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OZET

DISPERSIF SIVI-SIVI MIKROEKSTRAKSIYONU YONTEMI iLE
IRINOTECAN’IN ONDERISTIRILMESI VE UV-GORUNUR BOLGE
SPEKTROFOTOMETRESI ILE TAYINI
YUKSEK LiSANS TEZi
DENIZ UYSAL
BALIKESIR UNIVERSITESI FEN BILIMLERI ENSTIiTUSU
KIMYA ANABILIM DALI
(TEZ DANISMANI: PROF. DR. DERYA KARA FISHER)

BALIKESIR, OCAK - 2016

Irinotecan hidrokloriir ilag etken maddesinin Onderistirilmesi amaci ile
dispersif sivi-sivi  mikroekstraksiyonu yonteminin secilmesinde; uygulama
kolaylig1 saglamasi, ekonomik olmasi, zaman tasarrufu saglamasi ve yiiksek geri
kazanim sunmasi etkili olmustur. Seg¢ilen bu yOntemin gelistirilmesi ve
uygulanabilirligi arastirilmistir.

Bu calismanin amaci ekstraksiyon ¢oziiciisii olarak iyonik sivi (1-Hegzil-
3-metilimidazolyum) kullanilarak dispersif sivi-sivi mikroekstraksiyonu yontemi
ile dere suyu, ¢esme suyu ve idrar 6rneklerinde Irinotecan hidrokloriir ilag etken
maddesinin Onderistirilmesini saglayan dispersif sivi-sivi mikroekstraksiyonu
yonteminin gelistirilmesidir. Calismanin birinci basamaginda 1yi bir ekstraksiyon
veriminin elde edilebilmesi icin; pH, dispersif ¢dziicii hacmi, iyonik sivi (1-
Hegzil-3-metilimidazolyum) hacmi, NaCl derisimi gibi farkli parametrelerin
etkileri optimize edilmistir. Bu optimize sartlar altinda gelistirilen ydntemin
cesme suyu, dere suyu gibi dogal su Orneklerinde ve idrar Orneginde
uygulanabilirligi arastirilmigtir.

Optimize edilen deneysel kosullar altinda Irinotecan hidrokloriir ilag etken
maddesine ait gozlenebilme s olarak 0,0487 mg L™ degeri bulunmustur.
Onerilen ydntem ¢esme suyu, dere suyu, idrar 6rneklerin de basartyla uygulanmus
ve iyi geri kazamim degerleri elde edilmistir. Analizi yapilan orneklerdeki
Irinotecan hidrokloriir ilag etken maddesinin ortalama geri kazanim degerleri,
¢esme suyu i¢in % 99,1, dere suyu igin % 109,5, idrar 6rnegi ig¢in % 96,1 olarak
bulunmustur.

ANAHTAR KELIMELER: Dispersif sivi-sivi mikroekstraksiyonu, kanser ilaci,
Irinotecan hidrokloriir, iyonik sivi (1-Hegzil-3-metilimidazolyum), 6nderistirme,
ekstraksiyon.



ABSTRACT

PRECONCENTRATION AND DETERMINATION OF IRINOTECAN
USING A DISPERSIVE LIQUID-LIQUID MICROEXTRACTION
TECHNIQUE WITH UV-VIS DETECTION
MSC THESIS
DENIZ UYSAL
BALIKESIR UNIVERSITY INSTITUTE OF SCIENCE

CHEMISTRY
(SUPERVISOR: PROF. DR. DERYA KARA FISHER))

BALIKESIR, JANUARY 2016

A dispersive liquid-liquid microextraction method for the preconcentration
of Irinotecan hydrochloride drug substance was selected because this method
provides ease of application, low cost, time saving and a high recovery yield. The
development and applicability of the proposed method were investigated.

This study aims to develop a preconcentration method to determine
Irinotecan hydrochloride drug substances in river water, tap water and urine
samples using ionic liquid (1-Hexyl-3-methylimidazolium) by dispersive liquid
liquid microextraction. In the first step of the study, some experimental
parameters such as pH, volume of dispersive solvent, ionic liquid volume and
NaCl concentration were optimized to investigate the influence of different
parameters on the extraction yield. The applicability of the proposed method was
investigated under these optimized conditions in tap water, river water and urine.

The limit of detection of Irinotecan was found to be 0.0487 mg L™ under
the optimized experimental conditions. The proposed method was successfully
applied to samples such as tap water, river water and urine samples and good
recovery values were obtained. The average recovery values of Irinotecan
determined were 99.1% for the water, 109.5% for the river water and 96.1% for
urine samples.

KEYWORDS: dispersive liquid-liquid microextraction, cancer drug, Irinotecan
hydrochloride, ionic liquid (1-Hexyl-3-methylimidazolium), preconcentration,
extraction.
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1. GIRIS

Diinya niifusunun son yillardaki hizli artis1 ve teknolojinin ilerlemesiyle
birlikte, diizensiz kentlesme oraninin artmasi, insanlarin asir1 tilketim istegi, enerji
ve besin yetersizliginin giderek daha da bag gostermesi, ¢evre kirliligini
beraberinde getirmistir [1]. Bu tiir ¢gevre ve saglik sorunlarinin giderek artmasi
analitik kimyay1 6nemli kilmistir. Bundan dolay ¢evre kirliligi, elektronik, sanayi
gibi bircok degisik alanda etkilerin arastirilmasi ve tayinlerinin yapilmasi yiiksek

derecede onem kazanmustir [2, 3].

Analizi yapilacak orneklerde analitik yontemlerle tayin edilemeyecek
kadar kiigiik derisimlerde bulunan elementlerin, 6l¢iilebilecek seviyeye getirilmesi
icin 6nderistirme yontemleri kullanilir [4]. Onderistirme ydntemlerinde kullanilan
ayirma ve zenginlestirme islemleri analitik uygulamalarda oldukca yaygin
kullanilan en 6nemli basamaktir. Bu uygulamalarda kullanilan baglica yontemler;
birlikte ¢oktiirme, sivi-sivi ekstraksiyonu (LLE), kati-faz ekstraksiyonu (SPE),
iyon degisimi ekstraksiyonu (IE), bulutlanma noktasi ekstraksiyonu (CPE) ve
dispersif  sivi-stivi mikroekstraksiyon (DLLME) gibi yontemlerdir. Bu
onderistirme yontemlerinin temel prensibi, sulu fazdan bir organik faza veya bir
kat1 destek iizerine analitin aktarilmasidir. Dispersif sivi-sivi mikroekstraksiyon
yontemi, tim bu yontemler iginde son yillarda daha popiiler hale gelmistir.
DLLME, sulu ¢ozeltiden eser diizeyde zenginlestirilme yapilabilmesi i¢in basit ve
etkili bir yontemdir. Bu yontemde amag, sulu fazda bulunan analitin, ekstraksiyon

coziiciisii kullanilarak organik faza gegirilmesidir [5].

Bu c¢alismada dispersif sivi-Sivi mikroekstraksiyonu yontemi, Irinotecan
hidrokloriir ilact etken maddesinin Onderistirilmesinde kullanildi. Irinotecan
hidrokloriir ilact kanser tedavisinde anti kanserojen olarak kullanilan ilaglardan
biridir. Ozellikle kolon ve rektum kanserlerinde kullanim alan1 bulmus intravendz

yolla uygulanir. Kamptotesinin suda eriyebilen, kimyasal olarak modifiye edilmis



dogal antibiyotik bir tiirevi olup tiimdr hiicrelerinin gelisimini 6nleyen ve

bagisiklik sistemine baski uygulayan bir ilagtir [6].

Kanser, gliniimiiz ve cagimiz boyunca siliregelen en sik Olim olay1
gozlenen evrensel hastaliklardan biridir. Kanser, viicudumuzda bir organ veya
dokudaki hiicrelerin diizensiz ve kontrolsliz olarak boliniip ¢ogalmasiyla

meydana gelen anormal hiicreler biitiiniidiir.

Viicudumuzda tiim organlar hiicrelerden olusur. Hiicreler viicudumuzun en
kiiglik yapitaslaridir ve ancak mikroskopla goriilebilirler. Saglikli viicut hiicreleri
(kas ve sinir hiicreleri hari¢) boliinebilme yetenegine sahiptirler. Olen hiicrelerin
yenilenmesi ve yaralanan dokularin (viicut i¢i ve digindaki) onarilmasi amaciyla
bu yeteneklerini kullanirlar. Fakat bu yetenekleri de sinirhidir. Sonsuz
boliinemezler. Her hiicrenin hayati boyunca belli bir boliinebilme sayis1 vardir.
Saglikli bir hiicre gerektigi yerde ve gerektigi kadar bdliinecegini bilir. Buna

apoptosis yani hiicrenin programli 6liimii denir [7].

Buna karsin kanser hiicreleri, bu bilinci kaybeder, kontrolsiiz bdliinmeye
baslar ve ¢ogalirlar. Kanser hiicreleri birikerek tiimorleri (kitleleri) olustururlar,
tiimorler normal dokulart sikistirabilirler, i¢ine sizabilirler ya da tahrip edebilirler.
Eger kanser hiicreleri olustuklar1 tiimorden ayrilirsa, kan ya da lenf dolasim
aracilifi ile viicudun diger bolgelerine gidebilirler. Gittikleri yerlerde timor
kolonileri olusturur ve biiylimeye devam ederler. Kanserin bu sekilde viicudun

diger bolgelerine yayilmasi olayina metastaz ad1 verilir [7].

Kanserler olusmaya bagladiklar1 organ ve mikroskop altindaki
goriinliglerine gore smiflandirilirlar. Farkli tipteki kanserler, farkli hizlarda
bliytirler, farkli yayilma bigimleri gosterirler ve farkli tedavilere cevap verirler. Bu
nedenle kanser hastalarinin tedavisinde, var olan kanser tiiriine gore farkli
tedaviler uygulanir [7]. Sekil 1.1°de kanser hiicreleriyle (pembe), lenfositlerin

(turuncu) savasi gosterilmistir.



Sekil 1.1: Kanser hiicreleriyle (pembe), lenfositlerin (turuncu) savasi.

Kanserin sebebi heniiz kesin olarak bilinmemektedir. Kanser hastalig1 i¢in
iki grup risk faktorii vardir. Kanser i¢in risk faktorleri yasam sekillerine, yasa,
cinsiyete ve aile dykiilerine bagli olarak degisir. Bir bagka risk grubu ise ¢evresel

faktorlerdir [7].

. Sigara, alkol kullanima,

. Uzun siire ve tehlikeli saatlerde giines altinda kalma,

. Asir1 dozda rontgen 1s1inina maruz kalma,

. Baz1 kimyasal maddeler (katran, benzin, boya maddeleri, asbest
vb.)

. Baz virtisler

. Hava kirliligi

. Radyasyona maruz kalma,

. Kétii beslenme aliskanligi

En sik goriilen kanser tiirleri; meme kanseri, prostat kanseri, akciger
kanseri, mide kanseri, bagirsak kanseri, rahim agz1 kanseridir. Kanser hastaliginin
tedavisinde; kemoterapi, radyoterapi, cerrahi ve immiinoterapi yontemlerinden
herhangi biri tedavide kullanilmaktadir. Hastaligin tedavi edilebilirligi agisindan

erken teshis 6nemlidir.



2. IRINOTECAN HIDROKLORUR

Irinotecan hidrokloriir ilacinin 6zellikleri;
Yapisal Formiilii:

Sekil 2.1°de irinotecan hidrokloriir molekiil yapisi gosterilmistir.

HCI

Sekil 2.1: Irinotecan hidrokloriir molekiil yapisi.

Molekiil Formiilii: C33H38N405
Molekiil Agirligi: 623,139 g/mol

Irinotecanin susuz HCI tuzu kat1 olup, sar1 kristal toz halindedir. Suda ¢ok
az ¢oziiniip, ancak 80 °C de 15 dakika 1sitildiktan sonra berrak sar1 ¢ozeltisi elde
edilebilmektedir. Cozelti 365 nm’de UV 1s1ginda mavi/beyaz floresans 6zelligi
gostermektedir. 20 mg/mL lik sulu ¢ozeltisinin pH’1 yaklasik 3,7°dir. Oda
sicakliginda (25 °C) 18 ay kararlidir [8].

Ayrica irinotecan, kamptotesinin suda eriyebilen, kimyasal olarak
modifiye edilmis dogal antibiyotik bir tiirevi olup tiimoér hiicrelerinin gelisimini
Oonleyen ve bagisiklik sistemine baski uygulayan bir ilagtir. Cin ve Tibet
bolgelerinde dogal olarak yetisen Camptotheca Acuminata kaynakhidir [6]. Sekil

2.2’de Camptotheca Acuminata bitkisinin goriiniimii gosterildi.
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Sekil 2.2: Camptotheca Acuminata bitkisi.



3. IYONIK SIVI (1-Hegzil-3-metilimidazolyum)

Sekil 3.1°de 1-Hegzil-3-metilimidazolyum molekiil yapisi gosterilmistir.

|/\/\/CH3
N

2

cH,

Sekil 3.1: 1-Hegzil-3-metilimidazolyum molekiil yapist.

Molekiil Formulii: ClongNz

Molekiil Agirlig: 167,271 g/mol

Ik iyonik sivi Paul Walden tarafindan 1914 de kesfedilmis ethyl-
ammonium nitrate ([EtNH3][NOs], erime noktast 13-14 °C)’dir [9]. Iyonik
stvilarin One ¢ikan en énemli 6zellikleri ihmal edilebilir diizeyde buhar basincina
sahip olmalar1 ve bu yiizden atmosfere karigmasinin ¢ok az olmas1 ve gelecegin

"yesil kimya" s1 i¢in bir ¢dziim olarak goriilmesidir [10].

Iyonik sivilar, hidrofilik polar u¢ ve hidrofobik hidrokarbon zincirli
amfifilik grup iceren, oda sicakliinda sivi halde bulunan ve son zamanlarda
yaygin olarak kullanilan ¢oziiciilerdir. Iyonik sivilarm, ugucu olmayan (cevre
dostu), yiiksek termal kararliliga sahip, alev almaz, organik ve inorganik
maddeleri 1yi ¢ozebilme oOzellikleri vardir. Bunlarin disinda yiiksek elektrik
iletkenlikleri, ayarlanabilir viskozite ile su ve organik ¢oziiciiler ile karisabilen
ozelliklere sahip olduklar icin sentezlerde, ayirma proseslerinde, nanomateryal
teknolojilerinde, elektrokimyasal uygulamalarda genis kullanim alanlarina sahiptir

[11].



Iyonik sivilar genellikle sudan daha yogundur. Sonug olarak bir iyonik s1vi
su ile karismazsa 2 faz olusur ve asagida kalir. Bu calismada Onderistirme
yontemi olan dispersif sivi-sivi  mikroekstraksiyon yontemi uygulanirken,
ekstraksiyon ¢oziiclisii olarak bir iyonik sivi olan 1-Hegzil-3-metilimidazolyum
kullanildi.

1-Hegzil-3-metilimidazolyum’in birgok reaksiyonlar i¢in ¢oziicii ve yiizey
aktif madde, giines pilleri i¢in elektrolit, kat1 faz ekstraksiyon g¢alismalar1 i¢in
sorbent, kromatografik caligmalar i¢in sabit faz olarak kullanildig1 bir¢ok degisik

kullanim alanlar1 bulunmaktadir.



4. ONDERISTIRME

Analizi yapilacak orneklerde analitiksel yontemlerle tayin edilemeyecek
kadar kiiciik derisimlerde bulunan elementlerin, dlgiilebilecek seviyeye getirilmesi
icin onderistirme yontemi kullanilir [4]. Onderistirme ydntemlerinde kullanilan
ayirma ve zenginlestirme islemleri analitik uygulamalarda oldukc¢a yaygin
kullanilan en énemli basamaktir. Bu uygulamalarda kullanilan baglica yontemler;
birlikte ¢oktiirme, sivi-sivi ekstraksiyonu (LLE), kati-faz ekstraksiyonu (SPE),
iyon degisimi ekstraksiyonu (IE), bulutlanma noktasi ekstraksiyonu (CPE) ve
dispersif sivi-sivi  mikroekstraksiyon (DLLME) gibi yontemlerdir. Bu
Onderigtirme yoOntemlerinin temel prensibi, sulu fazdan organik faza analitin

gecirilmesidir.

4.1 Geri Kazanmim Verimi

Geri kazanim,

R:qc/qs (41)
%R=(qc/qs).100 (4.2)

seklinde ifade edilir. R geri kazanimi, qc Onderistirmeden sonraki, (s

onderistirmeden 6nceki analit miktarini ifade etmektedir (4.1, 4.2).

Geri kazanimim (R), % 100 ya da daha diisiik degerlere sahip olmasi
beklenir. Geri kazanim veriminin diismesine neden olan etkenler; ¢ézme ve
Onderistirme basamaklar1 sirasindaki buharlagsma olayi, ayirmanin tam olarak
gerceklesmemis olmasi, dikkatsiz calismaya bagl kayiplardir. Ozellikle diisiik
derisimlerde c¢alisilirken daha ¢ok kayip tehlikesi olusmaktadir. Geri kazanim

verimi, ornekteki derisim seviyesi ile de baglantilidir [12].



4.2 Onderistirme Islemlerinde Ornek Miktar1

Almacak o6rnek miktari, kullanilacak olan tayin tekniginin gozlenebilme
sinirina (LOD), analizi yapilacak olan analitin derisimine baghdir. Ozellikle 0,1-
10 gramlik kat1 6rnekler veya 10-100 mL’lik s1v1 6rnekler ppb veya ppb’den daha

diisiik seviyedeki analitlerin dnderistirilmesinde kullanilir [12].

4.3  Onderistirme Teknikleri

4.3.1 Coktiirme ve Birlikte Coktiirme

Coktiirme islemi, analizi yapilacak maddenin uygun bir reaktifle az
¢Oziinen bir ¢okelek halinde ¢oktiiriilmesidir. Bu ¢okelek siiziiliir ve igerisinde
bulunabilecek safsizliklar yikandiktan sonra uygun 1sil iglemlerle bilesimi belirli

olan bir {irline dontistiiriiliir. Bu iiriin tartildiktan sonra madde tayini gergeklesmis

olur [15].

Coktirme yontemi; matriks c¢oktiirilmesi ve eser elementlerin
coktiirilmesi olarak iki sekilde olur. Coktiiriicii gruplar olarak kuvvetli asitlerin
tuzlari, zayif asitlerin tuzlari, serbest asitler ve element halindeki maddeler

kullanilir [15].

Birlikte ¢oktiirme yonteminde ise madde verilen sartlar altinda kendi kati
fazin1 olusturmuyorsa bazi ¢okelek olusturan bilesenler ortama eklenerek yiizey
adsorpsiyonu, karisik kristal olusumu, hapsetme veya mekanik siiriikleme yoluyla

¢oktiirme islemi tamamlanir [16].

Ana bilesenden analiti ayirmak i¢in ¢oktiirme yontemlerinin kullanilmasi
tercih edilmez. Ciinkii ana bilesen ¢okerken analiti de stiriikleyebilir ve birlikte

cokme gercekleserek analizi yapilacak maddenin kaybina neden olur [12].



4.3.2 Buharlastirma

Bir s1v1 ¢ozeltinin, kendisini olusturan molekiillerinin, sicaklik ve basing
etkisiyle s1v1 yiizeyinden, matriks veya analitin hangisinin uguculugu daha yiiksek
ise o ugurularak gaz evresine doniismesi olayidir. Bu yontem ¢ok tercih edilmez.
Ciinkii buharlagtirma sirasinda onderistirilecek analitin buharlasip kaybolmasina,
yavas gerceklesmesinden dolay1 zaman kaybina, tayin kaplarinin yiizeylerinde ¢ok

fazla tortu olusturarak madde kaybina neden olmaktadir [17].

4.3.3 Kat1 Faz Ekstraksiyonu

Adsorpsiyon, bir kati veya sivinin iyon ya da molekiillerinin, siir
yiizeyindeki derigimlerinin degismesi olayidir. Bu olay kat1 ylizey molekiilleri;
gaz ya da sivinin atomlar1 ya da iyonlarini ¢ekip yiizeyinde tutarak birikmesiyle
ortaya ¢ikar. Adsorplayan kati madde adsorban ve birikim gosteren madde
adsorbat olarak tanimlanir. Adsorpsiyon hizi ve adsorplanan madde miktari
adsorbanin yiizey biiyiikliigiine ve gdzenekli yap1 gibi Ozelliklerine bagl olarak
degisir [18].

Kati faz ekstraksiyonu (SPE) yontemi, temel olarak bir sivi (numune ve
matriks) ve bir kat1 (sorbent) fazdan meydana gelmektedir. Yontemin amaci, kati
bir adsorban madde ile ¢ozelti igindeki analitin saflagtirilmasini ve konsantre
edilmesini saglamaktadir. Bu yontem, sivi halde bulunan analiti tutan adsorban
madde igeren kiigiik, tek kullanimlik ekstraksiyon kolonu, bir kartus veya disk
icerisine ¢esitli tutucu maddelerin doldurularak gegirilmesi islemidir [26]. Kat1 faz
ekstraksiyonun avantajlari; ¢oziicii kullantmim1i numune hazirlama zamanini
¢cozliciye maruz kalmayr ve atik maliyetini olduk¢a azaltmasidir. Bu yiizden
kimya, cevre, klinik, gida ve endistriyel kimya alanlarinda ayirma ve

zenginlestirme amaciyla kullanilabilmektedir [27].
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4.3.4 Bulutlanma Noktas1 Ekstraksiyonu

Bulutlanma noktasi ekstraksiyonu, ayrilmasi istenen metal iyonunu iceren
cozelti ile etkileserek komplekslesir ve yiizey aktif madde ilavesi ile misel yapiyi
olusturur. Daha sonra bu misel yapili ¢ozeltiye bulutlanma noktasina meydana
gelene kadar 1s1l islem uygulanarak iki ayr1 faz elde edilir. Yiizey aktif¢e zengin
faz igerisinde ilk basamaktaki ¢ozelti hacmine nazaran ¢ok daha kiiciik bir hacim
igerisine hapsedilmis yani zenginlestirilmis olur. Ydntemin avantajlari; basit
olmasi, diisiik maliyetli olmasi, giivenilir olmasi, ¢evreci olmasi ve de en 6nemlisi

yiiksek onderistirme faktoriine sahip olmasidir [29].

4.35 1lyon Degisimi Ekstraksiyonu

Iyon degisimi ekstraksiyonu ydnteminde, ¢ozelti icinde bulunan iyonlarin,
temas ettikleri kati maddenin yapisinda bulunan ayni yiikli iyonlarla yer
degistirerek dengeye gelmesi esasma dayanir. Ornek ¢ozeltinin iyon degistirici
recineden gegirilmesi sirasinda analit iyonlar1 recinede tutunmali ve matriks
tutunmayarak akip gitmelidir. Bu islem de segimli bir ayirma saglar. Iyon
degistirici regineler yalniz toz halinde olmayip, membran, kagit, makrograniiller
olarak bulunur. G6zenekli, ¢coziinmeyen bilesiklerdir. Katyon degistiren reginelere

katyonik re¢ine, anyon degistiren recinelere de anyonik regine denir [27].

4.3.6 Sivi-siv1 Ekstraksiyonu

Ekstraksiyon, sulu faz ile organik faz igerir. Birbiriyle karismayan bu iki
siv1 faz arasinda bir ya da daha ¢ok ¢oziinen maddenin dagilimi olarak tanimlanir.
Ekstraksiyon teknigi kolay, basit, hizli ve temiz oldugundan ayirma ve
Onderistirme islemleri daha saglikli yapilabilmektedir. Bu teknik diisiik
miktarlardaki Orneklere uygulanabilecegi gibi, yliksek miktardaki orneklere de

uygulanabilmektedir [16].

Sivi-sivi ekstraksiyonu, sulu bir 6rnek (verici faz) igerisinde su ile

karismayan organik ¢oziicii (alic1 faz) yardimiyla ¢oziinmiis maddelerin bagka bir
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stvi faz igerisine alinmasidir. Yontemin en biiylik avantaji hizli ve basit olmasi

nedeniyle kullanim kolaylig1 saglamasi tercih edilme sebebidir [19].

4.3.7 Dispersif Sivi-Sivi Mikroekstraksiyonu

2006 yilinda Assadi ve arkadaglari tarafindan gelistirilen ekstraksiyon
yontemi, dispersif sivi-sivi mikroekstraksiyon yontemidir (Rezaee, Assadi, Milani
Hosseini, Aghaee, Ahmadi, Sana ve diger). Dispersif sivi-sivi mikroekstraksiyonu
yontemi, Ui¢lii ¢oziicli sistemine dayanir ki bunlar; dispersiyon ¢oziiciisii, su ve
ekstraksiyon ¢oziiciisii seklindedir. Yontem hedef maddeleri iceren sulu 6rnek
igerisine dispersiyon ¢Oziiciisii ve ekstraksiyon c¢oziiclisii karigiminin hizli bir
sekilde ilave edilip, daha iyi ekstrakte olmas1 i¢in santriifiijlenerek ekstraksiyon
coziiciine gegmis olan analitin yiiksek yogunluklu mikrodamlacik olusturarak
analitin Onderistirilmesi ilkesine dayanmaktadir. Sekil 4.1°de dispersif sivi-sivi

mikroekstraksiyonu yonteminin uygulanig semasi gosterilmistir.

 Ekstraksiyon 5 v
& GCozcisy @y
~ (Ekstrant,

. kloroform, g8
# 5 kabontetraklorii
B Y, klorobenzen ) ‘ Fﬁpﬁndimﬂayﬁlmk
= 2 Dispersif Coziici yogunluklu bir daraa
¥ (Aseton, Metancl — olugturularak >
Etanol) ) ondengtinme islerad
gergeklesiy.
lficen'sindz bulank gézelti
_~ bulumantipdahaiyi
ekstrakte olmasi igin énce
calkalarar sonra
santnfijjlenar.

p - -~

Test tipiiniin dibinde
toplananbu darla bir
enjektor yardimayla tipten
aymhr ve bagka bir deney
tijpiinde gozinditritlerek
uygun bir spektrormetnk
yionterale tayin edilir

NG =

Sekil 4.1: Dispersif s1vi-sivi mikroekstraksiyonu yonteminin uygulanis semast.
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Dispersif s1vi-sivi mikroekstraksiyonu yontemi ayni zamanda hem ayirma
hem de Onderistirme yontemi olarak kullanilabilir. Dispersif sivi-sivi
mikroekstraksiyonu yonteminin avantajlari; hizli ger¢eklesmesi, ¢alisma kolayligi
saglamasi, ucuz olmasi, yiikksek geri kazanim vermesi, yiiksek Onderistirme
faktoriine sahip olmasi, zaman tasarrufu saglamasi, yliksek verimlilik, organik
coziiciilerin az tiiketimi, 6rnek ve ekstrant damlaciklar1 arasindaki genis temas
ylizeyi madde transferini hizlandirmasindan dolayr genis kullanim alanina
sahiptir. En biiyiik dezavantaji1 da, klorlu ¢6ziiciilerin yiiksek pikler vererek hataya

sebep olmasidir. Tyonik sivilar kullamldiginda bu dezavantaj da ortadan kalkar.
4.3.7.1 Dispersif Sivi-Sivi Mikroekstraksiyonu Verimini Etkileyen
Parametreler

Dispersif sivi-sivi mikroekstraksiyonun da analitin ekstraksiyon verimini

etkileyen parametreleri su sekildedir:

0 pH etkisi,

0 Ekstraksiyon ¢oziiciisiiniin se¢imi ve hacminin etkisi,
0 Dispersif ¢oziiciisiiniin se¢imi ve hacminin etkisi,

0 Ekstraksiyon siiresinin etkisi,

0 Tuz etkisi.

4.3.7.2 pH Etkisi

Analit lizerine ekstraksiyon veriminin incelenmesi i¢in en 6énemli basamak
pH etkisidir. Dispersif sivi-sivi mikroekstraksiyonu yonteminin uygulanmasi
strasinda iiclii ¢oziicii olan dispersiyon ¢oziiciisii, su ve ekstraksiyon ¢oziiciisiiniin
analit ile daha iyi etkilesip ekstrakte olmasi i¢in uygun tampon c¢ozeltiler

kullanilarak belli bir pH araliginda ¢alisilmasi gereklidir.
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4.3.7.3 Ekstraksiyon Coziiciisiiniin Secimi ve Hacmin Etkisi

Dispersif sivi-sivi mikroekstraksiyonu yonteminde uygun ekstraksiyon
¢Oziiciisiinlin se¢imi yontemin optimizasyonu ag¢isindan en O6nemli degiskendir.
Ekstraksiyon ¢oziiciisiinlin se¢ilmesinde iki dnemli niians vardir: ilki sudan daha
diisiik yogunluga sahip olup su ile karismamasidir. kincisi ise ekstrakte yetenegi
iyi olmalidir ki daha iyi ekstraktraksiyon gergeklestirilebilsin. Ekstraksiyon
¢oziiciisii olarak genellikle karbon tetrakloriir, kloroform, karbon disiilfir,

diklorometan ve iyonik sivilarin kullanimi s6z konusudur [20, 21].

Ekstraksiyon ¢oziicii hacminin, zenginlestirme faktorii {izerine etkisi
onemlidir. Coziicli hacminin yliksek olmasi, santrifiij sonrasi elde edilen organik
faz hacminin artmasina sebep oldugu gibi zenginlestirme faktoriiniin de diisiik
cikmasina sebep olur. Bu yiizden ekstraksiyon ¢oziicii hacmini diisiik tutarak hem
zenginlestirme faktoriiniin yiikselmesi hem de hedef analitlerin belirlenmesindeki
duyarlilig1 artirmis oluruz. Genel ekstraksiyon ¢oziicii hacmi 5-100 pL araliginda

bir degerde se¢ilmektedir [22].

4.3.7.4 Dispersif Coziiciiniin Se¢cimi ve Hacminin Etkisi

Dispersif ¢oziicii secilirken, hem su ile karisabilir olabilmesi hem de
ekstraksiyon ¢oziiciisiinde c¢oziinebiliyor olmast dikkat edilecek Onemli
noktalardandir. iki faz iginde dagilim gosteren dispersif ¢dziicii bulutumsu
(su/dispersif ¢oziicii/ekstraksiyon ¢oziiciisii) bir goriintli olusturur. Sulu faz ve
ekstraksiyon c¢oziiciisii arasindaki yiizey alanina bagli olarak ekstraksiyon
veriminin artmasi uygun dispersif ¢oziicii se¢imiyle gerceklesir. Yaygin kullanima
sahip dispersif ¢oziiciiler metanol, etanol, asetonitril, aseton ve tetrahidrofurandir

[22].

Dispersif ¢oziicliniin hacmindeki degismeler de santrifiij islemi sonrasi
elde edilen organik faz igerisindeki analitin hacmini etkilemektedir. Sabit bir faz
hacmi elde edebilmek icin dispersif ve ekstraksiyon c¢oziiciilerinin hacmini bu

dogrultuda degistirmek gerekir [23].
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4.3.7.5 Ekstraksiyon Siiresinin Etkisi

Ekstraksiyon siiresinin etkisinin Onemi, sulu faz ile ekstraksiyon
¢Oziiciisiiniin bir biri igerisinde dagilarak analitin ekstraksiyon fazina gegebilmesi
icin gecgen siire olmasidir. Denge durumuna ulasilip, gerekli optimizasyon sartlart

saglandiginda da ekstraksiyon islemi ¢ok kisa siirede gerceklesir [24].
4.3.7.6 Tuz llavesi Etkisi

Analitin ekstraksiyon verimini arttirmada genellikle tuz dislama etkisi
nedeniyle tuz eklenir. Tuz dislama etkisini gelistirmede % 0-10 (w/v) araliginda

NaCl derisimi ile ¢alisilarak ekstraksiyon verimliligi incelenir [25].
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5. UV-GORUNUR BOLGE SPEKTROSKOPISI

Ultraviyole-Goériiniir  bolge (UV-VIS) spektroskopisi molekiillerdeki
elektronik gecislerin verdigi spektrumlar1 konu alir ve analiz edilecek maddenin
dalga boyunun bir fonksiyonu olarak numunenin absorbans ya da gecirgenligini
O0lcmek i¢in kullanilan bir cihazdir [13,14]. Ultraviyole ve goriiniir 1sinlarin
absorpsiyon Ol¢iimleri ¢ok sayida inorganik ve organik bilesigin kalitatif ve
kantitatif analizinde yaygin olarak kullanilmaktadir [14]. Laboratuvarlarda
kullanilan spektrofotometre cihazlari 190 nm ile 900 nm dalga boyu araliginda

calisilmaktadir. Sekil 5.1°de elektromanyetik spektrumu goriiniimii verilmistir.

Dinya'nin H H
atmosferinden £ .
gegahilirmi?
Isinim Tipi~ Radyo Mikrodalga ~ Kizlotesi Goriinirisik ~ Moratesi  Xisimi ~ Gamaisini
Dalgaboyu (m) ~ 10° 102 w0 st w? g ke

et H l ﬁl ? % 4 % @

Binalar  Insanlar Kelebekler igneucu  Tekhicreliler Molekiller Atomlar Atom gekirdeqi

10* 10 i e 1® lig
Enyogunbu
dalgaboyunda 4 !
Igimim yapan | m
tisimlerin sicaklij

1K 100K 10.000K 10.000.000 K
P S Vi R S T ~10.000.000°C

Sekil 5.1: Elektromanyetik spektrum.
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6. CALISMANIN AMACI

Bu c¢alismada, Irinotecan hidrokloriir ilaci etken maddesinin
Onderistirilmesi ve UV-Goriiniir bolge spektroskopisi ile tayini i¢in deristirme
yontemi olarak sivi faz mikroekstraksiyon yontemlerinden biri olan dispersif sivi-
stivi mikroekstraksiyon yontemi secildi. Diisilk konsantrasyondaki Irinotecan
hidrokloriir ilacinin uygun ekstraksiyon ¢oziiciisii ve dispersif ¢oziiciisii ile sulu
fazdan organik faza ekstraksiyonu gerceklestirildi. Sulu ve organik faz santrifiij
ile ayrildiktan sonra tiipilin dibinde biriken yiiksek yogunluklu mikrodamlacik yani
organik faz alindi. Organik faz alindiktan sonra, uygun dispersif ¢oziicii ile analit
cozelti fazina alindi ve UV-Goriiniir bolge spektroskopisi ile analite ait
absorpsiyon sinyalleri okunarak tayini yapildi. Gelistirilen yontemin optimizasyon

sartlar1 saglandiktan sonra, yontem gercek drneklere uygulandi.
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7. MATERYAL VE METOT

7.1 Materyal

7.1.1 Deneylerde Kullanilan Arag¢ ve Gerecler

Tim reaktifler ve cozeltiler 18.2 MQ dirence sahip deiyonize su ile
hazirlandi. Bu amagla Purelab Option-Q water system (Elga, UK) marka saf su

cihaz kullanildi.

Kiitle dl¢timleri i¢in Kern ALS model 0,1 mg hassasiyetli analitik terazi

kullanildi.

Istenilen hacimlerde ¢oziicii ve ¢ozelti aktarimi icin Brand marka 10-100
nL ve 500-5000 pL otomatik pipetler kullanildi.

pH ol¢timleri Hanna Instruments marka HI 221 Microprocessor model pH

metre ile yapildi.

Calkalama islemlerinde (Heidolph, Vibramax 110) marka titresimli
calkalayici kullanildi.

UV-Goriiniir bolge spektrofotometresi cihazinda o6lgiim alabilmek icin
ISOLAB, Cuvettes “spectrophotometer-quartz-micro Q-274 marka kuvars Perlah

Elmer marka kiivetler kullanildi.

Irinotecan hidrokloriir ilag etken maddesinin tayini T80 UV/VIS
Spectrometer, UK marka UV-Goriiniir bolge spektroskopisi cihazi ile

gerceklestirildi.

Bulanik c¢ozeltilerde organik fazin ¢oOktiiriilebilmesi i¢in (Hettich

Zentrifgen, Rotofix 32 A) markali santrifiij cihazi kullanildi.
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7.1.2 Deneylerde Kullanilan Reaktifler

Deneyler siiresince, metal standartlart ve tampon ¢dzeltilerin
hazirlanmasinda kullanilan kimyasallarin tlimii analitik safliktadir.

7.1.3 Metal Standartlar

Deneyler siiresince kullanilan katyon ve anyon c¢ozeltilerinin

hazirlanmasinda kullanilan bilesikler ve markalar1 Tablo 7.1, Tablo 7.2 ve Tablo

7.3’de verilmistir;

Tablo 7.1: Metal iyonlar1 ve markalari.

Metal iyonlarl Metal Tuzlar: Markasi
Cu(ll Cu (NO3), . 3 H,0 Riel de Haen
Ca(ll) Ca (NO3), . 4 H,0O Merck

Sr(Il) Sr (NO3); Riel de Haen
Ba(ll) Ba (NO3), Fluka
Cr(l11) Cr (NO3)s3 . 9 H,O Fluka
Mn(Il) Mn (NOs3), . 4 H,O Merck
Fe(lll) Fe (NO3); . 9 H,O Merck
Ni(ll) Ni (NOs), . 6 H,0O Fluka

Pb(1l) Pb (NOs), Merck
Cd(ln) Cd (NOs), . 4 H,0 Merck
Co(Il) CoCl,. 6 H,O Merck
Mg(ll) Mg (NOg3), . 6 H,O Fluka

Tablo 7.2: Anyonlar ve markalari.

Anyonlar Anyon Tuzlar Markalan
CI NaCl Riel de Haen
PO,” NasPO,. H,0 Fluka

CO;* Na,COs Fluka

NO3 KNO; Merck
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Tablo 7.3: Organik madde ve markasi.

Organik Madde Markasi
Hiimik asit Sigma-Aldrich

7.1.4 Tampon Cozeltilerin Hazirlanmasinda Kullanilan Kimyasallar

Komplekslesme tizerine pH etkisinin belirlenmesi amaciyla yapilan
caligmalarda pH’1 2-9 arasinda tampon ¢ozeltiler hazirlandi ve kullanildi. Tampon
¢ozeltilerin hazirlanmasinda kullanilan kimyasallarin markalar1 Tablo 7.4°de

verilmistir.

Tablo 7.4: Tampon ¢ozeltilerin hazirlanmasinda kullanilan kimyasal maddeler.

Kullamilan Kimyasallar Bilesik Formiilleri Markalan
Sodyum dihidrojen fosfat NaH,PO, .H,0 Merck
monohidrat

Sodyum asetat trihidrat CH3COO. NazH,0 Merck
Amonyum kloriir NH.CI Merck
Potasyum hidrojen ftalat CsHsKO4 Merck
Sodyum fosfat monobazik NaH,PO, 2H,0 Riel de Haen
dihidrat

7.1.5 Kullanilan Asit ve Bazlar

Tampon ¢ozeltilerin pH’larmin istenilen degere ayarlanmasinda Tablo

7.5°de verilen inorganik asit ve bazlar kullanildi.
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Tablo 7.5: Inorganik asit ve bazlar.

Kimyasal Madde Markasi

HCI Sigma- Aldrich
NaOH Fluka

HNO3 Sigma- Aldrich

7.1.6 Kullanilan Cozeltiler ve Hazirlanisi

7.1.6.1 1. Irinotecan calisma cozeltisi

Irinotecan hidrokloriir ilacin1 igeren ilag ¢ozeltisi (20 mg/mL) 100 kat
seyreltilerck elde edilen ¢o6zelti ¢alisma sartlarinin belirlenmesinde yapilan

deneysel ¢alismalarda kullanildi.

7.1.6.2 2.Irinotecan calisma cozeltisi

Satin alinan saf Irinotecan hidrokloriir maddesi kullanilarak hazirlanan
calisma c¢ozeltisi kalibrasyon egrisinin olusturulmast ve oOrnek analizleri
calismalarinda kullanildi. Bu amagla Irinotecan hidrokloriir ilacindan 0,0104 gram
yiiksek hassasiyetli analitik terazide tartildi. Uzerine 0,5 mL pH= 4 tampon
cozeltisi eklenip karistirildi. Son hacmi 50 mL olacak sekilde saf su ile

tamamlandi.

7.1.6.3 Tampon Cozeltilerin Hazirlanilmasinda Kullanilan

Cozeltilerin Hazirlamisi

a) 0,1 M hidroklorik asit ¢ozeltisi

50 mL’lik bir balon joje igerisine bir miktar saf su konuldu. Uzerine 0,42 mL
% 37’1ik hidroklorik asit eklendi. Daha sonra son hacim 50 mL olacak sekilde saf

su ile tamamlanda.

21



b) 0,1 M potasyum hidrojen ftalat ¢ozeltisi

1,0211 gram potasyum hidrojen ftalat katis1 bir beher igerisine konuldu,
tizerine saf su eklenerek ¢oziildii. Daha sonra 50 mL’lik balon jojeye aktarildi ve

son hacmi 50 mL olana kadar saf su ile tamamlandi.

C) 0,1 M sodyum hidroksit ¢ozeltisi

10 mL’lik bir balon joje icerisine bir miktar saf su alindi, icerisine 0,04 gram
kat1 sodyum hidroksit eklendi. Daha sonra son hacim 10 mL olacak sekilde saf su

ilave edildi.

7.1.6.4 Tampon Cozeltiler

Sulu fazin pH degerlerinin ayarlanmasi i¢in farkli tampon ¢ozeltiler hazirlandi.

a) pH= 2-6-7-8 tampon ¢ozeltileri

1,5601 gram NaH,PO,4. 2H,0 tartilip suda ¢oziildii ve pH metreyle HCI ve
NaOH ¢ozeltileri kullanilarak c¢ozeltilerin pH’1 istenilen degere pH metre ile
ayarland1 ve c¢ozeltilerin hacmi 50 mL’ye tamamlanarak 0,2 M’lik tampon

c¢ozeltiler hazirlandi. Cozeltilerin son pH degerleri pH metre ile kontrol edildi.

b) pH= 3 tampon ¢ozeltisi

Onceden hazirlanan 0,1 M’Iik potasyum hidrojen ftalat ¢dzeltisinden 50 mL
alindi ve 100 mL’lik balon joje igerisine aktarildi. Uzerine yine &nceden
hazirlanan 0,1 M’lik hidroklorik asit ¢ozeltisinden 22,3 mL eklendi. Daha sonra
son hacim 100 mL ye saf su ile tamamland1 ve pH degeri 3’e pH metre ile

ayarlandi.
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c) pH=4 tampon ¢ozeltisi

14,29 mL % 100’lik CH;COOH belirli miktar saf su igerisine alind1 ve pH
metreyle HCl ve NaOH c¢ozeltileri kullanilarak ¢ozeltinin pH’1 4’e ayarlandi.
Cozeltinin hacmi 500 mL’ye tamamlanarak 0,5 M’lik tampon ¢6zelti hazirlandu.

Cozeltinin son pH degeri, pH metre ile kontrol edildi.
d) pH=5 tampon ¢ozeltisi

6,805 gram NaCH3;COO.3H,0 tartilip suda ¢6ziildi. pH metreyle HCI ve
NaOH c¢ozeltileri kullanilarak g¢ozeltilerin pH’1 5’e ayarlandi. Cozeltinin hacmi
100 mL’ye tamamlanarak 0,5 M’lik tampon ¢ozelti hazirlandi. Cozeltinin son pH
degeri pH metre ile kontrol edildi.

e) pH=9 tampon ¢ozeltisi

0,2675 gram NH4Cl tartilip suda ¢ozildi. pH metreyle HCl ve NaOH
cozeltileri kullanilarak ¢ozeltilerin pH’1 9’a ayarlandi. C6zeltinin hacmi 50 mL’ye
tamamlanarak 0,1 M’lik tampon ¢6zelti hazirlandi. Cozeltinin son pH degeri pH

metre ile kontrol edildi.

7.2 Yontem

7.2.1 Optimum Ekstraksiyon Sartlarinin Belirlenmesi

7.2.1.1 pH’ in Etkisi

Irinotecan hidrokloriir etken maddesinin ekstraksiyonu amaci ile
gelistirilecek yontem iizerine pH’in etkisinin incelenmesi amaciyla pH 2-9
arasindaki degerlerde tampon ¢ozeltiler kullanildi. Orneklerin isleme hazirlanmasi
15 mL’lik falkon tiiplerle gerceklestirildi. Her bir pH degeri i¢in 3 paralel 6rnek
hazirlandi. Orneklerin igerisine sirasiyla; 0,30 mL 1.irinotecan ¢alisma ¢ozeltisi, 1
mL tampon ¢ozeltisi (pH 2-9 arasindaki degerlerde) eklendi ve son hacimleri 5

mL olacak sekilde saf su ile tamamlandi. Daha sonra ekstraksiyon ¢oziiclisii
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olarak kullanilan iyonik sividan (1-Hegzil-3-metilimidazolyum) 83 uL ve

dispersiyon ¢ozeltisi olan etanolden 0,417 mL eklendi.

Omek ¢ozeltiler hazirlandiktan sonra titresimli ¢alkalama cihazinda 10
dakika boyunca c¢alkalandi. Calkalama isleminden sonra O&rnekler 4000
devir/dakika hizda 10 dakika boyunca santrifiijlendi. Santrifiij isleminden sonra
istte kalan sulu faz dikkatli bir sekilde ayrildi. Dipte kalan faza, ekstraksiyon
¢oziiclisiine gecen kisim tiizerine son hacimler 5 mL olacak sekilde % 99,8’lik
etanol eklenerek tamamlandi. Ayrica her bir pH degeri igin igerisinde Irinotecan
ilag etken maddesi bulunmayan kor ¢ozeltileri hazirlanarak yukarida verilen pH
deneyleri  tekrar edildi. Elde edilen ekstraktlar UV-Goriiniir bolge

spektrofotometresi ile alinan dlgtimlerde kor ¢ozelti olarak kullanild.

UV-Goriiniir bolge spektrofotometresi ile irinotecan ilag etken maddesine
ait sinyal degerleri maksimum absorpsiyon sinyallerinin gozlendigi 256 nm’de

ol¢iildii. Sinyalin en yiiksek gozlendigi optimum pH degeri belirlendi.

7.2.1.2 Tyonik Siv1 (1-Hegzil-3-metilimidazolyum) Hacminin Etkisi

Ekstraksiyon ¢oziiciisii  olarak kullanilan iyonik sivi  hacminin,
ekstraksiyon verimi lizerine etkisinin incelenmesi amaciyla farkli hacimlerde
iyonik s1v1 (1-Hegzil-3-metilimidazolyum) igeren &rnekler hazirlandi. Orneklerin
isleme hazirlanmas1 15 mL’lik falkon tiiplerle gerceklestirildi. Orneklerin
igerisine sirastyla; 0,30 mL l.irinotecan galisma ¢ozeltisi, 1| mL pH= 4 tampon
coOzeltisi eklendi ve son hacimleri 5 mL olacak sekilde saf su ile tamamlandi.
Daha sonra ekstraksiyon ¢oziiciisii olarak kullanilan iyonik sivi olan 1-Hegzil-3-
metilimidazolyum’dan 40-50-60-75-100 pL hacimlerde iizerine eklendi. Son

olarak biitiin 6rneklere esit miktarda 0,55 mL etanol eklendi.

Omek ¢ozeltiler hazirlandiktan sonra titresimli ¢alkalama cihazinda 10
dakika boyunca c¢alkalandi. Calkalama isleminden sonra &rnekler 4000
devir/dakika hizda 10 dakika boyunca santrifiijlendi. Santrifiij isleminden sonra
iistte kalan sulu faz dikkatli bir sekilde ayrildi. Dipte kalan faza, ekstraksiyon
¢oziiclisiine gecen kisim iizerine son hacimler 5 mL olacak sekilde % 99,8’lik

etanol eklenerek tamamlandi. Ayrica her bir iyonik sivi  (1-Hegzil-3-
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metilimidazolyum) hacmi igin igerisinde Irinotecan bulunmayan kor ¢ozeltileri

hazirlandi.

UV-Goriiniir bolge spektrofotometresi ile irinotecan ilag etken maddesine
ait sinyal degerleri 256 nm’de 6l¢iildii. Sinyalin en yiiksek gozlendigi iyonik sivi

(1-Hegzil-3-metilimidazolyum) hacmi optimum ¢oziicii hacmi olarak belirlendi.

7.2.1.3 Dispersif Coziicii Cinsinin Etkisi

Dispersif ¢oziiciiniin cinsinin ekstraksiyon verimine etkisinin incelenmesi
amactyla aseton, metanol ve etanol ¢oziiciileri ile rnekler hazirlandi. Orneklerin
isleme hazirlanmas1 15 mL’lik falkon tiiplerle gerceklestirildi. Orneklerin
igerisine sirastyla; 0,30 mL l.irinotecan galisma ¢ozeltisi, 1| mL pH= 4 tampon
¢ozeltisi eklendi ve son hacimleri 5 mL olacak sekilde saf su ile tamamlandi.
Daha sonra 0,33 mL ekstraksiyon ¢oziiciisii olarak kullanilan iyonik sivi (1-
Hegzil-3-metilimidazolyum) ve 1,67 mL farkli dispersif ¢6ziiciilerden (aseton,
etanol ve metanol) igeren karisimdan 0,46 mL Orneklerin iizerine eklendi.
Hazirlanan o6rnek ¢ozeltiler titresimli ¢alkalama cihazinda 10 dakika boyunca
calkalandi. Calkalama isleminden sonra ornekler 4000 devir/dakika hizda 10
dakika boyunca santrifiijlendi. Santrifiij isleminden sonra istte kalan sulu faz
dikkatli bir sekilde ayrildi. Dipte kalan faza, ekstraksiyon ¢oziiciisiine gegen kisim
tizerine son hacimler 5 mL olacak sekilde etkisi ¢alisilan dispersif ¢oziiciilerden

eklendi.

Ayrica her bir dispersif ¢6ziicii i¢in igerisinde irinotecan bulunmayan kor
cozeltileri hazirlandi. UV-Goriiniir bolge spektrofotometresi ile irinotecan ilag
etken maddesine ait sinyal degerleri 256 nm’de 6lgiildii. Sinyalin en yiiksek

gozlendigi dispersif ¢oziicli bundan sonraki ¢alismalarda kullanildi.

7.2.1.4 Dispersif Coziicii Hacminin Etkisi

Dispersif ¢oziicii olarak secilen etanol hacminin ekstraksiyon verimine

etkisinin incelenmesi i¢in farkli hacimlerde etanol iceren Ornekler hazirlandi.
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Omneklerin isleme hazirlanmasi 15 mL’lik falkon tiiplerle gerceklestirildi.
Hazirlanan 6rneklerin igerisine sirasiyla; 0,30 mL l.irinotecan ¢alisma ¢ozeltisi, 1
mL pH= 4 tampon ¢ozeltisi eklendi ve son hacimleri 5 mL olacak sekilde saf su
ile tamamlandi. Daha sonra ekstraksiyon ¢oziiclisii olarak kullanilan iyonik
stvidan (1-Hegzil-3-metilimidazolyum) her bir ¢ozeltiye 60 pL ve dispersif
¢oziicii olarak segilen etanolden sirasiyla her bir falkon tiipe 0,3; 0,4; 0,5; 0,6 ve
0,75 mL hacimlerinde eklendi. Hazirlanan Ornek ¢ozeltiler titresimli ¢alkalama
cihazinda 10 dakika boyunca calkalandi. Calkalama isleminden sonra ornekler
4000 devir/dakika hizda 10 dakika boyunca santrifiijlendi. Santrifiij isleminden
sonra Ustte kalan sulu faz dikkatli bir sekilde ayrildi. Dipte kalan faza,
ekstraksiyon ¢oziiclisliine gegen kisim tiizerine son hacimler 5 mL olacak sekilde

etanol eklendi.

Ayrica her bir etanol hacmi i¢in igerisinde irinotecan bulunmayan kor
¢ozeltileri hazirlandi. UV-Goriiniir bolge spektrofotometresi ile irinotecan ilag
etken maddesine ait sinyal degerleri 256 nm’de Olgiildii. Sinyalin en yiiksek

gozlendigi etanol hacmi optimum olarak segildi.

7.2.1.5 NaCl Derisiminin Etkisi

NaCl derisiminin ekstraksiyon verimi tizerine etkisini incelemek i¢in farkl
derisimlerde NaCl bulunan &rnekler hazirlandi. Orneklerin isleme hazirlanmasi 15
mL’lik falkon tiiplerle gerceklestirildi. Hazirlanan 6rneklerin igerisine sirasiyla;
0,30 mL l.irinotecan g¢alisma ¢ozeltisi, | mL pH= 4 tampon ¢6zeltisi, 2 M NaCl
¢Ozeltisinden 0-0,025-0,125-0,250-0,625-1,25-2,5 mL hacimlerinde her bir falkon
tiipe sirasiyla eklendi. Son hacimler 5 mL olacak sekilde saf su ile tamamlandi.
Daha sonra 1,5 mL ekstraksiyon ¢oziiciisii olarak kullanilan iyonik sivi (1-
Hegzil-3-metilimidazolyum) ve 10 mL etanol igeren karisimdan 0,46 mL her bir
ornek iizerine eklendi. Ornek ¢ozeltiler hazirlandiktan sonra titresimli ¢alkalama
cthazinda 10 dakika boyunca calkalandi. Calkalama isleminden sonra ornekler
4000 devir/dakika hizda 10 dakika boyunca santrifiijlendi. Santrifiij isleminden
sonra Ustte kalan sulu faz dikkatli bir sekilde ayrildi. Dipte kalan faza,
ekstraksiyon ¢oziiclisline gegen kisim iizerine son hacimler 5 mL olacak sekilde

etanol eklendi.
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Ayrica her bir NaCl derigimi i¢in igerisinde irinotecan bulunmayan kor
cozeltileri hazirlandi. UV-Goriiniir bolge spektrofotometresi ile irinotecan ilag
etken maddesine ait sinyal degerleri 256 nm’de Olgiildii. Sinyalin en yliksek

gozlendigi NaCl derisimi optimum olarak segildi.

7.2.1.6 Calkalama Siiresinin Etkisi

Calkalama siiresinin ekstraksiyon verimine etkisinin incelenmesi icin
farkli galkalama siirelerinde gelistirilen yontem uygulandi. Orneklerin isleme
hazirlanmas1 15 mL’lik falkon tiiplerle gerceklestirildi. Hazirlanan o6rneklerin
igerisine sirastyla; 0,30 mL l.irinotecan galisma ¢ozeltisi, 1| mL pH= 4 tampon
¢ozeltisi eklendi ve son hacimleri 5 mL olacak sekilde saf su ile tamamlandi.
Daha sonra 1,5 mL ekstraksiyon ¢oziiciisii olarak kullanilan iyonik sivi (1-Hegzil-
3-metilimidazolyum) ve 10 mL etanol igeren karisimdan 0,46 mL her bir ¢6zeltiye
eklendi. Hazirlanan 6rnek ¢ozeltiler titresimli ¢alkalama cihazinda farkli siirelerde
(2-5-7-10-15 dakika) calkalandi. Calkalama isleminden sonra oOrnekler 4000
devir/dakika hizda 10 dakika boyunca santrifiijlendi. Santrifiij isleminden sonra
iistte kalan sulu faz dikkatli bir sekilde ayrildi. Dipte kalan faza, ekstraksiyon

¢oziiciisiine gegen kisim tizerine son hacimler 5 mL olacak sekilde etanol eklendi.

Ayrica igerisinde irinotecan bulunmayan kor ¢ozeltisi hazirlandi. UV-
Gorliniir bolge spektrofotometresi ile irinotecan ilag etken maddesine ait sinyal
degerleri Olgiildii. Sinyalin en yiiksek gézlendigi calkalama siiresi optimum olarak

secildi.

7.2.1.7 Santrifiij Siiresinin Etkisi

Santrifiij siiresinin ekstraksiyon verimine etkisinin incelenmesi icin
gelistirilen yontem farkli santrifiij siirelerinde uygulandi. Orneklerin isleme
hazirlanmas1 15 mL’lik falkon tiiplerle gerceklestirildi. Hazirlanan 6rneklerin
igerisine sirastyla; 0,30 mL l.irinotecan ¢alisma ¢ozeltisi, 1| mL pH= 4 tampon
¢Ozeltisi eklendi ve son hacimleri 5 mL olacak sekilde saf su ile tamamlandi.

Daha sonra 1,5 mL ekstraksiyon ¢oziiciisii olarak kullanilan iyonik sivi (1-Hegzil-
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3-metilimidazolyum) ve 10 mL etanol igeren karisimdan 0,46 mL her bir ¢ozeltiye
eklendi. Hazirlanan 6rnek ¢ozeltiler titresimli ¢alkalama cihazinda 2 dakika
boyunca ¢alkalandi. Calkalama isleminden sonra ornekler 4000 devir/dakika
hizda farkli siirelerde (2-5-7-10-15 dakika) santrifiijlendi. Santrifiij isleminden
sonra Ustte kalan sulu faz dikkatli bir sekilde ayrildi. Dipte kalan faza,
ekstraksiyon ¢oziiciisiine gecen kisim iizerine son hacimler 5 mL olacak sekilde

etanol eklendi.

Ayrica igerisinde irinotecan bulunmayan kor ¢ozeltisi hazirlandi. UV-
Goriiniir bolge spektrofotometresi ile irinotecan ilag etken maddesine ait sinyal
degerleri 256 nm’de olgiildii. Sinyalin en yiiksek gozlendigi santrifiij siiresi

optimum olarak se¢ildi.

7.3 Yabanc Iyon Etkisi

Irinotecan’in  Onderistirilmesi ve tayini amaci ile gelistirilen yontem
lizerine yabanci anyonlar, katyonlar ve hiimik asidin etkisi incelendi. Yabanci
katyonlar (Fe**; Cr**; Mn*?; Ba'%; Ca'*; Mg*% Co*?% Pb*%; Ni*%; Cd*% Sr*% Ccu™?)
ve anyonlarin ( CI; PO43; CO3% NO3 ) 1000 mg L™ stok cozeltileri ve hiimik
asidin 100 mg L™ lik ¢ozeltileri kullanildi. 15 mL’lik falkon tiiplere ayr1 ayr1 her
bir anyon ve katyon stok ¢ozeltilerinden 0,5 mL ve hiimik asit ¢ozeltisinden de 1
mL eklendi. Bu ¢ozeltilerin tizerine 0,50 mL 1l.irinotecan ¢alisma ¢6zeltisi, 1 mL
pH= 4 tampon ¢ozeltisi eklendi ve ¢ozeltilerin son hacimleri 5 mL olacak sekilde
saf su ile tamamlandi. Daha sonra 1,5 mL ekstraksiyon ¢ziiciisii olarak kullanilan
iyonik sivi (1-Hegzil-3-metilimidazolyum) ve 10 mL etanol igeren karigimdan
0,46 mL her bir ¢ozelti tlizerine eklendi. Hazirlanan 6rnek cozeltiler titresimli
calkalama cihazinda 2 dakika boyunca calkalandi. Calkalama isleminden sonra
ornekler 4000 devir/dakika hizda 7 dakika boyunca santrifiijlendi. Santrifiij
isleminden sonra iistte kalan sulu faz dikkatli bir sekilde ayrildi. Dipte kalan faza,
ekstraksiyon ¢oziiciisiine gecen kisim {izerine son hacimler 5 mL olacak sekilde

etanol eklendi.

Bunlara ek olarak igerisinde yabanci iyon bulunmayan ve sadece

irinotecan igeren ¢ozeltiler yabanci iyonlarin irinotecan’ in sinyal degerine etkisi
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olup olmadigin1 anlamak amaciyla hazirlandi. Ayrica igerisinde irinotecaninda
bulunmadigi kor ¢ozeltisi hazirlandi. UV-Goriiniir bolge spektrofotometresi ile
irinotecan ila¢ etken maddesine ait sinyal degerleri 256 nm’de 6l¢iildii. Yabanci
iyonlarin sinyal lizerine etkisinin olup olmadigi incelendi. Calismalar optimize

edilen sartlar altinda gergeklestirildi.

7.4 Onderistirme Deneyleri

Onderistirme deneyi, 5 farkli 6rnek iizerinde yapilarak galisilan yontemin
onderistirme igin uygunlugu incelendi. Orneklerin isleme hazirlanmasi 15 mL’lik
ve 50 mL’lik falkon tiiplerle gergeklestirildi. Bu denemelerde her bir 6rnege
eklenen 1l.irinotecan ¢alisma ¢ozeltisi, tampon ¢ozeltisi ve 1,5 mL iyonik sivi ve
10 mL etanol i¢eren karisimdan eklenen hacimler ve sulu fazlarin son hacimleri

Tablo 7.6’da verildi.

Tablo 7.6: Onderistirme &rek ¢ozeltileri.

1.0rnek | 2.0rnek | 3.0rnek | 4.0rnek | 5.0rnek

Sulu faz

_ 5 10 20 30 40
hacmi (mL)
1.lrinotecan
calisma 0,50 0,50 0,50 0,50 0,50
cozeltisi
hacmi (mL)
Tampon

1 2 4 6 8

cozeltisi
hacmi (mL)
Karisim

_ 0,46 0,92 1,84 2,76 3,68
hacmi (mL)
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Tablo 7.6°da ki gibi hazirlanan 6rnekler titresimli ¢alkalama cihazinda 2
dakika boyunca calkalandi. Calkalama isleminden sonra o&rnekler 4000
devir/dakika hizda 7 dakika boyunca santrifiijlendi. Santrifiij isleminden sonra
iistte kalan sulu faz dikkatli bir sekilde ayrildi. Dipte kalan faza, ekstraksiyon

¢oziiclisline gegen kisim iizerine son hacimler 5 mL olacak sekilde etanol eklendi.

Ayrica her biri i¢in ayr1 ayri igerisinde irinotecan bulunmayan kor ¢ozeltisi
hazirlandi.  UV-Goriiniir bolge spektrofotometresi ile irinotecan ilag etken
maddesine ait sinyal degerleri 256 nm’de &l¢iildii. Olgiilen sinyaller sonucunda
her bir 6nderistirme faktorii i¢in % geri kazanim degerleri hesaplandi ve yontemin

onderistirme verimi incelendi.

7.5  Kalibrasyon Egrisinin Hazirlanmasi

Kalibrasyon egrisinin olusturulmasi amaci ile kullanilacak 6rnekler 15
mL’lik falkon tiiplerde hazirlandi. 2.irinotecan ¢alisma ¢ozeltisinden 0 mL;0,2
mL;0,4 mL;0,6 mL;0,8 mL hacimlerinde falkon tiipler igerisine alindi {izerine 1
mL pH= 4 tampon ¢ozeltisi eklendi ve son hacimleri 5 mL olacak sekilde saf su
ile tamamlandi. Daha sonra 1,5 mL ekstraksiyon ¢oziiclisii olarak kullanilan
iyonik sivi (1-Hegzil-3-metilimidazolyum) ve 10 mL etanol iceren karisimdan
0,46 mL {izerine eklendi. Hazirlanan Ornek c¢ozeltiler titresimli c¢alkalama
cthazinda 2 dakika boyunca c¢alkalandi. Calkalama isleminden sonra ornekler
4000 devir/dakika hizda 7 dakika boyunca santrifiijlendi. Santriftij isleminden
sonra Ustte kalan sulu faz dikkatli bir sekilde ayrildi. Dipte kalan faza,
ekstraksiyon ¢oziiciisiine gegen kisim iizerine son hacimler 5 mL olacak sekilde

etanol eklendi.

Ayrica igerisinde Irinotecan bulunmayan tek kor ¢ozeltisi hazirlandi. UV-
Gorliniir bolge spektrofotometresi ile irinotecan ilag etken maddesine ait sinyal
degerleri 256 nm’de 6l¢iildii. Cozeltilerdeki irinotecan hidrokloriir ilag ¢ozeltisi
derisimine kars1 absorbans degerleri grafige gegirilerek kalibrasyon egrisi

olusturuldu.
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7.6 Gelistirilen Yontemin Analitik Ozellikleri

Gelistirilen yontemde gozlenebilme ve tayin sinirmin belirlenmesi igin
yapilan deneylerde 20 tane farkli kor ornege gelistirilen Onderistirme yOntemi
uyguland: ve elde edilen ekstraktlarin UV-Goriiniir bolge spektrofotometresinde
256 nm’de absorbans sinyalleri okutuldu. Gozlenebilme sinirt kor sinyallerinin
(n=20) standart sapmasinin ii¢ katinin kalibrasyon egrisinin egimine bolimii
(3Sp/m), tayin sinirt ise kor sinyallerinin (n=20) standart sapmasinin on katinin

kalibrasyon egrisinin egimine boliimii (10Sp/m) ile hesaplandi.

7.7  Ornek Analizleri

7.7.1 Cesme Suyu Analizi

Dispersif sivi-sivi mikroekstraksiyon yonteminin ¢esme suyu Ornegi i¢in
uygulanabilirligi incelendi. Bu amagla laboratuvar igerisinde yer alan ¢esmeden
bir beher icerisine yeteri miktarda ¢esme suyu alindi. Deneyler standart katma
yontemi kullanilarak gerceklestirildi. Kalibrasyon egrisinin olusturulmasi
sirasinda 7.1.6.2°de hazirlanisi verilen 2.irinotecan calisma ¢6zeltisi kullanildi.

Orneklerin isleme hazirlanmasi 15 mL’lik falkon tiiplerde gergeklestirildi.

Bu denemelerde her bir ornege eklenen 2.irinotecan g¢alisma ¢ozeltisi,
tampon ¢ozeltisi ve 1,5 mL iyonik s1vi ve 10 mL etanol i¢eren karisimdan eklenen

hacimler ve sulu fazlarin son hacimleri Tablo 7.7’de verildi.
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Tablo 7.7: Standart katma yontemi i¢in hazirlanan standart ¢ozeltilerin igerigi.

Cesme | 2. Irinotecan pH=4
Saf su Karisim
suyu calisma tamponu
(mL) cozeltisi (mL)
(mL) | cozeltisi (mL) (mL)

Kor 0 0,00 5 1 0,46
1.Standart 5 0,00 0 1 046
2.Standart 5 0,05 0 1 0,46
3.Standart 5 0,10 0 1 0,46
4.Standart 5 0,20 0 1 0,46
5.Standart 5 0,25 0 1 0,46
6.Standart 5 0,30 0 1 0,46

Hazirlanan ornek c¢ozeltiler titresimli ¢alkalama cihazinda 2 dakika
boyunca c¢alkalandi. Calkalama isleminden sonra ornekler 4000 devir/dakika
hizda 7 dakika boyunca santrifiijlendi. Santrifiij isleminden sonra {iistte kalan sulu
faz dikkatli bir sekilde ayrildi. Dipte kalan faza, ekstraksiyon ¢oziiciisiine gegen

kisim {izerine son hacimler 5 mL olacak sekilde etanol eklendi.

Hazirlanan bu Orneklere gelistirilen deneysel yontem uygulandi. Ayni
sekilde bu sefer igerisine belirli miktar irinotecan eklenilen ¢esme suyu 6rnekleri
yontemin geri kazanim veriminin belirlenmesi amaciyla yukarida verilen yontem
kullanilarak analiz edildi. Bu amagla 30 mL g¢esme suyu iizerine, 2.irinotecan
calisma ¢ozeltisinden 1,2 mL eklenerek yeni Ornek hazirlandi. Bu ¢ozelti
kullanilarak yukarida Tablo 7.7°de verildigi sekilde kalibrasyon ¢ozeltileri
hazirlandi. Bu oOrneklere de gelistirilen yontem uygulandi. Elde edilen
ekstraktlardaki  Irinotecan’ 1 sinyal degerleri UV-Goriiniir  bolge
spektrofotometresi teknigi ile 256 nm’de Oolgiildii. Cozeltilerdeki irinotecan
derisimine kars1t Olgiilen absorbans degerleri grafige gecirilerek kalibrasyon

egrileri olusturuldu.
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7.7.2 Dere Suyu Analizi

Dispersif sivi-sivi mikroekstraksiyon yonteminin dere suyu Ornegi igin
uygulanabilirligi incelendi. Bu amagla deneysel calismalar icin Balikesir Kiigiik
Bostanct Deresi'nden alman &rnek kullamildi. Ornegin analize uygun hale
getirilebilmesi i¢cin 6nce Whatman siizge¢ kagidindan daha sonra 0,45 pm
gbzenek boyutuna sahip olan seliiloz asetat membran filtre kagidi kullanilarak

stizlildii ve polietilen kaba aktarilip buzdolabinda sakland.

Kalibrasyon egrisi standart katma yontemi ile olusturuldu. Bu denemelerde
her bir 6rnege eklenen 2.irinotecan ¢alisma ¢6zeltisi, tampon ¢ozeltisi ve 1,5 mL
iyonik sivi ve 10 mL etanol igeren karisimdan eklenen hacimler ve sulu fazlarin

son hacimleri Tablo 7.8’de verildi.

Tablo 7.8: Standart katma yontemi i¢in hazirlanan standart ¢ozeltilerin igerigi.

2. Irinotecan Karisim
Dere pH=4
calisma Saf su cozeltisi
suyu tamponu _
cozeltisi (mL) hacmi
(mL) . (mL)
hacmi (mL) (mL)
Kor 0 0,00 5 1 0,46
1.Standart 5 0,00 0 1 0,46
2.Standart 5 0,05 0 1 0,46
3.Standart 5 0,10 0 1 0,46
4.Standart 5 0,15 0 1 0,46
5.Standart 5 0,20 0 1 0,46
6.Standart 5 0,25 0 1 0,46
7.Standart 5 0,30 0 1 0,46

Ornek ¢ozeltiler hazirlandiktan sonra titresimli calkalama cihazinda 2
dakika boyunca c¢alkalandi.  Calkalama isleminden sonra Ornekler 4000
devir/dakika hizda 7 dakika boyunca santrifiijlendi. Santrifiij isleminden sonra
iistte kalan sulu faz dikkatli bir sekilde ayrildi. Dipte kalan faza, ekstraksiyon

¢Oziiciisiine gegen kisim lizerine son hacimler 5 mL olacak sekilde etanol eklendi.
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Hazirlanan bu oOrneklere gelistirilen deneysel yontem uygulandi. Ayni
sekilde bu sefer igerisine belirli miktar Irinotecan eklenilen dere suyu 6rnekleri
yontemin geri kazanim veriminin belirlenmesi amaciyla yukarida verilen yontem
kullanilarak analiz edildi. Bu amagla 35 mL dere suyu iizerine 2.irinotecan
calisma ¢ozeltisinden 1,4 mL eklenerek yeni O6rnek hazirlandi. Bu ¢dzelti
kullanilarak yukarida verildigi sekilde kalibrasyon c¢ozeltileri hazirlandi. Bu

orneklere de gelistirilen yontem uygulandi.

Elde edilen ekstraktlardaki Irinotecan’in sinyal degerleri UV-Goriiniir bolge
spektrofotometresi ile 256 nm’de ol¢iildii. Cozeltilerdeki irinotecan derisimine
kars1 Olciilen absorbans degerleri grafige gegirilerek kalibrasyon egrileri

olusturuldu.

7.7.3 idrar Analizi

Gelistirilen dispersif sivi-sivi ekstraksiyonu yonteminin idrar 6rneginde
uygulanabilirligini incelemek amaciyla Deniz Uysal’dan alinan idrar Ornegi
kullanildi. Ornegin analize uygun hale getirilebilmesi igin énce 50 mL’lik falkon
tiipteki idrar 6rnegi 4000 devir/dakika hizda 10 dakika boyunca santrifiijlendi.
Santrifiij sonrasi1 falkon tiipiin dibinde tortu gozlendi ve iisteki siiziintii kismi
baska bir falkon tiipe aktarildi. Falkon tiipteki siiziintii de daha sonra Whatman
stizge¢ kagidindan daha sonra 0,45 um gbézenek boyutuna sahip olan seliiloz asetat
membran filtre kagidi kullanilarak siiziildii. Siizme isleminden sonra idrar
orneginden 4 mL alindi, son hacmi 40 mL olacak sekilde saf su ile seyreltildi.
Seyreltilmis 6rnek icerisinden 15 mL alinip geri kalan 6rnek buzdolabi sartlarinda

saklandi.

Elde ettigimiz seyreltilmis idrar 6rneginden 3 ayr1 falkon tiipe 5’er mL
konulup, lizerine 1 mL pH= 4 tampon c¢ozeltisi eklendi ve son hacimleri 5 mL
olacak sekilde saf su ile tamamlandi. Daha sonra 1,5 mL ekstraksiyon ¢oziiciisii
olarak kullanilan iyonik sivi (1-Hegzil-3-metilimidazolyum) ve 10 mL etanol
igeren karisimdan 0,46 mL {izerine eklendi. Hazirlanan 6rnek ¢ozeltiler, titresimli
calkalama cihazinda 2 dakika boyunca g¢alkalandi. Calkalama isleminden sonra

ornekler 4000 devir/dakika hizda 7 dakika boyunca santrifiijlendi. Santrifiij
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isleminden sonra iistte kalan sulu faz dikkatli bir sekilde ayrildi. Dipte kalan faza,
ekstraksiyon ¢oziiciisiine gecen kisim iizerine son hacimler 5 mL olacak sekilde

etanol eklendi.

Ayni sekilde bu sefer igerisine belirli miktar irinotecan eklenilen idrar
ornekleri yontemin geri kazanim veriminin belirlenmesi amaciyla yukarida verilen
yontem kullanilarak analiz edildi. 3 ayr1 falkon tiipe ayr1 ayri daha Once elde
ettigimiz seyreltilmis idrar O6rneginden 5’er mL, 0,2 mL Z2.irinotecan g¢aligma
¢ozeltisi, 1 mL pH= 4 tampon ¢ozeltisi de eklendi. Son hacimleri 5 mL olacak
sekilde saf su ile tamamlandi. Daha sonra 1,5 mL ekstraksiyon ¢6ziiciisii olarak
kullanilan iyonik sivi (1-Hegzil-3-metilimidazolyum) ve 10 mL etanol igeren
karisimdan 0,46 mL eklendi. Hazirlanan O6rnek c¢ozeltiler, titresimli calkalama
cihazinda 2 dakika boyunca calkalandi. Calkalama isleminden sonra Grnekler
4000 devir/dakika hizda 7 dakika boyunca santrifiijlendi. Santrifiij isleminden
sonra tstte kalan sulu faz dikkatli bir sekilde ayrildi. Dipte kalan faza,
ekstraksiyon ¢oziiclisiine gegen kisim iizerine son hacimler 5 mL olacak sekilde

etanol eklendi.

Ayrica igerisinde irinotecan hidrokloriir ilag ¢ozeltisi bulunmayan tek kor
cozeltisi hazirlandi. Hazirlanan ¢ozeltilere gelistirilen yontem uygulandi. UV-
Goriiniir bolge spektrofotometresi ile idrar orneginde irinotecan ilag etken
maddesine ait sinyal degerleri 256 nm’de 6l¢iildii. Boliim 7.5 de verilen yontemle
hazirlanan kalibrasyon egrisi kullanilarak c¢ozeltilerdeki irinotecan derisimleri

hesaplandi.
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8. BULGULAR

8.1  Optimum Sartlarin Belirlenmesi

8.1.1 pH Etkisi

Irinotecan ila¢ etken maddesinin ekstraksiyonu tizerine pH etkisinin
incelenmesi amaciyla pH 2-9 arasinda caligildi. Irinotecan hidrokloriir etken
maddesinin ekstraksiyonu amaciyla gelistirilen yontem {izerine pH’ 1 etkisinin

incelenmesi 7.2.1.1°de verilen sartlarda yapildi.

Maksimum absorpsiyon degerinin gozlendigi dalga boyunun belirlenmesi
amaci ile elde edilen ekstraktlarin spektrumlar1 240-450 nm araliginda tarandi.
Sekil 8.1°de verilen pH 4’te elde edilen ekstraktin spektrumunda da goriilecegi
gibi maksimum absorbans degeri 256 nm’de go6zlendi. Ayrica spektrumda
gozlenen her iki pike ait absorbans degerleri Tablo 8.1’de verildi. Bu nedenle
maksimum absorpsiyon degerlerinin elde edildigi 256 nm dalga boyunda

absorpsiyon sinyalleri bundan sonraki ¢alismalarda okundu.

1,000

Absorbans

240 300 400 450
Dalgza Bovu (nm)

Sekil 8.1: pH 4’te elde edilen ekstraktda Irinotecan’ in spektrumu.
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Tablo 8.1: pH 4’te elde edilen maksimum absorbans degerleri.

Dalga boyu (nm) 256 360

Absorbans 0,515 0,450

Irinotecan ilag etken maddesinin Onderistirilmesi {izerine pH’1n etkisi her
bir pH’da 256 nm’de elde edilen absorbans degerleri Tablo 8.2°de ve Sekil 8.2°de

verilerek gosterilmistir.

Tablo 8.2: pH 2-9 arasinda elde edilen ekstraktlarin 256 nm’de ki absorbans degerleri.

Absorbans
pH (256 nm)
2 0,301
3 0,233
4 0,515
5 0,213
6 0,314
7 0,199
8 0,250
9 0,110
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0,6

0,5

Absorbans
o
w

0,2
0,1
0
2 4 6 8 10
pH

Sekil 8.2: Irinotecan ila¢ etken maddesinin dnderistirilmesi iizerine pH etkisi.

Farkli pH tamponlar1 kullanilarak yapilan deneylerden elde edilen
spektrumlar ve maksimum absorbans degerleri incelendiginde en yiiksek
absorbans degerleri pH 4’te elde edilmistir. O nedenle bu pH degeri bundan

sonraki ¢aligmalarda deneysel pH degeri olarak se¢ilmistir.

8.1.2 Tyonik Siv1 (1-Hegzil-3-metilimidazolyum) Hacminin Etkisi

Gelistirilen yOntemin uygulanmasi stiresince ¢alisilacak ortamda,
ekstraksiyon ¢oziiciisii olarak kullanilacak iyonik sivinin hacminin ekstraksiyon
verimine etkisinin incelenmesi amaciyla farkli hacimlerde iyonik sivi (1-Hegzil-3-

metilimidazolyum) iceren ¢ozeltiler kullanildu.

256 nm’de yapilan olgiimlerden elde edilen sonuglar Tablo 8.3, Sekil
8.3’de verildi. Sekil 8.3 ve Tablo 8.3’te goriildiigii iizere 60 pL hacimde iyonik
sivt kullanilarak hazirlanan 6rneklerde goézlenen sinyallerin en yiiksek oldugu
bulundu. Bu nedenle aksi sdylenmedik¢e diger parametrelerin belirlenmesi
amaciyla hazirlanacak 6rneklerdeki iyonik sivi hacminin 60 pL olmasina karar

verildi.
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Tablo 8.3: Irinotecan Hidrokloriir ilacinin onderistirilmesi {izerine iyonik sivi (1-Hegzil-3-
metilimidazolyum) hacminin etkisi.

Iyonik Siv1 (uL) 40 50 60 75 100

Absorbans (256 nm) | 0,137 0,206 0,237 0,187 | 0,129

0,24

0,22

0,2

0,18

0,16

Absorbans

0,14

0,12

0,1
40 60 80 100

Iyonik Sivi hacmi (uL)

Sekil 8.3: Irinotecan ilag etken maddesinin oOnderistirilmesi ilizerine iyonik sivi (1-Hegzil-3-
metilimidazolyum) hacminin etkisi.

8.1.3 Dispersif Coziicii Cinsinin Etkisi

Gelistirilen yontemin uygulanmasi siiresince ¢alisilacak ortamda, dispersif
¢oziiclinlin cinsinin ekstraksiyon verimine etkisinin incelenmesi amaciyla farkli

¢oziiciiler ile hazirlanmis 6rnekler kullanildi.

Her bir dispersif ¢oziicii i¢in 256 nm’de elde edilen absorbans sinyal degerleri
Tablo 8.4°ta verildi. Tablo 8.4’te goriildiigii iizere etanol kullanilarak hazirlanan
orneklerde gozlenen sinyallerin en yiiksek oldugu bulundu. Bu nedenle aksi
soylenmedik¢e diger parametrelerin belirlenmesi amaciyla hazirlanacak

orneklerde dispersif ¢oziicii olarak etanol kullanildi.
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Tablo 8.4: Irinotecan Hidrokloriir ilacinin 6nderistirilmesi tizerine dispersif ¢oziicti cinsinin etkisi.

Absorbans (256 nm)
Aseton 0
Etanol 0,225
Metanol 0,210

8.1.4 Dispersif Coziicii Hacminin Etkisi

Gelistirilen yontemin uygulanmas: siiresince ¢alisilacak ortamda, dispersif
¢Oziiclinlin hacminin ekstraksiyon verimine etkisini incelemek amaciyla farkli
hacimlerde etanol igeren Ornekler hazirlandi. Her bir ¢ozeltide ekstraksiyon
¢oziliclisii olarak kullanilan iyonik sividan (1-Hegzil-3-metilimidazolyum) 60 pL
ve dispersif ¢6zgen olan etanol ¢ozeltisinden sirasiyla her bir falkon tiipe 0,3; 0,4;
0,5; 0,6 ve 0,75 mL hacimlerinde eklendi. 256 nm de yapilan dl¢iimlerden elde
edilen sonuglar Tablo 8.5, Sekil 8.4’te verildi. Sekil 8.4 ve Tablo 8.5’te
gorildiigi tizere 0,4 mL hacimde etanol kullanilarak hazirlanan orneklerde
gbzlenen sinyallerin en yliksek oldugu bulundu. Bu nedenle aksi iddia edilmedigi
siirece diger parametrelerin belirlenmesi amaciyla hazirlanacak orneklerdeki

etanol hacminin 0,4 mL olmasina karar verildi.

Tablo 8.5: Irinotecan Hidrokloriir ilacinin 6nderistirilmesi tizerine dispersif ¢ozlicii hacminin

etkisi.

Etanol miktar1 (mL) 03 04 05 0.6 07

Absorbans (256 nm) 0,227 0,241 0,187 0,196 | 0,193
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0,25
0,24
0,23
0,22

021

S 0,20

o]

< 0,19
0,18
0,17
0,16

0,15

0,3 0,4 0,5 0,6 0,7
Etanol hacmi (mL)

Sekil 8.4: Irinotecan Hidroklordir ilacinin 6nderistirilmesi {izerine dispersif ¢oziicli hacminin etkisi.

8.1.5 NaCl Derisiminin Etkisi

NaCl derisiminin ekstraksiyon verimi lizerine etkisini incelemek i¢in farkli
derisimlerde NaCl bulunan 6rnekler hazirlandi. Hazirlanan 6rneklere gelistirilen

yontem uygulandi.

256 nm’de yapilan olgiimlerden elde edilen sonuglar Tablo 8.6, Sekil
8.5’te verildi. Sekil 8.5 ve Tablo 8.6’da gorildiigii tizere eklenen farkli
hacimlerdeki NaCl’ iin sinyaller iizerine etki etmedigi gozlendi. O nedenle bundan

sonraki drneklere herhangi bir tuz ilavesi yapilmadi.
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Tablo 8.6: Irinotecan Hidrokloriir ilacinin dnderistirilmesi tizerine NaCl derisiminin etkisi.

NaCl 0 0,01 0,05 0,10 | 025 | 050 | 1,00
derisimi (M)

Absorbans | 0223 | 0,274 | 0,239 | 0,250 | 0,218 | 0,213 | 0,239
(256 nm)

0,28
0,27
0,26 -
0,25 -

0,24 -

Absorbans

0,23 -
0,22

0,21 -

0,20 . . . .
0,0 0,5 1,0 1,5 2,0 2,5 3,0

NaCl Derisimi (M)

Sekil 8.5: Irinotecan Hidrokloriir ilacinin 6nderistirilmesi iizerine NaCl derisiminin etkisi.

8.1.6 Calkalama Siiresinin EtKisi

(Calkalama siiresinin ekstraksiyon verimine etkisinin incelenmesi igin
farkli calkalama siirelerinde galigmak suretiyle 6rnekler hazirlandi ve gelistirilen

yontem uygulandi.

256 nm’de yapilan Slglimlerden elde edilen sonuglar Tablo 8.7, Sekil
8.6’da verildi. Sekil 8.6 ve Tablo 8.7°de goriildigi tlizere 2 dakikalik bir
calkalama ile maksimum absorbans sinyalleri elde edilmistir. Bu nedenle aksi
sOylenmedikg¢e diger parametrelerin belirlenmesi amaciyla hazirlanacak 6rnekler 2

dakika siiresince ¢alkalandi.
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Tablo 8.7: Irinotecan Hidrokloriir ilacinin dnderistirilmesi tizerine ¢alkalama siiresinin etkisi.

Calkalama siiresi

(dakika)

Absorbans
(256 nm)

0,261 0,249 0,249 0,250 0,230

Absorbans

o

N

N
1

0,21 -

0,20 . . . .
2 5 8 11 14

Calkalama Siiresi (dakika)

Sekil 8.6: Irinotecan ilag etken maddesinin dnderistirilmesi iizerine ¢alkalama siiresinin etkisi.

8.1.7 Santrifiij Siiresinin Etkisi

Santrifiij siiresinin ekstraksiyon verimine etkisinin incelenmesi igin farkli

stirelerde ¢aligsmak suretiyle 6rnekler hazirlandi ve gelistirilen yontem uygulandi.

256 nm’de yapilan olgiimlerden elde edilen sonuglar Tablo 8.8, Sekil
8.7’de verildi. Sekil 8.7 ve Tablo 8.8’de goriildiigii tizere 7 dakikalik bir santrifiij
islemi ile maksimum absorbans sinyalleri elde edilmistir. Bu nedenle aksi
sOylenmedikc¢e diger parametrelerin belirlenmesi amaciyla hazirlanacak drnekler 7

dakika siiresince santrifiijlenmistir.
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Tablo 8.8: Irinotecan ilag etken maddesinin dnderistirilmesi {izerine santrifiij siiresinin etkisi.

Santrifiij siiresi

(dakika) 2 5 7 10 15
Absorbans
(256 nm) 0,219 0,222 0,260 0,250 0,255
0,27 -

Absorbans

0,20 T T T T T T
2 4 6 8 10 12 14

Santrifiij Siiresi (dakika)

Sekil 8.7: Irinotecan ila¢ etken maddesinin dnderistirilmesi iizerine santrifiij siiresinin etkisi.

8.2  Yabana Iyon Etkisi

Irinotecan ilag etken maddesine ait sinyaller iizerine varsa girisimcilerin
etkilerini belirlemek amaciyla 6rneklerde sikca rastlanan iyon tiirlerinin etkileri

incelendi. Gelistirilen yontem uygulanarak % geri kazanim degerleri hesaplandi.

256 nm’de yapilan olgtimlerden elde edilen sonuglar Tablo 8.9°da verildi.
Tablo 8.9°da goriildiigii gibi hiimik asit ve yabanci iyonlarin ortama eklenmesinin

Irinotecanin ekstraksiyonu tizerine bir etki etmedigini gostermistir.
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Tablo 8.9: Yabanci iyon etkisi.

Yabanci Eklenen Bulunan Geri
Yabanci iyon iyon irinotecan irinotecan
ya da bilesik derisimi derisimi derisimi kaz(fl mm

(mgLh | (mgL') | (mgL?) )
Hiimik asit 10 20,4 21,8+0,8 106,9
PO, 2 100 20,4 20,5+0,4 100,7
co, 100 20,4 22,8+1,5 111,7
NO, 100 20,4 23,043,0 112,7

Cu 100 20,4 19,142,1 93,7

Fe 100 20,4 19,5+1,3 95,8
cr 100 20,4 21,0+3,9 102,9

Mn 100 20,4 20,3+2,7 99,7

Ba 100 20,4 19,8+1,7 97,2

Ca 100 20,4 23,7432 116,1

Mg 100 20,4 19,629 96,0

Co 100 20,4 17,1+1,5 83,8

Pb 100 20,4 21,3%1,5 104,3
NI 100 20,4 21,0£1,7 103,1

cd 100 20,4 20,0+1,7 98,1

Sr 100 20,4 19,4+5,4 95,0

8.3  Onderistirme Deneyleri

Onderistirme deneyi, 5 farkli 6rnek iizerinde yapilarak calisilan ydntemin

onderistirme i¢in uygunlugu incelendi. Gelistirilen yontem uygulanarak % geri

kazanim ve standart sapmalar1 hesaplandi.

256 nm’de yapilan 6l¢iimlerden elde edilen sonuglar Tablo 8.10°da verildi.

Tablo 8.10°da goriildiigli gibi farkli 6rnek hacimlerinde elde edilen geri kazanim

degerlerinin oldukga iyi oldugu ve kantitatif sonuglar alindig goriildii.
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Tablo 8.10: Onderistirme etkisi.

Eklenen Bulunan
Ornek Hacmi irinotecan irinotecan % Geri
(mL) miktari miktari kazanmim
(mg) (mg)
5 0,1 0,100+0,004 99,7
10 0,1 0,111+0,020 110,7
20 0,1 0,114+0,07 113,6
30 0,1 0,100+0,011 99,7
40 0,1 0,103+0,023 103,3

8.4  Kalibrasyon Egrisinin Hazirlanmasi

Kalibrasyon egrisinin  olusturulmasi
uygulandi. Cozeltilerdeki Irinotecan hidrokloriiriin derisimine karst UV-Goriintir
bolge spektrofotometresi ile elde edilen absorbans degerleri grafige gegirilerek

kalibrasyon egrisi olusturuldu.

256 nm’de yapilan dlgiimlerden elde edilen sonuglar Tablo 8.11, Sekil 8.8°de

verildi.
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Tablo 8.11: Irinotecan hidrokloriir i¢in kalibrasyon degerleri.

2. Irinotecan
calisma cozeltisi Irinotecan derisimi Absorbans
hacimleri (mg L™ (256 nm)
(mL)
0 0 0,017
0.1 4,16 0,171
0,2 8,32 0,374
0,3 12,48 0,469
0.4 16,64 0,573
0,7 - y = 0,0339x + 0,0388
R%2=10,9787
0,6 - A
0,5
e
g 0,4 - .
o
80,3 -
<
0,2 -
0,1 -
0 ? T T T 1
0 5 10 15 20
Irinotecan hidrokloriir derisimi (mg L)

Sekil 8.8: Irinotecan ilag etken maddesinin Onderistirilmesi amaciyla elde edilen kalibrasyon

egrisi.
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8.5 Gelistirilen Yontemin Analitik Ozellikleri

Gelistirilen yontemde gozlenebilme ve tayin sinirinin belirlenmesi igin
yapilan deneylerde 20 tane farkli kor Ornegine karsi gelistirilen Onderistirme
yontemi UV-Goriniir bolge spektrofotometresi ile Irinotecan Hidrokloriir ilacina
ait sinyaller olgiildii. Olgiilen sinyaller grafige gegirilerek kalibrasyon egrisi
olusturuldu. Goézlenebilme sinir1 kor sinyallerinin (n=20) standart sapmasinin {i¢
katinin kalibrasyon egrisinin egimine bdlimii (3Sp/m), tayin sinir1 ise kor
sinyallerinin (n=20) standart sapmasinin on katinin kalibrasyon egrisinin egimine
bolimi (10Sp/m) ile hesaplandi. Elde edilen sonuglardan gozlenebilme siniri
0,0487 mg L? ve tayin smir1 ise 0,1623 mg L™ Irinotecan hidrokloriir olarak
bulundu. Yukarida Bolim 8.3’te de goriildiigii gibi 40 mL 6rnek hacminde
calisilip son hacim etanol ile 1 mL ye tamamlandiginda 40 katlik bir 6nderistirme
yapilabilir bu durumda gozlenebilme sinirinda yaklasik 40 katlik bir iyilesme elde
edilebilir.

8.6  Ornek Analizleri

8.6.1 Cesme Suyu Analizi

Gelistirilen yontem c¢esme suyu Ornegine uygulandi ve ¢esme suyu
orneginde Irinotecan hidrokloriir tayini standart katma yontemi ile yapildi. Analiz
icin hazirlanan ¢esme suyu 6rneginden 5 mL alinarak Tablo 7.7°de verilen sekilde
cozeltiler hazirlandi ve gelistirilen yontemle c¢esme suyundaki irinotecan
hidrokloriir etken maddesinin miktar1 belirlendi. Ayrica yontemin dogrulugunun
ve tekrarlanabilirliginin kontrolii i¢in ayn1 sekilde bu sefer icerisine belirli miktar
Irinotecan eklenilen ¢esme suyu Ornekleri, yontemin geri kazanim veriminin

belirlenmesi amaciyla, yukarida verilen yontem kullanilarak analiz edildi.

Irinotecan katilan ¢esme suyundan elde edilen sonuglar Tablo 8.12, Tablo
8.13 ve Sekil 8.9’da verilmistir.
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Tablo 8.12: Irinotecan katilan ¢esme suyu 6rneginden elde edilen sonuglar.

2 Irin(;:jezcez;'l:lisg;allsma Irinotecan derisimi Absorbans
(mL) (mg L™ (256 nm)

0 0,0 0,146

0,05 5,2 0,200

0,1 10,4 0,268

0,2 20,8 0,434

0,25 26,0 0,494

0,3 31,2 0,554

o o
o o
1 J

o
AN
1

y =0,0136x + 0,1374
R2=0,9963

o
w

Absorbans

O T T T T T T 1
0 5 10 15 20 25 30 35

Irinotecan hidrokloriir (mg L)

Sekil 8.9: Irinotecan katilan ¢esme suyu drneginde standart katma yontemi ile Irinotecan ilag etken
maddesi i¢in elde edilen kalibrasyon egrisi.

Tablo 8.13: Cesme suyu 6rneginden elde edilen sonuglar.

Eklenen Bulunan
irinotecan irinotecan % Geri
derisimi derisimi Kazanim
(mgL™" (mg L™
- <LOD* -
10,4 10,10 £ 0,74 99,1

(< LOD* : Gozlenebilme sinirin altinda)
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8.6.2 Dere Suyu Analizi

Gelistirilen yontem dere suyu 6rnegine uygulandi ve dere suyu orneginde
Irinotecan hidrokloriir tayini Standart katma yontemi ile yapildi. Analiz igin
hazirlanan dere suyu orneginden 5 mL almarak Tablo 7.8’de verildigi sekilde
standart ¢ozeltiler hazirland1 ve gelistirilen yontemle dere suyundaki irinotecan
hidrokloriir etken maddesinin miktar1 belirlendi. Ayrica yontemin dogrulugunun
ve tekrarlanabilirliginin kontrolii i¢in ayn1 sekilde bu sefer igerisine belirli miktar
Irinotecan eklenilen dere suyu Ornekleri yontemin geri kazanim veriminin

belirlenmesi amaciyla yukarida verilen yontem kullanilarak analiz edildi.

Elde edilen sonuglar Tablo 8.14, Tablo 8.15 ve Sekil 8.10’de verilmistir.

Tablo 8.14: Irinotecan katilan dere suyu 6rneginden elde edilen sonuglar.

2. Irin(;gezcez;ilis(éahsma Irinotecan derisimi Absorbans
(mL) (mg L™ (256 nm)
0 0,0 0,201
0,05 5,2 0,274
0,1 10,4 0,328
0,15 15,6 0,445
0,2 20,8 0,529
0,25 26,0 0,631
0,3 31,2 0,701
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o o o o
Ul o N
1 1 1 J

y = 0,0166x + 0,1854
R2=0,9935

Absorbans
o o o
N w AN

o
[EEN
1

o

0 5 10 15 20 25 30 35
Irinotecan hidrokloriir derisimi (mg L)

Sekil 8.10: Irinotecan katilan dere suyu 6rneginde standart katma yontemi ile Irinotecan ilag etken
maddesi i¢in elde edilen kalibrasyon egrisi.

Tablo 8.15: Dere suyu 6rneginden elde edilen sonuglar.

Eklenen Bulunan
irinotecan irinotecan % Geri
derisimi derisimi Kazanim
(mgL™ (mgL™"
- <LOD -
10,4 11,16 = 1,69 109,5

8.6.3 idrar Analizi

Gelistirilen yontem idrar 6rnegine uygulandi ve idrar 6rneginde Irinotecan
hidrokloriir tayini yapildi. Bu amacgla Deniz Uysal’dan alinan idrar Ornegi
kullanildi. Analiz i¢in hazirlanan idrar orneginden 5 mL alinarak belirlenen
optimum sartlarda c¢ozeltiler hazirlandi ve gelistirilen yontemle c¢ozeltilerdeki

Irinotecan hidrokloriir etken maddesi miktar1 tayin edildi. Ayrica yontemin
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dogrulugunun ve tekrarlanabilirliginin kontrolii i¢in ayn1 sekilde bu sefer igerisine
belirli miktar irinotecan eklenilen idrar 6rnekleri yontemin geri kazanim veriminin

belirlenmesi amaciyla yukarida verilen yontem kullanilarak analiz edildi.

Elde edilen sonuglar Tablo 8.16° da verilmistir.

Tablo 8.16: idrar 6rneginden elde edilen sonuglar.

Eklenen Bulunan
irinotecan .. % Geri
. . e irinotecan
derisimi . . kazanim
(mg L) derisimi
& (mg L™
- <LOD -
8,32 8,00 £0,54 96,1
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9. SONUC VE ONERILER

9.1 Optimum Ekstraksiyon Sartlarimin Belirlenmesi

9.1.1 pH Etkisi

Gelistirilen yontemde ekstraksiyon verimine pH etkisinin incelenmesi
Boliim 8’ de belirtilen sartlar altinda yapildi. Sekil 8.1 ve Tablo 8.1°de goriildiigi
tizere Irinotecan hidrokloriir ilacina ait maksimum absorbans degeri pH 4’te
goriildii. Bu sonuglar 15181nda gelistirilen yontemde etkilesimin maksimum oldugu

pH degeri pH 4 olarak belirlendi.

9.1.2 lyonik Siv1 (1-Hegzil-3-metilimidazolyum) Hacminin Etkisi

Irinotecan hidrokloriir ilac1i etken maddesinin ekstraksiyonu amaciyla
gelistirilen yontem iizerine ekstraksiyon ¢oziiciisii olarak kullanilan iyonik sivi
hacminin ekstraksiyon verimine etkisi Boliim 8’de belirtilen sartlarda yapildi. Bu
amagla hazirlanan 6rneklerde iyonik sivi hacmi 40-100 pL arasindaki farkli hacim
degerlerinde deneyler gerceklestirildi. Sekil 8.3 ve Tablo 8.3’deki sonuglar
dogrultusunda ornek igerisindeki iyonik sivinin derisimi arttikca ekstraksiyon
veriminde de artis oldugu belirlendi. Iyonik sivinin hacminin maksimum oldugu
deger 60 pL olarak bulundu. Bu sonuglar 1s1ginda gelistirilen ydntemde

etkilesimin maksimum oldugu iyonik sivi hacmi degeri 60 puL olarak belirlendi.

9.1.3 Dispersif Coziicii Cinsinin Etkisi

Dispersif ¢oziicliniin cinsinin ekstraksiyon verimine etkisi Bolim 8’de
belirtilen sartlarda yapildi. Bu sartlar altinda aseton, metanol ve etanol ¢oziiciileri

ile ornekler hazirlanip deneyler yapildi. Gelistirilen yontemle yapilan deneyler
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sonucu Tablo 8.4’deki sonuglar dogrultusunda dispersif ¢oziicii cinsinin etkisinde
maksimum deger etanol kullanilarak elde edildi. Bu sartlar altinda dispersif

¢oziicii olarak etanol secildi.

9.1.4 Dispersif Coziicii Hacminin Etkisi

Dispersif ¢oziiciiniin hacminin ekstraksiyon verimine etkisi Bolim 8’de
belirtilen sartlarda yapildi. Bu sartlar altinda hazirlanan oOrneklerde dispersif
¢oziicii olan etanol hacmi 0,3-0,75 mL arasindaki farkli hacim degerlerinde
deneyler gergeklestirildi. Sekil 8.4 ve Tablo 8.5°deki sonuglar dogrultusunda
gelistirilen yontemle yapilan deneyler sonucu dispersif ¢oziici hacminin etkisinde
maksimum deger 0,4 mL elde edildi. Bu sartlar altinda dispersif ¢oziici hacmi,

0,4 mL olarak secildi.

9.1.5 NaCl Derisiminin Etkisi

Gelistirilen yontemle ekstraksiyon iizerine NaCl derisiminin etkisinin
incelenmesi Boliim 8’de belirtilen sartlarda yapildi. Calismalar NaCl derisimi 0 M
- 1 M arasindaki derisim degerlerinde degistirilerek yapildi. Sekil 8.5 ve Tablo
8.6’da goriildiigii gibi ortamda NaCl bulunmadigi durum ile ortamda NaCl
bulundugu durumlar arasinda ekstraksiyon verimleri birbirine yakin bulundu. Bu
sonuglar dogrultusunda ornek icerisinde bulunan NaCl derisiminin ekstraksiyon
verimi tizerine etkisinin bulunmadigi kabul edilerek hazirlanacak 6rneklere NaCl

eklenmemesine karar verildi.

9.1.6 Calkalama Siiresinin EtKisi

Gelistirilen yontemle ekstraksiyon iizerine calkalama siiresinin etkisinin
incelenmesi Bolim 8’de belirtilen sartlarda yapildi. Calkalama siiresinin
ekstraksiyon verimine etkisinin incelenmesi i¢in 2-15 dakikalar arasindaki farkli
calkalama siirelerinde g¢aligmak suretiyle Ornekler hazirlanip deneyler yapildi.

Sekil 8.6 ve Tablo 8.7’de goriildiigii gibi maksimum absorbans degerleri 2 dakika
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calkalama siiresi ile elde edildi. Bu sartlar altinda ¢alkalama siiresi 2 dakika olarak

segildi.

9.1.7 Santrifiij Siiresinin Etkisi

Gelistirilen yontemle ekstraksiyon tiizerine santrifiij siiresinin etkisinin
incelenmesi  Boliim  8’de  belirtilen sartlarda yapildi  Santrifiij siiresinin
ekstraksiyon verimine etkisinin incelenmesi i¢in 2-15 dakikalar arasindaki farkli
santrifiij siirelerinde calismak suretiyle drnekler hazirlanip deneyler yapildi. Sekil
8.7 ve Tablo 8.8’de goriildiigii gibi maksimum absorbans degerleri 7 dakika
santrifiij siiresi ile elde edildi. Bu sartlar altinda ¢alkalama siiresi 7 dakika olarak

segildi.

9.2  Yabanc Iyon Etkisi

Gelistirilen yontemle ekstraksiyon {izerine yabanci iyon etkisinin
incelenmesi Boliim 8’ de belirtilen sartlarda yapildi. Tablo 8.9°da goriildiigi gibi
Irinotecan ilag etken maddesine ait sinyaller iizerine varsa girisimcilerin etkilerini
belirlemek amaciyla 6rneklerde sikca rastlanan iyon tiirlerinin etkileri incelendi.
Irinotecan’1in Onderistirilmesi ve tayini amaci ile gelistirilen yontem tizerine 100
mg Lt derisiminde yabanci katyonlar (Fe+3; Cr+3; I\/In+2; Ba+2; Ca+2; Mg+2; C0+2;
Pb*% Ni*% Cd*?; Sr*% Cu*?) ve anyonlarin ( CI"; PO, *; CO5%; NO3') ve 10 mg L™
hiimik asidin etkisinin incelenmesi amaci ile ornekler hazirlandi1 ve deneyler
yapildi. Gelistirilen yontem uygulanarak hesaplanan ve Tablo 8.9’da verilen %
geri kazanim degerlerinden de goriildiigii gibi bu anyon ve katyonlarin ve hiimik
asidin Irinotecanin ekstraksiyonu iizerine herhangi bir girisim etkisinin olmadigi

gortldii.

9.3  Onderistirme Deneyleri

Onderistirme deneyi, Boliim 8’de belirtilen sartlarda 5 farkli hacimdeki

ornek {lizerinde yapilarak c¢alisilan yontemin Onderistirme ig¢in uygunlugu
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incelendi. Gelistirilen yontem uygulanarak Tablo 8.10°da goriildiigii gibi verilen
degisik Onderistirme faktorleri ve bu Onderistirme faktorleri ile yapilan
calismalardan elde edilen sonuclar dogrultusunda % geri kazanim degerleri
hesaplandi. Farkli 6rnek hacimlerinde oldukca iyi geri kazanim degerleri elde
edildi bu da yontemin yiiksek Onderistirme faktoriine sahip olmasi nedeni ile

diistik derisimdeki Irinotecan’in tayini amaci ile kullanilabilecegini gosterdi.

9.4  Gelistirilen Yontemin Orneklerde Uygulanmasi

9.4.1 Cesme Suyu Analizi

Gelistirilen yontemle Bolim 8’de belirtilen sartlarda ¢esme suyu Ornegi
tizerinde yapilan Irinotecan hidrokloriir etken maddesi miktar1 tayini igin elde
edilen sonuglar Tablo 8.12, Tablo 8.13 ve Sekil 8.9°da verildi. Ayrica yontemin
dogrulugunun ve tekrarlanabilirliginin kontrolii i¢in ayn1 sekilde bu sefer igerisine
belirli miktar Irinotecan hidrokloriir ilaci etken maddesi eklenilen ¢esme suyu
Ornegi yontemin geri kazanim veriminin belirlenmesi amaciyla analiz edildi.
Analiz sonuglarindan elde edilen degerler degerlendirildiginde sonuglarin tatmin
edici geri kazanim ylizdesinin yiiksek oldugu goriilmektedir. Bu sonuglar
yontemin ¢esme suyu Orneginde kullanilabilir oldugunu gostermektedir. Elde
edilen geri kazanim yilizdesi Tablo 8.13’te de goriildiigi gibi 99,1 olarak

bulunmustur.

9.4.2 Dere Suyu Analizi

Gelistirilen yontemle Boliim 8’de belirtilen sartlarda dere suyu Ornegi
tizerinde yapilan Irinotecan hidrokloriir etken maddesi miktar1 tayini igin elde
edilen sonuglar Tablo 8.14, Tablo 8.15 ve Sekil 8.10’da verildi. Ayrica yontemin
dogrulugunun ve tekrarlanabilirliginin kontrolii i¢in ayn1 sekilde bu sefer igerisine
belirli miktar Irinotecan hidrokloriir ilact etken maddesi eklenilen dere suyu
Ornegi yontemin geri kazanim veriminin belirlenmesi amaciyla analiz edildi.

Analiz sonuglarindan elde edilen degerler degerlendirildiginde sonuglarin tatmin
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edici geri kazanim ylizdesinin yiiksek oldugu goriilmektedir. Bu sonuglar
yontemin dere suyu orneginde kullanilabilir oldugunu gostermektedir. Elde edilen

geri kazanim yiizdesi Tablo 8.15°te de goriildiigii gibi 109,5 olarak bulunmustur.

9.4.3 idrar Analizi

Gelistirilen yontemle Boliim 8’de belirtilen sartlarda idrar 6rnegi tizerinde
yapilan Irinotecan hidrokloriir etken maddesi miktar1 tayini i¢in elde edilen
sonuclar Tablo 8.16’te verildi. Ayrica yontemin dogrulugunun ve
tekrarlanabilirliginin kontrolii i¢in ayni sekilde bu sefer igerisine belirli miktar
Irinotecan hidrokloriir ilac1 etken maddesi eklenilen idrar 6rnegi yontemin geri
kazanim veriminin belirlenmesi amaciyla analiz edildi. Analiz sonuglarindan elde
edilen degerler degerlendirildiginde sonuglarin tatmin edici geri kazanim
yiizdesinin yliksek oldugu goriilmektedir. Bu sonuglar yontemin idrar 6érneginde
kullanilabilir oldugunu gostermektedir. Elde edilen geri kazanim yiizdesi Tablo

8.16°da goriildiigii gibi 96,1 olarak bulunmustur.

9.5 Sonu¢

Bu ¢aligmada dispersif sivi-sivi mikroekstraksiyonu yontemi ile Irinotecan
hidrokloriir ilaci etken maddesinin Onderistirilmesi amaciyla bir onderistirme
yontemi gelistirildi. Bu amag ile pH, dispersif ¢oziicii cinsinin se¢imi, dispersif
¢Oziicli hacmi, ekstraksiyon ¢oziiciisii hacmi, NaCl derisimi, ¢alkalama siiresi,

santrifiijleme siiresi gibi farkli parametrelerin etkileri optimize edildi.

Genellikle  dispersif — sivi-sivi  mikroekstraksiyon  yontemlerinde,
ekstraksiyon islemi gergeklestikten sonra dipte olusun yiiksek yogunluklu
mikrodamlacik bir enjektdor yardimi ile alinip 1sitilarak ¢oziici  kismi
buharlasgtirilir ve ¢okelti fazi bir asit yardimiyla ¢oziinerek uygun bir analitik
yontem ile birlikte tayin edilir. Gelistirilen dispersif sivi-sivi mikroekstraksiyon
yonteminde ekstraksiyon iglemi gerceklestikten sonra sulu faz damlalik
yardimiyla ayrilarak ve deney tiipliniin dibinde kalan analiti igeren yliksek

yogunluklu mikrodamlacik tizerine uygun bir tamamlama ¢ozeltisi eklendikten
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sonra irinotecan UV-Goriinlir bolge spektrofotometresi ile tayin edildi. Bu
dogrultuda gelistirilen yontem, diger yontemlerle kiyasla uygulamada kolaylik,
basitlik, hiz, organik ¢oziicliniin az tiikketimi, yiiksek geri kazanim, diisiik
hacimlerde 6rneklerle ¢alisma imkani saglamasi ve ¢evre dostu bir yontem olmasi

gibi bircok avantaj saglamaktadir.

Yontemin tayin sinirinin diisiik olmasi ve girisimcilere karsi toleransinin
yiiksek olmasi dnerilen yontemin Irinotecan hidrokloriir ilacinin tayini i¢in uygun

bir yontem oldugunu géstermektedir.

Gelistirilen yontemin dogrulugu ve tekrarlanabilirligi ¢esme suyu, dere
suyu ve idrar orneklerinde yapilan analizler sonucunda tatmin edici analitik
sonuglara ulagilarak gosterilmistir. Elde edilen deneysel sonuglar gelistirilen
yontemin ¢esitli drneklerdeki diisiik konsantrasyonlardaki irinotecan hidrokloriir

ilacinin tayinine uygulanabilecegini gostermektedir.
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