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TiBiTAK
ONSOz

TUBITAK tarafindan ‘1001-Bilimsel ve Teknolojik Arastirma Projelerini Destekleme Programr’
kapsaminda 2152205 koduyla desteklenmis olan projede, cesitli ilag etken maddelerine secici
malzemeler gelistirilip kapiler elektrokromatografi (CEC)'de duragan faz olarak kullaniimasi
amagclanmistir. Sentezlenen yeni kaplama malzemelerinin amaca uygunlugu, segciciligi ve
sorpsiyon performansi yiksek performans sivi kromatografi (HPLC) ve kapiler elektroforez
(CE) ile incelenmistir. S6z konusu malzemeler, anti-kanser ila¢ etken maddeleri, dilretikler ve

beta-blokerlerin tayini icin CEC kolon kaplamasi/duragan faz olarak kullaniimistir.
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OzZET

CESITLI ILAC ETKEN MADDI_ELER!NiN KAPILER ELEKTROKR_OMAT_OGRAFi ILE TAYINi
ICIN YENI KAPILER KOLONLAR GELISTIRILMESI

Projenin amaci, Ug farkh ilag etken madde grubundan beta-blokerler (metoprolol ve atenolol),
anti-kanser ilaglar (5-florourasil ve azasitidin) ve diuretik ilaglarin (bendroflumetiazid,
klorotiazid ve hidroklorotiazid), kapiler elektroforez ve kapiler elektrokromatografi ile tayini igin
yeni metotlar gelistirilmesidir. ilk galismada, anti kanser ilaglarin etken maddesi olan 5-
florourasil ve 5-azasitidin igin farkli formualasyonlara (farkh fonksiyonel monomerler, porojenler
ve monomer:capraz baglayici oranlari) sahip molekller baskilanmis polimerler (MIP)
sentezlendi. Cozelti pH’sI, ¢calkalama slresi, sorbent miktari gibi parametreler optimize edildi
ve bu kosullarda 5-FU ve 5AC igin dedeksiyon limit (LOD) degerleri sirasiyla 0.40 mg/L ve 0.28
mg/L ve tayin limit (LOQ) deg@erleri 1.33 mg/L ve 0.92 mg/L olarak hesaplandi. ikinci galismada,
analit grubu olarak secilen tiazidlerin belirlenmesinde kullanilacak kapiler elektrokromatografi
kolonu hazirlanmasi icin sol-jel kimyasi ve molekuler baskilama teknidi kullanildi. Modifiye
silika sol-jeller (amin- ve fenil-modifiye) ve farkh MIP materyalleri (inorganik- ve organik-bazli)
duragan faz kaplama malzemesi olarak kullaniimak icin sentezlendi. Kolon igine ylklenecek
maddenin secimi igin kapiler elektroforez (CE) 6ncesinde sorpsiyon calismasi yapildi. Kritik
deneysel parametreler optimize edildi; elektrolit ¢cozeltisi olarak pH’s1 9.4’e ayarlanmis 10.0
mM borat segcildi. Calisma voltaji 25 kV, kaset sicakhgi 30.0 °C’ye sabitlendi. LOD degerleri
0.20 mg/L ile 0.30 mg/L, LOQ degerleri 0.44 mg/L ile 0.99 mg/L arasinda bulundu. Calismanin
dcincl kisminda, R-blokerlerin tayini igin molekuler baskilanmig organik-inorganik polimerler
ve sol-jel metoduyla silikat nanopartikilleri sentezlendi ve kapiler elektrokromatografi
kolonunda kaplama/dolgu malzemesi olarak kullanildi. Sentezlenen (¢ farkli sorbentin
sorpsiyon performansi kiyaslandi. Molekiler baskilanmis organik polimerlerin metoprolole
yuksek sorpsiyon kapasitesi ve segicilik gosterdigi belirlendi. Duragan faz optimizasyon
¢alismalarindan sonra CEC kolonu gelistirildi ve analitik performansi incelendi. S6z konusu
kolonla yapilan ¢alismalarda metoprolol icin LOD ve LOQ degerleri sirasiyla 10.0 mg/L ve 32.0

mg/L olarak hesaplandi.

Anahtar kelimeler: Kapiler Elektrokromatografi, Kapiler Elektroforez, MIP
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ABSTRACT

DEVELOPMENT OF NOVEL CAPILLARY COLUMNS FOR THE DETERMINATION OF
VARIOUS DRUGS BY CAPILLARY ELECTROCHROMATOGRAPHY

Purpose of this project is to develop new methods for capillary electrophoretic and capillary
electrochromatographic determination of active indredients of three different groups of drugs,
namely, anti-cancer drugs (5-fluorouracil and 5-azacytidine), diuretics (bendroflumethiazide,
chlorothiazide hydrochlorothiazide) and beta-blockers (metoprolol and atenolol). In the first
study, molecularly imprinted polymers (MIP) having different formulations (different functional
monomers, porogens, and monomer:crosslinker ratios) were synthesized for 5-fluorouracil and
5-azacytidine, the active ingredients of anti cancer drugs. Experimental parameters such as
solution pH, shaking time and amount of sorbent were optimized, and limit of detection (LOD)
values as 0.40 mg/L and 0.28 mg/L, and limit of quantification (LOQ) values as 1.33 mg/L and
0.92 mg/L were calculated for 5-FU and 5AC, respectively. In the second study, sol-gel
chemistry and molecularly imprinted polymers were used to prepare capillary column for
electrochromatography to be used for the determination of thiazides. Modified silica sol-gels
(amine- and phenyl-modified) and different MIP materials (organic- and inorganic-based) were
synthesized to be used as stationary phase coating material. Materials to be coated into the
column were selected by the help of sorption studies prior to CE studies. For this purpose,
critical experimental parameters for CE were optimized; borate buffer (10.0 mM) with a pH of
9.4 was used as the background electrolyte. Working voltage of 25 kV and cassette
temperature of 30.0 °C were applied. LOD and LOQ values were found to be between 0.20
mg/L and 0.30 mg/L, and 0.44 mg/L and 0.99 mg/L, respectively. In the third part of the study,
molecularly imprinted organic-inorganic polymers and silicate nanoparticles were synthesized
for the determination of R-blockers and used as the coating/filling material for the capillary
electrochromatography column. Sorption performance of the three types of sorbents
synthesized was compared and molecularly imprinted organic polymers have shown to have
higher sorption and selectivity towards metoprolol. LOD and LOQ were calculated as 10.0

mg/L and 30.0 mg/L, respectively, for metoprolol with the capillary column prepared.

Keywords: Capillary Electrochromatography, Capillary Electrophoresis, MIP
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BOLUM 1
GiRiS

1.1 Kapiler Elektrokroforez ve Kapiler Elektrokromatografi

Kapiler elektroforez (CE) ve kapiler elektrokromatografi (CEC), ayni cihazi kullanmakla birlikte
ayirma prensipleri birbirinden farkli, nispeten yeni iki tekniktir. Kapiler elektroforez, bir kapiler
tip icindeki ¢ozeltiye dogru akim uygulandidinda, ¢ozeltideki analitlerin farkli hizlarla gé¢
etmesi ve uygun bir detektor ile tayin edilmesi esasina dayanir. Analitlerin gittigi ydondeki kapiler
borunun sonuna uygun bir detektoér konulur ve analitler sirayla tayin edilir. Elektroforetik akista
katyonlar katoda, anyonlar anoda yonelirken nétral maddeler hareket etmez. Go¢ hizi, ayrilan
maddenin yUkine ve kitlesine baghidir; ylk/kGtle orani blytk olanlar daha hizli gé¢ eder.
Elektroosmotik akis varliginda ise tim maddeler ayni yéne dogru hareket eder. Bunun sebebi,
(genellikle) silikadan mamul kapiler borunun i¢ ylzeyinde, silika ile ¢dzelti ara ylzinde olusan
elektrik ¢ift tabakasidir. Cozelti pH’s1 ylksek iken silika ylzeyindeki asidik silanol (Si-OH)
gruplari ayrigir ve yuzey negatif yuklenir (Sekil 1) (Bartle vd. 2001). Yuzeyde olusan negatif
yukl dengelemek icin ¢gozeltideki katyonlar ylzeye yaklasir ve bir katyon tabakasi olusturur.
Boylece, silika yuzeyi ile ana ¢ozelti (yigin, bulk) arasinda bir “elektrik ¢ift tabaka” olugur.
Burada olusan potansiyel farki “zeta potansiyel” olarak adlandirilir. Kapiler boruya voltaj
uygulandiginda elektrik cift tabakadaki katyonlar katoda dogru hareketlenir ve “solvated”
olduklarindan, etraflarindaki yigin ¢oézeltiyi de kendileriyle birlikte sirtkler. Buna
“elektroosmotik akis (electroosmotic flow, EOF)” denir. Kapiler elektroforezde ayirma becerisi
EOF’ye, EOF ve zeta potansiyel ise ¢ozelti pH’sina baghdir. Bu nedenle CE’de pH kontrolu
cok 6nemlidir. CE’de ayirmay etkileyen en dnemli parametreler uygulanan voltaj, tampon
cozelti pH’s1, iyonik kuvvet ve tamponu olusturan maddelerin derigimi, sicaklik, organik matriks
degistirici varligi, yuzey aktif madde varligi gibi parametrelerdir. Elektroosmotik akis ise
yuzeydeki yikin yodunluguna, elektrik alaninin guctine, elektriksel ¢ift tabakanin kalinligina
ve kullanillan c¢o6zeltinin viskositesine baghdir. Viskositenin de sicakliga bagh oldugu
hatirlanmalhdir (Bartle vd. 2001).



v

TUBITAK

SHEAR DUZLEMI

8 o "Elektroosmatik Akig

I (EOF)

NEGATIF YOKLENMIS YUZEY

FIELD DIRECTION

ELEKTRIKSEL GIFT TABAKA DIFUZYON KATMANI S . Mesafe (nm)
Cift Tabaka Kalinhigi

Sekil 1. Elektroosmotik akis varliginda yuzey-¢ozelti araytzinde olusan elekirik cift tabaka

Kapiler elektrokromatografi (CEC), kapiler elektroforez (CE) ve ylUksek performans sivi
kromatografi (HPLC)'nin bilesimi gibi dusunulebilir. Kromatografide en yaygin kullanilan
durgun fazlardan biri silikadir. Farkli amagclarla ¢ok sayida durgun faz destek maddesi
geligtiriimistir ve cesitli numunelerin analizinde kullaniimaktadir. Kapiler kolonlardaki
elektroosmotik akigi agiklamak igin ters faz silika partiklllerinden yararlanilabilir. Silika boruda
oldugu gibi silika partikillerinin ylzeyinde de silanol gruplari vardir; bu gruplar yukarida

aciklandigi sekilde elektroosmotik akis Uretirler (Sekil 2).

Alan Yonu

Akis Yonu

Sekil 2. Silika ve/veya modifiye silika dolgulu kapiler kolonda elektroosmotik akis olusumu

Kapiler elektrokromatografi, temel kromatografik teori ve kapiler elektroforetik metodolojiye
dayanan karma bir yontemdir. Analitlerin ayrismasi, elektroforetik hareketlilik ve analitlerin
mobil faz ile duragan faz arasindaki etkilesimiyle veya bunlardan sadece biri ile elde edilir.
CEC modunda, elektrik kuvveti CE modunda oldugu gibi uygulanir, ancak bu sirada kilcal
kolonun iginde duragan bir faz da vardir. Teknik, CE'ye benzemektedir, bu nedenle CE
cihazina sadece birka¢ ekleme (harici basing sistemi ve 6zel dolgulu kilcal kolon), CEC
tayinlerini mimkuan kilar. Parabolik akis sekline sahip HPLC'nin aksine, CE ve CEC’deki

elektroosmotik akis yassi bir sekle sahiptir. Bu levha ylksekligini azaltir ve HPLC ile
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karsilastiriidiginda ayirma verimliligini arttirir (Sekil 3). Kolon uzunlugunun arttiriimasi,
basincin artmasina ve ayrica HPLC'deki analiz hizinin azalmasina neden olur. Bununla
birlikte, CEC tekniginde kullanilan elektro-tahrikli kuvvet sayesinde kolon uzunlugundan
etkilenilmez, gerektiginde daha uzun kolonlar kullanilabilir. Kolondaki dolgu malzemesinin
(pargaciklarin) capl ise basingla galisan akista dnemlidir. ClinkU parcaciklarin arasindan akan
cozeltinin profili degigken pargacik boyutlari nedeniyle bolge genlesmesine ugrayarak analizin
kalitesini disurir. Elektro-tahrikli durumda saglanan diz sekilli akis profili, kromatogramdaki
bdlge genislemesini ve kolondaki geri basinci dnlemektedir (Smith 1999, Agilent Technologies
2014, Jiskra 2002, Eeltink vd. 2003).

Basing-tahrikli akis

Elektro-tahrikli akis

Sekil 3. (a, ¢) HPLC ve (b, d) CE/CEC i¢in akis profilleri ve temsili pikler

1.1.1 Kapiler Elektrokromatografide Duragan Fazlar

Kapiler elektrokromatografide kolon gelistirme ¢aligmalari, ticari HPLC kolonlarinin duragan
fazlarinin bu yonteme entegre edilmesiyle baslamistir. Bu durumda, sabit fazlar uygulanan
arka plan elektroliti altinda dayanikli ve kuvvetli EOF olusturmak icgin etkisizdi. Bu nedenle,
gerekli EOF olusturma yolunda birgok ydontem gelistiriimistir. Morfolojik agidan bakildiginda,

acik tubumst, yekpare ve dolgulu olmak Gzere Ug tip kolon vardir (Sekil 4).
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Sekil 4. CEC'de kapiler kolon tipleri: (a) acik tipimsd, (b) dolgulu, (c) yekpare

Duragan fazlarin hazirlanmasinda kullanilan malzemeler iki ana kategoriye ayrilir; polimer
bazli (organik) ve silika bazli (inorganik) duragan fazlar (Tablo 1). Duragan fazin hazirlanmasi,
dogru bir analiz i¢gin iyi organize edilmis bir prosedir gerektirir; sentez sirasinda hem ylzey
kimyasi hem de gbézenek olusumu dikkate alinmahdir. Literatirde farkli amaglar igin birgok
dolgu tipi bildirilmistir; kiral ayirma, iyon degisimi, hidrofilik veya hidrofobik ayirma, ligand segici
fazlar, normal veya ters fazlar, vb. (Jiskra 2002; Cheong vd., 2013; Bartle 2000; Tarongoy vd.,
2016; Ganzera 2010; Eeltink vd,. 2006; Eeltink vd., 2003).

Tablo 1. Kapiler elektrokromatografide duragan fazlar

inorganik (Silika Bazli) Duragan Fazlar |Organik (Polimer Bazl) Duragan Fazlar
EOF arttirici fazlar Akrilamid jeller

Konvansiyonel fazlar PEEK bazli fazlar

Ozel amacl fazlar Polimetakrilat fazlar

YUkKIG gruplar Seliloz bazl fazlar

Basit bir CE sistemi; érnek (analit) iceren flakon, arkaplan elektroliti (tampon ¢ozelti) iceren
giris-cikis flakonlari, analize uygun bir kapiler kolon ve bunu muafaza edecek bir kaset, analize
yonelik segilmis bir dedektér (UV-Vis, DAD, Lazer Kaynakli Floresans, Temassiz iletkenlik
Dedektord, vb.), yiksek voltaj kaynagi ve bilgisayarl yonetim sistemini icermektedir (Sekil 5)
(Agilent Technologies, 2014).
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Dedektor

e

Cikis Giris Ornek
Flakonu Flakonu Flakonu

— G

Yiksek Voltaj Kaynagi

Bilgisayar
Kontroli

Sekil 5. Kapiler elektroforez cihazinin sematik gésterimi
1.2 Onerilen Kaplama Malzemeleri
1.2.1 Molekiiler Baskilanmig Polimerler (MIP)

Molekller baskilanmis polimer metodolojisi, analit sorpsiyonu ve tayini i¢in molekuler bazda
oldukca spesifik materyaller tasarlamanin cazip bir yoludur. Diguk Uretim maliyeti, saglam
mekanik Ozellikler, kimyasal kararlilik, secicilik ve biyouyumluluk gibi bircok avantaj, bu
teknolojiyi son derece elverigli kilmaktadir. Molekiler baski teknolojisinin inorganik veya
organik dallarinin uygulamalari; kromatografik yéntemlerin duragan fazlarinda, antikor-antijen
sistemi taklit etmede, kati faz ekstraksiyon sorbentlerinde, ila¢ tasiyici sistemlerde,
sensdrlerde ve bunlara benzer oldukga genis bir alanda kullaniimaktadir (Deng, 2015; lacob
vd., 2014; Junjie vd., 2013; Lv vd., 2012; Mu vd., 2015).

Temel olarak, molekiler baskilama teknolojisi, sablon molekdl etrafindaki monomerlerle 6rilen
bir polimer agi Uzerinde caligir ve yapiyl capraz baglayicilarla guglendirir. Sablon molekull ve
monomer yari kovalent veya kovalent olmayan yollarla birbirleriyle etkilesir ve baglar
olusturulur. Daha sonra bu baglar kirilarak sablon yapidan uzaklastirilir. Ortaya ¢ikan son yapi,
sablon molekile 6zgu bogluklara sahiptir. Bu molekuler baskilanmis polimerler (MIP'ler),
sablon moleklllu ve diger yapisal olarak benzer molekillerle etkilesime girme egilimindedir.
Molekuler baskilanmamigs polimer (NIP), MIP'nin koru (blank) olarak digunalebilir; bu durumda
sablon molekdl kullaniimaz ve diger tim adimlar aynen uygulanir. Ozel bosluk olusmadigi igin
analite kargi segicilik beklenmez. Adimlarin sematik temsili Sekil 6'da verilmistir (Sellergren,
2000; Sarafraz-Yazdi vd., 2015; Olcer vd., 2017).
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Sekil 6. Molekdler baskilama metodunun sematik gosterimi
1.2.2 Silan Kimyasi ve Sol-Jel Temelleri
Sol-jel teknolojisi, sol dnclllerin polikondensasyonunun arttirilarak sivi bir fazda t¢ boyutlu

oksit ag1 olusturulmasini igerir. istenen son bigim, ¢dzicinin Sekil 7'de gosterilen farkli

yontemlerle uzaklastiriimasiyla olusur (Schubert vd., 2000).
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Sekil 7. Farkh isleme secenekleriyle sol-jel yonteminin sematik gésterimi
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Sol-jel ydntemi hem inorganik hem de organik-inorganik hibrit polimerlerin elde edilmesi igin
onemli bir tekniktir. Tekningin ana avantaji, tUm surecin nispeten 1limli gartlarda
gerceklestiriimesidir. Kati hal islemlerinden farkli olarak sol-jel teknigi, dncul turlerin son Urtine
gegcisi sirasinda reaksiyonun molekuler seviyede kontrol edilmesine izin verir. Bu nedenle,
homojen kristal yapida ve iyi tanimlanmis nanopargaciklarin sentezlenmesi saglanabilir
(Schubert vd., 2000; Hench vd., 1990; Danks vd., 2016).

ik olarak, saf baslangic malzemelerinin homojen ¢dzeltileri hazirlanir. Daha sonra alkoksit
cOzeltisine su ilave edilerek hidroliz gergeklegtirilir. Reaksiyon, hidrolize monomerlerin
polikondensasyonunu saglamak igin bazik veya asidik kosullarda katalize edilir. Asitle katalize
edilen mekanizmada, dogrusal veya rastgele dallanmis bir polimer olusur. Esit derisimde
katalizorler kullanildiginda, baz katalizli reaksiyonlar asit katalizli reaksiyonlardan daha
yavastir. Ayrica, Uriinln yapisi daha yogun ve sikidir (Sekil 8). Sol-jel yapisi, peptitlesmenin
bir sonucu olarak ortaya ¢ikar. Hidroliz ve kondensasyon reaksiyonlari, jel olusana kadar soll
viskoz hale getirir. Jel, sivi icinde bulunan goézenekli bir G¢ boyutlu ag olarak dustnulebilir. Sol-
jel, bu ag ile birlikte alkol ve su gibi yan maddeleri icerir. Hedeflenen yapiya bagl olarak suyu,

organik ¢ozlculeri vb. gidermek icin 1sil islem uygulanabilir.
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Sekil 8. Asit ve baz katalizli sol-jel proseslerinin sematik gosterimi

1.3 Hedef Analit Gruplari
1.3.1 Anti-kanser ilag Etken Maddeleri

Gunumuzde kanser hastalii giderek artmaktadir. Kanserli hiicre kontrolsliiz olarak bdllntp

surekli cogalir ve kendine yeni DNA sentezler. Bir grup anti-kanser ilaglarindaki amag, vicutta
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DNA sentezi yapan enzimleri durdurarak yeni DNA sentezini inhibe etmek ve bdylece kanser
hicrelerinin blylimesini engellemektir. Farkl kanserler icin ¢esitli anti-kanser ila¢ etken
maddeleri geligtirilmigtir. Bunlar arasinda 5-florourasil, gemsitabin, azasitidin de vardir (Sekil
9). ABD Ulusal Kanser Enstitisi’'ne (NCI) gore 5-florourasil timidilat sentaz enzimini
durdurarak DNA sentezini inhibe eder. Gemsitabin ribonikleotid rediktaz enzimini inhibe edip
DNA sentezini durdurur. Azasitidin ise DNA metiltransferaz enzimini inhibe ederek DNA

metilasyonunu durdurur.

HO
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\\“’
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Sekil 9. Tayini amaglanan anti-kanser ilag etken maddeleri

5-florourasil (5-FU), sindirim sistemi, karaciger, beyin, meme, kolorektal, mide, kolon vb. bircok
kanserin tedavisinde siklikla kullanilan anti-kanser ila¢ etken maddesidir. Etkisini ¢cok hizli
g6steren madde, yiksek derisimlerde toksik etkiye sahiptir (Cetin vd. 2015). Bu nedenle
kandaki seviyesinin tayini énemli hale gelir. Prochazkova vd. (2001) kapiler elektroforezin
duyarligindan vyararlanarak kanserli pankreas hicrelerinde 5-FU ve metabolitlerini
ayirabileceklerini gostermis, ayni analizin plasmada, hiicre ortaminda ve pankreas dokusunda
da vyapilabilecegini belirtmistir. Sun vd. (2012) yaptiklari bir g¢alismada, afinite kapiler
elektroforez (ACE) yontemini kullanarak uygun pH'da 5-FU ile insan serum albumin (HSA)
arasindaki etkilesimden bahsetmistir. Arastirmacilar, pH 7.4’de 67 mM fosfat tampon ¢dozeltisi,
15 kV voltaj ve 293 K sicaklik uygulandiginda en iyi ayrimi gézlemis, 5-FU’'nun migrasyon
zamaninin HSA’nin derisimiyle arttigini belirtmistir. Derazshamshir vd. (2015) tarafindan

yapilan bir galismada, 5-FU’'nun dagitimi i¢in baskilanmis kriojel diskler hazirlanmistir.

Gemsitabin pankreas, akciger, tekrar eden yumurtalik ve metastas olmus meme kanseri gibi
bircok kanser turlnin tedavisinde ve genellikle kati timorler tGzerinde kullaniimaktadir (Florea
vd., 2015). Renault vd. (2015) gemsitabin tayininde, monomeri ve daha sonra altin baglanmis
monomer ile gemsitabini elektropolimerizasyon teknigi ile altin elektrot Gzerine tutturarak
molekiler baskilanmis polimer olusturmus ve ekstraksiyon ile gemsitabini alip tekrar
baglamayi basarmistir. Schéafer vd. (2010) gemsitabinin DNA metilasyonu Uzerindeki

etkisinden bahsetmistir.
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Azasitidin pirimidin nukleositidir ve anti-kanser ilaci olarak akut ilik kanseri ve miyelodisplastik
sendromunun tedavisinde kullanilir (Tung¢ vd., 2013). Su ana kadar yapilan klinik ¢calismalar
azasitidininin dozunun tolere edilebilir maksimum seviyenin yaklasik on kat altinda oldugunu
gOstermistir. Bu dusik dozun ilacin toksik etkisini azalttigina ve DNA demetilasyonunu
arttirdigina inanilmaktadir (Brueckner vd., 2010). Anilan ¢alisma, azasitidinin yag asitleri ile
esterlenmesi sonucunda iyilestirici glictiniin arttigini géstermektedir. insanda kolon ve meme

kanseri hiicrelerinde esterlenmis ilaclarin demetilasyon aktivitesi de ¢alisiimistir.

Anti-kanser ilag etken maddelerinin c¢esitli biyolojik sivilarda tayini mamkindir. Bunlar

arasinda kan, kan plasmasi, idrar, doku, salya ve omurilik sivisi da vardir (Ali vd., 2013).

1.3.2 Diiiretik ilag Etken Maddeleri

Diuretikler, renal tibdullerdeki elektrolitlerin (Na*, K*, H*, CI', HCO3 vb.) ve suyun geri emilimini
kontrol eden dnemli terapoétik ajanlardir. Tubullerdeki geri emilimin kontrol edilmesi surecinin
ana sonucu, idrar hacmi ve idrar akis hizinin artmasidir. Bu ilaglar, nefropatinin tedavisi icin
yaygin olarak kullaniimaktadir ve ayrica kalp yetmezligi (konjestif kalp yetmezligi,
hipertansiyon), siroz, hipoparatiroidizm, 6dem ve diyabet insipidus (Hsu vd., 2011; Goebel vd.,
2004) gibi ¢esitli bozukluklarda da kullaniimaktadir (Barbosa, 1998; Loffing, 2004).

Uluslararasi Olimpiyat Komitesi (I0C) ve Diinya Anti-Doping Ajansi (WADA), bilim adamlari
ve tibbi komisyon yardimi ile tUm spor musabakalari igin yasakli maddelerin listesini yillardir
revize ederek yayinlamaktadir. WADA tarafindan en son yayinlanan yasakli maddeler
listesinde (1 Ocak 2018); anabolik ajanlar, blylime faktorleri, hormon ve metabolik
modulatérler, uyaricilar, hipoksi-indiklenebilir faktér (HIF) aktive edici ajanlar, ditretikler ve
maskeleyici ajanlar, $-2 agonistleri gibi on farkh ana sinif mevcuttur (WADA 2018a). Gerekli
minimum performans seviyesi (MRPL) ise WADA tarafindan belirlenen ve tim akredite
laboratuvarlarin rutin test yontemlerinde ulasmasi gereken minimum tespit edilebilen derigimi

ifade eder.

Bu baglamda diuretiklerin yasakli maddeler arasinda yer almasinin baslica sebepleri soyle
belirtilebilir; idrar miktarinin arttiriimasi ile kullaniimis diger doping ajanlarinin derisiminini
azaltir ve idrar pH'sini degistirerek yasakh ilaglarin pasif atilim eylemlerinin inhibisyonuna
neden olur. Ayrica, agirlik siniflarini igeren herhangi bir misabakadan 6nce fazla kilo kaybina
sebebiyet vermesiyle kategorisel agidan haksizlik yaratmasi nedeniyle doping ajani olarak da
belirtilir. MRPL'leri ise en son WADA raporlarinda 200 ng/mL olarak bildirilmistir (Morra vd.,
2006; Goebel vd., 2004; Ventura, 1996; WADA 2018).
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Tablo 2. Ana ve ilgili tiazidlerin (CT, BFT, HCT) pKa, log Kow degerleri ve kimyasal yapilari
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Diuretiklerin siniflandirilmasi igin farkli kimyasal 6zellikleri ve farmakolojik etkileri kullanilir.
Asidik ditretiklerin bazilari, loop diuretikler olan furosemid, etakrinik asit ve bumetanidlerdir.
Acetazolamid (karbonik anhidraz inhibitori), triklormetiazid, benztiazid (tiazidler) ve mannitol
(ozmotik diuretik) zayif asidik Ozellige sahip olan didretik 6rnekleridir. Ayrica tiazid
familyasindan hidroklorotiazid gibi zayif bazik Ozellikteki ditretik 6rnekleri de vardir.
Spironolakton ve kanren gibi nétr ditretikler (spironolaktonun aktif metaboliti) aldosteron
antagonistleri olarak adlandirilir, ancak daha genel anlamda potasyum tutucu didretiklere aittir.
Triamteren ve amilorid gibi temel dilretikler potasyum tutucu didretiklerdir (Barbosa, 1998;
Siren vd. 2008; Ventura (1993,1996)).

Bu galismada bendroflumetiazid (BFT), klorotiazid (CT) ve hidroklorotiazid (HCT) incelendi.
Tablo 2, ilgili yapilarin pKa ve log Kow degerlerini gdstermektedir. Ayrica, bu molekdillerin olasi
iyonlasma noktalari, stlfonamid grubunda yer alan ve benzotiadiazin halkasina gémulmus

amin gruplari olarak belirtilir.

idrar orneklerinde diliretik maddelerin tanimlanmasi igin literatirde cesitli yontemler
bulunmaktadir. Deventer vd. (2009) sivi kromatografi-elektrosprey iyonizasyon tandem kutle
spektrometre (LC-ESI/MS/MS) &ncesi sivi-sivi ekstraksiyonu gerceklestirmis ve idrar
orneklerinde althizid, hidroklorotiazid ve metabolitleri gibi doping ajanlarini belirlemistir. Baska

bir galismada, Ho vd. (2013), sorbent olarak ¢ok duvarli karbon nanotip (I-MWCNT) ile

10
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immobilize edilen i¢i bos fiber sivi faz mikro ekstraksiyon liflerini (HF-LPME) kullanmigtir.
Ekstrakte edilen drneklerde dilretik maddelerin tayini icin sivi kromatografi-tandem Kkutle
spektrometre (LC-MS/MS) kullanilarak analiz gergeklestiriimis ve tespit limitleri 0.09 ile 0.51
ng/mL (RSD<%5,7) olarak belirlenmigtir. Schappler vd. (2008), kutle spektrometre ile
birlestiriimis kapiler elektroforez ve mikroemulsiyon elektrokinetik kromatografi metodunu
kullanarak asidik, nétr ve bazik ditretik maddeleri saptamistir. Daha sonra ise bu iki metodun
duyarlilk, segicilik ve verimlilik agisindan tarama modlarini karsilastirmistir. Nispeten daha
eski bir calismada, Luis ve ark. (2002), hidroklorotiazid, furosemid, triamteren ve klorthalidon
iceren ilagc karisimini analiz etmek icin kapiler boélge elektroforez (CZE) modunu ve misel
elektrokinetik kromatografi (MEKC) yontemini kullanmislardir. CZE'nin, yUkli ve nétr analitleri
ayirmada, MEKC yéntemine gore daha az etkili oldugunu belirtmislerdir. Buna ek olarak, tespit

limiti hidroklorotiyazid icin 0.85 ug/mL olarak belirtilmistir.

1.3.3 B-bloker ilag Etken Maddeleri

R-blokerler, hastalarda hastalik ve 6lum oranini azaltmak igin yaygin olarak kullanilan
kardiyovaskuler ilaglarin etken maddeleridir. Miyokardiyal enfarktus, anjina, hipertansiyon,
kardiyak aritmi gibi ¢esitli kardiyovaskuler hastaliklarda kullaniimasinin yani sira anksiyete ve

migrenin kontrolinde de rol almaktadir.

3-adrenoseptorler sinir sistemi ile kardiyovaskuler sistemi birbirine baglamaktadir. Farkh
dokularda olmak tzere 3 tip R-adrenoseptdr vardir. 31 adrenoseptdrler cogunlukla kalpte, R
reseptorleri genellikle diiz kalp kaslarinda, s reseptorleri ise yag dokusunda bulunmaktadir
(Ladage vd., 2013). R-blokerler bu reseptérlere baglanarak etkilerini bloke eder. ilk nesil R-
blokerler segici degildir. ikinci nesil blokerler R, reseptérlerine karsi yiiksek afiniteye sahiptir.
En yaygin kullanilan 3, blokerler bu projede de analit grubu olarak énerilen metoprolol (MET),
atenolol (ATE) ve esmolol (ESM)'dir (Sekil 10) (Tsuchiya vd., 2013).

O — % Sl

Esmolol Metoprolol Atenolol

Sekil 10. Tayini amaglanan B-bloker ilag etken maddeleri
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Adrenalin ve noradrenalin kalpteki 31 reseptorleri uyarip kalp atim hizini ve kan basincini
arttiran stres hormonlaridir. Dolayisiyla her ikisi de kalp i¢in zararhdir (Bristow vd., 2010).
Adrenalin korku ve stres altinda adrenal medulla tarafindan kana salinmaktadir. 3, blokerler
R; reseptorlerine baglanarak adrenalin ve noradrenalinin etkisini bloke ederler. Dolayisiyla kalp
hizi ve kalp kaslarinin kasiimasini disururler. Adrenalin ve noradrenalini bloke ederek kalp
hizini, el titremesi ve terlemeyi azaltici 6zelliklerinden dolayi 31 blokerler bilardo, dart, okguluk
ve atig gibi olimpik oyunlarda doping maddesi olarak kullaniimaktadir. Dinya Anti-Doping
Ajansi sadece saydigimiz olimpik oyunlarda R; blokerlerin kullanimini yasaklamistir (Fitch,
2012). Boylece R; blokelerin kan plazmasi ve idrardan tayini dnemli hale gelmistir. Projede

belirtildigi Gzere 1 blokerlerin (metoprolol ve atenolol) tayini icin metot gelistirilmistir.

Cesitli kardiyovaskuler hastaliklarin tedavisinde kullanilan bu ilag etken maddelerinin eser
miktarlarinin tayini icin metot gelistiriimesi 6nemlidir. Beta blokerlerin bircok spektrometrik ve
kromatografik yontemle tayini mimkindir. HPLC, LC-MS, GC-MS ve CEC-MS en sik
kullanilan kromatografik tayin metotlaridir. Kitle spektrometrenin detektor olarak kullanildigi
analizlerde daha hassas sonuclar elde edilmistir. Ylzey ve atik sularin incelenmesinde OASIS
HLB ticari kati faz ekstraksiyon kartusu beta-bloker ve antililser ilaglarin etken maddelerinin
tayininde LC-MS ile birlikte kullaniimistir (Hernando vd., 2007). Ylizey ve atik sularda tayin
limitleri (LOD) 2—-17 ng/L arasindadir. Bir baska ¢calismada, idrar numunesinde 23 farkl madde
(beta-bloker, flavonoid isofloven ve metabolitleri) GC-MS ve OASIS HLB kati faz ekstraksiyon
(SPE) kartusu kullanilarak gergeklestiriimistir (Magiera vd., 2011); tayin limiti 0.6 and 9.7 ng/mL
civarindadir. Baranowska vd. (2011) tarafindan yuratilen bir g¢alismada insan idrar
numunesindeki gesitli beta blokerlerin (sotalol, carvediol milrinone, metaprolol, propranol ve
metabolitleri 5 -hydroxylphenyl-carvedilol, O-desmethylcarvedilol, 4-hydroxypropranolol, a-
hydroxy-metoprolol, o-desmethyl-metoprolol) tayininde OASIS HLB kati faz ekstraksiyon
kartusu ve UHPLC-DAD kullaniimigtir. Analiz sirasinda UV detektdr ve gradyan mobil faz

kullaniimigtir. Bahsedilen idrar numunesindeki beta blokerlerin derisimi ng/mL duzeyindedir.

Son yillarda beta blokerlerin ayrilmasi/tayininde kapiler elektrokromatografi (CEC) teknidi 6n
plana ¢ikmigtir. En ¢ok tercih edilen kapiler elektrokromatografik metotlardan biri miselar
elektrokinetik kapiler kromatografidir (MEKC). Bu ydntem ile nétral yapidaki analitlerin ayrimi
da mimkun olur. Kritik misel derisiminin (CMC) Ustlinde bir derisimde yizey aktif madde CE
tampon bdlgesine eklenir. Eklenen ylzey aktif maddelerin olusturdugu misel agregatlar ile

ayrim saglanir.

Kolon tercihi CEC tekniginin en dnemli yanidir. Monolitik kolon en ¢ok tercih edilen kolon
cesididir. Lu vd. (2008) insan idrarinda beta bloker tayini i¢in basin¢ yardimli CEC (pressure

assisted capillary electrochromatography, pCEC) ve Kkitle spektrometriyi birlikte

12
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kullanmiglardir. Tayin limitleri 0.15-0.80 ng/mL civarindadir. Sol-jel metodu kullanilarak silika
bazli monolitik kolon (100 um I.D. ve 58 cm uzunluk) hazirlanmis ve propranolol, esmolol,
metoprolol, bisoprolol, carteolol, celiprolol ve atenolol gibi beta blokerlerin derigimleri
belirlenmigtir. Zaidi vd. (2011) molekiller baskilanmis polimer (MIP) ile kaplanmis kapiler
kolonlari beta bloker tayininde kullanmistir. Sablon molekul olarak atenolol, monomer olarak
metakrilik asit (MAA), gcapraz baglayici olarak etilen glikol dimetakrilat (EDMA), polimerizasyon
baslatici olarak azo-bisisobutyronitrile (AIBN) secilmigstir. Silika bazli kolon MIP ¢dzeltisi ile

kaplanmistir. CEC ile birlikte sirali diyot detektdr kullaniimigtir.

1.4 Calismanin Amaci

Calismanin temel amaci, segilen Ug farkli ilag etken maddesinin kapiler elektroforez ve kapiler
elektrokromatografi ile tayinine yonelik yeni kolonlar ve metotlar gelistirmektir. Kolon dolgu
maddeleri iki farkli yontem takip edilerek sentezlenmistir. Sol-jel teknigi; silika ve
fonksiyonellendirilmis silika (amino ve fenil gruplari ile) duragan fazlarin sentezi icin kullanilan
yontemlerden biridir. Molekuller baskilama yontemi hem organik duragan fazin (MIP) hem de
inorganik duragan fazin (MIIP) Gretimi i¢in kullaniimigtir. TUm sentezlenmis kapiler kolon igi
dolgu malzemeleri, CE-DAD'den 6nce sorpsiyon ¢alismalari tamamlanarak baglanma oranlari
agisindan incelenmigtir. Metot optimizasyonu igin derisim, pH ve tampon ¢oézeltisinin tipi,
enjeksiyon parametreleri (basing, voltaj ve slre), kolon sicakligi, voltaj gibi deneysel
parametreler optimize edilmistir. Sorpsiyon performanslarinin sonuglarina gére, her bir
kategori icin sentezlenen materyallerden biri segilmis ve kapiler kolon bunlarla doldurulmustur.
Sabit fazlarin kaplama katmani sayisi, kapiler kolon igine sabit fazin enjekte edilme yontemi
ve reaksiyonun bagslangic noktasi (kapiler i¢i ve digi olmak Uzere) degistirip ve optimize

edilmistir. Ortogonal analiz yapmak igin ise HPLC-DAD ¢alismalari yapilmistir.

13
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BOLUM 2

GEREG VE YONTEM

2.1 Enstriimantasyon

Secilen ilag etken maddelerine (dilretikler, beta-blokerler ve anti-kanser ilaglari) 6zel kapiler
kolon gelistirme c¢alismalarina baslamadan 6nce, UV-Vis spektrometri (Varian Cary 50 scan)
ile maksimum absorbans veren dalga boyu belirlendi. Kromatografik ayirimlar, sirali diyot
dedektori (DAD) (Agilent Technologies, ABD) ile esli Agilent 1200 serisi HPLC kullanilarak
yapildi. HPLC igin Supelco C18 (Lichrosphere RP 18-5, 1.D.:250 mm x 4.6 mm) ve YMC C30
(250 mm x 4.6 mm) analitik kolonlari kullanildi. Kapiler elektroforez c¢alismalarinda, DAD
dedektdre sahip Agilent 7100 serisi CE, Agilent Technologies’den alinan aktive edilmemis
silika kapiler kolonlarla birlikte kullanildi (id. 50 um veya 75 ym). Geligtirilen kapiler kolon dolgu
maddelerinin karakterizasyonu i¢cin Quanta 250FEG Taramali Elektron Mikroskobu (SEM) ve
Philips X'Pert Pro X-Isini Difraktometre (XRD), elementel analizler igin LECO-CHNS-932

(Ménchengladbach, Germany) elementel analizéri kullanildi.

Bazi durumlarda sorbent, Hettich EBA 12 santrifij (Tuttlingen, Almanya) ile ¢dzeltiden ayrildi;
Elmasonic S 80 H ile ultrasonikasyon yapildi. Hazirlanan ¢ozeltilerin pH'si Ino Lab Level 1 pH
metre (Weilheim, Almanya) ile ayarlandi. Orbital ¢calkalayici olarak kullanilan cihaz IKA yellow
line OS 5 (Staufen, Almanya)’dir. Fotopolimerizasyon igin UV kaynagi olarak OSRAM ULTRA
VITALUX 300W 230V E27 (ultraviolet high pressure lamp) kullanildi. Calisma boyunca ultra
saf su (18.2 MQ, Millipore, Billerica, MA, ABD) kullanildi. ilag etken maddelerinin stok ¢dzeltileri
(100.0 ve 1000.0 mg/L) metanol iginde hazirlanip +4°C'de buzdolabinda saklandi.

2.1.1 Anti-kanser ilag Etken Maddeleri
2.1.1.1 Anti-kanser ilag Etken Maddeleri icin HPLC-DAD Calismalari

HPLC-DAD ile optimizasyon c¢alismalarinda anti-kanser ila¢c etken maddeleri grubuna ait 5-
florourasil, 5-azasitidin ve gemsitabin kullanildi. Bu maddelerin stok ¢ézeltileri 500.0 mg/L
olacak sekilde metanol icinde hazirlandi. Hazirlanan ¢ozeltiler amber siselerde buzdolabinda
(4°C) saklandi. Deneyler 6ncesinde analitler uygun seyreltmelerle istenen derisime (5.0 mg/L)

getirildi.
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Calismalarin devaminda 5-florourasil, 5-azasitidin ve gemsitabin icin hazirlanan ¢alisma
¢cozeltilerinin UV-Vis spektrumlari alinarak maksimum absorbans ve dizgin pik veren
dalgaboylari segildi. Maksimum absorbans dalgaboylari, 5-florourasil, 5-azasitidin ve
gemesitabin igin sirasiyla 275 nm, 254 nm, 280 nm olarak belirlendi. Ancak, calisma kolaylhgi
agisindan, dlguimlerde, her biri icin maksimum absorbans veren dalgaboyu degil de bu U¢
maddenin de yeterli absorbans verdigi 220 nm kullanildi. HPLC-DAD c¢alisma parametreleri

Tablo 3’de verilmektedir.

Tablo 3. Anti-kanser ila¢ etken maddeleri igcin HPLC-DAD ¢alisma parametreleri

5-florourasil, 5-azasitidin ve gemsitabin

Supelco C18 (250 mm x 4.6 mm)
YMC C30 kolon (250 mm x 4.6 mm)

Kolon

Caligilan dalgaboylar 220, 230, 254, 275, 280 nm

Mobil faz (C30 kolonu igin) 10:90 metanol:su (fosfat tamponu, pH 7.0)
10:90 asetonitril:su (pH 5.0)

Termostat sicakligi 250 °C

Numune enjeksiyon hacmi | 20 L

Mobil faz akis hizi 0.6, 0.7, 0.8 ,0.9 mL/min

Analit derigimi 1.0, 5.0, 10.0, 25.0, 50.0, 100.0 mg/L

2.1.1.2 Anti-kanser ilag Etken Maddeleri igin CE-DAD Galismalari

Anti-kanser ila¢ etken maddelerinden 5-azasitidin ve 5-florourasil i¢in kapiler elektroforez (CE)
¢alismalari yapildi. Diger anti-kanser ilaci gemsitabin, hem maliyeti hem de tedarik slresinin
uzunlugu nedeniyle optimizasyon c¢alismalarinda yer almadi. Adi gegen iki etken maddenin
standart ¢ozeltileri (10.0 mg/L) hem suda hem de borat tamponu igerisinde hazirlandi ve UV
spektrumlari alindi. Sulu ¢dzeltilerde en uygun dalgaboyu 5-azasitidin i¢cin 234 nm, 5-florourasil
icinse 270 nm olarak belirlendi. Borat tamponu igerisinde ise en uygun dalgaboyu 5-azasitidin

icin 225 nm, 5-florourasil igin 270 nm olarak tespit edildi.

Absorbans spektrumlari alindiktan sonra CE ¢alismalarina gegildi ve pik ayrimini etkileyen
faktorlerden tampon ¢dzelti derisimi ve pH optimizasyon c¢alismalarina baslandi. Uygulanan

parametreler Tablo 4’te verilmektedir. Efektif uzunlugu 53 cm olan 60 cm’lik 75.0 um i¢ ¢caph
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Tablo 4. Anti-kanser ila¢ etken maddeleri igin CE ¢alisma parametreleri

Agilent Technologies, FS, undeactivated

Analitik kolon (75 pm i.d. column)

Kaset sicakligi 30.0 °C

Enjeksiyon basinci 50.0, 60.0 mbar

Enjeksiyon zaman araligi1 | 5.0, 10.0 s

Glg, akim 6.0 W, 300.0 pA
Voltaj 20.0 kv
Olglim dalgaboyu 234 nm, 270 nm

L 25.0 mM borat tamponu (pH 9.5, 10.5, 11.5)
Elektrolit cozeltisi 10.0 mM borat tamponu (pH 9.5, 10.5, 11.5)
Analit derigimi 1.0, 5.0, 10.0, 25.0, 50.0, 100.0 mg/L

silika kapiler kolonlar (Agilent Technologies FS, undeactivated-0.75 mm) kullanildi. Silika
kolondan, sartlandirma islemi icin sirasiyla MeOH (10.0 min), 1.0 M NaOH (10.0 min), 0.1 M
NaOH (10.0 min), deiyonize su (10.0 min) ve borat tamponu (1.0 min) gecirildi ve her
enjeksiyondan sonra kolon 4.0 min sureyle borat tamponu ve 2.0 min sireyle 0.1 M NaOH

¢ozeltisi ile temizlendi.

2.1.2 Agn Kesici ilag Etken Maddeleri

2.1.2.1 Agn Kesici ilag Etken Maddeleri igin HPLC-DAD Galigmalari

Daha dnce de belirtildigi gibi, secilen anti-kanser ilaglara ek olarak agri kesici ila¢ etken
maddelerinin tayini igin de galisma yapilmasina karar verildi. Bu amagla diklofenak, ketoprofen

ve naproksen icin HPLC-DAD optimizasyon deneyleri yapildi.

Bu maddelerin stok ¢ézeltileri 500.0 mg/L olacak sekilde metanol icinde hazirlandi. Hazirlanan
cOzeltiler amber siselerde ve buzdolabinda (4°C) saklandi. Analitler, deneyler éncesi uygun
seyreltmelerle galisma derisimine getirildi. Diklofenak, naproksen ve ketoprofen igin analizler
sabit faz C18 kolonu (Supelco C18, 250 mm x 4.6 mm) ve mobil faz 85:15 metanol:su (asetik

asit, pH 3.0) kullanilarak gercgeklestirildi.
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2.1.2.2 Agn Kesici ilag Etken Maddeleri igin CE-DAD Calismalar

CE-DAD calismalari kapsaminda 5.0 mg/L olarak hazirlanan diklofenak, naproksen ve
ketoprofen ¢dzeltileri 6nce ayri ayri daha sonra ise karisim olarak 6l¢ildi. Proje énerisinde
belirtildigi gibi, CE galismalarinda ayrimi etkileyen faktérlerin optimizasyonu icin ¢alismalar
yapildi (Tablo 5). Once pH 9.0 tampon ¢ézeltisi hazirlanip, 50 cm uzunlugunda kesilen kolon
aktive edildi. Bu galismalar, kantitatif sonuglar almaktan ziyade, ilk asamada siregelen

deneylere 6ncil olmasi ve CE (ve CEC) teknigine alisma/tecribe icin gerceklestirildi.

Tablo 5. Agri kesici ilag etken maddeleri icin CE calisma parametreleri

Agilent Technologies, FS, undeactivated

Analitik kolon (75 um i.d. column)

Kaset sicakhgi 30.0 °C

Enjeksiyon basinci 10.0, 35.0 mbar

Enjeksiyon zaman aralii | 5.0 s

Gug, akim 6.0 W, 300.0 pA

Voltaj 20.0 kv

Olglim dalgaboyu 280 nm

Tarama hizi 2.0,25Hz

Elektrolit ¢ozeltisi 10.0 mM borat tamponu (pH 9.0)

2.1.3 Diiiretik ilag Etken Maddeleri

2.1.3.1 Diiiretik ilag Etken Maddeleri icin HPLC-DAD c¢alismalar

Calisma kapsaminda diuretik ilag etken maddeleri icin test edilen HPLC-DAD parametreleri
Tablo 6'da gésterilmistir. Pik ayrimi ve dizeltmede karsilasilan sorunlardan dolayt HPLC-DAD
icin deteksiyon limiti (LOD) ve tayin limiti (LOQ) hesaplamalari tekrarlanmaktadir.
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Tablo 6. Diuretik ila¢ etken maddeleri igcin HPLC-DAD ¢alisma parametreleri

Bendroflumetiazid, Hidroklorotiazid, Klorotiazid

Kolon

Supelco C18 (250 mm x 4.6 mm)

Mobil faz

80:20 metanol;su (asetik asit, pH 3.0)
80:20 metanol:su (fosfat tamponu, pH 6.0)

Termostat sicakhgi

30.0°C

Numune enjeksiyon hacmi | 20.0 pL

Standart derisimleri

1.0, 5.0, 10.0, 20.0 mg/L

Mobil faz akis hizi

0.7, 0.8, 0.9 mL/min

2.1.3.2 Diiiiretik ilag Etken Maddeleri igin CE-DAD galigmalari

Calisma kapsaminda ditretik ilag etken maddeleri icin test edilen CE-DAD parametreleri Tablo
7'de gosterilmektedir. Her analizden 6nce, kapiler kolonu kosullandirma amaci ile bellirlenen
sabit bir dizi adim uygulandi. Belirlenen kosullandirma adimlari sirasiyla soyledir; 5 dakika
MeOH ile yikama, 5 dakika UPW ile yikama, 5 dakika 1 M NaOH ile yikama, 5 dakika 0.1 M
NaOH ile yikama, 5 dakika UPW ile yikama ve 5 dakika tampon ¢ozelti ile yikama. Ayrica, her

4 enjeksiyondan sonra tekrarlanabilirligi saglamak icin kosullandirma adimlari uygulandi.

Tablo 7. Dilretik ilag etken maddeleri icin CE calisma parametreleri

Kolon

)Agilent Technologies, FS, undeactivated column
(50 um i¢ ¢cap, 50 ym 1sin yolu, 57 cm kolon
uzunlugu, 50 cm etkin uzunluk)

Kaset Sicakligi

25.0, 30.0 °C

Enjeksiyon Basinci

50.0, 60.0 mbar

Enjeksiyon Siresi 5.0, 10.0 s

Gug, Akim 6.0 W, 300 pA

\Voltaj 10.0, 15.0, 20.0, 25.0, 30.0 kV
Tarama Hizi 0.31, 0.62, 1.25, 2.5, 5.0 Hz

Elektrolit ¢ozeltisi

25.0 mmol borat tamponu (pH 9.3),
10.0 mmol borat tamponu (pH 9.2, 9.3, 9.4, 9.5)
25.0 mmol fosfat tamponu (pH 7.0)

Timeable Ozelligi

Kapall ve 6.8/6.7/6.6 saniyede voltaji 15kV’ye cevir

Analit derigimi

0.5, 1.0, 5.0, 10.0, 20.0, 25.0, 50.0, 100.0 mg/L
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2.1.4 B-bloker ilag Etken Maddeleri
2.1.4.1 B-bloker ilag Etken Maddeleri igin HPLC-DAD galismalar

Enstrimantal parametrelerin optimizasyon calismalari i¢in éncelikle 1000.0 mg/L’lik stok
cOzeltiler hazirlandi ve amber giselerde buzdolabinda (4°C) saklandi. Deneylerde gerekili
derigimler, uygun seyreltmelerle metanol-su karisimi icinde hazirlandi. Deneylere éngdrtlen
tum [B-bloker maddeleriyle baslandi. Uygulanan sartlar altinda, aralarinda polarite farki
olmadigi i¢in, metoprolol, atenelol ve esmolol igin ayrim elde edilemedi ve pikleri ¢akisti. Daha
once de bahsedildigi Gzere, bu bolimdeki HPLC calismalarina gesitli agri kesici ila¢ etken
maddelerinin (ketoprofen ve ibuprofen) eklenmesiyle devam edildi. Tim analizler Agilent

HPLC-DAD 1200 serisi ile yapildi. Optimizasyon parametereleri Tablo 8'de gdsteriimektedir.

Tablo 8. B-bloker ilag etken maddeleri icin HPLC-DAD c¢alisma parametreleri

Metoprolol, ketoprofen, ibuprofen

Supelco C18 (Lichrosphere RP 18-5,

Kolon 25 cm x 4.6 mm) kolon
Mobil faz 85:15 metanol:su (asetik asit, pH:3.0)
Termostat sicaklidi 30.0°C

Numune enjeksiyon hacmi | 20.0 pL

Mobil faz akis hizi 0.9 mL/min

Analit derigimi 0.5,1.0,5.0,10.0, 25.0, 50.0, 100.0 250.0 mg/L

2.1.4.2. B-bloker ilag Etken Maddeleri icin CE-DAD c¢alismalari

B-bloker ilag etken maddelerinin tayini icin kullanilan CE-DAD parametreleri Tablo 9'da
verilmektedir. Her ¢alismadan dnce kapiler kolona bir sartlandirma metodu uygulandi. Erimis
(fused) silika kapiler borunun/kolonun i¢ duvari silanol (Si-OH) gruplari i¢erir. Kolondan ytksek
pH’ya sahip bir elektrolit ¢dzeltisi gecirildiginde ylzey negatif hale getiriimektedir. Bu sebeple
¢alismalardan énce kolon sartlandiriimasi yapilmalidir. Sartlandirma basamaklari sirasiyla; 5
dakika boyunca MeOH ile yikama, 5 dakika boyunca deiyonize su ile yikama, 5 dakika boyunca
1.0 M NaOH c¢ozeltisi ile yilkama, 5 dakika boyunca 0.1 M NaOH c¢ozeltisi ile yikama, 5 dakika

boyunca deinoze su ile yikama ve 5 dakika boyunca elektrolit ¢ozeltisi ile yikamadir.
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Tablo 9. B-bloker ilag etken maddeleri icin CE-DAD ¢alisma parametreleri

Elektrolit ¢ozeltisi 25.0 mM borat tamponu (NaOH pH, 9.5)

Kolon Agilent Technologies, FS, (75 Hm id, 57
cm kolon uzunlugu, 50 cm efektif uzunluk)

Kaset sicakhgi 25.0°C

Enjeksiyon basinci ve siresi 50.0 mbar, 5 s

Voltaj, Gug, Akim 20.0 kV, 6.0 W, 300.0 pA

Tarama hizi 25Hz

2.2 Kaplama Malzeme Sentezi ve Karakterizasyonu

2.2.1 Anti-kanser ilag Etken Maddeleri igin Kaplama Malzemeleri

Coktirme polimerlesme metodu kullanilarak 5 farkli MIP monolit sentezlendi. Molekuler
baskilanmis polimerler ve molekiler baskilanmamis polimer esleri, farkl oranlarda bilesenler
ve fonksiyonel monomerler kullanilarak sentezlendi. Ayrica, birbiriyle es boyutta MIP/NIP

mikro/nanokureler ¢cokturmeli polimerlesme yoluyla sentezlendi.

2.2.1.1 Akrilamid ile Monolitik MIP/NIP Sentezi

MIP/NIP monolit sentezi 3 farkh oran (1:1:20), (1:4:20) ve (1:8:20) kullanilarak gerceklestirildi.
ilk olarak 1:1:20 oraninda polimer ¢dzeltisi hazirlandi. 1.0 mmol 5-FU 5.0 mL DMSQO’da
¢ozuldikten sonra sablon molekdl ile fonksiyonel monomerin kovalent olmayan etkilesime
girmesi i¢in oda sicakhginda 1.0 mmol akrilamid (AA) eklendi. Daha sonra reaksiyon sistemine
20.0 mmol TRIM ve azot gazi altinda 2.0 % mol AIVN eklendi. Polimerlesmenin gergeklesmesi
icin sistem sicakligi 60.0 °C olarak sabitlendi. Elde edilen kati yi1din polimer 24 saat boyunca
60.0 °C’de inkiibe edildi. Kurumus malzeme ezilip pargalanarak 150.0 ym paslanmaz celik
elekten gecirildi ve sablon molekallin geri alinmasi icin sokslet sistemine yerlegtirildi. Bunun
icin ilk 48 saat asetik asit-metanol karisimi (1:1, 200.0 mL), daha sonra da 48 saat metanol
kullanildi. Sablon molekilin MIP’den tamamen alinmasindan sonra monolit 60.0 °C’de

kurumaya birakildi. NIP monoliti i¢in de 5-FU kullanimi disinda ayni ydntem uygulandi.

Literature bakildiginda, MIP/NIP monolitlerinin sentezinde (2:16:20) oraninin ve porojen olarak
DMF’nin kullanildigi gérulmektedir (Puoci et al., 2007). Bazi degisiklikler yapilarak, 2.0 mmol
5-FU 4.0 mL DMF’de ¢6zlldu. Oda sicakliginda 16.0 mmol AA eklendi. Daha sonra 20.0 mmol
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TRIM ve azot gazi altinda 2.0% mol AIVN eklendi. Polimerlesme igin reaksiyon sistemi 60.0
°C’ye sabitlendi. Elde edilen kati yigin polimer 24 saat 60.0 °C’de inklbe edildi. Kurutma iglemi
sonrasi kati ezilip pargalanarak 150.0 um paslanmaz cgelik elekten gecirildi. Sentezlenmis
polimerden sablon molekulin geri alinmasi igin sokslet sistemi kullanildi. Sistemden ilk 48 saat
boyunca asetik asit-metanol karigimi (1:1, 200.0 mL), daha sonra da 48 saat metanol (200.0
mL) gegirildi. Sablon molekilin polimerden tamamen alinmasi sonrasinda monolit 48 saat
boyunca 60.0 °C sicaklikta kurumaya birakildi. NIP monoliti igin de 5-FU eklenmesi disinda

ayni yontem uygulandi. Sekil 11'de olasi sentez mekanizmasi verilmektedir.

,;(;Lls-ﬂjorou racil

+ écwlamide

Sekil 11. Monomer olarak akrilamid kullanimiyla 5-FU baskilanmis polimer sentezi
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2.2.1.2 Metakrilik Asit ile Monolitik MIP/NIP Sentezi

MIP polimerlesme ¢ozeltisi 1:8:20 (sablon molekil: fonksiyonel monomer: ¢apraz baglayici)
oraninda hazirlandi. ilk olarak 1.0 mmol 5-FU (sablon molekiil) 5.0 mL DMSO’da (porojen)
¢6zaldu ve 8.0 mmol MAA (fonksiyonel monomer) eklenerek 1.0 saat boyunca karistirildi.
Sonra 20.0 mmol TRIM (g¢apraz baglayici) ve sisteme azot gazi altinda 2.0 % mol AIVN
(baslatici) eklendi. Monolit polimer elde edilmesi igin sistem 60.0 °C sicakhda sabitlendi. Elde
edilen kati yigin polimer 24 saat boyunca 60 °C’de bekletildi. Kurutma slreci sonrasinda elde
edilen polimer ezilip parcalanarak toz haline getirildi ve 150.0 um paslanmaz c¢elik siizgecten
gegcirildi. Sentezlenmis polimerden sablon molekllin geri alinmasi igcin sokslet sistemi
kullanildi. Sistemden ilk 48 saat boyunca asetik asit-metanol karisimi (1:1, 200.0 mL), daha
sonra da 48 saat metanol (200.0 mL) gecirildi. Sablon molekilin polimerden tamamen
alinmasi sonrasinda monolit 48 saat boyunca 60.0 °C sicaklikta kurumaya birakildi. NIP
monoliti icin de 5-FU eklenmesi disinda ayni yontem uygulandi. Olasi sentez mekanizmasi
Sekil 12’de verilmektedir.

X
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Sekil 12. Monomer olarak metakrilik asit kullanimiyla 5-FU baskilanmig polimer sentezi
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2.2.1.3 Metakrilik Asit ile MIP/NIP Mikro/Nano Kireciklerin Sentezi

MIP/NIP mikro/nano kireciklerin sentezi icin bazi degisiklikler yapilarak literatirden
yararlanildi (Cirillo et. al., 2018). MIP polimerlesme c¢ozeltisi 1:8:10 (sablon molekiil:
fonksiyonel monomer: ¢apraz baglayici) oraninda hazirlandi. ilk olarak 1.0 mmol 5-FU 20.0
mL metanolde ¢6zildl ve tamamen ¢ézildikten sonra 20.0 mL asetonitril eklendi. 1.0 mmol
metakrilik asit (MAA) eklenerek 1.0 saat boyunca karigtirildiktan sonra 20.0 mmol TRIM ve
azot gazi altinda 50.0 mg AIVN eklendi. Monolit polimer elde edilmesi icin sistem 60.0 ‘C
sicakliga sabitlendi. Elde edilen polimer 24 saat boyunca 60.0 °C’de bekletildi. Sentezlenmis
polimerden sablon molekulin geri alinmasi igin sokslet sistemi kullanildi. Sistemden ilk 48 saat
boyunca asetik asit-metanol karisimi (1:1, 200.0 mL), daha sonra da 48 saat metanol (200.0
mL) gegirildi. Sablon molekulin polimerden tamamen alinmasi sonrasinda mikro kirecikler 48
saat boyunca 60.0 °C sicaklikta kurumaya birakildi. NIP mikro kurecikleri i¢cin de 5-FU

eklenmesi disinda ayni yontem uygulandi.

Ayrica, MIP nano kirecikleri de ayni sentez orani (1:8:10) ve farkl miktarda porojen
kullanilarak elde edildi. Bu sentezde asetonitril miktar1 20.0 mL’den 180.0 mL’ye c¢ikarildi. NIP
nano kudrecikleri icin de 5-FU eklenmesi disinda ayni yéntem uygulandi. Olasi sentez
mekanizmasi Sekil 11’de gorildugu gibidir; ancak bu sefer asetonitril miktarindaki degisiklikten

dolay1 olugsan polimerin farkl bir yapiya sahip olmasi beklenmektedir.

2.2.1.4 Geri Baglanma Deneyleri

MIP/NIP monolitlerinin 5-FU’ya baglanma kapasiteleri incelendi. Farkli derisimlerdeki (1.0-
500.0 mg/L) 10.0 mL 5-FU ayri ayri 5.0 mg MIP/NIP monolitleri Gizerine eklenerek 15.0 mL
santrifij tdpleri icinde, 560.0 rpm’de 60 dakika boyunca karistirildi. Calkalama sonrasi
karisimlar slzuldd ve suzintlide serbest halde olan 5-FU derisimi HPLC-DAD kullanilarak

belirlendi.

2.2.1.5 Segicilik Deneyleri

Segcicilik deneyleri i¢in 10.0 mL'de 100.0 mg/L derigsimde antikanser ilaglari, 5-FU ve benzer
yapidaki 5AC kullanildi. Bu derisimlerde 5-FU ve 5AC 100.0 mg MIP/NIP monolitleri Gzerine
eklendi. Sorpsiyon 560 rpm’de orbital ¢alkalayici yardimiyla 60.0 dakikada gergeklestirildi.
Sorbentin karisimdan ayrilmasi i¢in sellloz asetat siringa filtreleri kullanildi. Ayrim sonrasi
analiz igcin HPLC-DAD kullanildi.
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2.2.1.6 Kati Faz Ekstraksiyon ile Kaplama Malzemesi Karakterizasyonu

5-FU tayininde en uygun ekstraksiyon verimini elde etmek amaciyla érnek ¢ozelti pH’si,

sorbent miktari ve ¢alkalama zamani gibi parametreler optimize edildi.

ik olarak pH degisiminin adsorpsiyona etkisi incelendi. Bunun igin 10.0 mL’de 100.0 mg/L
derigsimdeki 5-FU ¢ozeltilerinin pH’si 1.0, 3.0, 5.0, 7.0 ve 10.0’a ayarlanarak 5.0 mg MIP/NIP
(1:1:20 AA, 1:4:20 AA, 1:8:20 MAA, 1:8:20 AA, 1:8:10 AA) sorbent ciftlerinin herbiriyle
karistirildi. Sorpsiyon iglemi igin orbital calkalayici 60.0 dakika boyunca 560 rpm’de galistirildi.
Analiz icin HPLC-DAD kullanildi.

Yine 100.0 mg/L derisimde 10.0 mL’de 5-FU ¢odzeltileri hazirlanip, MIP miktar1 5.0 ile 100.0 mg

arasinda degistirildi ve en uygun sorbent miktari belirlendi.

Zaman araligi 1.0 ile 120.0 dakika arasinda degistirilerek 100.0 mg MIP monolit icin ¢calkalama
suresinin sorpsiyona etkisi incelendi. Diger parametreler sabit tutuldu ve suzlntideki
derisimler HPLC-DAD yardimiyla belirlendi.

Sentezlenen sorbentlerin tekrar kullanilabilirligi, 100.0 mg/L 5-FU ve 100.0 mg MIP
sorpsiyon/desorpsiyon dongusuyle kontrol edildi. Her déngiuden sonra sorbent kurumaya
birakildi. Bu islem ayni sorbent igin 10 kez tekrarlandi. Optimizasyon verilerinin 6zeti Tablo

10’da verilmektedir.

Tablo 10. Kati faz ekstraksiyon ¢alisma parametreleri

Standart derigimi 100.0 mg/L

pH 1.0, 3.0, 5.0, 7.0, 10.0

Sorbent miktar 5.0, 10.0, 25.0, 50.0, 100.0 mg
Sorpsiyon suresi 1.0, 5.0, 15.0, 30.0, 60.0, 120.0 min
Desorpsiyon ¢dzgeni | asetik asit, metanol

2.2.2 Diiiretik ilag Etken Maddeleri igin Kaplama Malzemeleri
2.2.2.1 Diiiretik ilag Etken Maddeleri igin Sol-jel Sentezi

Silikat yapilar, Strandwitz vd. (2009) tarafindan tarif edilen yéntemde bazi modifikasyonlar
yapilarak sol-jel yoluyla gerceklestirildi. ilk olarak, alkoksit ¢dzeltisi 1000.0 uL TEOS ve 35.0
mL EtOH kullanilarak hazirlandi. Bu karisim 500 rpm'de manyetik karistirici ile karistirilirken,
jelasyonu baglatmak i¢in baz katalizor ¢ozeltisi eklendi (Sekil 13). Katalizor ¢ozeltisi 7.0 mL
deiyonize su ve 1.05 mL amonyum hidroksit (%25, NH40H) icerdi. Reaksiyon oda sicakliginda
ve 24 saat suUreyle gergeklestirildi. Fazla ¢ozelti, karisimin 6000 rpom'de 30 dakika boyunca
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santrifiijlenmesiyle ayrildi. ik redispersiyon iglemi icin (50:50) dH.0:EtOH karigimi kullanildi.
Calkalanan katinin tekrar santrifij edilmesi (6000 rpm, 10 min) ile son basamaga gegildi ve
yeniden dispersiyon iglemi deiyonize su kullanilarak yapildi. Ardindan 10 dakika 6000 rpm'de
santrifijlendi ve elde edilen silikat nanoparcaciklar bir gece boyunca 50.0°C'de kurutuldu.
Cdzlcu (EtOH) ve silis kaynagdi olarak kullanilan TEOS miktari, farkl nano-boyutlu yapilar elde

etmek i¢in degistirildi (Tablo 11).

Hs
Hy Ha : r g
/ d EtOH
NH,OH ;’

P N A
i ct” 3 s Hzc/\o,?-o-sgo CH,
} (0:13 Hg_c>

YHIS

Sekil 13. Baz katalizér ve TEOS kullanimiyla silika sol jel sentezi

Tablo 11. Partikul boyutu kontrol deneyi parametreleri

TEOS EtOH | Deiyonize Su | NH3.H,O
?r;;’;:nie::gt o | 10004L | 35mL 7 mL 1.05 mL
2 No’lu deney 750 L | 35mL 7 mL 1.05 mL
3 No’lu deney 500 uL | 35mL 7 mL 1.05 mL
4 No’lu deney 250 uL | 35mL 7 mL 1.05 mL
5 No’lu deney 100 yL | 35mL 7 mL 1.05 mL
6 No’lu deney 1000 yL | 15mL 7 mL 1.05 mL
7 No’lu deney 1000 uL | 25 mL 7 mL 1.05 mL
8 No’lu deney 1000 yL | 45mL 7 mL 1.05 mL
9 No’lu deney 1000 yL | 55 mL 7 mL 1.05 mL
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2.2.2.2 Sol-jel Sentezi ile Uretilen Silikat Sorbentlerin Yiizey Modifikasyonu

Molekiiller arasi etkilesimlerden H-bagi, -1 istiflenme etkilesimi veya polar-polar etkilesimi
sayesinde maddelerin uygun gruplarla fonksiyonlandiriimis kati ylzeylere tutunmasi beklenir.
Bu nedenle, sol-jel ylzeyinin secilen maddelerin sahip oldugu ortak nokta yapisina segicilik
gOsterecek bir grupla modifiye edilmesi planlandi ve silika ylzeyi, amin iceren 3-
aminopropiltrietoksi silan (3-APTES) ve fenil grubu igceren trietoksifenilsilan (TEPS) ile ayri ayri

ve beraber olmak Uzere modifiye edildi (Sekil 14).

Sekil 14. 3-APTES ve TEPS ile modifiye edilmis silikat yuzeyi

Yizey modifikasyonu literatur bilgisinden yararlanilarak ve kendi deney planimiza uygun bir
sekilde modifiye edilerek yapildi (Boyaci vd., 2011). Yeni sentezlenen nanosilika jel
partikillerinin ylzeyi, 0.01 M asetik asit ile 10 mL deiyonize su iginde 1 saat slreyle
karigtinlarak aktive edildi. Daha sonra ¢ozelti pH’'s1 notr olana dek deiyonize su ile yikandi.
Aktif silika nanoparcgaciklari, 24 saat 120°C'de kurutulduktan sonra reaksiyon kabina konuldu
(Sekil 15). TEPS molekiilleri ve 3-APTES, sicak sentez ile ylizeye baglandi. Bu amagla 10 mL
toluen, aktive edilmis silika partikilleri ve modifikasyon igin TEPS ve 3-APTES kullanildi.
Reaksiyon sisesinde 100 rpm'de yag banyosunda karistirildi ve Ar gazi altinda 90°C'ye kadar

isitildi. Gift yogunlastirici sistemi ve sistemin en Ust kismina kurutma ajani (CaCl,) konuldu.



Sekil 15. Sicak sentez reaksiyonunda kullanilan sistem

Deneylerde, sicaklik ve ¢ézicl miktari gibi parametreler sabit tutuldu. Sentezlenen modifiye

silika materyallerinin kisaltmalari ve oranlari Tablo 12'de verilmektedir.

Tablo 12. Silika modifikasyonu igin sentez parametreleri

Sentezlenen Silika nanopartikil | Asetik asit hacmi | APTES hacmi | TEPS hacmi
madde miktari (g) (uL) (mL) (mL)
APTES-SIO, 1.50 8.40 0.9 -
TPES-SIO, 0.50 2.80 - 0.3
A-P-SiO, 1.50 8.40 0.45 0.45

2.2.2.3 Sol-jel Sentezi ile Uretilen Sorbentlerin Karakterizasyonu

Silikat, fonksiyonellendirilmis silikat nanopartikilleri ve bu maddeler ile hazirlanan dolgulu
kapiler kolonlarin gérintileri, sentezlenmis malzemelerin morfolojilerini anlamak ve kapiler igi

dolgu islemininin gergeklestigini kanitlamak igin taramali elektron mikroskobu (SEM) ile alind1.

ilk olarak projenin amacina uygun ilerlemek ve gereksiz madde israfi yapmamak adina
sentezlenen materyallerin diuretik ilaglara olan segiciligi, CE-DAD analizi 6ncesi kati faz
ekstraksiyonu (SPE) yontemi ile test edildi. ilk olarak sorpsiyon performansi incelendi.
Devaminda kapiler dolum deneyleri, sorpsiyon performansinda en tatmin edici sonuglari veren

malzemeler ile strdirildd.

Sorpsiyon performansi deneylerinin galisma kosullari Tablo 13’de 6zetlenmektedir. Sorbentler
(amin modifiye silikat, fenil modifiye silikat, amin ve fenil ile modifiye edilmis silikat ve modifiye
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edilmemis silikat) 10.0 mL 6érnek ¢ozeltisine eklendi ve 24 saat 480 rpm'de ¢alkalandi. Daha
sonra karisim, sorbentleri ¢ozeltilerden ayirmak icin filtre ucu sellloz asetat veya poliamid
membranlar (0.2 ym gbézenek boyutu) kullanilarak sitzdldd. Coézeltiler, 10.0 mmol borat
tamponu (pH 9.4) kullanilarak CE-DAD ile analiz edildi.

Tablo 13. Sorpsiyon performans deneylerinde kullanilan parametreler

Etzza:r?géggn:aerr'f'm' 0.5, 1.0, 5.0, 10.0, 25.0, 50.0, 100.0 mg/L
Sorbent miktar 10.0 mg
Cozelti hacmi 10.0 mL
Sorpsiyon suresi 24 saat
Calkalama hizi 480 rpm
Sicaklik 25.0°C

2.2.2.4 Diiiretik ilag Etken Maddeleri igin Kaplama Malzemeleri

2.2.2.5 Organik Bazli MIP/NIP Sentezi

Molekiler baskilanmis polimer (MIP) ve kori (molekiler baskilanmamis polimer; NIP),
secilmis analiz molekllu (Bendroflumetiazid, BFT) icin kati faz ekstraksiyon (SPE) sorbenti
olarak sentezlendi. Sablon molekil olarak BFT'nin secildigi MIP sentezinin semasi, Sekil 16'te
verilmektedir. Polimerizasyon reaksiyonu, monomer olarak metakrilik asit (MA), capraz
baglayici olarak etilen glikol dimetakrilat (EGDMA), baslatici olarak 4,4-azobis(4-siyano valerik
asit) (AIVN) ve cdziicii olarak asetonitril igerdi. ilk olarak, MIP'nin én polimerizasyon
asamasinda; 1x10“ mmol BFT ve 10 mL asetonitril, amber yuvarlak dipli sisede 30 dakika
karistirildi. Daha sonra, siseye 4x104 mmol MA ilave edildi ve 1 saat karistirimaya devam
edildi. Ardindan, 20x10* mmol EGDMA reaksiyon sisesine eklendi ve Ar gazi altinda yaklasik
10 dakika daha karistirildi. Reaksiyonu baslatmak igin AIVN eklendi ve 5 dakika sureyle Ar
gazi altinda karistirilmaya devam edildi. Reaksiyon inert bir ortamda gergeklestirildi; sicaklik
yagd banyosu (420 rpm, 24 saat) yardimiyla 60°C'de sabit tutuldu. NIP durumunda, tim adimlar

ayni sekilde tekrarlandi; sadece sablon molekul (BFT) reaksiyon prosedurinden ¢ikarildi.
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Sekil 16. MIP sentezinin ve sablon molekilin ayriima-geri baglanma semasi

Sablon molekilin uzaklastiriimasi vakum filtrasyon sistemi ve 0,2 ym sartolon poliamid
membran filtre kullanilarak yapildi. Sablonun sorbentten tamamen ¢ikarilmasini saglamak igin,
MIP, metanol:asetik asit (90:10, v/v) karisimi ile 10 kez yikand1.

2.2.2.6 inorganik Bazl MIIP/NIIP Sentezi

Molekuler baskilanmis materyal sentez c¢alismasinin inorganik bdlumiande, 3-
aminopropiltrietoksisilan (3-APTES) ve trietoksifenilsilan (TEPS) monomer olarak kullanilip
BFT sablon moleklli olarak segildi ve tetraetoksisilan (TEOS) c¢apraz baglayici olarak

kullanilarak inorganik polimer (MIIP) ve korl (NIIP) sentezlendi (Sekil 17).

BFT molekill ile baskilanmis silika elde etmek igin 30 dakika boyunca 1.0 mmol sablon
molekll 60.0 mL THF ve 10.0 mL deiyonize su karigimi iginde ¢ézuldu. Daha sonra 450 rpm’de
4.0 mmol 3-APTES ve 4.0 mmol TEPS eklenip 30 dakika karigtirildi. Cozeltiye 16.0 mmol
TEOS ilave edilip 30 dakika daha karistirildi ve devaminda 10.0 mL EtOH, 7.0 mL NHs.H20
ilave edilerek reaksiyonun gerceklesmesi icin 24 saat sire tanindi. Elde edilen pargaciklarin
¢ap! nedeniyle (nanometre boyutunda), kati fazi ayirmak igin santrifij (1800 rpm, 15 dk)
uygulandi ve sivisindan ayrilan pargaciklar 24 saat 60°C'de firinda kurutuldu. Sablon molekdil,
sentezlenen sorbentten 90:10 MeOH:HOAc c¢ozeltisi ile yikanarak ve 1800 rpm'de
santrifijlenerek ¢ikarildi. Sablonun tamamen uzaklastiriimasi igin bu adim 10 kez tekrarlandi.
Elde edilen MIIP 24 saat 60°C'de kurutuldu. Prosedirin tim basamaklari, sablon molekilin

eklenmesi harig, molekuler baskilanmamig inorganik polimer (NIIP) sentezi icin de uygulandi.
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Sekil 17. MIIP sentezinin sematik gosterimi
2.2.2.7 Molekiiler Baskilama Metodu ile Uretilen Sorbentlerin Karakterizasyonu

MIP-NIP'lerin, MIIP-NIIP'lerin ve bu maddeler ile hazirlanan dolgulu kapiler kolonlarin
gorintileri, sentezlenmis malzemelerin morfolojilerini anlamak ve kapiler i¢i dolgu islemininin

gerceklestigini kanitlamak igin taramali elektron mikroskobu (SEM) ile alind1.

Sentezlenen malzemeler, dilretik ilag etken maddelerine segiciliklerinin test edilmesi amaciyla
CE-DAD analizleri dncesi kati faz ekstraksiyon (SPE) sorbenti olarak kullanildi. Calismanin
devaminda kapiler kolon doldurma islemleri, sorpsiyon performansinda en tatmin edici

sonuglari veren malzemeler ile strdarildi.

2.2.2.8 Geri Baglanma Deneyleri

Numuneler Tablo 14'de verilen degerler kullanilarak hazirlandi. Sorbentler (MIP, NIP, MIIP ve
NIIP) ayri ayri 10.0 mL hacimli numune ¢ozeltilerine konulup 24 saat 480 rpm'de galkalandi.
Daha sonra sorbent ve ¢odzeltileri ayirmak igin filtre ucu sellloz asetat veya poliamid
membranlar (0.2 ym gbzenek boyutu) kullanildi ve geri kazanilan sivilar 10.0 mM borat
tamponu (pH 9.4) kullanilarak CE-DAD ile analiz edildi.
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Tablo 14. Geri baglanma g¢alismalarinda kullanilan parametreler

BFT standart derigimi 0.5, 1.0, 5.0, 10.0, 25.0, 50.0, 100.0 mg/L
Sorbent miktar 10.0 mg
Cozelti hacmi 10.0 mL
Sorpsiyon suresi 24 saat
Calkalama hizi 480 rpm
Sicaklik 250°C
2.2.2.9 Segcicilik Deneyleri

Hazirlanan sorbentlerin  seciciliklerini  incelemek Uzere 100.0 mg/L derisiminde
bendroflumetiazit, hidroklorotiazit ve klorotiazit karisimlari hazirlandi. Standart ¢ézeltiler (10.0
mL) ayri ayri sorbentlerin (MIP, NIP, MIIP ve NIIP) Gzerine eklendi ve 24 saat boyunca orbital
calkalayici ile 480 rpm'de calkalandi. Sizme isleminde seliloz asetat veya poliamid
membranlar (0.2 um) kullanildi. Cézeltiler 10.0 mM borat tamponu (pH 9.4) kullanilarak CE-

DAD ile analiz edildi. Kullanilan sorpsiyon parametreleri Tablo 15'de verilmektedir.

Tablo 15. Secicilik calismalarinda kullanilan parametreler

BFT, HCT, CT standart derigimi 100.0 mg/L
Sorbent miktari 10.0 mg
Cozelti hacmi 10.0 mL
Sorpsiyon suresi 24 saat
Calkalama hizi 480 rpm
Sicaklik 25.0°C

2.2.3 B-bloker ilag Etken Maddeleri igin Kaplama Malzemeleri

2.2.3.1 R-bloker ilag Etken Maddeleri igin Sol-jel Sentezi

Proje oOnerisinde belirtildigi gibi, SPE sorbenti hazirlama yontemlerinden biri de soj-jel
sentezidir. Molekduller arasi etkilesimler sayesinde (hidrojen bagi, polar-polar etkilegimi, -1

istiflenme etkilesimi) sablon molekllin uygun gruplarla fonksiyonlandiriimis sorbent ylizeyine
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tutunmasi beklenir. Sentezlenen 3. SPE sorbentinde ylzey fonksiyonlandiriimasi yapilmadan
sol-jel ylizeyinin metoprolole kargi sorpsiyonu aragtirildi. Silikat yapilar, Strandwitz vd. (2009)
tarafindan olusturulan metot kullanilarak sentezlendi (Sekil 18). Sol-jel sentezinde ilk basamak
alkoksit ¢ozeltisinin hazirlanmasidir. Alkoksit ¢ézeltisi 60.0 mL etanol ve 1000.0 yL TEOS,
katalizor ¢ozeltisi ise 10.0 mL deionize su ve 1.05 mL %26’k NH3.H2O kullanilarak hazirlandi.
Daha sonra bu iki ¢ozelti karistirildi ve jellesme islemi gerceklestirildi. Reaksiyon oda
sicakhidinda ve 24 saat boyunca devam ettirildi. Sorbent, santrifij (6000 rpm 10 min) ile

¢ozeltiden ayrildi. Elde edilen silikat nanoparcgaciklari, bir gece boyunca 60.0°C'de kurutuldu.

Hy
Hy H 3 |,0H3
; \ f 8 EtOH C)
NH,OH ;’
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) ( ch>

CH,

YHIS

Sekil 18. Baz katalizér ve TEOS kullanimiyla silika sol-jel sentezi

2.2.3.2 Sol-jel Senteziyle Uretilen Silikat Sorbentin Karakterizasyonu

Sentezlenen yuzeyi modifiye edilmemis silikat nanopartikullerin sorpsiyon performansini test
etmek icin kati faz ekstraksiyon (SPE) yontemi kullanildi. Silikat nanopartiklllerin beta
blokerlere 6zgu bir tutma alani olmadigi igin segicilik deneyleri yapilmadi. Sorpsiyon

performans deneylerinin ¢calisma kosullari Tablo 16’da verilmektedir.

Tablo 16. Silikat nanopartikulleri ile sorpsiyon ¢alismalarinda kullanilan parametreler

Metoprolol standart derigimi | 1.0, 5,0, 10,0, 25.0, 50.0, 100.0, 250.0 mg/L
Sorbent miktar 10.0 mg

Cozelti hacmi 10.0 mL

Calkalama suresi 24 saat

Calkalama hizi 560 rpm

Sicaklik 25°C
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2.2.3.3 B-bloker ilag Etken Maddeleri igin MIP/NIP Sentezi
2.2.3.4 B-bloker ilag Etken Maddeleri igin Organik Bazli MIP/NIP

Kaplama sorbenti olarak kullanilmak Uzere farkli morfolojilere sahip iki farkli molekuler
baskilanmis polimer ve baskilanmamis polimer (kor) metoprololin biyolojik sivilardan
ayrilmasi amaciyla sentezlendi. Farkli miktarlarda ¢bézgen kullanimi MIP/NIP’lerin
morfolojilerini belirledigi icin bu konuya dikkat edildi. Olugan polimer aginin morfolojisi i¢in
toplam monomerin ¢ézgene orani (w/v, toplam monomer/¢ézgen) dnemli bir parametredir. Bu
oran %5ten kuguk olursa, kuresel sekilli par¢aciklar elde edilir. C6zgen miktari arttikga olusan
polimer agi yekpare goriinimden kiresel sekilli pargaciklara gecer. iki ayri morfoloji elde
etmek igin ¢dzgen miktarlar 200.0 ve 50.0 mL segildi. Sentez igin 0.5 mmol metoprolol (sablon)
ve 4.0 mmol MAA (fonksiyonel monomer) 200.0 mL asetonitril icerisinde ¢6zlldi. Bir saat
sonra 20.0 mmol TRIM (¢apraz baglayici) reaksiyon ortamina eklendi. Argon gazi altinda 0.48
mmol AIVN (baslatici) eklendi ve ¢dzlinen oksijenin reaksiyon ortamindan uzaklagsmasi icin bir
suire daha argon gazi gonderiimeye devam edildi. Polimerlesmenin gergeklesmesi icin

reaksiyon karigsimi 60°C yag banyosunda bir gliin boyunca bekletildi.

Polimerlesme sonrasinda MIP200 olarak isimlendirdigimiz sorbent elde edildi. Sablon molekiil
metoprololin uzaklastiriimasi icin ve metoprolole ait spesifik bogsluklar elde edilmesi igin
yikama islemi metanol/asetik asit (9:1) karisimi kullanilarak gergeklestirildi. Sablon molekulin
uzaklastiriimasindan sonra MIP sorbenti 60°C de kurutuldu. NIP200 sorbenti sablon molekiil
eklenmeden MIP200 ile ayni deney kosullarinda sentezlendi. MIP50/NIP50 sentezi 50.0 mL
asetonitril kullanilarak gergeklestirildi. Metoprolol igin izlenen sentez semasi Sekil 19°'da
verilmektedir.
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Sekil 19. Metoprolol igin izlenen MIP sentez mekanizmasi

MET'e ait bosluk
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2.2.3.5 B-blokerler igin inorganik Bazli MIIP/NIIP

Calismanin ikinci kisminda, molekuler baskilanmis inorganik polimer (MIIP) sentezlendi (Sekil
20). ik olarak 0.5 mmol metoprolol 70.0 mL tetrahidrofuran (THF):deinoze su (6:1) karigimi
icinde ¢oézlldu. Daha sonra, 4.0 mmol trietoksifenilsilan (TPES) ve 3-aminopropiltrietoksisilan
(APTES) (fonksiyonel monomer) reaksiyon ortamina eklendi. Bir saat sonra 16.0 mmol tetraetil
ortosilikat (TEOS) gapraz baglayici olarak eklendi. 30 dakika sonra, 7.0 mL amonyak (%25
w/w) ve 10.0 mL etanol eklenip 24 saat boyunca oda sicakliginda karistiriimaya birakildi. Elde
edilen sorbent bir glin boyunca 60°C firinda kurutuldu. Bir 6énceki bolimde acgiklandigi gibi
sablon moleklin polimerden uzaklastiriimasi ve secici bosluklarin olusturulmasi igin yilkama
¢ozeltisi olarak metanol:deinoze su (50:50) karisimi kullanildi. Sablonun tamamen kaldiriimasi
icin bu adim 10 kez tekrarlandi. Yikama igslemlerinden sonra sorbent, santrifiij (1800 rpm) ile

¢ozeltiden ayrildi.
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Sekil 20. Metoprolol igin sentezlenen MIIP semasi

2.2.3.6 B-blokerler i¢gin Sentezlenen MIP/NIP’lerin Karakterizasyonu

MIP-NIP'lerin, MIIP-NIIP'lerin ve bu maddeler ile hazirlanan dolgulu kapiler kolonlarin
goruntdleri, sentezlenen malzemelerin morfolojilerini anlamak ve kapiler i¢i dolgu iglemininin

gerceklestigini kanitlamak igin taramali elektron mikroskobu (SEM) ile alind1.
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2.2.3.7 Geri Baglanma Deneyleri

Karakterizasyon calismalari kapsaminda, molekiler baskilama ydntemiyle sentezlenmis
sorbentlerde (MIP, NIP, MIIP, NIIP) metoprolole 6zgu baglanma alanlarinin olup olmadigini
arastirmak icin geri baglanma deneyi yapildi. Geri baglanma deneylerinin ¢alisma kosullar
Tablo 17‘de verilmektedir.

Tablo 17. R-blokerler igin geri baglanma deneylerinde kullanilan ¢alisma parametreleri

Metoprolol standart derisimi 1.0, 5,0, 10,0, 25.0, 50.0, 100.0, 250.0 mg/L
Sorbent miktari 10.0 mg

Cozelti hacmi 10.0 mL

Calkalama suresi 24 saat

Calkalama hiz 560 rpm

Sicaklik 25°C

2.2.3.8 Segcicilik Deneyleri

Sentezlenen sorbentlerin metoprolole segici olup olmadigi ketopron ve ibuprofen varliginda
test edildi. Calisma kosullari Tablo 18'de verilmektedir. Secicilik deneyleri icin 50.0 mg/L
metoprolol, ketoprofen ve ibuprofen ¢dzeltileri hazirlandi. Sonrasinda 10.0 mL ¢dzelti 10.0 mg

MIP/NIP sorbenti ile karistirildi. Sorpsiyon 24 saat slreyle orbital ¢alkalayicida gerceklestirildi.

Tablo 18. R-blokerler i¢in segicilik deneylerinde kullanilan ¢calisma parametreleri

Standart derisimi 50.0 mg/L
Sorbent miktari 10.0 mg
Cozelti hacmi 10.0 mL
Calkalama suresi 24 saat
Calkalama hizi 560 rpm
Sicaklik 25.0°C
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2.2.3.9 Elementel Analiz

Elementel analiz cihazi ylksek sicakliklarda yakma ve agirlik dlgimi prensibine dayanir. Kati,
sivi ve gaz orneklerinde bulunan organik/inorganik maddelerin karbon, azot ve hidrojen
iceriginin belirlenmesi i¢in kullanilan bir metottur. Molekuler baskilanmis polimerlerin sentezi
sirasinda sablon molekul olarak kullanilan metoprololiin yapisinda amin grubundan dolayi azot
elementi bulunmaktadir. Sablon molekulin polimer yapisindan uzaklastiriimasiyla yapida azot
gbzlenmemesi beklenir. Elementel analiz, polimerin sentezlendikten sonraki azot oraniyla
yilkama igleminden sonraki oranini kiyaslamak amaciyla yapildi. Boylece metoprolole kargi

olusan bosluklarin kanitlanmasina yardimci olundu.

2.3 Kapiler Kolon Kaplama ve Karakterizasyonu

Kapiler elektrokromatografide durgun fazin iki 6nemli roll vardir; birincisi elektroosmotik akisin
olusmasi icin yukll bolge olusturmak, ikincisi ise analitin kolon iginde tutunmasi icin etkilesimli

bdlgeler yaratmaktir.

Kapiler kolon durgun fazi hazirlanmasi igin genellikle soj-jel sentezi ve organik-inorganik
molekuler baskilanmig polimerler kullanilir. Polimerik yontem analite karsi bir segicilige sahip

oldugu icin 6nemli bir avantaja sahiptir (Wackerling vd. 2016).

2.3.1 Sol-jel Yontemi ile Kapiler Kolon Kaplama

Bu bélim amin modifiye, fenil modifiye, amin-fenil modifiye ve modifiye edilmemis silikatlari
icermektedir (Tablo 19). Sicak sentez prosediru, kapiler kolona daha kolay uygulanabilmesi
icin baska bir prosedur izlenerek (Wu vd., 2006) soguk senteze donustlrildl. Bu baglamda
silika nanopartikuller, ekstra 1si iglemi gerektiren modifikasyon adimlari olmaksizin

fonksiyonellendirildi ve galisma boyunca soguk sentez olarak adlandirildi.

Soguk sentezde, 0.638 mL NH3.H.0, 6.8 mL deiyonize su ve 17.6 mL EtOH iceren alkoksit
cozeltisine 2.79 mL TEOS ve 22.2 mL EtOH eklendi. Oda sicaklidinda 3.5 saat karistirildiktan
sonra, sentezlenmek istenen sorbentin 6zelligine gore 4.79 x 10* mol TPES veya 3-APTES
ilave edildi. Sol-jel prosedirinde ise reaksiyona giren maddeler 165.0 mL EtOH, 3.0 mL
TEQOS, 21 mL deiyonize su ve 3.15 mL NH3.H2O seklinde optimize edildi.
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Tablo 19. Silikat ve fonksiyonlastiriimig silikat ile yeni kolon sentezi

Kod Prosedur Reaksiyon baslangi¢ noktasi | Doldurmaislemi | Katman sayisi
S1 Sol-jel Kolon iginde CE sistemi ile X
S2 Soguk sentez Kolon iginde CE sistemi ile X
S3 Soguk sentez Kolon disinda CE sistemi ile X
S4 Soguk sentez Kolon iginde CE sistemi ile 3
S5 Soguk sentez Kolon iginde CE sistemi ile 5

2.3.2 Molekiiler Baskilama ile Kapiler Kolon Kaplama

Bu bdlimde kolon kaplamak igin molekller baskilanmis malzemeler kullanildi. MIP-NIP ve
MIIP-NIIP ile hazirlanan kolonlarin prosedurleri, reaksiyon baslangi¢ noktalari, doldurma islemi
ve katman sayisi Tablo 20’de gosteriimektedir. Projede onerilen yekpare ve acik tibimsi
kolonlarin gelistiriimesi igin erimis (fused) silika kapiler kolonlarin i¢ duvarlarini aktif hale
getirmek gerekir. Bu amagla, kapiler kolon duvarinda silanol gruplarinin ayrisarak yizeyin
negatif yliklenmesi icin kapiler kolon (30 cm 75 um-id) sartlandirildi. Daha sonraki asamada
kolona polimerin tutunmasi amaciyla baglayici olarak goérev yapan (trimetoksisilil) propil
metakrilat kolondan gecirilerek polimerin kapiler kolon duvarina baglanmasi icin alanlar
yaratildi. Bu prosedir Hijerten (1985) tarafindan énerilen parametrelerle gergeklestirildi. 1.0
mL 0.006 mM asetik asit ¢dzeltisi hazirlanip, ¢ozeltinin icine 4.0 pL (trimetoksisilil) propil
metakrilat eklenerek kapiler kolondan gegirildi ve bir saat boyunca kolon bekletildi. B&Iim
2.1’de anlatildigi gibi hazirlanan MIP200 polimer karisimi kapiler elektroforez cihazinin giris
kismina bir flakonun igcinde konuldu ve basing (3.0 bar) uygulanarak kapiler kolondan gegirildi.
Cihazin kaset sicakligi 60°C’ye ayarlandi ve ¢o6zeltinin polimerlesmesi cihaza takili kolon
icinde gerceklestirildi. Son olarak MeOH:deionize su (pH 3.0) (9:1) ¢o6zeltisi kolondan
gegirilerek kolon iginde reaksiyona girmemis bilesenler ortamdan uzaklastirildi. Absorbans
Olcimleri icin kapiler kolonun bir ucundan 8.5 cm hesaplanarak Uzerindeki polimer koruyucu
tabaka soyuldu. MIP200 haricindeki kolonlarda, kolon iginde basglatilan reaksiyonlarin
sonuglari (6zellikle MIP ve NIP i¢in) ylzeye tutunma agisindan tatmin edici olmadigi igin MIIP
ve NIIP dolgulari kolon diginda baglatilan reaksiyonlar ile devam ettirildi.

Kapiler kolon hazirlamada farkli bir yontem de denendi. Hazirlanan polimer c¢ozeltisi CE
cihazinin enjeksiyon sistemi kullanilarak kolondan gegcirildi ve kolonun iginin polimer ¢ozeltisi
ile dolmasi saglandi. Daha sonra cihazdan gikarilan kolon, fotopolimerizasyon igin UV kaynagi

(350 nm) altinda 45 dakika boyunca 87 rpm’de déndurilerek birakildi ve kolon iginde
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Tablo 20. MIP/NIP ve MIIP/NIIP ile Yeni Kolon Sentezi

Kod Prosedir Reaksiyon baslangi¢ noktasi | Doldurma iglemi |Katman sayisi
NIIP1 Silika bazh NIIP Kolon iginde CE sistemi ile X
NIP1 Polimer bazli NIP Kolon iginde CE sistemi ile X
NIP1.1 Polimer bazli NIP Kolon iginde CE sistemi ile 1
NIP1.1.1 |Polimer bazli NIP Kolon iginde CE sistemi ile 2
MIP2 Polimer bazli MIP Kolon disinda Siringa ile X
NIP2 Polimer bazli NIP Kolon disinda Siringa ile X
MIP3 Polimer bazli MIP Kolon disinda CE sistemi ile 3
NIP3 Polimer bazli NIP Kolon disinda CE sistemi ile 3
NIP3.1 Polimer bazli NIP Kolon disinda CE sistemi ile 5
MIP200 |Polimer bazli MIP Kolon disinda Siringa ile X
MIP200.3 |Polimer bazh MIP Kolon diginda CE sistemi ile 3
MIP200 |Polimer bazli MIP Kolon i¢inde UV kaynagi ile 1

polimerlesme baslatildi. Kolonun dedeksiyon gbzinde polimerlesme olasiliini azaltmak igin

g6z kismi aliminyum folyo ile kapatildi. UV kaynagindan alinan kolon CE cihazinin kaset

kismina sabitlendi ve 10 dakika boyunca icinden asetonitril gecirilerek reaksiyona girmemis

molekdllerin akmasi saglandi. Bir saat sureyle kurutulan kolondan yine bir saat boyunca

MeOH:asetik asit (9:1) karisimi gegirildi ve bu sayede sablon molekll (metoprolol)

uzaklastirilarak segici bosluklar olusturuldu. Performans testi igin, deiyonize su iginde

hazirlanan 50.0 mg/L ve 100.0 mg/L metoprolol ve atenolol karisimi kolondan gegcirildi.

Elektrolit gozeltisi olarak 10.0 mM borat tamponu (pH 9.5) kullanildi.
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BOLUM 3
BULGULAR VE TARTISMA
3.1 Anti-kanser ilag Etken Maddeleri
3.1.1 Anti-kanser ilag Etken Maddeleri igin HPLC-DAD Galigmalari

Sabit faz olarak C18 kolonu (Supelco C18, 250 mm x 4.6 mm) ile yapilan ¢alismalarda ve
uygulanan deney kosullarinda 5-florourasil, 5-azasitidin ve gemsitabin birbirlerinden ayrilmadi.
Bu nedenle C18’e ek olarak C30 kolonu da kullanildi. Ancak gemsitabinin hem maliyeti hem
de tedarik slresinin uzunlugu nedeniyle ¢alismalardan g¢ikariimasina karar verildi. Anti-kanser
ilac etken maddeleri icin kullanilan c¢alisma kosullari ve kalibrasyonda kullanilan ¢ozelti
derigimleri Tablo 3’de verilmektedir. HPLC’de 5-FU analizi igin C30 kolonu tercih edildi. Mobil
faz olarak 10 % asetonitril — 90 % su (pH 5.0) kullanildi. En iyi ayrim igin farkh akig hizlari
denendi ve 0.8 mL/min akis hizi ve 30.0 °C kolon sicakliginda deney yapiimasina karar verildi.

Sekil 21°de 10.0 mg/L 5-FU’ya ait kromatogram verilmektedir.

100.0 5-fluorouracil

80.0

60.0 4

mAu

40.0 4

20.0 1
0.0 J
T T T T T T T T T
0.0 1.0 2.0 3.0 4.0 5.0

time (min.)

Sekil 21. 10.0 mg/L 5-FU’ya ait kromatogram (Agilent 1200 Series HPLC-DAD (YMC C30 (250
mm x 4.6 mm)), 10:90 asetonitril:su (pH 5.0) mobil faz, 0.8 mL/min akig hizi, 220 nm)

Sekil 22°de 5-FU’ya ait kalibrasyon grafigi verilmektedir. Tayin limiti (LOD) ve kantitatif dlgim
sinir (LOQ) sirasiyla 0.73 ve 2.4 mg/L olarak hesaplanmistir.
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Sekil 22. 5-FU ic¢in kalibrasyon grafigi (Agilent 1200 Series HPLC-DAD (YMC C30 (250 mm x
4.6 mm)), 10:90 asetonitril:su (pH 5.0) mobil faz, 0.8 mL/min akis hizi, 220 nm, n=3).

3.1.2 Anti-kanser ilag Etken Maddeleri igin CE-DAD Galigmalari

Sekil 23'de 10.0 mM’lik borat tampon ¢ozeltisinde hazirlanan analitlerin elektroferogrami
gosterilmektedir. Sonug olarak, CE-DAD calismalarinda 5-florourasil ve 5-azasitidin piklerinin
ayrilmasi igin dalgaboyu, pH ve derisim degerleri sirasiyla 234 nm, pH 11.5 ve 10.0 mM borat
tamponu olarak, enjeksiyon basinci ve zaman arali§i ise sirasiyla 50.0 mbar ve 5.0 s olarak
belirlendi. Bu veriler dogrultusunda 5-florourasil ve 5-azasitidin igin CE-DAD kalibrasyon grafigi
olusturuldu (Sekil 24). LOD ve LOQ degerleri, 5-florourasil igin sirasiyla 0.188 ve 0.63 mg/L,
5-azasitidin igin sirasiyla 0.177 ve 0.590 mg/L olarak hesaplandi.

mAu

zaman (dak)

Sekil 23. 5-florourasil ve 5-azasitidin  karisiminin  10.0 mM borat tamponundaki
elektroferogrami. (Agilent series 7100 Capillary Electrophoresis, kolon: Agilent 75 mm FS
undeactivated column, analit derisimi: 20.0 mg/L, pH: 11.5, dalgaboyu: 234 nm, voltaj: 20 kV)
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Sekil 24. 5-florourasil ve 5-azasitidin karisiminin CE-DAD kalibrasyon grafigi (Agilent 7100
Capillary Electrophoresis, kolon: Agilent 75 mm FS undeactivated column, borat tampon
derigimi: 10.0 mM, analit derigimi: 20.0 mg/L, pH: 11.5, dalgaboyu: 234 nm, voltaj: 20 kV)

3.2 Agn Kesici ilag Etken Maddeleri
3.2.1 Agn Kesici ilag Etken Maddeleri icin HPLC-DAD Calismalar

Agri kesici ilag etken maddeleriyle ilgili diger optimizasyon ¢alismalarindan sonra diklofenak
icin kalibrasyon grafigi elde edildi (Sekil 25). Nispeten kligik derisimlere (50 ug/L) kadar inildi.
LOD ve LOQ hesaplanirken, en kiguk okunabilen derisime sahip ¢ozelti 10 kere okutuldu ve

degerler sirasiyla 8.27 pg/L ve 27.55 ug/L olarak hesaplandi.

300
*

250 |

200 -
c 0 y = 55.055x - 1.8923
g R*=0.9934
T n

50 4

0
) T
0 2 4 6
KonsantrasyonmgL™"

Sekil 25. Diklofenak icin kalibrasyon grafidi (Agilent 1200 Series HPLC-DAD Supelco C18,
(250 mm x 4.6 mm), 85:15 metanol:su (asetik asit, pH 3.0) mobil faz, 0.8 mL/min akis hizi, 280
nm, n=1)
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3.2.2 Agn Kesici ilag Etken Maddeleri igcin CE-DAD Galigmalari

Yapilan ¢alismalarda en iyi sonuglar enjeksiyon basinci ve tarama hizi igin sirasiyla 10.0 mbar
ve 2.0 Hz olarak belirlense de yeterli ayrim saglanamadi (Sekil 26). Diklofenak icin yapilan
MIP calismalarinda ise 2. raporda belirtildigi tUzere MIP ile NIP arasinda bir farklilik
gOzlemlenemedi. Diklofenak calismadan c¢ikarilirken, diger agri kesicilerin sorpsiyon

¢alismalarina B-bloker grubu ilag etken maddeleriyle birlikte devam edildi.

PUSSh

Alan

5.0 52 54 5.6 5.8
Zaman (dak)

Sekil 26. Ketoprofen, naproksen ve diklofenak icin elektroferogram (Agilent series 7100
Capillary Electrophoresis, kolon: Agilent 75 mm FS undeactivated column, borat tampon
derigimi: 10.0 mM, analit derigimi: 20.0 mg/L, pH: 9.0, dalgaboyu: 280 nm, tarama hizi: 2.0 Hz,
enjeksiyon suresi: 5.0 s, voltaj: 20 kV).

3.3 Diiiretik ilag Etken Maddeleri
3.3.1 Diiiretik ilag Etken Maddeleri igin HPLC-DAD Galismalari

Denenen gesitli parametrelerde ayrim yakalanamadigini gésteren kromatogramlar Sekil 27°de
verilmektedir. Oncelikle C18 kolonu ve 80:20 metanol:su (asetik asit, pH 3.0) mobil fazi ile
BFT, HCT ve CT kromatografik ayrimlari incelendi. Ancak BFT kromatograminda gérulecegi
uzere istenmeyen omuzlu bir pik trendi saptandi. Ayrica, HCT ve CT pikleri birbirine benzer
sekilde genigledi ve ayni surelerde geldi. Bu problemi ¢ézmek i¢in mobil faz 80:20 metanol:su
(fosfat tamponu, pH 6.0) olarak degistirildi; ancak, BFT ve HCT pikleri hemen hemen ayni
kaldi. iki hareketli faz arasindaki en énemli fark, CT pikinde gorildi ve oldukga keskin ve
kromatografik olarak daha kabul edilebilir bir pik elde edildi. Fakat akig hizi degisiklikleri
sonuglara etki etmedi ve herhangi bir gelisme gbézlenmedi. HPLC-DAD calismalari bu

asamada sona erdirildi ve deneylere CE-DAD calismalari ile devam edildi.
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Zaman, dak Zamen, dak Zaman, dak

20 a0
Zaman, dak

Sekil 27. (a, d) BFT, (b, €) HCT ve (c, f) CT’ye ait kromatogramlar (Agilent 1200 Serisi HPLC-
DAD sistemi, Supelco C18 kolon (Lichrosphere RP 18-5, 25 cm x 4.6 mm), (a, b, ¢) 80:20
metanol:su (asetik asit, pH 3.0) mobil faz, (d, e, f) 80:20 metanol: su (fosfat tamponu, pH 6.0)
mobil faz, 0.8 mL/min akig hizi)

3.3.2 Diiiretik ilag Etken Maddeleri igin CE-DAD Galigmalari

Hidroklorotiazid, bendroflumetiazid ve klorotiazid ¢ozeltilerinin derisimleri 20.0 mg/L olarak
hazirlandi. Anyonik maddelerin ayrilmasi i¢in en uygun elektrolit ¢ézeltisi olan borat tamponu
(25.0 mM) kullanildi. Analitler 6nce CE sistemine ayri ayri ve daha sonra bir karigim olarak
verildi. Analitlerin  elektroferogramina goére; klorotiazid (pKa 6.85) en yiksek,
bendroflumetiyazid (pKa 8.5) en disik tutunma stresine sahiptir. HCT (pKa 7.9) ve BFT (pKa
8.5) pikleri arasinda, pKa degerlerinin birbirine ¢cok yakin olmasindan dolayi, yeterli ayirim
saglanamadi (Sekil 28 (a)). Uygulanan voltaj, enjeksiyon basinci, enjeksiyon siresi, kaset
sicaklgi degistirilerek yeni elektroferogramlar elde edildi. Ancak sonuglar tatmin edici olmadi.
Elektrolit ¢cozeltisi fosfat tamponu (pH 7.0) olarak degistirildigi zaman ¢ézunurlidin azaldigi
gbzlendi. Béylece, elektrolit ¢ozeltisi borat tamponu olarak secildi ve derisimi 10.0 mM'ye
dusurulda. Elde edilen elektroferogramda BFT ve HCT piklerinin daha iyi bir ayrim gosterdigi
bulundu (Sekil 28 (b)).

Tampon derisimini degistirmenin elektroosmotik akis hizini oldukg¢a etkiledigi gézlemlendi.
Bunun en buyuk sebebi difuz ¢ift tabakanin kalinhginin degismesidir. Tampon ¢ozeltisi
derisiminin azaltiimasi pik migrasyon surelerini kisaltir ve ayirma verimliligini arttirir. Sonug¢
olarak optimum parametreler; 25 kV voltaj (6.0 W, 300 uA), 10.0 mM borat tamponu (pH 9.4),
50.0 mbar enjeksiyon basinci (10.0 s), 30.0°C kaset sicakhgi, 2.5 Hz tarama hizi olarak
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belirlendi. Analitlerin kalibrasyon grafikleri Sekil 29'da verilmektedir. LOD degerleri BFT, HCT
ve CT icin sirasiyla 0.20 mg/L, 0.13 mg/L, 0.30 mg/L; LOQ degerleri yine ayni sirayla 0.69
mg/L, 0.44 mg/L, 0.99 mg/L olarak bulundu.

. (a)
cT
BFT, | HCT
6
=
=
E 4
2
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6 s 10 12
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4
=
=
1= 2
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Sekil 28. (a) 25.0 mM borat tamponu (b) 10.0 mM borat tamponu kullanilarak ayirimi saglanan
analitlerin elektroferogrami
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Sekil 29. Bendroflumetiazid, hidroklorotiazid ve klorotiazid icin CE-DAD kalibrasyon grafigi
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3.4 B-bloker ilag Etken Maddeleri
3.4.1 B-bloker ilag Etken Maddeleri igin HPLC-DAD Galigmalari

Metoprolol ketoprofen ve ibuprofen igin tablodaki optimizasyon parametreleri kullanilarak
olusturulan kalibrasyon grafigi Sekli 30°da verilmektedir. Metoprolol icin LOD ve LOQ degerleri
sirasiyla 0.036 mg/L ve 0.120 mg/L olarak hesaplandi. Bu degerler metot gelistirme asamasi

icin yeterli kabul edildi ve ilk asamalarda bu degerleri gelistirmek icin ekstra deney yapiimadi.

—&—MET
175.0 |—@—KET y=50.913x+ 0.3238
—A—1BU R2= 0.9999

150.0 -

125.0 -

mAu

100.0
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25.0 |-

0.0 |
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0.0 0.5 1.0
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Sekil 30. Metoprolol, ketoprofen ve ibuprofen icin kalibrasyon grafigi. (Agilent 1200 Series
HPLC-DAD system, Supelco C18 kolon (Lichrosphere RP 18-5, 25 cm x 4.6mm), 85:15
MeOH:H,0O (pH 3.0) mobil faz, 0.9 mL/min akis hizi, 220 nm)

3.4.2 B-bloker ilag Etken Maddeleri igin CE-DAD Galismalari

Tablo 21'deki parametreler kullanilarak elde edilen elektroferogramlar Sekil 31'de

verilmektedir.

Tablo 21. B-bloker ila¢ etken maddeleri icin CE-DAD ¢alisma kosullari

Elektrolit ¢ozeltisi 25.0 mM borat tamponu (NaOH, pH 9.5)
Kolon Agilent Technologies, FS, (75 ym id, 57 cm

kolon uzunlugu, 50 cm efektif uzunluk)
Kaset sicakligi 25.0°C

Enjeksiyon basinci ve suresi | 50.0 mbar, 5 s

Voltaj, Gug, Akim 20.0kV, 6.0 W, 300.0 pA

Tarama hizi 2.5Hz
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Bu calismalar kapsaminda, kapiler elektroforezde en dnemli degisken olan uygun elektrolit
¢ozeltisinin segimi igin; elektrolit derisimi, elektrolit tipi, calisma parametreleri sistematik olarak
degistirildi ve secilen R-blokerlerin ayrilmasi igin optimum kosullar belirlendi. Deneylere
elektrolit ¢ézeltisinin belirlenmesiyle baslandi. Metoprolol ve atenolol bazik analitler olduklari
icin, bazik pH saglayan elektrolit ¢bzeltiler olan borat ve fosfat tamponu segildi. Fosfat tamponu
(pH:7) ile belirgin bir pik gdozlemlenemedi ve glvenilir bir gekilde pH 8.0’'in Uzerinde elektrolit
gozeltisi hazirlamak mumkin olmadi. ikinci olarak borat tamponu (pH:9.5) denendi ve anlamli

analit pikleri elde edildi.

Analitler CE sistemine ayri ayri verildikten sonra karigim olarak da verildi. Bunun igin 20.0 mg/L
atenolol ve metoprolol karisimi hazirlandi ve elektrolit ¢dzeltisi olarak 25.0 mM borat tamponu
secildi Elde edilen elektroferograma goére, metoprolol (pKa 9.5) ve atenolol (pKa 9.6) arasinda
pik ayrimi gézlenemedi (Sekil 31c). iki analitin pKa degerlerinin birbirine gok yakin olmasi ve
dolayisiyla polarite farkinin olmamasi, apolar bir kolonda ayrimin gergeklesmemesinin ana

sebebi olarak degerlendirildi.

ik olarak elektrolit ¢ozeltisinin derisimi 10.0 mM olarak degistirildi. Elektrolit ¢ozeltisinin
derigimi olusan elektrik ¢it katmanin kalinhgini degistirerek elektroosmotik akigi biylk élglide
etkiler. Borat tamponunun derigiminin disurilmesi analitin kolonda kalma slresini kisaltti ve

piklerin az da olsa ayrilmasina yol agti (Sekil 31(d)).

Calismalarin devaminda, tampon c¢oézelti pH’si, uygulanan voltaj, tarama hizi, enjeksiyon

basinci degistirilerek yeni elektroferagramlar elde edilse de tatmin edici sonug¢ alinamadi.

Sonug olarak optimum parametreler su sekilde belirlendi; 20.0 kV voltaj (6.0 W, 300 yA), 10.0
mM borat tamponu (pH 9.5), 50.0 mbar enjeksiyon basinci, 5.0 s enjeksiyon suresi, 25.0 °C

kaset sicakhdi, 2.5 Hz tarama hizi.

Metoprolol i¢in olusturulan CE kalibrasyon grafigi Sekil 32°de verilmektedir. Metoprolol igin
LOD ve LOQ sirasiyla 0.22 mg/L ve 0.73 mg/L olarak hesaplandi.
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Sekil 31. (a) Metoprolol ve (b) atenololiin pH 9.5'de elde edilen elektroferogrami, (c) atenolol
ve metoprolol karisiminin 25.0 mM pH 9.5 borat tamponu iginde elde edilen elektroferogrami,
(d) atenolol ve metoprolol karisiminin 10.0 mM pH 9.5 borat tamponu iginde elde edilen
elektroferogrami (Agilent series 7100 Capillary Electrophoresis, kolon: Agilent 75 mm FS
undeactivated column, analit derisimi: 20.0 mg/L, dalga boyu: 225 nm)

y = 0.9385x + 1.0525
.| R#=0.9978

Absorbance, mAL
@
&
S

2500

Derisim, mgL*

Sekil 32. Metoprolol igin kalibrasyon grafigi. Agilent 7100 series CE-DAD sistemi, Agilent

Technologies, FS, (75 ym id, 57 cm kapiler uzunlugu, 50 cm efektif uzunluk), 25.0 mM borat
tamponu (pH 9.5), 220 nm)
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3.5 Kaplama Malzeme Sentezi ve Karakterizasyonu
3.5.1 Anti-kanser ilag Etken Maddeleri igin MIP/NIP Sentezi
3.5.1.1 Monolitik ve Mikro/Nano Kirecik MIP/NIP Karakterizasyonu

Calismanin ilk kisminda, AA-TRIM-DMSO formulasyonlari, farkli sablon:monomer:gapraz
baglayict molar oranlari (1:1:20, 1:4:20, 1:8:20 and 1:8:10) kullanilarak sablon molekuli (5-

FU) tanima kisimlari olusturuldu.

AA fonksiyonel monomeri baskilanmig baglanma kisimlariyla baglanma etkilegsiminden
sorumludur. AA’nin fonksiyonel monomer olarak segilmis olmasinin temel nedeni AA’daki
temel amin gruplariyla sablon molekllin etkilesime girmesidir. Sentezlenen 5-FU baskilanmig
ve baskilanmamis polimerlerin SEM goéruntileri  Sekil 33'de verilmektedir. Yigin
polimerlesmesi kullanilarak monolitik polimerlesme elde edildi. Molekller baskilanmis ve

baskilanmamis polimerlerin morfolojileri arasinda herhangi bir fark goriimedi.

Sekil 33. NIP/MIP monolitlerinin SEM géruntileri. (a) NIP (1:1:20 AA), (b) MIP (1:1:20 AA) (c)
NIP (1:4:20 AA), (d) MIP (1:4:20 AA), (e) NIP (1:8:20 AA), (f) MIP (1:8:20 AA), (g) NIP (1:8:10
AA), (h) MIP (1:8:10 AA)
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Calismanin ikinci kisminda, 1:8:20 oraninda MAA-TRIM-DMSO polimer formulasyonu
kullanilarak sablon molekili tanima kisimlart  elde edilmeye calisildi.  Toplam
monomer/porojen orani (w/v) polimer morfolojisini kontrol etme imkani sunmaktadir. Eger bu
oran %5.0’'ten klglkse g¢okturerek polimerlesme gergeklesir ve kiresel polimer elde edilir.
Calismanin ikinci kisminda, ilk olarak yigin polimerlesme metodu kullanilarak (%32.5) MIP/NIP
polimerler sentezlendi; goktirme metodu kullanilarak da kuresel polimerler elde edildi (% 2.5).
Sekil 34 (a) ve (b)'de goruldugu gibi MIP/NIP monolitik polimer morfolojisinde herhangi bir fark
gozlenmedi. MIP mikro-kiresel polimer c¢ozeltisi 1:8:10 orani kullanilarak 40,0 mL
asetonitri:metanol karisiminda hazirlandi (20:20 v/v) (Sekil 34(c)). Porojen karisimindaki
asetonitril orani artirilarak (180:20 v/v) MIP nano kureleri elde edildi (Sekil 34(d)). Bu
calismada fonksiyonel monomer ve sablon molekul arasinda kovalent olmayan etkilegsimler
(hidrojen bagi, hidrofobik ve iyonik etkilesimler) kullanilarak baskilama yapildi. Bu yaklagim
sablon moleklil ve monomer kompleksinin kolay hazirlanmasini ve sablon molekllin

polimerden kolay bir sekilde geri alinmasina olanak saglamaktadir.

Sekil 34. NIP/MIP monolitlerinin SEM géruntdleri. (a) NIP (1:8:20 MAA), (b) MIP (1:8:20 MAA),
(c) MIP (1:8:10 AA, (20:20 v/v)), (d) MIP (1:8:10 AA (20:180 v/v))

3.5.1.2 Geri Baglanma Deneyleri

Farkli oranlarda AA-TRIM-DMSO formdilasyonlari kullanilarak (1:1:20, 1:4:20, 1:8:20 ve
1:8:10) sentezlenen tim MIP/NIP monolitleri 5-FU sorpsiyon kapasitelerine goére incelendi.
Sekil 35, 36, 37 ve 38, 5-FU derisiminin artirimasiyla, sablon molekile 6zgi baglanma
kisimlarina sahip olmasindan dolayi MIP monolitin NIP monolite gére daha iyi sorpsiyon

kapasitesine sahip oldugunu gdstermektedir.
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MIP ve NIP monolitleri arasindaki en yiksek baglanma kapasitesi farki 1:1:20 sentez
formUlasyonunda, 250.0 mg/L derisimde elde edildi (Sekil 35). Bu nedenle sonraki agsamalarda
SPE sorbenti hazirlanmasinda bu oran kullanildi. Elde edilen bazi sonuglar beklentilerin

disinda seyrettiginden cesitli ek deneyler yapilmaktadir.
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Sekil 35. MIP/NIP monolitlerinin (1:1:20 AA) geri baglanma karakteristigi (Agilent 1200 Series
HPLC-DAD, C30 kolon (YMC C30 (250 mm x 4.6 mm)), 90:10 su:asetonitril mobil faz, 0.8
mL/min akis hizi, 220 nm, n=3)
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Sekil 36. MIP/NIP monolitlerinin (1:4:20 AA) geri baglanma karakteristigi (Agilent 1200 Series
HPLC-DAD, C30 kolon (YMC C30 (250 mm x 4.6 mm)), 90:10 su:asetonitril mobil faz 0.8
mL/min akis hizi, 220 nm, n=3)
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Sekil 37. MIP/NIP monolitlerinin (1:8:20 AA) geri baglanma karakteristigi (Agilent 1200 Series
HPLC-DAD, C30 kolon (YMC C30 (250 mm x 4.6 mm)), 90:10 su:asetonitril mobil faz, 0.8
mL/min akis hizi, 220 nm, n=3)
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Sekil 38. MIP/NIP monolitlerinin (1:8:10 AA) geri baglanma karakteristigi (Agilent 1200 Series
HPLC-DAD, C30 kolon (YMC C30 (250 mm x 4.6 mm)), 90:10 su:asetonitril mobil faz, 0.8
mL/min akis hizi, 220 nm, n=3)

Fonksiyonel monomer MAA ile sentezlenen MIP/NIP monolitleri 5-FU'nun 250.0 mg/L
derisiminde en yuksek sorpsiyona ulasti (Sekil 39). Hatta %-FU derisimi arttikca NIP
sorpsiyonu da artis gdsterdi. Bu sonuglarin da énimuzdeki deneylerde incelenmesi planlandi.
Diger yandan, MIP/NIP mikro/nano kireleriyle de tekrar baglanma deneyleri yapildi; ancak,

MIP ve NIP monolitleri arasinda herhangi bir fark gdézlenmedi.
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Sekil 39. MIP/NIP monolitlerinin (1:8:20 MAA) geri baglanma karakteristigi (Agilent 1200 Series
HPLC-DAD, C30 kolon (YMC C30 (250 mm x 4.6 mm)), 90:10 su:asetonitril mobil faz, 0.8
mL/min akis hizi, 220 nm, n=3)

3.5.1.3 Secicilik Deneyleri

MIP/NIP monolitlerinin antikanser ilaci 5-florourasil ve benzer yapidaki antikanser ilaci olan 5-
azasitidin molekuliine gére sorpsiyon kapasiteleri karsilastirildi. Sekil 40°da goéruldugu gibi, 5-
FU baskilanmis polimer baskilanmamis polimere gére 5-FU’ya daha iyi sorpsiyon gosterirken
5-AC sorpsiyonu ¢ok daha disuktu. Bunun sebebi, 5-AC’nin, 5-FU’ya gére daha buyuk bir
molekll olmasi ve 5-FU molekuliine 6zgl bosluklara girememesidir. Diger taraftan, NIP
monolitinin 5-AC ve 5-FU sorpsiyon kapasiteleri arasinda herhangi bir fark gézlenmedi. Bu
molekulller NIP monoliti ylzeyine spesifik olmayan etkilesimlerle baglanmis olmalidir. Bu

sonuglara gére MIP monolitinin 5-FU’ya segici davrandigi sdylenebilir.
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Sekil 40. MIP/NIP monoliti icin secicilik deneyi (1:1:20 AA) (Agilent 1200 Series HPLC-DAD
(YMC C30 kolonu (250 mm x 4.6 mm)), 90:10 saf su:asetonitril mobil faz 0.8 mL/min akis hizi,
220 nm, n=3)

3.5.1.4 Kati Faz Ekstraksiyon ile Kaplama Malzemesi Karakterizasyonu

Cozeltinin pH degeri sorpsiyon verimliligi agisindan énemli bir rol oynamaktadir. Polimer
matrisindeki amin gruplarinin net yiki ve 5-FU aktif baglanma kisimlari pH degisimlerinden
etkilenebilmektedir. Sorbentteki amin gruplari ve sablon molekul arasinda hidrojen bagi yapma

egilimi buna goére belirlenir.

Cozelti pH’si genis bir aralikta degistirilerek (1.0, 3.0, 5.0, 7.0, 10.0) MIP/NIP monolitlerinin
sorpsiyon 6zelliklerine etkisi incelendi. Tum sorbentler pH 1.0 ve pH 10.0 dederlerinde distk
sorpsiyon goésterdi. Bu, 5-FU hidroksil gruplarinin asidik ortamda protonlanmasindan ve
bdylece ¢ozunurliginin artmasi sebebiyle sablon molekil ile monomer arasindaki hidrojen
baginin etkilenmesinden kaynaklanmis olabilir. pH 10.0’daki sorpsiyonun azalmasi ortamdaki
proton eksikligiyle aciklanabilir. Sekil 41-45 arasinda, farkli sentez oranlarinin 5-FU
sorpsiyonuna etkisi gosterilmektedir. Sonuglar, MIP/NIP (1:1:20 AA) ve MIP/NIP’nin (1:4:20
AA) pH 5.0'de, MIP/NIP’nin (1:8:20 AA) pH 3.0’de, MIP/NIP (1:8:10 AA) ve MIP/NIP’nin (1:8:20
MAA) pH 7.0’de segici sorpsiyona sahip oldugunu gdstermektedir.
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Sekil 41. Cozelti pH’sinin 5-FU sorpsiyonuna etkisi (MIP/NIP, 1:1:20 AA) (Agilent 1200 Series

HPLC-DAD (YMC C30 (250 mm x 4.6 mm)), 90:10 su:asetonitril mobil faz, 0.8 mL/min akis
hizi, 220 nm, n=3)
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Sekil 42. Cozelti pH’sinin 5-FU sorpsiyonuna etkisi (MIP/NIP, 1:4:20 AA) (Agilent 1200 Series

HPLC-DAD (YMC C30 (250 mm x 4.6 mm)), 90:10 su:asetonitril mobil faz, 0.8 mL/min akis
hizi, 220 nm, n=3)
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Sekil 43. Cozelti pH’sinin 5-FU sorpsiyonuna etkisi (MIP/NIP, 1:8:20 AA) (Agilent 1200 Series

HPLC-DAD (YMC C30 (250 mm x 4.6 mm)), 90:10 su:asetonitril mobil faz, 0.8 mL/min akis
hizi, 220 nm, n=3)
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Sekil 44. Cozelti pH’sinin 5-FU sorpsiyonuna etkisi (MIP/NIP, 1:8:10 AA) (Agilent 1200 Series

HPLC-DAD (YMC C30 (250 mm x 4.6 mm)), 90:10 su:asetonitril mobil faz, 0.8 mL/min akis
hizi, 220 nm, n=3)
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Sekil 45. Cozelti pH’sinin 5-FU sorpsiyonuna etkisi (MIP/NIP, 1:8:20 MAA) (Agilent 1200
Series HPLC-DAD (YMC C30 (250 mm x 4.6 mm)), 90:10 su:asetonitril mobil faz, 0.8 mL/min
akis hizi, 220 nm, n=3)

MIP monolit miktari 5.0 mg-100.0 mg arasinda degistirilerek sorpsiyona etkisi incelendi.
Sorpsiyon kapasitesinin sorbent miktar artigina bagli olarak az da olsa arttig1 gozlendi (Sekil
46). En yiksek sorpsiyon 100.0 mg sorbent miktarinda elde edildi. Standart sapma degerleri
50.0 mg sorbentin yeterli olabilecedini gostermektedir.
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Sekil 46. Sorbent miktarinin 5-FU sorpsiyonuna etkisi (MIP, 1:1:20 AA) (Agilent 1200 Series

HPLC-DAD (YMC C30 (250 mm x 4.6 mm)), 90:10 su:asetonitril (pH 5.0) mobil faz, 0.8 mL/min
akis hizi, 220 nm, n=3)
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Sorbent miktari sabit tutularak (100.0 mg) MIP sorpsiyon kapasitesinin ¢alkalama suresine
(1.0, 5.0, 15.0, 30.0, 60.0, 120.0 min) etkisi incelendi. Calkalama suresi 1.0 dakika oldugunda
bile ¢cok ylksek sorpsiyon elde edildi (Sekil 47). Hatta, gereginden uzun calkalamanin,
tutunmus analitin ¢ozeltiye geri kagmasina ve sorpsiyon etkinliginin dusmesine yol agabilecegi
g6z éninde bulundurulmaldir.
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Sekil 47. Calkalama suresinin 5-FU sorpsiyonuna etkisi (MIP, 1:1:20 AA) (Agilent 1200 Series
HPLC-DAD (YMC C30 (250 mm x 4.6 mm)), 90:10 su:asetonitril (pH 5.0) mobil faz, 0.8 mL/min
akis hizi, 220 nm, n=3)

3.5.2 Diiiretik ilag Etken Maddeleri igin Kaplama Malzemeleri
3.5.2.1 Diiiiretik ilag Etken Maddeleri igin Sol-jel Sentezi

Sol-jel ydntemi ile sentezlenen silikatlarin pargacik boyut kontrolinl sadlamak icin yapilan
calismalarda, bolim 2.2.2.1'de bahsedilen yontem ile TEOS ve EtOH miktarinin degistiriimesi
uzerine gidildi. Sekil 48 ile 49'da verilen grafikler partikil boyutunun ayarlanmasi gerektiginde
kullanilacak oranlari gostermektedir. Tablo 11'de bulunan 1. deneme igin taramali elektron
mikroskop (SEM) goérintisu Sekil 50'de gosterilmektedir.

Sekil 48'de goriilecegi Uzere, TEOS miktarinin degistiriimesi ortalama partiktl biyikliginde
(150-250 nm arasinda) 6nemli bir degisiklige neden olmasa da Uretilen silika jel miktarinda
degisiklige sebep oldu.

ikinci bolimde, diger parametreler sabit tutulurken, EtOH miktari degistirildi (Tablo 11). Sekil
49’da goruldiglu Uzere solvent miktarinin arttiriimasi ortalama partikil ¢capinin kiglilmesine

neden olmaktadir. iigili SEM gériintiileri ve partikiil boyut dagilimlari Sekil 51°de verilmektedir.
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EtOH miktarinin artmasiyla partikil boyutunun azalmasinin en blyik nedeni pargaciklar arasi
boslugun solvent miktari ile arttirimasidir. Sol-jel olusumu sirasinda birbirinden uzak olan
parcaciklar aglomerasyona ugramadan bulunduklari konumda blyime egilimindedir ve nano-
partikll boyutunda kalabilir. Solvent miktarinin arttirlmasinin diger énemli sonucu, partikdl
boyut dagilim grafigindeki daralma, yani daha homojen partikil olugsumudur. Diger
parametreler ayni tutuldugunda, partikil boyutu 15 mL EtOH kullanildiginda 150-450 nm, 25
mL’de 120-400 nm, 45 mL’de 110-340 nm ve 55 mL’'de 80-250 nm arasinda degismektedir.
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Sekil 48. TEOS hacmindeki degisimin ortalama silika partiktl boyutuna etkisi
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Sekil 49. EtOH hacmindeki degisimin ortalama silika partikul boyutuna etkisi
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Sekil 50. Silika sol-jel SEM géruntisu (1 No’lu deney, Tablo 11)
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Sekil 51. Sentez prosedurinde farkli EtOH hacimleri ile elde edilen silikatlarin (Tablo 11) SEM
goruntileri. (a) 15 mL EtOH, (b) 25 mL EtOH, (c) 45 mL EtOH, (d) 55 mL EtOH (l¢ sekiller
partikil boyut dagilimini géstermektedir.)
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3.5.2.2 Sol-jel Sentezi ile Uretilen Silikat Sorbentlerin Yiizey Modifikasyonu

Silikat yapilarinin yizeyinin amin fonksiyonel gruplari ile modifiye edildigi 6rneklerin morfolojisi
ve ayrintili yiksek ¢ozunurlikli géruntileri SEM/EDX kullanilarak incelendi (Sekil 52 ve Sekil

53). Sonugclar, modifiye ylizeylerdeki yaklasik amin ylzdesini ve fonksiyonlastirma isleminin
basarisini géstermektedir.

Sekil 52. Amin fonksiyonel grubu ile modifiye edilmig silikatlarin SEM géruntuleri

Electron Image 3
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Sekil 53. Amin fonksiyonel grubu ile modifiye edilmis silikatlarin EDX sonuglari
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3.5.2.3 Sol-jel Sentezi ile Uretilen Sorbentlerin Karakterizasyonu

Amin, fenil ve hem amin hem fenil gruplariyla ayni anda modifiye edilmis ve modifiye edilmemis
silika sol-jel partikillerinin sorpsiyon kapasiteleri Sekil 54’de gdésterilimektedir. Sekildeki Q
degeri, 1.0 g sorbent Gizerinde tutulan analitlerin (mmol) miktarini gésterir. Bu tir sorbentlerde
analite segici bir sorpsiyon beklenmedigi icin analitler karigsim olarak ytklendi. Analitlerin, amin
gruplari ile modifiye edilmis silikatlar ile H-bagi olugturmasi ve/veya fenil gruplari ile modifiye
edilmis silikatlar ile 1r-17 istiflenmesi yapmasi ve bdylece sorpsiyonun artmasi beklenmekteydi.
Ancak, sonugclar, 6zellikle 100.0 mg/L analit derisimlerinde ¢ok blyuk standart sapma
oldugunu, sorbent kapasitesinin bu nispeten ytiksek derisim icin yeterli olmadigini ve silika
ylzeyinin adi gegen fonsiyonel gruplarla modifiye edilmesinin sorpsiyonu artirmadigini, tam
tersine dusurdigini gdstermektedir. Modifiye edilmemis silikanin daha ylksek sorpsiyon
gOstermesinin nedeninin, analit molekulleri ile silika ylzeyi arasindaki H-bagdi ve elektrostatik

cekim kuvveti olabileceg@i dusunulmektedir.
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Sekil 54. (a) BFT, (b) HCT, (c) CT igin amin ile modifiye edilmis, fenil ile modifiye edilmis, hem
amin hem fenil ile modifiye edilmis ve modifiye edilmemis silika sol-jel partiklllerinin sorpsiyon
kapasiteleri
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3.5.2.4 Diiiretik ilag Etken Maddeleri igin Kaplama Malzemeleri

3.5.2.5 Organik Bazli MIP/NIP Sentezi

MIP ve NIP'ler SEM ile de incelendi (Sekil 55). Olasi degisiklikler molekuler dizeyde olacagi

icin SEM ile takip edilmesi mimkin degildir; sadece morfolojik yapi incelemesi igin kullanildi.

Beklendigi gibi MIP'ler ve NIP'lerin morfolojik yapilari arasinda belirgin bir fark gézlenmedi.

Sekil 55. MIP ve NIP’lerin SEM goéruntuleri

Sablon molekul varliginda sentezlenen polimerler 90:10 MeOH:HOAC (v/v) ¢dzeltisi ile yikandi

ve BFT'nin 10 yikamadan sonra MIP’den tamamen uzaklagtirildigi géruldi. BFT'nin MIP’den

cikariimasindan énce ve sonraki elektroferogrami Sekil 56'da verilmektedir.
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Sekil 56. BFT'nin MIP sorbentinden ¢ikariimadan énceki ve sonraki elektroferogrami
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3.5.2.6 inorganik Bazli MIIP/NIIP Sentezi

MIIP'lerin ve NIIP'lerin yapisal 6zellikleri SEM ile incelendi (Sekil 57). Yine beklendigi gibi,
morfolojik agcidan MIIP'ler ve NIIP'ler arasinda belirgin farkhliklar gézlenmedi. Sablon molekdl
varliginda sentezlenen silika bazli polimerler 90:10 MeOH:HOAc (v/v) ¢ozeltisi ile yikandi ve

BFT’nin 10 yikamadan sonra polimerden tamamen uzaklastinildigi géralda. BFT'nin MIIP’den

¢ikariimasindan énce ve sonraki elektroferogrami Sekil 58'de verilmektedir.
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Sekil 57. MIIP ve NIIP’lerin SEM goéruntuleri
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Sekil 58. BFT'nin MIIP sorbentinden ¢ikariimadan énceki ve sonraki elektroferogrami
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3.5.2.7 Molekiiler Baskilama Metodu ile Uretilen Sorbentlerin Karakterizasyonu
3.5.2.8 Geri Baglanma Deneyleri

MIP ve NIP partikullerinin sorpsiyon kapasiteleri Sekil 59'da verilmektedir. Q degeri 1.0 g MIP
veya NIP sorbenti Uzerinde tutulan analitlerin (mmol) miktarini gosterir. Dusuk analit
derigimlerinde MIP ve NIP arasindaki sorpsiyon farki gérilmeye baslandi; 25.0 mg/L‘den sonra
MIP ve NIP sorbentlerinin arasindaki fark iyice belirgin hale geldi. MIP'nin sorpsiyon
kapasitesindeki gézlenen dogrusala yakin artis ve analit derisimiyle NIP sorpsiyonu arasinda
ayni trendin goérilmemesi, 6zel bir sekilde sentezlenen MIP'nin BFT'ye olan seciciliginin
gostergesidir. Burada behsedilmesi gereken diger bir husus, Ozellikle yuksek analit
derisimlerinde NIP’nin sorpsiyonundaki standard sapma degerlerinin ylksekligidir. Bu, NIP’nin

segici sorpsiyon bosluklarina sahip olmadiginin diger bir kaniti olarak yorumlanmaldir.

Benzer sekilde, MIIP ve NIIP pargaciklarinin sorpsiyon 6zellikleri ve kapasiteleri de incelendi.
Sekil 60'da verilen sonuglar, MIIP ve NIIP’lerin sorpsiyon kapasiteleri arasindaki farkin tutarli
olmadiginin ve standart sapma degerlerinin yuksekligi tekrarlanabilirlikte sorun oldugunun
gostergesidir. Bu baglamda, MIIP ve NIIP’'nin, BFT sorpsiyonu icin segici sorbent davranigi

gostermedigi belirtilebilir.
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Sekil 59. MIP ve NIP'nin sorpsiyon kapasitesi
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Sekil 60. MIIP ve NIIP’nin sorpsiyon kapasitesi

3.5.2.9 Segcicilik Deneyleri

Yapisal olarak benzer bilesikler kullanilarak yapilan MIP ve NIP sorbentlerinin segicilik
calismasinin sonucunda elde edilen sorpsiyon kapasiteleri Sekil 61’de verilmektedir. BFT ile
yapisal olarak benzer bilesikler olan HCT ve CT'nin varhginda MIP, NIP'den daha ylksek bir
sorpsiyon kapasitesine sahiptir. Bu, MIP'de basarili bir sekilde Uretilen analit (BFT)
bosluklarinin kanitidir. HCT ve CT igin, MIP ve NIP neredeyse ayni sorpsiyon Ozelligini

gOstermektedir. Ayrica, bu iki bilesik icin Q degerleri, BFT'ninkine kiyasla daha dusuktar.

HCT ve CT’nin varhginda MIIP ve NIIP, BFT'ye segici sorpsiyon gdstermedi (Sekil 62).
Herhangi bir bilesik icin MIIP ve NIIP sorpsiyon kapasiteleri arasinda belirgin bir fark yoktur.
Bu sonug, sorpsiyonun, sorbentlerin yutzeyindeki etkilesimlere dayali oldugunu, analit
molekuline 6zgu bosluklarin olusturulamadigini géstermektedir.
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Sekil 61. Yapisal olarak benzer bilesiklerin varliginda MIP ve NIP’nin sorpsiyon kapasitesi
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Sekil 62. Yapisal olarak benzer bilesiklerin varhginda MIIP/NIIP’nin sorpsiyon kapasitesi

3.5.3 B-bloker ilag Etken Maddeleri igin Kaplama Malzemeleri
3.5.3.1 B-bloker ilag Etken Maddeleri igin Sol-jel Sentezi

Silika sol jel sentezi sirasinda, alkoksit ¢ozeltisi 60.0 mL etanol ve 1000.0 yL TEOS
kullanilarak, katalizér c¢ozeltisi ise 10.0 mL deionize su ve 1.05 mL %26’k NHs.H.O
kullanilarak hazirlandi. Daha sonra hazirlanan bu iki ¢ozelti karistirildi ve jellesme islemi
gerceklestirildi. Olusan silika partikillerinin SEM goérintist Sekil 63’de verilmektedir. Partikl
¢api yaklasik 120 nm’dir.
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Sekil 63. Sol-jel ydontemiyle sentezlenen silika partikullerinin SEM goéruntusu

3.5.3.2 Sol-jel Senteziyle Uretilen Sorbentin Karakterizasyonu

Sentezlenen silika nanopartkillerinin sorpsiyon kapasitesini arastirmak igin farkli derigimlerde
(1.0 mg/L-250.0 mg/L) hazirlanan 10.0 mL metoprolol ¢ozeltileri 10.0 g silika sorbente
eklenerek orbital calkalayicida 24 saat c¢alkalandi. Sirenin sonunda sorbentler membran

filtrasyon duzenegi kullanilarak stzuldu ve filtrattaki metoprolol miktari CE-DAD ile belirlendi.

Silika nanopartikullerin yuzeyi herhangi bir fonksiyonel grupla modifiye edilmedigi icgin
metoprolole 6zgu segici alanlara sahip degildir. Bu nedenle, metoprolol sentezlenen silika
partiklllere sadece yuzeyden baglandi. Q degeri 25.0 mg/L ile 100.0 mg/L arasinda birbirine
yakindir. Derigim 250.0 mg/L‘e yukseltildiginde sorpsiyon da artti (Sekil 64).

u
oz
o
=)
g
go1h
L}
/-—-\‘-_/
0.0 | ™
1 1 ] L 1 1
0.0 50.0 100.0 150.0 200.0 250.0
Derisim, mgL-"

Sekil 64. Silika partikullerinin sorpsiyon grafigi
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3.5.3.3 B-bloker ilag Etken Maddeleri igin MIP/NIP Sentezi
3.5.3.4 B-bloker ilag Etken Maddeleri igin Organik Bazli MIP/NIP Sentezi

Metoprolol, kalp ilaglarinda en ¢ok kullanilan etken maddelerdendir. Konjestif kalp yetmezligi,
hipertansiyon ve anormal kalp ritmi hastaliklarinin tedavisinde kullanilir. Kalp atim hizini
dusurdugu ve el titremesini engelledigi icin doping maddesi olarak da kullanilan metoprolol
Dinya Anti-Doping Ajansinin (WADA) yasakh maddeler listesindedir. Kaplama dolgu
malzemesi olarak sentezlenen sorbentlerin karakterizasyon c¢alismalarindan sonra
metoprolole karsi secicilii en ylksek olan sorbentin kolon dolgu malzemesi olarak
kullaniimasi amagclandi. Bu amagla, ilk olarak 2 farkli morfolojiye sahip molekiler baskilanmig
polimer sentezlendi. Metoprolol sablon molekil, metakrilik asit (MAA) monomer,
trimetilolpropantrimetakrilat (TRIM) capraz baglayici, 4,4-azobis(4-siyano valerik asit) (AIVN)
baslatici ve asetonitril ¢dzgen olarak kullanildi. Sentezden sonra sablon molekil MIP’den
uzaklastinldi (Sekil 65).

Asetonitril miktarinda yapilan degisim, farkli morfolojilere sahip polimerlerin olusmasina sebep
oldu. Sentezlenen polimerlere ait kisaltmalar, kullanilan oranlar ve elde edilen partikil boyutlar

Tablo 22’'de 6zetlenmektedir.

Tablo 22. Metoprolol icin MIP/NIP sentez parametreleri

Metoprolol MAA TRIM AIVN ACN | Partikul boyutu

Kisaltma | Aciklama (mmol) (mmol) | (mmol) | (mmol) | (mL) (um)

Molekuler
MIP50 baskilanmis 0.5 4.0 20.0 0.48 50.0 X
yekpare polimer

Molekuler
NIP50 baskilanmamis 0.0 4.0 20.0 0.48 50.0 X
yekpare polimer

Molekuler
MIP200 baskilanmis nano 0.5 4.0 20.0 0.48 200.0 0.400
kuresel polimer

Molekler
baskilanmamis
nano kuresel
polimer

NIP200 0.0 4.0 20.0 0.48 200.0 0.402
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20. Yikama sonrasi

Metoprolol 20,0 mglL*

20 25 30 )5 40
Zaman |dak)

Sekil 65. Metoprolol sablonlu MIP’lerin yilkama oncesi ve sonrasi elektroferogrami (Agilent
7100 series CE-DAD sistemi, Agilent Technologies, FS, (75 um id, 57 cm kapiler uzunlugu, 50
cm efektif uzunluk), 25.0 mM borat tamponu (pH 9.5), 220 nm)

Secilen polimerlerin karakterizasyonuna ilk olarak taramali elektron mikroskobuyla (SEM)
baslandi (Sekil 66). SEM gérintileri sentezlenen MIP ve NIP’ler arasinda morfolojik olarak bir
fark gostermedi. Fakat Sekil 66 (a) ve (c) veya (b) ve (d)'deki gorintiler, farkh ¢oézgen
miktarlariyla sentezlenen polimerlerin agik bir sekilde farkli morfolojilere sahip oldugunu
gOstermektedir. MIP sentezinde monomer ve ¢bzgen oraninin morfolojiyi etkiledigi
bilinmektedir. Cézgen miktari arttirildikga yekpare bir gérinimden mikro ve nano boyutta
kiresel parcaciklara gegilmektedir. Kuresel sekilli pargaciklarin, sablon molekul icin homojen
baglanma alani sagladigi séylenebilir. MIP200 i¢cin monomer:¢ézgen orani % 2.08’dir. Bu oran
kiresel partikul olusumunu agiklar. MIP50 igin ise monomer:¢gézgen orani % 8.32°dir. Bu oran
da yekpare morfolojiyi dikte eder. Kisaca, ¢dkeltme polimerizasyonu igin yeterli ¢ézgen
saglandiginda polimer, aglomerasyon yoluyla blylmek yerine kiresel partikil seklini

almaktadir.
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Sekil 66. (a) MIP200, (b) NIP200, (c) MIP50 ve (d) NIP50’nin SEM gériintileri

3.5.3.5 B-bloker ilag Etken Maddeleri igin Sentezlenen Organik Bazli MIP/NIP’lerin
Karakterizasyonu

3.5.3.6 Geri Baglanma Deneyleri

Sentezlenen MIP200 ve MIP50’nin NIP200 ve NIP50’den farkini gostermek igin geri baglanma
deneyleri yapildi. Bu amagla, 1.0, 5.0, 10.0, 25.0, 50.0, 100.0 ve 250.0 mg/L’lik metoprolol
¢cozeltileri hazirlandi ve 10.0 mg sorbent eklendikten sonra orbital karistiricida 24 saat
karistirildi. Sirenin sonunda sorbentler membran filtrasyon ile suzlldu ve filtrattaki metoprolol
miktari CE-DAD ile belirlendi. Q degeri (1.0 g MIP veya NIP sorbenti Uzerinde tutulan analitlerin
(mmol) miktar1) hesaplandi ve grafikler olugturuldu (Sekil 67). MIP ve NIP arasindaki sorpsiyon
farki, MIP yapisinda metoprolole 6zgu bosluklar olustugunu ve NIP’nin daha ylksek sorpsiyon
kapasitesine sahip oldugunu goéstermektedir. NIP, sadece yuzeyinde bulunan fonksiyonel
gruplar aracihigiyla metoprolold tutmaktadir. Ayrica MIP200’lUn doygunluk noktasi 50.0 mg/L
olarak belirlenirken MIP50 icin bu deger 100.0 mg/L’dir. MIP200/NIP200 cifti i¢in sorpsiyondaki
farklilagsma disiik metoprolol derisimlerinde basladigi halde, MIP50/NIP50 cifti 50.0 mgL™* gibi
nispeten yuksek bir derisimde bile ayni sorpsiyona sahiptir. Bu nedenle bundan sonraki

deneylere MIP200 ile devam edildi.
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Sekil 67. (a) MIP200 ve NIP200’Un, (b) MIP50 ve NIP50’nin sorpsiyon grafikleri

3.5.3.7 Secicilik Deneyleri

Sentezlenen MIP200 ve NIP200’Un metoprolole segiciligini gdstermek amaciyla farkh ilag
etken maddelerinin (ibuprofen ve ketoprofen) varliginda secicilik deneyi yapildi. Bu amacla
derisimi 50.0 mgL* olan metoprolol, ketoprofen ve ibuprofen karigimi 10.0 mg MIP200/NIP200
sorbentine eklenip orbital karistiricida 24 saat karistirildi. Elde edilen sonuglar, MIP200’Un
metoprolole kargi daha yuksek secicilik gosterdigini kanitladi (Sekil 68). Ketoprofen ve
ibuprofen icin ise NIP200 daha yiiksek sorpsiyon gdsterdi. Bu sonug, ibuprofen ve ketoprofenin
MIP200’deki metoprolole 6zgi bosluklara girememesi ve NIP200’Un ylzeyine tutunmasiyla

aciklanabilir.
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Sekil 68. MIP200’Un ketoprofen ve ibuprofen varliginda metoprolole segiciligi

3.5.3.8 Elementel Analiz

Tablo 23’de goéruldugu Gzere, MIP200 ve NIP200 azot icermektedir. NIP200’deki azot (% 0.53)
AIVN 4,4-azobis(4-siyano valerik asit) kokenli olmaldir. Sentezden sonra (yilkamadan once),
MIP200, metoprololde bulunan amin gruplarindan kaynaklandigi didstnilen % 0.90 azot
yluzdesine sahiptir. Sablon molekulin MIP200’den uzaklastiriimasi icin yapilan yikama
isleminden sonra, azot icerigi NIP200’deki azot ylizdesine ¢ok yakin bir deger olan %0.54’e
dismektedir. Bu sonuglar, sentez ve sablon uzaklastirma/yikama adimlarinin basarisini

g6stermektedir.

Tablo 23. MIP200/NIP200 i¢in elementel analiz sonuglari

Molekdiler baskilanmis (MIP200) ve molekiiler Yiizde (w/w)
baskilanmamis (NIP200) polimerler C H N
NIP200 60.0 | 7.4 | 053

MIP200 (metoprolol polimerden

uzaklagtiriimadan 6nce) 987 | 7.7 | 0.90

MIP200 (metoprolol polimerden

uzaklastiriidiktan sonra) °8.22 | 7.7 | 054
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3.5.3.9 B-bloker ilag Etken Maddeleri igin inorganik Bazli MIIP/NIIP

Metoprolole segici davranmasi igin sentezlenen diger bir kaplama malzemesi molekuler
baskilanmis inorganik polimerlerdir. Bu amacla, sablon molekul olarak metoprolol, monomer
olarak trietoksifenilsilan (TPES) ve 3-aminopropiltrietoksisilan (APTES), capraz baglayici
olarak tetraetoksisilan (TEOS) kullanildi ve kovalent olmayan baskilama ydntemi ile sentez
gercgeklestirildi. Bu yaklasim, sablon molekdl ile fonksiyonel monomer arasinda hidrojen bagi,
hidrofobik ve iyonik etkilesimler kurulmasina baglidir. Bu sayede sablon molekilin polimer
matriksinden ayrilmasi kolayca saglanmaktadir. Sentezlenen MIIP ve NIIP’nin SEM géruntdleri
Sekil 69'de verilmektedir. Gorintiler, analit molekil metoprololin MIIP olusumu sirasinda

partikUllerin birbirine yakinlagsmasina ve daha homojen bir yapi olusturmasina sebep oldugunu

dusundurmektedir.

e
oyl Seacity O 0508 (2

Sekil 69. (a) MIIP, (b) NIIP’nin SEM géruntuleri

3.5.3.10 B-bloker ilag Etken Maddeleri igin Sentezlenen MIIP/NIIP Karakterizasyonu

3.5.3.11 Geri Baglanma Deneyleri

MIIP ve NIIP sorbentlerinin sorpsiyon kapasiteleri geri baglanma deneyleri ile arastirildi. Sekil
70’de goruldugu gibi MIIP, NIIP’ye gore yuksek sorpsiyon gdsterdi. Molekuler baskilanmig
inorganik polimerin sorpsiyon kapasitesinin artmasi polimer matriksindeki metoprolole 6zgu

bosluklar sayesindedir. Molekdler baskilanmamig inorganik polimerde segici bogluklar yoktur.
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Sekil 70. Metoprolol icin geri baglanma deneyi

3.5.3.12 Secicilik Deneyleri

Ketoprofen ve ibuprofen varliginda metoprololin MIIP ve NIIP tarafindan segici bir sekilde
tutulup tutulmayacagi incelendi. $ekil 71MIIP’nin metoprolole olan segici davranisini
kanitlamaktadir. Bélim 3.5.3.7°deki duruma benzer sekilde, NIIP ise ketoprofen ve ibuprofene
daha yuksek secicilik goésterdi. Bu, ketoprofen ve ibuprofenin MIIP’deki metoprolole 6zgi

bosluklara giremedigi ve NIIP’nin ylzeyinde tutundugunun goéstergesidir.

Sekil 67-68 ve 70-71 birlikte degerlendirildiginde, ketoprofen ve ibuprofen varliginda

MIIP200’Un metoprolole olan segiciliginin MIIP’den daha ylksek oldugu sdylenebilir.
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Sekil 71. MIIP’nin ketoprofen ve ibuprofen varliginda metoprolole seciciligi

74



v

TUBITAK

3.6 Kapiler Kolon Kaplama ve Karakterizasyonu
3.6.1 Sol-jel Yontemiyle Kapiler Kolon Kaplama

Tablo 20’de Ozetlendigi sekilde, soguk sentez ile Uretilen modifiye edilmemis silikanin (S2)
SEM gériintiisii Sekil 72’de verilmektedir. ilgili bdlimde de agiklandidi gibi, polimer ¢ozeltisi

CE cihazina takil kapiler kolona enjekte edildi ve sentez iceride tamamlandi.

Sekil 72. Modifiye edilmemis silika ile kaplanan kapiler kolonun SEM géruntisu

Kalan kolon gelistirme calismalari fiziksel morfolojiler agisindan tatmin edici sonuclar

vermemistir.

3.6.2 Molekiiler Baskilama ile Kapiler Kolon Kaplama

Bos kapiler kolon ve Tablo 20’de aciklandidi gibi hazirlanan kolonlarin SEM gdéruntuleri
sirasiyla Sekil 73 ve Sekil 74’te verilmektedir. Daha sonra ayrintili sekilde agiklanacagi gibi,
proje slUresi tamamlanmis olsa da kapiler kolonlarla ilgili ¢alismalar devam etmektedir ve
kazanilan tecribe, farkli analitler igin farkli kapiler kolonlarin hazirlanabilecegini
gOstermektedir. Sekil 74’e gore, kapiler kolon iginde ince bir kaplama (MIP3) vardir. Burada
reaksiyon kolondan baglatildi; MIP3, CE cihazinin enjeksiyon sistemi kullanilarak kolona
dolduruldu. Hazirlanan MIP3 kaplamal kapiler kolon ile analiz yapildi, ancak anlamli bir
elektrokromatogram elde edilemedi (Sekil 75 ve 76). Bunun, kolon dolgu maddelerinin
yeterince stabil ve homojen bir gekilde kolona doldurulamamasindan ve ayrica kapiler
kolondaki dedektorun okuma yaptigi acikligin 6lgum yapilamayacak derecede polimer ile
kaplanmis olmasindan kaynaklanmasi muhtemeldir. Kaplamanin yeterince stabil olmamasi
durumunda ¢dzgen gegisi sirasinda zarar gérmesi ve kopmasi (bleeding) da géz éninde

bulundurulmahdir. Sekil 75 ve 76 kararh bir arkaplan sinyalinin olmadigi da gostermektedir.
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Sekil 74. MIP ile kaplanmis kapiler kolonun SEM géruntusi
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Sekil 75. 50.0 ppm'lik tiazid ¢ozeltisinin elektroferogrami (MIP ile kaplanmis kapiler kolon)
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Sekil 76. 100.0 ppm'lik tiazid ¢cozeltisinin elektroferogrami (MIP ile kaplanmis kapiler kolon)

MIP200 polimer ¢ozeltisi ile doldurulan kapiler kolonun arakesiti Sekil 77°de gdsterilmektedir.
SEM gérintulerinden de anlasilacagdi tizere homojen bir kaplama elde edilemedi. Homojen ve
kararli kaplama proseddurlerinin arastirlmasi ve denenmesine devam edilmektedir. Projenin

final raporunun génderilmesinden sonra da galismalar devam edecektir.

Sekil 77. MIP200 ile kaplanan kapiler kolonun kesiti; buyttme (a) 2.500x, (b) 5.000x

Sekil 78de molekuler baskilanmis inorganik polimer (MIIP) kullanilarak hazirlanan kapiler
kolonun enine kesiti gérulmektedir. Kapiler kolonun geperinde kiresel pargaciklar seklinde bir
polimerlesme dikkat gekmektedir. Kapiler kolonun ¢eperindeki bu kaplama, agik tipumsu
kapiler kolon tipini akla getirmektedir. Hazirlanan polimer kapiler kolondan birkag¢ kez gegirildi
ve yekpare bir kaplama elde edilmeye caligildi. Ancak, kolon iginde meydana gelen

tikanikliktan dolayi kapiler kolon analiz igin tekrar kullanilamadi.
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Sekil 78. MIIP ile kaplanan kapiler kolonun kesiti; buyttme (a) 2.500x, (b) 5.000x

Sekil 79'daki kapiler kolon, MIP200 ¢ozeltisinin kapiler elektroforez cihazi sistemine entegre
edilmesi ile degil bir siringa ile doldurulmasi yoluyla hazirlandi. Goérintilerden anlasilacagi
Uzere burada gosterilen kaplama daha homojen gdériinmektedir. Siringa ile doldurma 30.0
cm’lik kolonda basarili olmadi ve analiz i¢in kullanilamadi. Sonuglar, polimerlesme ve kapiler
kolon doldurma prosedirlerinin daha iyi optimize edilmesi gerektiginin gdstergesidir. Bu

amagla, 6zel baglanti elemanlari siparis edildi ve yakin gelecek icin kaplama planlari yapildi.

Sekil 79. MIP200 ile kaplanan kapiler kolonun kesiti; buyttme (a) 5.000x, (b) 25.000x

MIP200 ile kaplanan kolon kapiler elektroforez cihazina takildi ve kapiler elektrokromatografi
(CEC) sistemiyle denemeler yapildi. Bu amagla, 50.0 mg/L ve 100.0 mg/L metoprolol ve
atenolol karigimi deionize su igerisinde hazirlandi. 10.0 mM borat tamponu (pH 9.5) elektrolit
cOzeltisi olarak kullanildi. Kaplamanin bozulmamasi veya basing sebebiyle kolondan
kopmamasi igin elektrokinetik enjeksiyon kullanildi. Hazirlanan agik tupumsu kapiler kolon
kasete sabitlendi ve kaset sicakligi 25 °C olarak ayarlandi. Standart karigim farkli voltaj ve
enjeksiyon surelerinde kolona enjekte edildi. Alinan elektroferogramlar Sekil 79'da

verilmektedir ve metoprolol ve atenololin birbirinden ayrilabilecegini ve ayri ayri tayin
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edilebilecegini gdstermektedir. Pik sekli, tutunma zamani vb. parametrelerdeki dedisim/kayma
heniiz optimize edilmedi ve kolon, kaplamanin stabil olmamasi sebebiyle birka¢ enjeksiyondan
sonra kullanilamadi. Ancak, kaplama prosedirinin tamamen optimize ediimemis olmasindan
kaynaklanan stabilite problemlerine ragmen elde edilen bu sonug olduk¢a uUmit vericidir ve

bundan sonraki ¢alismalar igin yol gostericidir.
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Sekil 80. CE cihazi igerisinde sicaklik ile hazirlanan kolon kullanilarak elde edilen metoprolol
ve atenolola ait elektroferogram. (a) 50.0 mg/L ve (b) 100 mg/L

Elektroferogramlardan da géruldugu tzere (Sekil 80), metoprololin kolonda uzun tutulma
suresi, kolonun metoprolole 6zgu spesifik tutunma alanlarina sahip olmasi ile agiklanabilir.
Daha dnemli sonug ise yapisal olarak birbirine benzeyen iki analitin hazirlanan kapiler kolon
ile birbirinden ayrilabilmesidir. Kargilagilan en blyuk problem kaplamanin homojen olmamasi
ve analitlerin kolonda kalma surelerinin tutarsizhgidir. Kolondaki homojen olmayan yapi her
analizde ayni sonuglarin alinmasinin onunde bir engeldir ve tolere edilemez. Ayni amacla
kullanilan ticari kolon bulunamadidi igin karsilastirma yapilamadi. Caligsmalarin devaminda

homojen kaplama yapabilmek icin denemeler yapilacaktir.

Metoprolol ve atenolol i¢in elde edilen kalibrasyon grafikleri Sekil 81’de gdsterilmektedir.
Grafikler 300.0 mg/L‘ye kadar dogrusal devam etmektedir. Dedeksiyon limiti (LOD) ve tayin
limiti (LOQ) sirasiyla 10.0 mg/L ve 32.02 mg/L’dir. Bu degerler biyolojik sivilarda disuk analit
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derigimleri belirlemeyi amaglayan bir ¢alisma icin yiuksektir. Ancak, ¢alismalarin bu kismi
oncelikle metodun uygun olup olmadigini géstermek i¢in yapildi ve olumlu sonuglar elde edildi.
Devaminda, gelistirilen kapiler kolon elektrokromatografi metodolojisinin kutle spektrometre
gibi daha hassas bir dedeksiyon sistemi ile birlestiriimesi ve ¢ok daha disik metoprolol ve
atenolol tayini igin kullaniimasi hedeflendi. Kiitle spektrometre ile planlanan deneyler, IYTE
Cevre Ar-Ge Merkezindeki TOF-MS sisteminde meydana gelen arizanin uzun suredir
giderilememesi sebebiyle henlz gerceklestirilemedi. Kolonlarin tekrar kullanilabilirliginde
yeterli gelisme saglanamadigi i¢in diger kurumlardaki kitle spektrometrelerin degerlendiriime

yoluna gidilmedi.
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Sekil 81. Metoprolol ve atenolol igin elde edilen kalibrasyon grafikleri (Agilent series 7100
Capillary Electrophoresis, kolon: Agilent series 75 mm MIP200 ile kaplanmis kolon, borat
tampon derigimi: 10.0 mM, analit derisimi: 20.0 mg/L, dalga boyu: 225 nm).

Raporun cesitli boélimlerinde belirtildigi gibi, CEC kolonlari hazirlanirken polimerlesme
asamasinda genellikle sicaklik uygulandi. Ancak, sicaklikla baslatilan polimerlesmenin
kontrolU zor oldugundan kolonlar siklikla tikandi ve iginden ¢dzelti gegiriimesinde genellikle
sorun yasandi. Bu durumda, uygulanan ylksek basin¢g da ¢&zim olmadi ve kolonun
kirlmasina kadar giden ekstra problemler olustu. Bu nedenle, polimerlesmenin kolon i¢inde
baglatiimasi daha uygun bir yol olarak goruldi. Sablon molekil, monomer, ¢apraz baglayici
ve baglaticidan olusan karigim kolonun i¢ine dolduruldu ve Bolum 2.3.2'de belirtildigi sekilde
UV kaynak altinda polimerlesmesi saglandi. UV kaynagi ile polimerlestirilen kaplamaya sahip
kolon kullanilarak alinan elektroferogram Sekil 82’de verilmektedir. Sekilden de goruldigu

uzere, CE ile ayrilamayan metoprolol ve atenololin hazirlanan CEC kolonuyla rahatlikla
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ayrilabilecegi ve tayin edilebilecedi anlasiimaktadir. Sicaklik kullanilarak (Sekil 80) ve UV
kaynagl kullanilarak  (Sekil 82) polimerlestirilen kaplamalara sahip  kolonlarin
elektroferogramlari kiyaslandiginda UV fotopolimerizasyon ile hazirlanan kolondaki girultinin
daha az oldugu gorulmektedir. Ancak, nispeten az olmasina ragmen, gurultl seviyesinin yine
de sinyali etkiledigi soylenebilir. Sinyaldeki gurultunin énemli bir kisminin 1sik kaynagi-
dedektor kisminin da polimer tabakasi ile kaplanmis olmasindan kaynaklandigi dusunalebilir.
CE sisteminde sirali diyot dedektorii (DAD) kullaniimaktadir. Olgiim sirasinda UV i1sini kapiler
kolondan gecer ve ¢dzeltinin absorbansi élgilir (Sekil 83). Olgimiin dogru sonug vermesi icin
Isik-cOzelti etkilesiminin oldugu pencerenin seffaf olmasi gerekir. Bu deney icin kapiler kolon
Bolim 2.3.2°de aciklandi§i sekilde dolduruldu. igi polimer ¢ézeltisi ile doldurulan kolon UV
ISinina maruz birakildi ve kolon geperinin kaplanmasina calisildi. Bu ¢alismada amag sistemin
galisip calismadiginin; baska deyisle, kolon icinde kaplama olup olmayacaginin ve varsa
ayirrm saglayip saglayamayacaginin belirlenmesi idi. UV isini-dedektdr penceresinde
olusabilecek kaplamanin olduk¢a ince olacagi ve kapiler borunun dlgiim penceresinde yeterl
seffaflik bulunacagi varsayildi. Ancak, élgcimler sirasinda gbzlenen gurilti seviyesi benzer
Olcimlere kiyasla daha yuksek oldugundan, muhtemel kaplamanin absorbans sinyalini

etkiledigi sdylenebilir.

Calismanin ilerleyen asamalarinda konunun daha hassasiyetle ele alinmasina karar
verilmistir. Kapiler kolondaki 6lgiim penceresinin seffafliginin saglanmasi icin ilk olarak UV
polimerizasyon asamasinin kontrolu Gzerinde durulmaktadir; bu sayede polimer kaplamanin
dlcim penceresine ulagsmasi engellenecektir. ikinci segenek, dlglim penceresinin oldugu
kapiler kolonun analiz kolonundan ayrilmasi ve dlgim 6ncesi uygun baglanti parcgalariyla

analiz kolonuyla birlestiriimesidir.

Sonug olarak, metoprolol ve atenolol igin elde edilen sinyaller (duyarlik) yeterince buyuk
olmasa da ¢6zinurlik kabul edilebilir seviyededir ve bu bulgu bundan sonraki deneyler igin
oldukga Umit vericidir. Onceki paragrafta da belirtildigi gibi CEC icin kolon hazirlama

galismalari devam etmektedir.
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Sekil 82. UV 1sik kaynagi kullanilarak (fotopolimerizasyon) hazirlanan kolonla elde edilen
metoprolol ve atenolole (50.0 mg/L) ait elektroferogram

Kapiler kolon

Dedektsr (DAD) h; —O - : ‘
\ P \.

| l
Seffaf dedektér penceresi MIP kaplandigi distndlen
| (olmasi gereken) dedektor penceresi

Cikis kabi Giris kabi - Numune kabi

J (Outlet wial)  (Inlet vial) (Sample vial)

Bilgisayar
kontrolti

Pg : Gelen 1gin siddeti

- P : Cikanigin giddeti

» Gi¢ kaynagi

Sekil 83. Kapiler elektroforez cihazi ve élglim sistemi
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BOLUM 4
TARTISMA VE SONUG

Analiz tiriinden bagimsiz, kimyasal analizin en dnemli basliklarindan biri segiciliktir. Segiciligi
arttirmak icin ¢ok sayida metot gelistiriimis ve gelistiriimektedir. Ayrica, 6zellikle matriks
etkisinin yogun oldugu numunelerde analiti diger analitlerden/matriksten ayirmak da uzun ve

zahmetli slrecler gerektirebilmektedir.

Projede, Ug¢ farkh ila¢c etken madde grubu igin segici sorbentler gelistiriimeye ve bu sirecgte
edinilen bilginin kapiler elektrokromatografi kolunu hazirlamada kullaniimasi amacglanmistir.
Bu ifadeden hareketle, kapiler elektrokromatografide kullaniimak Uzere gelistirilecek duragan
fazin analit gruplarina segiciligine 6zel 6nem verilmis ve kapiler kolonda kullanilacak kaplama

malzemelerinin uygunlugu dncelikle sorpsiyon ¢alismalariyla CE ve HPLC ile kontrol edilmistir.

Kanser ilaglarinin tayini kapsaminda éncelikle HPLC ve CE ¢alismalari yapiimistir. Gemsitabin
maliyet nedeniyle bu gruptan ¢ikariimis ve ¢aligmalara 5-florourasil ve 5-azasitidin ile devam
edilmistir. HPLC ¢alismalarinda mobil faz olarak 90:10 asetonitril:su (pH: 5.0, 0.8 mL/min akis
hiz1) uygulanmis ve C30 kolonu ile bir metot olusturulmustur. 5-florourasil icin LOD ve LOQ
degerleri sirasiyla 0.73 ve 2.4 mg/L olarak hesaplanmistir. CE calismalarinda kullanilan
parametreler ise 20 kV voltaj (6.0 W, 300 pA), 10.0 mM borat tamponu (pH 11.5), 50.0 mbar
enjeksiyon basinci (10.0 s), 30.0 °C kaset sicakligi olarak belirlenmigtir. Optimum kosullar
altinda elde edilen LOD ve LOQ degerleri, 5-florourasil i¢in sirasiyla 0.188 ve 0.63 mg/L, 5-

azasitidin igin ise sirasiyla 0.177 ve 0.590 mg/L olarak hesaplanmistir.

5-florourasil igin bes farklh ‘sablon molekil:monomer:¢apraz baglayici' oraninda molekdler
baskilanmis polimer sentezlenmistir (1:1:20 AA, 1:4:20 AA, 1:8:20 AA, 1:8:20 MA, 1:8:10 AA).
Hazirlanan sorbentler iginde akrilamid (AA) ile 1:1:20 oraninda sentezlenen polimer en iyi
sorpsiyon sonuglarini verdigi igcin sonraki ¢alismalarda bu malzeme kullaniimistir. Polimerin
sorpsiyon performansini gelistirmek icin deneysel parametreler optimize edilmis, ¢ozelti pH'si,
sorbent miktari ve galkalama suresi sirasiyla 5.0, 100 mg ve 60.0 min olarak belirlenmigtir.
Segicilik ve yeniden sorpsiyon performanslari karsilastiriimig, baskilanmis polimerin sorpsiyon

kabiliyetinin baskilanmamig polimere goére daha iyi oldugu belirlenmistir.

Diuretik ilag etken maddeleri igin CE analizinin optimum parametreleri, 25 kV voltaj (6.0 W,
300 pA), 10.0 mM borat tamponu (pH 9.4), 50.0 mbar enjeksiyon (10.0 s), 30.0°C kaset
sicakhgi olarak belirlenmigtir. Optimum kosullar altinda BFT, HCT ve CT'nin kalibrasyon
grafikleri elde edilmig, dedeksiyon limiti (LOD) 0.20 mg/L ile 0.30 mg/L ve tayin limiti (LOQ)
0.44 mg/L ile 0.99 mg/L arasinda bulunmustur. ilgili kaynaklarda belirtildigi Gzere, diliretikler
icin WADA tarafindan belirlenen Minimum Required Performance Level (MRPL) 0.2 mg/L’dir.
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CE ile elde edilen sonug¢lar WADA'nin belirledigi derisimlere oldukg¢a yakindir ve bundan sonra
yapilacak iyilestirmelerle bu amacla kullanilabilecektir. Ayrica, CEC c¢alismalari devam
etmektedir ve hazirlanacak kapiler kolonlarla didretiklerin birbirinden ayrilmasi ve daha hassas

sekilde tayin edilmesi beklenmektedir.

Diuretiklerle yapilan sorpsiyon calismalarinda kullanilan sorbentlerin sentezinde iki farkl
metodoloji, sol-jel ve molekiler baskilama, kullaniimis ve sorpsiyon kapasiteleri agisindan her

biri kendi sinifinda karsilastiriimistir.

Silikat yapilarin sentezi, tek adimdan olusan Stéber isleminin modifikasyonu ve sol-jel yontemi
kullanilarak gerceklestirilmistir. Ayrica, silika ylzeyi ve analit molekilleri arasinda H-bagi
olusturmak ve 1111 istiflemesi yapmak icin sorbent yizeyi 3-APTES ve TEPS ile modifiye
edilmistir. Elde edilen sonugclar, modifiye edilmemis silikanin tim analitler (BFT, HCT, CT) icin
en yuksek sorpsiyon kapasitesine sahip oldugunu goéstermistir. Boylece sol-jel grubu iginde,

modifiye edilmemis silika, kapiler kolon i¢in kaplama malzemesi/duragan faz olarak secilmistir.

Molekiler baskilanmis polimerler, organik ve inorganik onciuller kullanilarak hazirlanmistir.
Organik onciller ile elde edilen MIP ve bunun koéri olan NIP kendi aralarinda, inorganik
onctiller ile elde edilen MIIP ve bunun kéri olan NIIP de kendi aralarinda sorpsiyon kapasiteleri

(Q degderi) hesaplanarak ve analitlere segiciliklerine bakilarak kiyaslanmistir.

Diuretikler arasindan BFT’nin molekiler baskilanmis sorbentleri bu maddeyi segici olarak
tanimasi icin sentezlenmistir. Sonuclar, MIP’nin, BFT’ye spesifik baglanma bosluklarina sahip
olmasi nedeniyle NIP’e gore daha vyuksek sorpsiyon kapasitesine sahip oldugunu
gOstermektedir. Ayrica, MIP'nin BFT'nin segici tayini igin kullanilabilecegi de yapisal olarak

benzer CT ve HCT molekuli varhginda galisilarak kanitlanmistir.

Beta bloker ilag etken maddeleri i¢in, CE analizinin optimum parametreleri; 20.0 kV voltaj (6.0
W, 300 pA), 25.0 mM borat tamponu (pH 9.5), 50.0 mbar enjeksiyon basinci (5.0 s), 30.0 °C
kaset sicakligi olarak belirlenmistir. Optimum kosullar altinda metoprolol igin kalibrasyon grafigi

elde edilmistir. Metoprolol igin LOD 0.22 mg/L, tayin limiti ise 0.73 mg/L olarak hesaplanmistir

Beta-blokerler icin planlanan g¢alismalarda, kaplama malzemelerinin (sorbent ve duragan faz)
sentezi, geligtirilen malzemelerin sorpsiyon ¢alismalari ile uygunluk kontroli ve malzemenin
kolona doldurulmasi olarak U¢ ana rota olusturulmustur. Dolgu malzemesi olarak molekuler
baskilanmis organik-inorganik polimerler ve sol-jel yontemi ile nano duzeyde silika partikul
sentezlenmistir. ilk asamada, farkli morfolojilere sahip metoprolol baskilanmis polimerler
hazirlanmigtir. Yekpare ve nanopartikil boyutunda sentezlenen sorbentlerin sorpsiyon
kapasitesi, ayni kosullar altinda sentezlenen NIP’leri ile kiyaslanmistir. Mikropartikdl
(MIP200/NIP200) yapisindaki polimerlerin dusuk analit derisimlerinde daha iyi sorpsiyon
gbstermesi nedeniyle calismaya bu polimerle devam edilmistir. Secilen MIP200/NIP200
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polimerlerinin secicilik deneyleri ketoprofen ve ibuprofen varliinda gerceklestiriimis ve
MIP200’Gn metoprolole karsl daha ylksek segicilie sahip oldugu bulunmustur. Sentezlenen
ikinci sorbent turd, molekuler baskilanmis inorganik polimer ve onun kérl olan baskilanmamig
molekuler inorganik polimerdir (MIIP/NIIP). Yapilan geri baglanma deneylerinde MIIP’nin
NIIP’ye gdre daha ylksek sorpsiyon kapasitesine sahip oldugu gértlmustir. Ketoprofen ve
ibuprofen varliginda gercgeklestiren secicilik deneylerinde ise MIIP’nin metoprolole karsi
segiciligi ortaya konmustur. MIP200 ile kiyaslandiginda MIIP’nin, girisimci olarak c¢ozeltiye
eklenen ketoprofen ve ibuprofeni daha yiksek oranda tuttuju, ancak daha énemli olan
metoprolole olan segicilikte MIP200’lUn ¢ok daha etkili oldugu gdsterilmistir. Ylzeyi herhangi
bir fonksiyonel grupla islevsellestiriimemis silika nanoparcaciklar 3. sorbent tipi olarak
kullaniimis ve metoprolole 6zgu baglanma alanlar olusturulmadigi icin baglanmanin yizeyde
gerceklestigine hikim verilmigtir. Sentezlenen sorbentler ile yapilan sorpsiyon ¢alismalarinda
en iyi sonucu veren MIP200 ile hazirlanan kapiler kolon betablokerlerin ayrimi ve tayini igin

kullaniimigtir.

Kolon gelistirme asamasinda en basarili sonuglar MIP200 ile hazirlanan kolon ile elde
edilmistir. CE’de ayrilmayan metoprolol ve atenolol hem cihaz icinde hazirlanan hem de UV
kaynagi (fotopolimerizasyon) ile gelistirilen kolon kullanilarak CEC’de ayriimistir. Kapiler
elektrokromatografi (CEC) analizinin optimum parametreleri; 20.0 kV voltaj (6.0 W, 300 pA),
10.0 mM borat tamponu (pH 9.5), 20.0 kV enjeksiyon voltaji (5.0 s) ve 25.0 °C kaset sicaklii
olarak belirlenmistir. Metoprolol i¢cin LOD 10.0 mg/L, LOQ 32.0 mg/L olarak hesaplanmistir.

CEC analizinde, geligtirilen kolonlar ile alinan sonuglarda tekrarlanabilirlik sorunlari vardir.
Kullanilan yéntemlerden biri olan siringa ile doldurma islemi sirasinda kolon sik sik tikandigi
icin bazi deneyler tekrar edilememistir. CE cihazinin kendi enjeksiyon sistemini kullanarak
doldurmak; uygulama pratigi, madde tasarrufu ve kontrol edilebilirlik agisindan daha uygun bir
yol oldugu igin segcilmistir. GurGltulu arkaplan, elektroferogramda karisikliga sebep olmus ve
pik tanimlamada zorluk yasanmistir. Dedeksiyon goézindn tikanabilecedi dusuncesi ile,
gelistirilen bazi kolonlar, bos kapiler kolonlar ve uygun ara pargalar kullanilarak birlestiriimeye
calisilmisgtir. Basarili olunan birlestirilmis kolonlarla analiz yapilmig, ancak suregelen gurGltulu
arkaplan sorunu, kolon kaplamasindaki fonksiyonel gruplarin yizeyden koptuguna (column
bleeding) dair gugli bir kanit olusturmustur. Uygulanan diger kolon kaplama stratejisi UV isik
kaynagi ile fotopolimerizasyondur. Cihazin enjeksiyon sistemi kullanilarak hazirlanan
kolonlarla kiyaslandiginda arkaplandaki guriltinin daha az oldugu sdylenebilir. Piklerin
¢6zUnarlGga iyi olmakla birlikte duyarlik yeterli degildir. Bu, UV 1sik kaynagindan ¢ikan isidan
dolayi, agilan gézde (kapiler kolonun 6élgim penceresi) az da olsa bir polimerlesmenin
oldugunu disindirmektedir. Yine de gelinen nokta oldukga Umit verici olarak
degerlendirilmistir.
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CEC kolonun geligtiriimesine devam edilmektedir ve sonraki adimda CE cihazi ile kiitle
spektrometrenin (MS) birlestiriimesi planlanmaktadir. Dedektdr olarak MS kullanildiginda
duyarlikla ilgili bir sorun kalmayacagi soOylenebilir. Bu konuda su ana kadar calisma
yapilamamasinin sebebi, CEC kolonu gelistirme prosesinin zorlugu yaninda kullaniimasi
planlanan Cevre Ar-Ge’deki TOF-MS’in uzun bir siredir arizali olmasidir. Diger kurumlarda
bulunan kutle spektrometre detektériine basvurulmamasinin sebebi, HPLC-DAD ve CE/CEC-

DAD ile elde edilen deney sonuglarinin yeterli hale gelmesinin beklenmesidir.

Belirlenen analit gruplari igin ticari CEC kolonlari bulunamamistir. Bu nedenle karsilastirmalar
mevcut (bog) CE kolonlari ile yapilmistir.
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