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OZET

VEMURAFENIB’IN MiKROEKSTRAKSiYON YONTEMI iLE ON
DERISTIRILMESI, TAYINI VE OPTIMIiZASYONU

Pinar ALP

Doktora Tezi, Kimya Anabilim Dali
Tez Danismani: Prof. Dr. Mustafa DEMIR
2020, 121 sayfa

Melanoma, bir cilt kanseri tiridiir. Ancak erken tani ve tedavi imkanlarinin
gelismesi ile tedavisi miimkiin olmustur. Vemurafenib, melanom hastaliginin
tedavisinde kullanilan bir ilagtir. Daha dnce tedavi edilemeyen metastatik melanoma
hastalarinda vemurafenib ile devam eden klinik ¢aligmalarda dacarbazine kiyasla
sagkalimda artis gézlemlendiginden dolayr vemurafenib, son yillarda oldukga ilgi
cekici ve {lizerine caligmalarin yogunlastigi bir ilag haline gelmistir. Klinik
calismalart ve tedavi edici ilaglar1 gozlemlemeyi desteklemek amaciyla
vemurafenib'in tayini igin bir analiz gereklidir. {laglarin analizinde dogru ve hassas
sonuglar elde etmek i¢in Onderistirme yontemleri kullanmak gerekmistir. Son
zamanlarda, dagitict s1vi-sivi mikro-ekstraksiyon (DLLME) olarak adlandirilan bir
sivi faz mikro ekstraksiyon teknigi olduk¢a on plana ¢ikmistir. Bu yontem,
ckstraksiyon sonrasinda alman ornegin dogrudan GC veya HPLC’ye enjekte
edilebilmesine olanak saglamasi, yiiksek zenginlestirme orani, ekstraksiyon ve
zenginlestirmenin yanisira ayirma isleminin de yapilabilmesi, diisiik maliyeti, hizl
olmasi ve iglem kolayligi gibi iistiin avantajlarindan dolay1 giderek daha fazla insanin
ilgisini ¢ekmistir. Bu doktora caligmasinda dagitici sivi-sivi mikroekstraksiyon
yotemi kullanilarak vemurafenibin on deristirilmesi, tayini ve optimizasyonunu
gerceklestirilmistir. Bu sayede diisiikk maliyetle, hizli, yiiksek zenginlestirme faktori
elde edilerek vemurafenibin eser miktarlar1 da 6l¢iilmiistiir. Gelistirilip optimize
edilen bu yontem yapay idrar ve su numunelerinde uygulanmis, sonuglar istatistiksel
olarak da incelenmistir.

Anahtar Kelimeler: Vemurafenib, dagilimli sivi sivi mikro ekstraksiyonu,
zenginlestirme, HPLC.
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ABSTRACT

PRECONCENTRATION, DETERMINATION AND
OPTIMIZATION OF VEMURAFENIB WITH
MICROEXTRACTION METHOD

Pinar ALP

PhD. Thesis, Department of Chemistry
Supervisor: Prof. Dr. Mustafa DEMIR
2020, 121 pages

Melanoma is a type of skin cancer. However, with the development of early
diagnosis and treatment opportunities, patients are diagnosed and treated at an early
stage. Vemurafenib is a drug used in the treatment of melanoma disease.
Vemurafenib has become a highly interesting and concentrated drug in recent years
because of an increase in survival compared to dacarbazine in clinical trials with
vemurafenib in previously untreated metastatic melanoma patients. An analysis for
the determination of vemurafenib is required to support clinical studies and
monitoring of therapeutic drugs. In order to obtain accurate and accurate results in
the analysis of drugs, it is necessary to use preconcentration methods. Recently, a
liquid phase micro-extraction technique called dispersing liquid-liquid micro-
extraction (DLLME) has come to the fore. This method allows the injection of eg
post-extraction directly into gas chromatography (GC) or highpressure liquid
chromatography (HPLC), high enrichment rate, extraction and enrichment, as well
as separation, low cost, speed and ease of operation. is attracting more and more
people because of its superior advantages. In this doctoral study, pre-concentration,
determination and optimization of vemurafenib was carried out by using dispersing
liquid-liquid microextraction method. Thus, fast, high enrichment factor was
obtained at low cost and very small amounts of vemurafenib were measured. This
method, which was developed and optimized, was applied on artificial urine and
water samples, and the results were statistically analyzed.

Key Words: Vemurafenib, dispersive liquid liquid microextraction, enrichment,
HPLC.
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1. GiRiS
1.1. Melanoma

Melanom, normal melanositlerin malign transformasyonu ile olusan bir kanser
turidiir(Solak, M., 2014). Malign melanom O6limciil cilt kanseridir. Melanom
insidansi her y1l artar (Rousset, M. ve ark, 2017). Melanoma, vaka artisinda en hizl
ilerleme goteren kanser tiirlerinden biridir. Ozellikle Avrupa kokenli beyaz itk ve 0
ile 14 ve 15 ile 29 yas gruplarinda oldukga hizli bir insidans artig1 bildirilmesine
karsin tilkemizde melanom insidansi diisiiktiir. Melanoma, ciddi bir metastaz
potansiyeline sahiptir; hamilelikte en ¢ok goriilen kanser tiiri olmamasina karsin,
plasenta ile fetiiste en ¢ok metastaz yapan kanser tiiriidiir. Pigment tretimi, UV
isinlarinin zararli ve mutojenik etkilerinden korumay:1 saglar. Melanositlerde ortaya
¢ikan mutasyonlar sonucunda melanoma agiga ¢ikar (Giingér, H.K., ve ark., 2016).
Yeni veriler, melanomun biiyiik bir par¢asinda proteinkinaz sinyal yollarinda hiper
aktivasyona yol agan somatik mutajenlerin oldugunu gostermektedir. En sik
rastlanan somatik mutasyon BRAF genindeki nokta mutasyonudur (Solak, M.,
2014).

Malign melanom, 6zellikle geng eriskinlerde en sik rastlanan kanser tiirlerinden
birisidir. Malign melanomda MAPK yolaginda, %20 oraninda NRAS, %50
oraninda BRAF mutasyonu oldugu genis serilerde gosterilmistir. Bu bulgunun
ardindan yolagi hedef alan BRAF ve MEK inhibitorlerine yiiksek tedavi yanitina
karsin, ortalama olarak tedavinin 7. ayinda BRAF inhibitérlerine direng gelismekte
ve bunun ardindan hizli timor progresyonu meydana gelmektedir. Kemoterapotik
ajanlara direng, insan kanserlerinin klinik tedavisinde en biiyiik engellerden biridir
(Gengoglan, G., 2018).

Melanom, erken teshis ve tedavi olanaklarinin ilerlemesi ile %83 oraninda erken
saffada taninmakta ve hastaligin iyilestirilmesi miimkiin kilinmaktadir. 1. evredeki
melanomada 5 y1l i¢in sag kalim % 95 ile % 100 oraninda iken 2. evrede bu oran
%65 ile %92 arasinda bulunustur. Melanomanin, metastasa ugrayan evreye
geemesinin ardindan sagkalim yiizdelerinde ciddi bir diisiis gériilmektedir. 3. evrede
5 yillik sagkalim %41 ile 71 arasinda iken 4. evrede bu oran %9 ile 28 araligina
diismektedir. ileri evre melanomda yasama sans1 1 seneden daha azdir ve bilinen
kanser tiirlerinden en dliimciillerinden biridir.  En sik metastaz bolgeleri, derialtt



dokular, lenf bezeleri, karaciger, akciger, kemik ve beyindir. Baska organlarda da
metastaz gerceklesebilir (Giingoér, H.K., ve ark., 2016).

BRAF Inhibitorleri; Sorafenib, Vemurafenib ve Dabrafenib’dir (Solak, M., 2014).
Vemurafenib FDA tarafindan maling melanom tedavisinde ilk onaylanan BRAF
inhibitoridiir (Gengoglan, G., 2018).

1.2. Vemurafenib

Vemurafenib, melanom hastalarmin tedavisinde kullanilan bir ilagtir. Ilag, agustos
2011'de FDA (Food and Drug Administration) tarafindan onaylanmistir ve
Zelboraf® olarak tescillenmistir. V60OE ve V600K mutasyonlarina sahip hastalarda
Vemurafenibin tiimorii azaltici etkisi vardir. Ancak mutant alleli tasimayan
hastalarda, normal BRAF’1 aktive ederek tiimor gelisimine neden olur (Giingor,
H.K., ve ark., 2016). Son zamanlarda, daha Once tedavi edilemeyen metastatik
melanoma ile bu mutasyona ugramis hastalarda vemurafenib ile devam eden Faz IlI
klinik calismada dacarbazine kiyasla sagkalimda artig gozlemlendi. BRAF
mutasyonu pozitif olan hastalarda Vemurafenib, faz 11 ¢alismasinda dakarbazin ile
kiyaslandiginda 6. aydaki toplam sagkalim vemurafenib i¢in %84 iken dakarbazin
icin %64 olarak tespit edilmistir. Toplam sagkalim ise, vemurafenib i¢in 13,6 ay
iken, dakarbazin ic¢in 9,7 ay olarak bulunmustur. Progresyonsuz sagkalim ise,
vemurafenible 6,9 ay iken dakarbazin ile 1,6 ay olarak tespit edilmistir (Roche
S.p.A., 2014).

Vemurafenib, mutant BRAFin kinaz bolgesinin potent bir inhibitoridiir (Solak, M.,
2014). Vemurafenib, V600E mutasyonuna ugramis BRAF geni tarafindan kodlanan
serin / treonin-protein kinaz B-Raf proteininin secici, gilicli ve oral olarak
biyoyararlanabilen ilk inhibitoriidiir (Sparidans, R.W. ve ark., 2012). Vemurafenib,
kanseri V60OE BRAF mutasyonu i¢ceren melanom hastalarinda (yani, B-Raf protein
iizerindeki 600 numarali amino asit pozisyonunda, normal valin glutamik asit ile yer
degistirir) calisir. Melanomlarin yaklasik %601 bu mutasyona sahiptir. Bu
mutasyona ugramamis melanom hiicreleri vemurafenib tarafindan inhibe
edilmemistir; ilag, paradoksal olarak normal BRAF'1 uyarir ve bu gibi durumlarda
timor bliylimesini tesvik edebilir (Pradad, G.R. ve ark,2011).



1.2.1. Kimyasal Ozellikleri

Molekiiler agirligt 489,93 g/mol, molekiiler formiilii CasH1sCIF2N3O3Sdir.
Kimyasalin pKa degerleri 7,9 ile 11,1 dir. ilacin suda ¢oziiniirliigii ok diisiik ve
pH’dan bagimsizdir (Stromqvist, M., 2014). Vemurafenib kimyasal olarak propan-
1-sulfonik asit {3-[5-(4-klorofenil)-1H-pirrolo[2,3-b]piridin-3-karbonil]-
2, 4difloro-fenil}-amit’tir (Chhabda, P.J. ve ark, 2013).

Cl

Sekil 1.1. Vemurafenibin molekiiler yapisi (Sparidans, R.W. ve ark., 2012)

1.3. Zelboraf®

Vemurafenib’in etken madde olarak kullanildigi ilacin ticari ismi Zelboraf®’tir.
Roche Miistahzarlar1 Sanayi A.S. tarafindan 13.02.2014 yilinda ruhsati alinmistir
ve hala tiretilmektedir.
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1.3.1. Farmakokinetik Ozellikler

Farmakokinetik, ilaglarin canli viicudunda emilim, dagilim ve atilimini inceleyen
bir bilim dalidir (Bing6l, N., 2015).

Analizlenecek olan ilacin farmakokinetik oOzelliklerini bilmek ilacin viicuda
alimindan itibaren hangi siirelerde kana ya da idrara maksimum ya da minimum

miktarda gegecegini bilmemiz agisindan dnemlidir.

Biyo farmasoétikleri Siniflandirma Sistemi’nde yayinlanan verilere bakildiginda
Vemurafenib Smuf IV bir kimyasaldir (diisiik ¢oziiniirliikte ve permeabilitede).
Vemurafenib’in farmakokinetik parametreleri; faz I ve faz Il ¢aligmalarda, 960mg
dozdan giinde iki kez uygulamasi yapilan 15 giinden sonra 20 hasta ve 22. giinde
kararli durumda olan 204 hasta ve yaninda, 458 hastaya ait toplu verilerin
kullanildig1 popiilasyon farmako kinetik analizi yoluyla tespit edilmistir. Bu
hastalarin 457’si beyaz irkta aittir (Roche S.p.A., 2014).

Emilimi: Vemurafenibin 240 mg’lik tabletinin mutlak biyo yararlanimi heniiz
bilinmemektedir. 960 mg dozda giinde 2 kez vemurafenibin alimi, yaklasik 4 saatlik
medyan Tmaks ile emilim ger¢eklesmektedir. Hastadan hastaya biiyiik degisiklik
gostermektedir. Faz II ¢aligmalarinda, birinci giindeki EAA 0-8 saat ve Cmaks
strastyla 22,1+£12,7 pug-saat/mL ve 4,1+2,3 ug/mL olmustur. Vemurafenib giinde 2
kere ¢oklu doz uygulanarak birikmeye neden olur. Vemurafenibin 960mg’in1 giinde
2 kez uygulanmasindan sonra kararli durum kosullarinda 15. giin/ 1. giin oran1 EAA
icin 15 ile 17 kat ve Cmaks i¢in 13 ile 14 kat araliginda olmus ve EAA 0-8 saat ve
Cmaks sirasiyla 380,2+143,6 pg-saat/mL ve 56,7+21,8 ug/mL olmustur (Roche
S.p.A., 2014).

Asirt yagl yiyecekler 960mg’lik Vemurafenib in tek tabletinin bagil biyo
yararlanimini yiikseltir. A¢lik ve tokluk arasinda geometrik ortalama oranlar Cmaks
ve EAA igin sirasiyla 2,6 ve 4,7 kati olmustur. Tek bir vemurafenib tableti
yiyeceklerle kullanildiginda medyan Tmaks, 4 saatten 8 saate ¢ikmustir (Roche
S.p.A., 2014).



Gidalarin vemurafenibe maruz kalma tistiindeki etkisi tam olarak bilinememektedir.
Stirekli ve ag olarak olarak vemurafenib almak, yemekle veya yemeklerden bir
miiddet sonra siirekli ilag almak ile kiyaslandiginda anlamli oranda daha diisiik bir
kararli durum maruzatina neden olabilir. Bunun yaninda Vemurafenibi arada agken
almanin, kararli durumda vemurafenibin yiiksek oranda birikmesinden dolay1
kararli durum maruziyeti istiindeki etkisinin sinirli olmasi beklenmektedir. Tek
basina veya gidalarla vemurafenib alan hastalardan pivotal caligmalarda gilivenlilik
ve etkililik verileri de incelenmistir (Roche S.p.A., 2014).

Gastrointestinal sivi bilesimi, hacim, pH, motilite ve gegis siiresi ile safra
bilesimindeki degisikliklere bagli olarak da maruziyette farklilik goriilebilmektedir
(Roche S.p.A., 2014).

Kararli halde plazmadaki ortalama ilag maruziyeti, sabahki dozdan 6nce ve sabahki
dozdan 2-4 saat sonra plazma derisimleri arasindaki 1,13’liik ortalama oran ile
gosterilmesi gibi, 24 saatlik aralik siiresince stabildir. Oral doz uygulamasindan
sonra metastatik melanoma hastalarindan olusan popiilasyon igin emilim hiz1 sabiti
0,19 saat-1 saat (%101°lik hastalar aras1 degiskenlik ile) olarak tahmin edilmektedir
(Roche S.p.A., 2014).

Dagilim: Metastatik melanoma hastalarinda vemurafenibin goriilen dagilim hacmi
91 L seklinde hesaplanmistir (hastalararasi %64,8 oraninda degiskenlik). In vitro,
insan plazma proteinlerine gok yiiksek oranda baglidir (>%99).

Biyotransformasyon: Vemurafenibin ve metabolitlerinin goreceli oranlari, oral

yolla tek doz **C - isaretli Vemurafenib uygulanmasiyla insanlara iliskin bir kiitle
denge caligmasinda belirlenmistir. CYP3A4, vemurafenibin in vitro
metabolizmasindan sorumlu 1° enzimdir. Insanlarda konjugasyon metabolitleri de
(glukuronidasyon ve glikozilasyon) belirlenmistir. Bununla beraber, plazmadaki
baskin bilesen (%95) ana bilesen olmustur. Metabolizmanin, plazmada 6nemli
miktarda metabolite yol agmadigi diisiiniilmektedir ancak atilim agisindan
metabolizmanin 6nemi goz ardi edilemez (Roche S.p.A., 2014).

Eliminasyon: Metastatik melanoma hastalarinda, toplulukta goriilen vemurafenib
klirensi 29,3 L/giin olarak bulunmustur (hastalararas1 %31,9 degiskenlik).



Vemurafenib igin topluluk PK analizi yoluyla bulunan popiilasyon eliminasyon
yartlanma Oomrii 51,6 saattir (bireysel yarilanma 6mrii tahminlerinin 5. ve 95.
persentil arahigr 29,8 ile119,5 saat arahigindadir). Insanlar iizerinde uygulanan
Vemurafenib’in agiz yoluyla uygulandig: kiitle denge aragtirmalarinda, miktarin
ortalama %95 kadar1 18 giin i¢inde geri kazanilmistir. Vemurafenib ile ilgili
maddenin biiyiik kismi (%94) gaitada ve %1den az1 idrarda bulunmustur. Farkliliga
ugramamuis bilesigin biliyer atilimi dnemli bir atilim yolu olabilir. Bununla beraber,
mutlak biyo yararlammmin bilinmemesiyle, ana bilesen vemurafenibin klirensi
bakimindan hepatik ve renal atilimin 6nemi belirsizdir. Vemurafenib, P-gp'nin in
Vitro substrati ve inhibitoriidiir (Roche S.p.A.,2014).

1.3.2. Farmasotik Ozellikleri

Farmasotik, ilaglarin kendine has sekillerde hazirlanmasini (tablet, merhem, ampul,
kapstil v.b.) ve kimyasal yapisini inceleyen bir bilim dalidir (Bing6l, N., 2015).

1.3.2.1. Yardimc1 Maddelerin Listesi

Gelistirilen Vemurafenib analiz yontemini bir ila¢ analizinde kullanmak
gerektiginde igindeki diger yardimc1 maddelerin ne oldugunun bilinmesi, analizde
olusabilecek bir girisim etkisi olasiliginin bilinmesi ya da analizde olusabilecek
sorunlarin 6ngoriilmesi agisindan oldukga 6nemlidir. Bu agidan Vemurafenib igeren

bir ilag olan Zelboraf’in igindeki yardime1 maddeler asagida siralanmustir.

Kroskarmelozsodyum

Kolloidalanhidrozsilika

Magnezyumstearat

Hidroksipropilseliiloz

Polivinilalkol

Titanyumdioksit (E171)

Makrogol3350

Talk

Demiroksit kirmizi (E172) (Roche S.p.A., 2014)

DN N N N N N N NN



1.3.2.2. Raf Omrii

[lacin raf émriinii, ne zaman bozulacagini, etkisinin ne zaman azalacagini bilmek
analiz yapilirken ihtiya¢ duyacagimiz diger bilgilerdendir.

Zelboraf igin raf omrii 24 aydir (Roche S.p.A., 2014).
1.3.2.3. Saklamaya Yénelik Ozel Tedbirler

[lacin saklanma kosullarini, hangi sicaklikta muhafaza edilecegini bilmek analiz
yapilirken ihtiya¢ duyacagimiz diger bilgilerdendir.

ZELBORAF c¢ocuklarin géremeyecegi, erisemeyecegi yerlerde ve ambalajinda,
30°C sicakligin asagisindaki oda sicakliginda saklanmalidir. Nem olmamasi igin
orijinal ambalajlarinda bekletilmelidir. Son kullanma tarihiyle uyumlu olarak
kullanilmalidir. Ambalajdaki son kullanma tarihinden sonra ZELBORAF
kullanilmamalidir (Roche S.p.A., 2014).

1.3.2.4. Beseri Tibbi Uriinden Arta Kalan Maddelerin Imhas:1 ve Diger Ozel
Onlemler

Kullanilmamus, atik ilaglar “Tibbi Atiklarin Kontrolii Yoénetmeligi® ve ‘Ambalaj
Atiklarimin Kontrolii Yoénetmelik’lerine uygun olarak yok edilmelidir (Roche
S.p.A., 2014).

Bu gibi 6nlemlerin bilinmesi, analiz sonrasinda atiklarin ne sekilde bertaraf edilmesi
gerektiginin bilinmesi bakimindan olduk¢a 6nemlidir.

1.4. Ilaglarim Analizinde Kullanilan Yéntemler

Farkl1 biyolojik 6rneklerdeki ilaglarin analizinde kullanilan genel metotlar, yiiksek
verimli ayirma teknigi ile hassas Olglim tekniklerinin kombine edilmis halidir.
Giliniimiizde ilaclarn analizi i¢in yiiksek performansh sivi kromatografisi(HPLC),
gaz kromatografisi(GC) ve kapiler elektroforez (CE) gibi bir¢ok ayirma y6ntemi
kullanilmigtir. Bu yontemler arasinda, HPLC, kolaylik, basit ¢alisma, gii¢lii ayirma



kabiliyeti ve genis numune uygulamasi gibi bazi avantajlarindan Otlirli yaygin
kullanilan tekniklerden kabul edilir. Cesitli numunelerde ilag¢ derisimini dogru bir
sekilde belirlemek i¢in UV spektrofotometrisi, florimetri, kemiliiminesans yontemi
ve kiitle spektrometrisi gibi g¢esitli 6l¢lim teknikleri uygulanmaktadir. Bunlarin
icinde HPLC ve CE ile kombine kullanilanlardan en yaygin1 UV dir. Digerlerine
gore daha diisiik maliyet, uygun hassasiyete sahip, online tayin i¢in oldukg¢a kolaydir
(Xiong, C. ve ark., 2009).

Literatiirde, insan plazmasinda Vemurafenib'in HPLC (Zheng, Y., ve ark., 2013;
Gogineni ve ark.,), LCMS / MS (Alvarez, J.C., ve ark., 2014; Bihan, K., ve ark.,
2015; Nijenhuis, C.M. ve ark, 2014; Sparidans, R.W., ve ark., 2012; Vikingsson,
S. ve ark, 2016), farmakokinetik, farmakodinamik ile belirlenmesini igeren gesitli
yontemler vardir (Chhabda, P.J. ve ark, 2013).

Klinik ¢alismalar1 ve tedavi edici ilaglari gdzlemlemeyi desteklemek adina
vemurafenib'in tayini i¢in bir analiz gereklidir (Nijenhuis, C.M. ve ark., 2014).
Sparidans, R.W., ve ark, insan ve fare plazmasi i¢in dogrulanmis bir LC-MS / MS
analizi bildirmistir (Sparidans, R.-W. ve ark., 2012). Zheng, Y., ve ark, insan
plazmast i¢in dogrulanmig bir LC-UV analizi {izerine ¢alismistir. Her iki analizde
de 6rnek hazirlama maddesi olarak protein ¢okeltisi kullanilir ve i¢ standart olarak
bagka bir tirozin kinaz inhibitorii (TKI) kullanilmistir (Nijenhuis, C.M. ve ark.,
2014).

Plazmada vemurafenib belirlemek igin ii¢ yontem bildirilmistir. Erlotinib ve
vemurafenib'in ayn1 anda miktar tayini i¢in yiikksek performansli bir sivi
kromatografi (LC) -UV yontemi tarif edilmistir. Ikinci bir yontem, Kkiitle
spektrometreli LC’dir (LC/ MS /MS) (UV metodundan daha hassas ve daha duyarh
oldugu bildirilmistir). J.-C. Alvarez, J.C., ve ark, vemurafenib-13Cg'y1 i¢ standart
olarak kullanan basit bir ¢oktiirmeden sonra insan Orneginin 10uL'sinde valide
edilmis bir LC / MS / MS mikro-yontemi gelistirmistir (Alvarez J.C. ve ark, 2014).

Vemurafenib ile yapilacak klinik arastirmalar1 desteklemek igin biyoanalitik bir
analiz kag¢milmaz olacaktir. Flaherty ve ark. tarafindan vemurafenib'in
farmakokinetik profilini ortaya ¢gikarmak i¢in bir LC-MS analizi kullanmistir (K.T.
Flaherty, ve ark., 2010).



1.5. Yiiksek Performansh Sivi Kromatografisi

HPLC, sivi hareketli bir fazda, karisimdaki bilesenlerin ayrilmasinda kullanir. Bu
karigimdaki bilesenler ¢oziiniirlestirilirler, ardindan da Yyiiksek basing altinda
kromatografik kolondan ge¢meye zorlanirlar. Analitik ayirma teknikleri arasinda en
yaygin kullanilan yontem HPLC’dir. HPLC yontemi kantitatif tayinlerde sonug
vermek i¢in uygundur. Kantitatif tayinlerde, ugucu olmayan ya da 1s1 ile kolayca
bozunabilen bilesiklerin ayrilmasiyla tespit edilir. Birgok sanayide, laboratuvarlarda
ve bilimsel caligmalarda HPLC y6ntemiyle genis bir uygulama alan1 bulunmaktadir.
HPLC yontemi ile bircok bilesik nitel ve nicel olarak tespit edilebilir. Bunlar
toksinler, pesitisitler, ilaglar, aminoasitler, proteinler ve seker bilesenleridir
(Karakaplan, M., 2019).

Son zamanlarda yenilenen teknoloji ile birlikte ekstraksiyonda, c¢ok kiigiik
parcaciklar (tanecik c¢api; 3-10um) ve yaklasik 5 mm ¢apindaki kolonlar
kullanilmaya baglanmigtir. Olan gelismeler kromatografinin  ayiricihiginin
cogalmasina yol a¢gmustir. Bundan dolayr kromatografik ayirim performansi
artmaktadir ve ayrim oldukga kisa bir siirede olabilmektedir. Bundan dolay,
kullanilan malzemenin miktar1 azalmakta ve birim zamanda yapilabilen analiz
sayis1 artmaktadir. Bu kosullardaki ayirim islemi 100 ile 400 atm arasindaki kolon
basincinda olmaktadir. Yapilan islemler sonucu uygulanan kromatografik teknige
yiiksek performans sivi kromatografisi (HPLC) ad1 verilmektedir (Ozgiir, D., 2011).

HPLC’nin 6teki kromatografik yontemlere kiyasla
1. Yiiksek kolon ayiriciligi,

2. Kullaniciya daha az bagimli islem kolayligi (bu nedenden dolay: yiiksek
tekrarlanabilirlik),

3. Nicel analize uygunlugu,
4. Daha az analiz siiresi,

5. Genis derisim araliklarindada ¢alisma olanagi,
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6. Diisiik sicakliklarda uygulanabilirlik,
7. Kolay geri kazanim,
8. Dedektor se¢me olanaginin olmasi gibi bazi avantajlar1 vardir;

HPLC ile nikleikasitler, aminoasitler, ilaglar, proteinler, karbonhidratlar,
hidrokarbonlar vb maddeler analiz edilebilmektedir (Kutucu, T. 2008).

Bir HPLC’nin kisimlar1 su sekildedir (Sekill.2.);

1. Hareketli (Mobil) fazin haznesi,

2. Baglant1 ekipmanlar1 ve hareketli (mobil) fazin uygulama sistemi,
3. Hareketli faz i¢in pompa,

4. Enjektor,

5. Kolon,

6. Dedektor,

7. Kayt cihazi (Ozgiir, D., 2011).
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deteldtr 1{
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Sekil 1.2. Yiiksek performans sivi kromatografi béliimleri (Ozgiir, D., 2011)
1.5.1. Hareketli Faz Haznesi

Hareketli faz ile hareketli fazin haznesinin i¢indeki materyalinin birbiriyle
etkilesmemesi gerekmektedir. Sistemde herhangi bir korozyon ya da oksitlenmeye
neden olmamasi gerekmektedir. Pompaya gelen mobil fazda, bir toz ya da kabarcik
goriilmemelidir. Bu nedenle steril edilebilen, cam veya c¢elik materyalli kaplar
kullanilir. Mobil fazdan, ¢6ziinmiis olan gazlarin ayrilmasi gerekir. Bu sebepten
sistemden Helyum gibi inert bir gazin, diisiik akis hizinda gegirilmesi, hareketli faz
ultrasonik banyoda bekletmek veya vakum altinda uzaklastirmak vb islemler
kullanilir (Skoog, 1998; Hamilton, 1982).

Sabit bilesime sahip tek ¢oziicii kullanimiyla yapilan ayirma, izokratik ayirma
(elusyon) olarak isimlendirilir. Polariteleri birbirlerinden farkli 2 (veya daha ¢ok)
¢Oziicii tiirlerinin kullanildig1 eliisyon teknigine gradient eliisyon denilir. Sanli,
S.’nin y6nteminde 2 ¢6ziiciiniin kullanim orani, programlanmis sekilde bazen
stirekli bazen de kademeli sekilde degistirilir. Ayrimin baglamasinin ardindan belirli
bir programa gore, bazen siirekli, bazen de bir seri kademeler seklinde ¢6ziiciilerin
orani farklandirilir. Yeni HPLC sistemlerinde, ¢oziiciilerin miktarsal oran1 zamanla
dogrusal ya da iistel olarak degistirilebilecek sekilde, iki ya da daha ¢ok hazneden
aldig1 ¢oziiciileri bir karistirma odasinda stirekli farkli oranlarda bir araya getiren
sistemlerle donatilmustir. Izokratik eliisyon ile elue edilemeyen maddeler, gradient
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eliisyon ile ayrilabilmektedir, farkli kapasite faktorlerine sahip karisimlarin
alikonma zamanlar kisaltilabilmektedir (Sanli, S., 2009)

1.5.2. Baglanti Ekipmanlan ve Hareketli Faz Uygulama Sistemi

Mobil faz, sisteme verilmeden, 2um veya Sum caplarindaki tanecikleri siizebilen
kagit filtre veya gelik filtrelerden siiziilerek, tanecikler ortamdan uzaklastirilir.
Sistemdeki baglant1 pargalari, dis ¢ap1 1/8, 1/16 ing ya da daha genis olan paslanmaz
celik ya da teflon borular ile olmaktadir. Mobil faz akisi, baglanti pargalar (fitting),
feriiller ve sikistirmak icin vida (nut) ile sabitlestirilmis paslanmaz celik borularla
yapilmaktadir (Kutucu, T. 2008).

HPLC’deki izokratik ve gradient olmak iizere bulunan iki yontem igin izokratik
yontemde, hareketli faz karisimi, tek kanaldan gegecek sekilde karistirilarak
hazirlanir. Gradient yontemde ise, farkli hareketli faz ¢ozeltiler vardir ve bunlar
farkli oranlarda ve zamanlarda karigtirtlir (Isik, G., 2015).

1.5.3. Hareketli Faz Pompasi

HPLC’de kullanilacak bir pompanin bazi 6zellikler gostermesi gereklidir. Bu
Ozellikler agsagida verilmistir.

1. Ust basing smir1 400atm olmals,

2. Caligma basing aralig1 ~100 - 200 atm olmali,

3. ‘pulssuz’ veya ‘puls’ diisiiriicii ile birlikte kullanilmali,

4. Yiiksel sinyal/giiriiltii oranina sahip olmali,

5. Analitik uygulamalar i¢in 1 ile10 ml/dk araliginda akis saglamali,
6. Kullanilan ¢ozeltilere karsi etkisiz olmali,

7. Sistem, diisiik 61ii hacminde olmali,
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8. Cozelti degismek zor olmamali,
9. Bakim ve tamir isleri kolay olmali,

10. Halka, conta, valf gibi hemen asian pargalar saglam olmali ve yedek pargalari
hemen bulunabilen pargalar olmalidir (Kutucu, T. 2008).

Ayriyetten pompada akisi kontrol eden sistemler bulunur. Bu akis denetleyiciler,
akista olusacak basinci 6lgen ve sabit basing degeriyle kiyaslayan ve aradaki farkin
belirlenen smir degerleri astiginda pompanin akis hizini, ayarlanmig akisi sabit
tutacak sekilde diizenleyen cihazlardir. Yiiksek basingta kolondan gegen akis hizi,
stvilarin bastirilamaz katsayilarindaki farkliligindan dolay1 ayarlanan akis hiz1 gibi
olmayabilir. Bu durumda hareketli fazin akis1 sirasinda kolonun gegirgenligi ve de
viskozite farkliligindan kaynaklanan degisimlerin diizenlenmesi saglanir (Ozgiir,
D., 2011).

HPLC pargalarindan temel bir bilesen olan pompa, mobil fazi karisimlarinin kolon
ve dedektor igerisinden belirli, sabit veya degisken bir hizla, belirli bir basing altinda
gecmesini saglamaktadir. HPLC i¢in kullanilan pompalar genel olarak iice
ayrilmaktadir. Bunlar; pistonlu pompalar, siringa veya siirgiili pompalar ve
pnomatik veya sabit basing pompalaridir (Koktiirk, M., 2013)

1.5.4. Enjektorler

HPLC enjektorleri, numunenin kolondan 6nce mobil faza enjekte edilmesi igin
kullanilmaktadirlar. Enjektorlerin manuel enjektdr ve otoenjektorler olmak tizere iki
cesidi bulunmaktadir. Oto enjektorlerin manuel enjektorlere gore tekrarlanabilirligi
daha yiiksektir. HPLC’de 6l¢menin kesinligini belirleyici faktor, numunenin kolona
enjeksiyonunda  yapilan  hatadir. Baska bir deyisle enjeksiyonun
tekrarlanabilirligidir. Numunenin enjektesi yiiksek basing altinda yapilmaktadir.
Enjeksiyonu yapilan numune, yiiksek basing altinda mobil faza karigmakta ve
kolona mobil fazda ¢6ziinmiis halde ulagmaktadir. Ulagma ¢ok kiigiik bir hacim
igerisinde gerceklesmektedir. Boylece numune seyrelmeden kolona ulagsmaktadir.
Bu ¢ok 6nemli bir husustur. Numune seyreldiginde, dedektorden yayvan pikler elde
edilmektedir. Bu da hig istenmeyen bir durumdur (Koktiirk, M., 2013).
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Analizi yapilacak ornek, dogrulugu ve tekrarlanabilirligi yiiksek olacak sekilde
sisteme verilmelidir. Sisteme verilen 6rnek igin kullanilan enjektorler; siringa
enjektorler, vana-sarim (valve-loop) enjektorler ve siringa-sarim (syringe-loop)
enjektdrlerdir. Ornegin enjekte edilmesi esnasinda sistem basinci diigmeden,
hareketli fazin akist durmadan veya akis hizim1 degismeden Ornek sisteme
iletilmelidir. Siringa tipi enjektorler 15001bg/in? basincina kadar sisteme 6rnek
gonderebilirler. Bu enjektdrlerde mobil fazin akigi bir siireligine durdurulur. Bu
nedenden dolay1 kolay kullanilabilir olmasina ragmen tekrarlanabilirligi diisiik
oldugundan siringa enjektorler tercih edilmemektedir (Ozgiir, D., 2011).

Vana - sarim enjektorleri ile, 7000 Ib#in? basing degerine kadar sisteme 6rnek
enjekte edilebilir. Ornek, enjekte edilirken mobil fazda bir durma ya da akisinda
hizda bir degisme olmaz. Hacim yiiksekken ornek enjekte edildiginde analizi
yapilan maddenin diigiik derisimlerine kadar inilebilmektedir, fakat bu, kolona asir1
madde ytiklemesinden dolay1 bant genislemesine ve pikin keskinliginin azalmasina
sebep olur. Diisiik hacimdeki enjeksiyonlar daha yiiksek avantaja sahiptir. Bu tiir
enjektorlerle uygulamada tekrarlanabilirlik ve c¢alisma basincinin st sinir
yiiksektir. Otosampler kullaniminin imkani olmasindan dolay: birim zamandaki,
standart enjeksiyon sayis1 daha ¢oktur (Kutucu, T. 2008).

Siringali enjektorlerde, 0,5 ile 5ul araligindada enjeksiyonlar yapilabilen mikro
enjektorler mevcuttur. Sifir 61t hacim ile enjeksiyon yapabilir. Diisiik hacimlerde
bile kesinlik ve dogruluk degerleri yiiksektir (Ozgiir, D., 2011).

1.5.5. Kolon

HPLC donanimimin dort temel yapi tagindan birisi olan kolon, karmasik érneklerde
bilesenlerin birbirlerinden iyi ¢oziiniirliikle ayrimindan sorumlu sabit fazdir. Kolon,
sisteminen 6nemli kismi olup dolgu materyali ve tasiyici kisim olmak iizere iki
boliimden meydana gelmektedir. Dolgu materyalinin partikiil yiizeyi ile partikiil
biyiikliigii, tasiyict kismin ise uzunlugu, cap1 ve lretildigi materyalin ayirma
iizerinde etkileri olmaktadir. Kolonlar paslanmaz celikten, teflon veya camdan
yapilmaktadirlar (Koktiirk, M., 2013).
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Sivi kromatografide kolonlar, mobil faz bilesenleriyle etkilesmeyen, okside
olmayan, korozyona ugramayan malzemelerden {retilmistir. Kolonlar igin
paslanmayan ¢elik, teflon, cam gibi malzemeler kullanmilir. Siklikla kullanilan
kolonlar 2,1, 3,2, 4,1 ve 4,6mm ¢apinda, boyu ise 10 ile 30 cm araliginda olanlardir.
Ayni1 uzunluktaki kolonlar i¢in kolonun g¢apr arttik¢a kolona iletilen madde miktari
da artar. Analiz esnasinda birden ¢ok kolon birbiri ile kombin sekilde kullanarak
analizin kalitesi arttirilabilir. Sik¢a kullanilan kolonlar 25 ¢cm boy uzunlugunda ve
4,6 mm i¢ c¢apinda, 5 pm ¢apinda tanecik dolgu maddesiyle doldurulmus
kolonlardir. Son yillarda firmalar yukarida anlatilan kolon boyutlarindan farkli
olarak i¢ ¢ap1 1-4,6mm olan uzunlugu 5 - 10cm olan kolonlar iiretmektedir. Dolgu
maddesindeki tanecik ¢ap1 da 1,7 pm’ye kadar diisiiriilmiistiir (Ozgiir, D., 2011).

1.5.6. Sivi Kromatografi Dedektorleri

Dedektor, kolondan eliie edilen molekiilleri tespit etmek i¢in kullanilan bir cihazdir.
Absorbanslarin belirli bir dalga boyunda siirekli olarak kaydedilmesini saglar.
Analit, mobil fazdan daha fazla absorpladiginda, pozitif sinyal elde edilir. HPLC
sistemlerinde ultraviyole (UV) detektorleri, floresans detektorleri (FD), kirilma
indeksi detektorleri (RID), kiitle detektorleri (MSD) ve elektrokimyasal detektorler
(ECD) gibi ¢esitli detektorler bulunmaktadir (Kumar, V., 2015)

i.Ornegin ve hareketli fazin dzelliklerine gore dedektorler 5 sekilde incelenebilir;

a. Fotometrik dedektorler (UV/Goriiniir Bolge, Floresans dedektorii, Fotodiyot dizi
(FDD) ve infrared absorbans dedektérleri),

b. Radyoaktivite dedektérii,
c. Elektrokimyasal dedektor,
d. Ayirim sonrasi tepkime dedektort,

e. Kiitle spektrometrisi dedektorii.
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ii. Ornek dzelliklerinin 6l¢iilmesine gore dedektorleri 4 sekilde incelenebilir;
a. Dielektirik sabiti dedektorii,

b. Tletkenlik dedektoril,

C. Yogunluk 6l¢lim dedektorti,

d. Refraktif indeks dedektorleridir.

HPLC sisteminde en sik kullanilan dedektorUV/GB dedekt6r, FDD, fliioresans
dedektor ve elektrokimyasal detektordiir (Kutucu, T. 2008).

Farmasotik analizde uygulanan en yaygin dedektor UV detektordiir (Isik, B., D.,
2017).

1.5.7. Kayit Cihaza

Dedektorlerden gelen sinyallerin kayit edilmesinde, yazicilar veya bilgisayar
destekli veri kaydediciler kullanilir. Son zamanlarda ilerleyen teknolojiyle
mikroiglemci ve bilgisayar kullanilmaktadir. Bu tiir sistemlerde mobil fazin akig
hizi, enjektor, kolon firini, dedektor, drnek alma sistemi ve veri kaydi sisteminin
kontrolii merkezi bir veri kayit cihazi ile saglanmaktadir. Mikroiglemci ve
bilgisayarlarin ~ kullanimi, ~ kromatografi ~ sisteminin  tekrarlanabilirligini
arttirmaktadir ve sistem validasyonunda daha dogru sonuglar elde etmeyi
saglamaktadir (Ozgiir, D., 2011).

1.6. Ekstraksiyon yontemleri

Geligen teknolojiyle matriks 6rneklerin nitel ve nicel analizinde hassas, dogru ve
hizli yontemlerin gelistirilmesi 6nemli bir konu haline gelmistir. Fakat biyolojik,
cevresel, gida ve eczacilik tirtinlerinin analizinde yiiksek hassasiyet iceren analitik
cihazlar gelistirilmigtir fakat analitik cihazlar, ¢ogu kez matriks ortaminda
tayinlerde basarisiz olmaktadirlar. Bundan dolay1 matriks ortamdan analitleri alma



17

(ayirma), deristirme (zenginlestirme) igin genellikle 6n islem uygulanmasi
gerekmektedir (Alver, E. ve ark, 2012).

Ekstraksiyon islemleri ¢ogunlukla sivi-sivi, kati-sivi ve kati faz ekstraksiyon
seklinde uygulanmaktadir. Bu yontemler, uzun zaman siiren, kompleks ekstraksiyon
adimlari igeren, fazla miktarda 6rnek ve ¢oziicii kullanmak istenen yontemlerdir. Bu
gibi dezavantajlarindan 6tiirii organik ¢oziicii tiikketimini en aza indiren, otomasyona
imkan veren, ekstraksiyon basamaklarini basitlestiren ve daha iyi zenginlestirme
saglayan mikroekstraksiyon yontemlerine ilgi son zamanlarda iyice artmistir (Alver,
E. ve ark, 2012).

Ilaglarm analizinde dogru ve hassas sonuglar elde etmek icin Onderistirme
yontemleri kullanmak gerekir (ilaglarin kromatografik ayristirmasindan once).
Bunlarin baginda LLE (s1vi-siv1 ekstraksiyonu) ve SPE (kati faz ekstraksiyonu) gibi
bazi ayirma / 6n deristirme prosediirleri gelir. Bununla birlikte, LLE mesakkatli,
zaman alicidir ve normalde insan sagligina zararli olabilecek biiylik miktarda
organik c¢oziiciiler gerektirir. SPE, belirli adsorpsiyon maddeleri ile yiiklii spesifik
bir cihazin yani sira nispeten pahali olabilen yiiksek basingli bir aktarim sistemi
gerektirir. Bu da oldukga pahalidir (Xiong, C. ve ark., 2009).

1.7. Mikroekstraksiyon Yontemleri

Mikroekstraksiyon yontemleri, son yillarda sivi-sivi, kati-sivi ve kati faz
ekstraksiyon gibi klasik yontemlerin yerini almaya baglamiglardir. Bu avantajlar
baslica su sekildedir;

v Klasik kati siv1 ve sivi-sivi ekstraksiyon yontemlerinde kullanilan zararli ve

pahali ekstraksiyon sivilarinin kullantmini mikrolitre diizeylerine indirmislerdir.

v Buharlastirma, saflastirma gibi islemlere gerek duyulmamaktadir.
v Yiksek zenginlestirme oranina sahiptir.
v Ekstraksiyon ve zenginlestirme islemlerinin yanisira aymrma islemi de

yapilabilmektedir.
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v Ekstraksiyonun ardindan alinan 6rnegin, dogrudan gaz kromatografi (GC)
veya yiiksek basing sivi kromatografi (HPLC)’ye enjekte edilebilmesine olanak
saglar.

v Otomasyonun yapilabilmesine imkan tanir.

Kati Faz Mikroekstraksiyon (Solid-Phase Microextraction, SPME), Manyetik
Karigtirma Cubugu ile Ekstraksiyon (Stir Bar Sorptive Extraction, SBSE), S1vi Faz
Mikroekstraksiyon (Liquid-Phase Microextraction, LPME) mikroekstraksiyon
yontemlerindendir (Alver, E. ve ark, 2012).

S1v1 Faz Mikroekstraksiyon (LPME) yontemi de kendi i¢inde ayrilmaktadir. Bunlar,
Asili Damla Mikroekstraksiyon (Single Drop Microextraction, SDME), Dagitici
Sivi-S1vi Mikroekstraksiyon (Dispersive Liquid-Liquid Microextraction, DLLME),
Yiizen Kat1 Organik Damla Mikroekstraksiyon (Solidified Floating Organic Drop
Microextraction, SFODME), Oyuk Fiber S1vi Faz Mikroekstraksiyon (Hollow Fibre
Liquid-Phase Microextraction, HF-LPME) seklinde ayrilmaktadir (Alver, E. ve ark,
2012).

Biyolojik sivilardaki bazi ilaglarin analizi igin i¢i bos-fiber bazli sivi faz
ekstraksiyonu ve fiber-in-tube kat1 faz mikro-ekstraksiyon gibi mikro ekstraksiyon
yontemlerinin bazilarmin basariyla kullanildigina dikkat edilmelidir. Son
zamanlarda, dagitict sivi-sivi mikro-ekstraksiyon (DLLME) olarak adlandirilan
yeni bir s1vi faz mikro ekstraksiyon teknigi, ekstraksiyon solventi, dagitici solventi
ve ilgi konusu analit igeren sulu 6rnekleri igeren bir {iglii komponentli solvent
Oziitleme sistemine dayanir. DLLME, yiiksek zenginlestirme faktorine, diisiik
maliyete, hizli ve kolay uygulama prosediiriine sahip olmasit gibi {stiin
avantajlarindan dolay1 giderek daha fazla insanin ilgisini ¢ekmektedir. Bu yontem
giinlimiizde, polisiklik aromatik hidrokarbonlar (PAH'lar), organofosforlu
pestisitler (OPP), klorofenoller (CP), organosiilfiirlii pestisitler (OSP), ftalat
esterler, polibromlanmig difenil eterler vb organik bilesenler igeleren ¢evresel su
numunelerindeki organik bilesiklerin analizi i¢in yaygin bir sekilde kullanilmigtir
(Xiong, C. ve ark., 2009).
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Bu yontemler arasinda, DLLME, ¢evresel su numunelerinin hazirlanmasinda da
yaygin olarak kullanilmaktadir ve kompleks biyolojik sivilardaki ilaglarin analizi
i¢in nadiren uygulanmaktadir (Xiong, C. ve ark., 2009)

1.7.1. Kat1 Faz Mikroekstraksiyonu (SPME)

Kat1 faz mikroekstraksiyonu tek asamada ornekten maddeyi zenginlestirme,
matristen ayirma ve tayin etme islemidir. SPME toprak, su hava gibi cesitli
matrikslerdeki ¢evresel kirleticilerin analizlerine basariyla uygulanmaktadir. Klasik
ornek hazirlama yontemleriyle kiyaslandiginda SPME nin olduk¢a Onemli
avantajlar1 mevcuttur. SPME, maddelerin ekstraksiyonu igin hizli, basit ve ¢oziicii
kullanmayan hassas yontemlerdendir. Analitler matriks ortamdan ekstrakte
edilirken zenginlestirilirler de. Analitleri ayirma ve tayin etmede, HPLC ile
kullanima uygun bir yontemdir (A¢ikgoz, S., 2014).

1.7.2. Sivi Faz Mikroekstraksiyonu (LPME)

Siv1 faz mikro ekstraksiyonun diger klasik sivi-sivi ekstraksiyonundan en énemli
ayricalig1 ekstraksiyon sivisinin mikrolitre diizeylerine indirilmesidir. Bu nedenden
dolay1 zenginlestirme yapilirken hem ¢6ziicii kayb1 dnlenir hem de buharlagtirma
islemine gerek duyulmaz. Sivi faz mikroekstraksiyon yontemi ile ekstraksiyon
isleminde maddeler genellikle sulu bir 6rnek igerisindedir. Kisaca bu yontem ucuz
ve ¢ok az ¢oziicli kullanan bir yontemdir. Bu yiizden daha az organik ¢oziiclilere
maruz kalmir. Sivi faz mikroekstraksiyon yontemi asagidaki sekillerde uygulanir
(Agikgodz, S., 2014);

1) Asili Damla Mikroekstraksiyonu (SDME)

2) Yiizen Kat1 Organik Damla Mikroekstraksiyonu (SFODME)

3) Oyuk (Hollow) Fiber S1vi Faz Mikroekstraksiyonu (HF-LPME)

4) Dagitici Stvi -Sivi Mikroekstraksiyon (DLLME)
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1.7.2.1. Asith Damla Mikroekstraksiyonu (SDME)

Tek damla mikroekstraksiyon yontemi olarak da bilinen yontem, gaz veya sivi
ornek icerisinde karigmayan ekstraksiyon ¢oziicii damlast (1 ile 10 pl boyut
araliginda), enjektor ucunda asili olarak tutulur. Belirli bir zaman yapilan
ekstraksiyon islemi sonrasinda maddeler sulu 6rnekten pasif difiizyon ile asili olan
damla igerisine alinir ve GC, HPLC ile analiz edilir. Bu yontemin avantajlari,
herhangi bir karmasik donanima ihtiya¢ duyulmamasi, ucuz ve uygulanmasinin
kolay olmasi ve ¢ok az miktarda ¢oziicli kullanilmasidir. Yontemin dezavantajlari
arasinda damla yiizeyinin sinirli olmasi, damlanin enjektor ucunda kararsiz olmasi
ve ekstraksiyon kinetiginin yavas olmasi sayilabilir. SDME yontemi degisik
bi¢imlerde uygulanabilir.

o Dogrudan daldirma —asili damla mikroekstraksiyonu
Direct-immersion single-drop microextraction (DI-SDME)

o Tepede —asili damla mikroekstraksiyonu

Headspace single-drop microextraction (HS-SDME)

o Uclii faz-asili damla mikroekstraksiyonu

Three phase single-drop microextraction (TP-SDME)

o Siirekli-akis mikroekstraksiyon

Continuous-flow microextraction (CFME) (Johrami, E. Z., ve ark., 2007)
1.7.2.2. Yiizen Kati Organik Damla Mikroekstraksiyonu (SFODME)

2007 yilinda Khalili-Zanjani ve ark tarafindan gelistirilen sivi  faz
mikroekstraksiyon  teknigi olan katilastirilmis  yiizen organik damla
mikroekstraksiyonu, diisiik yogunluga sahip organik ¢oziiciilerin kullanilmasi
nedeniyle organik mikro damlayr tasiyan mikro siringaya, oluklu fiber veya



21

polikloropiren kauguk tiip gibi 6zel aparatlara gerek kalmadan uygulama gergeklesir
(Elyas, N., 2011).

Bu mikroekstraksiyon yonteminde, manyetik bir karigtiric, sulu 6rnek igeren kabin
altina yerlestirilir ve az girdapl bir karistirma yapilir. Kiitle transferi olurken damla
da sulu fazin yiizeyinde kendi etrafinda doner (A¢ikgoz, S., 2014).

Bu yontem diger LPME yontemleri ile kiyaslandiginda, islemsel parametrelerin
belirlenmesinde, 6zellikle organik ¢6ziicii miktarinda ve karigtirma hizt
parametrelerinde esneklik imkani sunar. Yontem organik ¢oOziiciiniin biiyiik
hacimlerinin de kullanimina olanak verdigi i¢in gaz kromatografinin yani sira
HPLC sistemleri ile de kullanima uygundur (A¢ikgoz, S., 2014).

1.7.2.3. Oyuk Fiber Sivi Faz Mikroekstraksiyonu (HF-LPME)

Bu yontemde sulu c¢ozelti icindeki hedef maddeler gozenekli polipropilen
oyukfiberin duvarlarina emdirilmis organik ¢oziicii vasitasiyla fiberin igerisindeki
alic1 faza ekstrakte edilir. Yontem basit, ucuz, hizli, ve yiiksek secicilige ve yliksek
zenginlestirme faktoriine sahip bir yontemdir. Ancak bu yontemde alici faz ile verici
faz arasindaki ekstraksiyon etkinliginin azalmasi ve ekstraksiyon siiresinin uzamasi
ile tekrarlanabilirligin azalmas1 gibi dezavantajlar da bulunmaktadir (A¢ikgoz, S.,
2014).

1.7.2.4. Dagitict sivi mikroekstraksiyonu (DLLME)

Son zamanlarda, dagitici sivi-sivi mikro ekstraksiyonu (DLLME), bilesenlerin 6n
deristirmesi ve tayini igin gelistirilmistir. DLLME, diger mikro ekstraksiyon
yontemlerine kiyasla, yiiksek bir ekstraksiyon verimliligine, gelistirilmis kararliliga,
gelismis hassasiyete sahiptir ve basitlestirilmis bir numune On-islem prosediirii
sergilemektedir. YoOntem, suyla karismayan bir ekstraksiyon ¢oziiciisiiniin ve
hidrofilik bir dagitic1 ¢oziiciisiiniin uygun bir karigiminin sulu bir 6rnek ¢ozeltisine
enjekte edilmesinden sonra olusan {i¢ bilesenli bir ¢6ziicii sistemine dayanir.
Karigim hizla dengeye ulasir ve bu da caligma siiresini énemli 6l¢iide kisaltir.
DLLME, pestisitlerin, organik ve inorganik ¢evre Kkirleticilerinin ve g¢esitli
matrislerdeki farmasoétiklerin tayin edilmesi igin yaygin sekilde uygulanmistir.
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DLLME'in olaganiistii avantajlari; islem kolayligi, hizli olmasi, ucuz olmasi,
yiiksek geri kazanima sahip olmasi ve zenginlestirme faktoriidiir (Razmi, R. Ve ark,
2016).

Rezaee ve ark. birka¢ mililitre dagitici ¢oziicii ile birlikte mikro hacimde
ekstraksiyon ¢oOziiclisiiniin  kullanildigt yeni bir mikroekstraksiyon yontemi
gelistirmiglerdir (Rezaee, M. ve ark, 2006). Dagitict sivi-sivi mikroekstraksiyon
(DLLME) yontemi, homojen s1vi-sivi ekstraksiyonu (HLLE) ve bulutlanma noktasi
ekstraksiyonu (CPE) yontemlerine benzer bir tiglii ¢6ziicii sistemine dayanmaktadir
(Alver, E. ve ark, 2012).

Yontem, analizlenecek maddeleri igeren sulu drnek (Sekil 1.3.-T) i¢erisinde dagitict
¢oziicii ve ekstraksiyon ¢oziictisiiniin hizlica enjeksiyonuna (Sekil 1.3.-11) dayanur.
Toplam ¢ozelti hacminin %1-3’iinii ekstraksiyon ¢oziiciisii olusturur. Ornege bu
yolla yapilan enjeksiyon, ornek igerisinde ekstraksiyon ¢6ziiciisiiniin kii¢iik damla
yapilarinin olugsmasina sebep olur (Sekil 1.3.-IIT). Bu adimda ¢6zeltide bulutlanma
olur. DLLME’de ekstraksiyon ¢o6zeltisinin %97 ile 99’unu olusturan sulu ¢ozelti
igerisinde ekstraksiyon ¢oziiciisiiniin iyi damlalar olusturmasinda dagitic1 ¢oziicti
niin rolii biiytliktiir. Ekstraksiyon ¢oziiciisii ile 6rnek ¢ozeltisi arasinda olusan biiytik
yiizey alan1 sayesinde dengeye ¢ok hizlica gelir. Dolayisiyla ekstraksiyon islemi
zamandan bagimsiz olur. Suda ¢éziinmeyen maddeler, sulu ¢ozelti iginde dagilan
ekstraksiyon ¢ozeltisinde zenginlestirilir. Karisim sanrifiij cihazina konduktan sonra
kiiciik damlacik formlar1 konik tiipiin dibinde toplanir (Sekil 1.3.-1V). Dipte
toplanan ekstraksiyon ¢oziiciisii, mikro enjektorle alinip uygun enstriimantal
yontemler kullanilarak tayin edilir (Alver, E. ve ark, 2012).
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Mikro Enjektor Organik Coziicii Igeren Dagitict
Cozictinin Enjeksiyonu

Ornek (Sulu) Bulutlu Cézelti Organik Faz
Y (ID) (I1I) (Iv)
Sekil 1.3. Dagitic1 Sivi-Sivi Mikroekstraksiyon (DLLME) Sistemi (E. Alver ve ark.,
2012)

Ekstraksiyon ¢oziiciisli, yogunlugu sudan daha yiiksek olmali ve santrifiijleme
islemi ile sulu fazdan kolaylikla ayrilabilmeli, iyi kromatografik davranis
sergilemelidir. Genellikle kloroform, nitrobenzen, karbon tetra kloriir, karbon
disiilfiir, bromobenzen ve klorobenzen gibi organik ¢oziiciiler DLLME“de
ekstraksiyon ¢oziiciisii olarak kullanilirlar. Dispersif (dagitic1) ¢oziiciiler ise
ekstrakte edilecek madde ve sulu fazin her ikisiyle de yiiksek oranda karisabilen
coziiciler olmalidirr DLLME’de metanol, etanol, asetonitril, aseton ve
tetrahidrofuran gibi ¢oziiciiler kullanilir (Elyas, N., 2011).

DLLME, bir anlamda sivi-sivi ekstraksiyon (LLE) yontemindeki ekstraksiyon
¢oziiclisliniin mikrolitre diizeyinde kullanilarak minyatiire edilmis halidir. DLLME
yonteminin eser miktarlardaki analizler i¢in avantajlari: islemin basitligi, seriligi,
diisiik maliyeti, yliksek geri kazanim, yiiksek zenginlestirme faktorii ve ¢cevreye dost
olmasidir (Vuran, F.A. 2013).

Yontemin seciciligi cok karmagik drneklerde ¢ok iyi degildir bu ylizden karmagik
orneklerin ekstraksiyonlarda tercih edilmezler. Ug farkli ¢éziiciiniin gerekli olmast,
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ekstraksiyon ¢oziiclisii olarak kullanilan bilesiklerin yogunlugunun sudan fazla
olmasi gerektiginden ¢oziicii seciminin sinirlt olmasi ve santrifiij gerektirmesi
yontemin dezavantajlart olarak sayilabilir (Alver, E. ve ark, 2012).

1.8. Ekstraksiyon Verimini Etkileyen Parametreler

Ekstraksiyon igleminin en uygun sart ve istenilen en yiiksek verimle
gerceklestirilebilmesi parametrelerin dogru sekilde secilmesine baghdir. Istenilen
kalitedeki {irliniin alinabilmesi i¢in en uygun ekstraksiyon ¢oziicii tipinin se¢imi
yaninda ekstraksiyon islemleri oncesinde ve islemler sirasinda dikkat edilmesi
gereken bircok parametre vardir (A¢ikgéz, S., 2014). Bu parametrelerin en
onemlileri kisaca; ekstraksiyon ¢oziiciisii ve dagitici ¢oziiciisiiniin tiirii ve hacmi,
pH, tuz eklemek, sicaklik, santrifiij hizi ve siiresi, ekstraksiyon siiresi olarak
sayilabilir.

1.8.1. Coziicii Tiirii ve Miktarimin Ekstraksiyon Verimine Etkisi

Coziicli secimi, ekstraksiyon islemlerindeki en 6nemli parametrelerdendir. Coziicii
seciminde Oncelik ekstrakte edilecek olan madde veya maddeleri ¢oziiciiniin tam
olarak ¢ozebilmesi en Onemli aranan o&zellik olurken, istenmeyen maddeleri
cozmemesi gerekir. Bu oOzelliklere sahip bir ¢oziiciiyii bulmak o kadar da kolay
degildir. Coziiciiniin polaritesi ile ¢oziinmesini istedigimiz madde veya madde
gruplari arasinda ¢ok siki bir iliski vardir. Ornegin ¢dziinmesini istedigimiz madde
polar bir yapidaysa, ekstraksiyon i¢in kullanilacak olan ¢6ziiciiniin de polar olmasi
gerekir. Zira benzer benzeri ¢ozer. Kullanilacak olan ¢oziiciide aranan diger

Ozellikler sunlardir:

 Toksik olmamali,

« Islem sonunda kolaylikla ve tamamen ortamdan uzaklastirilabilmeli,
» Ucuz olmali,

* Yanici ve patlayici olmamals,
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*» Uygun viskozitede olmali,
* Diger maddelerle istenmeyen reaksiyon ve etkilesme yapmamali,
» Kaynama noktas1 ¢ok yiiksek olmamali (A¢ikgoz, S., 2014).

Ekstraksiyon ¢oziiciisii, yogunlugu sudan yiiksek olmali ve santrifiijleme islemi ile
sulu fazdan kolaylikla ayrilabilmeli, iyi kromatografik davranig sergilemelidir.
Genellikle kloroform, nitrobenzen, karbon tetra Kkloriir, karbon disiilfiir,
bromobenzen ve klorobenzen gibi organik ¢oziiciiler DLLME’de ekstraksiyon
¢oziiciisii olarak kullanilirlar (Ojeda, C. B., ve ark, 2009).

DLLME’de, ektraksiyon ¢oziicii hacmi, zenginlestirme faktorli igin 6nemli bir
parametredir. Ekstraksiyon ¢oziicli hacmi arttik¢a, santrifiijleme islemi ile elde
edilen sediment faz hacmi artar, bu durum, hedeflenen analitin organik fazdaki
derisimini azaltir. Bununla birlikte, her ne kadar ekstraksiyon geri kazanimi sabit
olsa da zenginlestirme faktorii diiser. Bu sonug, hedeflenen bilesiklerin tayinindeki
duyarligi disiiriir. Bundan dolayi, uygun ekstraksiyon hacminin hem yiiksek
zenginlestirme faktori i¢in hem de santrifiij sonrasini takip eden tayin i¢in yeterli
miktarda olmasi gerekir (Vuran, F.A. 2013).

Dagitici (dispersif) ¢oziicii, ekstraksiyon ¢oziiclisiinde ¢oziinebilmeli ve sulu fazla
(6rnek) tam karigsarak sulu faz igerisinde ekstraksiyon ¢oziiclisinii kiigiik
damlaciklar  halinde dagitip bulutlu  ¢ozelti  olusturabilmelidir  (sulu
ortam/ekstraksiyon ¢dzgeni/dagitici ¢ézgen). Bu durum, sulu faz ile ekstraksiyon
¢Oziiciisii arasindaki biiylik yiizey alaninin temelini olusturur, boylece ekstraksiyon
verimliligi arttirilabilir. Dagitici ¢oziicii olarak yaygm kullanilan bazi polar
maddeler; etanol, metanol, aseton, asetonitril ve tetrahidrofuran’dir (Vuran, F.A.
2013).

Dispersif ¢6ziicii hacminin degismesi sediment faz hacmini degistirir. Bu yiizden
sabit sediment faz hacmi elde etmek ic¢in dispersif ¢oziicii ve ekstraksiyon
¢oziiciisiiniin hacimlerinin optimize edilmesi gerekir. Iyi bir bulutlanma elde etmek
dispersif ¢oziiclinin  hacmi, sulu faz ve ekstraksiyon ¢oziicii hacimleri
optimizasyonu ile ilgilidir (Elyas, N., 2011).
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1.8.2. pH’1n Ekstraksiyon Verimine Etkisi

Bilhassa polar analitler i¢in ekstraksiyon verimini etkileyebilen bir diger parametre
de 6rnegin pH’sidir. Analitin sulu fazda daha az ¢6ziinmesini saglayabilmek i¢in pH
degerinin optimizasyonu gerekebilir (Agnieszka, Z., ve ark., 2011)

1.8.3. Tuz Eklemenin Ekstraksiyon Verimine EtKisi

Sivi-sivi ekstraksiyon prosediirlerinde, tuz ilavesi, analit(ler)in ¢ozeltiden, kiitle
transferini arttirmak veya ekstraksiyon ¢oziiciisiine boliistiirmek igin ¢ozeltiden
¢ikarilmasi amaciyla kullanildigi bilinen bir uygulamadir (Mashayekhi, H. A., ve
ark,2010).

Yiiksek geri kazanima ulagabilmek amaciyla iyonik gii¢ arttirildiginda sulu fazdaki
hedef analitin ve organik ekstraksiyon ¢oziiciisiiniin ¢oztniirliikleri genellikle diiser.
Aynm zamanda, elde edilen organik faz hacmi (sediment) artar ve bu durum hem
hedef analit derisiminin hem de zenginlestirme faktoriiniin diismesine sebep olur
(Agnieszka, Z., ve ark., 2011).

Tuz etkisi, yalnizca uygun miktarda tuz eklendiginde etkilidir. Etkinin olugmasi igin
diisiik bir miktar yeterli olmayabilir veya yiiksek bir miktar ¢dzelti yogunlugunu
degistirebilmekte ve analit(ler)in ekstraksiyon ¢oziiciisiine kiitle transferini inhibe
edebilmektedir (Balgik, U., 2019)

1.8.4. Sicakhigin Ekstraksiyon Verimine Etkisi

Ekstraksiyon iglemlerinde en O6nemli parametrelerden biri sicakliktir. Birgok
maddenin sicakta ¢Oziinirligiinin arttigr bilinmektedir. Ancak, bu etki
ekstraksiyonun daima yiiksek sicaklikta yapilmasi gerektigi anlamina gelmez.
Sicaklik artisi maddelerin bozunma ve buharlagsma kayiplar1 da beraberinde
gelmektedir. Bu yiizden, ekstrakte edilecek maddelerin buharlasma kayiplar1 ve
bozunma olmaksizin hangi sicaklik derecelerine kadar ¢ikilabileceginin bilinmesi
gerekir. Ozellikle 1s1ya kars1 hassas olan maddelerin ekstraksiyon islemlerinde
uygulanacak olan islem sicakligina ¢ok dikkat edilmedilir. Ya da istenmeyen ¢okga
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madde olusabilir ve istenen kadar kaliteli tirin elde edilemeyebilir (Ac¢ikgoz, S.,
2014).

1.8.5. Santrifiij Hiz1 ve Siiresinin Ekstraksiyon Verimine Etkisi

DLLME tekniginde en énemli basamaklardan bir tanesi, ekstraksiyonun ardindan
mikro seviyedeki organik ¢oziicliyl sulu fazdan ayirarak analiz i¢in bir bagka tiipe
alma islemidir. Sudan daha yogun ¢dziiciiler kullanildiginda bu islem nispeten daha
kolaydir. Ekstraksiyonun ardindan sulu ¢ozelti santrifiij edildiginde ekstraksiyon
¢Oziiciisii santrifijj tiipliniin dibinde toplanmakta ve tiipiin dip kism1 dar oldugundan
bu kisimdaki ekstraksiyon ¢oziiciisii rahatlikla bir mikro enjektorle gekilerek bir
baska tiipe aktarilabilmektedir (Koktiirk, M., 2013).

Artan santrifiij hiz1 ve siiresi, ekstraksiyon verimini artirabilir, azaltabilir ya da hig
etki etmeyebilir. Bunu anlayabilmek i¢in farkli santrifiij hizlarinda ve farkli santrifiij
stirelerinde ekstraksiyon islem prosediirleri uygulanip geri kazanim degerleri

incelenerek durum degerlendirilir.

Aksoy, B.” nin yaptig1 bir tez ¢alismasinda, elde edilen bulgulardan yola ¢ikarak
santrifiijleme zamaninin ekstraksiyon verimliligi izerine kayda deger bir etkisinin
olmadig1 goriilmistiir (Aksoy., B., 2017).

Elyas, N.” nin yaptig1 bir baska tez caligmasinda da elde edilen verilerden yola
cikarak santrifiij zamaninin ekstraksiyon verimliligine énemli bir etki katmadigi
goriilmisttr (Elyas, N., 2011).

1.8.6. Ekstraksiyon Siiresinin Ekstraksiyon Verimine Etkisi

DLLME’de, ekstraksiyon zamani dispersif ¢Oziicii ve ekstraksiyon c¢oziiciisii
karigiminin, 6rnek ¢ozeltiye enjekte edilmesinden santrifiijleme Oncesine kadar
gecen siire olarak tanimlanir. Ornek ¢dzeltiye ekstraksiyon ¢oziicii-dispersif ¢dziicii
karigimi enjekte edildikten sonra hemen calkalanarak, ¢dzeltinin bulutlanmasina
yardimc1 olunmalidir. Ekstraksiyon siiresinin kisa olmasi, DLLME i¢in avantajdir
(Elyas, N., 2011).
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Ekstraksiyon siiresi arttik¢a ekstraksiyon verimi de beraberinde artar. Ancak,
islemlerin uzun siireli olmasi islem ekonomisi ve zaman ac¢isindan olumsuz etkileri
de beraberinde getirir. Bu sebeple ekstraksiyon islemi icin secilecek siire verim ve
maliyet hesab1 ¢ok dikkatli yapilarak belirlenmelidir (Ag¢ikgoz, S., 2014).

1.9. Analitik Yontem Validasyonu (Yontem Gegerlilik Testleri)

Validasyon, bir yontemin ilgili performans parametrelerine uygunlugunun
belirlenmesi i¢in, yontem parametrelerinin belirlenerek incelendigi bir gegerlilik
calismasidir (Yilmaz, A., 2012).

Green’in tanimina gore gegerlik, analitik yontemin istenen amaca uygunlugunu test
eden islemdir. Bagka bir deyisle gegerlilik; herhangi bir metotda islem, arag ve
gereg, materyal, sistem ve faaliyetin beklenen degerleri verdiginin kanitlanmasi
islemidir. Diger bir deyisle yontem gegerliligi; her asamada ayni sonucu bulmak
icin yapilan islemlerdir. Gegerliligi tanimlarken basvurulan resmi kaynaklar
arasindaki terminolojik farkliliklar bulunmaktadir. Gegerlilik ¢aligmalarinin genel
isimlendirilmesinde Uluslararast Standardizasyon Komitesi, ISO/IEC 17025
yontem gegerliligi, Uluslararast Metroloji Sozliigii (VIM) ydntem gegerliligi ve lIyi
Laboratuvar Uygulamalari (GLP) standart ¢alisma yontemi (SOP) ifadelerini
kullanir (Ertas, O., S., 2005).

ISO/IEC 17025’in 5.4.5.2. bolimiinde de belirtildigi gibi; standart olmayan
yontemler, laboratuvarda gelistirilen yontemler, amacinin disinda kullanilan
standart yontemler ya da degistirilmis standart yontemler kullanildiginda validasyon
gereklidir. FDA rehberinde yontem validasyonu yapilirken incelenmesi 6nerilen
performans parametreleri; segicilik, LOD (Tespit Limiti), LOQ (Tayin Limiti),
olglim aralig1 ve linearite, dogruluk (geri kazanim) ve kesinlik (tekrarlanabilirlik-
tekrar tretilebilirlik) parametrelerinden olusmaktadir (Cabuk, T., Z., 2018).

Denetleyici kurumlarin ve endiistrinin ilgilenmeye baglamasiyla birlikte, yontem
gegerliligi yaygin olarak literatiirlerdeki yerini almaya baglamustir. EN 45000
Standart Serilerinin Yorumlama Rehberi gegerlilik {izerine 20 bdliim ve dokuz
gecerlilik gostergesini igerir. Uluslararast Harmonizasyon Konferanst (ICH),
insanlarda kullanilan ilaglarin kaydindaki teknik ihtiyag¢lar1 karsilamak igin, analitik
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hesaplamalarin gegerligi iizerine ortak bir dokiiman gelistirmistirler. Bu dékiiman
sekiz gegerlilik gdstergesinin tanimini icerir. Amerika Birlesik Devletleri Cevre
Koruma Biirosu, (US EPA) yontem gelisimi ve konservasyon kaynaklar1 ve
gerikazanim rolii (RCRA) i¢in bir gegerlilik rehberi hazirlamistir. Amerikan Resmi
Analitik Kimyacilar Birligi (AOAC), US EPA ve diger bilimsel organizasyonlar,
coklu-laboratuvar caligmalariyla gecerli edilmis yontemler saglamistir. Amerika
Birlesik Devletleri Gida ve Ilac Idaresi (US FDA), yontem gegerliligi i¢in drnek
analitik veriler i¢ceren rehberler ¢ikarmistir. Amerikan Farmakopesi (USP), bilesik
degerlendirmesi iizerine yontem gecerliligini iceren 6zgiil rehberler yaymlamistir
(Ertas, O., S., 2005).

Analitik islemlerin gegerliliginin amaci, gereken amag igin yeterli giivenilir ve
tekrarlanabilir sonuglarm alinmasi, bilimsel biitiinliik ve uygunlugun saglanmasidir.
Gegerlilik ¢aligsmalar1 bazi belirlenmis sistemlere gére olmaktadir. Elde edilen
veriler ve alinan kararlar kayda gegilmelidir. Bir imalat formiilii veya yeni bir
caligma yontemi kullanilacaginda, bunun islemlerde uygun olup olmadigimnin
gosterilmesi zorunluluktur. Tanimlanmis isleyis, belirlenmis materyal ile arag ve
gere¢ kullanilarak istenilen kalitede {irliniiniin siirekli olarak {iretilebilecegi
gosterilmelidir. Arag ve gereglerin ve materyallerin degistirilmesi de dahil olmak
lizere, lriiniin kalitesini veya iiretiminin tekrarlanabilirligini etkileyebilecek tiim
iiretim degisiklikleri gecerli edilmelidir. Isleyis ve yontemlerin, hedeflenen
sonuglara ulagmada yeterlilikleri kanitlanincaya dek diizenli araliklarla tekrar
validasyon uygulanmalidir. Tekrar gegerlilik 6zellikle yontemi degistirdigimiz
zaman ve yeni gostergeler degerlerin disinda oldugu zaman 6nemlidir. Bununla
birlikte basit matriks degisiminde, cihaz model ve marka degisikliklerinde tekrardan
gecerlilik ¢aligmalari yapilmahdir (Ertas, O., S., 2005).

1.9.1. Segicilik

Segicilik, analiz edilecek maddenin, girisim yapma olasiligi bulunan diger yardimei
veya etken maddelerin yaninda miktarinin tam ve dogru bir sekilde tayin
edilebilecegini gosteren bir parametredir (Ozgiir, D., 2011).

Diger bir deyisle secicilik, yontemin, mevcut olmasi beklenen diger bilesenlerin
varliginda analiti kesin olarak tespit edebilme yetenegidir (FDA, 2018).



30

Ozgiilliik ve seciciligin aym terimler oldugu kabul edilip incelense de, tanimlarini
Vessmann farkli sekilde yapmis ve bu terimlerin 6zellikle [IUPAC/ WELAC ile ICH
tarafindan yapilmis olan tamimlari arasindaki farka dikkat cekistir. Ozgiilliik,
genellikle tek analite cevap tlireten bir metot i¢in kullanilirken; se¢imlilik,
birbirinden ayrilabilen veya ayrilmayan kimyasal varliklar i¢in cevaplar {ireten bir
sistem i¢in kullanmilir. Sayet bu cevap diger tiim cevaplardan farkli ise yontem
secicidir denilir. Analite cevap veren olduk¢a az yontemin olmasindan se¢imlilik
terimini kullanmak daha iyidir. USP kriterlerine gore bir analitik ydntemin
seciciligi, 6lgiim aninda bir analitin varligim dogru tayin etmektir (Ertas, O., S.,
2005).

Yontemin segiciligi icin analizi yapilan analiti ihtiva etmeyen (bos) 6rnegin ve bos
ornege eklenen belirli bir derisim diizeyindeki analitlerin  kromatogramlari
karsilastirilir. Bos 6rnek ile analit eklenmis 6rnek kromatogramlari karsilagtirilarak
yontemin se¢iciligi hakkinda bilgi edinilebilir (Cabuk, T., Z., 2018).

Spesifiklik, bu ilkeler dogrultusunda farkli bir metotla karsilikli ¢aligsarak da tespit
edilebilir. Ancak analizi yapan kisinin aranan analitin bagka bir kimyasal formda
bulunup bulunamayacag: konusunda bilgi sahibi olmasi gerekir (Yilmaz, A., 2012).

1.9.2. LOD ve LOQ

Diisiik derisimlerde kantitatif analiz igin kullanilan analitik metotlarin gelistirilmesi,
gecerli kilinmasi ve raporlanan analiz sonuglarinin yorumlanmasi i¢in metodun
giivenilir &lgiim yapabildigi en diisiik derisimin bilinmesi gerekir (TURKAK,
2019).

Tespit limiti (LOD), &zellikle limit testleri igin gereklidir. Ongoriilen deney
kosullar1 altinda tespit edilebilen bir numunedeki en diisiik analit miktaridir. Bu
nedenle, simir testleri sadece analit miktarmin kesin bir seviyenin altinda veya
iistiinde oldugunu gosterir. Tespit limiti genellikle numunedeki analit derisimi (6rn.
ppb) olarak belirtilir (Isik, B., D., 2017).

Cok diisiik derigsimlerde calisilmasi gerektiginde 6rnegin vermis oldugu sinyalin,
koér numuneden ayriminin yapilmasi ve uygun bir kesinlikle kantitatif sonuglarm
elde edilmesi gerekir. Analiz sonucu elde edilen veri sifirin tizerinde oldugunda iki
olasilik olur;

1- Ornek aranan analiti icermiyor ve elde edilen sonuglar kériin dagilim
araligindadir.
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2- Ornek aranan analiti iceriyor ve analiz tekrarlar1 ortalamanin elde edilmesini
saglar.

“l No’lu durumda” yani Ornegin gercekten analiti icermedigi durumda, yanlis
pozitif karar verilebilir ve a- hata sekillenir.

“2 No’lu durumda” analitik sonucun tespit edildigi halde 6rnegin gergekte
icermedigi durumlarda yanlis negatif sonug elde edilebilir ve - hata sekillenir.

Bu durumda 3 farkli limit olusur;

- karar limiti — tespit limiti (decision limit- limit of detection) XLop

- minimum tespit edilebilir deger (minimum detectable value) Xmpv,

- tayin limiti (limit of quantification, limit of determination) X_oq (Y1ilmaz, A., 2012)

Tayin sinirinin tespit edilmesi aletli ve aletsiz olmak tlizere segilen yonteme gore
degisiklik gosterir. Aletli islemlerde bilinen en diisiik derisimde analiti igeren 6rnek
sonuglarinin  kdr sonuglariyla kiyaslanmasiyla belirlenir. Tayin sinirinin
hesaplanmasinda bagka bir yontem de, kor orneklerinin analizlenerek analitik geri
zemin cevabinin dl¢iilmesi ve bu degerin standart sapmasinin 2 veya 3 gibi faktorle
carpilmasidir (Ertas, O., S., 2005).

ISO/TS 13530, tespit limiti’ni (xLop) kor ve sifir diginda tespit edilebilen en kiiglik
miktar ya da derisim olarak belirtmektedir. pH, redoks potansiyeli gibi bazi fiziksel
parametrelere tespit limiti uygulanamaz, bu yiizdendir ki tespiti i¢in ¢aligsma
yapilmamalidir. Bu konuda ayrimi1 daha da netlestirmek igin bir 6rnek i¢inde var ya
da yok diyebilecegimiz bir analit kalitatif olarak araniyorsa buna tespit limiti
uygulanabilir. Ancak, pH gibi Olgiildiigiinde mutlak bir deger verilebilecek
parametrelerde yani yoklugu olmayan parametrelerde tespit limiti bulunmamaktadir
(Yilmaz, A., 2012).

Analiz edilen maddenin kabul edilebilir diizeyde kesinlik ve dogruluk diizeyinde
miktarinin tayin edilebilecegi, dogrusallik sinir1 igerisine girmeyen veya
kalibrasyon egrisinin en alt derisimini olusturan derisim diizeyidir. Direkt yapilan
deneylerle ya da hesaplamayla bulunabilir (Ozgiir, D., 2011).

EURACHEM, kimyasal Ol¢iimlerin uluslararas1 izlenebilirligi ve kaliteli
uygulamalarin tesvik edilmesi i¢in bir sistem kurmak amacina sahip, Avrupa'daki
bir organizasyon agidir. EURACHEM belgesine gore LOD ve LOQ degerleri,
standart sapmanin uygun bir katsayr ile ¢arpilmasi ile hesaplanir. Hesaplanan
standart sapmanin, tipik test numuneleri i¢in elde edilen kesinligi temsil etmesi ve
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giivenilir bir tahminin yapilmasi igin yeterli sayida tekrar Slgiimlerinin yapilmisg
olmasi 6nemlidir (Magnusson, B., ve ark, 2014).

Yapilan dl¢timlerin standart sapmasi 3 ile ¢arpilarak LOD’nin ve 10 ile ¢arpilarak
LOQ’nun sayisal degeri belirlenir (Cabuk, T., Z., 2018).

Avrupa Birligi'ndeki gida ve yemlerdeki pestisit kalintilarinin resmi kontroliine
katilan laboratuvarlar i¢cin hazirlanmis olan SANCO doékiimani adi verilen bir belge
mevcuttur. Bu dokiimana gore, tayin limitini (LOQ), %70-120 geri kazanim, < %20
RSD kosullarinda en diisiik derisim olarak tanimlanmaktadir. Buna gore, gittikce
azalan derisimlerde spike yapilarak geri kazanim c¢alismalari yapilmali, geri
kazanimin %70-120 araliginda oldugu, RSD degerinin %20’nin altinda oldugu en
diistik derisim tayin limiti (LOQ) olarak belirlenmelidir. SANCO dokiimaninda
tespit limiti (LOD) ise; valide edilmis kontrol metotlar1 ile miktarsal olarak
belirlenebilen ve raporlanabilen valide edilmis en diisiik kalint1 derigimi olarak
tanimlanmustir (SANCO, 2011).

1.9.3. Ol¢iim Arahig ve Dogrusallik

Analitik bir metodun dogrusalligi, belirli bir araliktaki numunelerdeki analit
derigimleriyle orantili olan test sonuglari elde etme yetenegidir. Yani, derisimler ve
test Olglimleri arasindaki iligkilerin dogrusalligr ile ilgilidir (Isik, B., D., 2017).

En az {i¢ farkli derisimde hazirlanan kalibrasyon standart ¢ozeltileri ile, derigime (X)
karst response (y) degerleri tespit edilip dogrusal bir kalibrasyon fonksiyonuna
(y=a+bx) sahip olunur. Kalibrasyon belirsizliginin hesaplanmasinda bu veriler
(response, dogrunun egimi (b), dogrunun kesim noktasi (a)) kullanilarak birtakim
islemler yapilir. Bu hesaplama yontemi EURACHEM/CITAC Guide CG 416
standard1 sayfa 106’da agiklanmaktadir (Agar, O., C., ve ark 2013).

Derisime kars1 cevabin grafiksel olarak dogrusal sekilde degismesi ve ¢izilen
grafikte noktalarin diiz bir ¢izgi iizerinde yer almasidir. Korrelasyon katsayist (r)
dogrusalligi veren bir parametredir. Analit derisiminin Olgiilen degerlere karsi
regrasyon analizleri ile matematiksel olarak hesaplanir (Ozgiir, D., 2011).

Kalibrasyon egrisi, iiriine ve yonteme bagl belirli sayida 6l¢lim noktasi ile
belirlenir. Egrinin olusturulmasi, i¢inde miktar1 bilinen referans numuneyle veya
kor numune igine eklenmis analitin bilinen derisimi ile yapilir. FDA rehberinde en
az 6 nokta, bir de kor eklenerek toplam 7 nokta olarak belirtilmistir. Sonuglar
grafiksel olarak verilir ve “regresyon esitligi” ile “korelasyon katsayis1” belirtilir
(Cabuk, T., Z., 2018).
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Sonuglar grafiksel sekilde verilir ve linear regresyon formiilii ile korelasyon
katsayisi belirtilir. Bu sekilde ¢aligma araliginin dogrusal olup olmadig tespit edilir.
Korelasyon katsayisi >0,99 olmalidir. Regresyon hesabi igin Excel’de bulunan
formiillerden yararlanilabilir (Yilmaz, A., 2012). Bununla birlikte, r? tayin katsayisi
ve > 0,98 verilmigse de kabul edilebilir olmalidir (SANCO, 2019).

Bu sekilde ¢aligma araliginin dogrusal olup olmadig tespit edilir. Regresyon hesabi
icin Excel’de bulunan formiillerden yararlanilabilir. Dogrusallik, korelasyon
katsayisinin hesaplanmasi yaninda ANOVA tablosunda F degeri ile karsilastirilarak
da degerlendirilmelidir (Cabuk, T., Z., 2018).

1.9.4. Dogruluk (Geri Kazanim)

Dogruluk, yontem sonucu edinilen verilerin ger¢ek degere olan yakinligidir (Isik,
B., D., 2017). Dogruluk igin sistematik hata hesabi yapilmaktadir. Sistematik
hatanin hesaplanabilmesi i¢in dogrulugu kabul edilen referans yani gercek deger
bilinmelidir. Gergek deger dedigimiz; sertifikaya sahip referans materyalden, valide
edilmis metodun Sl¢timii sonucu ya da yeterlilik testleri sonucu elde edilebilir
(Cabuk, T., Z., 2018).

Dogruluk, %geri kazanim olarak belirlenir. Geri kazanim, kabul edilen gercek deger
ile ortalama deger arasindaki fark olarak hesaplanabilir. ICH kilavuzu, dogrulugun
belirtilen araligi kapsayan en az {i¢ derisim i¢in en az dokuz 6l¢iim kullanilarak
belirlenmesini 6nermektedir. Bir analiz yontemi igin dogruluk kriterleri, geri
kazanimin her derigim seviyesinde %95 ile %105 arasinda olmas1 gerektigidir (Isik,
B., D., 2017).

Dogrulugun tespit edilebilmesi i¢in sertifikaya sahip referans materyal, referans
metod ve yeterlik testinin bulunmadig: anlarda yapilan geri kazanim ¢alismasinin
en biiyiik avantaji orijinal matrikste ¢aligilabilmesidir. Caligmalarin en az 3 farkl

derisimde yapilmasi gerekir. Geri kazanim ¢alismasinda asagidaki esitlik kullanilir;

Bulunan Miktar — Numunedeki Miktar %100
Spike Edilen Miktar

%Geri Kazanim =
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Hesaplanan sistematik hata ve ger¢ek deger arasinda onemli bir farkin bulunup
bulunmadig t-testi ile kontrol edilebilir.

B |Xortalama — y|
SD
N

Xortalama = Tekrarlanabilirlik veya tekrar {iretilebilirlik kosullar1 altinda yapilan
Olgiimlerin ortalamasi.

(1 = Bilinen deger (Zenginlestirme miktar1)

SD = Tekrarlanabilirlik veya tekrar iiretilebilirlik kosullari altinda yapilan
Olciimlerin standart sapmasi

n = Tekrarlanabilirlik veya tekrar tiretilebilirlik kosullart altinda yapilan dl¢iimlerin
sayis1 (Cabuk, T., Z., 2018)

1.9.5. Kesinlik (Tekrarlanabilirlik-Tekrar Uretilebilirlik)

Yontemde Kesinlik, herhangi bir degerin tekrarlanabilmesi veya bireysel test
sonuglarinin birbirine yakinligmin bir derecesidir (Ertas, O., S., 2005).

Bagimsiz analiz sonuglar1 arasindaki tutarlilign ve rastgele hatalarin dagilimini
gosterir. Tekrarlanabilirlik ve tekrar {iretilebilirlik olarak iki genel kesinlik 6lgiimii
bulunmaktadir. Tekrarlanabilirlik, tekrarlanabilirlik kosullar1 altinda elde edilen
kesinliktir. Tekrarlanabilirlik kosullart; ayn1 yontem ile esdeger numunelerde, ayni
laboratuvarda, aynm1 ekipman ve ayni analizci tarafindan kisa zaman araliginda
bagimsiz test sonuglart elde edilmesi olarak tamimlanir. Kosullarin yakinlig
nedeniyle beklenen kesinlik kiiciik olmaktadir. Tekrar iiretilebilirlik ise tekrar
iiretilebilirlik kosullar: altinda elde edilen kesinliktir. Tekrar iiretilebilirlik kosullari;
ayn1 yontem ile esdeger numunelerde, ayn1 ya da farkli laboratuvarda, farkli
ekipman ve farkli analizciler tarafindan uzun zaman araliginda bagimsiz test
sonuclarinin elde edilmesi olarak tanimlanmistir. Kesinlik, kantitatif analizlerde
standart sapma (SD) ve relatif standart sapma (RSD) olarak ifade edilir. Kesinligin
relatif standart sapma olarak ifadesi, derisimden bagimsiz hale getirecegi igin
kullanimda tercih edilmektedir. Analitik yontemlerin kesinliginin kabul
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edilebilirligi konusunda basit bir performans parametresi olan Horwitz oranindan
(HorRat) faydalanilir (Cabuk, T., Z., 2018).

Kimyasal metotlarin kesinliginin kabul edilebilirligi konusunda bilgi veren Horwitz
orani (HorRat) veya degeri basit bir performans parametresi olup her ne kadar
laboratuvarlar arasi relatif standart sapma (RSDR) ile ilgili gelistirilmis olsa da
laboratuvar igi relatif standart sapma (RSDr) i¢in de uygulanabilmektedir. HorRat
degeri 2’den daha kii¢iik olmalidir (Yilmaz, A. 2012).

HorRat hesabi i¢in agagidaki formiiller kullanilir:

%RSD

HorRat =
%PRSD

%PRSD = 2x(C %)

Formiilde yer alan ‘C’ degeri derisim olup, érnegin; 1 ng/mL i¢in 10, 10 ng/mL
i¢in 108 ve 100 ng/mL igin ise 10" dir (Cabuk, T., Z., 2018).

SANCO dokiimanina gore, tayin limitini (LOQ) metot performans kriterlerinin
saglandigi (%70-120 geri kazanim, <%20 RSD) en disik derisim olarak
tanimlanmakta, herhangi bir matematiksel hesaplama yontemi bildirmemektedir
(Madde 58). Buna gore, gittikge azalan derisimlerde spike yapilarak geri kazanim
caligmalar1 yapilmali, geri kazanimin %70-120 araliginda oldugu, RSD degerinin
%20’nin altinda oldugu en disiik derigim tayin limiti (LOQ) olarak belirlenmelidir
(Agar, O., C., ve ark 2013).

Yontemin kesinligi, herhangi bir degerin tekrarlanabilme kabiliyeti veya bireysel
test sonuglarmin birbirine yakinliginin bir derecesidir. Yontem kesinligi,
standartlarin onayladig1 bir dizi farkli 6l¢limiin test sonuglarma etkisidir. Kesinlik
% bagil standart sapma ile verilir. Kesinlik i¢in kabul edilen kriter analizin tiiriine
baglidir. Eczacilikta, kalite kontrol analizi i¢in bagil standart sapma %1’den daha
iyi olan kesinlik kolaylikla basarilabilirken c¢evresel ve besin numunelerinde

kesinlik, daha ¢ok numune matriksine dayanir. Ayrica kesinlik, analit derisimine,
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analiz teknigine bagl olup bagil standart sapma %2 ve %20 den fazlaya kadar
cesitlilik gosterebilir. Tekrarlanabilirlik, ayni kisi tarafindan ayni sartlarda kisa
zaman zarfinda ayn1 miktardaki 6rnegin belli bir yontem kullanilarak yapilan bir
dizi islemin kesinligi olarak tamimlanir. Tekrarlanabilirlik, kesinligin bir
gostergesidir (Basoglu, A., 2014).
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2. KAYNAK OZETLERI
2.1. Vemurafenib ile Tlgili Calismalar

Pradad, G.R., ve ark.”in (2011) yaptiklar1 bir calismada, basit, segici, dogrusal, kesin
ve dogru RP-HPLC yontemi gelistirildi ve tablet dozaj formunda Vemurafenibin
hizli bir sekilde test edilmesi icin valide edildi. Ortam sicakliginda, bir C18
(250x4,6mm, 5pm pargacik boyutunda) tizerinde 0,8ml / dk akig hizinda izokratik
eliisyon uygulanmistir. Mobil faz, metanol, asetonitril, THF 65:20:15 v/ v/ v'dan
olugmaktadir. UV tespit dalga boyu 271 nm'dir ve 20 pl numune enjekte edilmistir.
Vemurafenib i¢in alikonma siiresi 6,0 dakika bulunmustur. Yontemin hassasiyeti ve
dogrulugu igin RSD yiizdesi %2'den az bulunmustur. Yontem, tablet dozaj
formundaki Vemurafenib'in rutin analizi i¢in basartyla uygulanmustir. %99,41 geri
kazanim elde edilmistir. Lineerite, 5-80 ppm derisim araliginda r>=0.9993 olarak

gozlenmistir.

Sparidans, R. W., ve ark. (2012), mutasyona ugramis BRAF inhibitorii vemurafenib
icin bir biyoanalitik analiz gelistirip onaylamistir. Kantitatif deney ig¢in, insan
plazma numuneleri, i¢ standart olarak sorafenib igeren sulu asetonitril (1/3, v/ v) ile
protein ¢okeltisi kullanilarak 6n-igleme tabii tutulmustur. Ekstrakt, kromatografik
sisteme dogrudan enjekte edilmistir. Bu sistem, bir su ve metanol karisiminda
%0,01' lik (v /v) formik asit kullanilarak izokratik eliisyon ile oktadesil silika
kolonundan olusmaktadir. Eluat, pozitif iyonizasyon ile elektrosprey arayiiziine
transfer edilip analit, iicli kuadropol kutuplu kiitle spektrometresinin segilen
reaksiyon izleme modunda tespit edilmistir.

Zheng. Y., ve ark. (2013) yaptig1 bir calismada plazmada vemurafenib ve erlotinibi
Olgmek i¢in bir HPLC-UV yontemi gelistirmistir. Vemurafenib, erlotinib ve
sorafenib (i¢ standart), bir glisin tamponu (pH 9,0, 100 mM) / asetonitril (45:55,
v/v) mobil fazi kullanilarak bir C8 Xterra® MS iizerinde izokratik olarak ayrilmistir.
Numuneler, 12 dakika siire boyunca 0,9 mL / dk'lik bir akis hizinda elue edilmistir.
Kromatografi 50°C'de yapilmustir. Enjeksiyon hacmi 10 pl olarak verilmistir.
Absorbans 249 nm'de kaydedilmistir. Kalibrasyon, vemurafenib i¢in 1,25-100 mg/L
araliginda dogrusaldir.
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Chhabda, P.J. ve ark. (2013), vemurafenib'in kantitatif analizinin gelistirilmesi ve
validasyonu i¢in yeni, basit, hassas ve kararli ters faz yiliksek performansh sivi
kromatografi yontemi kullanmigtir. Bunun i¢in C8 kolonu (150x 4.6, 3.5 um), mobil
faz olarak da tampon-asetonitril (50:50 v/v) kullanilmigtir ve akis hiz1 1.0 ml/dakika
olarak belirlenmistir. 254 nm'de UV ile gerceklestirilmistir. Lineerite, 20-200 pg /
ml derisim araliginda 1?=0,9999 olarak gozlenmistir. Dogruluk ve kesinlik
caligmalarinda relatif standart sapma yiizdesi %?2' den diisik bulunmustur.
Vemurafenib, asidik, alkalin, oksidasyon, fotoliz ve termal bozunum gibi stres
kosullarina maruz birakilmistir. Vemurafenib asidik ve alkalin bozunmaya kars1
daha duyarli bulunmustur.

Nijenhuis, C.M., ve ark. (2014) insan plazmasinda vemurafenib'in tayini i¢in bir
yontem gelistirmis ve valide etmislerdir. Ayrica farkli dedektorli iki LC-MS sistemi
test edilmistir. Klinikte insan plazma Ornekleri toplanip -20°C'de saklanmuistir.
Vemurafenib plazmadan sivi-sivi ekstraksiyonu ile bir C18 kolonu iizerinde
ayrilmistir kiitle spektrometresi ile analiz edildigi bildirilmistir. Olgiim icin i¢
standart olarak kararli bir izotop kullanilmugtir. 1 ile 100 pg / ml araliginda, deney
korelasyon katsayilar1 (r2) 0,9985 veya daha yiiksegi seklinde dogrusal olmustur.
Sonug olarak, insan plazmasindaki vemurafenib igin sunulan analitik yontem
basariyla dogrulanmis ve bu test i¢in iki LC-MS sisteminin performansi
karsilastirilabilir olmustur. Ek olarak, vemurafenib ile tedavi edilen vemurafenibin
kanseri hastalariin farmakokinetik Ol¢iimiin degerlendirilmesi i¢in ydntem

basariyla uygulanmustir.

Alvarez, J.C., ve ark. (2014), terapétik ilag diizeyi izlemini incelemek amaciyla
Vemurafenib’in ii¢lii kuadropol spektrometrik dedeksiyonu 10uL plazma 6rnegi
kullanilarak yapilmistir. Vemurafenib-*Ce'y1 i¢ standart olarak eklenmesinden
sonra su/asetonitril kullanarak basit bir ¢oktiirme yapilmistir. Ve bir LC/ MS / MS
mikro-yontemi gelistirmistir.

Bihan. K., ve ark. (2015), sivi kromatografi - kiitle spektrometresi kullanilarak
vemurafenib &lgiimii icin basit bir yontem gelistirmistir. insan plazmasindaki
vemurafenibin stabilite calismasi da yapilnustir. I¢ standart olarak **Ce-vemurafenib
kullanilmigtir. Plazma numunesini hazirlamak i¢in tek asamali protein ¢oktiirmesi
kullanilmistir. Kromatografi, bir Acquity UPLC BEH C18 kolonu (2,1-50 mm, 1,7
mm pargacik boyutu) kullanilarak kromatografik ayirma ile bir Acquity UPLC
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sistemi iizerinde gergeklestirilmistir. Bu yontem, 1,0 ila 100,0 mcg / mL araliginda
dogrusal olarak bulunmustur. Plazmadaki vemurafenib i¢in alt 6l¢tim limiti 0,1 mcg
/ mL olarak bulunmustur. Vemurafenib, test edilen tiim seviyelerde, oda
sicakliginda (20°C), + 4°C'de veya -20°C'de saklandiginda 1 ay boyunca stabil
kalmigtir. Bu yontem, oral uygulamadan sonra bir hastada vemurafenibin plazma
farmakokinetik ¢aligmasini basariyla gerceklestirmek igin kullanilmistir. Bu sivi
kromatografisi-kiitle spektrometresi yonteminin plazmada vemurafenib miktarinin
belirlenmesi igin kullanilan basit, hizli, hassas, dogru, hassas ve giivenilir oldugu

bulunmustur.

Vikingsson, S., ve ark. (2016), Vemurafenib analizi ile ilgili yaptiklar1 bir ¢alismada
LC-MS / MS yontemlerini ters fazli HPLC ve bir C18 kolonu, formik asit ile

kombine edilmis metanolden olusan bir mobil faz sistemi ile kullanmugtir.

Rousset, M., ve ark.’in (2017), yaptiklar1 bir ¢alismada, BRAF inhibit6rii olan
vemurafenibin 6l¢iimii icin UPLC-MS/MS metodunu kullanmuslardir. Ornekler,
sisteme verilmeden Once kati faz ekstraksiyon ile On deristirme islemine tabii

tutulmustur. Kalibrasyon egrisi araligi, 0,4-100 pg / ml’dir.

Giliven, G.’nin (2019) yapmis oldugu bir ¢alismada, vemurafenibin HPLC ile
analizinde kullanilan mobil faz, fosfat tamponu (pH 9.0, 10 mM) ve asetonitril-su
(60:40, v / v) karistmindan olusur ve 7 dakika boyunca 1 mL / dak'lik bir akisg
oraninda sisteme verilir. Kromatografi 25°C'de yapilir. Absorbans degerleri 249
nm'de kaydedilir.

2.2. DLLME Yénteminin Kullanimu ile Ilgili Calismalar

Farajzadeh, M.A., ve ark. (2007) yaptig1 calismada, sulu 6rneklerdeki Irganox 1010,
Irganox 1076 ve Irgafos 168 antioksidanlarinin DLLME yontemiyle
ekstraksiyonunu ve HPLC-DAD kullanarak tayinini gerceklestirerek yeni bir
yontem sunmuslardir. Alt faz, 100 pL sirmga yardimiyla alinip diger konik tiipe
aktarilmis ve ¢6ziicii buharlastirildiktan sonra, 50 pulL metanolde ¢6ziilerek HPLC

sistemine enjekte edilmistir.
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Jahromi, E.Z. ve ark. (2007), Cd tayininde GFAAS i¢in DLLME ydntemi
kullanilarak c¢alisilmistir. Burada ekstraksiyon c¢oziiclisii olarak 34 pL CClyg,
dispersif ¢oziicii olarak 500 pL. metanol ve Selatlayici reaktif olarak amonyum
pirolidin ditiyokarbamat kullanilmigstir. Ekstraksiyon sonrasi 6rnek GFAAS’ye
enjekte edilmistir. Gozlenebilme smnir1 0,6 ng L™ ve zenginleStirme faktorii 125
olarak bulmuglardir. Yontem deniz suyu, g¢esme suyu ve deniz suyuna
uygulanmstir.

Farajzadeh, M.A. ve ark. (2008) FAAS ile Cu iyonlari tayininde DLLME yontemi
kullanilmigtir. Belirli derisimde Cu iyonu ihtiva eden o6rnek c¢ozeltiye asetat
tamponu (pH:7) ve 8-hidroksi kinolin eklenmistir. Uzerine CHCl; igeren metanol
ilave edilmistir. Sediment faz ayrildiktan sonra nitrik asit ilave edilip, FAAS’de Cu

iyonu tayin edilmistir.

Xiong, C., ve ark., (2009). Yiiksek performansl sivi kromatografisi-ultraviyole
dedektorii (HPLC-UV) ile birlikte dagitici sivi-sivi mikro ekstraksiyon (DLLME)
olarak adlandirilan basit, hizli ve hassas bir yontem, ii¢ psikotrop ilacin (amitriptin,
klomipramin ve tioridazin) idrarda belirlenmesi i¢in kullanilmugstir. Belirleme,
optimal kromatografik kosullar altinda bir C8 kolonu iizerinde gerceklestirilmistir
(mobil faz: amonyum asetat (0,03 mol L?, pH 5,5) —asetonitril (60:40, v/v); akis
hizt: 1,0 mL min; dalga boyu: 238 nm). ilaglarm pH, ekstraksiyon ve dagitici
¢oziicii tlirli ve hacimleri, ekstraksiyon siiresi ve iyon giicli gibi ekstraksiyon
verimliligini etkileyen c¢esitli faktdrler incelenmis ve optimize edilmistir. Optimal
DLLME kosullar1 altinda, idrar 6rneklerinden amitriptin, klomipramin ve tioridazin
mutlak geri kazanimlari sirastyla %96, 97 ve 101 bulunmustur. Onerilen yaklagimin
tespit limiti (LOD) ve tayin limiti (LOQ) amitriptin igin sirasiyla 3 ve 10 ngmL™,
klomipramin i¢in 7 ve 21 ngmL™? ve tioridazin i¢in 8 ve 25 ngmL™ olmustur. 0,100
ugmL? derisimdeki ilaglar i¢in dokuz tekrar sonucu olgiilen relatif standart
sapmalar (RSD'ler) %4,8' den azdir. Incelenen derisim araliklarinda iyi dogrusallik
degerleri elde edilmistir (R?>0,998). Onerilen ydntem, amitriptin ve klomipramin
tedavisi altinda iki kadin hastadan alinan gergek idrar oOrneklerine basariyla

uygulanmstir.

Mohammadi S.Z. ve ark. (2009) FAAS’de Ag iyonlarinin tayini icin DLLME
yontemini kullanmiglardir. Yontemde 8 mL 6rnek ¢ozeltiye 1 mL 0,1 mol/L fosfat
tamponu (pH:5) ve 1 mL 1% NaCl ¢ozeltisi eklenmistir. Dispersif ¢6ziicti olarak 0.5
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mL etanol, ekstraksiyon ¢oziiciisli olarak 15 pL karbon tetrakloriir kullanilmigtir.
Sediment faz ayrildiktan sonra 0,5 mL dimetil formamid (DMF) eklenerek alevli
AAS’de Ag iyonlar tayin edilmigtir. Zenginlestirme faktorii 16 ve gbzlenebilme
siir1 1,2 ng mL? olarak bulmuslardir. Gelistirilen bu yontem atik su, musluk suyu
ve kaynak suyuna uygulanmustir.

Chen, H. ve ark. (2010), Cr’* tayini i¢in DLLME yontemi uygulanmis ve analit
GFAAS’de tayin edilmistir. 5 ng mL?* Cr™* igeren 8 mL ornek ¢ozelti tizerine
%4’liik 10 pL. APDC ilave edilmistir. Cesme suyu ve g6l suyuna uygulanabilen bu
yontemde, gozlenebilme simir1 0,07 ng mL? ve zenginlesme faktorii 300
bulunmustur.

Hashemi, P., ve ark. (2010) tarafindan yapilan calismada, ters faz DLLME
kullanilarak zeytin yapraginda ve zeytin karasuyunda HPLC-UV ile oleuropein
tayini yapilmistir. Ekstraksiyon ¢dzgeni su seg¢ilmistir. Dagitict ¢bzgen ise etil
asetattir. Karasuda ve zeytin yapraginda, geri kazanim degerleri %96,2-109,2

araliginda bulunmustur.

Hashemi, P., ve ark., (2011) tarafindan yapilan diger bir calismada, ters faz DLLME
kullanilarak zeytinyaginda HPLC-UV ile hidroksitirozol ve tirozol tayini
yapilmistir. Ekstraksiyon ¢oziiciisii olarak 100 pL su, dagitici ¢oziicii olarak 200 pul
etilasetat kullanilmistir. Hidroksitirozol ve tirozol i¢in ortalama geri kazanim
degerleri sirasiyla %104,3 ve %97,6 olarak bulunmustur.

Ho., M.Y., ve ark. (2013) vyaptigi bir c¢alismada, dagitict sivi-sivi
mikroekstraksiyonu (DLLME) ve ardindan gaz kromatografisi-kiitle spektrometrisi
(GC-MS) kullanilarak ii¢ farkli matris tipinde (taze meyveler, taze sebzeler ve
kurutulmus otlar) on organofosfor pestisitin analizi i¢in basit bir 6rnek on aritma
prosediiriinii agiklamaktadirlar. Matriks uyumlu validasyon ¢alismasinda, DLLME
kosullarini optimize etmek igin, 0,1 ile 1000 ug L* arasinda genis bir dogrusal aralik
iginde hedef OPP'ler belirlenmistir. Organik ekstraktlarin sinirli kullanimu ile, 100
kata kadar kayda deger zenginlestirme faktorleri elde edilmistir.

Padro’, J.M., ve ark. (2013), yaptig1 bir ¢aligmada, insan plazmasindaki nifurtimox
ve benznidazoliin belirlenmesi i¢in sivi kromatografisi ve UV ile birlestirilmis
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dispersif sivi sivi mikro ekstraksiyonu kullanilmistir. Deneysel parametrelerin
ekstraksiyon verimi iizerindeki etkileri, iyonik sivi ve dagitic1 ¢dziiciiniin tipi ve
hacmi, pH, tuzun dogas1 ve derisimi ve santrifiij ve ekstraksiyon siiresi optimize
edilmistir. Matris etkisi tespit edildigi i¢in Ol¢iim i¢in standart ekleme ydntemi
kullanilmistir. Bu mikroekstraksiyon prosediiril, literatiirde daha 6nce bildirilenlere
gore Onemli gelismeler saglamistir ve yiiksek giin i¢i tekrarlanabilirlik (bagil
standart sapma = nifurtimox ve benznidazol i¢in sirastyla %1,02 ve %6,66) dahil
olmak {izere bir¢ok avantaja sahiptir, son derece diisiik tespit limiti vardir (Sirasiyla
nifurtimox ve benznidazol igin 15,7 ngmL™ ve 26,5 ngmL™) ve minimum miktar
numune ve ekstraksiyon solventi gerekli olmustur. Geri kazanimlar yiiksek
bulunmustur (nifurtimox ve benznidazol igin sirasiyla %98,0 ve %79,8).

Emidio, E.S ve ark., (2015), su orneklerinde Zearalenon ve tiirevlerini tayin
etmeden once bunlar1 DLLME yontemi ile zenginlestirmislerdir. Calismada
ekstraksiyon ¢oziiclisii olarak bromosiklohekzan kullanmiglardir. Gelistirdikleri
yontemin dogrulugunu gdstermek igin su Orneklerine analitlerin standart
cozeltilerinden eklemeler yapmislar ve %81-118 araliginda geri kazanim elde

etmislerdir.

Martins, A.F. ve ark. (2017), yaptiklar1 bir ¢alismada hastane atik su 6rneklerinde
kokain ve metabolitlerini, sivi kromatografisi kullanilarak hizli bir yontem ile
dlemiislerdir. Ornek hazirlama asamasinda kat1 faz ekstraksiyonu ve dispersif sivi
stvi - mikro ekstraksiyon yontemi uygulanmiglardir. DLLME sirasinda,
mikroekstraksiyon i¢in optimum kosullart bulmada farkli kimyasal ¢6ziiciiler ve
¢oziicii kombinasyonlar1 test etmislerdir. Ekstraksiyon ¢oziictisii olarak 150 pL
kloroform ve dagitic1 ¢6ziicti olarak 350 puL metanol optimum olarak segilirken,
uygun pH'1 9, eklenecek tuz miktarin1 da 0.3 mol L NaCl olarak belirlemislerdir.
Kokain geri kazanimi, % 98.3’e kadar yiikselmistir. Sonug olarak DLLME ile basit,
uygun fiyatli ve hizli bir analiz yapmanin yani sira sadece kiigiik bir hacim ¢6ziicii
ve numune ile galigsarak kantitatif olarak 6l¢iim yapmuglardir.

Wu, J., ve ark. (2019), yaptiklar bir ¢alismada sirke i¢indeki, sirke kalitesinin aktif
bir gostergesi olan tetrametilpirazin (TMP) derisimini dispersif sivi-sivi mikro
ekstraksiyonu (DLLME) ile 6n deristirme islemine tabi tuttuktan sonra HPLC-UV
ile okuma islemi yapmuslardir. Gelistirilen yontem igin R?>0.999 korelasyon
katsayis1 ile 0,050-80,000 mg L™ derisim araliginda iyi bir dogrusallik sergilemistir.
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Ayrica, gelistirilen yontemi kullanarak sirke igindeki TMPmin geri kazanim
yiizdesini %97,97-105,24 araliginda bulmuslardir.

Raoufi, A., ve ark. (2019), yaptiklar1 bir ¢caligmada, kan 6rneklerindeki Atenolol,
Metoptolol ve Propranololu analizlemek i¢in HPLC-DAD ile birlestirilmis, iyonik
sivilar1 kullanilarak uygulanan DLLME yo6ntemini kullanmislardir. Uygulamis
olduklar1 bu yontemin daha 6nceki yontemlerle karsilagtirilmast sonucu, onerilen
yontemin kan drnegindeki ilaglarin ekstraksiyonu ve tayini i¢in tekrarlanabilir, hizli
ve glivenilir bir numune 6n deristirme teknigi oldugunu gostermistir.

Yao, T., ve ark. (2020), yaptiklar1 bir ¢alismada ddrt organik manyetik iyonik sivi
sentezlemis ve karakterize etmislerdir. Siit 6rneklerinde eser miktarda siilfonamidi
ayirmak, 6n deristirmek ve belirlemek i¢in HPLC ile birlestirilmis dagitici sivi-sivi
mikro ekstraksiyon yontemi uygulamislardir. Valide ettikleri yontemi, gercek siit
orneklerinde 5 siilfonamidin eszamanl analizinde basariyla uygulamislardir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Kullanilan Kimyasallar

. Vemurafenib (propan-1-siilfonik asit{3-[5-(4-klorofenil)-1H-pirolo[2,3-
b]piridin-3-karbonil]-2,4diflorofenil}-amit (99,5%, Roche F. Hoffmann-LaRoche
Ltd, Basel, Isvicre),

. HPLC saflikta asetonitril (Merck),

o Dimetilsiilfoksit (DMSO) (Merck),

° Dikloroetan (Merck),

. Kloroform (Lab-Scan),

. Diklorometan (Sigma-Aldrich),

° Klorobenzen (Sigma-Aldrich),

. Aseton (HPLC saflikta, Sigma-Aldrich),
. Etanol (Merck),

° Metanol (Merck),

. Sodyum kloriir (Merck),

o Orto-fosforik asit (85%, Merck),

° Sodyum hidroksit (Merck)

. Amonyak ¢ozeltisi (25%, Merck)

. Ure (Merck)

° Disodyum hidrojen ortofosfat, anhidrat (Merck)
o Potasyum dihidrojen ortofosfat (Merck)
. Amonyum kloriir (Merck)

. Sodyum siilfit, hidrat (J. T. Baker)

. Urik asit (98%, Sigma-Aldrich)

. Potasyum kloriir (Merck)

. Kalsiyum kloriir (Kimetsan)

. Potasyum siilfat (Merck)

. Magnezyum siilfat (Tekkim)

. Amonyum kloriir (Merck)

. HPLC saflikta Deiyonize ultra saf su (0,45 um milipor filtreli, Milipore

Company, USA) (Adnan Menderes Universitesi, Fen Edebiyat Fakiiltesi, Kimya
Boliimii, Biyokimya Arastirma Laboratuvari’ndan temin edilmistir.)
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3.1.1. Vemurafenib Stok Cozeltisinin Hazirlanmasi

Oncelikle stok ¢dzelti hazirlanmistir. Bunun igin 100 mg/L Vemurafenib, DMSO
icinde ¢oziilerek hazirlanmig ve karanlikta, +4°C’de saklanmistir. Bu stok ¢ozelti
kullanilarak her giin taze ¢ozeltiler hazirlanmistir. Caligma araligina bagl olarak
kalibrasyon c¢ozeltileri, hazirlanan stok c¢ozelti kullanilarak taze sekilde

hazirlanmustir.
3.1.2. Tampon Cozeltisinin Hazirlanmasi

0,34 mL fosforik asit tartilip 100 mL’lik balonjojeye konulmustur tizerine bir miktar
su eklenip pH metre ile dlgerek NaOH ile pH 7’ye ayarlanmistir. Daha sonra {izeri
su kullanilarak 100 mL hacme tamamlanmustir.

3.1.3. Mobil Fazin Hazirlanmasi

1 litrelik balonjojeye, 10 mM olacak sekilde fosforik asit eklenip yaklagik 300 ml
suda ¢Oziilmistir ve 600 mL asetonitril eklendikten sonra NaOH ¢ozeltisi
kullanilarak pH metre ile pH 9’a ayarlanmistir. Ardindan ¢6zelti, 1000 mL’ye su ile
tamamlanmustir.

3.2. Kullamilan Ekipman ve Cihazlar

Yapilacak ¢aligmalarda kullanilacak olan;

. HPLC (bir kuaterner pompa-G1311B, otoenjektor-G1329B ve DAD
dedektor-G4212B ile donatilmig Agilent Teknolojileri 1260 infinity LC
sistemi),

. Sabit faz olarak kullanilan X-Terra RP-18 84.60 x 250 mm L.D., 5 pm
kolonu,

. Santrifiij cihaz1 (Hettich EBA 8S),

. Manyetik karistirict (Wisd Lab. Ins. MSH-20D),

. Dijital pH metre (Weil-heim - WTW 315i),

. Tartim cihaz1 (GC1603S-OCE, Sartorius),

. Etiiv (Niive FN 400),
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. Saf su cihaz1 (GFL 2001/4),

° pH metre (Hanna Instruments HI2211),
o Otomatik pipetler (Microlit ve Isolab),
. Buzdolab1 (Vestel) gibi cihaz ve ekipmanlar Adnan Menderes Universitesi,

Fen Edebiyat Fakiiltesi, Kimya Bolimii, Analitik Kimya Arastirma

Laboratuari’ndan temin edilmistir.

Deneylerde kullanilan;

° Ultra safsu cihazi (Millipore - Simplicity),

. Su banyosu (Niive BS 402),

. Coklu calkalayic1 (Heidolph promax 202),

° Vorteks karistirict (Velp Scientifica) Adnan Menderes Unversitesi Kimya

Boliim Biyokimya Arastrma Laboratuvari’ndan temin edilmistir.
3.3. Vemurafenib Tayini icin Optimizasyon Calismalar

Belirli bir miktar ornek, konik tabanli santrifiij tiipiine alinarak Vemurafenib’in
farkli miktarlari ilave edilmistir. Tampon ¢ozeltisinin ardindan belirlenen miktarda
ekstraksiyon ¢oziiciisii igeren dagitict ¢oziicii hizlica bir siringa yardimu ile tiipe
aktarilmistir. Karigim nazikge calkalanmistir. Santriflij tiipiinde bulutlu ¢ozelti
olusunca belirlenen siire ve hizdaki santrifiij cihazina alinip santrifiijlenmistir. Dipte
toplanan sediment fazi mikrosiringa yardimiyla alinmis ve HPLC cihazinda
analizlenmistir.

Bu islemler, Ekstraksiyon ¢oziiclisiiniin se¢imi ve hacmi, dagitici ¢oziicii se¢imi ve
hacmi, pH’1n, tuz eklemenin ekstraksiyona etkisi, sicakligin belirlenmesi, santrifiij
hizinin ve siiresinin, ekstraksiyon siiresinin belirlenmesi gibi optimizasyon
parametreleri incelerken tekrarlanmustir.

Vemurafenib tayini i¢in optimizasyon ¢alismalari sonucu elde edilen bulgular
Boliim4.1.’de verilmistir.
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3.3.1. Ekstraksiyon Céziiciisii ve Dagitic1 Coziicii Secimi

Optimum kosullar belirlenirken ekstraksiyon ¢oziiciisii olarak 1,2-dikloroetan
(DKE), Kloroform (K), Diklorometan (DKM), Klorobenzen (KB) ile ¢alisirken,
dagitic1 ¢oziicli olarak Aseton (A), Etanol (E), Asetonitril (ACN) ve Metanol (M)
kullanilmustir.

[k deneme olarak ortamda 0,01 mg/L vemurafenib olacak sekilde 5 mL’lik, kapakl,
konik, plastik bir santrifiij tiipiine stok ¢ozeltiden gerekli miktar eklenmistir. Tiipe
1 mL fosfat tamponu (pH=7) ilave edilmis, toplam hacim 4500 pL olacak sekilde
su ile tamamlanmustir. Sulu 6rnek igerisine dagitici ¢oziicii (400 pL) ve ekstraksiyon
¢ozeltisi (100 pL) karisimi hizli bir sekilde enjekte edilmistir. Ornek ¢ozeltisine,
yapilan bu enjeksiyon 6rnek igerisinde ekstraksiyon ¢oziiciisiiniin kiiciik damla
yapilarinin olugsmasina yol agmistir. Karigim vortekslenip sanriftijlendiginde kiigiik
damlalar konik tiipiin dibinde toplanmigtir. Dibe toplanan alt fazdaki ekstraksiyon
¢Oziiciisli, mikro enjektorle alinarak dogrudan HPLC ile tayin edilmistir. DKM ile
yapilan caligmalarda 100uL ekstraksiyon ¢oziiciisii yeterli olmamustir. Sadece
DKM ile yapilan g¢aligmalarda, 400ul. dagitici ¢dziicii, 200uL ekstraksiyon
¢oziiciisii eklenip hafifce karistirilmis, vortekslenip, santrifiijlenmistir ve alt fazi
mikrogiringa ile alinip vial insert e konmus ve direkt olarak HPLC cihazina
verilmistir. Bu ¢alisma sartlarinda Vemurafenibe dair herhangi bir pik elde
edilememistir. Bu ilk denemede pik elde edemeyisin nedeni HPLC’ye direkt olarak
verilen ekstraksiyon c¢oziiciisiiniin varligindan olabilir diye disiiniiliip ikinci
ekstraksiyon denemesi yapilmistir.

Ikinci deneme ortamdaki Vemurafenib 0,50 mg/L olacak sekilde tekrarlanmistir.
Santrifiij islemi sonrasinda dibe toplanan alt fazdaki ekstraksiyon ¢6ziiciisii, mikro
enjektorle alinarak, bir vial insert i¢ine konulmustur. Ardindan 40°C’de ¢oziicii
buharlastirilmigtir. Coziicli tamamen buharlasinca 50 uL. dimetil siilfoksit (DMSO)
ve 150 pL mobil faz eklenip bir HPLC ile tayin edilmistir. DKM ile yapilan
caligmalarda yine 100uL ekstraksiyon ¢oziiciisli yeterli olmamistir. Sadece DKM
ile yapilan caligmalarda, 400uL dagitict ¢oziicli, 200uL ekstraksiyon ¢oziiciisii
eklenip hafifce kanigtirilmus, diger islemler aymi sekilde uygulanmustir. Bu
denemelerde pik gozlenmis fakat olmasi gerekenden ¢ok yiiksek derigimler elde
edilmistir. Deneme 2’de piklerin yiiksek olmasinin nedeni tampon kullanimindan

olabilir diye diisiiniiliip deneme 3 yapilmustir.
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Uciincii deneme ortamdaki Vemurafenib 0,50 mg/L olacak sekilde tekrarlanmistir.
Santrifiij islemi sonrasinda dibe toplanan alt fazdaki ekstraksiyon ¢oziiciisii, mikro
enjektorle alinarak, bir vial insert i¢ine konulmustur. Ardindan 40°C’de ¢oziicii
buharlastirilmigtir. Coziicli tamamen buharlasinca 50 pL. dimetil siilfoksit (DMSO)
ve 150 pL mobil faz eklenip bir HPLC ile tayin edilmistir. DKM ile yapilan
caligmalarda yine 100uL ekstraksiyon ¢oziiciisii yeterli olmamistir. Sadece DKM
ile yapilan caligmalarda, 400uL dagitic1 ¢oziicii, 200puL ekstraksiyon ¢oziiciisii
eklenip hafifce karistirilmis, diger islemler aynmi sekilde uygulanmistir. Tampon
kullanilmadan yapilan denemelerde verimin diistigii gorilmiis fakat yine g¢ok
yiiksek derisimler gozlemlenmistir. Deneme 3’de piklerin yiiksek olmasinin nedeni
kullanilan vemurafenib derisiminin yiiksek olmasindan olabilir diye diisiiniiliip
deneme 4 yapilmistir.

Dordiincii  deneme ortamdaki  Vemurafenib 0,05 mg/L olacak sekilde
tekrarlanmistir. Santrifiij islemi sonrasinda dibe toplanan alt fazdaki ekstraksiyon
¢oziiciisii, mikro enjektorle alinarak, bir vial insert i¢ine konulmustur. Ardindan
40°C’de ¢oziicii buharlagtirilmistir. Coziicii tamamen buharlaginca 50 pL dimetil
stilfoksit (DMSO) ve 150 pL mobil faz eklenip bir HPLC ile tayin edilmistir. Yine
DKM ile yapilan c¢alismalarda yine 100uL ekstraksiyon ¢oziiclisii yeterli
olmamustir. Sadece DKM ile yapilan ¢aligmalarda, 400uL dagitict ¢oziicii, 200ul
ekstraksiyon ¢oziiciisii eklenip hafifce karistirilmis, diger islemler ayni sekilde
uygulanmistir, Pik gézlenmis olup, yine olmasi gerekenden c¢ok yiiksek derigimler
elde edilmistir. Vial insertte ugurma gerceklestikten sonra DMSO ve mobil faz
eklendiginde iyi karigsmadigi ihtimali g6z 6niinde bulundurulup bir sonraki deneme

yapilmustir.

Bir sonraki denemede, ortamda 0,05 mg/L vemurafenib olacak sekilde 5 mL’lik,
kapakli, konik, plastik bir tiipe stok ¢ozeltiden gerekli miktar eklenmistir. Tiipe 1
mL fosfat tamponu (pH=7) ilave edilmis, toplam hacim 4500 pL olacak sekilde su
ile tamamlanmustir. Sulu 6rnek (Sekil 1.3.-1) igerisine dagitici ¢oziicii (400 pl) ve
ekstraksiyon ¢ozeltisi (100 pL) karisimi hizli bir sekilde enjekte edilmistir (Sekil
1.3.-11). Bu sekilde yapilan enjeksiyon, 6rnek igerisinde ekstraksiyon ¢oziiciistiniin
kiigiik damlacik formlarinin olusmasina yol agmistir (Sekil 1.3.- III). Bu adimda
kimi ¢6zeltide bulutlanma olusurken kimi ¢ozeltilerde olugmamustir. Dagitic
¢oziicii ve ekstraksiyon ¢oziiciisii segiminde bu durum da 6nemli bir degerlendirme
faktorii olmustur. DLLME’de ekstraksiyon karigiminin, sulu ¢6zeltide ekstraksiyon
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¢Oziiciisiiniin iyi damlacik formlarinin olusturmasinda dagitici ¢oziicli anahtar rol
oynar. Hidrofobik bir madde olan vemurafenib, toplam sulu ¢ozelti icerisinde
dagilan ekstraksiyon ¢ozeltisinde zenginlestirilmistir. Karigim vortekslenip
sanrifiijlendiginde kii¢lik damlaciklar konik tiipiin dibinde toplanmustir (Sekil 1.3.-
IV). Dibe toplanan alt fazdaki ekstraksiyon ¢dziiciisii, mikro enjektdrle alinarak, bir
vial insert i¢ine konulmustur. Ardindan 40°C’de ¢oziicli buharlastirilmistir. Coziicii
tamamen buharlasinca, 100uL DMSO eklenip DMSO nun iyice karismasi saglandi
ve HPLC ile 6l¢tilmiigtiir.

Ekstraksiyon ¢oziiciisii ve dagitict ¢oziicii segimi ¢aligsmalar1 sonucu elde edilen

degerler Bolim 4.1.1.°de verilmistir.

3.3.2. Extraksiyon Coziiciisii ve Dagitic1 Coziicii Hacminin Belirlenmesi

Ortamda 0,1 mg/L vemurafenib olacak sekilde 5 mL’lik, kapakli, konik, plastik bir
tiipe stok ¢ozeltiden gerekli miktar eklenmistir. Tiipe 1 mL fosfat tamponu (pH=7)
ilave edilmis, kullanilacak ekstraksiyon ¢ozgeni ve dagitici ¢6zgen miktar1 da
hesaplanip ¢ozeltinin toplam hacim 5000 uL olacak sekilde su ile tamamlanmistir.
Sulu 6rnek (Sekil 1.3.-1) igerisine dagitici ¢oziicii (200, 400, 600, 800, 1000 pL) ve
ekstraksiyon ¢ozeltisi (50, 100, 150, 200 uL) (Cizelge 3.1.) karigimi1 hizli bir sekilde
enjekte edilmistir (Sekil 1.3.-11).

Cizelge 3.1. Denemelerde kullanilan ekstraksiyon ¢oziiclisii ve dagitict ¢oziici

hacimleri
Kullanmilan ekstraksiyon Kullamilan dagitici
¢oziicii hacimleri (uL) ¢oziicii hacimleri (uL)
200
50
400
100
_ 1,2- 600
dikloroetan Etanol
150
800
200
1000
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Ornek ¢ozeltisine, bu yapilan enjeksiyon drnek icerisinde ekstraksiyon ¢dziiciisiiniin
kiiciik damla yapilarinin olusmasina neden olmustur (Sekil 1.3.-I1I). DLLME’de
ekstraksiyon karigiminin, sulu ¢ozelti icinde ekstraksiyon ¢oziiciisiiniin iyi damlacik
yapilarinin olusturmasinda dagitici ¢oziicii anahtar biiyiik oynar. Hidrofobik bir
madde olan vemurafenib, toplam sulu ¢6zelti igerisindeki ekstraksiyon ¢ozeltisinde
zenginlestirilmigtir. Karigim vortekslenip sanrifiijlendiginde kiiciik damlaciklar
konik tiipiin dibinde toplanmustir (Sekil Sekil 1.3.-1V). Dibe toplanan alt fazdaki
ekstraksiyon ¢oziiciisli, mikro enjektorle alinarak, bir vial insert icine konulmustur.
Ardindan 40°C’de ¢Oziicii buharlastirilmistir. Coziicii tamamen buharlasinca,
100pL DMSO eklenip, DMSO nun iyice karigmasi saglanip HPLC ile dl¢iilmiistiir.

Ekstraksiyon ¢oziiciisti ve dagitici ¢oziicii hacminin belirlenmesi ¢alismalar1 sonucu
elde edilen sonuglar B6liim 4.1.2.”de verilmistir.

3.3.3. pH’mn Ekstraksiyon Verimine Etkisi

Ekstraksiyon verimi iizerindeki pH etkisi ekstraksiyon ve mikro ekstraksiyon
tekniklerinde arastirilmaktadir. DLLME'de, farkli pH araliklarinda (pH=2, 4, 6, 7,
8, 10) calisilarak en uygun pH secilmistir.

Ortamda 0,1 mg/L vemurafenib olacak sekilde 5 mL’lik, kapakli, konik, plastik bir
tiipe stok ¢ozeltiden gerekli miktar eklenmistir. Tiipe 1 mL fosfat tamponu (pH=2,
4,6,7,8,10) ilave edilmis, 200 pL ekstraksiyon ¢dzgeni ve 800 uL dagitici ¢dzgen
eklenip hacim 5000 pL olacak sekilde su ile tamamlanmistir. Sulu 6rnek (Sekil 1.3-
I) icerisine dagitici ¢oziicli ve ekstraksiyon ¢ozeltisi karisimi hizli bir sekilde enjekte
edilmistir (Sekil 1.3-1I). Ornek ¢dzeltisine, bu sekilde yapilan enjeksiyon 6rnek
icerisinde ekstraksiyon ¢oziiciisiiniin kii¢iik damla formlarinin olusmasina neden
olmustur (Sekil 1.3-IIT). DLLME’de ekstraksiyon karisiminin, sulu ¢6zelti iginde
ekstraksiyon ¢oziiciisliniin iyi damlaciklar olusturmasinda dagitici ¢6ziicii anahtar
rol oynar. Hidrofobik bir madde olan vemurafenib, toplam sulu ¢ozelti igerisinde
dagilan ekstraksiyon ¢ozeltisinde zenginlestirilmistir. Karigim vortekslenip
sanrifiijlendiginde kiigiik damlaciklar konik tiipiin dibinde toplanmustir (Sekil 1.3-
IV). Dibe toplanan alt fazdaki ekstraksiyon ¢dziiciisii, mikro enjektorle alinarak, bir
vial insert i¢ine konulmustur. Ardindan 40°C’de ¢oziicti buharlastirilmistir. Coziicii
tamamen buharlasinca, 100uL. DMSO eklenip, DMSO nun iyice karismasi saglanip
HPLC ile olgiilmiistiir.
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pH’1n Vemurafenib’in DLLME verimine etkisi {izerine yapilan caligmalara ait
bulgular Boliim 4.1.3.’te verilmistir.

3.3.4. Tuz Eklemenin Ekstraksiyon Verimine Etkisi

Ekstraksiyon verimi iizerindeki tuz etkisi ekstraksiyon ve mikro ekstraksiyon
tekniklerinde arastirilmaktadir. DLLME'de, tuz ilavesi, ekstraksiyon verimliligini
artirabilir, hedef analitlerin ekstraktaki kiitle transferini azaltabilir veya ekstraksiyon
verimliligi iizerinde dikkate deger bir etkiye sahip olmayabilir. Bunu anlayabilmek
icin farkli oranlarda (%2, 4, 6, 8, 10) tuz eklenerek tuz etkisine bakilmistir.

Ortamda 0,1 mg/L vemurafenib olacak sekilde 5 mL’lik, kapakli, konik, plastik bir
tiipe stok ¢ozeltiden gerekli miktar eklenmistir. Tiipe 1 mL pH 7 fosfat tamponu
ilave edilmis, 200 pL ekstraksiyon ¢dzgeni ve 800 pL dagitici ¢ozgen eklenip hacim
5000 pL olacak sekilde tuzlu su (%2, 4, 6, 8, 10) ile tamamlanmistir. Sulu drnek
(Sekil 1.3-I) igerisine dagitict ¢oziicii ve ekstraksiyon ¢ozeltisi karigimi hizli bir
sekilde enjekte edilmistir (Sekil 1.3-1I). Ornek ¢ozeltisine, bu sekilde yapilan
enjeksiyon Ornek igerisinde ekstraksiyon ¢oziiciisiiniin kiigiik damla formlarinin
olugmasina neden olmustur (Sekil 1.3-111). DLLME’de ekstraksiyon karisiminin,
sulu ¢ozelti i¢ginde ekstraksiyon c¢oziiciisiiniin iyi damlaciklar olusturmasinda
dagitict ¢oziicii anahtar rol oynar. Hidrofobik bir madde olan vemurafenib, toplam
sulu c¢ozelti icerisinde dagilan ekstraksiyon ¢ozeltisinde zenginlestirilmistir.
Karigim vortekslenip sanrifiijlendiginde kiiciik damlaciklar konik tiipiin dibinde
toplanmugtir (Sekil 1.3-IV). Dibe toplanan alt fazdaki ekstraksiyon ¢oziiciisii, mikro
enjektorle alinarak, bir vial insert i¢ine konulmustur. Ardindan 40°C’de ¢oziicii
buharlastirilmigtir. Coziicii tamamen buharlasinca, 100pL. DMSO eklenip, DMSO
nun iyice karismasi saglanip HPLC ile 6l¢iilmiistiir.

Tuz eklemenin Vemurafenib’in DLLME verimine etkisi {izerine yapilan ¢aligsmalara
ait bulgular Boliim 4.1.4.’te verilmistir.

3.3.5. Sicakhigin Ekstraksiyon Verimine Etkisi

Ekstraksiyon verimi lizerindeki sicaklik etkisi ekstraksiyon ve mikro ekstraksiyon
tekniklerinde arastirilan diger bir parametredir. DLLME'de, sicakligin artmasi,
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ekstraksiyon verimliligini artirabilir, azaltabilir veya ekstraksiyon verimliligi
iizerinde dikkate deger bir etkiye sahip olmayabilir. Bunu anlayabilmek ig¢in
denemeler farkli sicakliklarda (5 °C, 15 °C, 25 °C, 35 °C, 45 °() calisilarak
sicaklik etkisine bakilmigtir.

Oncelikle ortam sicakliklarimi degistirebilmek icin su banyosu kullanilmustir.
Ortamda 0,1 mg/L vemurafenib olacak sekilde 5 mL’lik, kapakli, konik, plastik bir
tipe stok ¢ozeltiden gerekli miktar eklenmistir. Tiipe (segilen sicakliktaki su
banyosunda bekleyen) pH 7 fosfat tamponundan 1mL ilave edilmis, 200 pL
ekstraksiyon ¢ozgeni ve 800 pl. dagitici ¢ozgen eklenip hacim 5000 pL olacak
sekilde (segilen sicakliktaki su banyosunda bekleyen) su ile tamamlanmigtir. Tiip,
hizlica vortekslenip, segilen sicakliklarda hazirlanan su banyosu iginde ¢alkalanarak
bekletilmistir. Sulu 6rnek (Sekil 1.3-1) igerisine dagitici ¢oziicii ve ekstraksiyon
¢ozeltisi karisim hizli bir sekilde enjekte edilmistir (Sekil 1.3-1T). Ornek ¢zeltisine,
bu sekilde yapilan enjeksiyon 6rnek icerisinde ekstraksiyon ¢oziiciisiinlin kiigiik
damla formlarinin olugsmasina neden olmustur (Sekil 1.3-III). DLLME’de
ckstraksiyon karisiminin, sulu ¢ozelti iginde ekstraksiyon ¢oziiclisiiniin iyi
damlaciklar olugturmasinda dagitici ¢6ziicii anahtar rol oynar. Hidrofobik bir madde
olan vemurafenib, toplam sulu ¢ozelti igerisinde dagilan ekstraksiyon ¢ozeltisinde
zenginlestirilmistir. Karigim sanrifiijlendiginde kii¢iilk damlaciklar konik tiipiin
dibinde toplanmuistir (Sekil 1.3-1V). Dibe toplanan alt fazdaki ekstraksiyon
¢oziiciisii, mikro enjektorle alinarak, bir vial insert i¢ine konulmustur. Ardindan
40°C’de ¢oziicti buharlastirilmistir. Coziicli tamamen buharlasinca, 100uL. DMSO
eklenip, DMSO nun iyice karigmasi saglanip HPLC ile ol¢tilmiistiir.

Sicakligin Vemurafenib’in DLLME verimine etkisi iizerine yapilan ¢alismalara ait
bulgular B6liim 4.1.5.”te verilmistir.

3.3.6. Santrifiij Hizimin ve Siiresinin Ekstraksiyon Verimine Etkisi

Ekstraksiyon verimi iizerindeki santrifiij etkisi ekstraksiyon ve mikro ekstraksiyon
tekniklerinde arastirilan diger bir parametredir. Ekstraksiyon prosediirii geregi
kullanilan santrifiijiin optimum hizin1 ve siiresini belirlemek i¢in farkli hizlarda
(1000, 1500, 2000, 3000, 4000 rpm) ve farkli siirelerde (1, 5, 10, 15 dk) santrifiij
islemi uygulanip optimum kosullar belirlenmistir.
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Ortamda 0,1 mg/L vemurafenib olacak sekilde 5 mL’lik, kapakli, konik, plastik bir
tiipe stok cozeltiden gerekli miktar eklenmistir. Tiipe pH 7 fosfat tamponundan 1mL
ilave edilmis, 200 pL ekstraksiyon ¢6zgeni ve 800 uL dagitic1 ¢dzgen eklenip hacim
5000 pL olacak sekilde su ile tamamlanmistir. Tiip, hizlica vortekslenip, secilen
santrifiij hizt ve siiresi kosullarinda santrifiijlenmistir. Sulu 6rnek (Sekil 1.3-1)
icerisine dagitici ¢oziicli ve ekstraksiyon ¢ozeltisi karigimi hizli bir sekilde enjekte
edilmistir (Sekil 1.3-1I). Ornek ¢ozeltisine, bu sekilde yapilan enjeksiyon 6rnek
icerisinde ekstraksiyon coziiciisiiniin kiiciik damla formlarinin olusmasina neden
olmustur (Sekil 1.3-1I). DLLME’de ekstraksiyon karisiminin, sulu ¢ozelti iginde
ekstraksiyon ¢oziicilistinlin iyi damlaciklar olusturmasinda dagitici ¢6ziicii anahtar
rol oynar. Hidrofobik bir madde olan vemurafenib, toplam sulu ¢ozelti igerisinde
dagilan ekstraksiyon ¢ozeltisinde zenginlestirilmistir. Karisim sanrifiijjlendiginde
kiiciik damlaciklar konik tiipiin dibinde toplanmistir (Sekil 1.3-1V). Dibe toplanan
alt fazdaki ekstraksiyon ¢oziiciisii, mikro enjektorle alinarak, bir vial insert igine
konulmustur. Ardindan 40°C’de ¢oziicii buharlastirilmistir. Coziicii tamamen
buharlaginca, 100uL DMSO eklenip, DMSO nun iyice karigmasi saglanip HPLC ile

Olclilmiistiir.

Santrifiij hiz1 ve siiresinin, Vemurafenib’in DLLME verimine etkisi iizerine yapilan

caligmalara ait bulgular Boliim 4.1.6.’da verilmistir.
3.3.7. Ekstraksiyon Siiresinin Ekstraksiyon Verimine Etkisi

Ekstraksiyon verimini etkileyen parametreler iginde ekstraksiyon siiresi,
ekstraksiyon ve mikro ekstraksiyon tekniklerinde arastirilan diger bir parametredir.
Ekstraksiyon prosediirii sirasinda optimum siireyi belirlemek i¢in farkli siirelerde
(0, 5, 10, 15, 30, 45, 60 dakika) galkalayicida bekletilen tiipler, belirlenen siire
sonunda vortekslendikten sonra santrifij islemi uygulanip optimum kosul

belirlenmistir.

Ortamda 0,1 mg/L vemurafenib olacak sekilde 5 mL’lik, kapakli, konik, plastik bir
tiipe stok ¢ozeltiden gerekli miktar eklenmistir. Tiipe pH 7 fosfat tamponundan 1mL
ilave edilmis, 200 pL ekstraksiyon ¢6zgeni ve 800 uL dagitici ¢ozgen eklenip hacim
5000 uL olacak sekilde su ile tamamlanmustir. Tiip, ¢alkalayicida belirli bir siire (0,
5, 10, 15, 30, 45, 60 dakika) bekletildikten sonra, hizlica vortekslenip, segilen
santrifiij hizi ve siiresi kosullarinda santrifiijlenmistir. Sulu 6rnek (Sekil 1.3-1)
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igerisine dagitici ¢oziicli ve ekstraksiyon ¢ozeltisi karigimi hizli bir sekilde enjekte
edilmistir (Sekil 1.3-1I). Ornek ¢ozeltisine, bu sekilde yapilan enjeksiyon 6rnek
icerisinde ekstraksiyon ¢oziiciisiiniin kii¢iik damla formlarinin olugsmasina neden
olmustur (Sekil 1.3-1I1). DLLME’de ekstraksiyon karigiminin, sulu ¢dzelti i¢inde
ekstraksiyon ¢oziiciisliniin iyi damlaciklar olusturmasinda dagitict ¢dziicii anahtar
rol oynar. Hidrofobik bir madde olan vemurafenib, toplam sulu ¢ozelti igerisinde
dagilan ekstraksiyon ¢ozeltisinde zenginlestirilmistir. Karisim sanrifiijjlendiginde
kii¢iik damlaciklar konik tiipiin dibinde toplanmustir (Sekil 1.3-1V). Dibe toplanan
alt fazdaki ekstraksiyon ¢oziiciisii, mikro enjektorle alinarak, bir vial insert igine
konulmustur. Ardindan 40°C’de ¢oziicii buharlastirilmistir. Coziicii tamamen
buharlasinca, 100uL. DMSO eklenip, DMSO nun iyice karismasi saglanip HPLC ile

Olciilmiistiir.

Ekstraksiyon siiresinin, Vemurafenib’in DLLME verimine etkisi {izerine yapilan
caligmalara ait bulgular Boliim 4.1.7.’de verilmistir.

3.4. Optimize Edilen Metodun Yapay idrar Numunesine Uygulanmasi

Optimize edilen yontemin uygulamasi i¢in iki farkli yapay idrar numunesi
hazirlanmigtir. 1 nolu yapay idrar numunesi, Pickering Laboratuvarlari tarafindan
hazirlanip satilan triiniin i¢erigine gore hazirlanmigtir. 2 nolu idrar numunesi ise,
insan idrarinda bulunan igerige gore birgok kaynakta belirtilen degerler incelenip

hazirlanmustir.

Optimize edilen metodun yapay idrar numunesine uygalanmasina dair yapilan

caligmalara ait bulgular B6liim 4.2.”de verilmistir.
3.4.1. 1 Nolu Yapay idrar Numunesinin Hazirlanmasi

Bu yapay idrar numunesi Pickering Laboratuvarinda firetilen ve satisa sunulan
sentetik idrar degerlerine gore hazirlanmistir. Pickering Laboratuvari’nin {iriinii olan
yapay idrar numunesi i¢in, Cizelge 3.2’ de verilen bilesen derisimlerinde maddeler
tartilip 1 litrelik balonjojeye konulmus, iizeri saf su ile tamamlanmustir.
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Cizelge 3.2. Pickering Laboratuvar1t DIN EN 1616:1999 yapay idrar 6rnegi

Bilesen derisimi (g/L)
Ure 25
Sodyum Kloriir 9,0
Disodyum hidrojen ortofosfat, anhidrat | 2,5
Potasyum dihidrojen ortofosfat 2,5
Amonyum kloriir 3,0
Kreatinin 2,0
Sodyum siilfit, hidrat 3,0

1 nolu yapay idrar numunesi i¢in optimum kosullarda uygulanan DLLME
sonrasinda elde edilen bulgular Bolim 4.2°de, sonug degerler Cizelge4.10 ve
Sekil4.9’da goriilmektedir.

3.4.2. 2 Nolu Yapay idrar Numunesinin Hazirlanmasi

Bu konuda yaymlanmis bir¢ok kaynak incelenmis verilen tiim degerler bir tabloda
(Cizelge 3.3.) birlestirilmistir. Cizelgede, kaynaklardan direkt olarak alinan degerler
ve g/L’ye cevrilmis degerler birlikte verilmistir. Baz1 kaynaklarda 1 giinde toplanan
idrar miktar1 i¢indeki degerler g/giin ya da mol/giin olarak yazilmistir. Bu degerleri
g/L’ye cevirme islemi, giinde ortalama kag litre idrar iiretimi oldugu dikkate

almarak yapilmistir.
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Cizelge 3.3. Insan idrarmin yaymlarda belirtilen bilesenleri

* * (9%)
(3%) (5%) Jiin
052L | (p | (2L (Og5-2L
KAYNAKLAR 1% (2*) | idrar/giin) idrar/giin) | (6%) (7*) (8%) idrar/giin) (10*)** | (11%)
Ortalama Ortalama
1,25 litre 1, 5 litre Ortalama
' ! 1,25 litre
SU ?;E Z?E 0090-95 %095,6 9096
950 950 900-950 956
oL gL | gL gL gL 960 g/L
(9,3- 9,3-
. 9,3 20-35 20-30 14,23 | 17,3 15-20 17
URE(CH.N:0) gL | B3 ogiin 23,3 o/giin oL g | oL | o gL
g/L) g/L
93 | 2% 93- | 13320 | 1423 | 173 17
g/L /’L 23,3 16-28 g/L 23,3 ,/L /’L ' <35 ¢g/L 12-16 g/L n
g o/l o/l g g g 9
.. . 0,04-
URIK ASIT 0,3 0,3- 067 0,6-1 0,37 0,3- 119-380
(CsH4O3N4) g/L 2,0g/giin ! g/giin o/L 2,0g/giin | pmol/L

g/L




Cizelge 3.3. Insan idrarmnin yayinlarda belirtilen bilesenleri (devam)
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L 0,3 0,24-1,6 %’%L;_ 0,4-0,67 0,37 0,24- 0,02
g g/L g/L oL g/L g/L 1,6g/L | 0,06 g/L
1,87- 1,87-
.. 1,87 ; 120-240 i 6-10 98-112 | 9,60
KLORUR(CI) ’ 8,4 84 . ’
g/L oL mmol/giin oL g/giin mmol/L | g/L
1,87- 1,87-
1,87 ; 3,41-6,82 ; 3,48- 9,60
g/L ' 8,4 ' ’ 8,4 4,8-8 g/L y '
g/L gL g/L gL 3,98¢g/L | gL
SULFAT(SO/?) 1,8 30-60 ] ) 1,35
(MA:96) g/L | mmol/giin I g/giin 0.8 g/giin g/L
18 24-48 1,35
gL | mmoliL 0,67 g/L 0,64 g/L oL
1,8 2,3-4,61 1,35
g/L gL gL 0,67 g/L 0,64 g/L gL
0,81-
FOSFAT(PO4) 1,2 10-40 ) ) !
) . 1 g/gilin 1,2 g/glin 1,29
(MA:95) g/L | mmol/giin mmol/L
0,81-
1,2 8-32 '
g | mmoliL 0,67 g/L 096g/L | 1,29

mmol/L
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Cizelge 3.3. Insan idrarmnin yayinlarda belirtilen bilesenleri (devam)

12 | 0,76-3,04 0,08-
g/L gL oL 0,67 g/L 0969 | 415 g1
SODYUM(Na®) 117 | 6g/L | 100-150 | 1,17- o | 135145 | 540
(MA: 23) g/L mmol/giin | 4,39 0,53 #0,3-16 | 4-6g/glin | oo | gL
117 | 6g/lL | 1,842,76 | 1,17- 3,2- 3,10- | 540
oL gL gL 4,39 0,53 60L | 4gy1 |333g0 | gl
poTASYUM®KY | 075 | 97°% | 6080 | 075 3555 | 0,20
i) i) o - - A ) ) 1
MA: 39 ool | %19 | mmol/eiin | 2,61 1.92 #10-15 1 23 glgiin | ol | g/l
L
0,750-
075 | . 48-64 | 0,75- 16-24 | 3555 | 0,20
0g/L 2’6ng/ mmol/L | 2,61 1,92 %10-15 g/L mmol/L | g¢/L
0,750-
" 0.75 | 61/ | 187250 | 075- Lo 100-150 | 1,624 | 0,14- | 0,20
g Og/L | ™ g/L 2,61 ’ g/L o/L 0,21g/L | g/L




Cizelge 3.3. Insan idrarmin yaymlarda belirtilen bilesenleri (devam)
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KALSIYUM 015 | 411 | 0,03 021 | b2 00
(Ca™) gL | mmol/gin | 0,39 | 20MI | min 0,5 g/gin | 132 |
(MA: 40) ' mmol/L
1,12-
015 | 3288 | 0,03 0,21 ' 0,20
gL | mmouL | 039 | 290M9 | i O4glL | 132 1 0y
mmol/L
0,15 | 0,13-0,35 | 0,03- 0,21 0,04- | 0,20
9L glL glL 0,39 029 | muL 049k | 505/ | gL
MAGNEZYUM <3,0
0,1 36 0,02- 0,12 Y 10,65
(Mg#) ’ . ' ’ 0,4 g/giin | mmol/g ’
(MA: 24) g/L | mmol/giin | 0,20 mg/L iin g/L
01 | 2448 | 0,02- 0,12 oz gL | 24 | 065
g/L | mmol/lL | 0,20 mg/L 220 mmol/L | g/l
0,1 |0,06-0,12 | 0,02- 0,0001 <0,06 | 0,65
9L glL g/l 0,20 2 /L 0320L | il | g1
SODYUM
” 8001 | 815 722 | 141
KLORUR (NaCl) moL | wtn | maL | g
(MA: 58,5)
N 0,008 | 533-10 | 0,0072 | 14.1
g g/L g/L g/L g
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Cizelge 3.3. Insan idrarmin yayilarda belirtilen bilesenleri (devam)

POTASYUM 1641
KLORUR (KCI) ma/l. 289
(MA: 74,5) °
0,0016
g/L g/L 250
KALSi"YUM
KLORUR (CaCl,) 0649
(MA: 110,98)
POTASYUM
SULFAT (K,SO.) 566?5
(MA: 174,26) ’
0,0026
g/L 3g/L
MAGNEZYUM
SULFAT (MgSO.) n; 8/9|_ "y
(MA: 120) ° ’
0,789 0,43
g/L g/L g
MAGNEZYUM 143
KARBONAT mg/L

(MgCQs3)




Cizelge 3.3. Insan idrarmin yayilarda belirtilen bilesenleri (devam)
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POTASYUM 661
BiKARBONAT ma/L
(KHCO3)
POTASYUM 234
FOSFAT (KsPOy) mg/L
KALSIYUM 39
FOSFAT ma/L
(Cas(PO4)2)
FOSFORIK ASIT 2,12
(H3PO4) mL/L
SULFIRIK ASIT 1,70
(H,S0y) mL/L
TOTAL FOSFOR 0,47-
(P) 1,07
iNORgANiK 0,163- 0,163- 0.1 ofei
SULFUR (S) 1,80 180 | > el
HIiPPURIK ASIT 0,15g %g?(') 0,6 g/giin
. . . 0,09-
SITRIK ASIT 0.93
GLUKURONIK 0,07-
ASIT (C6H1007) 0,88
AMONYUM 30-50 <50
(NH4*) (MA: 18) mmol mmol/g

un
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Cizelge 3.3. Insan idrarmin yayilarda belirtilen bilesenleri (devam)

<0,9
g/L 0,54-09¢ gl
0,2-
AMONYAK 05 ' 0,5-0,5 1,9 )
(NHs) (MA: 17) giL %_3 o/giin mL 0,7 g/giin
0,2-
05 ’ 1,9
oL ?{17|_3 0,33 g/L .y 0,56 g/L
UL 0,55 8’% 0,37 1,9 0,62
m mL/L o mL/L mL mL/L
KREATIN 0,05-0,10
(HN:C(NH2)N(CH 0’0550’10 0-0,53 reedierd
3).CH2.CO;H.H0 e ¢ok az
1 alL 1,33 g/L <300mg/g
KREATININ 067 | 9670 L15 0,67- | (erkek) (kadin) | 04-08 | 20-100
(C4H:N30) 09L | ) 9 1 215 | 067glL <128mglg | g/ | wmol/L
’ (kadin) (erkek)




Cizelge 3.3. Insan idrarinin yayimlarda belirtilen bilesenleri (devam)
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133 g/L 9309 0.002-
" 067 | 1 | 0812 | 067 | (eriel) (ade) | 0408 | X0
g g/L g/L 215 | 0,67 g/L o g/L oL
(kadn)
(erkek)
oH (4.87.5) 5565 45800 | 4870 | 5870

** Bir insan i¢in giinliik idrar miktar1 belirtilmedigi i¢in diger kaynaklara bakarak yaklagik 1,25 litre varsayarak birimler /giin’den

/L’ye doniistiirilmiistiir.

(1*) Gordon, E., 2019

(2*) Helmenstine, A.M., 2019

(3*) Baig, A., 2011
(4*) Putnam, D.F., 1971
(5*) Sa, D.J. 2015

(6*) Smith, E.F. ve Marshall, J., 1881
Yukaridaki Cizelge 3.3, insan idrar1 bilesenleri ve miktarlarinin yaymlandig gesitli kaynaklardan elde edilen bilgilerle hazirlanmustir.

(7*)http://docplayer.net/52958387-Exercise-11-macroscopic-and-chemical-
examination-of-urine.html

(8*) Kasap Demir, B., 2016

(9%) Altiisik, M.., 2017

(10*) Ipekei, T. ve ark, 2015

(11*) Stolarz, A., ve ark, 2005

Bu bilgiler incelenmis ve 2 nolu yapay idrar numunesine eklenecek kimyasallar ve miktarlar1 karar verilmistir. Hazirlanan 2 nolu

yapay idrar numunesi i¢in kullanilacak kimyasallara ve miktarlarina hangi yollarla karar verildigi asagidaki Cizelge 3.4.’te

acgiklanmaktadir.
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Cizelge 3.4. 2 nolu yapay idrar numunesi icin igerik ve miktar belirlenmesinde
izlenen yol

ICERIK BELIRLENEN MIiKTAR VE NASIL BELIRLENDIGi

2 nolu yapay idrar numunesini hazirlarken kullanilacak tiim
U kimyasallarin miktar1 belirlendikten sonra 100 g idrar numunesi
hazirlamak i¢in gereken su miktarinin yiizde olarak hesapmalasi

~ 0 96°dr.

Ure miktar1 genelde belirli bir derisim araligi seklinde
verilmistir. Gerek kaynaklarda verilen referans araliklara

. bakilarak gerekse en sik rastlanan degere bakilarak
URE

degerlendirildiginde. En diisiik ve en yliksek araliklar dikkate
(CHsN20)

alindiginda ortalama alinmasi sonucu ¢ikan rakam, ¢ok tekrar
eden say1 (20 g/L) ile birbirine ¢ok yakindir. Bu bilgiler dikkate

alinarak kullanilacak miktar 20 g/L olarak karar verilmistir.

.. ) 2.kaynakta verilen 0,30 gram/L degeri diger birgok kaynaktaki
URIK ASIT

referans aralik degerlerinin de i¢inde oldugu igin 0,30 g/L,
(CsH4O3N4)

kullanilacak {irik asit miktar1 olarak belirlenmistir.

Na" miktar1 belirlenirken belirli bir aralik igin Dbelirtilen
degerlere sahip kaynaklar dikkate alinmistirc. Bu yaklagimla
1,2,6,11 nolu kaynaklar tek deger belirttigi i¢in elenmistir. 10
nolu kaynakta aralik olarak verilen degerlerin birbirine olan
yakinligindan dolay1 tek bir degermis gibi degerlendirilip diger
kaynaklar gibi elenmistir. 3. ve 4. kaynaklar i¢in verilen
Na* degerlerin ortalamasi alindiginda ise elde edilen deger olan 2,51
g/L eklenecek olan Na® i¢in belirlenen deger olustur. Daha
onceden hazirlanan 1 nolu yapay idrar numunesin NaCl’den
gelen Na* miktar1 daha yiiksek oldugu ve sonuglarin oldukga iyi
¢ikt1g1, herhangi bir girisim gézlenmedigi i¢in 2 nolu yapay idrar
numunesi i¢in disiik miktar Na® se¢ilmesinde bir sakinca

goriilmemistir
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Cizelge 3.4. 2 nolu yapay idrar numunesi icin igerik ve miktar belirlenmesinde
izlenen yol (devam)

Na" miktarimin  belirlenmesinin  ardindan tablodaki idrar
icerigindeki bilesenlere bakildiginda suda ¢o6ziinmesi sonucu
ortama Na* iyonu verecek kimyasal olarak NaCl kullanilmasi
kararma varilmistir Yapay idrar numunesine eklenecek NaCl
miktar1 incelenirken Na* ve Cl- miktarlar1 birlikte incelenmistir.
Kimi kaynaklar NaCl miktar1 seklinde belirtirken kimi kaynaklar
da sudaki iyon hallerinde yani Na* ve CI" seklinde miktarlarin

iyon derigsimleri seklinde ayri ayri vermistir. Fakat tabloda
SODYUM

KLORUR
(NaCl)

belirtilen CI iyonlarmin tamami NaCl’ye ait degidir. Ornegin;
idrar numunesinde bulunan NaCl de, KCI ve CaCl, gibi, CI
iyonlarini icerdigi i¢in bu kimyasallarin miktarlar1 belirlenirken
hem icerdikleri toplam CI', belirlenen deger kadar icermeli hem
de Na" miktar1 karar verilen Na* miktar1 kadar igermelidir.
Bunlart goz oniinde bulundurarak miktarlar belirlenmistir. 2,51
o/L Na* iyonu igeren NaCl miktar1 hesaplandiginda 6,37 g/L
olarak bulunmus, tartilmis ve 2 nolu yapay idrar numunesini
hazirlamak igin sulu c¢ozeltiye diger maddelerle birlikte

eklenmigtir.

8 nolu kaynakta belirtilen deger diger kaynaktakilere gore asir
yiiksek oldugu igin hesaplamalara dahil edilmemistir. Geri kalan
tim degerlerin ortalamasi alindiginda ¢ikan sonug¢ olan 1,41
g/L’dir. 0,75 g/L ve altindaki degerler hesaba katilmadan
K* ortalama alindiginda ise ¢ikan sonug¢ 2,22 g/L’dir. Ortama K*
iyonu saglamasi i¢in KCl ve K>SO, kullanilmistir. Bu bilesenler
icin kullanilacak miktar belirlenirken KCl igin hem K* hem de CI-
icin limit degerler arasinda kalacak bir miktar olmasina dikkat

edilmisgtir.
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Cizelge 3.4. 2 nolu yapay idrar numunesi icin igerik ve miktar belirlenmesinde
izlenen yol (devam)

Ayni sekilde K,SO; i¢in de hem K* hem de SO4? igin verilen
degerler arasinda kalacak bir miktar secilmistir. Buna
K* gore.yapilan hesaplamalar sonucu kullanilan K* miktari,
KCl’den 0,86 g/L, K2SOs’den 1,17 g/L, toplamda 2,03 g/L

olarak belirlenmistir.

2 nolu yapay idrar numunesine eklenecek optimum KCI
miktar1 belirlenirken de NaCl miktar1 i¢in yapilan
matematiksel hesaplar aynen uygulanmistir.

KCI miktar i¢in yayinlardaki aralik 1,64-2,8 g/L seklindedir.
Iyonlar1 igin baktigimizda K* i¢in 0,20-2,61 g/L, Cl- i¢in 1,87-

POTASYUM
KLORUR

KCI
(KCh 9,60 g/L olarak goriilmektedir. Bu araliklar dikkate alinarak bu

iyonlar igeren diger kimyasallarin da eklenecegi diisiiniilerek

eklenecek miktar 1,64 g/L olarak se¢ilmistir.

Yapay idrar numunesinin igerecegi Ca?* miktarim belirlerken
kaynaklar incelendiginde 1 nolu kaynakta verilen deger olan
0,15 g/L, aralik seklinde degerler olarak verilen 2 ve 3 nolu
Ca** kaynaklarin referans araligi iginde yer aliyor olarak
goriilmektedir. Bu nedenden dolay1 kullanilacak Ca?* miktar1
0,15 g/L seklinde belirlenmis olup Ca?* kaynag1 olarak CaCl,

kullanilmustir.

Ca?* kaynagi olarak CaCl; kullamildigi igin miktari

. belirlenirken de belirlenen Ca?* iyon degerini igerecek sekilde
KALSIYUM

KLORUR
(CaCly)

hesaplama yapilmistir. CI' derisim degerleri toplami1 CI°
derisim aralig1 i¢inde olacak miktar i¢in gerekli hesaplamalar

yapildiginda deger yaklasik olarak 0,44 g/L olarak

bulunmustur.
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Cizelge 3.4. 2 nolu yapay idrar numunesi icin igerik ve miktar belirlenmesinde
izlenen yol (devam)

Na* miktarinin belirlenmesinin ardindan suda ¢6ziinmesi
sonucu ortama Na* iyonu verecek kimyasal olarak ka¢ g/L
NaCl kullanilacagi kararina varilmigtir. Bu sekilde diisiinerek,
Na* miktar1 belirlendikten sonra eklenecek NaCl miktar1, K*
miktar1 belirlendikten sonra eklenecek KCl miktari, Ca?
miktart  belirlendikten sonra eklenen CaCl> miktart
AMONYUM | belirlendikten ve bu bilesikler yapay idrar numunesi
KLORUR hazirlamak igin eklendikten sonra ortamdaki toplam CI
(NH4CI) miktar1 hesaplanmistir. Eksik kalan CI” miktarini tamamlamak
icin 1 nolu idrar numunesinin de igeriginin incelenmesi
iizerine NH4Cl seklinde eklenmesi uygun bulunmustur.
Yukaridaki Cl igeren tiim kimyasallarin miktar1 belirlenince
arda kalan CI" miktar1 ve NH4Cl’den gelecek NH4*lin de 3. Ve
10. kaynakta verilen derisim araligi kosulunu saglayacak

sekilde 0,52 g/L olarak hesaplanr.

Cl- iyonunu igeren birgok bilesen oldugu i¢in kullanilacak
miktar belirlenirken 4g/L ve altindaki degerler hesaplamaya
dahil edilmemistir. Geri kalan degerlerin ortalamasi
alindiginda ¢ikan say1 7,67 g/L olmustur. Yani yaklasik olarak
] eklenecek ClI miktar1 7,67 g/L ile en yiiksek limit olan 9,60
cl g/L degeri arasinda bir deger secilmesi uygun goriigmiistiir.
Yapay idrar numunesi hazirlanirken kullanilan CI" miktarini
bulmak i¢in tartilan NaCl, KCl ve CaCl, ve NHCI

bilesenlerinin igerdikleri toplam Cl° hesaplandiginda ¢ikan

sonug 7,84 g/L. olarak bulunmustur.
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Cizelge 3.4. 2 nolu yapay idrar numunesi icin igerik ve miktar belirlenmesinde
izlenen yol (devam)

Mg?" miktar belirlenirken 2, 3, 4, 11 nolu kaynaklarda berilen
degerler dikkate almmistir. Bu kaynaklardan verilen
degerlerin ortalamasi aliarak, yapay idrar numunesindeki
kullanilacak Mg?* miktar1 belirlenmistir. 9 ve 10 nolu
kaynaklar i¢in verilen Mg?* miktar1 g/giin olarak gegmektedir
fakat giinde ka¢ mL idrar numunesi baz alinarak hazirlanmis
tam olarak kag litre idrar i¢in oldugu belirtilmemis olmasindan
Mg? dolay1 bu kaynak elenmistir. 6 nolu kaynaktaki deger diger
kaynaklarda verilen degerlere gore asir1 diisiik oldugu i¢in
elenmistir. Bu gibi durumlar incelendiginde 2., 3., 4. ve 11.
kaynaklar i¢in verilen degerlerin ortalamasi alinarak,
kullanilacak olan Mg?" miktar1 belirlenmistir. Ortalamalar1
alindiginda ise elde edilen deger olan 1,19 g/L eklenecek olan
Mg?* igin belirlenen deger olustur. 2 nolu yapay idrar
numunesini hazirlamak i¢in sulu ¢ozeltiye diger maddelerle

birlikte eklenmistir.

Verilen kaynaklar incelendiginde SO4* igin en diisiik deger
0,64 g/L, en yiiksek deger de 4,61 g/L ve tim degerlerin
ortalamas1 1,90 g/L olarak gdzlemlenmistir. SO4* kaynagi
SO4* olarak K;SOs ve MgSO4 kullanilmak {izere gereken
hesaplamalar yapildiginda ve SO4> miktarlar1 toplandiginda
cizelgedeki degerler arasinda kalan miktar olan 2,21 g/L

degerine karar verilmistir.

Mg?* kaynag olarak secilen MgSQs, Cizelgedeki verilen Mg?*
MAGNEZYU d e ¢ 8 Gizelg 8

M SULFAT
(MgSQOy)

ve SO derisimlerini karsilayacak ve K,SOs deki SO4*
miktarinin da dahil olacagim diisiiniip yapilan hesaplamalar

sonucu miktar 0,99 g/L olarak belirlenmistir.
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Cizelge 3.4. 2 nolu yapay idrar numunesi icin igerik ve miktar belirlenmesinde
izlenen yol (devam)

Yapay idrar numunesi hazirlandiginda ortamdaki K*, KCI’den
POTASYUM | gelecek olan miktar da diisiiniilerek ve SO4* iyon derisimi de
SULFAT MgSOs’ den gelecek olan deger de diisiliniiliip araligi da
(K2S0.4) saglayacak sekilde yapilan hesaplamalar sonucu kullanilacak
miktar 2,61 g/L olarak belirlenmistir.

Kaynaklarda verilen degerler incelendiginde 7 nolu

kaynaktaki deger diger kaynaklarda verilen degerlere gore

AMONYAK o o _
(NH:) asir1 yiiksek oldugu icin elenmistir. Diger kaynaklarda verilen
’ NHsz miktarlar1 ortalamas1 alinmast sonucu kullanilacak
amonyak miktar1 0,49 mL/L olarak bulunmustur.
, Kaynaklardaki degerlere bakildiginda kullanilacak kreatinin
KREATININ )
miktar;, en sik rastlanan deger olan 0,67 g/L olarak
(C4H:N3O) . -
belirlenmigtir.
. Sayica az kaynakta verilmis degerler olmasindan dolay1 diger
DIGER . : -
igerikler 2 nolu yapay idrar numunesi i¢in kullanilmamustir.
Tim hesaplamalar sonucu ¢6zelti hazirlanmak {lizere eklenen
H kimyasallar sonunda 6l¢iilen pH 6,45 olarak bulunmustur. Bu
Y

deger kaynaklarda belirtilen pH aralig1 icinde yer aldigi i¢in

pH ayari i¢in ekstra bir kimyasal kullanilmamustir.

Bu bilgiler goéz oniinde bulundurularak hazirlanan 2. yapay idrar numunesi igin
igerik ve derisimler Cizelge 3.5’ te verilmistir.
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Cizelge 3.5. 2 nolu yapay idrar icerigi

ICERIK DERISIM
Su ~% 96
URE(CH:N;0) 20 g/L
URIK ASIT(CsH4O3N,) 0,30 g/L
SODYUM KLORUR(NaCl) 6,37 g/L
POTASYUM KLORUR(KCI) 1,64 g/L
KALSIYUM KLORUR(CaCl,) 0,44 g/L
POTASYUM SULFAT (K,SOj) 2,61 g/L
MAGNEZYUM SULFAT(MgSO,) 0,99 g/L
AMONYUM KLORUR(NH,CI) 0,52 g/L
AMONYAK(NH) 0,49 mL/L
KREATININ (C;H/N30) 0,67 g/L
pH 6,45

Metot validasyon calismalar1 dahilinde 3000 puL yapay idrar numunesine ortamda
0,02, 0,1 ve 0,2 mg/L vemurafenib olacak sekilde 5 mL’lik, kapakli, konik, plastik
bir tiipe vemurafenib stok ¢ozeltisinden gerekli miktar eklenmistir. Tiipe pH 7 fosfat
tamponundan 1mL ilave edilmis, 200 pL ekstraksiyon ¢ozgeni ve 800 pL dagitici
cozgen eklenip hacim 5000 pL’ye tamamlanmustir. Tip, g¢alkalayicida 30 dk
bekletildikten sonra, hizlica vortekslenip, segilen santrifiij hizi ve siiresi
kosullarinda santrifiijlenmistir. Sulu ¢ozelti (Sekil 1.3 - I) igerisine dagitici ¢oziicii
ve ekstraksiyon ¢ozeltisi karisimi hizli bir sekilde enjekte edilmistir (Sekil 1.3-11).
Ornege, bu sekil yapilan enjeksiyon drnek igerisinde ekstraksiyon ¢oziiciisiiniin
kiigiik damlalarin olusmasina neden olmustur (Sekil 1.3-1II). DLLME’de
ekstraksiyon karigiminin, sulu ¢ozeltiye ekstraksiyon ¢oziiciisiiniin iyi damlaciklar
olusturmasinda dagitict ¢oziicii anahtar rol oynar. Hidrofobik bir madde olan
vemurafenib, toplam sulu c¢ozelti igerisinde dagilan ekstraksiyon ¢ozeltisinde
zenginlestirilmigtir. Karisim sanrifijjlendiginde kiiglik damlaciklar konik tiipiin
dibinde toplanmustir (Sekil 1.3-1V). Dibe toplanan alt fazdaki ekstraksiyon
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¢Oziiciisii, mikroenjektorle alinarak, bir vialinsert i¢ine konulmustur. Ardindan
40°C’de ¢oziicti buharlastirilmistir. Coziicii tamamen buharlasinca, 100uL. DMSO
eklenip, DMSO nun iyice karigmasi saglanip HPLC ile dl¢iilmiistiir.

2 nolu yapay idrar numunesi i¢in optimum kosullarda uygulanan DLLME
sonrasinda elde edilen bulgular Boliim 4.2°de, analiz sonuglar1 Cizelge 4.11 ve
Sekil4.10’da verilmstir.

3.5. Optimize Edilen Metodun Cesme Suyu Numunesine Uygulanmasi

Optimize edilen metodun uygulamasi i¢in diger bir matris olarak Adnan Menderes
Universitesi Analitik Kimya Laboratuvar’nin muslugundan akan su numunesi

kullanilmugtir.

Metot validasyon ¢alismalar1 dahilinde 3000 uL musluk suyu numunesine ortamda
0,02, 0,1 ve 0,2 mg/L vemurafenib olacak sekilde 5 mL’lik, kapakli, konik, plastik
bir tiipe vemurafenib stok ¢ozeltisinden gerekli miktar eklenmistir. Tiipe pH 7 fosfat
tamponundan 1mL ilave edilmis, 200 pL ekstraksiyon ¢6zgeni ve 800 pL dagitici
¢ozgen eklenip hacim 5000 pl’ye tamamlanmugtir. Tip, calkalayicida 30 dk
bekletildikten sonra, hizlica vortekslenip, segilen santrifiij hizi ve siiresi
kosullarinda santrifiijlenmistir. Sulu 6rnek (Sekil 1.3-I) igerisine dagitic1 ¢oziicii ve
ekstraksiyon ¢ozeltisi karigimi hizli bir sekilde enjekte edilmistir (Sekil 1.3-I1).
Ornek ¢ozeltisine, bu sekilde yapilan enjeksiyon ornek igerisinde ekstraksiyon
¢oziiclsiiniin kii¢iik damla formlarinin olusmasina neden olmustur (Sekil 1.3-111).
DLLME’de ekstraksiyon karigiminin, sulu ¢ozelti iginde ekstraksiyon ¢oziiciisiiniin
iyl damlaciklar olusturmasinda dagitict ¢6ziicli anahtar rol oynar. Hidrofobik bir
madde olan vemurafenib, toplam sulu ¢o6zelti igerisinde dagilan ekstraksiyon
¢ozeltisinde zenginlestirilmistir. Karisim sanrifiijlendiginde kii¢iik damlaciklar
konik tiipiin dibinde toplanmistir (Sekil 1.3-1V). Dibe toplanan alt fazdaki
ekstraksiyon ¢oziiciisii, mikro enjektdrle alinarak, bir vial insert i¢ine konulmustur.
Ardindan 40°C’de ¢6ziicii buharlastirilmistir. Co6ziicii tamamen buharlasinca,
100pL DMSO eklenip, DMSO nun iyice karigmasi saglanip HPLC ile 6l¢iilmiistiir.



72

Cesme suyu numunesi i¢in optimum kosullarda uygulanan DLLME sonrasinda elde
edilen bulgular Boliim 4.3°te, veriler Cizelge 4.12 ve Sekil 4.11°de bildirilmistir.

3.6. Metodun Validasyonu

Validasyon, bir metodun ilgili performans kriterlerine uygunlugunun belirlenmesi
icin, metod parametrelerinin belirlenerek incelendigi bir gegerlilik ¢aligmasidir.

Vemurafenib metodu validasyonu igin incelenen performans kriterleri; segicilik,
LOD (Tespit Limiti), LOQ (Tayin Limiti), l¢lim aralig1 ve linearite, dogruluk (geri
kazanim) ve kesinlik (tekrarlanabilirlik-tekrar tretilebilirlik) parametrelerinden
olusmaktadir.

Bu kapsamda validasyon galigmalari igin kullanilan matrisler yapay idrar ve ¢esme
suyudur.

Yapilan denemeler sonucunda elde edilen verilere gére metod uygunluk agisindan
degerlendirilip bulunanlar Boliim 4.4°te verilmistir.

3.6.1. Secicilik

Segiciligin belirlenebilmesi igin Oncelikle Vemurafenib igermeyen kér numune
HPLC cihazinda 249nm de Ol¢iilmiistiir. Aranan analit (1 mg/L Vemurafenib)
eklenerek kromatogramlarin incelenmesi sonucu girisim olusturup olusturmadigi
incelenmistir.

Secicilik parametresi igin elde edilen bulgular Boliim 4.4.1°de verilmistir.

3.6.2. LOD ve LOQ

LOD ve LOQ c¢alismalan i¢in, Vemurafenib iceren standart karisimindan 6l¢iim
sonucu 1,00 mg/L olacak sekilde hazirlanan spike numuneleri kullanilmis ve 10 kez

Olciim yapilmustir. Yapilan 6l¢iimlerin standart sapmasi 3 ile ¢arpilarak LOD’nin ve
10 ile ¢arpilarak LOQ’nun sayisal degeri belirlenmistir.
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LOD ve LOQ galismalarina ait veriler Boliim 4.4.2°de verilmistir.
3.6.3. Ol¢iim Aralig ve Dogrusallik

Kalibrasyon egrisini ¢izmek igin, metotta belirtilen standart ¢ozelti ile 0,5; 1,0; 2,5;
5,0; 7,5; 10,0 mg/L Vemurafenib igeren ¢ozeltiler hazirlanip degerler HPLC’de
okunmustur. Toplam 6 farkli diizeyde hazirlanan numunelerin HPLC’ye
enjeksiyonuyla elde edilen analiz sonuglari ile MS Excel programindan yararlanilip
kalibrasyon egrisi grafigi ¢izilmis ve korelasyon Kkatsayisi hesaplanmistir.
Dogrusalligin belirlenmesi i¢in ANOVA regrasyon analizi kullanilmig ve F-testi
yapilmistir. Vemurafenib’e ait kalibrasyon egrisi, cihazdan her bir derigim igin
okunan sonuglarin kalibrasyon egrisi denklemi ile hesaplanarak olmasi gereken
derisimlere kars1 grafik olusturulmustur.

Olgiim araligini ve dogrusallik calismalarina ait bulgular Boliim 4.4.3’te verilmistir.
3.6.4. Dogruluk (Geri Kazanim)

Geri kazanimi hesaplamak igin, ¢alisilan matrislerde (1 nolu yapay idrar, 2 nolu
yapay idrar ve musluk suyu), ¢aligma araligina giren ti¢ farkli derisimde (1,0; 5,0;
10,0 mg/L) ve her bir derisim i¢in 3’er adet olmak tizere; Vemurafenib eklenmis
idrar numuneleri hazirlanarak ayni giinde analiz edilmistir. Veriler, hazirlanan
kalibrasyon egrilerine gore degerlendirilmis ve geri kazanim degerleri
hesaplanmigtir. Hesaplanan sistematik hatanin gergek degerle arasinda dnemli bir

farkinin bulunup bulunmadigi t- testi yapilarak kontrol edilmistir.

Dogruluk (geri kazanim) ¢alismalarina ait bulgular Boliim 4.4.4’te verilmistir.
3.6.5. Kesinlik (Tekrarlanabilirlik-Tekrar Uretilebilirlik)

Kesinlik ¢aligmalan igin, ii¢ farkli derisimde (1,0; 5,0; 10,0 mg/L) vemurafenib
eklenerek her bir derisim i¢in 5’er adet hazirlanan numunelerin ayni giinde analiz

edilmesiyle veriler elde edilmistir. Bu veriler kullanilarak hesaplanan %RSD
degerleri yontemin tekrarlanabilirligini degerlendirmek i¢in kullanilmistir.
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Kesinlik (tekrarlanabilirlik-tekrar iretilebilirlik) caligmalarina ait bulgular B6lim
4.4.5’te verilmistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA
4.1. Vemurafenib Tayini i¢cin Optimizasyon Cahsmalar

Vemurafenib tayini i¢in optimizasyon ¢aligmalar1 yapilirken ekstraksiyon veriminin
en yiikksek oldugu sartlar segilmistir. Bu optimum sartlar1 belirlemek igin
ekstraksiyon ¢oziiciisiiniin se¢imi ve hacmi, dagitic1 ¢6ziicli se¢cimi ve hacmi, pH’1n,
tuz eklemenin ekstraksiyona etkisi, sicakligin belirlenmesi, santrifiij hizinin ve
stiresinin, ekstraksiyon siiresinin belirlenmesi gibi parametreler incelenmis sonuglar
asagida verilmistir.

4.1.1. Ekstraksiyon Coziiciisii ve Dagitic1 Coziicii Secimi

Optimum kosullar belirlenirken ekstraksiyon ¢oziiclisii olarak 1,2-dikloroetan
(DKE), Kloroform (K), Diklorometan (DKM), Klorobenzen (KB) ile calisirken,
dagitict ¢oziicli olarak Aseton (A), Etanol (E), Asetonitril (ACN) ve Metanol (M)

kullanilmustir,

DKM ile yapilan denemelerde ekstraksiyon c¢oziiciisiiniin fazla miktarlarinin
harcanmasindan, ekstraksiyon sirasinda bulutlanmanin olmamasindan, ekstraksiyon
veriminin diisiik olmasindan dolayr DKM ekstraksiyon ¢oziiciisii olarak uygun
bulunmamistir. Bu nedenle bu asamada yapilan denemelere DKM dahil

edilmemigtir.

0,05 mg/L baslangi¢ derisimindeki Vemurafenib’in DLLME yontemi ile
onderistirilmesi  sonucu 5,00 mL’lik 6rnek hacminden 100 pL’lik hacme
deristirilmesi ile 50 kat derisik hale gelmesi beklenir. Bu durumda 0,05 mg/L olan
Vemurafenib derisiminin DLLME yontemiyle onderistirme sonrast HPLC
cihazinda okuma iglemi sonucu elde edilecek Vemurafenib derisiminin 2,50 mg/L
olmasi beklenir.

DLLME sonrasinda 2,50 mg/L olmasi beklenen Vemurafenib’in farkli dagitici ve
ekstraksiyon ¢oziictisii tiirleri kullanilarak yapilan DLLME yontemi sonrasinda
olgiilen derisimleri ve % geri kazanim i¢in sonuglar Cizelge 4.1’de verilmistir. Elde
edilen % geri kazanim degerlerinin birbiriyle karsilastirilmis sekli grafiksel olarak
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Sekil 4.1.°de ve ekstraksiyon sirasinda olusan bulanikliklar Cizelge 4.2.°de
verilmistir.

Cizelge 4.1. Farkli dagitici ve ekstraksiyon ¢oziiclisii kullanimi sonucu,
ekstraksiyon sonrasinda 2,50 mg/L olmasi beklenen Vemurafenib’in
DLLME sonrasinda 6lg¢iilen derisim ve % geri kazanim degerleri

Ekstraksiyon | Dagitici DLLME So.n " opGeri
Coziiciisi | Cozitcin | omurafenib -, amm
Derisimi (mg/L)

DKE A 2,50+0,39 99,87

DKE E 2,72+0,12 108,88

DKE ACN 2,31+0,38 92, 24

DKE M 2,93+0,52 117,35

KB A 2,85+0,21 114,10

KB E 2,93+0,86 117,11

KB ACN 3,98+0,96 159,26

KB M 6,24+1,56 249,61

K A 2,56+0,26 102,48

K E 2,18+0,32 87,02

K ACN 3,18+1,06 127,40

K M 2,23+0,41 89,04
DKE: 1,2-dikloroetan KB: Klorobenzen K: Kloroform

A: Aseton E: Etanol ACN: Asetonitril M: Metanol
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%GERI KAZANIM
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Sekil 4.1. Farkli dagitic1 ve ekstraksiyon ¢oziictisii kullanimi sonucu, ekstraksiyon
sonrasinda 2,50 mg/L olmas1 beklenen Vemurafenib’in % geri kazanim

degerleri lizerine etkisi

Cizelge 4.2. Denemelerde ekstraksiyon sirasinda olusan bulanikliklar

1. 2. 3. 4. 5.
DENEME | DENEME | DENEME | DENEME | DENEME

DKE+A - - - - -
DKE+E + + + + +
DKE+ACN + X X - -

DKE+M - + X X X
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Cizelge 4.2. Denemelerde ekstraksiyon sirasinda olusan bulanikliklar (devam)

K+A X X X X X
K+E - X - + X
K+ACN X - X - -
K+M X X - + X
DKM+A - - - - -
DKM+E - - - - -
DKM+ACN - - - - -
DKM+M - - - - -
KB+A X X - X +
KB+E + X + + +
KB+ACN X X X X X
KB+M X - X + +
+:bulanik -: bulanik degil ~ X: az bulanik

Iyi bir dagitict ¢oziicii, ekstraksiyon c¢oziiciisiinde ¢dziinebilmeli ve Ornekteki
¢oziicli ile tam karisarak sulu faz igerisinde ekstraksiyon ¢oziiclisiini kiigiik
damlaciklar halinde dagitip bulutlu ¢6zelti olusturmalidir. Bu durum, sulu kisim ile
ekstraksiyon ¢oziiciisliniin arasindaki biiylik yiizey alaninin temelini olusturur,
boylece ekstraksiyon verimliligi arttirilabilir.
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Iyi bir ekstraksiyon ¢éziiciisii, yogunlugu sudan daha fazla olmali ve santrifiijleme
ile sulu fazdan kolaylikla ayrilabilmeli, iyi kromatografik davranis sergilemelidir.

DKM ile yapilan denemelerde ekstraksiyon c¢oziiciisiiniin fazla miktarlariin
harcanmasindan, ekstraksiyon sirasinda bulutlanmanin olmamasindan, ekstraksiyon
veriminin diisiik olmasindan dolayt DKM ekstraksiyon coziiciisii olarak uygun
bulunmamistir. Bu nedenle DKM uygun bir ekstraksiyon c¢ozgeni olarak

secilmemistir.

KB ile yapilan denemelerde ekstraksiyon veriminin olmasi gerekenden ¢ok daha
fazla c¢ikmasindan dolayt KB ekstraksiyon ¢oziiciisii  olarak uygun
bulunmamaktadir. Bu nedenle KB de uygun bir ekstraksiyon ¢6zgeni olarak
secilmemistir.

K ile yapilan denemelerde dagitict ¢oziicii olarak asetonun kullanildigi
ekstraksiyonlarda ekstraksiyon verimleri oldukcta yliksek bulunmustur fakat
kloroformun zehirli olmasi ve bulanikligin az olmasi nedeniyle K da uygun bir

ekstraksiyon ¢ozgeni olarak secilmemistir.

Ekstraksiyon verimi, ekstraksiyon sirasinda olusan bulanikliklar, piklerin olugsumu
g0z Oniine alindiginda ekstraksiyon ¢6zgeni olarak dikloroetan (DKE), dagitici
¢ozgen olarak etanol (E) secilmistir.

4.1.2. Extraksiyon Cozgeni ve Dagitici Cozgen Hacminin Belirlenmesi

Ektraksiyon ¢0ziici hacmi ekstraksiyon isleminde Onemli bir parametredir.
Ekstraksiyon ¢6ziicii hacmi arttik¢a, santrifiijleme sonrasi elde edilen sediment faz
hacmi artar, bu durum, hedeflenen analitin organik fazdaki derisimini azaltir.
Bununla birlikte, her ne kadar ekstraksiyon geri kazanimi sabit olsa da
zenginlestirme faktorii diser. Bu sonug, hedeflenen bilesiklerin tayinindeki
duyarlig1 disiirir. Bundan dolayi, uygun ekstraksiyon hacminin hem yiiksek
zenginlestirme faktori i¢in hem de santrifiij sonrasini takip eden tayin i¢in yeterli
miktarda olmasi gerekir.
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Dagitici ¢oziicli hacminin degismesi sediment faz hacmini degistirir. Bu yiizden
sabit sediment faz hacmi elde etmek igin dispersif ¢oziici ve ekstraksiyon
¢oziiciisiiniin hacimlerinin optimize edilmesi gerekir. Iyi bir bulutlanma elde etmek,
dispersif ¢oziiciinin  hacmi, sulu faz ve ekstraksiyon ¢oziicii hacimleri
optimizasyonu ile ilgilidir

0,10 mg/LL baslangi¢ derisimindeki Vemurafenib’in DLLME yontemi ile
onderistirilmesi sonucu 5,00 mL’lik 6rnek hacminden 100 pL’lik hacme
deristirilmesi ile 50 kat derisik hale gelmesi beklenir. Bu durumda 0,10 mg/L olan
Vemurafenib derisiminin DLLME yontemiyle onderistirme sonrast HPLC
cihazinda okuma iglemi sonucu elde edilecek Vemurafenib derisiminin 5,00 mg/L
olmas1 beklenir.

DLLME sonrasinda 5,00 mg/L olmasi beklenen Vemurafenib’in, farkli dagitici ve
ekstraksiyon ¢oziictisii miktarlart kullanilarak yapilan DLLME yo6ntemi Sonrasinda
olgiilen derisimleri ve % geri kazanimlar Cizelge 4.3’te verilmistir. Hesaplanan %
geri kazanim degerlerinin birbiriyle karsilastirilmis sekli grafiksel olarak Sekil
4.2.°de gosterilmistir.

Cizelge 4.3. Farkli dagitic1 ve ekstraksiyon ¢oziicii hacimlerinin kullanimi sonucu,
ekstraksiyon sonrasinda 5,00 mg/L olmasi beklenen Vemurafenib’in
DLLME sonrasinda dlgiilen derisim ve % geri kazanim degerleri

Dagitici Ekstraksiyon | DLLME Sonrasi
Coziicii Coziiciisii Vemurafenib
Hacmi (uL) |Hacmi (uL) |Derisimi (mg/L)

%Geri
Kazanim

200 50 3,00+0,20 60,09
200 100 4,14+0,11 82,85
200 150 4,21+0,13 84,30

200 200 4,53+0,23 90,67
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Cizelge 4.3. Farkli dagitic1 ve ekstraksiyon ¢oziicii hacimlerinin kullanimi sonucu,
ekstraksiyon sonrasinda 5,00 mg/L olmasi beklenen Vemurafenib’in
DLLME sonrasinda Olgiilen derisim ve % geri kazanim degerleri

(devam)

400 50 2,57+0,19 51,37
400 100 4,20+0,12 83,95
400 150 4,60+0,15 91,92
400 200 4,64+0,23 92,72
600 50 3,06+0,40 61,24
600 100 4,37+0,31 87,31
600 150 4,38+0,14 87,51
600 200 4,49+0,21 89,76
800 50 3,19+0,43 63,75
800 100 4,50+0,22 90,06
800 150 4,56+0,16 91,17
800 200 4,82+0,08 96,48
1000 50 2,89+0,28 57,79
1000 100 4,20+0,15 84,00
1000 150 4,56+0,12 91,27
1000 200 4,77+0,10 95,43
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%GERI KAZANIM
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Sekil 4.2. Farkli dagitic1 ¢oziicii ve ekstraksiyon ¢oziicti hacimlerinin, ekstraksiyon
sonrasinda 5,00 mg/L olmas1 beklenen Vemurafenib’in geri kazanim
degerleri lizerine ekisi

Yapilan denemeler sonucunda ekstraksiyon verimi goéz Oniine alindiginda
ekstaksiyon ¢oziiciisiiniin 50 mL, 100 mL ve 150 mL’ sinin yeterli miktar olmadigi
gorlilmiistiir. Dagitici ¢ozelti miktarlari incelendiginde 200 mL, 400 mL ve 600 mL
icin geri kazanim degerleri, 800 mL i¢in olan degere gore diisiik bulunmustur. Fakat
dagitic1 ¢oziicli miktar1 daha da artirilip 1000 mL yapildiginda % geri kazanimin
diistiigl goriilmiistiir. Sonug olarak ekstraksiyon ¢6zgeninin hacmi 200pL olarak,
dagitic1 cozgenin hacmi de 800uL olarak secilmistir.

4.1.3. pH’1n Ekstraksiyon Verimine Etkisi

Ekstraksiyon verimi iizerindeki pH etkisi ekstraksiyon ve mikro ekstraksiyon
tekniklerinde arastirilmaktadir. DLLME'de, farkli pH araliklarinda (pH=2, 4, 6, 7,
8, 10) calisilarak en uygun pH secilmistir.

0,10 mg/L baslangi¢ derisimindeki Vemurafenib’in DLLME yontemi ile
onderistirilmesi sonucu 5,00 mL’lik 6rnek hacminden 100 pL’lik hacme
deristirilmesi ile 50 kat derisik hale gelmesi beklenir. Bu durumda 0,10 mg/L olan
Vemurafenib derisiminin DLLME yontemiyle oOnderistirme sonrast HPLC
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cihazinda okuma iglemi sonucu elde edilecek Vemurafenib derisiminin 5,00 mg/L
olmasi beklenir.

Ekstraksiyon sonrasinda 5,00 mg/L olmasi beklenen Vemurafenib’in, farkli pH
degerlerinde yapilan DLLME sonrasinda olgiilen derisimleri ve % geri kazanim
sonuglart Cizelge 4.4’te verilmistir. Elde edilen % geri kazanim degerlerinin
birbiriyle karsilastiriimis sekli grafik olarak Sekil 4.3.”te verilmistir.

Cizelge 4.4. Farkli pH degerlerinin kullanim1 sonucu, ekstraksiyon sonrasinda 5,00
mg/L olmasi beklenen Vemurafenib’in DLLME sonrasinda olgiilen
derisim ve % geri kazanim degerleri

DLLME Sonrasi % Geri
pH Vemurafenib K:zanlm
Derisimi (mg/L)
4 4,75+0,11 95,04
5 4,82+0,04 96,35
- 4,82+0,04 96,35
8 4,19+0,28 83,77
10 3.68+0,02 73,51
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%GERI KAZANIM
100,00
80,00
60,00
40,00
20,00
0,00
pH:2 pH:4 pH:6 pH:7 pH:8 pH:10

Sekil 4.3. Farkli pH degerlerinin, ekstraksiyon sonrasinda 5 mg/L olmas1 beklenen

Vemurafenib’in geri kazanim degerleri iizerine ekisi

Yapilan denemeler sonucunda ekstraksiyon verimi ve ydntemin kullanilacagi
uygulama alaninin pH’1 7 olan insan viicut sivilar1 olmas1 gbz 6niline alindiginda
denemeler i¢in en uygun pH degeri 7 olarak belirlenmistir.

4.1.4. Tuz Eklemenin Ekstraksiyon Verimine Etkisi

Ekstraksiyon verimi iizerindeki tuz etkisi ekstraksiyon ve mikro ekstraksiyon
tekniklerinde arastirilmaktadir. DLLME'de, tuz ilavesi, ekstraksiyon verimliligini
artirabilir, hedef analitlerin ekstraktaki kiitle transferini azaltabilir veya ekstraksiyon
verimliligi lizerinde dikkate deger bir etkiye sahip olmayabilir. Bunu anlayabilmek
igin farkli oranlarda (%2, 4, 6, 8, 10) tuz eklenerek tuz etkisine bakilmigtir.

0,10 mg/L. baslangi¢ derisimindeki Vemurafenib’in DLLME yontemi ile
onderistirilmesi  sonucu 5,00 mL’lik 6rnek hacminden 100 pL’lik hacme
deristirilmesi ile 50 kat derisik hale gelmesi beklenir. Bu durumda 0,10 mg/L olan
Vemurafenib derisiminin DLLME yontemiyle oOnderistirme sonrast HPLC
cihazinda okuma iglemi sonucu elde edilecek Vemurafenib derigiminin 5,00 mg/L
olmasi beklenir.
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Ekstraksiyon sonrasinda 5,00 mg/L. olmasi beklenen Vemurafenib’in, farkli
miktarlarda tuz eklenerek yapilan DLLME sonrasinda 6lgiilen derisimleri ve % geri
kazanim degerleri Cizelge 4.5’te verilmistir. Elde edilen % geri kazanim
degerlerinin birbiriyle karsilagtirilmis sekli grafiksel olarak Sekil 4.4.’te verilmistir.

Cizelge 4.5. Farkli %NaCl degerlerinin kullanimi sonucu, ekstraksiyon sonrasinda
5,00 mg/L olmasi beklenen Vemurafenib’in DLLME sonrasinda
olgiilen derigim ve % geri kazanim degerleri

T | iy | e
Derisimi (mg/L)
0 4,82+0,02 96,40
2 4,80+0,10 96,00
4 4,53+0,04 90,60
6 4,44+0,09 88,80
8 4,34+0,13 86,80
10 4,36+0,11 87,20

%GERI KAZANIM
100,00

80,00
60,00
40,00
20,00

0,00
%0 NaCl %2 NaCl %4 NaCl %6 NaCl %8 NaCl %10
NaCl

Sekil 4.4. Farkli %NaCl degerlerinin, ekstraksiyon sonrasinda 5,00 mg/L olmasi

beklenen Vemurafenib’in geri kazanim degerleri iizerine ekisi
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Ektraksiyona tuzun etkisi bakilirken yapilan ¢aligmalarin tekrarlanan sonuglar elde
edilememesi ve artan tuz miktarinin ekstraksiyon verimini artirmamast sonucunda
bundan sonra yapilacak ¢alismalar i¢in kullanilacak NaCl miktar1 %0 olarak

belirlenmistir.

4.1.5. Sicakhgin Ekstraksiyon Verimine Etkisi

Ekstraksiyon verimi lizerindeki sicaklik etkisi ekstraksiyon ve mikro ekstraksiyon
tekniklerinde arastirilan diger bir parametredir. DLLME'de, sicakligin artmasi,
ekstraksiyon verimliligini artirabilir, azaltabilir veya ekstraksiyon verimliligi
tizerinde dikkate deger bir etkiye sahip olmayabilir. Bunu anlayabilmek igin
denemeler farkli sicakliklarda (5 °C, 15 °C, 25 °C, 35 °C, 45 °C) caligilarak
sicaklik etkisine bakilmuistir.

0,10 mg/L baslangi¢ derisimindeki Vemurafenib’in DLLME yontemi ile
onderistirilmesi sonucu 5,00 mL’lik 6rmek hacminden 100 pL’lik hacme
deristirilmesi ile 50 kat derisik hale gelmesi beklenir. Bu durumda 0,1 mg/L olan
Vemurafenib derisiminin DLLME yontemiyle onderistirme sonrast HPLC
cihazinda okuma iglemi sonucu elde edilecek Vemurafenib derisiminin 5,00 mg/L

olmasi beklenir.

Ekstraksiyon sonrasinda 5,00 mg/L. olmasi beklenen Vemurafenib’in, farkli
sicakliklarda yapilan DLLME sonrasinda Olgiilen derisimleri ve % geri kazanim
degerleri Cizelge 4.6’da verilmistir. Elde edilen % geri kazanim degerlerinin

birbiriyle karsilagtirilmis sekli grafiksel olarak Sekil 4.5.’te verilmistir.
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Cizelge 4.6. Farkli sicaklik degerlerinin kullanimi sonucu, ekstraksiyon sonrasinda
5,00 mg/L olmasi beklenen Vemurafenib’in DLLME sonrasinda
olgiilen derisim ve % geri kazanim degerleri

DLLME Sonrasi ]
Sicakhik ) % Geri
Vemurafenib
(°C) ) Kazanim
Derisimi (mg/L)
5 4 54+0,12 90,80
15 4,57+0,27 91,40
25 4,83+0,07 96,58
35 4,42+0,26 88,49
45 3,78+0,15 75,60
%GERI KAZANIM
100,00
80,00
60,00
40,00
20,00
0,00
5°C 15°C 25°C 35°C 45 °C

Sekil 4.5. Farkli sicaklik degerlerinin, ekstraksiyon sonrasinda 5,00 mg/L olmasi

beklenen Vemurafenib’in geri kazanim degerleri iizerine ekisi



88

Farkl1 sicakliklarda yapilan denemeler sonucunda 5 °C ve 15 °C’de ekstraksiyon
veriminde diisme olmustur. 25°C’de ekstraksiyon verimi en yiiksek olarak
gbzlemlenirken 35°C ve 45 °C’ de ekstraksiyon verimi diigmiistiir. Yapilan bu
caligmalarin sonucunda en yiiksek verimi saglayan sicaklik olan oda sicakligi yani
25°C, optimum kosul olarak belirlenmistir.

4.1.6. Santrifiij Hizinin ve Siiresinin Ekstraksiyon Verimine Etkisi

Ekstraksiyon verimi iizerindeki santrifiij etkisi ekstraksiyon ve mikro ekstraksiyon
tekniklerinde arastirilan diger bir parametredir. Ekstraksiyon prosediirii geregi
kullanilan santrifiijin optimum hizin1 ve siiresini belirlemek igin farkli hizlarda
(1000, 1500, 2000, 3000, 4000 rpm) ve farkli siirelerde (1, 5, 10, 15 dk) santrifiij
islemi uygulanip optimum kosullar belirlenmistir.

0,10 mg/L baslangi¢ derisimindeki Vemurafenib’in DLLME yontemi ile
onderistirilmesi sonucu 5,00 mL’lik 6rmek hacminden 100 pL’lik hacme
deristirilmesi ile 50 kat derisik hale gelmesi beklenir. Bu durumda 0,10 mg/L olan
Vemurafenib derisiminin DLLME yontemiyle onderistirme sonrast HPLC
cihazinda okuma iglemi sonucu elde edilecek Vemurafenib derigsiminin 5,00 mg/L

olmasi beklenir.

Ekstraksiyon sonrasinda 5,00 mg/L. olmasi beklenen Vemurafenib’in, farkli
santrifiij hizlarinda yapilan DLLME sonrasinda Olgiilen derigimleri ve % geri
kazanim degerleri Cizelge 4.7°de verilmistir. Elde edilen % geri kazanim
degerlerinin birbiriyle karsilastirilmis sekli grafiksel olarak Sekil 4.6.”da verilmistir.
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Cizelge 4.7. Farkli santriflij hizlarinin, ekstraksiyon sonrasinda 5,00 mg/L olmasi
beklenen Vemurafenib’in DLLME sonrasinda olgiilen derisim ve
%geri kazanim degerleri

DLLME Sonrasi .
Santrifiij Hiz ] % Geri
Vemurafenib
(rpm) ) Kazanim
Derisimi (mg/L)
1000 4,61+0,09 92,20
1500 4,72+0,10 94,41
2000 4,81+0,02 96,11
3000 4,80+0,04 96,08
4000 4,78+0,10 95,66
%GERI KAZANIM
100,00
80,00
60,00
40,00
20,00
0,00

1000 rpm 1500 rpm 2000 rpm 3000 rpm 4000 rpm

Sekil 4.6. Farkli santrifiij hizlarinin, ekstraksiyon sonrasinda 5,00 mg/L olmasi
beklenen Vemurafenib’in geri kazanim degerleri iizerine ekisi
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Ekstraksiyon sonrasinda 5,00 mg/L. olmasi beklenen Vemurafenib’in, farkli
santrifiij siirelerinde yapilan DLLME sonrasinda olgiilen derisimleri ve % geri
kazanim degerleri Cizelge 4.8’de verilmistir. Elde edilen % geri kazanim
degerlerinin birbiriyle karsilagtirillmis sekli grafiksel sekilde Sekil 4.7.°de

sunulmustur.

Cizelge 4.8. Farkli santrifiij siirelerinin, ekstraksiyon sonrasinda 5,00 mg/L olmas1
beklenen Vemurafenib’in DLLME sonrasinda o&lgililen derisim ve
%geri kazanim degerleri

DLLME Sonrasi ]
Santrifiij Siiresi . ] % Geri
Vemurafenib Derisimi
(dk) Kazanim
(mg/L)
1 4,714+0,08 94,17
5 4,81+0,14 96,16
10 4,77+0,10 95,42
15 4,74+0,03 94,88
%GERI KAZANIM
100,00
80,00
60,00
40,00
20,00
0,00
1dk 5 dk 10 dk 15 dk

Sekil 4.7. Farkli santrifiij siirelerinin, ekstraksiyon sonrasinda 5,00 mg/L olmasi
beklenen Vemurafenib’in geri kazanim degerleri iizerine ekisi
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Farkli santrifiij hiz1 ve siiresi uygulanarak yapilan bu ¢aligmalarin sonucunda en
yiiksek verimi saglayan santrifiij hizt olarak 2000 rpm, ve en yiiksek verimi
saglayan santrifiij siiresi olarak 5 dk optimum kosul olarak belirlenmistir.

4.1.7. Ekstraksiyon Siiresinin Ekstraksiyon Verimine Etkisi

Ekstraksiyon verimini etkileyen parametreler icinde ekstraksiyon siiresi,
ekstraksiyon ve mikro ekstraksiyon tekniklerinde arastirilan diger bir parametredir.
Ekstraksiyon prosediirii sirasinda optimum siireyi belirlemek i¢in farkli siirelerde
(0, 5, 10, 15, 30, 45, 60 dakika) calkalayicida bekletilen tiipler, belirlenen siire
sonunda vortekslendikten sonra santrifij islemi uygulanip optimum kosul

belirlenmistir.

0,10 mg/L baslangi¢ derisimindeki Vemurafenib’in DLLME yontemi ile
onderistirilmesi sonucu 5,00 mL’lik 6rmek hacminden 100 pL’lik hacme
deristirilmesi ile 50 kat derigik hale gelmesi beklenir. Bu durumda 0,10 mg/L olan
Vemurafenib derisiminin DLLME yontemiyle oOnderistirme sonrast HPLC
cihazinda okuma iglemi sonucu elde edilecek Vemurafenib derigsiminin 5,00 mg/L
olmasi beklenir.

Ekstraksiyon sonrasinda 5,00 mg/L olmasi beklenen Vemurafenib’in, farkl
ekstraksiyon siirelerinde yapilan DLLME sonrasinda 6lgiilen derigimleri ve % geri
kazanim degerleri Cizelge 4.9°da verilmistir. Elde edilen % geri kazanim
degerlerinin birbiriyle karsilastirilmis sekli grafiksel olarak Sekil 4.8.”de verilmistir.

Cizelge 4.9. Farkli ekstraksiyon siirelerinin, ekstraksiyon sonrasinda 5,00 mg/L
olmasi beklenen Vemurafenib’in DLLME sonrasinda 6lgiilen derisim
ve %geri kazanim degerleri

DLLME Sonrasi .
Ekstraksiyon Siiresi ) % Geri
Vemurafenib
(dk) ] Kazanim
Derisimi (mg/L)

0 4,79+0,05 95,76

5 4,80+0,04 96,08
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Cizelge 4.9. Farkli ekstraksiyon siirelerinin, ekstraksiyon sonrasinda 5,00 mg/L
olmasi beklenen Vemurafenib’in DLLME sonrasinda 6lgiilen derisim
ve %geri kazanim degerleri (devam)

10 4,81+0,04 96,30

15 4,89+0,12 97,70

30 5,05+0,03 101,03

45 4,87+0,14 97,44

60 4,68+0,17 93,63

%GERI KAZANIM

100,00
80,00
60,00
40,00
20,00
0,00

0dk 5dk 10dk 15dk 30dk 45dk  60dk

Sekil 4.8. Farkli ekstraksiyon siirelerinin, ekstraksiyon sonrasinda 5,00 mg/L olmasi
beklenen Vemurafenib’in geri kazanim degerleri iizerine ekisi

Farkli ekstraksiyon siiresi uygulanarak yapilan bu c¢aligmalarin sonucunda en
yiiksek verimi saglayan ekstraksiyon siiresi olarak 30 dk optimum kosul olarak

belirlenmistir.
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4.2. Optimize Edilen Metodun Yapay Idrar Numunesine Uygulanmasi

Optimize edilen yontemin uygulamasi i¢in 1 nolu yapay idrar numunesi ve 2 nolu
yapay idrar numunesi Bolim 3.4.1 ve Bolim 3.4.2°de belirtildigi sekilde iki farkli

yapay idrar numunesi hazirlanmistir.

1 nolu yapay idrardaki 0,02 mg/L, 0,10 mg/L ve 0,20 mg/L baslangic
derisimlerindeki Vemurafenib’in DLLME yo6ntemi ile 6nderistirilmesi sonucu 5,00
mL’lik 6rnek hacminden 100 pL’lik hacme deristirilmesi ile 50 kat derisik hale
gelmesi beklenir. Bu durumda 0,02 mg/L, 0,10 mg/L ve 0,20 mg/L olan
Vemurafenib derisimlerinin, DLLME yontemiyle 6nderistirme sonrasi HPLC
cihazinda okuma islemi sonucu elde edilecek Vemurafenib derigimlerinin 1,00
mg/L, 5,00 mg/L ve 10,00 mg/L olmasi beklenir.

Ekstraksiyon sonrasinda 1,00 mg/L, 5,00 mg/L ve 10,00 mg/L derisimlerinde
Vemurafenib igeren 1 nolu yapay idrar numunesine optimum kosullarda yapilan
DLLME sonrasinda dl¢iilen derigsimleri ve % geri kazanim degerleri Cizelge 4.10°da
verilmistir. Elde edilen % geri kazanim degerlerinin birbiriyle karsilagtirilmis gekli
grafiksel olarak Sekil 4.9.’da verilmistir.

Cizelge 4.10. Ekstraksiyon sonrasinda 1,00 mg/L, 5,00 mg/L ve 10,00 mg/L olmas1
beklenen Vemurafenib iceren 1 nolu yapay idrar numunesi geri
kazanim degerleri

1 NOLU YAPAY iDRAR NUMUNESI
DLLME Sonrasi 0 .
Vemurafenib Derisimi % Ger
Kazanim
(mg/L)

(Spike:1mg/L
Vemurafenib) 0,96+0,09 95,70
(Spike:5mg/L
Vemurafenib) 4,89+0,74 97,77
(Spike:10mg/L
Vemurafenib) 9,70+0,76 96,96
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%GERI KAZANIM
100,00

80,00
60,00
40,00
20,00

0,00
1 mg/L 5 mg/L 10 mg/L

Sekil 4.9. 1 nolu yapay idrar numunesinde Vemurafenib’in % geri kazanim
degerleri.

Yapilan caligmalar sonucu geri kazanim degerlerinin %95’in {izerinde oldugu

saptanmuigtir.

2 nolu yapay idrardaki 0,02 mg/L, 0,10 mg/L ve 0,20 mg/L baslangi¢
derisimlerindeki Vemurafenib’in DLLME yontemi ile 6nderistirilmesi sonucu 5,00
mL’lik 6rmek hacminden 100 pL’lik hacme deristirilmesi ile 50 kat derisik hale
gelmesi beklenir. Bu durumda 0,02 mg/L, 0,10 mg/L ve 0,20 mg/L olan
Vemurafenib derisimlerinin,b, DLLME yo6ntemiyle onderistirme sonrast HPLC
cihazinda okuma iglemi sonucu elde edilecek Vemurafenib derisimlerinin 1,00
mg/L, 5,00 mg/L ve 10,00 mg/L olmasi beklenir.

Ekstraksiyon sonrast 1,00 mg/L, 5,00 mg/L ve 10,00 mg/L derisimlerinde
Vemurafenib i¢eren 2 nolu yapay idrar numunesine optimum kosullarda yapilan
DLLME sonrasinda 6lgiilen derigimleri ve % geri kazanim degerleri Cizelge 4.11°da
verilmistir. Elde edilen % geri kazanim degerlerinin birbiriyle karsilastirilmis sekli
grafiksel olarak Sekil 4.10.’da verilmistir.

Yapilan caligmalar sonucu geri kazanim degerlerinin %94’iin iizerinde oldugu

saptanmistir.
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Cizelge 4.11. Ekstraksiyon sonrast 1,00 mg/L, 5,00 mg/L ve 10,00 mg/L olmasi
beklenen Vemurafenib iceren 2 nolu yapay idrar numunesi geri
kazanim degerleri

2 NOLU YAPAY iDRAR NUMUNESI
DLLME Sonrasi 0 ]
Vemurafenib Derisimi ¥oGerl
Kazanim
(mg/L)
(Spike:1mg/L
Vemurafenib) 0,95+0,10 94,77
(Spike:5mg/L
Vemurafenib) 4.8059.25 95,92
(Spike:10mg/L
Vemurafenib) 9,43+0,31 94,27
%GERI KAZANIM
100,00
80,00
60,00
40,00
20,00
0,00
1 mg/L 5 mg/L 10 mg/L

Sekil 4.10. 2 nolu yapay idrar numunesinde Vemurafenib’in % geri kazanim
degerleri
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4.3. Optimize Edilen Metodun Cesme Suyu Numunesine Uygulanmasi

Optimize edilen yontemin uygulamasi i¢in Adnan Menderes Universitesi Analitik
Kimya Laboratuvari’nin muslugundan akan ¢esme suyu numunesi kullanilmigtir,

Cesme suyundaki 0,02 mg/L, 0,10 mg/L ve 0,20 mg/L baslangi¢ derisimlerindeki
Vemurafenib’in DLLME yontemi ile onderistirilmesi sonucu 5,00 mL’lik 6rnek
hacminden 100 pl’lik hacme deristirilmesi ile 50 kat derisik hale gelmesi beklenir.
Bu durumda 0,02 mg/L, 0,10 mg/L ve 0,20 mg/L olan Vemurafenib derisimlerinin,
DLLME yontemiyle onderistirme sonrast HPLC cihazinda okuma islemi sonucu
elde edilecek Vemurafenib derisimlerinin 1,00 mg/L, 5,00 mg/L ve 10,00 mg/L
olmasi beklenir.

Ekstraksiyon sonrasinda 1,00 mg/L, 5,00 mg/L ve 10,00 mg/L derisimlerinde
Vemurafenib i¢eren gesme suyu numunesine optimum kosullarda yapilan DLLME
sonrasinda Olgiilen derisimleri ve % geri kazanim degerleri Cizelge 4.12°de
verilmistir. Elde edilen % geri kazanim degerlerinin birbiriyle karsilastirilmig sekli
grafiksel veri seklinde Sekil 4.11.”de verilmigtir.

Cizelge 4.12. Ekstraksiyon sonrasinda 1,00 mg/L, 5,00 mg/L ve 10,00 mg/L olmasi
beklenen Vemurafenib igeren ¢esme suyu numunesi geri kazanim

degerleri
CESME SUYU NUMUNESI
DLLME Sonrasi 0 ]
Vemurafenib Derisimi %Gerl
Kazanim
(mg/L)
(Spike:1mg/L
Vemurafenib) 1,04+0,13 104,49
(Spike:5mg/L
Vemurafenib) 4,97+0,40 99,35
(Spike:10mg/L
Vemurafenib) 9,98+0,29 99,81
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%GERI KAZANIM
100,00

80,00
60,00
40,00
20,00

0,00
1 mg/L 5 mg/L 10 mg/L

Sekil 4.11. Cesme suyu numunesinde Vemurafenib’in geri kazanim degerleri

Yapilan caligmalar sonucu geri kazanim degerlerinin %99’un iizerinde oldugu
saptanmistir. Geri kazanim degerleri %99 un altina diismedigi igin, gesme suyunun
icindeki iyonlarin Vemurafenib i¢in bir girisim yapmadigini sdyleyebiliriz.

4.4. Metodun Validasyonu

Gelistirilen metodun ilgili performans kriterlerine uygunlugunun saptanmasi igin,
gecerlilik metod parametreleri belirlenip incelenmistir. Metodun, siirecin, cihazin
ve sistemin beklendigi gibi ¢alistigini ve istenen sonuglari verdigini kanitlamak igin
metot validasyonu gerceklestirilmistir. Metod validasyonu igin incelenen
performans kriterleri; secicilik, LOD (Tespit Limiti), LOQ (Tayin Limiti), 6lglim
aralig1 ve linearite, dogruluk (geri kazanim) ve kesinlik (tekrarlanabilirlik-tekrar
tiretilebilirlik) parametrelerinden olugmaktadir.

Bu kapsamda validasyon caligmalar1 i¢in kullanilan matrisler yapay idrar ve ¢cesme
suyudur.

Yapilan denemeler sonucunda elde edilen verilere gére metod uygunluk agisindan
degerlendirilmistir.
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4.4.1. Secicilik

Secicilik, bir metodun ilgilenilen analiti, bir 6rnek matriksindeki diger bilesenler
varliginda ve deneyde belirtilen kosullar altinda, dogru ve spesifik olarak tayin etme
kabiliyetidir.

Segiciligin belirlenebilmesi i¢in kor numuneye (Sekil 4.12) aranan analit (1mg/L
Vemurafenib) eklenerek (Sekil 4.13) girisim olusturup olusturmadigi incelenmistir.
Sekillerden de goriildigii iizere 1,00 mg/L Vemurafenib igeren numunenin
kromatograminda Vemurafenib pikinin geldigi dakikada bir pik gozlenmesine
ragmen; Vemurafenib icermeyen numunenin kromatograminda Vemurafenib
pikinin geldigi dakikada herhangi bir pik gézlenmemistir. Bu durumda asagidaki
sekilllerden de goriildiigi gibi Vemurafenibin alikonma zamanlarinda numuneden
kaynakli girisim piki bulunmadig saptanmistir. Diger bir deyisle gelistirilen yontem

Vemurafenib i¢in segicidir.

]

Sekil 4.12. Kor numuneye ait kromatogram

Sekil 4.13. 1 mg/L Vemurafenib igeren analite ait kromatogram
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4.4.2. LOD ve LOQ

LOD ve LOQ degerlerini hesaplamak icin, 10 bagimsiz 6lglim yapilmistir. Ardindan
Olciimlerin standart sapmasi hesaplanmustir. Standart sapma 3 ile carpilarak
LOD’nin ve 10 ile garpilarak LOQ’nun sayisal degeri belirlenmistir. Olciimler i¢in
1.00 mg/L derisimde Vemurafenib igeren numuneler kullanilmustir.

LOD = 3 x Standart Sapma (SD)

LOQ = 10 x Standart Sapma (SD)

Analiz sonuglar1 Cizelge 4.13.”de yer almaktadir.

Cizelge 4.13. 1,00 mg/L Vemurafenib’in LOD ve LOQ degerleri

OLCUM VEMURAFENIB
SAYISI DERISiMi (mg/L)
0,95
0,98
0,97
0,96
0,96
0,98
0,95
0,95
0,96
0,95

Ol N0 | DWW IN]|PF

=
o

SS: 0,013
LOD 0,039
LOQ 0,130

Yapilan 10 tane analiz sonucunda elde edilen verilerin standart sapmasi diistiktiir

yani degerler aras1 dnemli bir fark yoktur, degerler birbirine olduk¢a yakindir.
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Tespit limiti (LOD), yani metodun laboratuvar kosullarinda 6rnekteki varligini
tespit edebildigi ancak kesin miktarin1 6lcemedigi en diisiik analit derisimi, 0,039
ve tayin limiti (LOQ) ise yani miktarsal olarak tespit edilebilen en diislik analit
derisimi, 0,130 olarak hesaplanmustir.

4.4.3. Ol¢iim Arahg ve Dogrusalhk

Metodun uygulama araliginin belirlenmesi igin, lglim araligi tespit caligmast
yapilmistir. Olglim araligi, kalibrasyon egrisinde olgiilen analitin derisimi ve
dedektor yanitinin dogru orantili olarak goriildiigii araliktir. Kalibrasyon egrisi,
metoda ve Uriine bagli belirli sayida Ol¢iim noktasi ile belirlenmistir. Egrinin
olusturulmasi, i¢inde miktar1 bilinen referans numuneyle veya kér numune igine
eklenmis analitin bilinen derisimi ile yapilir. Bunun icin 6 nokta, bir de kor
eklenerek toplam 7 nokta belirlenmistir. Sonuglar grafiksel olarak verilmistir ve
“regresyon esitligi” ile “korelasyon katsayis1” belirtilirmistir. Bu sekilde ¢aligma
araliginin dogrusal olup olmadigi tespit edilmistir. Regresyon hesabi i¢in Excel’de
bulunan formiillerden yararlanilmistir. Dogrusallik, korelasyon katsayisinin
hesaplanmasi yaninda ANOVA tablosunda F degeri ile Kkarsilagtirilarak da
degerlendirilmistir. Verilen bilgiler dahilinde gerekli hesaplamalar yapilip Cizelge
4.14°teki veriler elde edilmistir.

Vemurafenib’e ait kalibrasyon egrisi, cihazdan her bir derisim igin okunan
sonuclarin kalibrasyon egrisi denklemi ile hesaplanip olmasi gereken derisimlere
karsi olusturulan grafikler Sekil 4.14’te verilmistir. Kalibrasyon egrisine iliskin
regresyon analizi sonuglar1 Cizelge 4.14°te verilmistir.
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< KALIBRASYON
LU
600 %
500 y =48,011x +8,2346
R?=0,9995 .-+
400
300

- }
0 ¢ }

0 2 4 6

DERISIM (mg/L)

Sekil 4.14. Vemurafenib’in kalibrasyon egrisi

200 }

Cizelge 4.14. Vemurafenib’e ait kalibrasyon egrisinin istatistiksel verileri (n=6)

Regresyon denklemi (y=mx+n)*

y=48,011x+8,2346

Determinasyon katsayisi(R?) 0,9995
Korelasyon katsayisi(r) 0,9997
Egimin standart hatasi 4,59
Kesisimin standart hatasi 3,04
p** 0,054>0,05
Frx* 7850,5 >6,26

y=pik alani, x=derigim, m=egim, n=kesisim

**Kesigimin p degeri, ***Korelasyon katsayisinin F degeri

Vemurafenib icin determinasyon katsayist (R?) 0,9995 olarak bulunmustur.

Determinasyon katsay1r degerinin 1,00’e yakin bulunmasi, ¢izilen kalibrasyon

egrisinin dogrusal oldugunu gostermektedir.
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Anova analizi yapilarak elde edilen F degeri Ftablo degeri ile karsilagtirilmig ve
Vemurafenib i¢in F>Fupie olarak bulundugundan kalibrasyon egrilerini olusturan
noktalarin regresyon dogrusuyla uyumlu oldugu, korelasyon katsayilarinin
tesadiifen bulunmus degerler olmadig: istatistiksel olarak saptanmigtir. Ayrica
regresyon analizi sonucu kalibrasyon egrilerindeki kesisim degerlerinin sifira esit
(6nemsiz) (p>0,05) oldugu belirlenmistir. Tiim bu sonuglar gelistirilen yontemin
dogrusal oldugunu kanitlamaktadir.

4.4.4. Dogruluk (Geri Kazanim)

Dogruluk, ¢ok sayidaki 6l¢iim sonucunun ortalamasinin gercek degere yakinligidir.
Dogruluk icin sistematik hata hesabi yapilmistir. Sistematik hatanin
hesaplanabilmesi i¢in dogru oldugu kabul edilen referans yani gercek deger
bilinmelidir. Gergek deger; sertifikali referans materyallerden, valide edilmis
metodun 6lgtimii sonucu veya yeterlilik testleri sonucunda elde edilebilir.

Dogrulugun tespiti i¢in sertifikali referans materyal, referans metod ve yeterlilik
testinin bulunmadigi durumlarda geri kazanim caligmasi yapilir. Geri kazanim
caligmasmin en biiyiik avantaji orijinal matrikste ¢alisma yapilabilmesidir.
Caligmalarin en az 3 farkli derisimde yapilmasi gerekir. Bu tez calismasinda geri

kazanim c¢aligsmasi yapilmigtir.

Geri kazanimi hesaplamak i¢in, galisilan matrislerde (1 nolu yapay idrar, 2 nolu
yapay idrar ve musluk suyu), calisma araligina giren {i¢ farkli derisimde (1,00; 5,00;
10,0 mg/L) ve her bir derisim i¢in 3’er adet olmak tizere; Vemurafenib eklenmis
idrar numuneleri hazirlanarak ayni giinde analiz edilmistir. Veriler, hazirlanan
kalibrasyon egrilerine gore degerlendirilmis ve geri kazanim degerleri Cizelge 4.15
-4.17’de verilmigtir. Hesaplanan sistematik hatanin gergek degerle arasinda onemli
bir farkinin bulunup bulunmadig; t- testi yapilarak kontrol edilmistir.
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Cizelge 4.15. 1 nolu yapay idrar numunesinde Vemurafenib’e ait geri kazanim
verileri

1 NOLU YAPAY iDRAR NUMUNESI

DLLME Sonrasi1 | DLLME Sonrasi | DLLME Sonrasi
Analiz Vemurafenib Vemurafenib Vemurafenib
Sayisi Derisimi (mg/L) | Derisimi (mg/L) | Derisimi (mg/L)
(Spike:1mg/L) (Spike:5mg/L) | (Spike:10mg/L)
1 1,03 5,65 8,91
2 0,99 4,18 10,43
3 0,85 4,85 9,75
Ortalama 0,96 4,89 9,70
%0rt. Geri Kazanim 95,70 97,77 96,96
Standart Sapma 0,09 0,74 0,76
%RSD 9,84 15,05 7,85
0,97-1
= '0‘53 ; ﬁ' =0,10 £=0,10<2,306 (tiasio)

Cizelge 4.16. 2 nolu yapay idrar numunesinde Vemurafenib’e ait geri kazanim

verileri
2 NOLU YAPAY iDRAR NUMUNESI

DLLME Sonras1 | DLLME Sonrasi1 | DLLME Sonrasi
Analiz Vemurafenib Vemurafenib Vemurafenib
Sayisi Derisimi (mg/L) | Derisimi (mg/L) | Derisimi (mg/L)

(Spike:1mg/L) (Spike:5mg/L) | (Spike:10mg/L)

1 0,95 4,60 9,74
2 1,00 5,05 9,13
3 0,89 4,74 9,41
Ortalama 0,95 4,80 9,43
%0rt. Geri 94,77 95,92 94,27
Kazanim
Standart Sapma 0,05 0,23 0,31
%RSD 5,73 4,82 3,27
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_ 10,95-1]
~0,20/43

= 0,43

t=0,43<2,306 (ttablo)

Cizelge 4.17. Cesme suyunda Vemurafenib’e ait geri kazanim verileri

CESME SUYU NUMUNESI

DLLME Sonras1 | DLLME Sonras1 | DLLME Sonrasi
Analiz Vemurafenib Vemurafenib Vemurafenib
Sayisi Derisimi (mg/L) | Derisimi (mg/L) | Derisimi (mg/L)
(Spike:1mg/L) (Spike:5mg/L) (Spike:10mg/L)
1 0,94 4,60 10,29
2 1,19 491 9,71
3 1,00 5,39 9,95
Ortalama 1,04 4,97 9,98
5 -
/o0rt. Geri 104,49 99,35 99,81
Kazanim
Standart Sapma 0,13 0,40 0,29
%RSD 12,55 8,00 2,91
[1,01-1]
t= 02775 = 0,06 1=0,06<2,306 (tablo)

Hesaplanan sistematik hatanin gercek degerle arasinda onemli bir fark yoktur.

4.45. Kesinlik (Tekrarlanabilirlik-Tekrar Uretilebilirlik)

SANCO dokiimani, tayin limitini (LOQ) metot performans kriterlerinin saglandigi
(%70-120 geri kazanim, <%20 RSD) en diisiik derisim olarak tanimlanmakta,
herhangi bir matematiksel hesaplama yontemi bildirmemektedir. Buna gore,
gittikge azalan derisimlerde spike yapilarak geri kazanim ¢aligmalari yapilmali, geri
kazanimin %70-120 araliginda oldugu, RSD degerinin %20’nin altinda oldugu en
diisiik derisim tayin limiti (LOQ) olarak belirlenmelidir (Acar, O., C., ve ark 2013).

Hesaplanan %RSD degerleri yontemin tekrarlanabilirligini degerlendirmek igin
kullanilmistir.  %RSD degerlerinin  kabul edilebilirligi %20’ten kiigiik olup
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olmadigma gore degerlendirilmistir. Hesaplanan %RSD degerleri Cizelge4.18’de

yer almaktadir.

Cizelge 4.18. Tekrarlanabilirlik parametresine ait %RSD degerleri

DLLME Sonras1 | DLLME Sonrasi DLLME Sonrasi
Analiz Vemurafenib Vemurafenib Vemurafenib
sayisi Derisimi (mg/L) Derisimi (mg/L) Derisimi (mg/L)

(Spike:1mg/L) (Spike:5mg/L) (Spike:10mg/L)

1 0,95 4,88 9,83
2 0,98 4,85 9,96
3 0,97 4,99 10,10
4 0,96 4,77 9,68
5 0,98 4,73 9,94
SS 0,01 0,10 0,16
Xort 0,97 4,84 9,90
%RSD 1,54 2,09 1,60
%RSD 1,54<20 2,09<20 1,63<20
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Cizelge 4.19. Vemurafenib’e ait tekrar iiretilebilirlik verileri

DLLME Sonrasi1 | DLLME Sonrasi1 | DLLME Sonrasi
ANALIZ SAYISI | Vemurafenib Vemurafenib Vemurafenib
(GUN) Derisimi (mg/L) | Derisimi (mg/L) | Derisimi (mg/L)

(Spike:1Img/L) | (Spike:5mg/L) | (Spike:10mg/L)

1 0,96 4,84 9,90
2 0,94 4,78 9,72
3 0,97 4,77 9,74
4 0,96 4,78 9,75
5 0,94 4,80 9,76
ORTALAMA 0,95 4,80 9,77
STANDART
SAPMA 0,01 0,03 0,07
%RSD 0,97 0,63 0,76
%PRSD 16,01 12,56 11,29
HorRat
(%RSD/%PRSD) 0,06 0,05 0,07
HorRat 0,06<2 0,05<2 0,07<2
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5. SONUC

Bu doktora calismasinda dagitici sivi-sivi mikroekstraksiyon yotemi kullanilarak
vemurafenibin 6n deristirilmesi, tayini, optimizasyonunu ve validasyonu
gergeklestirilmistir. Bu sayede diigiik maliyetle, hizli, yiiksek zenginlestirme faktorii
elde edilerek Vemurafenib'in eser miktarlar1 da Sl¢tilmuistiir.

Vemurafenib tayini i¢in yapilan ¢alismalar incelendiginde; Pradad, G.R., ve ark.
(2011), Zheng. Y., ve ark. (2013), Chhabda, P.J. ve ark. (2013), Giiven, G. (2019)’
nin yaptiklart ¢alismalarda Vemurafenib’i 6lgmek igin bir HPLC-UV yontemi
gelistirilmistir. Nijenhuis, C.M., ve ark. (2014), Vemurafenib'in tayini icin LC-MS
yontemi gelistirmis ve valide etmislerdir. Bihan. K., ve ark. (2015), UPLC-MS
kullanilarak vemurafenib 6l¢timil igin basit bir yontem gelistirmistir. Sparidans, R.
W., ve ark. (2012), Alvarez, J.C., ve ark. (2014), Vikingsson, S., ve ark. (2016),
Vemurafenib i¢in bir LC-MS/MS yo6ntemi gelistirmislerdir. Rousset, M., ve ark.’in
(2017), yaptiklar1 bir ¢alismada, BRAF inhibitorii olan Vemurafenibin 6l¢iimii i¢in
UPLC-MS/MS metodunu kullanmiglardir.

Vemurafenib analizi lizerine yapilan bu ¢aligmalar incelendiginde belirlenen giiven
siir1 dahilinde yaptiklar1 yontemlerle tespit edilebilen en disik Vemurafenib
derisimi 0,1 mg/L olarak bulunmustur. Bu tez ¢alismamizda 6n deristirme yapilmis
oldugu i¢in MS sistemi kullanilmadan da 0,003 mg/L derisimdeki Vemurafenib
numunesinin 6l¢timii kolaylikla yapilabilmektedir. LC-MS ya da LC-MS/MS gibi
MS sistemlerin olmadigi durumlarda HPLC ile analiz yapilacaksa ve bir 6n
deristirme islemine ihtiya¢ duyulmasi durumunda bu tezde optimize edilen DLLME
yontemi ile eser miktardaki Vemurafenib’i 6l¢gmek miimkiin olmaktadir.

Bu doktora tezi, gelistirilmis olan ve gesitli parametrelerin ¢alisilmis oldugu 6zel bir
yontemle bir biyoaktif (farmasoétik aktif) maddenin tespiti ve o parametrelerin
etkisinin incelendigi bir tezdir. Bunun insanliga veya biyoteknolojiye uygulamasina
baktigimizda ise farmakokinetik 6zelliklerin incelenmesi, ilag etkilesimleri, ilacin
etkinliginin tespiti i¢in bu tiir maddelerin miktarinin tespitine ihtiyag¢ duyabiliriz. Bu
da bize kolaylik, hiz ve ucuzluk saglayacak yeni novel bir yontem gelistirilmis.

Yontem hedef maddeleri igeren sulu ornek ¢ozeltisi igerisine dagitict ¢ozelti ve
ekstraksiyon ¢dzeltisinin karisiminin hizl bir sekilde enjeksiyonuna dayanir. Ornek
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¢ozeltisine uygulanan bu sekildeki enjeksiyon, 6rnek igerisinde kiigiik damlacik
yapilarinin  olusmasimna neden olur. Bu adimda ¢ozeltide bulutlasma olur.
Ekstraksiyon ¢oziiclisii ve 6rnek ¢ozeltisi arasinda biiylik ylizey alani olustugundan
dengeye hizli ulagir. Hidrofobik maddeler, sulu ¢ozelti igerisinde dagilan
ekstraksiyon ¢ozeltisinde zenginlestirilir. Karigim sanrifiijlenir ve kiigiik
damlaciklar konik tiipiin altinda toplanir. Dipte toplanan alt fazdaki ekstraksiyon
¢oziiclisli, mikroenjektor yardimiyla almarak uygun enstriimantal yontemler ile
tayin edilir. Bu yontemde, ekstraksiyon sonrasinda aliman oOrnek c¢oziiciisii
uzaklastirilip, DMSO eklenerek yiiksek basing sivi kromatografi (HPLC)’ye enjekte
edilmistir.

DLLME yonteminde optimizasyon ¢alismalarini  yapmak icin Oncelikle
Vemurafenib stok ¢dzeltisi, tampon ¢dzeltisi, mobil fazin ¢ozeltisi gibi kullanilacak

¢ozeltiler hazirlanmistir.

Ekstraksiyon ¢oziictisii ve dagitict ¢oziicli se¢imi ve bunlarin optimum miktarlari,
pH, ortama tuz eklemek, sicaklik, santrifiij hizi ve siiresi, ekstraksiyon siiresi,
gelistirilen yontem i¢in incelenen ekstraksiyon parametreleridir.

Uygun ekstaksiyon ve dagitici ¢oziicii se¢imi i¢in yapilan denemeler sonucu; DKM
ile yapilan denemelerde ekstraksiyon ¢oziiciisiiniin fazla miktarlart harcanmas,
ekstraksiyon sirasinda bulutlanma olmamig, ekstraksiyon verimi diisiik
bulunmustur. KB ile yapilan denemelerde ekstraksiyon verimi ¢ok yiiksek ¢ikmustir.
K ile yapilan denemelerde dagitict ¢oziicii olarak asetonun kullanildigi
ekstraksiyonlarda ekstraksiyon verimleri oldukcta yliksek bulunmustur fakat
kloroformun zehirli olmasi ve bulaniklifin az olmasi nedeniyle K da uygun bir
ekstraksiyon ¢6zgeni olarak se¢ilmemistir. DKE ile yapilan denemelerde dagitici
¢oziicli olarak M kullanildigindaki geri kazanimin (%117,35), E kullamldigindaki
geri kazanima (%108,88) gore daha yiiksek ¢ikmasina ragmen dagitici ¢oziicii
olarak E secilmistir. Bunun nedeni dagitici ¢dziicii olarak M kullanildiginda
bulanikligin ¢ok iyi olmamasidir.

Ekstraksiyon ¢oziicli miktarinin belirlenmesi ile ilgili yapilan denemeler sonucunda
ekstraksiyon verimi goz oniine alinmustir. Ekstaksiyon ¢oziiciisiiniin 50 mL, 100 mL
ve 150 mL’ sinin yeterli miktar olmadig1 goériilmiistiir. Dagitic1 ¢6zelti miktarlari
incelendiginde 200 mL, 400 mL ve 600 mL i¢in geri kazanim degerleri, 800 mL
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icin olan degere gore diisiik bulunmustur. Fakat dagitici ¢oziicli miktar1 daha da
artirthp 1000 mL yapildiginda % geri kazanimin distiigli goriilmiistiir. Bu
gozlemlerin sonucunda ekstraksiyon ¢oziiciisii olarak 200 pL dikloroetan (DKE),
dagitic1 ¢dzgen olarak 800 uL etanol (E) se¢ilmistir.

Uygun pH kosulunu belirlemek igin yapilan denemeler sonucunda toplanan veriler
incelendiginde pH 6 ve pH 7 degerlerinin ayn1 %geri kazanima sahip oldugu
goriilmiistlir. Ekstraksiyon veriminin ayni olmasi iizerine diigtiniilen ikinci bir 6l¢iit
de yontemin kullanilacagi uygulama alaniin insan viicut sivilari olmasidir. Bu
nedenle pH’1 yaklasik 7 olan insan viicut sivilari ile yapilacak olan denemeler igin
en uygun pH degeri 7 olarak belirlenmistir.

Tuz eklemenin ekstraksiyon verimine etkisini incelerken edinilen veriler 1s18inda

artan tuz miktarinin %geri kazanima olumlu bir etki etmedigi goriilmiistiir.

Uygun sicaklik kosulunu bulmak igin yapilan denemeler sonucunda 15 °C’de 5
°C’ye gore ekstraksiyon veriminde kismen artig olmugtur. 25°C’de ekstraksiyon
verimi en yiiksek gozlemlenmistir. 35°C ve 45 °C’ de ekstraksiyon verimi 25 °C’ye
gore gittikce diigmiistiir. Yapilan bu g¢alismalarin sonucunda en yiiksek verimi
saglayan sicaklik olan oda sicakligi yani 25°C, uygun deger olarak belirlenmistir.

Denemelerde en uygun santrifiij kosullar1 2000 rpm ve 5dk olarak belirlenmistir.
Dememeler farkli ekstraksiyon siireleri uygulanarak yapildiginda en yiiksek verimi

saglayan ekstraksiyon siiresi olarak 30 dk optimum kosul olarak belirlenmistir.

Gelistirilip optimize edilen bu yontemin verimliligi karigtk matrikslerde de
incelenmistir. Bunun i¢in 2 farkli yapay idrar numunesi ve ¢esme suyu numunesi
kullanilmistir. Elde edilen verileri degerlendirebilmek adina metod validasyon
caligmlar1 yapilmistir. Sonuglar istatistiksel olarak da incelenmistir.

Segiciligin belirlenebilmesi i¢in kdr numuneye aranan analit eklenerek girisim
olusturup olusturmadigr incelenmistir. Vemurafenib iceren numunenin
kromatograminda Vemurafenib pikinin geldigi dakikada bir pik gdzlenmesine
ragmen; Vemurafenib i¢ermeyen numunenin kromatograminda Vemurafenib



110

pikinin geldigi dakikada herhangi bir pik gézlenmemistir. Yani gelistirilen yontem
secicidir.

LOD ve LOQ degerlerini hesaplamak i¢in, 10 bagimsiz 6l¢liim yapilmistir. Ardindan
Olciimlerin standart sapmasi1 hesaplanmistir. Yapilan 10 tane analiz sonucunda elde
edilen verilerin standart sapmasi diisiiktiir yani degerler aras1 6nemli bir fark yoktur,
degerler birbirine olduk¢a yakindir.

Metodun uygulama araligimnin belirlenmesi igin, Olgiim araligi tespit calismasi
yapilmustir. Olgiim araligi, kalibrasyon egrisinden &lgiilen analitin derisimi ve
dedektdr yanitinin dogru orantili sekilde goriildiigii araliktir. Elde edilen tiim
sonuglar, gelistirilen yontemin dogrusal oldugunu kanitlamaktadir.

Dogruluk, ¢ok sayidaki 6l¢lim sonucunun ortalamasinin gercek degere yakinligidir.
Dogruluk igin sistematik hata hesabi1 yapilmustir. Hesaplanan sistematik hata ve
gergek degerin arasinda 6nemli bir fark yoktur.

Gelistirilen Vemurafenib analiz yontemi istatistiksel a¢idan incelendiginde de
gercek numunelere uygulanabilir bir yontem olarak bulunmustur. Yapilan 6n
deristirme sonrasinda zenginlestirme faktorii 50°dir.

Bir zenginlestirme yontemi olarak incelenen DLLME; diisiik maliyetli, giivenilir,
hizl1 ve ayn1 zamanda ¢esitli yapidaki analitlerin yiiksek zenginlestirme faktorii ve
yiiksek geri kazanimu ile basit bir uygulamaya sahip olmasi gibi pek ¢ok avantaja
sahiptir. Ug¢ farkli ¢oziicii tiiriiniin gerekli olmasi, kullanilacak ekstraksiyon
¢oziiciisiiniin yogunlugunun sudan fazla olmasi gerekliligi nedeniyle c¢oziicii
seciminin sinirli olmasi ve santrifiij gerektirmesi yontemin dezavantajlart olarak

sayilabilir.

[lag iiretim saffalarindan bahsettigimizde faz 1, faz 2, faz 3 ve faz 4 calismalarinda
bu ilacin miktarinin tespiti, siirekli yapilacak analizler i¢in basit olmasi, hizli olmasi,
kolay uygulanabilir olmasi ve ucuz olmasi olduk¢a 6nemlidir. Optimize ettigim bu
DLLME yo6ntemi, ilag ¢alismalarinda da ¢ok iyi bir yontem olarak kullanilabilir.
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