 97 4 3.784+0.34 94.5 4 3.86+0.38 96.5
0 <LOQ - 0 <LOQ - 0 <LOQ - 0 <LOQ -
DRG2 2 1.9540.23 97.5 2 1.89+0.19 94.5 2 1.86+0.19 93 2 1.9240.26 96
4 3.87+0.12 96.75 4 3.92+0.41 98 4 3.84+0.32 96 4 3.91+0.14 97.75
0 <LOQ - 0 <LOQ - 0 <LOQ - 0 <LOQ -
DRG3 2 1.87+0.43 93.5 2 1.9440.25 97 2 1.9140.14 95.5 2 1.89+0.32 94.5
4 3.78+0.52 94.5 4 3.92+0.16 98 4 3.87+0.49 96.75 4 3.82+0.41 95.5
0 <LOQ - 0 <LOQ - 0 <LOQ - 0 <LOQ -
DRG4 2 1.92+0.36 96 2 1.87+0.28 935 2 1.89+0.35 94.5 2 1.93+0.19 96.5
4 3.88+0.45 97 4 3.86+0.43 96.5 4 3.79+0.42 94.75 4 3.88+0.36 97
0 <LOQ - 0 <LOQ - 0 <LOQ - 0 <LOQ -
DRG5 2 1.944+0.16 97 2 1.94+0.35 97 2 1.93+0.25 96.5 2 1.95+0.21 97.5
4 3.96+0.21 99 4 3.95+0.25 98.75 4 3.91+0.16 97.75 4 3.83+0.36 95.75
0 <LOQ - 0 <LOQ - 0 <LOQ - 0 <LOQ -
DRG6 2 1.89+0.19 94.5 2 1.96+0.17 98 2 1.9440.27 97 2 1.9440.17 97
4 3.75+0.38 93.75 4 3.84+0.39 96 4 3.9340.13 98.25 4 3.9240.15 98
0 <LOQ - 0 <LOQ - 0 <LOQ - 0 <LOQ -
DRG7 2 1.94+0.25 97 2 1.86+0.38 93 2 1.85+0.30 92.5 2 1.87+0.34 935
4 3.86+0.35 96.5 4 3.88+0.45 97 4 3.824+0.43 95.5 4 3.934+0.22 98.25
0 <LOQ - 0 <LOQ - 0 <LOQ - 0 <LOQ -
DRG8 2 1.85+0.43 92.5 2 1.93+0.14 96.5 2 1.87+0.36 935 2 1.96+0.16 98
4 3.82+0.25 95.5 4 3.91+0.26 97.75 4 3.9440.28 98.5 4 3.944+0.24 98.5
0 <LOQ - 0 <LOQ - 0 <LOQ - 0 <LOQ -
DRG9 2 1.93+0.18 96.5 2 1.954+0.23 97.5 2 1.9240.34 96 2 1.89+0.17 94.5
4 3.84+0.23 96 4 3.91+0.31 97.75 4 3.90+0.42 97.5 4 3.87£0.26 96.75
0 <LOQ - 0 <LOQ - 0 <LOQ - 0 <LOQ -
Atik Su 2 1.87+0.33 93.5 2 1.90+0.18 95 2 1.86+0.35 93 2 1.9140.23 95.5
4 3.76+0.41 94 4 3.84+0.28 96 4 3.92+0.4 98 4 3.85+0.34 96.25
0 <LOQ - 0 <LOQ - 0 <LOQ - 0 <LOQ -
Kompozit 2 1.854+0.26 92.5 2 1.87+0.21 935 2 1.89+0.32 94.5 2 1.93+0.16 96.5
4 3.87+0.18 96.75 4 3.91+0.25 97.75 4 3.90+0.13 97.5 4 3.924+0.24 98

(Portalama+std.sapma N:3,°tayin sinirinin altinda,R:%geri kazanim)
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3.6.10 Fe30s4-8HQ MNPs Yontemi ile MIS-FAAS, ICP-MS Tekniklerinin

Karsilastirilmasi ve Literatiir Degerlendirmesi

Fe304-8HQ MNPs’in kullanildigt MSPE yontemi parametreleri MIS-FAAS
teknigi ile optimize edilmis ve yontemin analitik degerlendirmesi yapilmistir. Y ontem
optimize edildikten sonra ger¢ek drneklere uygulanmis ve CRM c¢ozeltisi ile yontemin
dogrulugu kontrol edilmistir. Fes04-8HQ MNPs’nin adsorban olarak kullanildig:
manyetik kati faz ekstraksiyonu yonteminin bagka teknikler ile de ¢aligilabildigini
gostermek amaciyla, farkli bir teknik olan ICP-MS cihazi sonuglart ile karsilagtirilmasi
yapilmistir. ICP-MS analizleri EPA 200.8 standardi (EPA 200.8) kapsaminda
validasyonu yapilmis olan bir atik su analiz laboratuvarinda gergeklestirilmistir. Bu
kapsamda Pb(II), Zn(II), Cu(Il) ve Co(II) i¢cin CRM ¢ozeltisine, FesOs-8HQ MNPs
kullan1ldig1 manyetik kat1 faz ekstraksiyon yontemi uygulanarak 6rnekler MIS-FAAS
ve ICP-MS cihazlarinda analiz edilmis ve iki teknik ile elde edilen sonuglar
karsilastirilmistir (Tablo 3.9). ICP-MS cihazinda Pb(208), Zn(66), Cu(63) ve Co(59)
elementleri tayin edilmistir. tdeneysel 4 Serbestlik derecesi olan 2.78 twitik degerinden
diisiik olarak bulunmustur. t testinden iki yontemle elde edilen sonuglar arasindaki
farkin belirsiz hatalardan kaynaklandig1 ve yontemde sistematik bir hatanin olmadig:
goriilmiistiir. iki yontem arasinda anlamli bir fark bulunmamakla beraber, ICP-MS
sonuglari, MIS-FAAS sonuglarinda daha ytliksek geri kazanim, daha diisiik standart
sapma ve bagil hata degerleri, daha diisiik tayin sinir1 ve gozlenebilme sinir1 ile daha

tercih edilebilir bir yontem olarak goriilmektedir.
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Tablo 3.9: CRM ¢ozeltisinin MIS-FAAS ve ICP-MS ile analiz sonuglarinin

karsilastirilmasi

Pb(Il) Zn(1l) Cu(ll Co(ll)
MIS-FAAS
Sertifikali
konsantrasyon mg L 200+0.9% 100+0.4 100+0.4 100+0.5
Bulunan
konsantrasyon mg Lt 195.87+16.71  93.47+5.45  97.91£3.87 95.06+4.72
%Geri kazanim 97.93 93.47 97.91 95.06
LOD mgL* 0.06 0.017 0.026 0.024
LOQ mgL? 0.17 0.021 0.071 0.101
Bagil hata % -2.06 -6.53 -2.09 -4.94
Bagil Standart Sapma 8.53 5.83 3.95 4.97
%
ICP-MS Pb(208) Zn(66) Cu(63) Co(59)
Sertifikali
konsantrasyon mg L 200+0.9? 100+0.4 100+0.4 100+0.5
Bulunan
konsantrasyon mg L' 197.53+1.59  96.80+1.70  98.24+1.27 97.73£0.91
(ICP-MS)
%Geri kazanim 98.76 96.80 98.24 97.73
LOD mg L-! 0.0022 0.0020 0.0004 0.0004
LOQ mgL™* 0.0072 0.0065 0.0015 0.0015
Bagil hata % -1.23 -3.20 -1.76 -2.27
Bagil Standart Sapma 0.804 1.75 1.29 0.93
%
tdeneysel 0382b 202 0313 074

ortalamazstandart sapma, (b) student t testi %95 GS’de N:4 (6-2) i¢in tkritik:2.78

Tablo 3.10°da Fe3O4’lin farkli materyallerle kaplanarak yapilmis olan diger
caligmalarla bir karsilastirilmasi verilmistir. Fe30s-8HQ MNPS’in kat1 faz olarak
kullanildigt MSPE yontemi, dort eser metal iyonunun ayni pH degerinde es zamanl
tayinlerinin gerceklestirildigi, farkli 6rnekler ve analitik teknikler ile uygulamasi olan

yeni bir Onderistirme teknigi olarak literatiire sunulmustur.
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Tablo 3.10: Fe304-8HQ MNPs’in kullanildigi manyetik kat1 faz ekstraksiyonu yonteminin literatiir ile karsilastirilmasi

Adsorban Metot Cihaz Ornek Analit Gozlenebilme PF Omek  pH Bagil Referans
siniri, hacmi, standart
0,
mg Lt mL sapma, %
Silika kapli manyetik nano Vorkteks destekli FAAS Sigara Pb 0.0408 4 20 6 5.3 (Kanberoglu ve
elmas (SiO2@Fe30s@NDs) manyetik kati faz dig. 2020)

ekstraksiyonu

Manyetikmolibden kiikiirt Manyetik kati faz FAAS Haghag Cu 0.0018 35 35 6 15 (Baghban, ve
nanokompozit (mag-MoSz- ekstraksiyon tohumu ve dig. 2017)
Fes04) papatya

Polianilin/politiyofen Manyetik kati faz MIS- FAAS Baharat ve Co 0.0016 60 60 10 <6 (Elgi 2021)
kopolimer kapli manyetik ekstraksiyon sebze

nanopargacik

(Fes04@coPANI-PTH)

Polianilin/politiyofen Manyetik kat1 faz MIS- FAAS Su, toprak ve Zn 0.001 150 150 7 15 (Sodan ve dig.
kopolimer kapli manyetik ekstraksiyon sebze 2020)
nanopargacik

(FesOs@polythiophene)

Pb 0.06 20 100 8.53
8-Hidroksikinolin kapli Manyetik kati faz MIS- FAAS flag, atiksu ve Cu 0.026 10 50 8 3.95 Bu ¢alisma
manyetik nanopargacik ekstraksiyon kompozit
(Fes04-8HQ) malzeme Co 0.024 10 50 4.97

Zn 0.017 15 75 5.83
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4. DERIN OTEKTIK CcOZUCU SIVI FAZ
MIKROEKSTRAKSIYON TEKNIiGi iLE METIiLDOPA
ILAC ETKEN MADDESININ ONDERISTiRILMESI VE
HPLC-UV ILE TAYINI

4.1 Calismanin Amaci

Yesil kimya konsepti kapsaminda, g¢alismalarda geleneksel ¢oziiciilerin
kullanimiyla iligkili ¢evresel sorunlar1 en aza indirmek, maliyeti diisiirmek, giivenlik
ve saglig1 gelistirmek i¢in yesil ¢oziiciiler gelistirilmistir (Gao ve dig. 2018). Erime
sicaklign 100 °C altinda bulunan organik tuzlara iyonik sivi denilmektedir. Iyonik
stvilar yaygin olarak kullanilan organik ¢oziiclilere gore daha ¢evreci ve daha az toksik
ozellik gostermektedirler (Zhao ve dig. 2005). Iyonik sivilar organik ¢dziiciilerin
yerine kullanilsalar da tamamen ¢evreci ve yesil ¢oziicii olarak nitelendirelemezler.
Imidazolyum ve piridinyum temelli iyonik sivilar organik coziiciilerle esdeger
toksititeye sahiptirler. Ayrica saf olarak kullanilmalarinin gerekliligi de maliyet
acisindan daha az tercih edilir bir bagka dezavantajlaridir. Tiim bu arayislar sonrasinda
iyonik sivilara benzer fizikokimyasal 6zellikte yeni bir ¢dziicii olarak Derin Otektik
Coziiciiler (DOC) kullanilmaya baslanmistir (Matong ve dig. 2017, Kanberoglu ve dig.
2019). DOC ilk olarak 2003 yilinda Abbott tarafindan iki veya daha fazla bilesikten
olusan diisiik erime noktali kolin kloriir-iire karisim1 olarak ¢alisiimistir (Abbott ve
dig. 2003). Disiik iiretim maliyetleri, diisiik toksisite, biyouyumluluk, biyo
bozunabilirlik, yanmazlik, azaltilmis uguculuk ve suyla karisabilirlik gibi 6zellikler, o
zamandan itibaren metal isleme, kataliz, malzeme sentezi, biyodizel doniisiimii,
ayirma, su aritma teknolojileri ve elektrokimya uygulamalari igin DOC'lerin

kullanimini tegvik etmistir (Tang ve dig. 2013, Wagle ve dig. 2014).

Otektik anlam olarak “kolayca eriyen” olarak kullanilmaktadir. Iki veya daha
fazla maddenin karigmasiyla, bu maddeler arasinda olan etkilesimlerin kuvvetine bagh

olarak donma noktasi diismektedir. Bu sekilde karisim halinde bulunan maddelerin
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belirli oranlardaki bilesimlerinin katilastigt en diisiik sicakliga ise Otektik
denilmektedir (Koksal 2016).

DOC'lerin birkag tiirii vardir; yaygin DOC sistemleri, bir hidrojen bagi donérii
(HBD), inorganik halojeniir veya daha sik olarak, bir hidrojen bag1 akseptorii (HBA)
olarak islev goren bir organik halojeniir ile birlestirilmesiyle elde edilen biiyiik
asimetrik iyonlarla olusturulabilir (Emma ve dig. 2014 ve Abbott ve ve dig. 2003).
DOC'ler ikili karisimin bilesimine gore dort tipe ayrilmustir: tip (I) - bir metal kloriir
ile bir kuaterner tuzun bir kombinasyonu, tip (Il) - hidratli bir metal kloriir ile bir
kuaterner tuzun bir kombinasyonu, tip (I11) —kuarterner amonyum tuzu ve bir hidrojen
bagi vericisi, tip (IV) bir hidrojen vericisi ile halojen metal tuzu. Tip V ise hidrofilik
DOC lerin yerine gelistirilmis olan hidrofobik DOC sistemi olarak literatiire girmistir
(Tablo 4.1) (Chabib ve dig. 2022).

Tablo 4.1: Derin 6tektik ¢6ziicii tiirleri ve formiilasyonlari

Tip Birlesim Tiirti Ornek Formiil
| Metal tuzu (MClIy)+ ZnCl2+ChCl Cat*X zMClIx
organik halojen tuzu

(Cat*ClI") M = Zn, Sn, Fe, Al, Ga, In
Il Hidratize metal tuzu CoCly-6H20+ChCl  Cat*™X~ zMClx-yH,0
(MClx-yH20)+ organik _ _
halojen tuzu (Cat*CI") M= Cr, Co, Cu, Ni, Fe
Il Hidrojen bagi donérii ~ Ure + ChCl Cat*XzRZ

EEZZU)E’C‘;?@”; halojen Z = amid, karboksilik asit,

alkol grubu
IV Hidrojen bag: donérii Ure + ZnCl> MClx + RZ = MClx1 +-RZ
(RZ) + inorganik + MCly+1
halojen tuzu (MCly) M = Al Zn
Z = alkol grubu
V  Molekiiler bilesikler Mentol + timol Iyonik olmayan DOC
(Yeni tip) Hidrofobik

Birgok ¢alismada, DOC'ler tipik olarak kolin kloriiriin (ChCl), iire, karboksilik
asitler veya polioller gibi hidrojen bagi dondrleri ile coziiciilere veya karmasik
purifikasyon adimlarina gerek kalmadan basitge karistirilmasiyla hazirlanir. Bu
nedenle, DOC'ler, geleneksel organik ¢oziiciilerin yan sira iyonik ¢oziiciilerin yerini

alma potansiyeline sahiptir. Bununla birlikte, DOC'ler hidrojen baglama yetenekleri
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nedeniyle genellikle hidrofiliktir ve sulu bir ortamda kolayca ¢oziilebilir. Bu dzellik,
suda ¢oziinmiis analitlerin ayrilmasi ve Onderistirilmesi i¢in uygulamalarini kisitlar.
Bu nedenle, hidrofobik DOC'lerin gelistirilmesine yogun ¢aba sarf edilmelidir (Wang
ve dig. 2017). Hidrofilik DOC lerin numune fazindan ayrilmalarindaki giicliikler,
stabilitelerinin diisik olmasi, dispersif sivilarin kullanilmasindan gelen hatalar ve
zorluklar neticesinde van Osch ve dig. (2015), kuarterner amonyum tuzlarinin, uzun
zincirli karabosilik asitlerle karistirilmasiyla ilk hidrofobik DOC (HDOC) leri elde

etmistir.

HDOC'lerin sulu o6rneklerde calisiimasiyla birlikte, sulu numunelerden
bilesiklerin ekstraksiyonunda inanilmaz faydalar gosteren kararli hidrofobik faz
olusmustur. O zamandan beri, aktif arastirmalar devam etmekte ve Marrucho'nun
grubu tarafindan kuarterner amonyum tuzlarinin mentol gibi daha dogal bilesiklerle

degistirildigi baska bir HDOC ailesi de tanitilmistir (Ribeiro ve dig. 2015).

Bu tez calismasinda Metildopa ilag etken maddesinin Onderistirilmesinde
Hidrofobik DOC sistemleri test edilerek, Mentol-biitanol karistmi DOC olarak
kullanilmistir. Bu kapsamda su faz1 ile karismayan, kararli, diisiik yogunluklu DOC

karisimi olusturulup ilag ¢ozeltilerine uygulanmastir.

4.2 Hidrofobik Derin Otektik Céziicii (HDOC) S1vi-S1v1 Ekstraksiyonu

Ik olarak gelistirilen DOC sistemleri suda ¢oziinen ve bir dispersif ¢oziicii
yardimi ile faz ayrimmin gergeklestigi sistemlerdi. Bu sistemlerin; sulu ortamda
hidrofilik yapisinin bozulmasi, faz ayrimmin gergeklesmesinde yasanan giigliikler,
dispersif sivi kullanimindan gelen hatalar gibi baz1 dezavantajlar1 vardi. 2015 yili
sonrasinda Van Osch tarafindan gelistirilen Hidrofobik sistemler ise sulu ortamlarda
daha kararli, diisiik yogunluklu, diisiik buhar basingli, dispersif sivi faz kullanimina
gerek duyulmayan sistemlerdir. Bununla birlikte, HDOC'lerin hizli gelisimi ile
birlikte, literatiirde yer alan baz1 tartismali bilgiler olmustur. HDOC'leri tanimlama
kriterleri konusunda, esas olarak "derin" ve "hidrofobik™ tanimi konusunda iki ana
tartisma vardir. Tartismalardan biri, notr bilesiklerle hazirlanan 6tektik karisimlar igin
erime noktas1 diisiisiindeki derinlik idi. Ne 6tektik noktanin varligi ne de hidrojen

bagmin olusumu DOC tanimlamas: icin yeterli bir kosul olamaz. “derin otektik

61



coziiciiler” ile normal otektik ¢oziiciiler arasindaki ayrimin “derin” niteleyicide
belirlendigi tartismasiz bir sekilde dogrulanmustir. Bu nedenle, DOC'iin dogru ve dar
tanimi, 0tektik nokta sicakligi ideal bir s1vi karisimdan daha diisiik olan saf bilesiklerin

karisimi seklindedir (Cao ve Su. 2021, Martins ve dig. 2019).

4.3  Tla¢ Etken Maddesinin Onderistirilmesi

Metildopa; L-3-(3,4-dihidroksifenil)-2-metilalanin (L-Alfa-M-Dopa), yiiksek
tansiyon tedavisinde kullanilan, santral etkili antihipertansifler ila¢ grubunda bulunan
bir ilag etken maddesidir (Alp ve dig. 2018). ilag etken maddelerinin biyolojik
preparatlar ve farmakolojik tirtinlerden (tablet, serum, surup) tayini hem ilag gelistirme
calismalarinda hem de tan1 ve tedavi calismalarinda 6nem arz etmektedir. HPLC
teknigi ise ilag etken maddelerinin tayini ¢aligmalarinda en ¢ok kullanilan analitik
tekniklerden birisidir (Demircan 2010). Kan, idrar, serum ve tablet formlar1 yiiksek
matriks igerigi nedeniyle analizi olumsuz etkileyen iceriklere sahiptir. Bu sebeple
analiz Oncesinde etken maddenin karisik matriks etkisinden kurtarilmasi
gerekmektedir. Etken maddenin tayini, izolasyonu, ayrilmasi caligmalarinda ise
mikroekstraksiyon ve HPLC teknikleri kullanilmaktadir (Alver ve dig. 2012, Yalgin
2004).

Bu kapsamda metildopa ila¢ etken maddesinin, hazirlanmis olan HDOC ile
sulu ortamdan mikroekstraksiyon yontemi ile 6nderistirilmesi sonrasinda, HPLC-UV
teknigi ile tayini ¢alismasi yiiriitiilmiistiir. Ekstraksiyon parametreleri olan HDOC
tiirli, pH ve mol orani, HDOC hacmi, tuz etkisi, vorkteks siiresi, santrifiij siiresi,
numune hacmi optimize edilmis ve gelistirilen yontem gergek orneklere

uygulanmigtir.

43.1 HDOC Kullanilarak Ila¢ Etken Maddelerinin Onderistirilmesi ile

ilgili Literatiir Calismalari

Pasupuleti ve arkadaslari, atik su numunelerinden klorofenolleri ayirmak ve
tayin etmek igin yeni bir Mentol-Laktik asit bazli DOC sistemi gelistirmislerdir.
Gelistirilen DOC, FT-IR spektrometresiyle karakterize edildikten sonra; DOC mol
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orani, DOC hacmi, karistirma ve santrifiij siiresi, numune pH’1, 6rnek hacmi
9 9 9 9

parametreleri HPLC ile optimize edilmistir (Pasupuleti ve dig. 2022).

Heidari ve arkadaslari, kan plazmasindan epilepsi tedavisinde kullanilan
lamotrigine etken maddesini, hidrofobik oOtektik ¢ozilicii karigimi  kullanarak
onderistirme iglemi gerceklestirmislerdir. Bu kapsamda hidrojen bagi alici olarak kolin
kloriir, hidrojen bag1 vericisi olarak 1-feniletanol maddesini kullanmislardir. Metot
parametreleri UV cihazi ile Derringer ve Suich simultane metot optimizasyon teknigi

kullanilarak belirlenmistir (Heidari ve dig. 2021).

He ve arkadaslari, vorteks destekli yeni bir hidrofobik otektik ¢oziicii karisimi
olan mentol-oktanol DOC sistemi gelistirmislerdir. Calisma kapsaminda 12 adet DOC
hazirlanmistir. Bu DOC sistemlerinde timol ve mentol hidrojen bagi alicis1 olarak
kullanilirken, farkli asit ve alkoller ise hidrojen bag1 saglayicis1 olarak
kullanilmiglardir. Calismada en iyi sartlar mentol-oktanol hidrofobik Gtektik ¢oziicii
sistemiyle saglanmistir. Karakterizasyonu FT-IR spektrometresiyle yapilan DOC
sistemi, tiyofanat-metil ve karbendazim, fungusitlerinin HPLC ile tayini i¢in sulu
ortamda vorteks destekli sivi-sivi ekstraksiyon teknigi ile uygulanarak, metot

parametreleri belirlenmistir (He ve dig. 2022).

Sereshti ve arkadaslar, siit 6rneklerinden bir antibiyotik tiirii olan tetrasiklin
tayini i¢in yeni bir hidrofobik ¢oziicli dnderistirme yontemi gelistirmislerdir. Bu
kapsamda timol ve mentoliin farkli asit ve alkollerle birlesimini test etmislerdir.
HDOC ekstraksiyon yonteminin karakterizasyonunu FT-IR spektrometresiyle
yapmusglardir, yontemi siit 6rneklerine uygulamiglardir. Siit 6rneklerindeki proteinleri
dispersif bir ¢oziicii ile uzaklastirmiglardir. Timol/oktanoik asit ¢oziicil tiirti, dispersif
¢oziicii, 6rnek hacmi, DOC hacmi, pH, tuz etkisi parametreleri optimize edilmis ve

analit HPLC-UYV teknigi ile tayin edilmistir (Sereshti ve dig. 2020).

Pirsaheb ve arkadaslari, hastane atiklarindan amoksisilin ve seftriakson
antibiyotiklerini HPLC-UV teknigi ile belirlemek icin yeni bir hidrofobik o6tektik
¢oziicii sistemi gelistirmiglerdir. Bu kapsamda 1-desil-3-metilimidazolyum kloriir ve
n-butanoik asit karigiminin farkli bilesimlerinden olusan bir o&tektik karigim
hazirlamislardir. HDOC ile analitler vorteks destekli sivi-sivi ekstraksiyon sistemiyle

otektik faza alinmistir. Ekstraksiyonda tuz etkisi calisilmistir ve tuz etkisiyle artan
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numune hacminin, ¢ozeltide ¢oziiniirligii diisen analit konsantrasyonuyla birlikte
degerlendirilmesi sonucunda, tuz etkisinin geri kazanim degerlerini diisiirdiiglinii

gozlemlemislerdir (Pirsaheb ve dig. 2019).

Werner, sulu fazdan aromatik aminlerin (2-kloranilin ve 4-kloranilin) HPLC-
UV teknigi ile belirlenebilmesi i¢in ultrasonik destekli dispersif sivi-sivi hidrofobik
¢Oziicii mikro ekstraksiyon sistemi Onermistir. Calismada diisiik yogunluklu
triheksil(tetradesil)fosfonyum kloriir ve dekanol in % mol oraniyla karisimindan
olusan bir hidrofobik 6tektik karisim elde etmistir. HDOC {i numunenin sulu fazinda
dagitmak icin ultrasonik sistem kullanilmistir. Daha sonra fazlar, santrifiijleme ile
ayrilmig, ardindan sivi faz dondurulup yiizeydeki DOC fazi, kromatografi cihazina
enjeksiyonundan Once metanol igerisinde c¢oziilmiistiir. Ekstraktan ve hacminin
se¢imi, numunenin pH", ultrasonik banyo siiresi, santrifiijleme siiresi ve tuz ilavesi
gibi ¢esitli faktorler arastirilip ve optimize edilmistir. Yontem musluk suyu, yagmur

suyu, nehir suyu ve atik su 6rneklerine basariyla uygulanmistir (Werner 2020).

Ma ve arkadaslari, HPLC-FLD teknigi ile meyve orneklerinde difenilamin
tayini i¢in mentol bazli yeni bir otektik ¢Oziicii sistemi gelistirmislerdir. Mentol
hidrojen bag: alicisi, oktanoik asit ise hidrojen bagi vericisi olarak yeni ultrasonik
destekli hidrofobik étektik ¢oziicli mikroekstraksiyon sistemi &nerip, DOC tipi, pH,
DOC hacmi, mol oran1 parametreleri HPLC-FLD teknigi ile optimize edilmistir (Ma
ve dig. 2021).

Yuvali ve arkadaslari, eritrosinin (E127) kan, idrar, surup ve tablet
orneklerinden ultrasonik destekli UV-VIS s1vi-s1v1 ekstraksiyonu i¢in hidrofobik DOC
mikroektraksiyon sistemi Onermislerdir. 1-2 oraninda hazirlanmis olan tetrabiitil
amonyum bromiir (TBABr) ve 1-oktanol DOC sistemini ilk olarak H-NMR, FT-IR,
C-NMR teknikleriyle karakterize etmislerdir. Calismada numune ¢ozeltisinin pH'1,
DOC bilesenlerinin mol orani, DOC hacmi, ultrasonik tabanli ekstraksiyon siiresi,
numune hacmi ve tuz etkisi gibi onemli analitik degiskenlerin etkisi optimize

edilmistir (Yuvali ve dig. 2021).
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4.4  Deneysel Boliim

4.4.1 Kullanilan Aletler

Derin 6tektik ¢6ziicli hazirlanmasi1 asamasinda, IKA marka 1siticili manyetik
karistirici, ultrasonik banyo, vorteks karistirict (Staufen, Almanya), NF8OOR Niive
santrifiij cihazi (Ankara, Tirkiye), ultrasafsu cihazi (Merc Millipore, Burlington,
Massachusetts, USA) kullanilmistir. pH ayarlamalarinda HQ411D Hach pH metre
cihazi (Ames, lowa, ABD) kullanilmistir. Karakterizasyon ¢alismalari; ATR ekimani
uyumlu Perkin Elmer Spektrum Two FT-IR cihazinda yapilmistir. Metildopa ilag
etken maddesinin maksimum absorbans yaptigi dalga boyu (Amax) belirlenmesi
Shimadzu UV-1800 spektrofotometre, etken maddenin tespiti ve metot
parametrelerinin optimizasyonu igin Agilent 1260 Infinity HPLC-UV cihaz

kullanilmustir.

4.4.2 Reaktif ve Standart Cozeltiler

L-Alfa-Metildopa (M-Dopa) United States Pharmacopeia (USP) Reference
Standardi, trifloroasetik asit (>%99,0), metanol (>%99,9) ve asetonitril (>%99,9)
Sigma-Aldrich (Istanbul, Tiirkiye)’den satin alindi. Bu ¢alismada kullanilan metildopa
tabletleri (Alfamet, 250 mg) yerel bir eczaneden (Usak, Tiirkiye) satin alinmustir.
Hidroklorik asit (37%), sodyum hidroksit Sigma-Aldrich (Istanbul, Tiirkiye), L(+)-
laktik asit, biitanol-1 (Carlo elba reagents, Fransa), hekzanoik asit, mentol Sigma-
Aldrich Chemie GmbH'den (Istanbul, Tiirkiye), glikolik asit (Boston chemical,
Kanada), dekanoik asit (BLD pharmatech, Cin), betain Sigma-Aldrich (Istanbul,

Tiirkiye) temin edilmistir.

25 mg metildopa United States Pharmacopeia (USP) Reference Standardi
hassas bir sekilde tartildi ve 50 mL'lik bir 6l¢iilii balona aktarildi ve 30 mL metanol ile
¢ozildi, berrak bir ¢ozelti elde edilene kadar ultrasonik banyoda bekletildi, oda
sicakligina (25°C) dengelendi ve metanol ile hacim 50 mL ye tamamlandi. Hazirlanan
bu stok standart ¢ozeltiden, metildopa konsantrasyonu 5, 10, 15, 20, 25 ve 30 ug mL"

! olacak sekilde ultra saf su ile seyreltilerek standart ¢ozeltiler hazirland.
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4.4.3 Tablet Ornek Cozeltisinin Hazirlanmasi

Bes tane tablet hassas bir sekilde tartildi. Kuru ve temiz bir havan igerisinde
ince bir toz haline getirildi. Daha sonra 50 mg Metildopa’ya esdeger tablet tozu 100
mL'lik bir 6l¢iili bir balona aktarildi. Yaklasik 50 mL ultra saf su ilave edildi ve
tamamen c¢oziinmenin saglanmasi i¢in 20 dakika boyunca manyetik karistiricida
karistirildi. Hacim ultra saf su ile tamamlandi. Karisim 10 dk ultrasonik banyoda
bekletildi, ardindan 0.45 pm'lik bir membran filtreden siiziildii. Hazirlanan stok
numune ¢ozeltisinden ultra saf su ile seyreltilerek 20 pg mL™? konsantrasyonda

numune ¢ozeltisi hazirlandi.

4.4.4 Metildopa ila¢ Etken Maddesinin Maksimum Absorbans Yaptigi Dalga

Boyu (Amax) Belirlenmesi

Ultra saf su i¢inde 5-30 pg mL™? konsantrasyon araliginda standart metildopa
cozeltileri bir UV spektrofotometre cihazinda 200-400 nm dalga boyu araliginda
tarandi. Metildopanin, maksimum absorbsiyon yaptig1 dalga boyu 280 nm olarak tespit
edildi. Standartlarin ¢akistirilmis spektrumu Sekil 4.1 de verilmistir.
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Sekil 4.1: Metildopa standart ¢ozeltilerinin (5-30 pg mL™) iist iiste ¢akistirilmis UV
spektrumlari
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4.4.5 Kromatografik Yontem Gelistirilmesi ve Yontemin Optimizasyonu

Kromatografik kosullar, mobil faz bilesimi, mobil faz akis hizi, mobil faz pH"
ve kolon tipi gibi c¢esitli faktorlerle optimize edilmistir. Kromatografik kosullarin
optimizasyonu, simetrik bir pik sekli, kisa bir alikonma siiresi ve kuyruklanma faktorii
gibi pik parametrelerinin yani sira yiiksek teorik tabak sayisi elde etmek icin
gerceklestirilmistir. Mobil faz olarak farkli oranlarda su:metanol ve su:asetonitril
karisimlari test edilmistir. Sabit faz olarak, farkli uzunluklarindaki C18 ve C8 kolonlar1

kullanilmistir.

Mobil faz olarak, baslangicta 5-95 (v/v) asetonitril ve su karigimi
kullanilmistir. Bu sartlar altinda uzun analiz siireleri elde edilmistir. Mobil faz daha
sonra trifloroasetik asit ile asitlendirildi ve analiz yontemini belirlemek igin farkli akis
hizlar1 kullanildi. Hem numune ¢6zeltilerinde metildopa pikine miidahale edebilecek
safsizliklar1 gérmek hem de belirtilen kosullar altinda kolonda ¢ok daha uzun siire
matriks bileseni kalmadigindan emin olmak i¢in numune ¢ozeltisi 60 dakika boyunca
analiz edildi. 5 dakikalik analiz siiresi igerisinde bir yabanci pike rastlanmamustir. Tiim

bunlardan dolay1 analiz siiresi 5 dk olarak belirlenmistir.

Analizler i¢in boyutlar1 250 x 4.6 mm, tanecik boyutu 5 pm olan bir C18
analitik kolon kullanild1 ve ayirmalar 30°C'de gergeklestirildi. Mobil faz A, %0.1
trifloroasetik asit i¢eren sulu ¢ozelti (%90) ve Mobil faz B, asetonitril (%10) olusan
bir mobil faz ile izokratik eliisyon uygulandi. Mobil faz A nin pH degeri 2.03 olarak
olgiildii. Akis hiz1 1.2 mL dak?® ve enjeksiyon hacmi 20 pL olarak ayarlandi.

Belirlenen bu sartlarda metildopanin altkonma zamani 3.035 dk. olarak belirlendi.

4.4.6 Kromatografik Yontemin Validasyonu

Analitik  yontem, Uluslararasi Uyumlastirma Konferansi'nin analitik
yontemlerin gegerliligine iliskin tavsiyelerine (ICH Q2(R1) 2005) uygun olarak valide
edilmistir. Validasyon parametrelerinden (Segicilik, dogrusallik, gézlenebilme sinir1
(LOD) ve tayin sinir1 (LOQ), kesinlik, dogruluk ve yontem saglamligi) arastirtlmistir.
Bu hususlara dayali1 olarak validasyon yontemi i¢in belirli bir konsantrasyon araligi 5-

30 ug mL™? segilmistir.
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4.4.6.1 Yontemin Seciciligi

Yontem segiciligi ilag etken maddesi ve kor ¢ozelti kromatogramlarina etki
edebilecek herhangi bir safsizlik ve girisim pikinin olmamasimi ifade eder. Bu
kapsamda segicilik konsantrasyonu 25 pg mL™* olan standart referans malzeme
¢ozeltisi, konsantrasyonu 15 pg mL™ olan numune ¢ozeltisi ve kor ¢dzeltinin sisteme
enjeksiyonu ile degerlendirildi. Herhangi bir farkli pik ve girisim 3 enjeksiyonda da
gozlenmedi (Sekil 4.2, 4.3, 4.4). Alikonma siiresi metildopa i¢in 3.035 dakika olarak

tespit edildi. Yontemin ¢alisilan metildopa etken maddesine segici oldugu goriildii.

mAU

Alikonma Zaman, dk

Sekil 4.2: Metildopa standart ¢ozeltisine ait kromatogram (25 pg mL™t)

mAU

Alikonma Zamani, dk

Sekil 4.3: Metildopa igeren numune ¢ozeltisine ait kromatogram (15 pg mL™?)
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Alikonma Zaman, dk

Sekil 4.4: Kor ¢ozeltiye ait kromatogram

4.4.6.2 Yontemin Dogrusalhig:

Kalibrasyon dogrusal araligi daha az standart referans malzeme kulanmak ve
kiitle dedektdriinde yogun kirliligin olusmasimi 6nlemek amaci ile 5-30 pug mL?
araliginda olusturuldu. 5-30 pg mL? konsantrasyonlarmnda metildopa standart
cozeltilerinden ii¢ tekrarli, kromatografik sisteme enjekte edilerek, pik alani ve
alikonma siireleri kaydedildi. Her bir konsantrasyon diizeyi i¢in pik alanlarinin
ortalama degerleri belirlendi. Kalibrasyon egrisi; pik alanina karsi konsantrasyon
grafigi cizilerek (Sekil 4.5) olusturulmustur. Yontemin dogrusallig: regresyon analizi
ve en kiiciik kareler yontemi kullanilarak gosterilmistir. Regresyon analizi sonuglari
Tablo 4.2’de verilmistir. Regresyon analizi sonucu korelasyon katsayis1 0.9999 olarak
bulundu. Standart ¢ozeltilerin {ist iiste cakistirilmig kromatogramlar1 (5-30 pg mL™)
Sekil 4.6’da verilmistir. Gozlenebilme sinir1 (LOD) ve tayin sinir1 (LOQ) asagidaki

denkleme gore hesaplandi:

LOD veya LOQ = xSDa/b (LOD i¢cin k= 3 ve LOQ i¢in k= 10)

SDa kesmenin standart sapmasini Ve b egimi temsil etmektedir.

LOD: 0.40 pg mL! ve LOQ: 1.20 pg mL* olarak belirlendi.

69



Tablo 4.2: Regresyon analizi verileri

Parametre Deger
Dogrusallik aralig1, ug mL™* (n = 6) 5-30
Regresyon denkleminin egimi 12.773
Regresyon denkleminin kaymasi 4,110
Kesimin standart sapmast 1.537
Korelasyon katsayisi 0.9999
Alikonma zamani dak. 3.035
Gozlenebilme smir1 (LOD), pg mL? 0.40
Tayin simr1 (LOQ), pg mL™? 1.20
450
400 .
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E 250 ¢
; 200 &
&
130 o y=12773x +4.11
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50 -
I ———————————— e
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Konsantrasyon, pg mL*

Sekil 4.5: Metildopaya ait kalibrasyon grafigi

Ahkonma Zaman, dk

Sekil 4.6: Metildopa standart ¢ozeltilerinin list liste ¢akistirilmis kromatogrami
(¢dzelti konsantrasyonlari: 5-30 pg mL™t)

70



4.4.6.3 Yontemin Dogrulugu

Yontem dogrulugu analiz sonuglarinin gergek degere olan yakinligini gosterir,
yontem dogrulugu mutlak ve bagil hata ile ifade edilir. Yontem dogrulugu ayrica,
numuneye eklenen analitin, matriks ortamindan ne Ol¢lide geri kazanildig ile yiizde
geri kazanim ve bagil standart sapma ile de gosterilmektedir. Onerilen ydntemin
dogrulugunu kanitlamak i¢in standart ekleme teknigi uygulandi. Numune ¢ozeltisine
ti¢ farkli miktarda metildopa standardi eklenerek belirlendi. Analit konsantrasyonunun
(20 png mL?) sirasiyla %80, %100 ve %120’si olacak sekilde 16, 20, 24 pug mL™
konsantrasyonlarinda standart madde eklendi. Her bir konsantrasyonda, bu numune
analizleri ii¢ tekrar halinde yapildi ve % geri kazanim degerleri ve bagil hata degerleri
hesaplandi. Geri kazanim %99.00-100.31 araliginda degistigi gozlenmistir. RSD ve

bagil hata sonuglar1 %1’den diisiik olarak tespit edilerek, yontemin dogrulugu kontrol

edilmistir. Dogruluk ¢aligmasina ait sonuglar Tablo 4.3'te sunulmustur.

Tablo 4.3: HPLC yonteminin dogrulugu

Eklenen Bulunan Geri Bagil Bagil Standart
Konsantrasyon, Konsantrasyon, Kazanim, Hata, Sapma,
pg mL*? pg mL? % % %

16 15.84 99.00

16 15.94 99.63 -0.004 0.659
16 16.05 100.31

20 19.88 99.40

20 19.91 99.55 -0.003 0.398
20 20.03 100.15

24 24.04 100.17

24 23.90 99.58 -0.003 0.412
24 23.85 99.38

4.4.6.4 Yontemin Kesinligi

Yontemin  kesinligi, pik alanlarinin ve alikonma zamanlarinin
tekrarlanabilirliginin standart sapmasi ve bagil standart sapmasi degerlendirilerek

gosterilmistir. Giin ici tekrarlanabilirlik, standart ¢ozeltinin (20 pug mL?Y) {ic kez
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enjeksiyonundan elde edilen pik alanlarinin bagil standart sapmasi (RSD %)
belirlenerek ayni giin degerlendirilmistir. Giinler arasi tekrarlanabilirlik i¢in ayni
standart ardisik ii¢ glin boyunca giinde ii¢ kez enjekte edildi. Elde edilen pik alanlarinin
bagil standart sapmasi belirlenerek degerlendirilmistir. Bagil standart sapmasi (RSD)
sirastyla %0.5203 ve %0.5911 bulundu (Tablo 4.4). Onerilen HPLC yodntemiyle
%1’den kiiciik RSD degerleri elde edildigi i¢in kabul edilir bulunmustur. Elde edilen

veriler, validasyon gereksinimleri i¢in yontemin kesinligini gostermektedir.

Tablo 4.4: HPLC yonteminin kesinligi

Giin i¢i tekrarlanabilirlik Giinler arasi tekrarlanabilirlik
Ornek No Alikonma  Pik  OrnekNo Alikonma Pik Alani
Zamani, dk. Alani Zamani, dk.

1 3.041 260.17 1 3.035 260.80
2 3.044 259.86 2 3.026 258.30
3 3.035 262.35 3 3.040 262.21
Ortalama 3.040 260.79 4 3.030 258.32
Standart Sapma 0.0046 1.3570 5 3.026 262.15
Bagil Standart Sapma, % 0.1507 0.5203 6 3.042 261.33
7 3.029 258.94
8 3.033 259.37
9 3.035 260.35
Ortalama 3.033 260.20

Standart Sapma  0.0056 1.5380
Bagil Standart Sapma, %  0.1850 0.5911

4.4.6.5 Yontemin Uygunlugu

Simetri faktorii ve alikonma zamani, teorik tabaka sayilari gibi sistem
uygunlugunu degerlendirmek igin birincil parametreler metildopa i¢in en diisiik (5 pg
mL™Y), orta (15 pg mL™) ve en yiiksek (30 pg mL™?) konsantrasyonlari icin belirlendi
ve sonuglar Tablo 4.5’te verilmistir. Bulunan sonuglar ICH ve FDA’nin limitleri olan
kuruklanma faktorii<2, teorik tabaka sayisi>2000, RSD<2 degerleri ile

karsilastirildiginda, hedef analit metildopa analizi i¢in kabul edilir diizeydedir.
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Tablo 4. 5: Sistem uygunlugu i¢in sonuglar

Sistem uygunluk parametreleri Standart Cozelti Konsantrasyonlari, pg mL™
5 15 30

Simetri faktorii 0.7408 0.7410 0.7413

Pik alanlarmin bagil standart 0.1860 0.1764 0.1635

sapmast, %

Alikonma  siirelerinin  bagil 0.0746 0.0638 0.0621

standart sapmast, %

Teorik tabaka sayis1 (N) 5474 5479 5485

4.4.6.6 Yontemin Saglamhgi

Bir yonteme ait parametrelerin, yapilan kiigiik degisimlerden etkilenmeden
kalabildiginin Olgiisii analitik yontemin saglamligi olarak bilinir (Das 2023).
Saglamlik ¢alismas1 verileri, gelistirilen yontemin alikonma zamaninin, Ve
kesinliginin kritik yontem parametrelerindeki kiigiik degisikliklerden etkilenmedigini
gostermektedir. Metildopa etken maddesinin tayininde, saglamligi incelemek icin
kromatografik kosullardaki bazi degiskenlerin (Sicaklik degisimleri, akis hizi,
asetonitril igerigi ve pH degeri) alikonma siiresi ve RSD iizerindeki etkileri

incelenmistir. Elde edilen sonuglar Tablo 4.6'da gosterilmistir. Tim degisim

parametrelerinde RSD seviyesi %2'den diisiik olarak tespit edilmistir.

Tablo 4.6: Saglamlik verileri

Saglamlik Parametre Degeri  Alikonma Siiresi ~ Bagil Standart
Parametreleri Ortalama Sapma %
(3.035 dk.)
Mobil faz akis hizi 0.90 mL dk* 3.24 1.12
1.10 mL dk* 2.96 0.49
Kolon sicaklig1 28 °C 3.16 0.61
32°C 3.11 0.32
Mobil fazdaki % 8 3.42 0.52
asetonitril igerigi % 12 2.74 0.87
pH 1.90 3.04 1.2
2.10 3.03 1.04
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4.4.7 Hidrofobik Derin Otektik Céziicii Hazirlanmasi

DOC'leri hazirlamanin en kolay yolu, hidrojen bagi akseptorleri (HBA) ve
hidrojen bag1 donorleri (HBD) karistirmaktir. "Isitma ve karistirma yontemi" olarak
adlandirilan DOC'leri hazirlamanin en yaygin yolu, homojen sivi olusana kadar iki
veya daha fazla bileseni daha yiiksek bir sicaklikta (genellikle 80 °C) karigtirmaktir.
Bu yontem 2003 yilinda Abbott tarafindan onerildi (Jagirani ve Soylak 2022).

Tez ¢alismas1 kapsaminda Tablo 4.7°de belirtilen 5 adet Mentol bazli HDOC

hazirlanmistir.

Tablo 4.7: Hidrofobik derin otektik ¢6ziicii tiirlerinin hazirlanmasi

Hidrojen Hidrojen bagt Mol oran1  Sicaklik, °C  Siire, dk. pH

bagi dondrii

akseptorii

Mentol Dekanoik asit 1-1 40 7 4

Mentol Hekzanoik 1-1 40 5 3.5
asit

Mentol Laktik asit 1-1 40 7 45

Mentol Timol 1-1 70 15 35

Mentol 1-Bitanol 1-1 40 5 4.5

Kimyasallar analitik saflikta kullanilmis olup, 1-1 mol orani ile karistirilip
homojenize oluncaya kadar 1s1l isleme tabi tutulmuslardir. C6zelti 1s11 islem sonrasinda
karistmin tamamlanmas: igin 3 dk. boyunca vorktekste karistirilmistir. Islemler
sonucunda Sekil 4.7°de goriilecegi iizere berrak ve homojen HDOC karisimlari elde

edilmistir.
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Sekil 4.7: Hidrofobik derin 6tektik ¢oziicli hazirlik asamalart

4.4.8 Hidrofobik Derin Otektik Coziicii Karakterizasyonu

HDOC karakterizasyon ¢alismalarinda FT-IR analizi yaygin olarak kullanilan
bir yontemdir. Mentol i¢in, Fan ve arkadaslar1 hidroksil grubu pikini 3232.381 cm™ de
karakteristik olarak dl¢miistiir, Mentol-Biitanol HDOC karisimu icin ise hidrojen bag:
icin belirlenen 3232.381 cm™ den 3325.204 cm™’ye kaydigimi belirlemistir. Tespit
edilen bu kayma HDOC karisiminin olustugunu gostermektedir (Fan ve dig. 2021).
Tez calismasinda kullanilan HBA (Mentol) ve HBD (Biitanol) arasindaki hidrojen
bagi olusumunu kanitlamak i¢in FT-IR spekturumlari alindi (Sekil 4.8). Hidrojen bagi
o+ yiiklii bir kovalent baga bagli bir hidrojen atomu ile elektronegatifligi yiiksek; O,

F, CI gibi atomlar ile olusur. Hidrojen bagi; erime noktasi, kaynama noktasi gibi
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maddelerin fiziksel 6zelliklerinde degisimlerde 6nemli etki yapar. Mentol ve biitanol
tic boyutlu molekiil yapilar1 ve hidrojen bagi olusumu Sekil 4.9°da gosterilmistir.
Biitanol i¢in OH piki 3326.7 cm™, mentol i¢cin OH piki 3268.2 cm™ olarak 6l¢iiliirken,

mentol-biitanol karisimi igin 3332 cm™ olarak 6l¢iilmiistiir. Pikteki bu kayma olusan

yeni hidrojen bagmi gostermekte ve yeni HDOC karsiminimn  varligim

desteklemektedir.
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Sekil 4.8: Biitanol, mentol, mentol-biitanol FT-IR spekturumlari
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Sekil 4.9: Mentol ve biitanol {i¢ boyutlu molekiilleri ve hidrojen bagi olusumu

449 HDOC Mikroekstraksiyon Yontemiyle Metildopa ila¢ Etken Maddesinin
Onderistirilmesi ve HPLC ile Tayini

4.4.9.1 HPLC Sartlarimin Belirlenmesi

Tez ¢alismasinda; boliim 4.4.7°de anlatildig1 gibi hazirlanan HDOC karigimlari
metildopa ila¢ etken maddesinin Onderistirilmesinde kullanilmak {izere oda
sicakliginda saklandi. Metildopa ila¢ etken maddesi stok ¢ozeltisi, standart referans
malzemesinden konsantrasyonu 500 mg L? olacak sekilde metanol ile ¢dziilerek
hazirlandi. Metildopa ilag etken maddesi tayini igin ilk olarak etken maddenin UV
spektrofotometre ile UV spekturumu alindi ve maksimum absorpsiyon yaptigi dalga
boyu Amax:280 nm olarak tespit edildi. Sonrasinda ise HPLC-UV cihazinda tayin igin

kromatografik metot olusturulmus ve metot parametreleri Tablo 4.8’de verilmistir.

Tablo 4.8: HPLC-UV metot parametreleri

Parametre

Kolon Agilent 250x4.6 mm, 5 um, C18

Mobil faz %0.1 Trifloroasetikasit igeren H2O:Asetonitril
(90:10, viv)

Akis hiz1 1.2 mLdk.?

Kolon sicakligi 30°C

Dalga boyu 280 nm

Enjeksiyon hacmi 20 uL
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Belirlenen kromatografik sartlarda elde edilen metildopaya ait kromatogram
Sekil 4.10°da verilmistir. Metildopanin alikonma zamani 3.035 dakika olarak tespit

edilmistir.

mAU

Alikonma Zamani, dk

Sekil 4Hata! Belgede belirtilen stilde metne rastlanmadi..10: Metildopa HPLC
kromatogrami

4.4.9.1 HDOC Mikroekstraksiyon Yéntemi

Onderistirme islemi, stok ¢dzeltisinden seyreltilerek hazirlanan 20 mg L%
konsantrasyonundaki ¢o6zeltilere uygulanarak HPLC-UV ile geri kazanim degerleri
hesaplandi. 20 mg L ila¢ etken maddesi ¢ozeltisinden, 14 mL’lik plastik kapakli
tiiplere 3 mL mikropipet yardimiyla konuldu. Cézelti {izerine 300 pL HDOC ¢ozeltisi
ilave edildi. Cozelti pH’10.01 M HCI ve 0.01 M NaOH c¢ozeltileri ile ayarlandi. Etken
madde ve HDOC karisimi vorteks yardimiyla karistirildi. Sonrasinda ¢ozelti igerisinde
dagilan HDOC karisimi santrifiijlenerek faz ayrimmin tamamlanmasi sagland (Sekil
4.11). Santrifiij islemi sonrasinda ayrilan HDOC fazindan 300 pL mikropipet
yardimiyla alinarak cam viale konuldu ve metanol ile 900 uL’ye tamamlandi. Analize

hazirlanan son ¢ozelti HPLC-UV analizi i¢in +4 °C’de muhafaza edildi.
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Sekil 4.11: Etken madde-HDOC faz ayrimi

4.4.10 Hidrofobik Derin Otektik Coziicii Ekstraksiyonu Yonteminin

Optimizasyonu

Metildopa ilag etken maddesinin tablet formundan, karigik matriks ortamindan
ekstraksiyonu i¢in mentol bazli hidrofobik derin o6tektik ¢oziici sivi  faz
mikroekstraksiyon teknigi gelistirilmistir. Bu kapsamda, ekstraksiyon parametreleri
olan HDOC tiirii, ¢ozelti pH’1, HDOC mol oran1, HDOC hacmi, tuz etkisi, vorkteks
stiresi, santrifiij siiresi, numune hacmi parametreleri incelenmis ve gelistirilen yontem
gercek Orneklere uygulanmustir. Onderistirilen metildopa etken maddesinin tayini,

metot validasyonu yapilan HPLC-UV cihazi ile belirlenmistir.

4.4.10.1 Hidrofobik Derin Otektik Céziicii Tiirii EtKisi

Calisma kapsaminda hazirlanan mentol-biitanol, mentol-laktik asit, mentol-
dekanoik asit, mentol-hekzanoik asit, mentol-timol HDOC karisimlari, 1-1 mol
oraninda, boliim 4.4.9’da olusturulmus olan yontemle ilag etken maddesi ¢ozeltisine

uygulanarak geri kazanim degerleri hesaplanmis ve sonuglar Sekil 4.12°de verilmistir.
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HPLC-UV kromatogramlari ise Sekil 4.13’de verilmistir. Mentol-biitanol hidrofobik
derin dtektik ¢oziicii karisimi kullanildiginda, diger HDOC tiirlerine gore daha yiiksek
bir geri kazanim degeri elde edilmistir (mentol-biitanol %75.58, mentol-laktik asit
%68.63, mentol-dekanoik asit %65.04, mentol-hekzanoik asit %52.23, mentol-timol
%47.29). Metildopa ve mentol-biitanol karisiminin polarite degerlerinin benzer
olmasi, ekstraksiyon galismasinda en yiiksek geri kazanim degerinin mentol-biitanol
hidrofobik derin 6tektik karisimi ile elde edilmesini saglamistir. Calismanin diger

parametreleri mentol-biitanol HDOC sistemi esas aliarak belirlenmistir.

Biitanol Laktik Dekanoik Hekzanoik Timol

Geri kazanim, %
— [§] (8] e n [« -~ oo \O
=] (=] =] (=] =] (=] (=] (=] (=]

o

Sekil 4.12: Analitin geri kazanimina hidrofobik derin 6tektik ¢oziicii tiiri etkisi

Ahkonma Zamani, dk

Sekil 4.13: HDOC tiirii kromotagramlari; Biitanol-1 (Mavi), Laktik asit (kirmiz1),
Dekanoik asit (yesil), Hekzanoik asit (pembe), Timol (sar1)
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4.4.10.2 pH Etkisi

Sivi-sivi eksraksiyonunda pH Onemli bir faktdrdiir. Numunenin pH degeri
analitlerin iyonik ve iyonik olmayan durumlarin etkiler. Metildopa aminoasit olarak
D ve L kiral karisim halinde bulunmaktadir (Sekil 4.14), antihipertansif etki yanlizca
L enantiyomerinde goriilmektedir. Farmasotik formlarda L-Alfa-Metildopa etken
madde olarak kullanilmaktadir (Gongalves ve dig. 2021).

L-a-Metildopa

D-a-Metildopa (@]

HsC
HO
OH

NH,
HO

Sekil 4.14: Metildopa enantiyomerleri kimyasal yapilari

Analitlerin zayif polar ¢oziiciilerde ¢oziilerek notr formlarinda ekstrakte
edilmesi genellikle daha kolaydir. Bu sebeple numune pH’1 analitlerin pKa degerine
yakin veya pKa degerinden daha yiiksek olmalidir (Jagirani ve Soylak 2022,
Pasupuleti ve dig. 2022). Calismada tayin edilen metildopa etken maddesinin pKa
degeri 2.28 olup bazik ¢ozeltilerde iyonlagsmaktadir. Diisiik pH ortaminda metildopa
molekiiliiniin protonlanmasi ile yapida bulunan NHz, NH4" formuna donmektedir.
Yiiksek pH ortaminda ise karboksilik asit grubunda bulunan OH™ grubu protonunu; O
2 ve NH: gruplarmin indiiktiif etkisi nedeniyle kaybetmektedir. Mentol-Biitanol
HDOC karistminin pH degeri ise 4.5 dir. Bu kapsamda pH degerinin analit geri
kazanimima etkisi incelenmigtir. Numune pH’1 0.01 M HCI ve 0.01 M NaOH

cozeltileri ile 2 ve 8§ arasinda ayarlanarak mikroekstraksiyon yontemi uygulanmistir.

En yiiksek geri kazanim verisinin pH 7 sartlarinda %97.14 oldugu gézlemlenmistir (
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Sekil 4.15 ve Sekil 4.16). Yontemin diger parametrelerinin optimizasyonunda ¢ozelti

pH’1 7’ye ayarlanarak kullanilmistir.

120
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Geri kazanim, %
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Sekil 4.15: Analitin geri kazanimina pH etkisi (Mentol-Biitanol, mol orani 1-1)

Alkonma Zaman, dk

Sekil 4.16: Analit pik alanina pH etkisi (mavi pH:2, kirmiz1 pH:3, yesil pH:4, Pembe
pH:5, sar1 pH:6, mor pH:7, siyah pH:8)

4.4.10.3 Hidrofobik Derin Otektik Céziicii Birlesimi Mol Oranlari Etkisi

HBA ve HBD mol oranlar1 ekstraksiyon verimini 6nemli dl¢iide etkiler. Diisiik
HBA Kkiitle transferinin tam olarak gerceklesmemesine neden olurken, HDOC iin
vizkozitesini ve ylizey gerilimini diisiiriir. HBA ve HBD oranlari ¢ok kii¢iik oldugunda
ise yeterince gii¢lii hidrojen bagi olusamaz ve hedef analitle etkilesim azalir (He ve
dig. 2022). Bu kapsamda mentol-biitanol HDOC karisim1 igin 0.5-1, 1-1, 1-2, 1-3 mol

oranlarinda karigimlar hazirlanmis ve yontem uygulanmistir. En yliksek geri kazanim
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sonucu 1-1 mentol-biitanol karigimi kullanildiginda %98.34 olarak bulunmustur (Sekil
4.17 ve Sekil 4.18). Bu nedenle metildopa etken maddesinin dnderistirilmesinde

mentol-biitanol karisimi HDOC olarak secilmistir.

120
100

80 ~

60

40

20

0 .
05-1 1-1 1-2 13

Mol orani, mentol-biitanol

Geri kazamim, %

Sekil 4.17: Analitin geri kazanimina mol orani etkisi (pH 7)

Alikonma Zamani, dk

Sekil 4.18: Analit pik alanina derin 6tektik ¢oziicii karisimi mol oraninin etkisi, 1-1
(kirmuzi), 1-2 Yesil, 0,5-1 (mavi) , 1-3 (pembe)

4.4.10.4 Tuz Etkisi

Stvi-sivi ekstraksiyonlarda tuz ilavesi ekstraksiyon verimini artirici ve azaltici
etki gosterebilen 6nemli bir ekstraksiyon parametresidir. Genellikle NaCl tuz ilavesi
olarak yaygin olarak kullanilir. Tuz ilavesi analitlerin numune igerisinde bozulmadan
kalmasini sagladigi gibi, analitlerin etrafinda hidratasyon tabakasi olusturarak daha az

¢Oziiniir hale getirir ve ekstraksiyon verimini artirir (salting out). Diger bir etkisi ise
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tuz ve organik molekiiller elektrostatik etkilesime girip ekstraksiyon verimini
azaltabilir (H61 2011). Tez ¢alismasinda boliim 4.4.9°da olusturulmus olan yonteme O-
30 mg arasinda degisen miktarlarda tuz ilavesi 3 mL lik ¢6zeltilere uygulanip, HPLC-
UV cihaziyla numuneler analiz edilmistir. Geri kazanim verileri incelendiginde tuz
ilavesinin ekstraksiyon verimini diigiirdiigii gézlemlenmistir (Sekil 4.19 ve Sekil 4.20).

Calismanin geri kalanina tuz ilavesi olmadan devam edilmistir.
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NaCI miktary, mg
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Sekil 4.19: Analitin geri kazanimina tuz etkisi (pH:7, mentol-biitanol mol orani: 1-1)

1_- A JK

L

— — - r — — —— —r —
o 05 1 15 2 25 3 kL] 4 45

Alikonma Zamani, dk

Sekil 4.20: Analit pik alanina tuz etkisi (a/h) %2 mavi, %4 kirmizi, %6 yesil, %8
pembe, %10 yesil
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4.4.10.5 Vorteks Siiresi EtKisi

Vorteks, analit ile HDOC fazmin ¢dzeltide tamamen dagilmasini saglamak,
analit ile etkilesimini artirarak etkili bir ekstraksiyonun gerceklesmesi icin
kullanilmistir. Mikroekstraksiyon yonteminin uygulandigr 14 mL’lik plastik tiipler,
vorkteks ile 0-3 dk. arasinda karistirilmistir. 3. dk. sonrasinda %95.43 ve {izerinde geri
kazanim verileri elde edilmistir (Sekil 4.21 ve Sekil 4.22). Minimum 3 dakikada alinan

bu geri kazanim verisi sonucunda, ¢alismanin geri kalaninda vorkteks siiresi 3 dakika

0 1 2 3 4

Vorteks siiresi, dk.

olarak belirlenmistir.
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Sekil 4.21: Analit geri kazanimina vorteks siiresinin etkisi (pH:7, mentol-biitanol
mol orani:1-1)

Alikonma Zaman, dk

Sekil 4.22: Analit pik alanina vorteks siiresinin etkisi 0 dk (Mavi), 1 dk (Kirmizi), 2
dk. (Yesil), 3 dk. (Pembe), 4dk. (Sar1)

Numune fazi ile HDOC fazinin etkili ve izl bir sekilde birbirinden ayirmak

icin santrifiij kullanilmistir (3000 rpm). 0-20 dk. arasinda numuneler santrifiijlenmis,
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15 dk ve sonrasinda %97.66 geri kazanim degeri elde edilmistir (Sekil 4.23 ve Sekil

4.24). Calismada sonraki deneyler igin santrifiij siiresi 15 dk. olarak belirlenmistir.
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Santrifiij siiresi, dk.

Geri kazanim, %

Sekil 4.23: Analit geri kazanimina santrifiij siiresinin etkisi (pH:7, mentol-biitanol
mol orani: 1-1, vorteks 3dk.)

Alkonma Zamany, dk

Sekil 4.24: Analit pik alanina santrifiij siiresinin etkisi; 0 dk (Mavi), 10 dk (Kirmizi),
15 dk. (Yesil), 20 dk. (Pembe)

4.4.10.6 Hidrofobik Derin Otektik Coziicii Hacmi Etkisi

Ekstraksiyon calismalarinda ekstrant hacmi énemli bir parametredir. HDOC
hacmi uygun bir sekilde artirilarak analitle etkilesimi saglanir bu da ekstraksiyon
verimini artirir. Ote yandan HDOC fazinin fazlaligi ekstaksiyon verimini diisiiriir.
HDOC hacmi arttik¢a suda dagilabilirligi azalarak analitle kiitle transferi diiser (He ve
dig. 2022). Tez ¢alismasinda HDOC hacmi 50-500 pL arasinda test edilmistir (Sekil
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4.25). 300 L HDOC kullamldiginda %95.09 geri kazanim elde edilmistir. Calismanin
geri kalan kisminda HDOC hacmi 300 pL olarak kullanilmistir.
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Sekil 4.25: Analit geri kazanimina HDOC hacmi etkisi (pH:7, mentol-biitanol mol
orani:1-1, vorteks: 3dk., santrifiij: 15 dk.)

4.4.10.7 Numune Hacmi Etkisi

Numune hacmi Onderistirme calismalarinda 6nemli bir faktordiir. Yiiksek
zenginlestirme faktorii elde edebilmek i¢in numune ile ekstrantin etkilesime girdigi,
kiitle transferinin gergeklestigi maksimum hacmi tespit etmek gerekmektedir (Yuval
ve dig. 2021). Calismada kantitatif geri kazanim degerlerinin %95’in altina diistiigii
maksimum hacmi tespit etmek i¢in 5-45 mL hacim araliinda numuneye, bolim
4.4.9.°da olusturulan yontem uygulanmistir. Sekil 4.26 da gortldiigii gibi, numune
hacmi 40 mL’den fazla oldugunda geri kazanim diismektedir. Bu kapsamda 300 pL
HDOC ekstrant ile calisilabilecek maksimum numune hacmi 40 mL olarak belirlenmis

olup, 900 pL son hacim esas alindiginda zenginlestirme faktorii 44.4 olarak

bulunmustur.
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Sekil 4.26: Analit geri kazanimina numune hacmi etkisi (pH:7, mentol-biitanol mol
orant: 1-1, vorteks: 3dk., santrifiij: 15 dk., HDOC hacmi: 300 uL)

4.4.11 Yontemin Analitik Degerlendirmesi

Ekstraksiyon caligmalarinda, teorik zenginlestirme faktoérii olan PF
(Preconcentration factor), deneysel zenginlestirme faktorii EF (Enhancement factor),
hesaplamalar1 ekstraksiyon isleminin analitik kosullar1 karsilayip karsilamadiginin
Olglilmesi adma analiz verilerinden hesaplanmaktadir. Bu kapsamda teorik
zenginlestirme faktorii olan PF baslangi¢ ¢6zeltisinin maksimum hacminin, minimum
eliient hacmine bolinmesiyle 44.4 olarak elde edilmistir. Deneysel zenginlestirme
faktorii EF ise Onderistirmeli kalibrasyon egrisinin egiminin, Onderistirmesiz
kalibrasyon egrisinin egimine oranlanmasiyla 45.78 olarak elde edilmistir (Caylak
2019). Bolim 4.4.9’da agiklanan yontem, etken madde igeren standart ¢ozeltilere
uygulanmistir. Sonuglarin ortalama degerleri ve standart sapmalar1 hesaplanmustir.

Gozlenebilme siir1 (LOD) ve tayin sinir1 (LOQ) asagidaki denkleme gore hesaplanda:

LOD veya LOQ = «xSDa/b (LOD i¢in k= 3 ve LOQ igin k= 10)

SDa kesmenin standart sapmasini ve b egimi temsil etmektedir.

Kalibrasyon grafiklerinden R? degerleri hesaplanmistir. Tiiketim indeksi, bir
birimlik zenginlestirme faktorii i¢in harcanan numune hacmidir ve numune hacminin,
deneysel zenginlestirme faktoriine boliinmesiyle elde edilmistir (Hol ve dig. 2014).

Onderistirmeli ve 6nderistirmesiz kalibrasyon egrileri Sekil 4.27 ve Sekil 4.28°de,
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LOD ve LOQ degerleri, PF, EF, ¢alisma araliklar1 ve egri denklemleri Tablo 4.9°da

verilmistir.
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Sekil 4.27: Onderistirmesiz kalibrasyon egrisi
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Sekil 4.28: Onderistirmeli kalibrasyon egrisi
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Tablo 4.9: HDOC mikroekstraksiyon yonteminin analitik performansi

Analitik parametreler

Onderistirmesiz kalibrasyon egrisi denklem y=12773x +4.11
Onderistirmesiz R? 0.9999
Onderistirmesiz konsantrasyon araligi (mg L) 5-30
Onderistirmeli kalibrasyon egrisi denklem y =584.79x + 12.362
Onderistirmeli R? 0.9983
Onderistirmeli konsantrasyon aralig1, (mg L) 0.1-0.6

Teorik zenginlestirme faktorii (PF) 44.4

Deneysel zenginlestirme faktorii (EF) 45.78

Bagil hata (%) 3.01
Gozlenebilme sinir1 (mg L?, kSDa/b, k: 3) 0.0107

Tayin smr1 (mg L, kSDa/b, k: 10) 0.0323

Ornek hacmi (mL) 40

Eliient hacmi (uL) 900

Tiiketim indeksi (mL) 0.87

4.4.12 Yontemin Ger¢ek Orneklere Uygulanmasi

Gelistirilen HDOC mikroekstraksiyon yontemi; Alfamet marka her biri 250 mg
metildopa igeren alt1 adet tablete uygulanmistir. Bu kapsamda tabletler ultrasaf su ile
100 mI’lik balon jojede ¢oziiliip, ultrasonik su banyosunda bekletilip homojen bir
¢ozelti haline getirilmistir. Sonrasinda bu ¢ozeltiden yontemin kalibrasyon araligina
girecek sekilde gerekli seyreltmeler yapilarak yontem uygulanmis ve HPLC-UV ile
analiz edilmislerdir. Analiz sonucunda tabletlerdeki etken madde igerigi geri kazanim
degerleri ile birlikte Tablo 4.9’da verilmistir. Analiz sonuglarindan; hesaplanan
ortalama (A), standart sapma (s), bagil standart sapma (RSD %), % bagil hata degerleri
Tablo 4.10°da verilmistir. RSD<1 (0.90) ve % bagil hata<l (0.064) sonuglarindan,
yontemin piyasada tablet formundaki metildopa iceren ilag preparatlarina

uygulanabilir oldugu gézlemlenmistir.
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Tablo 4.10: 250 mg metildopa igeren tabletlerin analiz sonuglari ve sonuglarin
istatistiksel degerlendirmesi

HDOC-HPLC-UV

Ornek
mg/tablet % Geri kazanim

1 253.85 101.54
2 251.25 100.50
3 248.12 99.25
4 250.36 100.14
5 249.75 99.90
6 247.65 99.06
Ortalama 250.16 100.06
Standart sapma 2.26

Bagil standart sapma, % 0.90

Bagil hata, % 0.064

4.4.13 Yontemin Literatiirdeki Diger Calismalarla Karsilastirilmasi

Hidrofobik derin otektik ¢oziicli ekstraksiyonu, sulu faz c¢alismalarindaki
kararliligi, diisiikk buhar basinci, viskozite ve yogunlugunun faz ayriminda getirdigi
avantajlar, ekstraksiyonda dispersif bir sivi kullanimina ihtiyag duymamasi gibi
avantajlarindan dolayi literatiirde siklikla ¢aligilmaktadir (Tablo 4.11). Bu kapsamda
mentol bazli iyonik olmayan hidrofobik derin 6tektik ¢oziiciiler, ila¢ etken maddesi,
pestisitler, hormonlar, fenolik maddeler gibi, farmasotik iriinlerin tayini
calismalarinda, tarimsal iirlinlerdeki kalint1 analizlerinde, kimyasal kirliliklerin igme
suyu ve c¢evresel su kaynaklarindaki tayini caligmalarinda kullanilmaktadirlar. Tez
calismasinda kullanilan mentol-biitanol-1 hidrofobik derin 6tektik ¢oziici, literatiir ile
karsilastirildiginda, nétr pH ortaminda g¢alisabilmesi, yliksek zenginlestirme faktorii
eldesi ve diisliik gozlenebilme smira sahip olmasi bakimindan, ilag etken madde
analizlerinde, metildopa etken maddesinin tayini calismalarinda kullanilabilir bir

teknik olarak literatiire sunulmustur.
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Tablo 4.11:

Y ontemin literatiirdeki diger calismalar ile karsilastirilmasi

Analit HDOC Teknik  Ornek EF pH LOD, Literatiir
ug mL*

Paraben Mentol- HPLC- Kozmetik- 125 4 0.006- Dalmaz ve
Dekanoik uv Gargara 0.0046 Ozak 2022
asit

Difenilamin ~ Mentol- HPLC- Meyve 4 7 0.05 Ma ve dig.
Oktanoik asit FLD 2021

Tiyofanat- Mentol- HPLC- Go6l suyu- 87.2- - 0.053- He ve dig.

metil, Oktanol uv Musluk 97.4 0.007 2022

karbendazim suyu

Klorofenol Mentol- HPLC- Su-attksu 20 7 0.00002- Pasupuleti
Laktik asit uv 0.00005 ve dig.

2022

Metildopa Mentol- HPLC- Ilag 4578 7 0.0107  BuCalisma

Biitanol-1 uv
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5. SONUC VE YORUM

Ilag preparatlarinin icerik analizi, hem arastirma-gelistirme hemde tan1 ve
tedavi asamalarinda olduk¢a &nemli bir siirectir. ilag etken maddesi iiretimden
tilketiciye, tiiketicideki etkilesimlerine kadar olan farkli islem basamaklarinda
(aragtirma-gelistirme, liretim, paketleme, rafta saklama, tani, tedavi), farkli kosullara
maruz kalmaktadir. Ilag igeriginin stabil kalabilmesi, {iretim siirecinde ilag
formulasyonuna bulasan eser elementlerin tayini ve ilag etken maddesinin tespiti 6Gnem
arz etmektedir. Bu tez ¢alismasi kapsaminda tablet formundaki ilag preparatlarinda
LC-MS/MS teknigi ile etken maddenin stabilitesinin belirlenmesi, tablet
formiilasyonundan eser elementlerin manyetik kati faz ekstraksiyonu teknigi
kullanilarak MIS-FAAS yo6ntemiyle tayini ve etken maddenin hidrofobik derin 6tektik
¢oziicii s1vi-stvi mikroekstraksiyon teknigi ile onderistirilip HPLC-UV yontemi ile

tayini caligmalar1 olmak iizere {i¢ yontem gelistirilmistir.

Tezin birinci boliimiinde; 2019 yilinin sonlarinda Cin’de ortaya ¢ikan SARS-
COV-2 viriisii kaynakli COVID19 hastaliginin tedavisinde kullanilmis olan
Favipiravir etken maddesinin, zorlanmis kosullar altindaki stabilitesinin
degerlendirmesi LC-MS/MS teknigi ile yapilmis ve etken madde tablet formundan
tayin edilmistir. Calismada ilk olarak favipiravir tayini i¢in UPLC metodu

olusturularak sonuclar UPLC-MS/MS ile degerlendirilmistir.

Favipiravir etken maddesinin ilk olarak maksimum absorpsiyon yaptig: dalga
boyu tespit edildi. Konsantrasyonu 10 pg mL™ olan standart favipiravir ¢dzeltisinin,
UV spektrofotometresi ile 200-800 nm aras1 dalga boyu taramasi yapilarak Amax 222
nm olarak belirlendi. Sonrasinda UPLC cihazinda 222 nm dalga boyunda DAD
dedektor kullanilarak kromatografik metot olusturuldu. Calismada Poroshell 120 EC-
C18 (50 x 4.6 mm, 2.7 um) kolon kullanildi. %0.1 formik asit i¢geren H.O:metanol
(80:20, v/v) mobil faz olarak secildi. Akis hiz1 0.8 mL dk, kolon sicaklig1 ise 40 °C
olarak belirlendi. Bu sartlar altinda UPLC-DAD cihazinda favipiravir alikonma
zamani 1.155 dk, toplam analiz siiresi ise 2 dk. olarak belirlendi. UPLC’de
kromatografik sartlar optimize edilip, ideal pik elde edildikten sonra kiitle
spektrometresi (MS) analizleri i¢in UPLC-MS/MS cihazi parametreleri optimize
edildi. Analit iyonlar1 elektrosprey jet stream (ESI) iyonlastirma teknigi ile
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iyonlagtirildi. Pozitif ve negatif iyonlagtirma teknikleri ile denemeler sonucunda
negatif iyon mod iyonlastirma favipiravir i¢in optimum sonuglar verdi. Fragmentor
voltaj 80 V, parcalanma enerjisi 20 eV, kapiler voltaj 3.5 kV, desolvasyon sicakligi
300 °C, iyonlastirma kaynag1 400 °C, siiriikleyici azot gaz1 akis hiz1 11 L saat™?, olarak
MS parametreleri belirlendi. Favipiravir temel pik [M-1] 155.9, tanimlayic1 temel

parg¢alanma iyonu (daughter ion) 112.9 olarak tespit edildi.

UPLC-MS/MS analitik yOnteminin, c¢alismanin amacina uygunlugunun
anlasilmasi i¢in yontem validasyonu yapildi. Favipiravir etken maddesinin yontem
validasyonu ICH Q2 (R1) yontemine uygun olarak gerceklestirildi. Validasyon siireci;
secicilik, dogrusallik, dogruluk, Kesinlik, dogrusal c¢alisma araligi, tayin siniri,
gozlenebilme sinir1, yontemin saglamligi parametrelerinin belirlenip degerlendirilmesi

yapilarak tamamlandi.

Yontemin  dogrusalligi  lineer regresyon analizi ile test edildi.
Konsantrasyonlar1 1-10 pg mL? arahginda (1, 2, 4, 6, 8, 10 pg mL™) degisen
favipiravir ¢ozeltileri ile 3’er tekrar analiz yapildi. Egim, kesisim ve korelasyon
katsayis1 (R?) sirastyla 19.825, -7957 ve 0.9999 olarak kalibrasyon egrisinden
hesaplandi. Gozlenebilme sinir1 Ve tayin sinir1 ise kSDa/b denkleminden elde edildi.
LOQ i¢in x: 10 ve LOD ig¢in k= 3 olarak alindi, SDa kesmenin standart sapmasini
temsil eder ve b egimi temsil etmektedir. Buradan LOD: 0.30 ve LOQ: 0.80 ug mL™

olarak hesaplandi.

Y ontemin segiciligi, Favipiravir standart ¢ozeltisi, 6rnek ¢ozeltisi ve kor ¢ozelti
igin retilen kromatogramlarin Kkarsilastirilmasiyla belirlendi. Kromatogramlar
incelendiginde girisim yapabilecek kirliliklerden kaynaklanan piklerin meydana
gelmedigi goriildii. Yontemin kesinliginin belirlenmesi i¢in aym ve farkli giinlerde,
konsantrasyonlar1 1, 4 ve 10 pg mL™* olan favipiravir ¢ozeltileri cihaza bes kez enjekte
edildi ve pik alanlarinin tekrarlanabilirligi test edildi. Calisilan tiim
konsantrasyonlarda pik alani i¢in RSD degerleri %1.0'den diisiik olarak bulundu. Bu

kosullarda analiz yonteminin kesinligi amaglanan analiz i¢in uygun olarak bulundu.

Yontemin dogrulugunun test edilmesi i¢in analiz edilen tablet numunesine (5
png mL?) bilinen miktarda standart eklendi (standart konsantrasyonu, favipiravir

konsantrasyonunun %80, %100 ve %120’si olacak sekilde ekleme yapildi). Bu ii¢
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farkli miktarda favipiravir igeren ¢ozeltiler analiz edilerek, geri kazanim miktar1 ve
bagil hata degerleri hesaplandi. Tiim analizlerde RSD degerlerinin %1'nin altinda
oldugu, yiizde bagil hatanin ise her ii¢ ekleme diizeyinde %?2’nin altinda oldugu

belirlendi ve boylelikle yontemin dogrulugu gosterildi.

Y Ontemin saglamligi calismasinda; analiz sonuglarina gore mobil faz akis hizi,
kolon sicakligi ve mobil faz bilesimindeki kiigiik degisikliklerin analitin alikonma
stiresi iizerindeki etkileri incelenmistir. Yontemdeki bu degisikliklerin alikonma siiresi

tizerindeki etkisi RSD<1 olarak bulunmus olup, yontemin saglamligi gosterilmistir.

Yontemin performans degerlendirmesinde sistemin uygunluk parametreleri
degerlendirilmistir. Kuyruklanma faktorii 1.1, alikonma siiresi 1.155 dakika ve teorik
tabaka sayist 5293 olarak bulundu ve yontem uygunlugu gosterildi. Standart
cozeltilerin kararliliginin belirlenmesi icin ise 24 saatlik bir siire boyunca, UPLC-
MS/MS sistemine 8 saatlik periyotlarla standart favipiravir ¢ozeltileri enjekte edilmis
ve alikonma siiresi ve pik alani degerleri kaydedilmistir. Bagil standart sapma, pik
alan1 ve alikonma zamani i¢in %2’den diistik olarak belirlendi. Standart ¢ozeltilerdeki
ila¢ etken maddenin konsantrasyonunda 6nemli bir degisiklik meydana gelmedi. Tiim
bu parametrelerin degerlendirilmesi sonucunda, yontemin favipiravir etken

maddesinin analizine uygun oldugu gosterilerek, yontem validasyonu tamamlandi.

Favipiravir ilag etken maddesinin stabilitesi ICH Q1A (R2) yontemine gore
yapildi, yumusak ve sert zorlanmis kosullar uygulanarak degerlendirildi. Bozundurma
caligmalari; asidik, bazik, oksidatif, UV 15181 ve termal kosullar altinda gerceklestirildi.
Stok standart ¢ozelti 1-0.1 N HCI, 1-0.1 N NaOH, %3-30 H20- ¢ozeltileri ile 10 pg
mL! konsantrasyona seyreltildi. UV 15181 ve termal stres calismalarinda, stok standart
¢ozelti ultra saf su ile 10 pg mL? kadar seyreltildi. Asidik, bazik ve oksidatif
calismalarda hazirlanan standart ¢ozelti 80°C'de 30 dakika etiivde bekletildi. UV 15181
caligmasi, standart ¢ozelti oda sicakliginda 6 ve 24 saat 254 nm dalga boyunda UV
151g81na maruz birakilarak gerceklestirildi. Termal bozunma testinde standart ¢ozelti
100 °C'de etiivde 6 ve 24 saat bekletildi. Favipiravir kuvvetli bazik kosullarda
tamamen bozunurken, asidik ve oksidatif kosullarda kismen bozunmustur. Favipiravir

UV 15181 ve termal kosullar altinda ise kararliligin1 korumustur.
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Geligtirilen ve validasyonu yapilan yontem, piyasada favipiravir etken
maddesini i¢eren tablet formundaki ilaca (200 mg) uygulandi. Bu kapsamda 5 adet
tablet 100 mL balon jojede su ile ¢oziilerek, yontemin dogrusal araligina girecek
sekilde seyreltilip 5’er tekrar analizi yapildi. Analiz sonuglar1 etken maddenin
prospektiis igerigi ile uyumlu ve tekrar edilebilir sonuglar verdi. 200 mg etken madde
iceren ilag icerigi 200.35 olarak tayin edildi. Geri kazanim %100.18, standart sapma
2.05, bagil standart sapma % 1.02, bagil hata % 0.18 olarak belirlendi. Bu kapsamda
metot piyasa preparatlarina da uygulanabilir ve gelistirilen bu yontem, literatiirdeki

diger yontemlere gore daha kisa siirede sonuglanan, bir yontemdir.

Tezin ikinci béliimiinde; ilag preparatlarindaki eser miktardaki Pb(11), Zn(1l),
Cu(II), Co(IT) metal iyonlarinin hassas, dogru, hizli ve ekonomik bir sekilde kalitatif
ve kantitatif analizlerinin yapilmasi i¢in bu analitlerin, ortamdan alinmasi (ayirma) ve
deristirilmesi (zenginlestirme) gergeklestirildi. Calismada, aymrma ve deristirme
manyetik kati faz ekstraksiyon yontemi ile yapilarak, metallere afinite gosteren 8-
hidroksikinolin ile manyetit (FesO4) kaplandi. Kaplanmis olan Fe3zO4 ¢6zelti igerisinde
daha segici olmakta ve kararlilig1 artmaktadir. Onderistirme isleminde; pH, eliient tiirii,
eliint konsantrasyonu, eliient hacmi, adsorpsiyon siiresi, desorpsiyon siiresi, manyetik
kat1 faz miktari, tekrar kullanilabilirlik, numune hacmi ve yabanci iyon etkisi
parametreleri optimize edildi. Ayrica kat1 fazin adsorpsiyon kapasitesi, Langmuir ve
Freundlich izoterm degerleri hesaplandi. Yontem validasyonu QCP-QCS-1 sertifikali
referans malzeme ile yapildi. Analitik degerlendirme yapilarak MSPE yontemi ger¢ek
orneklere uygulandi. MSPE yontemi ile onderistilen analitler hem MIS-FAAS hem de
ICP-MS cihazlariyla tayin edildi ve elde edilen sonuglar incelenerek her iki teknik

karsilastirildi.

Fe304@8-HQ MNPs sentezi igin ilk olarak FesO4 birlikte ¢oktiirme yontemiyle
sentezlendi, sonrasinda 8-hidroksikinolin ile kaplama islemi gerceklestirildi. Sentez ve
8-hidroksikinolin ile kaplama islemi yapilmis olan manyetik nanopargacik igin
karakterizasyon ¢alismalar1 yapildi. Sentezlenmis olan Fe3Os ve Fe3:0s@8-HQ
MNPs’in ATR-IR spektrumlar1 almip Karsilastirildi. 547.21 cm™? Fe-O gerilme
titresimi; FesOs manyetik nano pargacik varligini desteklemektedir. 3046.70 cm™ O-
H gerilme, 1574.44 cm™, O-H egilme, 2923.62 cm™, aromatik C-H gerilme, 1464.20
cm? C-H egilme, 1580-1650 cm™ C=N ve aromatik C=C gifte baglarmni, 1323.8 cm™
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C-O tekli bagi, 1498-1327 cm™ aromatik C-H tekli bag diizlem ici egilmesi, 821-738
cm™ aromatik C-H diizlem dis1 egilme titresiminden kaynakli pikler; manyetik nano
pargacigin 8-hidroksikinolin ile kaplandigin1 gostermektedir. Fe3sOs ve Fez0s@8-HQ
MNPs’nin SEM goriintiileri alinmis ve kimyasal bilesimleri EDX analizleri ile
gosterilmistir. FesO4 parcacik boyutu ortalama 34.86 nm iken Fe3Os@8-HQ MNPs
pargacik boyutu ortalama 27.09 nm olarak bulunmustur. EDX analizi ile elde edilen
azot pikleri maddenin kaplandigim1 gosterdi. Sentezlenmis olan Fe3Os ve bu
malzemenin 8-hidroksikinolin ile kaplanmas1 sonrasi elde edilen malzeme TGA cihazi
ile analiz edildi. Kaplanmamis Fe3Os4 numunesinde % 5 lik bir kiitle kayb1 meydana
gelirken, 8-hidroksikinolin ile kaplanmis olan Fe304@8-HQ numunesinde kiitle kayb1
%20 civarinda gozlemlendi. Kiitle kaybindaki bu fark malzemenin kaplandiginm
gostermektedir. Sentezlenen FesOs ve 8-hidroksikinolin ile kaplanan Fe3Oa
malzemelerinin manyetik 6zellikleri titresimli numume manyetometre (VSM)
cihaziyla belirlendi. Kaplanmamis Fe3O4’lin manyetik 6zelligi 8-hidroksikinolin ile
kaplandiktan sonra belirgin bir sekilde azaldi. Doygunluk manyetizasyonu (Ms)
Fe304’tin 67.69 emu/g bulunurken, Fes04-8HQ MNPs’nin 61.09 emu/g olarak
bulundu. Kalici1 manyetiklik (Mr) Fe3O4’iin 2.15 emu/g iken Fe304-8HQ MNPs’nin
1.32 emu/g dir. Zorlayici alan manyetikligi (Hc) FesO4’tin 20.56 Oe iken Fe304-8HQ
MNPs’nin 13.84 Oe dir. Elde edilen bu sonuglardan, sentezlenen bu malzemenin harici
bir manyetik alan uygulandiginda ¢6zeltiden ayrilmaya uygun oldugu ve 6n deristirme
isleminde kullanilabilecegi goriilmiistiir. Malzeme grafik dongiileri ve degerleri goz

oniine alindiginda, ferrimanyetik 6zellik gostermektedir.

Sentez  ve  karakterizasyon islemlerinden  sonra,  optimizasyon
parametrelerinden oncelikli olarak, pH taramasi pH 2-10 araliginda yapildi. Analitleri
igeren model ¢ozeltilere yontem uygulandi ve geri kazanim degerleri hesaplandi. pH
taramas1 sonrasinda Pb(II), Zn(II), Cu(Il), Co(Il) metal iyonlar1 i¢in ¢ozelti pH’1 8
oldugunda en yiiksek geri kazanim degeri elde edildi. Eliient tiirii etkisi ¢aligmasinda,
HNO3z ve HCI eliient olarak kullanildi. Elde edilen sonuglar incelendiginde eliient
olarak HNO3z kullanildiginda Pb(II), Zn(II), Cu(II) ve Co(II) iyonlari i¢in geri kazanim
degerlerinin daha yiiksek oldugu goriildi, bu nedenle HNO3 eliient olarak segildi.
Eliisyon ¢ozeltisinin konsantrasyonu g¢alismasinda Pb(Il), Zn(ll), Cu(ll) ve Co(ll)
iyonlar1 igin HNOj3 ¢ézeltisinin konsantrasyonu 0.1-2 mol L araliginda degistirilerek

analitlerin geri kazanimina etkisi incelendi. Elde edilen geri kazanim verilerinden

97



HNOs ¢ozeltisi konsantrasyonu 1 mol L™ olarak belirlendi. Eliient hacmi yiiksek
zenginlestirme faktorii elde etme agisindan dnemlidir, bu kapsamda eliient hacmi 1-6
mL araliginda degistirildi. Elde edilen sonuglardan Pb(II), Zn(II), Cu(Il) ve Co(II)
iyonlar1 i¢in 95% ve {stiinde geri kazanim verileri minimum 5 mL eliient
kullanildiginda gozlendi. Adsorpsiyon ve desorpsiyon siirelerinin optimizasyonunda
metal iyonlarini iceren ¢ozeltiye MSPE yontemi uygulanmis ve ¢ozelti 0-5 dakika
boyunca el ile ¢alkalandi, 3 dk. adsorpsiyon, 4 dk. desorpsiyon siirelerinde, geri
kazanim verileri Pb(II), Zn(II), Cu(II) ve Co(Il) iyonlar1 igin >95% bulundu. Adsorban
miktar1 ve tekrar kullanilabilirlik ¢alismasinda; Fe30s-8HQ MNPs miktar1 2-15 mg
arasinda degistirilerek ¢ozeltilere ilave edildi ve analitlerin geri kazanimima MNP
miktarmin etkisi incelendi. 10 mg Fe304-8HQ MNPs miktar1 optimum deger olarak
bulundu. FesO4-8HQ MNPs’nin tekrar kullanilabilirlik 6zelligi de test edilerek ve tek
kullanimlik oldugu goriildi. Numune hacminin optimizasyonunda, zenginlestirme
faktoriintin (PF) belirlenmesi amaciyla 10-125 mL aralifinda 6rnek hacimleri ile
denemeler yapilmistir. Ornek hacimleri Co(Il) ve Cu(ll) igin 50 mL, Zn(ll) i¢in 75
mL ve Pb(Il) i¢in 100 mL olarak belirlendi. Bu 6rnek hacimleri ile ¢alisildiginda
onderigtirme faktorleri Co(ll) ve Cu(ll) i¢in 10, Zn(II) i¢in 15, Pb(II) i¢in 20 olarak
bulundu.. Yabanci iyonlarin ve karigik matriks ortaminin etkisi parametresinde, farkli
anyon ve katyonlarin varhiginda denemeler yapildi. Analitlerin asirisininda test
edildigi yontemle Pb(II) ve Cu(ll) 50 mgL™?, Co(ll) ve Zn(ll) 40 mg L*
konsantrasyonu astigi zaman olumsuz etki yapmaktadirlar. Gelistirilen yontemin

karigik matriks ortamlarinda seciciliginin yiiksek oldugu goriilmiistiir.

Onderistirme isleminde kullamilan FesO4s@8HQ manyetik kati fazin
adsropsiyon davranisi; adsorpsiyon kapasitesi, Langmuir ve Freundlich izoterm
egrileri ¢izilerek hesaplandi ve degerlendirildi. Adsorpsiyon kapasitesinin tayininde
baslangi¢ konsantrasyonu Co’a kars1 Qe konsantrasyonu kullanilarak izoterm egrileri
¢izildi. izoterm egrilerinde baslangi¢ konsantrasyonu Co artarken Qe artmis sonrasinda
grafik bir plato olusturdu. Olusan bu platoya karsilik gelen Qe degeri analitler igin,
deneysel adsorpsiyon kapasitesi olan Qm (mg g™); Pb(II) igin 15.619, Zn(II) igin 8.643,
Cu(II) i¢in 4.676, Co(Il) icin ise 4.148 olarak hesaplandi. Adsorpsiyon kapasitesi
hesabinda bulunan deneysel veriler; Langmuir ve Freundlich izotermlerini belirmek
icinde kullanildi. Cizilen izotermlerde R? degerlerinin 1’e yakin olmas1, MNP {izerinde

adsorpsiyonun Langmuir izotermine uyumlu oldugunu ve tek katmanli adsorpsiyonun

98



gerceklestigini ifade etmektedir. 0< R <1 aralifinda ¢ikan R degerleri ise analitlerin
adsorbana gdstermis oldugu afiniteyi ifade ederek, izoterme uygunlugu
gostermektedir. Bir diger izoterm ifadesi olan Freundlich heterojen yiizeyler arasinda
gerceklesen adsorpsiyonun uygunlugunu test etmektedir. K adsorpsiyon kapasitesini
ifade ederken, n degerinin 1-10 arasinda olmas1 ve R? degerlerinin 1’e yakinlig
Freundlich izotermine wuygunlugu ve analit ile adsorban arasinda diisiik

konsantrasyonlarda etkilesimin olduguna isaret etmektedir.

Yontemin istatistiksel degerlendirilmesinde, Pb(Il), Zn(I1), Cu(ll) ve Co(ll)
iyonlart i¢in 100-75-50-50 mL’lik numune hacimlerinde ¢6zeltilere yontem uygulandi.
Kalibrasyon egrileri, yontem uygulanarak Onderistirmeli ve dogrudan standart
cozeltiler ile onderistirmesiz olarak olusturuldu. Pb(Il), Zn(1l), Cu(Il) ve Co(ll) igin
kor ¢ozelti ile LOD degerleri sirastyla 0.06, 0.017, 0.026, 0.024 mg L; LOQ degerleri
ise 0.17, 0.021, 0.071, 0.101 mg L olarak hesaplandi. Teorik zenginlestirme faktorii
(PF), Pb(Il) igin 20, Zn(II) i¢in 15, Cu(ll) ve Co(ll) i¢in ise 10 olarak bulunurken,
deneysel zenginlestirme faktord, Pb(11), Zn(11), Cu(ll) ve Co(ll) igin sirasiyla 20.9,
15.3, 9.8, 9.9 olarak kalibrasyon egrilerinin egimlerinden hesaplandi. Yontemin
kesinlik hesabi icin analitlerin geri kazanma degerlerinin tekrarlanabilirligi arastirildi,
analit iyonlarini igeren 10 mL’lik ¢ozeltilerin, belirlenen optimum sartlarda manyetik
kati faz onderistirme iglemi uygulanip, AAS cihazi ile 10 kez analiz edilmesiyle, bagil
standart sapma degerleri 1.07 ile 1.39 araliginda elde edildi. Yo6ntemin dogruluk
calismasi, sertifikali referans malzemeler kullanilarak yapildi. Bu kapsamda NIST
(Ulusal Standartlar ve Teknoloji Enstitiisii) tarafindan deney ve kalibrasyon
laboratuvarlar1 dogruluk calismalart i¢in kullanilan, QCP-QCS-1 standart referans
malzemesi, dogruluk ¢alismalarinda analiz edildi. Bulunan degerler student t-testi ile
%95 giiven seviyesinde karsilastirildi. Dogruluk ¢alismasinda bulunan t degerlerinin
tkritik:4.303 negatif degerinden biiyiik olmasi dolayisiyla, degerlerde anlamli bir fark ve

sistematik hata olmadig, aradaki farkin belirsiz hatalardan kaynaklandigi anlasildi.

Fes04-8HQ MNPs yontemi; ilag, atik su ve kompozit malzemeden Pb(Il),
Zn(11), Cu(ll) ve Co(Il) metallerinin tayini i¢in uygulandi. Gergek 6rneklerde bulunan
degerler yontemin tayin limitinin altinda kaldi, bu sebeple &rneklere 2 ve 4 mg L™
standart ¢ozelti eklenerek MIS-FAAS cihazi ile analizler gergeklestirildi. Geri

kazanim degerleri %92-98 arasinda bulundu. Gelistirilen yontem standart ekleme
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sonuglar1 da goz Oniine alindiginda dogrulamasi yapilmis segici bir metot olarak

goriilmektedir.

Fes0s-8HQ MNPs yonteminin bagka teknikler ile de c¢alisilabildigini
gostermek amaciyla, farkli bir teknik olan ICP-MS cihazi sonuglart ile karsilagtiriimasi
yapildi. ICP-MS analizleri EPA 200.8 standardi (EPA 200.8) kapsaminda validasyonu
yapilmis olan, bir atik su analiz laboratuvarinda gergeklestirildi. Bu kapsamda, Pb(ll),
Zn(I1), Cu(I) ve Co(II) igin CRM ¢ozeltisine Fez04-8HQ MNPs’nin adsorban olarak
kullanildigit MSPE yontemi uygulanarak iki teknik karsilastirildi. ICP-MS cihazinda
Pb(208), Zn(66), Cu(63) ve Co(59) elementleri tayin edilmistir. tdeneysel 4 Serbestlik
derecesi olan 2.78 tyitk degerinden diisiik olarak bulundu. Iki yontem sonugclari
arasinda bir fark ve sistematik bir bulunmamakla beraber, ICP-MS ile elde edilen
sonuglar, MIS-FAAS ile elde edilen sonuglardan daha yiiksek geri kazanim, daha
diisiik standart sapma ve bagil hata degerleri, daha diisiik tayin sinir1 ve gézlenebilme
sinirt ile daha tercih edilebilir bir teknik olarak goriilmektedir. Yontem literatiir ile
karsilastirildiginda, ayn1 anda 4 elementin ayn1 pH degerinde es zamanli tayininin
yapilabildigi, diisiik miktarda manyetik kati fazin kullanildigi, diisiik limitlerde

analitlerin tayin edilebildigi bir yontem olarak gorinmektedir.

Tezin iigiincii béliimiinde; Yiksek tansiyon tedavisinde kullanilan, santral
etkili antihipertansifler ilag grubunda bulunan Metildopa ila¢ etken maddesinin,
hidrofobik derin 6tektik ¢oziici (HDOC) sivi-sivi  mikroekstraksiyonu ile
onderistirilmesi ve HPLC-UV teknigi ile metot parametrelerinin optimizasyonu
caligmasi yiirtitiildii. Bu kapsamda oncelikle metildopa ilag etken maddesinin HPLC-
UV analitik yonteminin, Uluslararasi Uyumlastirma Konferansi'nin analitik
yontemlerin gecerliligine iligskin tavsiyelerine (ICH Q2(R1) 2005) uygun olarak
validasyonu yapildi. Validasyon parametreleri (segicilik, dogrusallik, gozlenebilme
siirt (LOD) ve tayin sinir1 (LOQ), kesinlik, dogruluk ve saglamlik) arastirildi. Metod
validasyonu sonrasinda, Metildopa ila¢ etken maddesinin tablet formundan, karisik
matriks ortamindan ekstraksiyonu i¢in mentol bazli hidrofobik derin tektik ¢oziicii
stvi faz mikroekstraksiyon teknigi gelistirildi. Bu kapsamda, ekstraksiyon
parametreleri olan DOC tiirii, pH ve mol oran1 DOC hacmi, tuz etkisi, vorteks siiresi,
santrifiij stiresi, numune hacmi ve gergek drnek ¢alismalar1 yapildi. Metildopa etken

maddesinin tayini HPLC-UV cihazi ile yapild:.
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Metildopa tayini i¢in HPLC metodu olusturulmasi Oncesinde, UV
spektrofotometre cihazinda 200-400 nm araliginda dalga boyu taramasi yapildi.
Metildopanin, maksimum absorpsiyon yaptigi dalga boyu 280 nm olarak tespit edildi.
HPLC-UV analizleri i¢in, (250 x 4.6 mm, 5 um) bir C18 analitik kolon kullanildi ve
ayirmalar 30°C'de gerceklestirildi. Sistem uygunluk parametreleri dikkate alinarak
sulu %0.1 trifloroasetik asit igeren su:asetonitril (90:10, v/v) den olusan bir mobil faz
ile izokratik eliisyon uygulandi. Mobil fazin pH degeri 2.03 olarak 6l¢tildii. Akis hizi
1.2 mL dk? ve enjeksiyon hacmi 20 pL olarak ayarlandi. Metot validasyonu igin
konsantrasyon aralig1 5-30 ug mL? olarak secildi. Yontemin segiciligi, mobil faz,
numune ve standart ¢ozelti enjeksiyonu ile gosterildi. Herhangi bir girisim
gbozlenmedi. Alikonma siiresi metildopa icin 3.035 dakika olarak tespit edildi.
Yontemin dogrusal ¢alisma araligi igin, her bir konsantrasyon diizeyi igin pik
alanlarinin ortalama degerleri belirlendi. Kalibrasyon egrisi, pik alanina kars
konsantrasyon grafigi olusturuldu. Yontemlerin dogrusalligi regresyon analizi ve en
kiiciik kareler yontemi kullanilarak belirlendi. Regresyon analizi, giiglii bir korelasyon
katsayisi (0.9999) ortaya ¢ikardi. Gozlenebilme sinir1 (LOD) ve tayin smirt (LOQ)
belirtilen denkleme gore hesaplandi: LOD veya LOQ = kSDa/b, burada LOQ i¢in k=
10 ve LOD i¢in k= 3, SDa kesmenin standart sapmasini temsil eder ve b egimi temsil
eder. LOD: 0.40 ug mL™* ve LOQ: 1.20 pg mL™* olarak belirlendi. Yéntem dogrulugu
icin, standart ekleme teknigi uygulandi. Numune c¢ozeltisine ii¢ farkli miktarda
metildopa standardi eklenerek belirlendi. Eklenen miktarlar, hedef konsantrasyonun
(20 mg mL?Y) sirastyla %80, %100 ve %120 oranlarinda degistirilmesiyle uygulandi.
Farkli konsantrasyonlardaki bu ¢o6zeltiler ii¢ kez analiz edilerek ve % geri kazanim
degerleri ve bagil hata degerleri hesaplandi. Geri kazanim verileri %99.00-100.31
arasinda degisirken, RSD ve bagil hata %1’den diisiik olarak bulundu. Yo6ntemin
Kesinligi, giin ici tekrarlanabilirlik, standart c¢dzeltinin (20 pug mL?) ii¢ kez
enjeksiyonundan elde edilen alanlarin bagil standart sapmast (RSD %) belirlenerek
ayni giin degerlendirildi. Giinler arasi tekrarlanabilirlik i¢in ayni standart ardigik ii¢
giin boyunca giinde ii¢ kez sisteme enjekte edildi. Elde edilen alanlarin bagil standart
sapmas1 (RSD %) belirlenerek degerlendirildi. Bagil standart sapmasi (RSD) sirasiyla
9%0.5203 ve %0.5911 olarak elde edildi. Sistem uygunluk parametreleri, en diisiik (5
nug mL?), orta (15 ug mL?) ve en yiiksek (30 pg mL™) konsantrasyonlarinda
enjeksiyonlarin degerlendirilmesiyle hesaplandi. Simetri faktorii 0.7408-0.7413
araliginda, pik alanlart %RSD: 0.1635-0.1860 araliginda, alikonma siiresi %RSD:
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0.0621-0.0746 araliginda, teorik tabaka sayisi (N): 5474-5485 araliklarinda tespit
edilerek sistem uygunlugu belirlendi. Yontemin saglamligi, kolon sicakliginin, mobil
faz akis hizinin, mobil fazdaki asetonitril igerigi ve pH degerinin, belirli oranlarda
degistirilmesi bu analitin alikonma siiresi lizerindeki etkisi test edildi. Tiim sartlarda

RSD seviyesi %2'den diisiik olarak tespit edildi.

Metildopanin, HPLC-UV ile tayini i¢in metod olusturulup validasyonu
yapildiktan sonra, tez ¢alismasi kapsaminda 5 adet mentol bazli HDOC (mentol-laktik
asit, mentol-dekanoik asit, mentol-biitanol, mentol-hekzanoik asit, mentol-timol)
hazirlanmistir. HDOC ii olusturan maddeler 1-1 mol orani ile karistirilip homojenize
oluncaya kadar 1sil isleme tabi tutuldu. Cozelti 1s1l islem sonrasinda karigimin
tamamlanmasi i¢in 3 dk. boyunca vortekste karigtirildi. Tez ¢alismasinda kullanilan
HBA (Mentol) ve HBD (Biitanol-1) arasindaki hidrojen bagi olusumunu tespit igin
FT-IR spekturumlart alindi. Biitanol i¢in OH piki 3326.7 cm™, mentol i¢in OH piki
3268.2 cm? olarak olciiliirken, mentol-biitanol karisimi i¢in 3332 cm™ olarak 6lciildii.
Spektrumdaki bu kayma olusan yeni hidrojen bagmi gdstermekte ve yeni HDOC

karsiminin varligin1 desteklemektedir.

Onderistirme islemi, stok ¢ozeltisinden seyreltilerek hazirlanan, metildopa
konsantrasyonu 20 mg L™ olan model ¢dzeltilere uyguland: ve dnderistirilen analit
HPLC-UV teknigi ile tayin edilerek geri kazanim degerleri hesaplandi. HDOC ekleme,
¢ozelti pH’1 ayarlama, vorteks ve santrifiij islemleri sonrasinda ayrilan HDOC
fazindan 300 pL mikropipet yardimiyla alinarak cam viale konuldu ve metanol ile 900
uL’ye tamamlanarak analiz edildi. Ekstraksiyon parametreleri olan DOC tiirii, pH ve
mol oran1 DOC hacmi, tuz etkisi, vorkteks siiresi, santrifiij siiresi, numune hacmi
parametreleri optimize edildi ve gelistirilen yontem piyasada satilan Alfamet marka

her biri 250 mg metildopa iceren alt1 adet tablete basari ile uygulanda.

HDOC tiiriiniin belirlenmesi ¢alismasinda, metildopanin tayini igin mentol-
biitanol hidrofobik derin &tektik ¢oziicii karisimi kullanildiginda, diger HDOC
tirlerine gore daha yiiksek bir geri kazanim degerinin elde edildigi gorildi.
Calismanin diger parametreleri mentol-biitanol HDOC sistemi esas aliarak belirlendi.
pH c¢alismasi; ¢alismada tayin edilen metildopa etken maddesinin pKa degeri 2.28 olup
bazik ¢dzeltilerde iyonlasmaktadir. Mentol-Biitanol HDOC karisimini pH degeri ise

4.5 dir. Bu kapsamda pH’n analitlerin geri kazanimna etkisi incelendi. Numune pH’1
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0.01 M HCI ve 0.0 M NaOH c¢ozeltileri ile 2 ve 8 arasinda ayarlanarak
mikroekstraksiyon yontemi uygulandi. Geri kazanim verilerinin pH 7 sartlarinda
Kantitatif oldugu goézlemlendi. HDOC bilesim oranlar1 ¢alismasi; Mentol-Biitanol
HDOC karisimi icin 0.5-1, 1-1, 1-2, 1-3 mol oranlarinda karisimlar hazirland: ve
yontem uygulandi, 1-1 Mentol-Biitanol karisimi kullanildiginda kantitatif geri
kazanim sonuglar1 elde edildi. Analitlerin geri kazanimina tuz etkisi, tez ¢aligmasinda
olusturulmus olan yontemde model ¢ozeltilere agirlikga 0-30 mg araliginda degisen
miktarlarda tuz ilavesi yapilarak test edildi. 3 mL lik ¢6zeltilere mikroekstraksiyon
yontemi uygulanip, HPLC-UV cihaziyla numuneler analiz edildi. Geri kazanim
verilerinden tuz ilavesinin ekstraksiyon verimini diisiirdiigii gézlemlendi. Caligmanin
geri kalanina tuz ilavesi olmadan devam edildi. Vorteks siiresi g¢alismasi igin
mikroekstraksiyon yonteminin uygulandigi 14 mL’lik plastik tiipler, vorkteks ile 0-3
dk. arasinda karistirildi. 3. dk. sonrasinda kantitatif geri kazanim verileri elde edildi.
Santrifiij siiresi ¢alismasinda, numune fazi ile HDOC fazini etkili ve hizli bir sekilde
birbirinden ayirmak i¢in santrifiij kullanildi (3000 rpm). 0-20 dk. arasinda numuneler
santrifiij edilerek geri kazanim verileri degerlendirildi ve 15 dk santriflij sonrasi
metildopanin Kantitatif geri kazanildig: goriildii. HDOC hacmi ¢aligmasinda, HDOC
hacmi 50-500 pL arasinda test edildi. %95 iizeri geri kazanim verileri 300 pL HDOC
kullanildiginda elde edildi. Calismanin geri kalan kisminda HDOC hacmi 300 uL
olarak belirlendi. Numune hacmi ¢alismasinda, kantitatif geri kazanim degerlerinin
diistiigli maksimum hacmi tespit etmek icin 5-45 mL hacim araliginda numuneye,
yontem uygulandi. Numune hacmi 40 mL’den fazla oldugunda geri kazanim
verilerinin diistiigii goriildii. Bu kapsamda 300 pL HDOC ekstrant ile calisilabilecek
maksimum numune hacmi 40 mL olarak belirlendi ve 900 pL son hacim esas

alindiginda zenginlestirme faktorii 44.4 olarak bulundu.

Yontemin istatistiksel degerlendirilmesinde; yontem uygulanmadan dogrudan
standart cozeltilerle ve HDOC yodntemi uygulanarak onderistirilmis kalibrasyon
grafikleri ¢izilerek hesaplamalar yapildi. Teorik zenginlestirme faktorii olan PF
(Preconcentration factor) baslangi¢ ¢6zeltisinin maksimum hacminin, minimum eliient
hacmine bolinmesiyle, 44.4 olarak elde edildi. Deneysel zenginlestirme faktorii EF
(Enhancement factor) ise ©On deristirmeli kalibrasyon egrisinin egiminin, On
deristirmesiz kalibrasyon egrisinin egimine oranlanmasiyla 45.78 olarak elde edildi.

Onderistirmesiz kalibrasyon egrisi korelasyon katsayis1 R% 0.9999, 6nderistirmeli
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kalibrasyon egrisi korelasyon katsayist R 0.9983 olarak bulundu. LOD, LOQ
onderistirmeli kalibrasyon egrisinden su formiilasyonla hesaplandi; LOD veya LOQ =
kSDa/b, burada LOQ i¢in k= 10 ve LOD igin k= 3, SDa kesmenin standart sapmasini
temsil eder ve b egimi temsil etmektedir. Bu formiilasyondan, LOD: 0.0107 mg L,
LOQ: 0.0323 mg L* olarak bulundu. Tiiketim indeksi, bir birimlik zenginlestirme
faktorii icin harcanan numune hacmidir ve numune hacminin, deneysel zenginlestirme

faktoriine boliinmesiyle 0.87 olarak elde edildi

Gelistirilen HDOC mikroekstraksiyon yontemi; Alfamet marka her biri 250 mg
M-Dopa igeren alt1 adet tablete uygulandi. HPLC-UV analiz sonuglarindan;
hesaplanan ortalama (A), standart sapma (s), bagil standart sapma (RSD %) degerleri
elde edildi. Sonuglardan, yontemin piyasada tablet formundaki ilag preparatlarina
uygulanabilir oldugu gozlemlendi. Mentol-Biitanol-1 hidrofobik derin 6tektik ¢oziici,
literatiir ile karsilagtirildiginda, noétr pH ortaminda c¢alisabilmesi, yiiksek
zenginlestirme faktorii eldesi ve disik gozlenebilme smirina sahip olmasi
bakimindan, ila¢ etken madde analizlerinde, se¢cmis oldugumuz etken madde olan

Metildopa tayini ¢aligmalarinda kullanilabilir bir teknik olarak literatiire sunuldu.
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