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OZET

Cevresel Sularda fla¢ Analizi icin Cift Katmanh Hidroksitlere Dayanan bir Otomatik
Dispersif Kati Faz Mikroekstraksiyon Yonteminin Siringa-icinde-Laboratuvar ile

Gelistirilmesi

Bu ¢aligmada, hipertansiyon tedavisinde kullanilan losartan, valsartan ve irbesartanin
cevresel sulardaki tayini i¢in ¢ift katmanli hidroksitlerin in situ sentezine dayanan yeni bir
otomatik dispersif kat1 faz mikroekstraksiyon yontemi, siringa-iginde-laboratuvar (LIS) ile
gelistirilmistir. Bu yaklasimda dnceden sentezlenmis ya da manyetiklestirilmis sorbentlere
ihtiya¢ duyulmadan 6ncii ¢ozeltilerin aspirasyonunun ardindan kontrollii pH ayarlamasi ile
siringa boslugu iginde Ni-Fe temelli ¢ift katmanli hidroksitler sentezlenmistir. NaNOs ile
iyonik siddetin artirilmasi sonucu elde edilen artirilmis sedimantasyon hizi ile santrifiijleme
ve filtreleme islemlerine gerek kalmadan sorbentin 6rnek matrisinden ayrilmasi saglanmastir.
LIS sistemi, HPLC-DAD ile ¢evrim i¢i olarak basartyla birlestirilmistir. Siringa i¢i yikama
ve ¢okelegin ¢oziilmesinden sonra elde edilen ekstraktin diisiikk organik ¢oziicli igerigi,
yiiksek hacimli enjeksiyona imkan taniyarak yontem duyarliligini artirmistir. Onciil tipi ve
hacmi, iyonik siddet, pH, karistirma hiz1 ve siiresi ve eliisyon ¢oziiciisiiniin bilesimi gibi
parametreler optimize edilmistir. Geri kazanim degerleri %62.0-88.7, zenginlestirme
faktorleri 13.3-25.8 araligindadir. Gelistirilen yontem, tiim analitler i¢in 5-100 pg/L
konsantrasyon araliginda dogrusaldir. Ug farkli konsantrasyon seviyesinde eklenen
standartlar ile gili¢lendirilmis gergek drnekler i¢in dogruluk %94.1-104.8 arasinda olup BSS
degerleri %3.5 tan diigiiktiir. Yontemin uygulanabilirligi cevresel su 6rnekleri analiz edilerek
kanitlanmistir.  Gelistirilen yontem otomasyon, enerji tiikketimi ve operator giivenligi

agisindan one ¢ikmaktadir.

Anahtar Sozciikler: Anjiyotensin reseptor blokorleri, ¢ift katmanli hidroksitler, dispersif

mikro kati faz ekstraksiyon, laboratuvar otomasyonu, siringa-iginde-laboratuvar

Xvi



ABSTRACT

Development of an Automated Dispersive Solid Phase Microextraction Method Based
on Layered Double Hydroxides for Drug Analysis in Environmental Waters by Lab-
In-Syringe

In this study, a novel automated dispersive micro solid phase extraction method based
on the in situ synthesis of layered double hydroxides was developed using a Lab-in-syringe
for the determination of losartan, valsartan, and irbesartan, which are used in the treatment
of hypertension, in environmental waters. In this approach, Ni-Fe-based layered double
hydroxides were synthesized in the syringe void following the aspiration of precursor
solutions and controlled pH adjustment, without the need for pre-synthesized or magnetized
sorbents. The enhanced sedimentation rate obtained by increasing ionic strength with NaNOs
allowed for the isolation of the sorbent from the sample matrix without the need for
centrifugation or filtration. The Lab-in-syringe system has been successfully coupled online
with HPLC-DAD. The low organic solvent content of the extract obtained after in-syringe
washing and dissolution of the sediment enhanced the sensitivity by allowing for high-
volume injection. Parameters such as the type and volume of the precursor, the effect of ionic
strength, pH, mixing speed and duration, and the composition of the elution solvent were
meticulously optimized. The recovery values ranged from 62.0% to 88.7%, and the
enrichment factors ranged from 13.3 to 25.8. The developed method was linear for all
analytes within the concentration range of 5-100 pg/L. The accuracy for spiked real samples
at three different concentration levels ranged from 94.1% to 104.8%, and the BSS values
were less than 3.5%. The applicability of the method has been demonstrated by analyzing
environmental water samples. The developed method stands out in terms of automation,

energy consumption, and operator safety.

Keywords: Angiotensin receptor blockers, dispersive micro solid phase extraction,

laboratory automation, lab-in-syringe, layered double hydroxides
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1. GIRIS VE AMAC

Anjiyotensin reseptor blokerleri (ARB), renin-anjiotensin-aldosteron sisteminin
(RAAS) ana bilesenlerinden biri olan anjiyotensin-II’nin anjiyotensin tip I (AT)
reseptorlerine baglanmasini engelleyerek vazodilatasyon saglar ve kan basincimi diisiirtir.
AT; reseptorlerine secici baglanmalari sayesinde, AT> reseptorlerini bloke etmeden
bradikinin ve nitrik oksit aracilifiyla ek vazodilatasyon etkisi gosterirler (1, 2). Anjiyotensin
dontistiiriicii enzim (ACE) inhibitdrlerine kiyasla daha spesifik bir etki mekanizmasina sahip
olmalari, yan etki oranlarini diisiirerek hasta uyumunu artirir. Bu 6zellikleri nedeniyle
ARB’ler, c¢esitli klinik kilavuzlarda birinci basamak antihipertansif tedavi olarak
onerilmektedir. Klinik ¢aligmalar, bu ilaglarin tek basina veya diger antihipertansiflerle

kombinasyon halinde etkili bir sekilde kan basincini diisiirdiigiinii gdstermektedir (3, 4).

ARB!'ler, yaygin olarak kullanilan antihipertansif ilaclar olup; ARB'lerin bircok
tiyesi, 5 Avrupa iilkesi, Avustralya ve Amerika Birlesik Devletleri’nde en ¢ok recete edilen
100 ilag arasinda yer almaktadir. Losartan (LOS), kandesartan (CANDE), irbesartan (IRBE),
telmisartan (TELMI) ve valsartan (VALS) sirasiyla en ¢ok recete edilen 14., 26., 54., 59. ve
80. ilaclardir (5, 6). Yiiksek tiiketim oranlar1 ve metabolizma sonrasi idrar veya diski yoluyla
atildiklar1 i¢in atik sulara ve dogal su kaynaklarina karisarak ekosistem ve halk sagligi
acisindan potansiyel riskler olusturabilmektedirler. Atik su aritma tesislerinin bu bilesikleri
tamamen giderememesi nedeniyle de yiizey, yeralti ve igme sularinda ng/L'den mg/L'ye
kadar degisen diisilk konsantrasyonlarda bulunabilirler. Bu baglamda, bu bilesiklerin
cevresel sularda tespiti, halk saglig1 ve ekosistem siirdiiriilebilirligi i¢in kritik olup, diisiik
konsantrasyonlarin belirlenmesi etkili numune hazirlama ve 6n konsantrasyon tekniklerini

gerektirir (7).

Ornek hazirlama, biyolojik ve gevresel drneklerde ilag konsantrasyonlarmin dogru
bir sekilde Olclilmesi igin analitik silirecte harcanan toplam zamanin yaklasik %80’ini
alabilen ¢ok Onemli bir basamaktir (8). Bu nedenle hedef analitleri izole etmek ve
zenginlestirmek ve matris girisimlerini en aza indirmek i¢in 6rnek hazirlama yontemlerinin
gelistirilmesine yonelik ¢aligmalar her gegen giin artmaktadir. Bu baglamda dispersif mikro
kat1 faz ekstraksiyonu (DMSPE), sorbentin drnek ¢ozeltisi i¢ine dagitildigt ve hidrojen bagi,
n-m bagi, dipol-dipol etkilesimleri gibi farkli etkilesimler araciligiyla analitlerin tutuldugu

bir 6rnek hazirlama yontemidir. Yiiksek ekstraksiyon verimliligi, yiiksek zenginlestirme



faktorii ve diisiik ornek tiiketimi sayesinde gercek drneklerdeki cesitli analitleri ekstre etmek,

temizlemek ve konsantre etmek i¢in uygulanabilen basit, hizl1 ve ucuz bir tekniktir (9).

Ornek hazirlama ydntemlerinin otomasyonu, analitik kimyada verimliligi artiran,
tehlikeli maddelere maruz kalma riskini azaltan ve ¢evresel etkileri en aza indiren 6nemli bir
gelisme olarak One ¢ikmaktadir. Yesil analitik kimya kapsaminda, &zellikle
mikroekstraksiyon tekniklerinin otomasyonu, reaktif ve ¢oziicli tiiketimini azaltarak atik
olusumunu en aza indirirken, islem siiresini kisaltip analiz dogrulugunu artirmaktadir.
Ayrica, insan miidahalesinin azalmasi sayesinde kontaminasyon riski Onlenmekte ve
arastirmacilar i¢in daha giivenli bir ¢alisma ortami saglanmaktadir. Tim bu avantajlar,
mikroekstraksiyon tekniklerinin otomasyonunu modern analitik laboratuvarlar i¢in cazip ve

stirdiiriilebilir bir segenek haline getirmektedir (10, 11).

Cift katmanl hidroksitler (LDH), hidrotalsit benzeri bilesikler veya anyonik killer
olarak da bilinen, pozitif yiiklii metal hidroksit katmanlari ile bu katmanlar arasinda yer alan
yiik dengeleyici anyonlar ve su molekiillerinden olusan nanoyapilt inorganik malzemelerdir.
Katmanlar aras1 elektrostatik etkilesimler LDH yapisinin kararliligini saglar. LDH
olusumunda yarigaplart Mg™? ve Al*? iyonlarmdan ¢ok farkli olmamak kosulu ile cesitli
metal kombinasyonlarmi kullanilabilir. Genis yiizey alan1 sunmalari, diisiik maliyetli
onciiller ile kolayca sentezlenebilmeleri, metal katmanlarinin kimyasal bilesimlerinin
ayarlanabilirligi, biyouyumlu olmalari gibi ¢esitli avantajlari ile 6zellikle SPE yontemlerinde
kullanilirlar. LDH’larin en ilging 6zelliklerinden biri ortam pH’ina bagh olarak ¢okme-
¢oziinme potansiyeli gostermeleridir. Bu 6zellikleri ile in situ olarak kolayca sentezlenirler.
Stiregte analitleri iceren bazik bir ¢ézeltiye LDH oOnciilleri eklenir ve sorbent olusumu ve
ekstraksiyon es zamanli olarak gergeklesir. Daha sonra LDH’lar santrifiij ya da filtrasyon
yoluyla toplanir ve asidik ortamda ¢6ziiniirler. Boylelikle eliisyon adimi ortadan kalkar ve

ekstraksiyon siiresi kisalir (12, 13).

Siringa-i¢inde-laboratuvar (LIS), bilgisayar kontrollii otomatik bir siringa
pompasinin boslugunu, kafa valfi yardimiyla c¢esitli reaktiflerin aspire edilebildigi boyutu
uyarlanabilir ve sizdirmaz bir reaktor olarak kullanan ve prensibi akis tekniklerine dayanan
cok yonlii bir otomasyon sistemidir. Siringa sisteminin kapali yapisi, kontaminasyon ve
kimyasallara maruz kalma riskini azaltirken, manyetik bir karistirma ¢ubugu ile icerigin
homojen karigmasini ve etkili temizlenmesini saglar. Ayrica degistirilebilir boyutu ve

sigcrama olmadan 3000 rpm'e kadar doniis hiz1 saglayabilmesiyle agik haznelere kiyasla daha



giivenli ve kontrollii bir islem sunar. Ozellikle s1v1 faz ya da kat1 faz ekstraksiyonu gibi cesitli
ornek hazirlama yontemlerinde kullanilan LIS, uygun arayiizler araciligiyla HPLC gibi

enstriimental yontemlere ¢evrim i¢i olarak baglanabilir (14).

LIS, 6nceden sentezlenmis sorbentleri izole etmek amaciyla manyetik ayirma veya
¢evrimici filtrasyonun kullanildigt DMSPE tekniklerinin otomatiklestirilmesinde basariyla
uygulanmistir (15-18). Bu tez ¢caligmasinin amaci, sorbentin 6nceden sentezlenmesini veya
manyetik hale getirilmesini gerektirmeyen tam otomatik bir LIS-DMSPE-HPLC-DAD
yontemi gelistirmektir. LDH’lar LIS sistemi i¢inde pH ayarlamasi ile in situ olarak kolayca
sentezlenmis ve DMSPE’den sonra iyonik giiciin artirilmasiyla hizlandirilmis
sedimantasyon yoluyla izole edilmislerdir. Ekstraksiyondan sonra siringaya asit aspirasyonu
ile ekstra bir eliisyon adimina gerek kalmamis ve bu sayede analit kayb1 dnlenmistir. Yapilan
literatiir taramasina gore, LDH’lar LIS-DMSPE’de ilk kez adsorban olarak kullanilacak
olup, bu yontem sorbentin 6n sentezini veya manyetize edilmesini gerektirmeyen ve sorbent
izolasyonunda hizlandirilmis sedimantasyon uygulayan ilk LIS-DMSPE uygulamasi
olacaktir. Ayrica, gelistirilen DMSPE yonteminin HPLC’ye ¢evrim i¢i olarak baglanmasi ve
yiiksek hacimde enjeksiyon yapilabilmesi sayesinde analitler analiz cihazinda yiiksek
verimlilikte transfer edilebilmis ve boylece daha yiiksek yontem duyarlilig: elde edilmistir.
Gelistirilen tam otomatik LIS-DMSPE-HPLC-DAD yoénteminin uygulanabilirligi LOS,
IRBE, VALS ve CANDE tespiti i¢in ¢evresel sularin analiz edilmesiyle kanitlanmastir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Hipertansiyon ve Antihipertansif flaclarin Siniflandirilmasi

Hipertansiyon, tekrarlanan 6l¢timlerde sistolik kan basincinin >140 mmHg, diastolik
kan basincinin >90 mmHg olmas1 durumudur (19). Primer (esansiyel) hipertansiyon ve
sekonder hipertansiyon olmak iizere ikiye ayrilir. Sekonder hipertansiyon hipertansif hasta
poplilasyonunun ¢ok kiigiik bir kismini olusturur ve renal hastaliklar, cushing sendromu,
feokromositoma, akromegali, konjenital adrenal hiperplazisi gibi baska hastaliklara bagl
olarak ortaya cikar. Primer hipertansiyon ise hipertansif niifusun kalan biliyiikk kismini
kapsamakla birlikte kokeni genetik arka plan, cok sayida ¢evresel faktor ve yaslanma siireci
arasindaki karmagik etkilesimlerdir (19, 20). Hipertansiyon diinyada en yaygin goriilen
kardiyovaskiiler hastalik olmakla birlikte Diinya Saghk Orgiiti'ne (WHO) gére diinya
genelinde 30-79 yas arasindaki 1.28 milyar insanda goriilmektedir (19). Diinya ¢apinda
insanlarin yaklasik %20-30'unu etkileyen yaygin bir hastalik olmasi ve kardiyovaskiiler
hastalik, serebrovaskiiler hastalik ve kronik bobrek hastaligi olusumlarinda da biiyiik rol
oynamasi sebebiyle dnemli bir risk faktoriidiir (21). Hipertansiyon teshisi ve tedavisi kalp,
beyin, damar ve bobrek hastaliklarinin riskini ve eslik eden 6lim oranimi azaltmasi
dolayisiyla énemlidir. ilag tedavisi, klinik pratikte birinci basamak antihipertansif tedavi
olarak yaygin bir sekilde kullanilmaktadir. Bu nedenle, antihipertansif ilaclar saglik

hizmetleri ortamlarinda en sik recete edilen ilaclar arasinda yer almaktadir (22).

Avrupa Kardiyoloji Dernegi’nin (ESC) 2018 yilinda yayimladigi hipertansiyon
kilavuzuna gore antihipertansif ilaglar Sekil 1°de goriildiigii gibi bes ana gruba ayrilir (3).

ANTIHIPERTANSIFILACLAR

[ Anjiyotensin Diniistiiriicii Anjiyotensin IT Reseptir

Beta Blokirler ) Diiiretikler ) | Kalsiyum Kanal Blokarleril‘_  Enzim Inhibitorieri (ACE-inh) Rlokisrleri (ARE)
Tiazid Grubu Diiiretikler c
Propranolol Kloroiazid .+ Nifedini Kaptopril
: : : ifedipin :
Karvedilol + Hidroklorotiazid p . Enqlapn]l Losartan
Pindolol + Metoklorotiazid Amlodipin Perindopril Valsartan
Labetalol o DMl Felodipin Ramipril Irbesartan
* Hidroflumetiazid oog sil il °
Metoprolol o (] Isradipin Ak il Telmisartan
Atenolol + Bendrofluazid Lerkanidipin LlsmoPHl Kandesartan
Asebutolol » Siklopentiazid : Delapril
Nebivolol Kiviim Ditiretikler Verapamil e Olmesartan
; + Bumetanid Diltiazem inonril
Bisoprolol + Furosemid Fosmoprt

Sekil 1. Antihipertansif ilaglarin siniflandirilmasi ve drnekleri




Yaygin olarak beta-blokorler olarak bilinen beta-adrenerjik reseptor blokorleri,
kullanim alani genis bir farmakolojik siniftir. Antihipertansif etkilerini kalp kasindaki betal-
adrenerjik reseptorlere norepinefrin baglanmasini antagonize etmesiyle kalp atis hizin1 ve
kan basincimi diisiirerek gosterirler (23). 2014 yilinda ABD Hastalik Kontrol ve Onleme
Merkezleri (CDC) tarafindan yayimnlanan kilavuzlarda felg riskini artirmasi sebep
gosterilerek beta-blokorler, birinci basamak antihipertansif ilag¢ tedavisinden ¢ikarilsa da

hala yaygin olarak kullanilmaktadir (24).

Ditiretiklerin alt siniflar1 olan tiazid ditiretikler ve kivrim ditiretikler natritirezi ve
ditirezi artirirlar. Kivrim ditiretikler etkilerini henle kulbunun ¢ikan kolunda C1” ve Na* geri
emilimini inhibe ederek gosterirken tiazid diiiretikler ise distal tiibiiliin apikal membraninda
Na" geri emilimini inhibe ederek gosterirler. Her iki grup da hiicre dis1 s1vi hacminde azalma
meydana getirerek kan basincini diigiirii.  Na' atitlminin artmasiyla plazma hacminde
meydana gelen azalma, vendz doniisii azaltir ve kalp debisini diisiiriir. Boylelikle
hipertansiyon tedavisinin yaninda kalp yetmezligi ve nefrotik sendrom gibi durumlarda da

terapotik agidan dnemlidirler (25, 26).

Kalsiyum kanal blokérleri (KKB), arter diiz kasinda voltaj bagimli kalsiyum
kanallarin1 bloke ederek ekstraseliiler kalsiyumun hiicre i¢ine girigini engeller. Boylelikle
periferik vaskiiler direng azalir ve kan basinci diiser. Dihidropiridin tiirevleri genellikle L tipi
kalsiyum kanallarin1 bloke ederek vazodilatasyon yaparlar. Bunun yaninda amlodipin,
efonidipin gibi yeni KKB’ler N ve/veya T tipi kalsiyum kanallarin1 da bloke ederler. Bu sekil
ek blokajlar ile KKB’lerin hipertansiyon tedavisinde ayni zamanda organ koruyucu etkili
olabilecegi varsayilmaktadir. KKB’ler vazoselektif 6zellik gostermekle birlikte verapamil

ve diltiazem kalp diiz kas1 lizerindeki kalsiyum kanallar1 tizerinde de etkilidir (25, 27).

Anjiyotensin II, kan damarlarindaki vaskiiler diiz kaslar1 kasarak, periferik vaskiiler
direnci artirarak ve bobreklerden su atilimini engellemek i¢in adrenal korteksten aldosteron
salgilayarak kan basincini artiran vazokonstriktif bir peptittir ve ACE etkisiyle Anjiyotensin
I’den olusturulur. ACE inhibitorleri antiyotensin I’den anjiyotensin II olusumunu azaltarak
kan basincin1 diizenler ve anjiyotensin II'nin kardiyovaskiiler sistem iizerindeki zararh

etkilerini onler (28).

“Sartanlar” olarak da adlandirilan ARB’ler ise anjiyotensin II'nin etkilerini AT}

reseptorlerini bloke ederek antagonize ederler (7).



2.2. Anjiyotensin Reseptor Blokorleri (ARB)

RAAS, viicutta kan basincinin ve elektrolit dengesinin diizenlenmesinde rol oynayan
ve baslica bilesenleri renin, anjiyotensinojen, anjiyotensin doniistiiriicii enzim, anjiyotensin
tip 1 ve tip 2 reseptorleri olan hormonal bir sistemdir (12). Bobregin jukstaglomeriiler
hiicreleri tarafindan {iretilen renin, anjiyotensinojeni anjiyotensin-I’e doniistiirerek RAAS
hormonal kaskadint baglatir. Anjiyotensin-I biyolojik olarak inaktiftir ve ACE
aktivasyonuyla anjiyotensin-II"ye doniistir. Aktif form olan anjiyotensin-II, adrenal korteks

tizerine etki ederek aldosteron salinimina neden olur (Sekil 2) (30).

| Anjiyotensinojen ’
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A 4

‘ Anjiyotensin-I ’

ACE | > ACE inhibitorleri

A J

| Anjiyotensin-II ’

Antijotensin Reseptir Blokorleri X

A 4 A 4

Anjiyotensin-II Tip-1 Reseptirii| |Anjiyotensin-II Tip-2 Reseptorii

v

‘ Aldosteron ’

Sekil 2. Renin anjiyotensin aldosteron sistemi

RAAS’1n ana metaboliti olan anjiyotensin-II, bir¢ok farkli doku ve organ {izerinde
etki ederek vazokonstriksiyonu artirir, sodyumun renal tiibiiler reabsorbsiyonunu artirma
yoluyla kan akisini azaltir ve vaskiiler direnci artirir. Anjiyotensin-II'nin gereginden fazla
yukselmesi hipertansiyona neden olabilir ve kardiyovaskiiler hastaliklarin morbidite ve

mortalitesini artirabilir (1). Bu durumlarin 6niine gecebilmek i¢in RAAS inhibisyonu veya
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AT reseptorlerinin blokaji diisiiniilebilir. RAAS blokajinin hipertansiyon, akut miyokard
enfarktiisiic (AMI) ve kronik sistolik kalp yetmezligi gibi kardiyovaskiiler hastaliklarda
faydali oldugu gosterilmistir. Bu baglamda ACE inhibitorleri ve ARB, klinik uygulamada
yaygin olarak kullanilan iki ana ila¢ grubudur (30).

Anjiyotensin II, organ ve dokular ilizerindeki etkilerinin genis kapsamli olmasi
nedeniyle RAAS blokaj1 i¢in ilgi cekici bir farmakolojik hedeftir. ACE inhibitorleri,
antijotensin II olusumunun engellenmesi yoluyla aldosteron salgilanmasini azaltirlar ve
hipertansiyon, akut miyokard enfarktiisii ve kalp yetmezliginin tedavisinde kullanilirlar.
ACE inhibitorlerinin kardiyovaskiiler hastaliklarin tedavisinde goriilen dikkate deger
basaris1 RAAS blokaji i¢in bagka ilaglarin arastirilmasina ve ARB’lerin gelistirilmesine yol

agmustir (29).

Kardiyovaskiiler sistemde anjiyotensin II'nin etkisini gdstermesinde rol oynayan
birincil reseptorler, AT: reseptorleridir (1). ARB’ler, AT; reseptoriine secici olarak
baglanarak anjiyotensin II’nin reseptdre baglanmasini engellerler (31). Anjiyotensin II tip 2
(AT2) reseptorlerinin anjiyotensin II tarafindan uyarilmasi bradikinin ve nitrik oksit
maddelerini artirmasi yoluyla vazodilatasyonla iligkilidir (2). ARB’ler, AT reseptorlerine
spesifik olmasi sebebiyle AT> reseptorlerinin uyarilmasini bloke etmezler. Bdoylelikle
bradikinin ve nitrik oksit ARB’lerin etkilerine aracilik eder. ARB’lerin 6nemli
avantajlarindan biri de, ACE’den bagimsiz olarak olusan anjiyotensin II’'nin ACE

inhibitorlerine kiyasla daha spesifik ve kalici sekilde bloke etmesidir (29).

ARB’lerde yan etki goriilme siklig1, ACE inhibitorleriyle karsilastirildiginda blokajin
spesifikligi nedeniyle daha diistiktiir. Bu durum hastanin tedaviye uyumunun artmasi ve daha
etkili kan basinci kontrolii saglanmasi acisindan 6nemlidir (29). ARB’lerin yan etki profili
acisindan ACE inhibitorlerine en 6nemli istiinliiklerinden biri bradikinin bozunmasini

engellemezler ve boylelikle kuru dksiiriige sebep olmazlar (31).

ARB’ler aldosteronu inhibe ederek potasyum atilimini azaltirlar, bu durum ARB
kullanan hastalarda hiperkalemiye sebep olabilir. Bu yilizden ARB ile tedavi edilen
hastalarda es zamanli olarak ACE inhibitorleri, spironolakton, K* takviyesi ve potasyum

tutucu ditiretik kullaniminda dikkatli olunmalidir (29).

ARB’ler 6zellikle renal arter stenozu olan hastalarda glomeriiler filtrasyon hizini akut

olarak azaltabilir ve bobrek fonksiyonlarinin kotiilesmesine sebep olabilirler. Bu nedenle



ARB’ler her ne kadar renal protektif olsalar da bobrek yetmezligi durumlarinda kontrol

altinda kullanilmalidir (29).

ARB'ler, ¢esitli kilavuzlarda birinci basamak tedavi olarak onaylanmis ilaglar
arasinda yer almaktadir (3, 4). Birgok klinik ¢alisma, bu ilaglarin kan basincini etkili bir
sekilde diisiirdiigiinii ve tek basina ya da diger antihipertansif ilag smiflariyla birlikte
kullanilabilecegini ortaya koymustur. Dahlof ve arkadaslari tarafindan gerceklestirilen LIFE
calismasinda LOS’un kan basinci diisiiriicii etkisi atenolol ile karsilastirilmistir. Calisma
sonucunda LOS’un atenolole gore daha iyi kan basincim diisiirdiigi ve daha yiiksek
kardiyovaskiiler koruyucu etkisinin oldugu gozlemlenmistir (32). 2004 yilinda
gerceklestirilen VALUE calismasinda VALS ve amlodipin glikoz profiline etkisi a¢isindan
karsilastirilmis ve dort yilin sonunda VALS kullanan hastalarin amlodipin kullananlara

kiyasla yeni baglayan diyabet insidansinin daha diisiik oldugu bulunmustur (33).

Hipertansiyon tedavisinde, farkli etki mekanizmalarina sahip antihipertansif ilaglarin
kombine olarak kullanilmas1 yaygindir. Kombine tedavi, tek ilacin yiiksek doz kullanimina
bagl olusabilecek yan etkileri ortadan kaldirirken ayni zamanda daha etkili kan basinci
diisiisii de saglar. ARB-diiiretik ve ARB-KKB kombinasyonlari, 6zellikle tercih edilen

kombine antihipertansif ila¢ segenekleridir (19).
2.2.1. Losartan (LOS)

Pazarlanan ilk ARB’dir. Urikoziirik etkiye sahip bir 6n ilagtir. Metaboliti, ana bilesige
kiyasla daha etkili bir kan basinci diisiiriicii etkiye sahip olup, daha uzun bir yar1 dmre

sahiptir (29).
2.2.1.1. Fizikokimyasal Ozellikleri

C22H23CINgO kapali formiiliine sahip LOS’un molekiil agirlig1 422.9 g/mol’diir. LOS
monopotasyum tuzu, beyaz veya beyaza yakin kristalize tozdur. Suda tamamen ¢oziiniir,
alkolde ¢oOziiniir, ancak asetonitril, metil etil keton gibi yaygin organik c¢doziiciilerde

¢cOziintrligl distiktir (34).



LOS’un agik formiilii Sekil 3’te gosterilmistir.
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Sekil 3. LOS’un agik formiilii

2.2.1.2. Farmakokinetik Ozellikleri

Oral yoldan alindiktan sonra, LOS’un emilimi iyidir ve ilk ge¢is metabolizmasiyla
aktif bir karboksilik asit metaboliti ve inaktif diger metabolitler olusur. LOS tabletlerinin
sistemik biyoyararlanimi yaklagik %33'tiir. LOS ve aktif metaboliti, sirastyla ortalama olarak
1 saat ve 3-4 saatte doruk konsantrasyonlarina ulasir. LOS ve aktif metaboliti, 6zellikle
alblimin olmak {izere %99'dan fazla oranda plazma proteinlerine baglanir. Siganlar tizerinde
yapilan arastirmalar, LOS’un kan-beyin bariyerini gegse de bunun cok diisiik bir oranda
gerceklestigini gostermektedir. Oral ya da intravendz yolla verilen LOS dozunun yaklasik
%14' aktif metabolite doniisiir. LOS ve aktif metabolitinin toplam plazma klerensi sirasiyla
yaklasik 600 mL/dakika ve 50 mL/dakika olup, renal klerensi ise sirasiyla 74 mL/dakika ve
26 mL/dakikadir. LOS oral yolla alindiginda, idrarda dozun yaklasik %41 degismeden,
%6's1 ise aktif metabolit olarak tespit edilir. LOS’un yar1 dmrii yaklasik 2 saat, aktif

metabolitinin yar1 6mrii ise 6-9 saattir (34).
2.2.2. Valsartan (VALS)
2.2.2.1. Fizikokimyasal Ozellikleri

C24H29N503 kapal1 formiiliine sahip VALS 1n molekiil agirlig1 435.5188 g/mol’diir.
Beyaz ya da beyaza yakin renkte bir tozdur. Susuz etanol, metanol ve asetonitrilde kolay

¢Oziiniir, ancak suda ¢ozlniirligi disiiktiir (35).



VALS’1n agik formiilii Sekil 4’te gosterilmistir.
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Sekil 4. VALS’1n agik formiili

2.2.2.2. Farmakokinetik Ozellikleri

VALS, oral yoldan tek basina alindiginda, pik plazma konsantrasyonuna 2-4 saat
icinde ulagir. Ortalama mutlak biyoyararlanimi ise %23'tlir. Doz alindiktan 8 saat sonraki
plazma konsantrasyonlari, ilact a¢ karnina ya da tok karnina alan bireylerde benzer
seviyelerdedir, bu nedenle yemeklerle ya da a¢ karnina alinabilir. Intravendz uygulamadan
sonra, VALS dokulara kapsamli bir sekilde dagilmaz. Plazma proteinlerine, 6zellikle serum
albiiminine, yliksek oranda (%94-97) baglanir. Dozun yalnizca %?20'si metabolit olarak
atildigindan, biiylik oranda biyotransformasyona ugramaz. VALS, biiylik oranda degismemis
olarak disk1 (dozun yaklasik %83'i) ve idrar (dozun yaklasik %13') ile atilir. intravendz
uygulama sonrasinda, VALS 1n plazma klerensi yaklasik 2 L/saat, renal klerensi ise 0.62

L/saat olarak ol¢lilmiistiir. VALS 1n yar1 6mrii ise 6 saattir (35).
2.2.3. irbesartan (IRBE)
2.2.3.1. Fizikokimyasal Ozellikleri

C25H2sN6O kapal1 formiiliine sahip IRBE’ nin molekiil agirlig1 428.5294 g/mol’diir.
Beyaz ya da beyaza yakin renkte kristalize tozdur. Suda neredeyse hi¢ ¢dzlinmez, metanolde

zor ¢Oziiniir, metilen kloriirde ise ¢ozlniirliik azdir (36).
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IRBE’nin agik formiili Sekil 5°te gosterilmistir.
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Sekil 5. IRBE’ nin acik formiilii

2.2.3.2. Farmakokinetik Ozellikleri

Oral yoldan alindiktan sonra iy1 bir emilim gosterir, ortalama mutlak biyoyararlanimi
yaklasik %60 ile %80 arasindadir. Yaklasik %90’dan fazla oranda plazma proteinlerine
baglanir. Oral uygulamayi takiben 1.5-2 saat i¢inde doruk plazma konsantrasyonlarina ulagir.
IRBE, karacigerde glukuronid konjligasyonu ve oksidasyon ile metabolize olur.
Dolasimdaki birincil metaboliti ise IRBE glukuronit olup, yaklasik %6 oranindadir. IRBE
ve metabolitleri viicuttan hem safra hem de bobrekler yoluyla atilir. Eliminasyon yar1 dmrii

ortalama 11 saattir (37).
2.2.4. Kandesartan Sileksetil (CANDE)

CANDE, gastrointestinal sistemden emilimi sirasinda ester hidrolizi ile hizla ve

tamamen biyoaktif kandesartana doniisen bir 6n ilagtir (38).
2.2.4.1. Fizikokimyasal Ozellikleri

C33H34N6Og kapal1 formiiliine sahip CANDE nin molekiil agirlig1 610.67 g/mol’diir.

Beyaz ya da beyaza yakin renkte bir tozdur. Suda ¢6ziinmez, metanolde az ¢6ziintir (38).
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CANDE’nin agik formiilii Sekil 6’da gdsterilmistir.
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Sekil 6. CANDE’nin acik formiilii

2.2.4.2. Farmakokinetik Ozellikleri

Kandesartan, oral alimin1 takiben yaklasitk 3-4 saat icinde pik plazma
konsantrasyonuna ulasir ve mutlak biyoyararlanimi yaklasik %15°tir. Emilimi, gida
alimindan etkilenmez. Dagilim hacmi 0,13 L/kg olan kandesartan, plazma proteinlerine
%99’un lizerinde bir oranla baglanir. Eliminasyon yar1 dmrii yaklasik 9 saat olup, plazma
klerensi ortalama 0,37 mlL/dakika, renal klerensi ise 0,19 mlL/dakikadir. Kandesartan,

viicuttan biiylik oranda idrar ve safra yoluyla degismeden atilir (38, 39).
2.3. ARB’lerin Analizi I¢in Literatiirdeki Bazi Kromatografik Ayirma Yéntemleri

Giebultowicz ve arkadaslar1 aralarinda ARB’lerin de bulundugu kardiyovaskiiler
hastaliklarin tedavisinde siklikla kullanilan 30 farmasotik bilesigin ve metabolitlerinin
cevresel sularda tayini i¢in HPLC-MS/MS yontemi gelistirmislerdir (40). Ornekler, kat1 faz
ekstraksiyonu yontemi kullanilarak hazirlanmistir. Kromatografik ayirim icin bir Kinetex
RP-18 kolon (100 mm x 4.6 mm, 2.6 pm) kullanilmistir. Kolon sicakligi 40°C’ye ve akis
hiz1 ise 0.5 mL/dk’ya ayarlanmistir. Hareketli faz olarak 9%0.2 formik asit iceren HPLC
safliginda su (A) ve %0.2 formik asit igeren asetonitril (B) gradienti uygulanmistir. VALS,
LOS ve TELMI i¢in tayin alt sinir1 (LOQ) degerleri 0.07-12 ng/L arasindadir. Geri kazanim
analitlerin ¢cogu icin %50-130 arasindadir. Giin i¢i ve giinler aras1 kesinlik ¢aligmalari ii¢
konsantrasyon seviyesinde ylriitiilmiistiir ve yontem tatmin edici hassasiyet (<%20)

sunmustur.
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Castro ve arkadaslar ¢esitli su 6rneklerinde (atik su, nehir suyu, musluk suyu) ARB
grubu ilaglarin (eprosartan (EPRO), LOS, IRBE, CANDE, TELMI ve VALS) es zamanl
tayini i¢in bir UPLC-MS/MS yontemi gelistirmis ve valide etmislerdir (7). Cevresel su
orneklerinin analize hazirlanmasinda kat1 faz ekstraksiyonu yontemi kullanilmis ve
hazirlanan ekstrakt metanol:amonyak (98:2) karisimiyla eliie edilmistir. Daha sonra 0.45
pm’lik bir siringa filtresinden gegirilerek HPLC sistemine enjekte edilmistir. Ayirim, Zorbax
Eclipse Plus C18 (50 mm x 2.1 mm, 1.8 um) kolonunda 40°C'de gerg¢eklestirilmistir.
Hareketli faz olarak %0.1 sulu formik asit ¢ozeltisi (A) ve metanol (B) gradient eliisyon
modunda kullanilmistir. Akis hiz1 0.4 mL/dk olarak ayarlanmistir. Analitler, ESI kaynag1
pozitif modda calistirilarak iyonize ve tayin edilmistir. Yontem tiim analitler i¢in 2.5-500
png/L araliginda dogrusaldir. ARB’lerin, nehir suyu ve musluk suyu matrislerindeki geri
kazanimlar1 %88-%134 arasindadir. Yine bu iki matris i¢in elde edilen LOQ degerleri 2-20

ng/L arasinda degismistir.

2013 yilinda yayimlanan bir ¢aligmada Portekiz’de bulunan 4 farkli hastanenin atik
sularinda aralarinda LOS, VALS ve IRBE’nin de bulundugu 78 farmasétik bilesigin tayini
i¢in bir HPLC yéntemi gelistirilmistir (41). Ornekler kat1 faz ekstraksiyon yéntemine gore
hazirlanmis ve hazirlanan ekstrakt metanol ile eliie edilmistir. I¢ standart olarak izotopik
olarak etiketlenmis standartlari igeren 1 ng/pL standart karigimi kullanilmistir. Enstriimental
analiz, iki ikili pompa sistemi ile donatilmis ve turbo Iyon Sprey kaynagi (Applied
Biosystems, Foster City, CA, ABD) bulunan 5500 QTRAP hibrid ii¢lii kuadrupol-lineer iyon
tuzakli kiitle spektrometresine bagli bir Waters Acquity UltraPerformance™ sivi
kromatografi sistemi kullanilarak yapilmistir. Kromatografik ayirim sirasinda pozitif
elektrosprey iyonizasyonu (PI) ile analiz edilen analitler i¢cin Acquity HSS T3 kolonu (50 x
2.1 x 1.7 um) ve negatif elektrosprey iyonizasyonu (NI) ile analiz edilen analitler i¢in
Acquity BEH C18 kolonu (50 % 2.1 mm x 1.7 pm) kullanilmistir. PI modundaki analiz i¢in
metanol: 10 mmol/L formik asit/amonyum format (pH 3.2) ve NI modundaki analiz i¢in de
asetonitril:5 mmol/L amonyum asetat/amonyak (pH 8) gradient hareketli faz sistemi
kullanilmistir. Gelistirilen yontemin LOS, VALS ve IRBE i¢in LOQ degerleri sirasiyla 41,
13 ve 22 ng/L dir.

Marghany ve arkadaslari ¢esitli ARB’lerin (EPRO, VALS, LOS, IRBE ve CANDE)
es zamanli analizi i¢in hassas bir HPLC yontemi gelistirmis ve valide etmislerdir (42).

Ayirma islemi, kuaterner pompa sistemi, otomatik enjektdr ve termostatik kontrollii kolon
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firmi ile donatilmis, UV/Vis 2489 dedektoriine sahip Waters Alliance €2659 HPLC (ABD)
cihaz1 kullanilarak yapilmistir. Hareketli faz olarak 0.01 mol/L sodyum fosfat monobazik
tampon (pH 6.5) ve metanol (A:B) gradienti kullanilmistir. Cesitli kolonlar denenmis ve en
1yi ayirim, ters fazl oktadesilsilil C18 kolonda (250 x 4.6 mm x 5 um) gergeklestirilmistir.
Analitlerin tespiti UV dedektor 254 nm dalga boyunda elde edilmistir. EPRO, VALS, LOS,
IRBE ve CANDE i¢in LOQ degerleri sirastyla 0.096, 0.160, 0.104, 0.119 ve 0.160
pg/mL’dir. Yontem tiim analitler i¢in 0.04-60 pg/mL araliginda dogrusaldir. Gelistirilen
yontemin dogrulugu 9%98-102 araligindadir. Giin i¢i kesinlik calismalarinda ii¢ farkl

konsantrasyon seviyesinde analizler yapilmis ve BSS %0.92-1.53 arasinda bulunmustur.

2023 yilinda yayimlanan bir ¢alismada VALS ve LOS’un gercek su ve biyolojik
orneklerden ekstraksiyonu ve zenginlestirilmesi i¢in i¢i bos bir fiber-kat1 faz
mikroekstraksiyon cihazi gelistirilmistir. Sorbent olarak analitlerle etkilesime girmek igin
uygun fonksiyonel gruplar i¢erdiginden dolay1 ekstraksiyon verimliligini artiran kitosan ile
islevsellestirilmis ¢ok duvarl karbon nanotiipler (MWCNTSs) kullanilmistir (43). Sorbent,
fiber gézeneklerine sol-jel yontemi ile kaplanmistir. Su ve biyolojik 6rneklerden ekstrakte
edilen analitlerin tayini i¢in bir HPLC-UV yo6ntemi gelistirilmis ve valide edilmistir. Ayirim,
L1 analitik kolonunda (4.6 mm, 250 mm ve 10 um) gergeklestirilmistir. Hareketli faz olarak
asetonitril, su ve asetik asit (50:50:0.1) 1.0 mL/dk akis hizinda kullanilmistir. Dedektor, LOS
i¢in 250 nm, VALS i¢in 230 nm dalga boyunda ayarlanmistir. Yontem LOS i¢in 3.1-1800
ng/mL, VALS i¢in 3.4-1850 ng/mL araliginda dogrusaldir. Tespit alt sinirlar1 (LOD), VALS
ve LOS i¢in sirasiyla 1.0 ng/mL ve 0.9 ng/mL’dir. VALS ve LOS standart ¢ozeltileri
eklenmis kuyu ve nehir suyu analiz edilmistir. Her analiz aym1 kosullar altinda ii¢ kere
tekrarlanmis ve %94.5-97.8 araliginda geri kazanim ve %3.48’den kii¢lik BSS degerleri elde
edilmistir. Ayn1 prosediirler uygulanarak idrar Ornekleri de analiz edilmistir. Geri

kazanimlar1 %91.8-96.1 araliginda olup BSS degerleri %4.10’dan diisiiktiir.

Li ve arkadaslari tarafindan 2023 yilinda yayimlanan bir calismada ARB’lerin (LOS,
VALS ve IRBE) atik su aritimi i¢in hareketli tasiyicilar iizerinde gelistirilen biyofilmleri
kullanan hareketli yatakli biyofilm reaktorlerinde (MBBR'ler) bozunmasini incelemek igin
bir HPLC-MS/MS yontemi gelistirilmistir (44). Miktar tayinleri 80 atik su aritma tesisinden
alman sularda yapilmistir. Ug¢ ana bilesenin ve iki metabolitinin (VALS asit ve LOS
karboksilik asit) kantitatif tespiti, Synergi polar-RP analitik kolonunda (150 x 2 mm, 4 um)

30°C'de gerceklestirilmistir. Hareketli faz olarak %0.2 formik asit iceren metanol ve %0.2
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formik asit iceren su gradient sekilde kullanilmistir. Kiitle spektrumlari, ESI kaynagi pozitif

modda caligtirilarak alinmistir. Yontemin LOQ degerleri 0.008-0.050 pg/L arasindadir.

Montemurro ve arkadaslar1 siklikla recete edilen ve aritilmis atik suda yaygin olarak
bulunan, aralarinda VALS ve metaboliti olan VALS asitin de bulundugu 13 farmasotik
bilesigin marul yapraklarindan es zamanli tayini i¢in bir HPLC-MS/MS yontemi gelistirmis
ve valide etmislerdir (45). Analitlerin matristen elde edilmesi icin kat1 faz ekstraksiyonu
yontemi kullanilmistir. Kromatografik ayirim, Purospher STAR RP-18 ug baglikli kolonda
(125 mm % 2 mm, 5 pum) gerceklestirilmistir. Hareketli faz olarak %0.1 formik asit igeren
asetonitril ve %0.1 formik asit igeren su gradient eliisyon modunda kullanilmistir. Akis hiz1
0.3 mL/dk’ya ayarlanmistir ve analiz siiresi 38 dakikadir. Gelistirilen yontem 0.5-500 ng/g
araliginda dogrusaldir. VALS i¢in LOQ degeri 2.0 ng/g’dir. Geri kazanim %46°dir. Yontem
hassasiyeti ve tekrarlanabilirligi bagil geri kazanimlarin bagil standart sapmasi olarak

hesaplanmistir ve VALS i¢in BSS %1 dir.

2020 yilinda yaymmlanan bir ¢aligmada olmesartan (OLME), VALS, LOS ve
IRBE’nin insan plazmasinda es zamanli tayini i¢in floresan tespitli bir HPLC yontemi
gelistirmis ve valide edilmistir (46). I¢ standart olarak CANDE sileksetil kullanilmistur.
Plazma oOrneklerini hazirlanmasinda protein ¢oktiirme, paketlenmis sorbent ile
mikroekstraksiyon ve sivi-sivi ekstraksiyonu yontemleri karsilastirilmis ve ARB’lerin
analizi i¢in protein ¢oktiirme yonteminin kullanilmasina karar verilmistir. Analiz Luna cyano
(250 x 4.6 mm, 5 m) kolonu kullanilarak 35°C'de ger¢eklestirilmistir. Mobil faz olarak %0.1
sulu fosforik asit ¢ozeltisi ve asetonitril (A:B), 1.2 mL/dk akis hizinda gradient sekilde
kullanilmistir. Toplam analiz siiresi 13 dakika olmakla birlikte emisyon dalga boyu 0-8
dakika arasinda 370 nm, 8-13 dakika arasinda ise 410 nm’dir. Yanit olarak pik alani yerine
pik yiiksekligi secilmistir. Yontem, OLME ve VALS i¢in 25.0-1500.0 ng/mL, IRBE i¢in
25.0-2500.0 ng/mL ve LOS i¢in 35.0-2500.0 ng/mL araliginda dogrusaldir. LLOQ degerleri
IRBE, OLME ve VALS icin 25 ng/mL iken LOS i¢in 35 ng/mL’dir. Analiz edilen tim
analitler i¢in %60'tan fazla geri kazanim elde edilmistir. Analitlerin insan plazmasindaki
stabilitesi 4 farkli kosulda degerlendirilmistir: dondurma ¢ézme stabilitesi (-70 - 25°C
arasinda, li¢ dongii), uzun vadeli stabilite (-70°C’de 30 giin), kisa vadeli stabilite (25°C’de
4 saat), ve hazirlik sonrasi stabilite (20°C’de 30 saat). Bu kosullarin her birinde 6rneklerin

BSH’s1 %14.69°dan diistiktiir.
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Iclerinde ARB grubundan LOS’un da bulundugu farkli antihipertansif ilag
gruplarindan 5 ayr ilact analiz etmek amaciyla bir UHPLC-MS/MS teknigi gelistirilmistir
(47). Islem gormemis drnekler, ultra yiiksek performansh sivi kromatografisine bagl bir
kiitle spektrometresi kullanilarak, kisith erisimli karbon nanotiipler (RACNT) ile
doldurulmus bir ekstraksiyon kolonu araciligiyla kolon degisim sisteminde dogrudan analiz
edilmistir. HPLC sistemi, 3 tane LC-20AD pompa, 11R-0016H model elektronik 6 portlu
degistirme valfi ve Shim-pack XR-ODS C18 (150 mm x 4.6 mm, 5 m) analitik kolon ile
donatilmistir. Ekstraksiyon kolonu olarak yaklasik 30 mg RACNT ile doldurulmus bir
koruma kolonu kullanilmistir. Degistirme valfinin 2 pozisyonu vardir. Pozisyon 1°de dongii,
islem gérmemis ornek ile doldurulur. Pozisyon 2’de proteinlerden ayrilan analitler RACNT
kolonundan C;g kolonuna gonderilir. Pompa sistemi, 0.01 mol/L amonyum format tamponu
(pH = 5.0) iceren yiikleme fazini saglayan pompa A; asetonitril:izopropil alkol:ultra saf su
(75:15:10, v:viv) igeren temizleme fazini saglayan pompa B; ve metanol: 0.01 mol/L
amonyum format tamponu (pH = 5.0) (90:10, v:v) iceren mobil fazi saglayan pompa C
olmak iizere ii¢ pompadan olusmustur. RACNT kolonu, analitleri érnek matrisinden 2
dakikada ayirmistir ve toplam analiz siiresi 12 dakikadir. Analiz sonucunda LOS i¢in LOD
ve LOQ degerleri sirastyla 4.28 ug/L ve 14.26 pg/L’dir. Giin i¢i ve giinler arasi ii¢ farkl
konsantrasyonda gerceklestirilen deneylerin BSS degerleri sirasiyla %7.5 ve %6.3’ten

diisiiktiir. Ekstraksiyon geri kazanimi %94.9-112.4 arasindadr.

2021 yilinda, anyonik analitlerin ekstraksiyonu ve tayini i¢in ylizey baskili bir
elektroda dayili anyon degisimli kat1 faz ekstraksiyonu (SPE) yontemi gelistirilmistir (48).
Naylon 6/polianilin nanofiberleri, bir ¢aligma elektrodunun {izerine kaplanmistir. Modifiye
edilmis elektrot analitleri iceren ¢ozeltiye daldirilmis ve pozitif voltaj uygulanarak
analitlerin elektrot ylizeyinde toplanmasi saglanmistir. Analitlerin birikiminden sonra
elektrot bir desorpsiyon c¢oziiciisiine daldirilmistir ve negatif voltaj uygulayarak
zenginlestirilmis analitlerin ¢ozelti fazina gegmesi saglanmistir. SPE yontemi bir HPLC-UV
teknigiyle birlestirilip insan kan plazmasinda LOS, VALS ve IRBE’nin tayini yapilmistir.
Kromatografik ayirim, Spherisorb ters fazli C18 ODS kolonunda (25 cm x 4.6 mm, 5 pm)
yapilmustir. Hareketli faz olarak 0.5 mL/dk akis hizinda pH:4.0 0.02 mol/L sodyum asetat
tamponu (A) ve metanol:asetonitril (50:50, v:v) (B) karigimi1 gradient sekilde kullanilmistir.
Dedektor, 250 nm’ye ayarlanmistir. IRBE ve VALS 2-400 pg/L, LOS 5-1000 pg/L araliginda
dogrusaldir. LOS, IRBE ve VALS i¢in LOQ degerleri sirasiyla 1.7, 3 ve 1.3 pg/L’dir. Glin

ici ve glinler arasi kesinlik ¢alismalari ii¢ konsantrasyon seviyesinde yiiriitiilmiistiir ve BSS
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giin i¢i %8.2’den, glinler aras1 %8.9’dan kiiciik bulunmustur. Analiz edilen kan plazma

orneklerinden analitlerin geri kazanimlar1 %89.0-107.8 araligindadir.

2020 yilinda yayimlanan bir ¢alismada amlodipin, VALS ve hidroklorotiyazid i¢eren
farmasotik formiilasyonlardan bu etkin maddelerin es zamanh tayini i¢in bir HPLC-UV
yontemi gelistirilmis ve valide edilmistir (49). i¢ standart olarak pioglitazon kullanilmustir.
Kromatografik ayirim, Hibar RP-18e kolonunda (250 % 4.6 mm, Sum) gerceklestirilmistir.
Hareketli faz olarak amonyum asetat tamponu (A) ve asetonitril:metanol (20:80) (B)
gradient akista 1.3 mL/dk akis hizinda kullanilmistir. Kolon sicakligi 30°C’ye ve UV
dedektorii 235 nm’ye ayarlanmistir. Analiz siiresi 10 dakikadir. VALS ig¢in yontem 32.0-
720.1 pg/mL araliginda dogrusaldir. Yontemin LOD degeri 8.012 pg/ml’dir. Yontem
hassasiyetini degerlendirmek i¢in analitleri igeren homojen karisimdan 6 6rnek alinip analiz
edilmistir. Bu analizlerin VALS i¢in BSS’si %0.17 olup yontemin hassasligini kanitlamistir.
Geri kazanim degerlendirmesi igin ii¢ farkli konsantrasyon i¢in ticer 6rnek analiz edilmis ve

geri kazanim %99.90-100.10 arasinda bulunmustur.

Ebeid ve arkadaslar1 VALS ve CANDE sileksetili de i¢eren farkli antihipertansif ilag
gruplarina ait 6 farkli ilacin hidroklorotiyazidin ile es zamanli tayini i¢in bir RP-LC ydntemi
gelistirmislerdir (50). Yontemde i¢ standart olarak IRBE kullanilmistir. Ayirim, Eclipse
XDB-C18 (4.6 x 150 mm, 5 um) kolon kullanilarak oda sicakliginda gergeklestirilmistir.
Hareketli faz olarak 0.02 mol/L sodyum fosfat dibazik tamponu (pH 5.5):asetonitril (A:B)
gradient eliisyon modunda 1 mL/dk akis hizinda kullanilmistir. Analitlerin UV tespiti 220
nm dalga boyunda gergeklestirilmistir. Yontem CANDE i¢in 2-40 g/mL, VALS i¢in 10-160
g/mL araliginda dogrusaldir. Giin i¢1 ve giinler aras1 tekrarlanabilirlik, ii¢c konsantrasyon ve
her konsantrasyonun ti¢ tekrar1 kullanilarak degerlendirilmistir. Giin i¢i ve giinler aras1t BSS
strastyla VALS i¢in %1.12-1.29 ve %0.59-2.72 iken CANDE sileksetil i¢in %0.14-1.23 ve
%0.43-1.17"dir. Onerilen ydntem, analitlerin 12 dakikadan daha kisa bir siirede ayrilmasina
olanak tanimistir. Bu yontem, ilacglarin kombine farmasotik formiilasyonlarindaki

miktarlarin1 belirlemek icin bagariyla uygulanmastir.
2.4. Ornek Hazirlama

Analitik cihazlar her gecen giin gelisme gosterse de karmagik matrisli 6rneklerle
etkili bir sekilde analiz yapmak konusunda tek basina yetersizdir (51). Bunun nedenleri

arasinda sunlar sayilabilir (9):
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o Viicut dokusu, kan ya da idrar gibi tiirii ve fiziksel durumu sebebiyle gercek

orneklerin ¢ogu analitik cihazlara dogrudan gonderilemezler.

. Analit, bir cihaz i¢in dogrudan 6l¢iilebilir bir 6zellige sahip olmayabilir.
o Gergek Orneklerde analit konsantrasyonu genellikle oldukca diigiiktiir.
. Gergek orneklerin matrisi analit disinda baska bilesikler de icerir ve bu bilesikler

analiz sirasinda analit ile girisim yapabilir.

Bu sebeple ornek hazirlama, kimyasal analiz prosediiriiniin ¢ok Onemli bir
basamagidir ve toplam kantitatif analiz siiresinin ortalama %80’ini olusturur (52). Ornek
hazirlama asamasinda, 6rnekler genellikle analiz i¢in kullanilan cihazla uyumlu bir forma
dontistiirilii, matris  bilesenlerinden arindirilir ve analitik yontemin hassasiyet
gereksinimlerini karsilamak amaciyla analit zenginlestirilir (11). Uygun 6rnek hazirlama
yonteminin se¢imi, hedef bilesiklerin kalitatif ve kantitatif tespitinde en kritik faktordiir (53).
Bu secim; ortam tiirii, 0rnek boyutu, analiz cihazi, analiz tiirii, analitin yapis1 ve drnekteki
analitin baslangi¢ konsantrasyonu gibi faktorlere baglidir (9). Sonug olarak 1yi hazirlanmig
ornekler, analitik cihazlarin korunmasina katki saglamakla birlikte, ayirma ve tespit
stireclerini iyilestirerek analitik yontemlerin seciciligini ve hassasiyetini artirmaya yardimci

olur (54).
2.4.1. Kat1 Faz Ekstraksiyonu Yontemi (SPE)

SPE sulu, ¢evresel, biyolojik ve farmasdtik 6rneklerdeki analitlerin ekstraksiyonu ve
on-deristirilmesi i¢in yaygin olarak kullanilan 6rnek hazirlama yontemlerinden biridir (55).
Bu teknikte fonksiyonel silika veya polimer boncuklar uygun hacimli bir kartusta iki

gozenekli frit arasina paketlenir ve 4 temel adimda meydana gelir (56):

1) Analitleri iceren Ornek gecirilmeden Once sorbent, uygun bir c¢ozelti ile
kosullandirilir.

2) Ornek sorbentten gegirilir ve analitlerin tutunmasi saglanur,

3) Tutunmayan matris bilesenleri yikanir.

4) Tutulan analitler, cihazda analiz edilmek iizere uygun ¢oziicil ile eliie edilir.

SPE yonteminde Ornek matrisindeki olast girisimlerin es zamanli olarak
uzaklastirilmasiyla, analitlerin verimli bir sekilde 6n konsantrasyonu saglanir (57). SPE,
yiiksek geri kazanim ve zenginlestirme faktorleri, diisiikk maliyet, hizli faz ayrimlar1 ve gesitli

tespit teknikleriyle entegrasyon yetenegi gibi avantajlariyla birlikte tekrarlanabilir, cok yonlii
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ve c¢evre dostu bir yontemdir (55, 56). SPE'nin bir diger avantaji, HPLC ile ayirma
isleminden Once kolon degistirme yoOntemlerine alternatif olarak akis tabanli teknikler
kullanilarak tiim ekstraksiyon siirecinin kolayca otomatiklestirilebilmesidir (57). Otomasyon
kolaylig1 sayesinde SPE, yaygin olarak kullanilan diger 6rnek hazirlama yontemlerine gore
daha secici, hizli ve pratiktir. Yontemin tiim bu avantajlarinin yaninda yiiksek miktarlarda
sorbent ve ¢oziicii kullanim1 dezavantaji vardir ve bu durum Yesil Analitik Kimya (GAC)

ilkeleriyle tutarsizdir (58).

Sorbent secimi; secicilik, adsorpsiyon afinitesi ve kapasite gibi analitik parametreleri
etkileyen 6nemli bir etkendir. Ekstraksiyon verimliligi, sorbentin partikiil boyutu ve yilizey
alanina bagli olarak degisir (55). SPE isleminde, ¢esitli polarite ve islevlere sahip bir¢cok
farkli sorbent kullanilmaktadir (13). Yaygin olarak aktif karbon, silika, aktif aliimina, C-18,
molekiiler baskili polimerler ve regineler tercih edilmektedir. Genis yiizey alanina sahip
olmalar1 sayesinde yiiksek adsorpsiyon kapasitesi ve hiz1 gostermeleri sebebiyle

nanomalzemeler de sorbent olarak biiyiik ilgi gormektedir (55).
2.4.2. Dispersif Kat1 Faz Ekstraksiyonu Yontemi (DSPE)

DSPE, SPE’ye alternatif olarak, sorbentin Ornek matrisine ya da ekstraktina
dogrudan dagitildig1 bir yontemdir (10). DSPE, ilk olarak 2003 yilinda Anastassiades ve
arkadaslar1 tarafindan meyve ve sebzelerdeki pestisit kalintilarinin tespiti i¢in verimli bir
matris temizleme yontemi olarak tanitilmistir (59). Bu yontem genellikle temel 6zelliklerinin
kisaltmasi olan QUEChERS olarak bilinir (10): Quick (hizli), Easy (basit), Cheap (ucuz),
Effective (etkili), Rugged (saglam), Safe (gilivenli). Kat1 sorbent, 6rnek ¢ozeltisine dogrudan
ilave edilir, karisim iyice karistirilir ve ardindan santrifiij edilir (60). Bu sekilde sorbentin
ornek igerisine disperse edilmesi, sorbent ve analitler arasinda temas yiizeyini artirarak
ekstraksiyon dengesine hizli ulagilmasini saglar ve verimliligi artirir (10, 61). Yontemin
esast Ornek matrisini istenmeyen bilesenlerden temizleme yoluyla analit segiciligini
artirmaktir (60). DSPE yontemi hizli ve secici olmasiyla birlikte diisiik ¢6ziicli ve sorbent

kullanimiyla ¢evre dostu bir yontemdir (61).
2.4.3. Dispersif Mikro Kati Faz Ekstraksiyonu Yontemi (DMSPE)

DMSPE yontemi, genellikle mikro veya nano boyutlardaki sorbentlerin 6rnek
cozeltisine dagilmasi ve ardindan cesitli fiziksel islemlerle bu sorbentlerin izole edilmesi
esasia dayanir. DMSPE, DSPE yonteminin minyatiirlestirilmis bir uyarlamasidir. Ancak

amaglar1 farklidir; DSPE, genellikle matris temizleme amaciyla kullanilirken, DMSPE ise
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analit zenginlestirme amaciyla tercih edilir. Yani, DSPE’de sorbent Ornek ortamina
dagildiginda istenmeyen matris bilesenlerini tutarken, DMSPE’de hedef analitler tutulur
(62). Bu yontemde sorbent, 6rnek ¢ozeltisi icerisine calkalayici, vorteks ya da ultrasonik
banyo kullanilarak dagitilir ve hidrojen bagi, n-n bagi ve dipol-dipol etkilesimleri gibi farkli
etkilesimler araciligiyla analitleri tutar. Daha sonra sorbent, santrifiij, filtrasyon ya da
manyetik ayirim yoluyla 6rnek ¢ozeltisinden ayrilir ve analit igeren kati, enstriimental tespit
icin uygun bir ¢dziicii ile eliie edilir (62, 63). Ik olarak 2009 yilinda Tsai ve arkadaslari
tarafindan su ve siit Orneklerinde tetrasiklin  bilesiklerinin  ekstraksiyonu ve

zenginlestirilmesi i¢in raporlanmistir (64).

Yiiksek ekstraksiyon verimliligi, yiiksek zenginlestirme faktorii ve diisiik 6rnek
cozeltisi tiiketimi ile gercek orneklerdeki ¢esitli analitleri ekstrakte etmek, temizlemek ve
konsantre etmek i¢in uygulanabilen basit, hizli ve ucuz bir tekniktir (9). Sorbentin disperse
edilmesi, sorbent ile analit arasindaki temas yiizeyini 6nemli 6l¢iide artirir. Bu da hizli kiitle
transferine ve ekstraksiyon dengesinin kurulmasina yol acarak yontem hassasiyetini ve
ekstraksiyon verimliligini artirir ve ekstraksiyon siiresini kisaltir. Tiim bunlara ek olarak bir
baska avantaj da DMSPE yonteminde kullanilabilecek sorbent sayisi ¢ok fazladir ve yeni

sorbentlerin gelistirilmesine agiktir (62, 63).

DMSPE yonteminde kullanilacak ideal sorbent, yiliksek sorpsiyon kapasitesine, 1yi
secicilige, diisik maliyete, yeniden kullanilabilirlige, kolay hazirlanabilirlige, toksik
olmayan 6zelliklere ve {istlin kimyasal ve fiziksel kararliliga sahip olmalidir. Ayrica, sorbent
ornek ¢ozeltisinde iyi dagilim gostermelidir. Verimli analit zenginlestirme sorbentin analite
olan ilgisine baglidir (65). Ayn1 zamanda analitleri kolayca desorbe edebilmek i¢in analit-
sorbent etkilesimi uygun kosullarda tersine ¢evrilebilir olmalidir. Yiizey alani/hacim orani
yiiksek olan nanoyapili sorbentler, analitle etkilesecek fazla temas alan1 sunmasi sebebiyle
yiiksek adsorpsiyon kapasitesi saglarlar (10). Tek duvarli ve ¢ok duvarli karbon nanotiipler,
grafen, grafen oksit gibi karbon bazli sorbentler, fonksiyonellestirilmis silika, metal-organik
cerceveler (MOF), molekiiler baskilanmis polimerler (MIP), c¢esitli kompozitler, c¢ift
katmanli hidroksitler (LDH) ve modifiye edilmis manyetik sorbentler DMSPE’de kullanilan
sorbentlerden bazilardir (62).
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2.5. Cift Katmanh Hidroksitler (LDH)

LDH’lar, pozitif ylikli metal hidroksit katmanlar1 ve bu katmanlarin arasinda
bulunan yiik dengeleyici anyonlar ve su molekiillerinden olusan nanoyapili inorganik
malzemelerdir (Sekil 7) (66, 67). Hidrotalsit benzeri bilesikler ya da anyonik killer olarak da
bilinirler. Anyon degistiriciler, adsorbanlar, katalizorler, katalizor destekleri, ilag tasiyicilart,
sensOr malzemeleri ve elektrot malzemeleri olarak genis bir uygulama yelpazesinde

kullanilma potansiyeline sahiptir (68).

Yyyvvyyvy,

e 00000 G
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. Anyon “ OH- @ Metal iyonlan

Sekil 7. LDH’larin yapis1 (67)

LDH’lar genellikle [M?"xM**x(OH)2]Jx+[A™ ]xs.yH20 formiilii ile ifade edilir. M?*
iki degerlikli, M*" {ic degerlikli metal katyonlaridir. A™ metal katmanlar1 arasina
yerlestirilmis yiik dengeleyici anyondur, pozitif yiik bu tabakadaki anyonlar tarafindan
dengelenir. Bu yilizden anyon miktar1 metal iyonlarindan kaynaklanan pozitif yik
yogunluguna baghdir. x degeri M*"/(M**+M?*) ile ifade edilen bir orandir ve degeri
kullanilan metal iyonlaria goére 0.2-0.33 arasinda degisir (69, 70). LDH yapisinin kararliligi,
katyonik tabakalar ile anyonik tabaka arasindaki elektrostatik etkilesimler ve hidrojen

bagindan kaynaklanan kohezif kuvvetler tarafindan saglanir (13).

M?2" ve M** iyonlarinin se¢imi ve kombinasyonu oldukea ¢esitlidir. Bu nedenle, bazi
kombinasyonlar potansiyel olarak ilging &zellikler sergileyebilir. Ornegin metal katyonu
olarak ferromanyetik elementleri igeren LDH’lar, manyetik 06zellikleri sayesinde
ekstraksiyon sonrasit sorbent-analit etkilesimini kolayca tersine g¢evirebilmesi acisindan

DSPE’de sorbent olarak kullanilirlar (67).
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LDH’lar essiz molekiiler yapilart nedeniyle oOzellikle kati faz ekstraksiyon
yontemlerinde kullanilmak {izere cesitli kimyasal ve fiziksel avantajlara sahiptir. Bu

avantajlar sunlardir (13, 67, 71):

. Genis ylizey alani sunarlar.

. Diisiik maliyetli onctiller ve basit ekipmanlarla kolayca sentezlenirler.

. Metal katmanlarinin kimyasal bilesimi ayarlanabilir.

o Uygun anyonlar segilerek katmanlar arasi mesafe ve LDH’larin boyutu kontrol
edilebilir.

o Fiziksel adsorpsiyon, iyon degisimi ve interkalasyon gibi g¢esitli mekanizmalar

araciligryla yiiksek adsorpsiyon kapasitesine sahiptirler.

o Yiiksek su igerigi sayesinde, tutulan analitler i¢in biyouyumlu bir ortam olustururlar.
o Kimyasal ve termal stabiliteye sahip kararli bir yapidadirlar.
o pH’ya bagh c¢ozinirlik gosterirler, analitlerin ekstraksiyonu bazik ortamda

gerceklestirildikten sonra ortam asidik (pH<4) hale getirilerek LDH’larin ¢éziinmesi

saglanir.

LDH’lar bazik ortamda ¢okme, asidik ortamda ¢oziinme 6zellikleri sayesinde in situ
yolla kolayca sentezlenirler. Siiregte alkali bir ¢ozeltiye LDH onciilleri olarak kullanilan
metal katyonlar1 ve anyonik analitler eklenir, LDH olusumu ve analitlerin ekstraksiyonu es
zamanli olarak gerceklesir. Analit iceren LDH’lar santrifiij ya da filtrasyon yoluyla toplanir
ve asidik ortamda ¢o6ziinerek enstriimental olarak analiz edilir. LDH’larin in situ sentezi;
sorbent sentezi ve analit eliisyonu olmadigindan basit, hizli, diisiik maliyetli, yiiksek

hassasiyet sunma ve gevre dostu olma gibi avantajlara sahiptir (12, 72, 73).

LDH’larin DSPE yonteminde kullanilmasi, sorbent senteziyle ekstraksiyonun es
zamanl gerceklestirilmesi ve analit eliisyonuna gerek olmadan sorbentin ¢oziinmesiyle
analit zenginlestirme ilk olarak Tang ve Lee tarafindan 2013 yilinda yayimlanan bir
calismada raporlanmistir (74). Bu ¢calismada LDH’lar sulu 6rneklerde bazi aromatik asitlerin
analizi i¢in sorbent olarak kullanilmistir. Mg-Al temelli LDH o6nciilleri analitleri igeren
ornek ortaminda vorteks ve sonikasyon yardimiyla dagitilmistir. Daha sonra ortam
baziklestirilerek LDH’larin analitleri tutarak c¢Okmesi saglanmistir. Coken LDH’lar
slipernatanttan ayrilip %8 trifloroasetik asit (TFA) c¢ozeltisinde ¢oziiliip, analitlerin
eliisyonuna gerek kalmadan dogrudan HPLC ile analiz edilmistir. Yontem tiim analitler i¢in

0.03-0.28 pg/L arasinda diisiik tespit limiti gostermistir.

22



LDH’larin yine 6zellikle pH bagimli ¢cokme-¢oziinme yetenegi gdstermesi, analiz
yontemlerinin otomasyonunda kullanilmasina dair 6nemli gelismelere yol agmistir. Sorbent
olarak Fe3O4 ile manyetiklestirilmis LDH ¢ekirdek-kabuk mikrokiireler kullanilarak
otomatik bir DMSPE teknigi tamitilmistir (75). Sentezlenen LDH’lar, 6rnek iceren bir kaba
eklenmis ve ekstraksiyonun gerceklesmesi i¢in karigtirilmistir. Ekstraksiyondan sonra 6rnek
kabi, miknatis igeren otomatik Ornekleyici tepsisine yerlestirilmis ve miknatisin analit
hapsedilmis LDH’lar1 toplamas1 i¢in bir siire beklenmistir. Ustte kalan siipernatant bir
siringa yardimiyla 6rnek ortamindan uzaklastirilmistir. Daha sonra yine siringa yardimiyla
ornek kabina %50 TFA ¢ozeltisi eklenerek karistirilmistir. Zenginlestirilmis analitleri iceren

¢ozelti direkt olarak HPLC ile analiz edilmistir.
2.6. Akis Teknikleri

Akis teknikleri (FT'ler), c¢ozelti ol¢iimii, karistirma, seyreltme ve analitin tespit
edilebilir hale getirilmesi gibi islemleri iceren laboratuvar uygulamalarinda kullanilan ¢ok
amagcli otomasyon araglaridir. FT yontemlerinin esasi, bir tiip manifoldu i¢inde pompalar ve
valfler araciligiyla bir tasiyici akista 6rnek ve reaktif ¢ozeltilerinin taginmasi ve islenmesidir.
Otomatik ornekleyiciler kullanilarak gelistirilen otomasyonun aksine, FT ydntemlerinde
enstriimental analiz i¢in Ornegin tespit hiicresine entegre edilmesi ¢ogunlukla bir akis
yoluyla gerceklesir. FT’ler analit zenginlestirme ve matris temizleme amaciyla 6rnek
hazirlama basamaginda kullanilabilir ve tam otomatik bir analiz yontemi gelistirmek icin

HPLC gibi enstriimental cihazlara baglanabilir (14, 76).

FT otomasyonu; prosediirel tekrarlanabilirlik, reaktif tiikketiminin ve 6rnek isleme
stiresinin azaltilmasi, 6rnek veriminde artig, sistem minyatiirlestirilmesi avantajlar1 saglayan
basit, cok yonlii ve diislik maliyetli bir tekniktir. Kapali bir sistem kullanilmasi sayesinde de
ornek kontaminasyonu engellenmis ve arastirmacinin zararli reaktiflere maruz kalma riski
azaltilmis olur. Tiim bu avantajlarinin yaninda FT, tek basina segicilik géstermez. Segicilik,
secici reaktiflerin kullanimina, kullanilan dedektorlere ve secici tespit ve ayirma

yontemlerinin kullanimina baglidir (14, 76).

Zaman i¢inde, analit zenginlestirme ve matris temizleme amaciyla kullanilan 6rnek
filtrasyonu, SPE, LLE ve birlikte ¢oktiirme gibi teknikler i¢in FT otomasyonu kullanilmig
ve bu amaglar icin ¢esitli akis cihazlar1 tasarlanmistir (76). Bunlardan ikisi, sirali enjeksiyon

analizi (SIA) ve akis-y18in analizi (flow-batch) konseptidir.
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SIA tastyict akis, ¢ift yonlii pompa, pompa ile valf arasina yerlestirilmis tutma bobini,
cok konumlu se¢im valfi, reaksiyon bobini ve dedektorden olusan basit bir bilgisayar
kontrollii sistemdir. Bu islemde once 6rnek ve reaktifler se¢im valfi araciligiyla tutma
bobinine ¢ekilir. Daha sonra valf, dedektore bagli bir porta gegirilir ve akis tersine cevrilir.
Boylelikle tutma bobinindeki igerik, reaksiyon bobini araciligiyla karistirilir ve dedektore
gitmesi saglanir (14, 77). Sistemdeki siirekli akis sistemin kolaylikla kendi kendini
temizlemesine olanak saglar. Akis-y1gin analizi (flow-batch) ise analizlerin, SIA’daki gibi
boru manifoldu yerine karistirma odalarinda gergeklestirildigi bir tekniktir. Burada analizler
sirasinda olugan daha biiyiik 6lii hacim, analiz sonrasinda daha zorlu bir sistem temizligi

gerektirir (78).

Bu iki teknigin -SIA ve akig-yigin analizi (flow-batch)- bir araya gelmesiyle,
‘Siringa-iginde-Laboratuvar’ olarak adlandirilan, yeni ¢alisma modlar1 sunan ve analit
ekstraksiyonu ve matris temizligi amaciyla kullanilan kati1 faz mikroekstraksiyonu (SPME)
ve sivi faz mikroekstraksiyonu (LPME) yontemlerine de uygun olan ¢ok yonli bir

otomasyon sistemi gelistirilmistir (14, 76).
2.7. Siringa-icinde-Laboratuvar (LIS)

LIS, bilgisayar kontrollii otomatik bir siringa pompasinin boslugunu, kafa valfi
yardimiyla cesitli reaktiflerin aspire edilebildigi boyutu uyarlanabilir ve sizdirmaz bir
reaktor olarak kullanan ve prensibi akis tekniklerine dayanan ¢ok yonlii bir otomasyon
sistemidir (79). Ilk olarak 2012 yilinda Maya ve arkadaslar tarafindan tanitilan bu sistemde,
otomatik bir siringa pompasi ve siringa basligina monte edilmis iki optik fiber kullanilarak
hem analitlerin ekstraksiyonu hem de spektrofotometrik analizinin siringa iginde
gergeklestirildigi tam otomatik bir yontem gelistirilmistir (80). Yontem, su ve meyve
sularindan bir ksanten boyasi olan rodamin B’nin ekstraksiyonu ve kantitatif tayini i¢in
denenmis ve BSS %3.2 ve zenginlestirme faktorii 23 bulunmustur. Sonug¢ olarak LIS
sistemine dayali olarak gelistirilen bu yoOntemin basit, tekrarlanabilir, hizli ve

minyatiirlestirilmis oldugu gosterilmistir.

Su orneklerinde bakir katyonunun tespiti i¢in siringa iginde bir dispersif sivi-sivi
mikroekstraksiyonu (DLLME) yontemi gelistirilmis ve 6rnegin gerekli reaktiflerle homojen
bir bi¢imde karisabilmesi i¢in akis manifolduna bir karistirma haznesi dahil edilmistir (81).
Bu baglamda siringa boslugu i¢ine bir manyetik karistirma ¢ubugu yerlestirilmesi LIS 1n

gelistirilmesinde ¢ok 6nemli bir adimdir (14). Bu yaklasim ilk kez Horstkotte ve arkadaslari
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tarafindan 2013 yilinda yayimlanan bir calismada tanitilmigtir (82). Siringa igine
yerlestirilen karistirma ¢ubugunun hareketi, iki neodimyum miknatis tutan bir karistirma
halkasi tarafindan olusturulan manyetik alan sayesinde saglanmistir. Bu sekilde 6rnek ve
reaktiflerin, s1izdirmaz siringa i¢inde hizli ve homojen bir sekilde karistirilmasinin yaninda
otomasyona daha miisait bir sistem elde edilmistir. Bu ¢aligmada siringa i¢i karistirma
kullanilarak bir DLLME yd6ntemi gelistirilmis ve deniz suyu 6rneklerinde aliiminyum tespiti
icin kullanilmistir. Ortalama %106.0 geri kazanim ve %4.4 tekrarlanabilirlik elde

edilmesiyle birlikte ekstraksiyon islemi siringa temizligi de dahil 210 saniye stirmiistiir.

Karistirma, reaksiyon ve ekstraksiyon siireglerinde ortam olarak kullanilan LIS

sisteminin g¢esitli avantajlari vardir (14):

o Siringa, igine istenen reaktiflerin aspire edilebildigi boyutu degistirilebilir bir
bosluktur. Bu 6zelligi ile pipetler, biiretler, siseler kullanilan laboratuvar siireglerinin
otomasyonunda kullanilan ideal bir aragtir.

o Siringa sisteminin kapali bir alan olmasi sayesinde hem 6rnek kontaminasyonundan
kac¢inilabilir hem de arastirmacinin kimyasallara maruz kalma ve kaza riski azalmis
olur.

. Siringanin i¢ine manyetik bir karistirma ¢ubugu yerlestirerek, siringa iceriginin hizli
ve homojen bir sekilde karigmasi saglanir. Karistirmanin ne zaman ve ne kadar siire
aktif olacag1 optimize edilebilir. Ayrica karistirma sayesinde daha verimli bir siringa
temizligi yapilabilir.

o Siringanin kapali ve boyutu degistirilebilir bir sistem olmasi ve ayni zamanda
manyetik karistirma gubugu icermesi, agik hazneyle kiyaslandiginda sigrama yoluyla
ornek kayb1 olmaksizin 3000 rpm’e kadar doniis hiz1 saglar.

. Seffaf cam siringalar kullanilarak hem 6rnek hazirlama islemi hem de analitlerin
spektrofotometrik tespiti siringa iginde yapilabilir.

o LIS sistemleri, uygun arayiizler aracilifiyla HPLC gibi enstriimental yontemlere

cevrim i¢i olarak baglanabilir.

Tiim bu avantajlarinin yani sira, tiip manifolduna dayali akis tekniklerine gore bazi

dezavantajlar hala mevcuttur (14):

. Stirekli akig saglayan tiip manifolduna gore siringa i¢inde ¢ok daha biiyiik bir 6lii
hacim olusur. Bu da analiz sonrasinda ¢ok daha zorlu bir temizleme prosediirii

gerektirir.
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. Agik karigtirma haznesi kullanan akis tekniklerine gore LIS in kapali bir sistem
olmas1 bir elektrodun sisteme kolayca yerlestirilememesi, manuel 6rneklemenin
miimkiin olmamas1 ve gaz c¢ikist olan reaksiyonlarda asiri basing olusumunu

engelleyememesi gibi dezavantajlart vardir.

Siringa yonii, gelistirilen yontemin gereksinimlerine gore asagidan yukari ya da
yukaridan asagi olarak konumlandirilabilir. Sudan daha az yogun ¢o6ziicli kullaniminda
asagidan yukar1 yonii, sudan daha yogun ¢oziicii kullaniminda ise yukaridan agag1 yoniiniin
kullanim1 uygundur. Yukaridan asagi konumlanma, siringa igeriinin tamamen
bosaltilmasina olanak tanimasi ve siringa pistonunun ornek ile temas etmemesi sebebiyle
daha iyi bir tercihtir. Siringanin yoniine karar vermek agisindan ekstraksiyon kosullarini ve
coziciilerini belirlemek i¢in LIS sisteminin kurulumundan 6nce 6n deneyler yapmak

avantajlidir (14). Sekil 8’de yukaridan asagi konumlandirilmis bir LIS sistemi gosterilmistir.

Sekil 8. Yukaridan asagi konumlandirilmis bir LIS sistemi. (S) siringa, (HV) 9 portlu
kafa valfi, (SP) siringa pompasi, (M) motor, (1) destek, (2) akis portu, (3)
atik cikis aparati, (4) 5 numarali destek bileseninin kafa valfine baglanmasin
saglayan aparat, (5) motorun konumlandirilmas: i¢in destek bileseni, (6)
kasnak carki, (7) karistirma halkasi, (8) destek halkasi. (Mavi ile gosterilen
bilesenler 3D yazici ile elde edilmistir.) (14)
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LIS sisteminde 6rnek ve reaktifler ile temas eden tiim bilesenler inert olmalidir.
Siringanin yakinina yerlestirilen motor ile siringa i¢i karistirma saglanir. Burada siringa
etrafina motor ile hareket ettirilen iki neodimyum miknatis tutan bir karistirma halkasi sarilir
ve olugsan manyetik alan ile siringa i¢inde bulunan karistirma ¢ubugu, motorun doniis hizinm
takip ederek doner. Kullanilan motor, bilgisayar fanindan kolayca elde edilebilir. Motor, bir
mikrodenetleyici tarafindan kontrol edilir, bdylelikle motorun calismasinin giivenilirligi

artirilmis olur (14).

Tiim LIS uygulamalar i¢inde, en ¢cok LPME y6ntemlerinin -6zellikle DLLME'nin-
otomasyonu rapor edilmis olmakla birlikte DMSPE yontemlerinin otomasyonu igin ii¢

calisma mevcuttur.

2015 yilinda yayimlanan bir ¢alismada Maya ve arkadaslari cesitli sularda ve
baliklarda malasit yesili bilesenini tayin etmek i¢in sorbent olarak manyetik MOF’larin
kullanildig: bir LIS sistemine dayanan DMSPE yontemi gelistirilmistir (18). Bu ¢alismada
manyetik MOF igeren siringaya karigtirma sirasinda yiiksek akis hizinda 6rnek eklenmistir
ve boylelikle sorbentin 6rnek ortamina dagilmasi saglanmaistir. Analit iceren manyetik MOF
siringa igindeki miknatis {izerinde biriktirilmistir. Ornek matrisi atildiktan sonra siringa
icerigi su ile yikanmistir. Daha sonra analitleri serbest birakmak igin siringaya metanol
eklenmistir ve elde edilen ekstrakt dnce enjeksiyon valfinin dongilisline yiiklenip sonra da
dedektore aktarilmistir. Analiz edilen su ve balik 6rneklerinden analitlerin geri kazanimlar

%95-107 araliginda elde edilmis olup LOQ degeri 0.012 mg/L’dir.

Bir bagka ¢aligmada atik su 6rneklerinden Gstrojen analizi i¢in sorbent olarak zeolitic
imidazolat ¢ercevelerden elde edilen manyetik gozenekli karbonlarin (MPC) kullanildig:
LIS konseptine dayali bir DMSPE yontemi tanitilmistir (15). Burada manyetik sorbent
iceren siringa ortamina drnek eklenmis ve karistirma etkinlestirilerek sorbentin dagilimi
saglanmustir. Analit iceren MPC’ler siringa i¢indeki miknatis iizerinde biriktirilmistir. Ornek
matrisi atik portuna yonlendirildikten sonra sorbent {izerine absorbe olmus safsizliklari
uzaklastirmak i¢in analit igeren manyetik sorbent yikanmistir. Daha sonra analitleri eliie
etmek icin siringa igine kloroform aspire edilmistir. Elde edilen analit iceren kloroformlu
ekstrat toplanmis ve c¢evrim dis1 olarak GC-MS sistemine enjekte edilmistir. Siringa ici
DMSPE, 20 dakikadan az siirede ger¢eklesmis olup dstrojen, analiz edilen su 6rneklerinden

%86-115 arasinda degisen geri kazanimlarda elde edilmistir.

27



Son olarak 2022 yilinda Gemuh ve arkadaslarinin rapor ettigi bir ¢alismada boncuk
enjeksiyonu konseptini kullanan LIS sistemine dayali otomatik bir DMSPE yontemi
gelistirilmistir (16). Bu amagla, sorbent olarak basit bir islemle manyetiklestirilmis
yenilenebilir ticari SupelTM-Select HLB boncuklar1 kullanilmistir. Burada 6rnek igeren
siringaya karigtirma altinda manyetik HLB boncuklari eklenmistir. Manyetik sorbent, siringa
icindeki miknatis etrafinda toplandiktan sonra 6rnek matrisi atilmistir. Daha sonra analitler,
uygun bir ¢oziicii ile HLB boncuklarindan eliie edilmis ve enjeksiyon valfi aracilifiyla
cevrim i¢i olarak HPLC cihazina enjekte edilmistir. Bu sirada siringada kalan sorbent atiga
yonlendirilirken siringaya bir sonraki ekstraksiyon i¢in yeni sorbent aspire edilir. Gelistirilen
otomatik yontem, yiizey sularindan gesitli kirletici maddelerin tespiti i¢cin kullanilmis ve
analitler, 5-200 pg/L dogrusal aralifinda, %78.4 — 105.6 arasinda degisen geri kazanimla
tespit edilmistir.

2.8. Kromatografi

Kromatografi, cogunlukla ayrilmalar1 bagka yontemlerle miimkiin olmayan, yap1
olarak birbirine benzer Ozelliklere sahip bilesenlerin ayrilmasina, tespit edilmesine ve
kantitatif tayinine olanak taniyan bir ayirim yontemidir. Cesitli bilim dallarinda yaygin
olarak uygulama alani bulan kromatografi, ilk olarak 1906 yilinda Rus botanik¢i Mikhail
Tswett tarafindan bulunmustur. Tswett ¢alismasinda, bitkilerde bulunan klorofil ve ksantofil
gibi pigmentleri ayirmak i¢in bu bilesiklerin c¢ozeltilerini sabit faz olarak CaCOs

doldurulmug cam bir kolondan gecirmistir.

Kromatografik ayirma islemlerinde 6rnek gaz, sivi ya da siiperkritik sivi gibi bir
mobil faz i¢inde ¢oziiliir. Mobil faz daha sonra, bir kolonda veya kat1 bir yiizeyde bulunan
sabit fazdan gegirilir. Hareketli faz ve sabit faz, 6rnek bilesenlerinin iki faz arasinda degisen
oranlarda dagilmasini saglayacak sekilde segilir. Sabit faz {izerinde daha gii¢lii tutulan
maddeler, mobil faz ile birlikte daha yavas hareket ederken sabit faz {izerinde daha zayif
tutulan bilesenler ise daha hizli hareket ederler. Ornek bilesenlerinin sabit faz iizerinde
hareket hizlarindaki bu farkliliklardan dolayi, bilesenlere ait kalitatif ve kantitatif olarak

analiz edilebilen ayr1 bantlar veya bolgeler olusur (83, 84).
Kromatografik yontemler, temel olarak {i¢ farkli sekilde siniflandirilir:

e Kullanilan fazlarin tipine gore

- Sivi kromatografisi
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- Gaz kromatografisi

- Siiperkritik akiskan kromatografisi
e Uygulama bi¢imine gore

- Kolon kromatografisi

- Diizlemsel kromatografi
e Ayrilma mekanizmalarina gére

- Adsorpsiyon kromatografisi

- Partisyon kromatografisi

- lyon degistirme kromatografisi

- Molekiiler eleme kromatografisi

Kromatografik yontemler, dnce mobil faz tiirii sonra da sabit faz tirii belirtilerek
adlandirilir. Bunun diginda eger tek faz ismi belirtilmigse bunun mobil faz oldugu kabul
edilir (83, 85).

Kolon kromatografisinde sabit faz bir kolona doldurulur ve mobil faz, sabit faz
tizerinde yergekimi ve basing etkisi ile hareket eder. Diizlemsel kromatografide ise sabit faz
diiz bir plaka tlizerine kaplanir ve mobil faz, sabit faz lizerinde kapiler hareketler ile hareket

eder (83-85).

Adsorpsiyon kromatografisi bilesenlerin sabit faza tutunmalarina, partisyon
kromatografisi iki faz arasindaki dagilimina, iyon degistirme kromatografisi iyonik
bilesenlerin elektrostatik kuvvetler ile sabit fazla etkilesimine ve molekiiler eleme

kromatografisi ise ayirimi istenen bilesenlerin boyutlarindaki farkliliklarina dayanir.
2.9. Kromatografide Temel Parametreler
2.9.1. Alikonma Zamani (fr) ve Alikonma Hacmi (VR)

Alikonma zamani, bir analitin enjeksiyonundan kromatogramda pikin tepe
noktasinin goriilmesine kadar gecen siiredir. Analitin, enjeksiyondan sonra dedektdre
ulagsmast icin gereken siire olarak da ifade edilebilir. Alikonma hacmi, analitin
enjeksiyonundan pik tepe noktasinin goriilmesi arasinda sistemden gegen hareketli faz
hacmidir. Alikonma zamani, alikonma hacminin hareketli fazin akis hizina boliinmesiyle

bulunur.
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2.9.2. Kapasite Faktorii (k)

Kapasite faktorii, bir analitin sabit faz tarafindan ne derece tutuldugunun bir
Olctistidiir. Sabit fazdaki analit miktarinin hareketli fazdaki analit miktarina boliinmesiyle
bulunur. Analitlerin kolondan eliie olma hizlarin1 karsilastirmak icin kullanilan bir
parametredir. Ideal bir ayirim igin & degerlerinin 1 - 10 arasinda olmasi istenir. Kapasite
faktorii, esitlik 1 yardimiyla hesaplanabilir. Sekil 9°da kapasite faktoriiniin hesaplanmasinda

kullanilan temel parametreler gosterilmektedir.

J= (tr — to)/to (Esitlik 1)

Dedektor cevabi

1—?047\

Sekil 9. Alikonma zamani (#r), 61l zaman (#) ve pik genisliginin (w) kromatogram iizerinde
gosterimi

Zaman

2.9.3. Secicilik Faktorii (o)

Secicilik faktorii, kolonu sirasiyla terk eden iki analitin kapasite faktorlerinin
oranlanmastyla belirlenir (Esitlik 2). Ayirim gliciiniin bir ifadesidir. Alikonma zamani biiyiik
analitin kapasite faktort, kiigiik olan analitin kapasite faktoriine oranlandig: i¢in segicilik her

zaman 1’den biiytiktiir.
o= ka/ki= (tr2 — t0)/( tr1 — o) (Esitlik 2)

2.9.4. Resoliisyon (R)

Kromatografinin amaci numuneye ait her bir bilesenin kromatogramdaki piklerinin
birbirinden ayrilmasidir. Resoliisyon, iki kromatografik pikin birbirinden ne kadar iyi

ayrildigini nicel olarak ifade eden bir ol¢iittiir ve Esitlik 3’°teki gibi hesaplanmaktadir. Sekil
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9°da resoliisyonun hesaplanmasinda kullanilan temel parametreler gdsterilmektedir. Ideal

olarak resoliisyon degerlerinin >1.5 olmasi istenir (Sekil 10).

R=(tro — tr1)/0.5(w2 + w1) (Esitlik 3)

R=0.75

R=1.25

R=150

Sekil 10. Ug farkl resoliisyon degerine sahip iki pikin kromatogram iizerinde gdsterimi

2.9.5. Kolon Etkinligi

Bir kolonun keskin ve dar pikler verme yetenegi, kolon etkinligi olarak adlandirilir.
Plaka yiiksekligi (H) ve teorik plaka sayis1 (N) ile nicel olarak ifade edilebilir. Teorik plaka
sayisi, analitin sabit ve hareketli fazlar arasinda boliindiigli ayr1 béliimlerden olusuyormus
gibi diisiiniilen bir teoridir. N, Esitlik 4’te goriildiigii gibi tr ve pik genisligi (w) kullanilarak
hesaplanabilir. Iyi bir kolon etkinligi i¢in plaka sayismin biiyiik, plaka yiiksekliginin kiigiik
olmasi istenir (Esitlik 5).

N=16 x (tr/w)? (Esitlik 4)
N=L/H (Esitlik 5)

2.10. Yiiksek Performansh Sivi Kromatografisi (HPLC)
HPLC c¢esitli organik, inorganik ve biyolojik drneklerin ayriminda ve analizinde
yaygin olarak kullanilan bir kromatografi tiirtidiir. Bu teknikte siv1 ya da uygun bir ¢oziiclide

¢Ozlinmiis kat1 6rnek, s1vi hareketli faz tarafindan kolon boyunca tasinir.

S1v1 kromatografisi, ilk olarak 1900'lerin baslarinda "klasik kolon kromatografisi"
adiyla bilinen bir yontem olarak ortaya ¢ikmistir. Burada sabit fazla doldurulmus cam bir

kolona yukaridan asagiya dogru 6rnek ve ¢oziicii eklenmistir ve ¢oziicii yer ¢ekimi etkisiyle
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kolonda asag1 dogru hareket ettikce drnek bilesenleri kolondan hareket etme hizlarina gore
ayrilmistir. S1vi kromatografisinde zaman i¢inde 6nemli gelismeler yaganmis ve bu alandaki
ilerlemeler hizla devam etmistir. 1960’larin  sonlarinda tanitilan HPLC, sivi
kromatografisinin gelisiminin modern déniim noktas1 olmustur. Ilk olarak kolona otomatik
enjeksiyon i¢in ornekler, 6rnek tepsisine yerlestirilir. Hareketli faz, siirekli olarak kolona
pompalanir ve bilesikler kolondan ayrilirken bir dedektor tarafindan tespit edilir. Tiim analiz
isleminin bilgisayar tarafindan kontrol edilmesiyle birlikte yiiksek basingli pompalarin
kullanimi, ayirim i¢in daha etkili ve yeniden kullanilabilir kolonlar ve daha hassas ve

tekrarlanabilir sonuglar i¢in analizin daha etkin kontroliinii saglar (83, 85).

HPLC, tiim analitik ayirma yontemleri arasinda en ¢ok kullanilan yontemdir. Bunun

nedenleri arasinda sunlar sayilabilir:

e Yiiksek hassasiyet saglar.

e Dogru kantitatif analizler i¢in kolayca uyarlanabilir.

e YoOntem otomasyonu kolayligi saglar.

¢ Ucucu olmayan ve termal duyarlilia sahip bilesenleri ayirabilir.

e Genis uygulama alani vardir.

HPLC Sekil 11°de gosterilen boliimlerden olugsmaktadir.

Degazor

Enjektor
Hareketli faz Tyektor

rezervuarn

Sekil 11. HPLC cihazinin boliimleri
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2.10.1. Hareketli Faz Rezervuarlar ve Coziicii Filtrasyonu

Hareketli faz rezervuarlari, HPLC sisteminin ana bilesenlerinden biridir. Hareketli
faz bilesenlerinin onceden karistirilarak kullanildigi izokratik uygulamalarda tek bir
rezervuar kullanilirken hareketli faz bilesenlerinin analiz sirasinda karistirildigr ya da
gradient uygulamalarda birden fazla rezervuara ihtiya¢ vardir. Cam siseler bu amagla yaygin
olarak kullanilir. Rezervuarlar, pompa girisinden daha yiiksege yerlestirilmelidirler, bu
yukseklik farki ile ¢Oziiciinlin pompanin girisine pozitif basingla akmasi saglanir ve

boylelikle pompanin hava almas1 ve sivi akisi kesilmesi 6nlenmis olur.

Hareketli fazlarda bulunan istenmeyen partikiiller dedektdr performansini
engelleyebilir, bu yiizden rezervuar ile pompay1 birbirine baglayan tiipiin giris ucunda bir
filtre kullanilir. Bu filtreler paslanmaz ¢elik, PEEK veya seramik gibi hareketli faza kars

inert olan malzemelerden uretilir.
2.10.2. Gaz Giderim Unitesi

Hareketli faz igindeki ¢Oziinmiis gazlar, akis hizlarinda diizensizliklere ve bant
yayilmasina neden olmakla birlikte bu kabarciklar ¢cogu dedektoriin dogru ¢alismasini da
engeller. Bu nedenle hareketli faz icindeki gazlarin giderilmesi gerekir. Bu amacla helyum
piiskiirtme ve vakumlu gaz giderme gibi ¢cevrimdisi igslemler uygulanabilir, fakat bu sekilde
de gaz giderme islemi durduruldugunda hareketli faz tekrardan hava ile dengelenmeye
baglayacaktir. Bu yiizden HPLC sistemine entegre olmus degazor kullanmak daha iyi bir

secimdir.
2.10.3. Pompalama Sistemleri

Rezervuardaki hareketli fazi kolona aktaran sistemlerdir. Ideal bir HPLC kolon
sistemi 6000 psi’ye (400 bar) kadar basing iiretebilmeli, 0.1-10 mL/dk arasinda degisen
darbesiz akis hiz1 saglamali, %0.5 veya daha iyi akis tekrarlanabilirligi sunmali ve ¢oziiciiler
tarafindan asindirilmaya direngli olmalidir. Giiniimiizde kullanimda olan neredeyse tiim

HPLC pompalama sistemleri, pistonlu pompa ¢esitleridir.
2.10.4. Otomatik Ornekleyiciler

Bir 6rnegin kolona enjekte edilmesi, basingla akis halindeki hareketli faza istenen
miktarda Ornegin eklenmesidir. Loop enjektorler ile 1 ul’den 100 pL’ye kadar ornek
hacimlerinde enjeksiyon yapilabilir. Manuel olan bu teknikte yiikleme pozisyonundaki

dongiiye istenilen 6rnek hacminin birka¢ kati yiiklenir, daha sonra dongii enjeksiyon
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pozisyonuna c¢evirilir ve hareketli fazin 6rnekleme dongiisiinden ge¢cmesiyle 6rnek kolona
gonderilir. Fakat giiniimiizde ¢cogu HPLC cihazinin otomatik ornekleyiciler ile birlikte
satilmasi1 sebebiyle daha az kullanilmaktadirlar. Burada 6rnekler, 96 ya da 384 kuyu iceren
ornek tepsilerine hacmi 1 — 1.5 mL olan cam siselerde koyulur ve 6rnekleyici ignesinin 6rnek
sisesine hareketiyle istenilen hacimde 6rnek alinmis olur. Otomatik 6rnekleyiciler ile glinde
ylizlerce 6rnegi otomatik ve godzetimsiz olarak daha yiliksek hassasiyette, dogrulukta ve

tekrarlanabilirlikte kolona enjekte etmek miimkiindiir.
2.10.5. Kolon

Ornek bilesenlerinin ayriminin saglandig1 kolonlar, HPLC sisteminin ‘kalbi’ olarak
kabul edilir ve HPLC’nin baslangicindan bu zamana kadar biiylik oranda degisim
gostermistir. Kolonlar, daha yiiksek ayirma hizi ve etkinligi i¢in zamanla gelistirilmislerdir.
HPLC ic¢in kullanilan kolonlar genellikle paslanmaz ¢elikten tiretilmistir. Kolonlarin ¢ogu 3-
5 mm i¢ ¢apinda, 5-25 cm uzunlugundadir. Kolon dolgu maddesinin en yaygin partikiil
boyutu 3-5 pm'dir. Giintimiizde yaygin olarak kullanilan kolonlar 10-15 cm uzunlugunda,
4.6 mm i¢ ¢apinda ve 5 um partikiillerle doldurulmustur. Bu kolonlarin etkinligi, 40000-
70000 plaka/metredir. Silika temelli partikiiller, glinimiizde HPLC kolon dolgu maddesi
olarak siklikla tercih edilir. Silika uzun galigma siireleri ve basinglara karsi stabil olmast,
daha yiliksek N degerleri sunmasi, seciciligi degistirebilmek icin farkli ligandlarla
baglanabilmesi ve tiim organik ¢oziiciilerle ve suyla uyumlu olmasi avantajlariyla 6n plana

cikar.
2.10.6. Dedektorler

Kromatografik dedektorler, analiz edilen Ornegin fiziksel veya kimyasal bir
Ozelligini, analit konsantrasyonu ile dogru orantili bir elektrik sinyaline doniistiiren
cihazlardir. Uzun bir siire boyunca HPLC kolonundan elde edilen fraksiyonlar toplanmig ve
HPLC’den bagimsiz bir cihazda kantitatif analiz yapilmistir. Bu durum zaman alic1 olmakla
birlikte kromatografik ¢oziiniirliigiin diismesine de sebep olmaktadir. Giiniimiizde ise ¢gevrim
ict algilama i¢cin HPLC cihazlarina dogrudan bagli dedektorler kullanilir. Dedektor, pik
genislemesini en aza indirmek i¢in kolondan hemen sonraya yerlestirilir. Yaygin kullanilan

dedektorler arasinda UV, floresan ve kiitle spektrometresi dedektorleri sayilabilir.
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3. GEREC ve YONTEM
3.1. Kullanmilan Kimyasal Maddeler

Kullanilan kimyasal maddelerin listesi Tablo 1’de gdsterilmistir.

Tablo 1. Kullanilan kimyasal maddelerin listesi

Kimyasal Maddenin Adi Firma

Demir (II) kloriir hekzahidrat (>%99) Sigma-Aldrich
Nikel (II) nitrat hekzahidrat (%99) ZAG Kimya
Magnezyum nitrat hekzahidrat (>%98) Tekkim
Aliiminyum kloriir hekzahidrat (>%99) Sigma-Aldrich
Kobealt (I) nitrat hekzahidrat (>%99) ZAG Kimya
Krom (III) nitrat nonahidrat (>%99) Sigma-Aldrich
Cinko nitrat hekzahidrat (>%99) ZAG Kimya
Bakir (II) nitrat trihidrat (>%95) ZAG Kimya
Sodyum nitrat (>%99) Sigma-Aldrich
Amonyak (%25) Merck
Hidroklorik asit (9%36,5) Sigma-Aldrich

Sodyum hidroksit Sigma-Aldrich
Siilfiirik asit (%95-98) Tekkim
Metanol (HPLC safliginda) Supelco
Etanol (>%99,5) Isolab
Asetonitril (HPLC safliginda) Supelco
Formik asit (%99, LC/MS igin) Carlo Erba

Sodyum kloriir (>%99) Sigma-Aldrich
Potasyum kloriir (>%99) Tekkim

Magnezyum siilfat heptahidrat (>%99,5) Sigma-Aldrich
Kalsiyum siilfat dihidrat Bereket Kimya

Sodyum bikarbonat

Sigma-Aldrich




3.2. Kullanilan Arac ve Gerecler

Kullanilan arag ve gereglerin listesi Tablo 2’de gosterilmistir.

Tablo 2. Kullanilan arag ve gereclerin listesi

Kullanilan Arac¢ ve Gerecin Adi Markasi ve Modeli

HPLC sistemi

Shimadzu, LC-20AT pompa, DGU-20A5
gaz giderici, SIL-20A otomatik ornekleyici,
CTO-10ASVP kolon firini, SPDM20A DAD

FT-IR Shimadzu, IRAffinity-1S
XRD PANalytical X Pert3
FE-SEM Thermo Fisher Scientific, Apreo 2S

Hassas terazi

Ohaus, PA214C

Saf su cihazi

Sartorius Stedim, Arium pro UV

pH metre Hanna Instruments, HI 2211
Santrifiij Niive, NF 615

Ultrasonik su banyosu Thermomac, TSC2D-010S
Vorteks Isolab, MX-S

Vakumlu siizme pompasi

BFC, BF-S2500

Otomatik siringa pompast

Tecan, Cavro XC9+ (9 portlu dagitim basligi
valfine ve 10 mL cam siringaya sahip)

Enjeksiyon valfi Waters, EV700 (2 pozisyonlu, 10 portlu)
Mikropipetler Socorex

Balon joje Isolab, 10-1000 mL

Membran filtre Sartorius Stedim, Seliiloz asetat, 0.45 um

Otomatik siringa pompast ‘asagidan yukari” konumda kullanilmistir. Ekstraksiyon,
ellisyon ve siringa temizligi i¢in gerekli ¢ozeltilerin aspirasyonlari baslik valfinin 1, 2, 3, 4,
6 ve 7 numarali portlara 0.5 mm i¢ ¢apa sahip floropolimer (FEP) tiiplerden yapilmistir. Hava
aspirasyonu 5 numarali porttan gergeklestirilmistir. Baslik valfini enjeksiyon valfine
baglamak i¢in 8 numarali porta 0.5 mm i¢ ¢apa sahip FEP tiip baglanarak ¢evrimici baglanti
icin transfer hatt1 saglanmistir. Siringanin igerigi, 9 numarali porttan 1.5 mm i¢ ¢apa sahip
FEP tiip araciliiyla atiga bosaltilmistir. Siringa igerisine 13.8 mm uzunluk ve 4 mm ¢apinda

bir manyetik karistirma c¢ubugu koyularak aspire edilen ¢ozeltilerin karistirilmasi
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saglanmistir. Karistirma ¢ubugunun hareketini saglamak i¢in yazilim kontrollii dogru akim
motor ile hareket ettirilen iki neodimyum miknatis tutan bir karistirma halkas1 tarafindan
manyetik alan olusturulmustur. Otomatik enjeksiyon, 10-portlu enjeksiyon valfi {izerinden
gergeklestirilmistir. Dogru akim motor, bilgisayar fanindan elde edilmistir. Karigtirma
halkasi, motorun yerlestirildigi yiiksekligi ayarlanabilir karistirma halkasi kaldiricist ve
motor i¢in bir kasnak ¢arki BambuLab P1S 3D yazici ile iiretilmistir. Motor aktivasyonu,
enjeksiyon valfi kontrolii ve HPLC-UV analizinin baglamasini tetiklemek icin bir Trinket
MO mikrodenetleyici kullanilmistir. Tiim sistemin kontrolii, Cocosoft 6.1 yazilimi ile

saglanmistir (86). LIS-HPLC sisteminin sematik gosterimi Sekil 12°de gosterilmistir.

Kafa valfi Hava
4 5 60— Elusyon gozeltisi
70—— MeOH

NH; gozeltisi

Onciil gozeltisi + NaNO, cozeltisi

80
Transfer hatti

Atik -| «Enjeksiyonun tetiklenmesi» I—

HPLC sistemi

Siringa ]
pompasi I -
Kasnak carki lletisim moduli Iq—
f:.; o Karistirma
G halkasi v

_—
— g h Pompa

0.;" :

Enjeksiyon valfi

—
‘\I

T"'\. 1 Kolon ve
4 N dedektsr
Ayarlanabilir karistirma Atk

- halkasi kaldiricisi
I «Karigtirmanin aktivasyonu» |

200 pL
enjeksiyon
cemberi

PC baglantisi

I «Kromatografik ylriitmenin tetiklenmesi» I

Trinket MO

Sekil 12. Deneylerde kullanilan LIS-HPLC sisteminin sematik gésterimi

3.3. Kullanilan Etkin Maddeler

Kullanilan etkin maddelerin listesi Tablo 3’de gosterilmistir.
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Tablo 3. Kullanilan etkin maddelerin listesi

Etkin Madde Firma

LOS potasyum Ali Raif Ilag Sanayi A.S.

VALS Abdi ibrahim Ila¢ Sanayi ve Ticaret A.S.
IRBE Ali Raif ila¢ Sanayi A.S.

CANDE Abdi ibrahim Ila¢ Sanayi ve Ticaret A.S.

3.4. Kullanilan Kolonlar

DMSPE yoénteminin optimizasyonu sirasinda Poroshell 120 PFP (100 mm x 4.6 mm,
2.7 um) kolonu kullanilmistir. Validasyon ve 6rnek analizi sirasinda ise yiliksek hacimli
enjeksiyona olanak tanimasi sebebiyle GLSiences ODS-V3 (150 mm x 4.6 mm, 5 um)
kolonu kullanilmigtir. Ayrica olasi partikiil girisini engellemek ve kolon dmriinii uzatmak
icin hidrofilik politetrafloroetilen (PTFE) siringa tipi filtrelerden sokiilen membranlar bir
koruyucu kartus icine yerlestirilerek kullanilmistir.

3.5. Cozeltilerin Hazirlanmasi

1000 ppm stok LOS ¢dzeltisinin hazirlanmasi: 27.25 mg LOS potasyum tartilmis, 25
mL’lik balon jojeye alinarak bir miktar metanolde ¢oziilmiistiir. Cziinme tamamlandiktan

sonra metanol ile 25 mL’ye tamamlanmugtir.

1000 ppm stok VALS c¢ozeltisinin hazirlanmasi: 25 mg VALS tartilmis, 25 mL’lik
balon jojeye alinarak bir miktar metanolde ¢ozlilmiistiir. Cozlinme tamamlandiktan sonra

metanol ile 25 mL’ye tamamlanmustir.

1000 ppm stok IRBE ¢ozeltisinin hazirlanmasi: 25 mg IRBE tartilmis, 25 mL’lik
balon jojeye alinarak bir miktar metanolde ¢ozlilmiistiir. C6ziinme tamamlandiktan sonra

metanol ile 25 mL’ye tamamlanmustir.

25 ppm stok ARB ¢ozeltisinin hazirlanmasi: 1000 ppm stok ¢ozeltilerinden ayr1 ayri
250 uL LOS, 250 pL VALS ve 250 pL IRBE alinmis ve 10 mL’lik balon jojeye aktarilmistir.

Daha sonra saf su ile hacim 10 ml’ye tamamlanmaistir.

Calisma c¢ozeltileri ve kalite kontrol ¢ozeltileri stok cozeltilerden seyreltilerek

hazirlanmustir.
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Tim stok ¢ozeltiler amber renkli siselerde isiktan korunacak sekilde +4 °C’de
saklanmistir. Optimizasyon, kalibrasyon ve validasyon i¢in gereken standart ARB ¢ozeltileri
giinliik olarak stok ¢ozeltilerden saf su ile seyreltilerek hazirlanmastir.

1 M FeCls.6H>0 ¢ozeltisinin hazirlanmasi: 2.7 g FeClz.6H>O katisi tartilip 10 mL’lik
balon jojeye aktarilmistir, bir miktar saf su ile ¢oziiliip yine saf su ile 10 mL’ye

tamamlanmaistir.

1 M Ni(NO3)2.6H>0 ¢o6zeltisinin hazirlanmasi: 2.9 g Ni(NOs3)2.6H»O katisi tartilip 10
mL’lik balon jojeye aktarilmistir, bir miktar saf su ile ¢oziiliip yine saf su ile 10 mL’ye

tamamlanmugtir.

100 mmol/L/50 mmol/L Ni-Fe + NaNOs c¢ozeltisinin hazirlanmasi: 1.25 mL
Ni(NO3)2.6H20 ¢ozeltisi, 2.5 mL FeCl3.6H20 ¢dzeltisi ve 5 g NaNO3 tuzu 25 mL’lik balon

jojeye aktartlmistir. NaNOj ¢oziindiikten sonra hacim saf su ile 25 mL’ye tamamlanmustir.

NH3 ¢ozeltisinin hazirlanmasi: %25°lik NH3 ¢ozeltisinden 2.34 g tartilmis ve 25

mL’lik balon jojeye aktarilmistir. Daha sonra hacim saf su ile 25 mL’ye tamamlanmastir.

Eliisyon ¢6ziiclisiiniin (%20 metanol iceren formik asit ¢ozeltisi) hazirlanmasi: 2 mL

metanol 10 mL’lik balon jojeye aktarilmis ve hacim formik asit ile 10 mL’ye tamamlanmastir.

%0.1 formik asit ¢ozeltisinin hazirlanmasi: 1 mL LC/MS saflikta formik asit 1000

mL’lik balon jojeye aktarilmis ve hacim saf su ile 1000 mL’ye tamamlanmastir.
3.6. Ornek Hazirlanmasi

Cevresel su Ornekleri, LIS sisteminde DMSPE yontemi kullanilarak analize
hazirlanmistir. DMSPE, ilk 6nce trinketin motoru aktive etmesi ve siringa i¢i karistirmanin
1200 rpm’de etkinlestirilmesiyle baslamistir. Karisan siringa icine sirasiyla 4 numarali
porttan 4 mL/dk hizla 180 pL NH3 ¢ozeltisi, 1 numarali porttan 15 mL/dk hizla 6000 pL
ornek ve 3 numarali porttan 600 pL. NaNOs iceren Onciil ¢ozeltisi aspire edilmistir. Daha
sonra tiim ¢oOzeltileri siringa igine almak ve homojen karigim saglamak i¢in 5 numarali
porttan 550 pL hava aspire edilmistir. Siringa, in situ olusan LDH’larin 6rnek iginde
dagitilmas1 ve analitlerle etkilesime girmesi i¢in 30 saniye karistirilmistir. Ekstraksiyon
islemi bitince karistirma durdurulmus ve LDH’larin ¢6kmesi i¢in 2 dakika beklenmistir.
Cokme tamamlaninca iistte kalan slipernatant 9 numarali porttan 15 mL/dk hizla atiga
gonderilmistir. Sonrasinda LDH’lar1 yikamak i¢in karistirma tekrar aktive edilmis ve 2

numarali porttan 15 mL/dk hizla 6000 pL saf su aspire edilmistir. 30 saniye karistirdiktan
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sonra karistirma tekrar durdurulmus ve 2 dakika boyunca LDH’larin ¢6kmesi beklenmistir.
Cokme tamamlaninca siipernatant tekrar 9 numarali porttan 15 mL/dk hizla atiga
yonlendirilmistir. Bu yikama iglemi bir kere daha tekrarlanmistir. Son olarak, kalan 850 uL
siipernatant, 5 mL/dk hizla yine 9 numarali porttan atilmistir. Karigtirma tekrar aktive
edilmis ve analitleri tutmus olan LDH’larin ¢6ziinmesi i¢in 200 pL. formik asit:metanol
(80:20) cozeltisi 6 numarali porttan 15 mL/dk hizla aspire edilmistir. Daha sonra ¢ozeltiyi
tamamen siringa i¢ine almak i¢in 200 puL hava aspire edilmistir. Coziinme tamamlandiktan
sonra karistirma durdurulmustur. Analize hazir olan ekstrat 5 mL/dk hizla 8 numarali porttan
enjeksiyon dongiistine (loop) gonderilmistir. Son olarak HPLC sistemi trinket araciligiyla
tetiklenmis ve enjeksiyon valfindeki ekstraktin sisteme enjekte olmasiyla kromatografik

analiz baglamistir.

Analiz basladiktan sonra LIS sistemi, ekstraksiyonlar aras1 kontaminasyon riskini
onlemek i¢in otomatik bir temizleme asamasindan gegirilmistir. HPLC siiresi de dikkate
almarak otomatik analizlerde ekstraksiyon ve temizlik adimlarinin ¢akigmamasi igin
ekstraksiyon sonrasinda 60 saniye beklenmistir. Temizleme adimi 2 numarali porttan 2000
nL saf su aspirasyonuyla baglamistir. Aspirasyondan 5 saniye sonra karistirma durdurulmus
ve siringa i¢erigi 9 numarali porttan atilmistir. Sonrasinda siringa ve transfer hatti 7 numarali
porttan 1200 pL metanol aspire edilerek bir kere yikanmistir. Aspirasyondan 5 saniye sonra
karistirma deaktive edilmis ve siringa igerigi, transfer hattin1 da temizlemek i¢in bu sefer 8
numarali porttan atilmistir. Yine siringa ve transfer hatta bu sefer 2 numarali porttan 1200
pL saf su aspire edilerek ii¢ kez yikanmis, karistirma durdurulmus ve igerik 8 numaral
porttan atilmistir. Son olarak, transfer hattin1 bosaltmak icin hava aspire edilmesiyle

temizleme agamasi tamamlanmistur.

Tiim bu ekstraksiyon ve temizleme prosediirii Cocosoft 6.1 yazilimi kontroliinde

gerceklestirilmistir (Tablo 4, Tablo 5, Tablo 6).

Y 6ntem optimizasyonu sirasinda DMSPE isleminin gerceklesmesinin ardindan elde
edilen ekstrakt 9 numarali porttan bir santrifiij tiipiine alnip 5000 rpm hizda
santrifiijlenmigstir. Daha sonra siipernatant atilip kalan LDH’lar ¢oziildiikten sonra elde
edilen ¢ozelti dogrudan HPLC cihazinda analiz edilmistir. Yontem validasyonu sirasinda ise

yukarida anlatildig1 gibi tam otomatik yontem kullanilmistir.
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Tablo 4. LIS sisteminde otomatik DMSPE ydntemi

Talimat Yorum

Trinket For LIS 1.Pin0(99) Siringa icinde karistirmanin 1200
Wait(1) rpm’de aktivasyonu (%40
Trinket For LIS 1.Pin0(40) performans)

Cavro XL.valve(4)

Cavro XL.set speed ul._min(4000)
Cavro XL.aspirate ulL(VoINH3)
Wait(2)

180 uL NH3 ¢ozeltisinin 4 numarali
porttan siringa i¢ine aspirasyonu

Cavro XL.valve(1)

Cavro XL.set speed uL_min(15000)
Cavro XL.aspirate ul(VolSample)
Wait(3)

6000 pL ornegin 1 numarali porttan
siringa i¢ine aspirasyonu

Cavro_XL.valve(3)

Cavro XL.set speed uL. min(15000)
Cavro_XL.aspirate uL(VolPrecursor)
Wait(2)

600 pL prekiirsor + NaNO;
¢ozeltisinin 3 numarali porttan siringa
icine aspirasyonu

Cavro XL.valve(5)
Cavro_XL.aspirate ul(550)
Wait(2)

Tiim ¢oziiclileri siringa igine almak
icin 5 numarali porttan 550 pL hava
aspirasyonu

Wait(TimeMixingForDMSPE)

DMSPE gerceklesmesi icin 30 sn
beklenmesi

Trinket For LIS 1.Pin0(0)
Wait(TimeForPrecipitation)

LDH’larin  sedimantasyonu igin
karigtirmanin durdurulmasi ve 2 dk
beklenmesi

Cavro_XL.valve(9)
Cavro_XL.set_speed uL_min(15000)
Cavro XL.dispense ulL(5200)

Ustte kalan berrak kismin 9 numarali
porttan atiga yonlendirilmesi

Loop(2)

Trinket For LIS 1.Pin0(99)
Trinket For LIS 1.Pin0(40)
Cavro_XL.valve(2)
Cavro_XL.set_speed uL_min(15000)
Cavro_XL.aspirate ul.(VolSample)
Wait(3)

Cavro_XL.valve(5)
Cavro_XL.aspirate uL(550)

Wait(3)

Trinket For LIS 1.Pin0(0)
Wait(TimeForPrecipitation)
Cavro_XL.valve(9)

Cavro XL.set _speed uL _min(15000)
Cavro_XL.dispense ulL(6550)
Loop_end()

Wait(1)

LDH’larin 6000 pL distile su ile iki
defa yikanmasi

Cavro_ XL.valve(9)
Cavro XL.set speed uL. min(5000)

2. yikamanin ardindan {iistte kalan
berrak sivinin atiga yonlendirilmesi
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Cavro XL.dispense ul(850)

Trinket For LIS 1.Pin0(99)
Trinket For LIS 1.Pin0(50)

Cavro XL.valve(6)

Cavro XL.set speed uL min(15000)
Cavro XL.aspirate ul.(200)

Wait(1)

Cavro XL.valve(5)

Cavro XL.set speed uL min(15000)
Cavro XL.aspirate ul.(200)

Wait(20)

Trinket For LIS 1.Pin0(0)

Wait(20)

LDH’larin siringa i¢inde 6 numarali
porttan aspire edilen 200 uL formik
asit/metanol (80:20) ile ¢ziilmesi

Cavro_XL.valve(8)
Cavro XL.set speed ul._min(5000)
Cavro XL.dispense ul()

Ekstraktin enjeksiyon dongiisiine 8
numarali porta baglanan bir tiip ile
transferi

Trinket For LIS 1.Pin3(1)

HPLC sisteminin Trinket MO vasitasi

VolClean = 2000
Routine call("CleanSyringe")

Wait(3) ile tetiklenmesi

Trinket For LIS 1.Pin3(0)

Wait(60) Siringa temizleme adimina
gecilmeden Once beklenmesi

ValvePos =2 Siringanin 2000 pL su ile 1 defa

Rep=1 yikanmasi

ValvePos =7

Rep=1

VolClean = 1200

Routine call("CleanSyringeAndTransferLine")

Siringa ve transfer hattinin 1 defa
1200 pL metanol ile yikanmasi

ValvePos =2

Rep =3

VolClean = 2000

Routine call("CleanSyringeAndTransferLine")

Siringa ve transfer hattinin 3 defa
2000 pL su ile yikanmasi

Cavro_XL.valve(5)
Cavro_XL.set_speed uL_min(25000)
Cavro XL.aspirate ul.(800)
Cavro_XL.valve(8)
Cavro_XL.set speed uL._min(15000)
Cavro_XL.dispense ul()

Wait(5)

Transfer hattinin hava ile

doldurulmasi

Tablo 5. Rutin “CleanSyringe”

Cavro_XL.valve(ValvePos)
Trinket For LIS 1.Pin0(99)

Temizleme ¢oziiclisiiniin segilmesi ve
karistirmanin aktive edilmesi

Trinket For LIS 1.Pin0(40)
Cavro XL.set _speed uL_min(20000)
Cavro XL.aspirate uL(VolClean)

“VolClean”
¢ozliciislinlin siringaya aspirasyonun 5

hacminde temizleme
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Wait(5) sn sonrasinda karistirmanin
Trinket For LIS 1.Pin0(0) durdurulmasi

Wait(1)

Cavro XL.valve(8) Siringa igeriginin 8§ numarali porta
Cavro XL.set speed uL._min(30000) yonlendirilmesi

Cavro XL.dispense ul()

Wait(8)

Tablo 6. Rutin “CleanSyringeAndTransferLine”

Cavro XL.valve(ValvePos) Temizleme ¢oziiciisiiniin secilmesi ve
Trinket For LIS 1.Pin0(99) karistirmanin aktive edilmesi
Trinket For LIS 1.Pin0(40) “VolClean”  hacminde  temizleme
Cavro_ XL.set speed uL _min(20000) ¢oziiclislinlin siringaya aspirasyonun 5
Cavro XL .aspirate ul(VolClean) sn sonrasinda karigtirmanin
Wait(5) durdurulmasi

Trinket For LIS 1.Pin0(0)

Wait(1)

Cavro_XL.valve(8) Siringa igeriginin 8§ numarali porta
Cavro XL.set speed uL_min(30000) yonlendirilmesi
Cavro_XL.dispense ul()

Wait(8)

3.7. Kromatografik Sartlar

DMSPE yoénteminin optimizasyonu sirasinda Poroshell 120 PFP (100 mm x 4.6 mm,
2.7 um) kolonu, validasyon ve 6rnek analizi sirasinda ise GLSiences ODS-V3 (150 mm x
4.6 mm, 5 pm) kolonu kullanilmistir. Akis hizi 1 mL/dk olan hareketli faz iki bilesenden
olugmustur: zayif bilesen (A) olarak %0.1 formik asit ¢ozeltisi, kuvvetli bilesen (B) olarak
asetonitril. Hareketli fazlar Tablo 7°de gosterilen gradient programa gore kullanilmistir.
Kolon firin1 sicakligr 25°C’dir. Dedektor dalga boyu 260 nm’ye ayarlanmistir. Toplam
kromatografik analiz siiresi 16 dakikadir. Optimizasyon sirasinda 10 pL hacminde ekstrakt
bir otomatik drnekleyiciden enjekte edilmistir. LIS sistemi ile HPLC arasinda c¢evrim ici
baglant1 saglandiktan sonra validasyon ve 6rnek analizi sirasinda 200 uLL hacminde ekstrakt

bir enjeksiyon valfi lizerinden sisteme enjekte edilmistir.

Kromatografik ayirim dncesinde, kolondan 1 mL/dk akis hizinda 10 dakika boyunca
saf su:asetonitril (80:20) karisimi gecirilmis, sonrasinda zemin diizelene kadar %0.1 formik

asit:asetonitril (80:20) karisimi ile kolon sartlanmustir.
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Tam otomatik analizde enjeksiyon HPLC event portu tizerinden LCSolution yazilim1
kontroliinde yapilmistir. Enjeksiyon programlanmasi 0 dk, Event 2; 0.75 dk, Event 0
seklindedir.

Tablo 7. Hareketli faz gradient programi

Zaman (dk) %0.1 Formik asit ¢cozeltisi (%A)  Asetonitril (%B)
0 80 20
1 80 20
8 0 100
9 0 100
10 80 20
16 80 20

3.8. Ni-Fe Temelli LDH’1n Karakterizasyonu

Sentezlenen Ni-Fe temelli LDH’in karakterizasyonu FTIR, XRD ve FE-SEM
teknikleri kullanilarak yapilmistir.

3.9. Yontem Validasyonu

Optimize edilmis yontemin performansi, dogrusallik, duyarlilik, segicilik, dogruluk

ve kesinlik, geri kazanim ve zenginlestirme faktorii parametrelerine gore degerlendirilmistir.

3.9.1. Dogrusallik

Yontem dogrusalligi i¢in dis standart yontemi kullanilarak, tiim analitlerin bes farkl
konsantrasyon seviyesinde (5, 10, 50, 100, 200 pg/L) deiyonize su i¢inde standart ¢ozeltileri
hazirlanmistir. Analiz sonucunda her bir analite ait pik alan1 degerleri, analitlerin derisimine
kars1 grafige gecirilerek kalibrasyon egrileri ¢izilmistir. Yontem dogrusalligi, kalibrasyon
egrilerinden elde edilen r degerleri incelenerek degerlendirilmistir. Ek olarak, kalibrasyon
egrisini olusturmak i¢in kullanilan standart ¢ozeltilerin pik alanlari, kalibrasyon egrisine
yerlestirilmis ve bu verilerle hesaplanan konsantrasyonlar, gercek konsantrasyonlarla

karsilastirilarak yontem dogrusalligi kontrol edilmistir.
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3.9.2. Duyarhhk
Yontem duyarliligi, LOD ve LOQ degerleri ile degerlendirilmistir. LOD ve LOQ

degerleri sinyal/giirtiltii oranlarina dayali olarak belirlenmistir. Sinyal/giiriiltii oran1 LOD

icin 3:1, LOQ i¢in ise 10:1 olarak kabul edilir (87).
3.9.3. Dogruluk ve Kesinlik

Y 6ntemin dogrulugunu ve kesinligini belirlemek i¢in giin i¢i ve giinler aras1 deneyler
yuriitiilmistiir. Bu amagla, 75 pg/L seviyesindeki su i¢indeki kalite kontrol ¢ozeltileri analiz
edilerek degerlendirme yapilmistir. Giin i¢i degerlendirme ayni giin i¢inde bes analiz, giinler
arasi degerlendirme ise ii¢ ayr1 giinde toplam 15 analiz ile yapilmistir. Dogruluk, %dogruluk

ile, kesinlik %BSS ile gosterilmistir.

3.9.4. Geri Kazanim

Analitlerin geri kazanimi, 200 pg/L seviyesinde yapilan analizler ile incelenmistir.
Deiyonize suda hazirlanmis standart ¢ozeltinin sisteme direkt enjeksiyonu ve ayni ¢ozelti
icerisinde LDH olusumundan sonra {istte kalan sivinin direkt enjeksiyonu sonucunda pik

alanindaki azalma kullanilarak hesaplanmistir.
3.9.5. Zenginlestirme Faktorii

Analitlerin zenginlestirilmesi, 200 pg/L  seviyesinde yapilan analizler ile
incelenmistir. Zenginlestirme faktorleri, gelistirilen DMSPE yOnteminin uygulanmasi ve
DMSPE yo6nteminin kullanilan kimyasallar yerine su ¢ekilmesi ile uygulanmasi sonucu elde

edilen pik alanlarinin karsilastirilmasi ile hesaplanmistir.

3.10. Yontem Gegerliliginin Ger¢ek Ornek Analizlerinde Kanitlanmasi i¢in Yiiriitiilen

Validasyon Calismalari

Yontemin gercek Orneklerde gilin i¢i ve giinler arasi dogruluk ve kesinligi, iig¢
konsantrasyon seviyesinde (25, 75 ve 150 pg/L) analit eklenmis Degirmendere Nehri
(Trabzon/Ortahisar), Kalyan Go6li (Trabzon/Macka) ve musluk suyu (Trabzon/Ortahisar)
ornekleri analiz edilerek degerlendirilmistir. Dogruluk, %dogruluk ile, kesinlik %BSS ile
gosterilmistir.

Analitlerin alikonma siirelerinde matris bilesenlerinden kaynaklanan herhangi bir
girisimin olmadigini kanitlamak i¢in Degirmendere Nehri, Kalyan Golii ve musluk suyunda

secicilik deneyleri yapilmistir. Bu amagcla, analit eklenmemis, kiiciik kalite kontrol

seviyesinde (25 pg/L) analit eklenmis ve orta kalite kontrol seviyesinde (75 pg/L) analit
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eklenmis nehir, gol ve musluk suyu Ornekleri analiz edilmis ve kromatogramlari

incelenmistir. Secicilik ayrica DAD ile pik safliklar1 6l¢iilerek degerlendirilmistir.
3.11. Yesillik Degerlendirmesi

Gelistirilen tam otomatik 6rnek hazirlama yonteminin yesilligi, kimyasal analizlerde

3

ornek hazirlama siirecinin ¢evresel etkisini degerlendirmek icin gelistirilmis bir “yesil

kimya” metrigi olan AGREEprep yazilimi kullanilarak degerlendirilmistir (88).
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4. BULGULAR
4.1. Dalga Boyu Secimi

Analitlerin 220, 240, 254, ve 260 nm dalga boylarinda UV spektrumlari
incelenmistir. Sonug olarak DAD; LOS, IRBE, VALS ve CANDE’nin maksimum absorbans
gosterdigi 260 nm dalga boyunda ¢alistirilmistur.

4.2. Gradient Sartlarin Belirlenmesi

Kuvvetli hareketli faz bileseni olarak asetonitril (B) ve zayif hareketli faz bileseni
olarak %0.1’lik formik asit (A) kullanilarak farkli gradient egim profillerinde yiiriitmeler
gerceklestirilmistir. Optimum ayirimim 0 dk, %20 ACN; 15 dk, %100 ACN gradienti ile
saglandig1 gozlemlenmistir. Sekil 12°de goriildiigii gibi kolonu en geg¢ terk eden bilesigin
alikonma siiresi 10.5 dk’dan azdir. Bu ylizden analiz siiresinin kisaltilmasi amaciyla,
gradient egimi (%5.33 asetonitril/dk) korunarak siire azaltilmaya calisilmistir. Sonug olarak
kolon temizleme ve kolon sartlandirma basamaklarinin da dahil edildigi analiz stiresi 16 dk
olarak belirlenmistir. Optimum sartlar su sekildedir: 0 dk, %20 B; 1 dk, %20 B; 8 dk, %100
B; 9 dk, %100 B; 10 dk, %20 B; 16 dk, %20 B. Optimum sartlar altinda analitlere ait

kromatogram Sekil 13’te verilmistir.
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Sekil 13. Optimum gradient kosullarinda elde edilen kromatogram. 1-IRBE, 2-LOS, 3-
VALS ve 4-CANDE.
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4.3. Yontem Gelistirilmesi
4.3.1. Ornek Hazirlama Isleminin Optimizasyonu

Optimizasyon deneyleri i¢in 6rnek hacmi (standart ¢ozelti hacmi) 6 mL olarak
belirlenmistir. Baz ilavesi ile 6rnek pH’inin ayarlanmasiin (pH 9-10) ardindan 2:1 mol
oraninda (100 mmol/L/50 mmol/L) M*?/M™ (Mg/Al, Co/Cr, Co/Al, Zn/Al, Cu/Cr, Ni/Al,
Ni/Fe) iceren tuz ¢ozeltilerinden 600 pL siringa igerisine ¢ekilmis ve in situ LDH olugumu
sirasinda ve sonrasinda analitlerin LDH yapisina interkale olabilmesi i¢in 1200 rpm hizda 3
dk karistirma yapilmistir. Ardindan santrifiij ve ¢6zme islemleri manuel olarak
gergeklestirilmistir.
4.3.1.1. Onciil Tipinin Optimizasyonu

Tarama deneyleri i¢cin Mg/Al, Co/Cr, Co/Al, Zn/Al, Cu/Cr, Ni/Al ve Ni/Fe
metallerinden olusmak iizere 7 farkli LDH siringa igerisinde otomatik olarak sentezlenmis
ve ekstraksiyon etkinlikleri degerlendirilmistir. Degerlendirme amaciyla zenginlestirme

faktorii ve ekstraksiyon geri kazanimi parametreleri g6z dniinde bulundurulmustur. Analitler

i¢in elde edilen sonuglar Sekil 14’te verilmistir.
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Sekil 14. Farkli onciiller kullanilarak sentezlenen LDH’larin kullanilmasi ile analitler i¢in
elde edilen (A) Zenginlestirme faktorleri ve (B) Geri kazanim degerleri

Analitler i¢cin hem ekstraksiyon geri kazanimi hem de zenginlestirme faktorii
bakimindan en 1yi performansi Ni/Al ve Ni/Fe temelli LDH’lar gostermistir. Elde edilen geri
kazanim degerleri %40-90 araliginda degismektedir. Direkt enjeksiyonla kiyaslandiginda
analitlerin kromatografik cevaplart CANDE hari¢ 5.5-10.5 kat artirilmisti. CANDE, diisiik
geri kazanim ve zenginlestirme faktorii degerleri sebebiyle incelenen analitler arasindan
cikarilmistir. Ni/Al ve Ni/Fe temelli LDH’lar karsilastirildiginda Ni/Al ile daha yiiksek geri
kazanim ve zenginlestirme faktorii degerleri elde edilse de Ni/Al temelli LDH’larin 2
dezavantaji mevcuttur. Bu dezavantajlar sunlardir: (1) bu LDH’larin LIS sisteminde
¢Oziinmelerini saglamak amaciyla, ekstraksiyondan sonra asit ¢ozeltisi ile 2 dakika agresif
karistirma gerektigi goriilmiistiir, (2) yapilan 6n deneme ¢alismalarinda bu LDH’larin siringa
igerisinde melamin kopiik kullanilarak filtrelenmelerinin zor oldugu tespit edilmistir. Sonug

olarak LDH sentezinde kullanilacak onciiller Ni ve Fe olarak belirlenmistir.
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4.3.1.2. Ni-Fe Temelli LDH’1n Karakterizasyonu

Sentezlenen Ni-Fe temelli LDH’in karakterizasyonu FTIR, XRD ve FE-SEM
teknikleri kullanilarak yapilmistir (Sekil 15). Sekil 15A’da goriildiigii izere merkezi 3371
cm’!'de bulunan belirgin ve genis bant, LDH’larin O-H gerilme titresimlerini ve araya giren
su molekiillerinin varligini ortaya koymaktadir. Bu bant hem hidroksil gruplarinin (3300 cm
I'de) hem de gegis metalleriyle baglanmis ara katman kafes suyunun (2850 cm™'de) O-H bag
gerilme titresimlerinin {ist {iste binmesinden kaynaklanmaktadir (89). 1640 cm™''deki bant
suyun biikiilme titresimlerine karsilik gelmektedir. 1342 cm™'de NO5™!"in gerilme titresimine
karsilik gelen keskin absorpsiyon bandi, sentezlenen LDH'in ara katmaninda nitrat anyonunu
varligint dogrulamaktadir (Sekil 15A) (90). Ni-Fe-LDH i¢cin XRD pikleri (Sekil 15B), daha
onceki calismalarda rapor edilen desenlere benzer bir sekilde, 260 = 11.5° (003), 22.8° (009),
34.6° (102), 38.4° (105), 46.0° (108), 60.1° (110)'de bulunmustur. Asimetrik piklerin varligi,
SEM goriintiilerinde (Sekil 15C) gozlemlendigi gibi, farkli bazal diizlemlerin farkli yonlerde
veya acilarda hizalandig1 turbostratik bir yapiya isaret etmektedir (89-91).
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Sekil 15. Ni-Fe-NO3; LDH’1n (A) FT-IR spektrumu, (B) XRD toz kirinim deseni ve (C) FE-
SEM goriintiisii
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4.3.1.3. iyonik Siddetin LDH Olusumu ve Sedimentasyon Hizi Uzerine Etkisi

Bu calismanin baglangicinda, siringada sentezlenen LDH’larin daha o6nceki bir
arastirmada rapor edildigi gibi (17), siringa girisine yerlestirilen bir melamin filtre vasitasi
ile izole edilmesi planlanmistir. Tarama deneyleri sirasinda, melamin filtrenin sentezlenen
LDH’larin siiziilmesinde tam etkinlik sergilemedigi gozlemlenmistir. Bu yilizden, validasyon
ve Ornek analizi basamaklarinda siringa asagidan yukari konumlandirilmistir. Bu sekilde
LDH’larin olustuktan sonra ¢Okmesi beklenmis ve ¢okme tamamlaninca matris atiga
yonlendirilmistir. Iyonik siddetin ¢okme iizerine etkisini incelemek icin Ni-Fe ¢dzeltisinden
sonra 5 numarali kafa valfi portu araciligiyla siringa igerisine 50, 100, 200, 500, 1000 ve
2000 pL derisik NaNOs (%60) ¢ozeltisi aspire edilmistir. Karigtirmanin durdurulmasindan

65 saniye sonrasinda ¢ekilen fotograflar Sekil 16°da verilmistir.

Sekil 16. NaNOj aspirasyonunun ¢okme hizina etkisi. Siringanin (A) derisik NaNO3 (%60)
¢ozeltisi eklenmeden, (B) 50 uL, (C) 100 uL, (D) 200 puL, (E) 500 uL, (F) 1000
puL ve (G) 2000 pL derisik NaNOsz (%60) c¢ozeltisi eklenmis ortamdaki
¢okmelerinin goriintiisii.

En yiiksek ¢okme hizi 200 pLL NaNOs aspire edildiginde gézlemlendiginden dolay1

ilerleyen deneylerde bu hacim kullanilmastir.

NaNO; ¢ozeltisinin aspirasyon sirast da degerlendirilmistir. Bu kapsamda 4 farklh
deney yliriitiilmiistiir: 1) nitrat eklenmemis, (2) 6rnek ¢ozeltisinden once, (3) prekiirsor

¢Ozeltisinden hemen sonra, (4) DMSPE’nin hemen ardindan nitrat eklenmis. Sekil 17°de
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goriildiigii lizere nitrat aspirasyonu pik alanlarini 6nemli 6l¢iide etkilememistir. Fakat nitrat
eklenmemesi ve prekiirsor cozeltisinden oOnce eklenmesi LDH’larin ¢dkme siiresini
uzatmistir (>3.5 dk). Ayrica prekiirsor c¢ozeltisinden once eklenmesi durumunda BSS
degerleri yliksek bulunmustur. Prekiirsor ¢ozeltisinden hemen sonra ve DMSPE’nin hemen
ardindan NaNOj aspirasyonunda benzer sonuglar goriilmiis olmakla birlikte aspirasyonun
prekiirsor ¢ozeltisinden hemen sonra yapilmasi durumunda pik alanlar1 hafif¢e daha yiiksek
bulunmustur. Sonu¢ olarak NaNO3 aspirasyonunun prekiirsér ¢ozeltisinden hemen sonra

yapilmasina karar verilmistir.
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NaNO; Aspirasyon Sirasi

Sekil 17. NaNOs ¢ozeltisinin aspirasyon sirasinin analitlerin pik alanlar tizerine etkisi

4.3.1.4. NH3 Hacminin Optimizasyonu

Siringa igerisine 120-400 pL araliginda degisen hacimlerde 1.5 mol/L NHj ¢ozeltisi
aspire edilerek pH etkisi incelenmistir. 120, 180, 240, 300 ve 400 uL baz aspirasyonunun
ardindan Ornek cozeltilerinin pH degerleri siras1 ile 6.7, 7.7, 8.8, 9.1 ve 9.4 olarak
bulunmustur. Sekil 18’de goriildiigii lizere pik alanlar1 180 pL seviyesine kadar artmis daha
sonra ise azalmistir. Bu sebeple NH3 hacminin 180 uL ve ekstraksiyon pH’sinin 7.7 olmasina
karar verilmistir. Amonyagin ugucu oldugu g6z 6niinde bulundurularak NH; ¢ozeltisi giinliik

olarak hazirlanmis ve her giin ilk ekstraksiyondan sonra matris pH’1 kontrol edilmistir.

52



100000
80000
g
S 60000
< ®IRBE
—
A 40000 aLos
mVALS
20000
0

120 180 240 300 400
NH; Hacmi (uL)

Sekil 18. NH3 hacminin analitlerin pik alan1 tizerine etkisi

4.3.1.5. Onciil Cozelti Hacminin Optimizasyonu

Analitlerin ekstraksiyon verimi iizerinde LDH miktarinin etkisini arastirmak igin,
400-1000 pL araliginda Onciil ¢ozeltisi siringa icerisine aspire edilerek ekstraksiyon
gerceklestirilmistir. Bu deneylerde, ekstraksiyon pH’min sabit tutulabilmesi i¢in prekiirsér
¢oOzeltisinin hacmi ile dogru orantili olarak NHj3 ¢ozeltisinin hacmi de degistirilmistir. LDH
miktarindaki artisla IRBE ve LOS i¢in ekstraksiyon verimliligi 600 pl’de maksimuma
ulagsmis ve daha sonra azalmistir. VALS igin ise en yiiksek etkinlik 400 pL’de elde edilmis

ve daha sonra pik alanlar1 diigmiistiir (Sekil 19).
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Sekil 19. Onciil ¢ozelti hacminin analitlerin pik alanlari {izerine etkisi
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Onciil hacminin LDH’larin ¢dkmesi iizerine etkisi incelendiginde, Sekil 20’de
goriildiigi tizere en iyi ¢okme 600-800 pL hacimlerde olmustur. Sonug¢ olarak optimum

onciil hacmi 600 pL olarak belirlenmistir.

Sekil 20. (A) 400 pL, (B) 600 pL, (C) 800 uL, (D) 1000 pL prekiirsor ¢ozeltisi ile 3 dk
karistirma yapildiktan sonra elde edilen ¢okme goriintiisii

4.3.1.6. Kanistirma Hiz1 ve Siiresinin Optimizasyonu

Karistirma hizinin ekstraksiyon verimliligi tizerindeki etkisi 1200, 2900 ve 4500 rpm
hizlarinda ekstraksiyon gerceklestirilerek degerlendirilmistir. 1200 rpm’de nispeten daha 1yi
sonuglar elde edilmistir (Sekil 21). Ayrica ¢okme hiz1 da Sekil 22°de goriildiigi gibi 1200
rpm’de daha yiiksektir. Bu nedenle optimum karigtirma hizi 1200 rpm olarak belirlenmistir.
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Sekil 21. Siringa i¢i karistirma hizinin analitlerin pik alanlari lizerine etkisi

Sekil 22. Sirmmganin (A) 1200 rpm, (B) 2900 rpm, (C) 4500 rpm karistirma hiziyla
ekstraksiyonundan 30 saniye sonraki ¢okme goriintiisii

Ekstraksiyon siiresinin pik alanlar1 {izerine etkisi 30-720 sn araliginda incelenmistir.

Sekil 23’ten goriilecegi iizere biitiin karistirma siireleri i¢in benzer pik alanlar1 elde

edilmistir. Bu sebeple, ekstraksiyon siiresi olarak 30 sn secilmistir.
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Sekil 23. Karistirma siiresinin analitlerin pik alanlar1 tizerine etkisi

4.3.1.7. Eliisyon Coziicii Bilesiminin Secimi

LDH yapisint bozmak icin kullanilan ¢oziiciiniin bilesimini belirlemek ig¢in
DMSPE’den sonra elde edilen LDH’lar, Sekil 24’te verilen bir¢ok c¢ozelti icerisinde
¢Oziilmiis ve ekstrakt sisteme enjekte edilmistir. En yliksek pik alanlart %20 metanol i¢eren
formik asit ¢ozeltisinde elde edilmistir ve bu ¢dzelti LDH yapisinin bozulmasi i¢in optimum

olarak sec¢ilmistir.
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Sekil 24. Eliisyon ¢6ziiciisii bilesiminin analitlerin pik alanlari tizerine etkisi
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4.3.2. Enjeksiyon Hacmi

Optimizasyon caligsmalar1 sirasinda yiiksek kromatografik etkinlik saglamasindan
dolay1 Poroshell 120 PFP (100 mm x 4.6 mm, 2.7 pm) kolon kullanilmistir. Fakat uygulanan
ekstraksiyon  prosediirinden  sonra  LDH’lar  matris  sivisindan  tamamen
uzaklagtirllamadigindan dolay1 bir seyrelme meydana gelmektedir ve bu da yontem
duyarliligini olumsuz etkilemektedir. Yontem duyarliligini artirmak i¢in yiiksek hacimli
enjeksiyon yapilmasi yaklasimi degerlendirilmistir. Bu sebeple, biiyiik yiizey alani sunarak
daha yiiksek yilikleme kapasitesi saglamalar1 sebebiyle optimizasyon sonrasi deneylerde

kolon olarak GLSciences ODS-V3 kolon (150 mm x 4.6 mm, 5 pm) kullanilmistir.

Otomatik DMSPE’den sonra HPLC sistemine ornek enjeksiyonu 10-200 pL
araliginda incelenmis ve pik seklinde herhangi bir bozulma gdézlenmemistir. Bu yiizden
yiiksek pik alani sunmasindan dolay1 enjeksiyon hacmi 200 pL olarak belirlenmistir. Sekil

25’te 200 uL ekstrakt enjeksiyonu ile elde edilen kromatogram gosterilmistir.

A L

260nmdnm (1.00)
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10.0+

7.5
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=2 B

0.0 25 5.0 7.5 min

Sekil 25. Standart ARB ¢6zeltisinin otomatik DMSPE ardindan 200 pL ekstrakt enjeksiyonu
ile elde edilen kromatogram. 1-IRBE, 2-LOS, 3-VALS

4.4. Yontem Validasyonu
4.4.1. Dogrusalhk

Yontem dogrusalligi, dis standart yontemi kullanilarak; tiim analitlerin bes farkl
konsantrasyon seviyesinde (5, 10, 50, 100, 200 pg/L) hazirlanan standart ¢ozeltilerinin

analizleri sonucunda her bir analite ait pik alani degerlerinin, analit derisimlerine karsi
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grafige gecirilmesiyle olusturulan kalibrasyon egrileri iizerinden degerlendirilmistir. Her bir

analite ait kalibrasyon egrileri Sekil 26’da verilmistir.
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Sekil 26. Analitlere ait kalibrasyon egrileri

Kalibrasyon egrisini olusturmak icin kullanilan standart ¢ozeltilerin pik alanlari,
kalibrasyon egrisine yerlestirilmis ve bu verilerle hesaplanan konsantrasyonlar, gercek

konsantrasyonlarla karsilastirilarak yontem dogrusalligi kontrol edilmistir (Sekil 27).
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Sekil 27. Analitlere ait dogrusallik kontrol grafikleri

4.4.2. Duyarhhk

LOD ve LOQ degerleri, sinyal/giiriiltii oranlarina dayali olarak belirlenmistir.

Analitlerin LOD ve LOQ degerleri Tablo 8’te gosterilmistir.

Tablo 8. Analitlerin LOD ve LOQ degerleri

Analit LOD (ng/L) LOQ (ng/L)
LOS 1.5 4.5
VALS 1.0 3.0
IRBE 1.5 4.5

4.4.3. Dogruluk ve Kesinlik

Biitlin analitler i¢in 75 pg/L seviyesinde, ayni giin i¢inde bes, ti¢ farkli giinde toplam

15 analiz yapilarak gelistirilen yontemin dogruluk ve kesinligi degerlendirilmistir. Analiz

sonuglari, kalibrasyon egrileri kullanilarak hesaplanmis ve Tablo 9’da gosterilmistir.
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Tablo 9. Gelistirilen yontemin analitler i¢in dogruluk ve kesinlik sonuglari

Dogruluk (%)* Kesinlik (%BSS)*
Analit Giin i¢i (n=5) Giinler arasi Giin i¢i (n=5) Giinler arasi
(n=15) (n=15)
LOS 101.8 99.95 2.5 53
VALS 100.8 98.5 0.33 3.7
IRBE 102.2 100.5 1.6 5.2

* 75 ug/L konsantrasyon seviyesinde yiiriitilmiistiir.

4.4.4. Geri Kazanim

Analitlerin geri kazanimi, 200 pg/L seviyesinde, deiyonize suda hazirlanmis standart
¢ozeltinin sisteme direkt enjeksiyonu ve ayni ¢ozelti icerisinde LDH olusumundan sonra
istte kalan sivinin direkt enjeksiyonu sonucunda pik alanindaki azalma kullanilarak
hesaplanmistir. LOS, VALS ve IRBE i¢in %geri kazanim degerleri sirasiyla %62.8, %88.7

ve %62.0 bulunmustur.
4.4.5. Zenginlestirme Faktorii

Zenginlestirme faktorleri, 200 pg/L seviyesinde, gelistirilen DMSPE y6nteminin
uygulanmast ve DMSPE yonteminin kullanilan kimyasallar yerine su ¢ekilmesi ile
uygulanmasi sonucu elde edilen pik alanlarinin karsilastirilmasi ile hesaplanmistir. LOS,

VALS ve IRBE i¢in zenginlestirme faktorleri sirasiyla 13.3, 25.8 ve 15.3 bulunmustur.

4.5. Yontem Gecerliliginin Gerg¢ek Ornek Analizlerinde Kamitlanmasi icin Yiiriitiilen

Validasyon Calismalari

Glin i¢i1 ve gilinler arast dogruluk ve kesinlik, lic konsantrasyon seviyesinde (25, 75
ve 150 pg/L) analit eklenmis Degirmendere Nehri, Kalyan Golii ve musluk suyu 6rnekleri

analiz edilerek degerlendirilmistir. Sonuglar Tablo 10'da gdsterilmistir.
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Secicilik degerlendirme kapsaminda, Sekil 28°de bos ve analit eklenmis 6rneklere ait
kromatogramlardan goriildiigli iizere tiim Ornekler i¢in analitlerin alikonma siirelerinde
matris bilesiklerinden kaynaklanan herhangi bir girisim gozlenmemistir. Spesifiklik ayrica
DAD ile pik safliklar1 6lgiilerek degerlendirilmistir. Hesaplanabilir olduklarinda, pik saflik
indeksi degerleri 0.99°dan biiyiik bulunmustur.
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Sekil 28. Analiz edilen orneklere ait bos ve bilinen miktarda analit eklenmis (spiked)
kromatogramlar. (A) Analit eklenmemis bos (blank) 6rnek, (B) Kiiclik kalite
kontrol seviyesinde (25 pg/L) analit eklenmis 6rnek ve (C) orta kalite kontrol
seviyesinde (75 pug/L) analit eklenmis ornek.
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4.6. Yontemin Ger¢ek Ornek Analizlerinde Uygulanmasi

Gelistirilen yOntemin ger¢cek matrislere uygulanabilirligi, Kalyan Goli
(Trabzon/Magka), Degirmendere Nehri (Trabzon/Ortahisar) ve laboratuvarimizdan toplanan
cesme suyu Ornekleri analiz edilerek degerlendirilmistir. Ornekler amber renkli cam siselere
toplanmis ve laboratuvara getirildikten sonra siizge¢ kagidindan siiziilmiis ve analize kadar
+4°C’de saklanmistir. HCO3; 1n ¢dkme iizerine etki etmesini dnlemek igin ortam pH’1
ekstraksiyondan once 4’e ayarlanmistir.

Ornek analizi, standart ekleme yontemi ile yapilmistir. Bu kapsamda her 6rnege 5
farkli konsantrasyon seviyesinde (5, 10, 50, 100, 200 pg/L) standart ¢ozeltiler ilave edilmis
ve 3 tekrarli analizler yiriitilmistir. Toplanan su Orneklerinde hi¢cbir ARB tespit

edilememistir.
4.7. Yesillik Degerlendirmesi

Gelistirilen tam otomatik 6rnek hazirlama yonteminin yesilligi AGREEprep yazilim1
kullanilarak degerlendirilmis ve yesil kimya (GrC) ilkelerine kabul edilebilir 6l¢iide baglilig
gosteren 0.56'lik bir puan elde edilmistir (Sekil 29).

&
059'

Sekil 29. AGREEprep metrigi kullanilarak HPLC yonteminin yesillik degerlendirmesi
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5. TARTISMA ve SONUC

LDH’lara yiiksek afinite gostermeyen ve kolay iyon degisimine olanak veren NO3
iyonlarmma dayanan LDH’larin sentezlenmesi amaciyla LDH sentezinde metallerin NO3
tuzlar1 kullanilmistir. Diger taraftan, ¢6zelti igerisinde bulunan ve LDH’lara yiiksek afinite
gdsteren COs2 iyonlariin tamamen uzaklastirilmasi icin 1s1tma ve inert atmosfer saglanmasi
gerekmektedir. Literatiirde LDH’larin analitik uygulamalarinda pH ¢ogunlukla NaOH
kullanilarak ayarlanmistir (12, 68, 72, 92-94). Diger taraftan, LDH sentezinde alternatif
olarak NH3’1n kullaniminin NOs3™ iyonu igeren LDH’larin kolay sentezinde kullanilabilecegi
rapor edilmistir (95). Bu kapsamda, ortam pH’nin ayarlamasinda kullanilan baz tipinin
ekstraksiyon iizerine etkisi arastirilmistir. Baz hacimleri ekstraksiyon sonrast pH birbirine
yakin (8.5-9) olacak sekilde ayarlanmistir. NaOH ¢ozeltisi ile yiiriitiilen deneylerde analitler
zenginlestirilememistir. Diger taraftan, NH3 kullanilarak yiiriitiilen deneylerde pik alanlari
artmistir. NHs, ¢ozeltideki COs iyonlari ile kompleks olusturmakta ve boylelikle NOs
temelli LDH’larin olugmasina olanak vermektedir (95). Dolayisi ile, NH3 kullanilarak elde
edilen daha 1iyi1 zenginlestirme faktorleri, anyon degisimi kapasitesine sahip NOs™ temelli
LDH’larin sentezlenmesine atfedilebilir. Bu sonuglar 1s1ginda, pH ayarlanmasi i¢in 1.5

mol/L NHj3 ¢ozeltisi kullanilmistir.

Tarama deneyleri yiriitiiliirken, melamin filtrenin sentezlenen LDH’larin
siizilmesinde tam etkinlik sergilemedigi gézlemlenmistir. Bu kapsamda, alternatif sistem
konfigiirasyonlart incelenmistir. LDH’larin 6rnek matrisinden ayrilmast iki sekilde
kolaylagtirilabilir: (1) sentezlenen LDH’larin agregasyona ugramalar1 saglanarak partikiil
capt biiyttiilebilir ve bdylelikle daha kolay siiziilebilirler, (2) siringa yukaridan asagiya
konumlandirilmak yerine, asagidan yukariya konumlandirilabilir. Boylelikle, LDH’larin
stiziilmesi yerine, siringa igerisinde sedimantasyona ugramalar1 saglanabilir. Bu
konumlandirmanin avantaji ¢cokme tamamlandiktan sonra, 6rnek matrisinin hizlica atiga
yonlendirilebilmesidir. Dezavantaji ise, igeriye yerlestirilen karistirma ¢ubugundan dolayi,
siringa igeriginin tam olarak bosaltilmasinin miimkiin olmayisidir. Literatiirde, yiik
notralizasyon etkisi ve elektrostatik ¢ift tabakanin sikismasi nedeniyle iyonik siddetin
artirtlmasinin nanopartikiillerin negatif zeta potansiyelini azalttig1 rapor edilmistir. Sonug
olarak, partikiiller arasindaki daha zay1f elektrostatik itme kuvveti, daha biiyiik agregatlarin
olugmasina ve tuz ¢ozeltilerinin eklenmesinin ardindan daha yiiksek bir sedimantasyon hizi

elde edilmesine sebep olur (96, 97). Nitrat temelli LDH’lar yiiksek iyon degistirme
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kapasitelerinden dolay1 bu ¢alismada tercih edilmistir. Bu tip LDH’larin sentezlerinde, NO3”
konsantrasyonunun artirilmasi i¢in ortama NaNO3 eklenmesi literatiirde rapor edilmistir (98,
99). Dolayist ile, hem NOs temelli LDH’larin sentezini kolaylastirmak hem de iyonik
siddetin sedimentasyon lizerine etkisini incelemek i¢in Ni-Fe ¢ozeltisinden sonra 5 numarali
kafa valfi portu araciligiyla siringa igerisine derisik NaNO3 (%60) ¢ozeltisi aspire edilmesine
karar verilmistir. Sekil 16’dan da goriilecegi tizere NaNOj3 aspirasyonu sedimantasyon hizini
artirmistir ve en yliksek sedimentasyon hizi, 200 uLL NaNO3 kullanildiginda elde edilmistir.
Ayrica yontem gelistirmenin ilerleyen basamaklarinda, eliisyon ¢6ziiciisii i¢in bos bir porta
gereksinim duyulmustur. Bu sebeple, NaNOs katis1 prekiirsor ¢ozeltisi igerisinde ¢oziilerek
kullanilmistir. Optimum prekiirsor ¢ozeltisi hacmi (600 pL), optimum NaNO3 hacminin (200
uL) 3 katt oldugu icin, prekiirsor ¢ozelti icindeki NaNO3 konsantrasyonu %60°tan %20’ye

distirilmustiir.

Ortamda bulunan OH iyonlar1 hem analitlerin iyonizasyonunu etkiledigi hem de
LDH yapisina katildig1 i¢in ekstraksiyon verimini 6nemli oranda etkiler. Bu kapsamda, pH
etkisi siringa icerisine 120-400 pL araliginda degisen hacimlerde 1.5 mol/L NHj3 ¢ozeltisi
cekilerek incelenmistir. Sekil 18’de goriilebilecegi iizere, pik alanlari1 180 pL seviyesine
kadar artmis, daha sonra azalmistir. Bu durum yiiksek pH’larda hidroksit iyonlarinin LDH
yapisina katilmak i¢in analitler ile yarismasina atfedilebilir (72, 74, 99, 100). Sonug olarak

optimum NH3 hacmi ve ekstraksiyon pH’1 sirast ile 180 pL ve 7.7 olarak bulunmustur.

LDH miktarinin ARB’lerin ekstraksiyon verimi iizerindeki etkisini arastirmak icin,
400-1000 pL araliginda onciil c¢ozeltisi siringa igerisine c¢ekilerek ekstraksiyon
gerceklestirilmistir. 400 ve 1000 pL prekiirsér hacmi i¢in son ekstrakt hacimleri sirasi ile
300 ve 455 uL olarak bulunmustur. Dolayisi ile, pik alanlarinda gézlemlenen diisiis,
analitlerin son ¢ozelti icerisinde seyrelmesine baglanabilir. Sonu¢ olarak 6nciil hacminin
LDH’larin sedimantasyonu iizerine etkisi incelendiginde, Sekil 19°da goriildiigii iizere en iyi

¢okmenin 600-800 pL hacimlerde oldugu goézlemlenmistir.

Karistirma hizi, sorbentin 6rnek igerisinde dispersiyon derecesini dnemli Olciide
etkilemektedir. Yiiksek karistirma hizlarinda, daha kiiciik capli LDH partikiillerinin olugsmasi
muhtemeldir. Daha kiigiik partikiiller, artan yiizey alan1 nedeniyle daha yiiksek ekstraksiyon
verimliligi saglayabilir. Ote yandan, siringa girisine yerlestirilen filtre ¢ok kiiciik partikiilleri
etkili bir sekilde tutamayabilir. Karistirma islemi, ayn1 zamanda analitin 6rnekten adsorbana

kiitle transferini de kolaylastirabilir (101). Karistirma hizinin ekstraksiyon tlizerindeki etkisi
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1200, 2900 ve 4500 rpm hizlarinda degerlendirilmistir ve en iyi ¢okme hiz1 ve pik alanlari
1200 rpm’de elde edilmistir.

LDH’lar, 6rnek igerisinde in situ olarak olusturuldugundan dolay1 temas alani ¢ok
blyiiktiir. Bu durum, teoride ekstraksiyonunun kisa siire igerisinde tamamlanabilecegini
isaret etmektedir. Bu kapsamda, ekstraksiyon siiresinin pik alanlari iizerine etkisi 30-720 sn
araliginda incelenmistir ve Sekil 23’te de goriildiigii ilizere benzer pik alanlari elde
edildiginden dolay1 ekstraksiyon siiresi 30 sn secilmistir. Ayrica ekstraksiyonun kisa stirede
tamamlaniyor olusu, gerekli goriildiigiinde siringa igerisine ardisik olarak birka¢ kez 6rnek
cekilmesi ile daha yiiksek zenginlestirme faktorlerinin elde edilebilmesine olanak vermesi

sebebiyle de avantajlidir.

LDH yapisin1 bozmak i¢in ¢esitli ¢oziicii bilesimleri denenmistir ve en yliksek pik
alan1 %20 metanol iceren formik asit ¢ozeltisinde elde edilmistir. Belirtilmelidir ki, %20
metanol iceren formik asit ¢dzeltisinin bir diger avantaji ise daha diizgiin kromatografik

taban ¢izgisi (baseline) elde edilmesidir.

Eliisyon ¢oziiciisiiniin se¢ilmesinin ardindan LIS sisteminin HPLC sistemine online
baglanmas1 amaglanmistir. Bu noktaya kadar, DMSPE’nin ardindan ©6rnek matrisi ve
LDH’lar bir deney tiiplinde toplanmis ve santrifiij isleminin ardindan LDH’lar ayirilip,
manuel olarak ¢oziilmiistiir. Online baglanti icin LDH’larin siringa igerisindeyken matristen
uzaklastirilmasi gerekmektedir. Bunun i¢in, siringa girisine bir melamin filtre yerlestirilerek
ornek matrisinin uzaklastirilmasi planlanmistir. Diger taraftan bir¢ok farkli tireticiden alinan
melamin kopiikler denenmis ancak LDH filtreleme etkinliklerinin zay1f oldugu bulunmustur.
Filtreleme icin adi silizge¢ kagidi, makyaj siingeri, pamuk, cam pamugu gibi diger
malzemeler de denenmis ancak istenen filtrasyon etkinligine ulasilamamistir. Sonuglar,
LDH’larin 6rnek matrisinden ayrilmast i¢in ¢ok kiigiik por ¢apli filtrelerin kullanilmasi
gerektigini goOstermistir. Diger taraftan, siringa girisinin yilizey alanmin ¢ok kiigiik
olmasindan dolayi, bu filtreler hizlica tikanmis ve basing problemleri ortaya c¢ikmistir.
Belirtilmelidir ki, siringa tipi otomatik pompalar 10 bar basinca kadar ¢alisabilmektedirler
ve diisiik por ¢apli membran filtrelerin kullanim1 bu sebeple uygun bulunmamistir. Bu
noktada, agsagidan-yukartya siringa oryantasyonunun kullanilmasinin daha problemsiz bir
LDH ayirimina olanak tantyabilecegi diisliniilmiistiir. Yapilan deneylerde, ekstraksiyondan
sonra 120 sn beklenmesi sonucunda LDH’larin stabil bir yigin halinde siringa dibinde

biriktigi gdzlenmistir. Dolayis1 ile ekstraksiyondan sonra 1-2 dakikalik bir bekleme siiresi
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sonrasinda ornek matrisinin atiga yonlendirilmesi miimkiindiir. Diger taraftan LDH’lar bir
bulamag halinde dipte toplandiklarindan dolay1 6rnek matrisinin tam olarak uzaklastirilmast
miimkiin olmamistir. Bunun igin, siringa igerisine iki defa saf su ¢ekilmis, LDH’lar
yikanmisg, ¢cokmeleri beklenmis ve iistte kalan siv1 tekrar atifa yonlendirilmistir. Boylelikle
hem matris biiyiik oranda uzaklastirilmis hem de bir temizleme basamagi yonteme entegre
edilmistir. Son yikamanin ardindan siringa icerisine 200 pL eliisyon ¢oziiciisii cekilip
LDH’lar ¢ozlilmiis ve ekstrakt 10 portlu enjeksiyon valfine bagli olan enjeksiyon dongiisiine

(loop’a) transfer edilmistir.

LIS sistemi i¢inde gergeklestirilen DMSPE prosediiriine ve LDH eliisyonuna iliskin
uygulama asamalari, baglantida yer alan videoda gosterilmektedir:

https://www.youtube.com/watch?v=vtqr5kliP14.

Siringanin  asagidan-yukar1 yonde kullanilmasinda, LDH’lar sividan tamamen
uzaklastirilamadigi i¢in bir seyrelme meydana gelmekte ve bu durum yontem duyarliligini
olumsuz etkilemektedir. Yontem duyarliligini artirmak igin yiiksek hacimli enjeksiyon
yapilmasi yaklagimi degerlendirilmistir. S1vi kromatografisinde, eger 6rnek, hareketli faz
iceriginden daha zayif bir ¢oziiclide ¢ozlinmiigse yiiksek hacimlerde enjeksiyon yapilmasi
miimkiindiir (102, 103). Tez kapsaminda analizi yapilan ARB’ler oldukg¢a lipofilik yapidadir
ve gradient analiz gorece yiiksek oranda (%20) asetonitril ile baglamaktadir. Bu kapsamda,
son elde edilen ekstraktin organik ¢oziicii yiizdesinin az olusundan faydalanilarak ve
gradient analizin bagma bir izokratik tutus (%20 ACN) koyularak yiiksek hacimde
enjeksiyon yapilmasi planlanmigtir. Yiiksek hacimli enjeksiyon i¢in goz Oniinde
bulundurulmas1 gereken parametrelerden biri de kolonun yiikleme kapasitesidir.
Optimizasyon calismalarinda yiiksek kromatografik etkinlik saglamasindan dolay1 Poroshell
120 PFP (100 mm x 4.6 mm, 2.7 um) kolon tercih edilmistir. Diger taraftan, ¢ekirdek-kabuk
(core-shell) partikiiller daha az gbzeneklilige sahiptir, bu da birim kiitle bagina daha az analit
tuttuklar1 ve daha diisiik yiikleme kapasitesine sahip olduklar1 anlamina gelir. Diger taraftan,
tamamen gozenekli partikiiller biiyiik ulasilabilir ylizey alani sunarak daha fazla analit tutma
ve dolayisiyla daha yiiksek yiikleme kapasitesi saglar (104). Bu kapsamda, ilerleyen
deneylerde GLSciences ODS-V3 kolon (150 mm x 4.6 mm, 5 um) analitik kolon olarak

kullanilmastir.

Hareketli faz olarak %0.1 formik asit ve asetonitril kullanildiginda ve 0-15 dk, %20-

100 ACN gradientinde tiim ARB’ler i¢in kabul edilebilir bir ayirim saglanmistir. Bu sartlar
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altinda kolonu en geg terk eden bilesigin CANDE oldugu ve alikonma siiresinin 10.5 dk’dan
az oldugu goriilmiistiir. Bu sebeple gradient egimini koruyarak (%5.33 asetonitril/dk) analiz

siiresinin kisaltilmas1 amag¢lanmaistir.

Cevresel orneklerin ayirimi sirasinda, ornek igerisindeki giiglii tutulan bilesikler,
kolonun kirlenmesine sebep olarak performansini diisiirebilir. Bu durum ayrica ardisik
analizlerde kromatogramlarda beklenmeyen piklerin olusmasina neden olarak sonuglarin
yanlis yorumlanmasina yol agabilir (105). Bunun 6niline ge¢mek i¢in gradiente kolon
temizleme ve kolon sartlandirma basamaklar1 da eklenmistir. Sonug olarak analiz siiresi 16
dk olarak belirlenmistir. Optimum sartlar su sekildedir: 0 dk, %20 B; 1 dk, %20 B; 8 dk,
%100 B; 9 dk, %100 B; 10 dk, %20 B; 16 dk, %20 B.

Gelistirilen yontemin ARB’lerin analizinde performansini degerlendirmek icin
yapilan validasyon c¢alismalarinda, elde edilen kalibrasyon egrisinin r degerlerinin
0.9988’den biiyiik olmast yontem dogrusalligini kanitlamistir. Yontem dogrusalliginin
saglamasini yapmak amaciyla kalibrasyon egrisini olusturmak i¢in kullanilan standart
cozeltilerin pik alanlari, kalibrasyon egrisine yerlestirilmis ve bu verilerle hesaplanan
konsantrasyonlar, ger¢ek konsantrasyonlara kars1 grafige gecirilerek bir egri elde edilmistir.

Bu egrinin r degerinin >0.9977 olmas1 yontem dogrusalligini kanitlamistir.

Analitlerin LOD degerleri 1-1.5 pg/L araliginda bulunmustur. ARB’lerin ¢evresel
sularda 10 pg/L konsantrasyona kadar bulunabildikleri g6z oniine alindiginda (7), gelistirilen

yontem yeterli duyarlilik gostermistir.

Dogruluk ve kesinlik caligmalari, giin i¢i ve giinler arasi olarak tek konsantrasyon
seviyesinde yiiriitiilen deneylerle degerlendirilmistir. Tiim analitler i¢in giin i¢i ve gilinler
aras1 dogruluk sirasiyla %100.8-102.2 ve %98.5-100.5 arasinda degismistir. Giin i¢i BSS
%0.33-2.5, giinler arast BSS %3.7-5.3 olmakla birlikte yontem tekrarlanabilirligi kabul
edilebilir bulunmustur (106).

Ornegin sisteme direkt enjeksiyonu ve LDH olusumundan sonra iistte kalan stvinin
direkt enjeksiyonu sonucunda pik alanindaki azalma ile geri kazanim, gelistirilen DMSPE
yonteminin uygulanmas1 ve DMSPE yonteminin kullanilan kimyasallar yerine su ¢ekilmesi
ile uygulanmasi sonucu elde edilen pik alanlarinin karsilastirilmasi ile de zenginlestirme
faktorii hesaplanmigtir. Tim analitler i¢cin %62-88.7 araliginda 1y1 geri kazanim degerleri ve
13.3-25.8 araliginda iyi zenginlestirme faktorleri elde edilmistir. FDA’in 2022 yilinda

yayimladigi M10 Biyoanalitik Y6ntem Validasyonu kilavuzuna gore, analitin geri kazanimi
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%100 olmak zorunda degildir; ancak analit i¢in geri kazanimin tutarli olmasi beklenmektedir

(106). Bu baglamda, elde edilen geri kazanim degerleri kabul edilebilir bulunmustur.

Gergek orneklerin analizinde matris kaynakl1 2 zorlukla karsilasilmistir. {1k olarak,
LDH’larin sedimantasyonunun standart ¢ozeltilere kiyasla daha az oldugu ve dolayisi ile
siringa dibindeki LDH katmaninin daha yiiksek oldugu gézlemlenmistir. Bu duruma gercek
orneklerde yiiksek konsantrasyonlarda bulunabilecek iyonlarin sebep olabilecegi
diisiiniilmiistiir. Dolay1s1 ile, Na* (400 mg/L), K™ (16 mg/L), Ca** (240 mg/L), Mg™? (240
mg/L), CI" (16 mg/L), HCOs™ (400 mg/L) ve SO47 (480 mg/L) iyonlar1 ayr1 ayr1 deiyonize
suda hazirlanmis standartlara eklenerek sedimantasyon {lizerine etkileri gorsel olarak
incelenmistir. Iyon konsantrasyonlarma sert su recetesi géz dniinde bulundurularak karar
verilmistir (79). Incelenen anyonlar arasinda sadece HCO3 ’nin ¢dkme iizerine etkisi oldugu
bulunmustur. Bu sebeple, ortam pH’1 ekstraksiyondan dnce 4’e ayarlanmistir ve boylelikle

HCO;5"in, H,CO3 formunda kalarak ¢ékme iizerine etki etmesi dnlenmistir.

Gergek orneklerin analizinde karsilasilan bir diger olumsuzluk ise, deiyonize suda
hazirlanan kalibrasyon egrileri kullanildiginda diisiik geri kazanim elde edilmesi olmustur.
Cevresel ornekler hem farkli iyonik siddete hem de farkli matris bilesimine sahiptir. Bu
baglamda, gercek 6rnek matrisini temsil etmesi igin kalibrasyon ¢ozeltileri sert su i¢erisinde
hazirlanmistir (79). Ancak yliksek dogruluk elde edilememistir. Dolayisi ile, 6rnek analizinin
standart ekleme yontemi ile yapilmasina karar verilmistir. Bu kapsamda her 6rnege 5 farkl
konsantrasyon seviyesinde (5, 10, 50, 100, 200 pg/L) standart ¢ozeltiler ilave edilmis ve 3

tekrarli analizler ytriitiilmistiir. Toplanan su 6rneklerinde hi¢cbir ARB tespit edilememistir.

Cevresel orneklerde giin i¢i ve giinler aras1 dogruluk ve kesinlik, ii¢ konsantrasyon
seviyesinde (25, 75 ve 150 pg/L) analit eklenmis Degirmendere Nehri, Kalyan Golii ve
musluk suyu Ornekleri analiz edilerek degerlendirilmistir. Elde edilen dogruluk degerleri
%94-105 araliginda olup kabul edilebilir bulunmustur. Tam otomasyon sebebi ile, deneylerin

bagil standart sapmasi %3.5°1 gegcmemistir.

Analit eklenmis nehir, gél ve musluk suyu 6rneklerine ait kromatogramlar (Sekil 28)
incelendiginde, tim oOrnekler i¢in analitlerin alikonma siirelerinde matris bilesiklerinden
kaynaklanan herhangi bir girisim gézlenmemistir. Ayrica DAD ile pik safliklari dl¢iilmiistiir
ve hesaplanabilir olduklarinda pik saflik indeksi degerleri 0.99’dan biiyiik bulunmustur. Bu
veriler, gelistirilen yontemin ARB’ler icin spesifik oldugunu ve tespit edilen piklerin birden

fazla bilesige atfedilemeyecegini gdstermektedir.
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AGREEprep, kimyasal analizlerde 6rnek hazirlama siirecinin g¢evresel etkisini
degerlendirmek i¢in gelistirilmis bir "yesil kimya" metrigidir. Bu arag, ¢6ziicli se¢imi, enerji
tiikketimi, atik tiretimi ve kullanilan malzemelerin siirdiiriilebilirligi gibi on farkli kritere
dayal1 bir degerlendirme yapar. Her bir kriter, 0 ile 1 arasinda bir puanla 6l¢iiliir ve sonuglar,
genel ¢cevresel performanst ve iyilestirme alanlarini gorsellestiren bir piktograf ile sunulur
(88). Gelistirilen tam otomatik 6rnek hazirlama yonteminin yesilligi AGREEprep yazilimi
kullanilarak degerlendirilmis ve GrC ilkelerine kabul edilebilir dl¢iide baghiligi gosteren

0.56'l1ik bir puan elde edilmistir.

Tez kapsaminda gelistirilen tam otomatik LIS-DMSPE yontemi, ARB’lerin analizine
yonelik literatiirde bildirilen bazi 6rnek hazirlama yaklasimlariyla (Tablo 11) analitik
performans parametreleri agisindan karsilastirildi. Kargilastirmadan gorildiigii {lizere
gelistirilen yontemin tam otomasyonu, manuel yontemlerde sik¢a karsilasilan operatore
bagl degiskenligi ortadan kaldirmakta ve sabit ekstraksiyon kosullarini koruyarak yiiksek
tekrarlanabilirlige sahip sonuglar elde edilmesini saglamaktadir. LIS-DMSPE yontemi,
UPLC-MS/MS gibi diisiik LOQ degerlerine ulagabilen tekniklere (7) kiyasla daha diisiik
hassasiyete sahip olsa da, MS gibi yiiksek donanim ve maliyet gerektiren sistemlere gore
daha basit ve ekonomik bir yontemdir. Literatiirde bildirilen bazi yontemler 2 dakika gibi
cok kisa 6rnek hazirlama stireleri sunsa da, bu yontemler genellikle birkag saat siirebilen ¢ok
adimli sorbent sentezi gerektirir (47, 107). Hazir SPE kartuslar1 kullanan yontemler (7) daha
hizli olmakla birlikte, bunlar da dis tedarikgilere olan bagimlilig: artirabilir. Tez kapsaminda
gelistirilen yontemde ise sorbent sentezi ve ekstraksiyon tek adimda gergeklestirilir ve islem
15 dakika i¢inde tamamlanir. Bu entegre sistem, hiz, tekrarlanabilirlik ve kullanicidan
bagimsiz ¢aligma imkani sunarak rutin uygulamalara uygunlugu artirmaktadir. Biiytik
hacimli enjeksiyona bagli olarak, gelistirilen yontem, UV ve DAD dedektorlii diger
yontemlerle (43, 107, 108) karsilastirildiginda daha ytiksek hassasiyet sergilemektedir.
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Ornek hazirlama basamaginin otomasyonu, gerekli is giicii ve zamanin azaltilmasiyla
birlikte daha yiiksek yontemsel tekrarlanabilirlik, giivenilirlik ve kullanim giivenligi elde
edilmesi acisindan biiylik avantaj saglamaktadir. Bu baglamda gelistirilen yOntem
otomasyon, enerji tiiketimi ve operator giivenligi basliklar1t bakimindan 6ne ¢ikmaktadir.
Prosediiriin tamamen otomatik olarak yiiriitiilmesi ve ¢evrim i¢i HPLC baglantis1 yontem
tekrarlanabilirligini artirmakta ve insan hatasini minimize etmektedir. Otomasyon ayrica,
islem sirasinda operatoriin tehlikeli kimyasal maddelere temasini minimize ettiginden
dolayi, gelistirilen yontem laboratuvar ¢alisanlarinin giivenligi i¢in ideal bir alternatif olarak
goriilebilir. Ornek hazirlama isleminin kiiciik bir siringa tipi pompa ile yiiriitiilmesinden

dolay1, yontem enerji verimliligi agisindan da oldukga basarilidir.

Sonug olarak bu tez ¢alismasi kapsaminda, ¢evresel su 6rneklerinde ARB’lerin (LOS,
VALS, IRBE) tayini i¢in ilk kez LIS otomasyon teknigi kullanilarak in situ LDH sentezine
dayanan bir DMSPE yontemi gelistirilmis, valide edilmis ve HPLC’ye ¢evrim i¢i baglanarak

tam otomasyon saglanmistir.

Kolon temizleme ve sartlandirma adimlart da dahil olmak {izere toplam
kromatografik analiz siiresi 16 dakikadir. Cevresel su 6rneklerinin analize hazirlanmasinda
hizli, basit ve ekstraksiyon etkinligi yiiksek olan DMSPE yontemi kullanilmisti. DMSPE
yontemi LDH oOnciil tipi, LDH hacmi, iyonik siddet, NHz hacmi, karistirma hizi,
ekstraksiyon siiresi, ellisyon ¢oziicii bilesimi ve hacmi parametrelerine gore optimize
edilmistir. Optimizasyondan sonra LIS sistemi HPLC’ye ¢evrim i¢i olarak basariyla
baglanmistir. Bu sekilde analitlerin cihaza daha yiiksek verimlilikte transferi saglanmis olup
daha yiiksek yontem duyarliligi elde edilmistir. Validasyon caligmalar1 sonucunda
gelistirilen tam otomatik yontemin kabul edilebilir dogrusallik ve tekrarlanabilirlik ve yeterli
duyarlilik gosterdigi goriilmiistiir. Yontemin uygulanabilirligi Degirmendere Nehri, Kalyan
Goli ve musluk suyu ornekleri analiz edilerek kanitlanmistir. Ayrica 6rnek analizlerinde
temiz kromatogramlarin elde edilmesi yontemin spesifikligini kanitlamistir. Yontem, yesil
analitik kimya acisindan degerlendirildiginde de basar1 6l¢iitii tutturulmustur (>0.5). Genel
olarak, gelistirilen LIS-DMSPE-HPLC-DAD yontemi, cevresel sulardaki ila¢ kalintilarin

rutin olarak izlenmesi i¢in 6nemli bir potansiyel gostermektedir.
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Gorevi

1. Ikinci Eczaci

2. Arastirma Gorevlisi

YABANCI DiL
Ingilizce

UZMANLIK ALANI
Analitik Kimya

YAYINLAR

1. -

BiLDIRILER

1. -

Kurum

Trabzon Ortahisar Universite Eczanesi

Ondokuz Mayis Universitesi Eczacilik

Fakiiltesi Analitik Kimya Anabilim Dal1

ODULLER / TESVIKLER/ BURSLAR

1. -
HOBILER
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Mezuniyet Yili
2022
2016

Siire
(Y1l -11))
2022-2024

2024-


mailto:hilalrabiacevik@gmail.com

1.
2.
3.

Yiiriiyiis yapmak
Kitap okumak
Seyahat etmek
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